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Sammanfattning

Efterfragan pa narproducerade och hantverksmassigt tillverkade drycker har pa senare ar 6kat
internationellt och i Sverige. Livsmedelsverket uppskattar att cirka en halv miljon ménniskor
drabbas av matforgiftning i Sverige varje ar. Matforgiftning ger vanligtvis milda symptom men
for personer som tillhér en riskgrupp kan féljden av en matforgiftning vara allvarlig. Med en
vaxande dryckesbransch och de potentiella allvarliga féljder som matforgiftning kan orsaka
genomfordes darfor en laborativ analys pa fermenterade alkoholhaltiga och opastoriserade
drycker (FAOD). Studien analyserade totalantal aeroba mikroorganismer, jast- och
maogelsvampar samt sju patogena bakterier: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Enterococcus, Clostridium perfringens och Enterobacteriaceae, inklusive
Escherichia coli. Standardmetoder framtagna av nordisk metodikkommitté for livsmedel
(NMKL) anvandes for att pavisa forekomst och halt av mikroorganismerna. Resultaten pavisade
DN:as negativa Staphylococcus i vin, cider, 6l samt kombucha och varierade halterna mellan 2,0
och 4,47 log CFU/ml FAOD. Enterobacteriaceae pavisades i fruktvin och cider i halter mellan
1,0 och 2,47 log CFU/ml. Totalantal aeroba mikroorganismer pavisades i samtliga prover mellan

2,0 och 5,2 log CFU/mI. Fynden indikerar att FAOD potentiellt kan vara ett risklivsmedel.

Nyckelord: Matforgiftning, fermenterade drycker, patogena bakterier, livsmedelshygien



Abstract

Demand for locally produced and artisanal beverages has increased in recent years
internationally and in Sweden. The Swedish National Food Administration estimates that approx.
half a million people suffer from food poisoning in Sweden every year. Food poisoning usually
causes mild symptoms, but the consequences of food poisoning can be serious. With a growing
beverage industry and the potential serious consequences that food poisoning can cause, a
laboratory analysis of fermented alcoholic and unpasteurized beverages (FAOD) was therefore
carried out. This study analyzed total number of aerobic microorganisms, yeasts and molds and
seven pathogenic bacteria: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Enterococcus, Clostridium perfringens and Enterobacteriaceae, including Escherichia coli.
Standard methods developed by the Nordic Food Methods Committee (NMKL) were used to
detect the presence and enumeration of microorganisms. The results showed DN:as negative
Staphylococcus in wine, cider, beer and kombucha and varied at levels between 2,0 and 4,47 log
CFU / ml FAOD. Enterobacteriaceae were detected in fruit wine and cider at levels between 1,0
and 2,47 log CFU / ml. The total number of aerobic microorganisms was detected in all samples
between 2,0 and 5,2 log CFU / ml. The findings indicate that FAOD could potentially be a risk
food.

Keywords: Food poisoning, fermented beverages, pathogenic bacteria, food hygiene
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Ordlista

Aeroba mikroorganismer: Mikroorganismer som maste ha syre for tillvaxt och éverlevnad

Agar: En geléartat &mne, framstéllt av alger, som tillsammans med valfria ingredienser utgor ett
lampligt tillvaxtmedium for 6nskad mikroorganism (och oldampligt medium for oonskade

mikroorganismer)

Agarplatta: En petriskal innehallande ett tillvaxtmedium som avses for odling av

mikroorganismer

Anaerob miljo: Franvaro av syre i en miljo

Anrikning: Okning av koncentration av ett amne/bakterier

Antimikrobiella egenskaper: Amnen som dodar eller forhindrar férokning av mikroorganismer
Bakterieodling: En forokning av bakterier genom odling pa eller i ett substrat

Biogena aminer: Kemiska foreningar som kan orsaka matférgiftning

Briggska logaritmen (log): Anvénds for att rapportera inom mikrobiologi och beskriver
tillvaxten hos bakterier. Siffran fore decimalkommat anger storleksordningen uttryck i 10-

potenser

Colony-forming unit (CFU): Inom mikrobiologin en enhet for att uppskatta antalet levande
bakterier i ett prov

Cellreglering: Olika processer i en cell som uppstar med syfte att undvika skador i cellen
Detektering: En metod for att upptacka och pavisa en eftersokt bakterie

Emetiska syndrom/aktivitet: Aktivitet som framkallar krékningar

Enterociner: Toxiner som produceras av bakterier for att hdmma tillvaxten av andra bakterier

Enterotoxin: Av bakterier utsondrat protein som kan orsaka skada hos ménniskan
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Fakultativ anaerob: En aerob mikroorganism som &ven kan leva utan syre

Fria radikaler: Amnen som kan ha skadlig verkan pa celler

Generationstid: Den tid som behovs for att en population ska fordubblas
Gramfargning: Metod for infargning av bakterier som anvands for bakterieklassificering
Homogenisering: Finfordelning

Inkubation: Forvaring

Koagulas: Enzym som gor att protein koagulerar

Medium: Naringslésning for bakterier

Mikroflora: Mikroorganismer som kan existera pa eller i kroppen hos varden

MilliQ® vatten: Ultrarent vatten for olika behov i laboratorier

NMKL: Nordisk Metodikkommitté for livsmedel och ett forum for nordiska
livsmedelsanalytiker. Kommittén erbjuder ett urval av metoder som &r utarbetade av nordiska

experter efter nordiska laboratorietraditioner
Osmofila jastsvampar: Jastsvampar som kan vaxa i miljoer med hdg sockerhalt

Pastorisering: Uppvarmning av ett livsmedel under viss tid med syfte att bl.a. doda

mikroorganismer
Patogenicitet: Mikroorganismers potentiella kapacitet att orsaka skada

Peleusboll: Pipetteringsinstrument som anvands for uppsugning av vétskor tillsammans med en

pipett

Petriskal: En petriskal ar en cylindrisk grund av glas- eller plastskal som anvénds for odling av

mikroorganismer



Platinds: Verktyg av plast som anvands for ympning av bakterier
Polyfenoler: Typ av antioxidant
Probiotika: Levande mikroorganismer som kan ge hélsofordelar

Rackla: Ett instrument av glas eller metall som anvénds for att sprida ut en 16sning 6ver en agar-

yta
Reagens: Ett amne eller en kombination av &mnen som astadkommer kemiska forandringar

Renodla: Syftar inom mikrobiologin pa att vélja ut och odla en population av bakterier som

kommer fran en enda koloni
Saprofyt bakterie: Bakterier som etablerar sig pa dod organism
Selektiv agar: Tillvaxtmedium for sarskild mikroorganism

Sepsis: Blodforgiftning som paverkar hela kroppen och gér att viktiga organ som hjértat,

lungorna, hjarnan och njurarna inte fungerar som de ska

Sporbildande: Bakterier som kan kapsla in sitt DNA och bilda en spor. Sporer tal olampliga

miljoer. Vid gynnsam miljo kan dessa pa nytt utvecklas till sjukdomsframkallande bakterier
Stomacherpase: En steril plastpase som anvénds for att blanda prover i stomacher
Substrat: Ett underlag som mikroorganismer kan tillvéxa pa

Suspension: En heterogen blandning av fasta partiklar och en vatska dar partiklarna gar att

urskilja
Toxin: Giftigt &mne producerat av levande organismer

Vortex-apparat: En apparat som anvands for att blanda och jamnt fordela innehallet i ett

provror
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Inledning

Efterfragan pa narproducerade och hantverksmassigt tillverkade drycker har pa senare ar okat
(Livsmedelsforetagen, 2020). Antalet producenter av alkoholdrycker (vin, cider, 6l, spritdrycker
etc.) har sedan arsskiftet 2017/2018 okat med ca. 23 % vilket gor dryckestillverkningen till ett av
de snabbast vaxande segmenten inom livsmedelsbranschen (ibid.). | Sverige &r det
livsmedelsforetagen som bér ansvaret for att sakerstalla leveransen av sakra produkter till
konsument (Livsmedelsverket, 2021d). Det innebdr att det priméra ansvaret for
livsmedelssékerheten ligger hos livsmedelsproducenten enligt Europaparlamentets och
Europaradets forordning (EG) nr 2073/2005.

Livsmedelsverket uppskattar att cirka en halv miljon manniskor drabbas av matforgiftning i
Sverige varje ar (Livsmedelsverket, 2021b). Matforgiftning ger vanligtvis milda symptom men
for personer som tillhér en riskgrupp kan dock féljden av en matforgiftning vara allvarlig
(Livsmedelsverket, 2020e). For samhallet kan matforgiftningar resultera i kostnader i form av
sjukersattning, vard och lagre produktion (ibid.). Konsumtion av bristfalligt kylda produkter,
felaktigt producerade eller tillagade varor, bristfallig personlig och produktionsméssig hygien
kan leda till matforgiftning (Livsmedelsverket, 2021b). Med en véxande dryckesbransch och de
potentiellt allvarliga foljderna som matforgiftning kan orsaka ar det darfor vara intressant att
studera fermenterade alkoholhaltiga och opastoriserade drycker (FAOD). Med detta som grund

kommer den har studien att genomféra en laborativ analys pa FAOD.

Bakgrund

Bakgrunden inleds med en kort beskrivning av livsmedelshygienens roll i maltiden. Dérefter
beskrivs fermenterade dryckers historia samt nutidens produktion, konsumtion och utbud, dér
dryckerna som studien behandlar presenteras. Dérefter presenteras antimikrobiella egenskaper
hos FAOD, eventuella patogena faror med FAOD samt mikrobiologiska undersdkningar. Vidare

presenteras de bakterierna som ingar i studiens mikrobiologiska undersokning.
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Livsmedelshygienens roll i maltiden

For att skapa en god kundupplevelse kan olika ramverk anvandas (Gustafsson, Ostrém,
Johansson, Mossberg, 2006). Ramverket Five Aspects Meal Model (FAMM) har maltiden som
fokus och &r uppbyggt av de fem aspekterna rummet, motet, produkten, styrsystemet och
atmosfaren. Inom aspekten styrsystemet ryms bland annat livsmedelshygien och lyfts som en
viktig bidragande faktor till en god maltidsupplevelse (Walter, Edwardsson & Ostrom, 2010, s.
249-252). Denna aspekt hamnar ofta i bakgrunden trots att en bristande hygien kan leda till att
maltidsupplevelsen upplevs forsdmrad (Walter et al., 2010, s. 249-252).

Ett livsmedel ar sallan sterilt (Danielsson-Tham, u.a. b). For att undersoka ett livsmedels
mikrobiologiska kvalitet kan en mikrobiologisk undersékning goras (ibid.). Beroende pa hur ett
livsmedel &r producerat, av vad det &r producerat och hur det forvaras kan antalet
mikroorganismer i det variera. De flesta livsmedel innehaller en blandning av olika
mikroorganismer (ibid.). En del av dessa mikroorganismer kan vara dnskvarda for deras formaga
att ge livsmedel sin unika smak, sin unika konsistens och vara bra for var halsa medan andra
mikroorganismer kan vara skadliga for manniskan (Livsmedelsverket, 2021a; Danielsson-Tham,
u.d. b). De som skadar hélsan kallas for patogena bakterier och dessa kan vid intag av
kontaminerade livsmedel orsaka matforgiftning (Danielsson-Tham, u.a. b). Ut6ver att bakterier
bade kan vara bade skadliga och framjande for halsa sa har bakterier och andra mikroorganismer
historiskt spelat en viktig roll (Barret & Lloyd, 2012).

Fermenterande dryckers historia

Frukt och gronsaker som produceras mognar inom en relativ kort tidsperiod och kan vid till
exempel 6verproduktion, bortsortering och bristfalligt tillvaratagande leda till matsvinn (FAQ,
2021). For att undvika potentiellt matsvinn och tillvarata ravarorna har olika konserverings- och
bearbetningsmetoder utarbetats och utvecklats (Barret & Lloyd, 2012). Dessa tekniker anvéands
for att forlanga hallbarheten genom att foradla frukt och gront och majliggor konsumtion aret
runt (ibid.).
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Fermentering ar en teknik som kan anvéndas for att forlanga hallbarheten pa ravaror (Ross,
Morgan & Hill, 2002). Fermentering innebar att mikroorganismer bryter ner kolhydrater i en
komplex process dar ravaran genomgar forandring. Vilket sker pa grund av den biologiska
aktiviteten av mikroorganismer (ibid.). Den biologiska aktiviteten hos mikroorganismer kan
producera @mnen som kan forhindra tillvéxt och 6verlevnad av odnskade mikroorganismer i
livsmedel (ibid.). Under processen kan sensoriska egenskaper férandras och naringsvéardet
forbattras for bade mat och dryck vilket kan ge positiva halsoeffekter (Shahidi, 2009). Manga
polyfenoler och andra bioaktiva foreningar i ravaran ar bundna till olosliga véaxtforeningar
(ibid.). Fenolsyror kan ta bort fria radikaler och kan darfor vara effektiva medel for att férebygga
och behandla sjukdomar kopplade till fria radikaler (ibid.). Fermentering kan slappa ut manga av
dessa bioaktiva komponenter i vattenhaltig alkohollésning, vilket gor dem mer biologiskt

tillgangliga for absorption under konsumtion (Jagtap & Bapat, 2015; Shahidi, 2009).

Fermenterade drycker, sdsom vin, 6l och kombucha produceras av olika ravaror, framst frukt och
korn (Kim, 2020). Dessa ravaror innehaller socker eller starkelse som under fermentering
omvandlas till alkohol via mikrobiell jasning. Jasningen kan ske med naturligt férekommande
mikroorganismer (bakterier, jast- och mégelsvampar) som kan finnas pa ravarornas skal eller
genom tillsattning av startkultur genom inokulering (Kim et al., 2014; Jagtap & Bapat, 2015).
Inokulering innebdr att mikroorganismer tillsatts till fruktjuicen i syfte att starta fermentering

eller starta en annan dnskad effekt i tillverkningsprocessen (Jackson, 2008, s. 333-334).

For tillverkningen av diverse alkoholhaltiga drycker har fermentering historiskt varit en viktig
process (Swami, Thakor & Divate, 2014). Fermenterade alkoholhaltiga drycker sasom cider,
fruktvin, 61 och kombucha har en lang tradition (Cousin, Le Guellec, Schlusselhuber, Dalmasso,
Laplace & Cretenet, 2017; Vasantha Rupasinghe, Joshi, Smith & Parmar, 2017; Dysvik, La
Rosa, De Rouck, Rukke, Westereng & Wicklund, 2020; Nishimura et al., 2010). Framstéllningen
av vin ar en av manniskans aldsta tekniker och gar att spara sa langt tillbaka som 6000 ar f.Kr.
(Robinson, 1994). | takt med civilisationens utveckling och de jordbruksmassiga framstegen har
manniskan vidareutvecklat fermenteringsteknikerna (Jagtap & Bapat, 2015). Vinframstallning &ar

i nutid en av de mest kommersiellt framgangsrika bioteknologiska processerna i varlden (ibid.).
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Nutid och utbud av FAOD

Intresset for funktionella livsmedel véxer snabbt globalt, dér bland annat fruktvin och andra
fermenterade drycker inraknas och far allt storre uppmarksamhet av media, konsumenter och
producenter (Kosseva, Joshi & Panesar, 2017, s. 1-57). Halsoframjande egenskaper kan vara en
av flera anledningar till varfor den globala marknaden for fermenterade alkoholhaltiga drycker
har vuxit under de senaste decennierna (Jeon, Kim, Shim, Jeon, Ahn, Lee, Hwang & Rhee,
2015). Alkoholhaltiga drycker kan innehalla naringsamnen som t.ex. kvaveoxid och olika
fenolféreningar (ibid.). Mattlig konsumtion av alkoholhaltiga drycker, 10-30 g alkohol per dag
(1-2 glas rott vin), kan verka forebyggande mot hjart-kéarlsjukdomar (Lippi et al., 2010) och
forbéattra benbildning (Tucker et al., 2009). Daremot kan konsumtion éver 30 g alkohol per dag
vara skadlig (Lippi et al., 2010).

Den svenska dryckesbranschen vaxer (Livsmedelsforetagen, 2020). Enligt SCB Foretagsregistret
fanns det 806 registrerade foretag 2019 som producerar drycker utifran forutsattningarna i den
del av landet de befinner sig i och vilka ravaror som ar mojliga att anvanda (ibid.). Av dessa ar
697 foretag inriktade pa tillverkning av alkoholhaltiga drycker sasom fruktvin, vin pa druvor, 6l,
cider och andra destillerade drycker (Livsmedelsforetagen, 2020). Aven forsiljning av
alkoholfria drycker 6kar. Aren 2018 och 2019 6kade forsaljningen av alkoholfria drycker med
6,6 % (SCB, 2019). De senaste aren har kombucha blivit ett populart substitut for hogalkoholiga
drycker (Tumble, u.d.). Dryckesbranschen praglas av att producenterna blir allt fler och den

smaskaliga dryckestillverkningen dominerar (Livsmedelsféretagen, 2020).

Vin

Vin kan framstéllas pa olika sorters vindruvor (Jackson, 2008, s. 2). Vinproduktionen kan
stundtals vara komplex med manga olika steg beroende pa vilka kvaliteter som producenten
efterstravar. Framstéllningen av vin innebér generellt att vindruvor plockas och krossas for att
sedan genomga pressning, fermentering och i manga fall aven lagring. Druvjuicen som blir till

genom pressning av de krossade druvor fermenteras av jastsvampar och bakterier for att skapa
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vin. Jastsvampar och bakterier kan férekomma naturligt pa druvskalet eller tillsattas till
druvjuicen genom inokulering. Faktorer sa som temperatur vid fermentering och lagring,
ravarans kvalitet, hantverkets genomforande och hygien kan avgdéra om ett vin blir fullstandigt
eller felaktigt (Jackson, 2008, s. 2-5).

Fruktvin

Fruktvin ar vin gjort pa frukter och béar, sasom apple, paron, citrusfrukter, jordgubbar, blabar,
korsbar etc. (Kosseva et al., 2017; Vasantha Rupasinghe et al., 2017). Fruktvin har liknande
egenskaper som vin gjort pa druvor och tillverkningsprocessen ar lik vinframstallningsprocessen.
Vilket innebér att frukten forst krossas for att sedan pressas pa fruktjuice (Kosseva et al., 2017, s.
1-57). Fruktjuicen kan fermenteras efter pressning med de naturligt forekommande jést- och
bakteriestammarna som aterfinns pa fruktskalet. Jast- och bakteriestammar kan ocksa tillsattas
till fruktjuicen genom inokulering (bid.). Likt vin och andra FAOD kan fruktvin vara potentiellt
farliga eftersom ravarorna innehaller rikligt med socker och stéarkelse som ar naringsamnen for
bade patogena och icke-patogena bakterier. Tillverkningsprocesserna ar komplexa med manga
mdojliga kontamineringsvagar och jasningstemperaturen kan vara gynnsam for bakterietillvaxt
(Jeon et al., 2015).

Cider

Cider ar dryck gjort pa paron eller apple (Livsmedelsverket, 2021c). | Sverige bor cider enligt
lag innehalla minst 15 volymprocent fruktjuice for att fa kallas cider. Tillsatser i form av socker,
ofermenterad paron- eller &ppeljuice och vatten far forekomma. Alkohol i cider far endast
komma fran fermenterad paron- eller appeljuice. | Sverige innebar ciderproduktion i praktiken
generellt att paron eller applen krossas och pressas pa fruktjuice som sedan fermenteras (ibid.).
Fruktjuicen fermenteras med de naturligt forekommande jést- och bakteriestammarna som
aterfinns pa fruktskalet eller inokuleras med jast- och bakteriestammar (Cousin et al., 2017).
Cider kan anses vara en relativt séker produkt men patogena mikrobiella faror bor inte uteslutas
(ibid.).
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Ol

Ol 4r en dryck baserad pa malt eller humle eller bade och (Dysvik et al., 2020). Malt &r sad,
oftast korn eller vete, som fatt ligga i blot med vatten. Denna process, kallad maskning,
omvandlar stérkelsen till socker. Humle kan sedan kokas tillsammans med mésken.
Fermenteringen sker med hjalp av inokulerade jastsvampar eller fermentering via sa kallade
Oppna karl. Det senare innebdr att omgivningens flora ar avgorande for att fermenteringen ska
starta och drycken fé sin unika karaktar (ibid.). Ol kan anses vara en mikrobiellt siker produkt
mycket pa grund av humlets antimikrobiella egenskaper, kokning i produktionsstadiet, det laga
pH-vérdet och i vissa fall dven pastorisering. Ravarans bristande kvaliteter, hygien vid

produktion och vattenkvalitet kan orsaka potentiell mikrobiell fara (ibid.)

Kombucha

Kombucha &r en asiatisk traditionell fermenterad dryck som ar baserad pa svart eller gront te,
vatten samt socker (Jayabalan, Malbasa, Loncar, Vitas & Sathishkumar, 2014). Fér annan
smaksattning kan tillsattning av andra ravaror, sasom frukter och bar anvandas for att fa fram
olika smaker. Den generella processen for att tillverka kombucha ar att koka te med socker som
darefter far kylas ned till rumstemperatur innan en sa kallad SCOBY (Symbiotic Culture Of
Bacteria and Yeast) tillfors tillsammans med omgivande kombuchavatska (Jayabalan et al.,
2014). SCOBY ar en mikrobiell cellulosa som bestar av en symbios mellan attiksyrabakterier
och jastsvampar (May, Narayanan, Alcock, Varsani, Maley & Aktipis, 2019). Under
fermenteringen, som pagar i 10-14 dagar, omvandlar jastsvamparna sackaros till glukos och
fruktos for att producera etanol. Attiksyrabakterier anvander sedan etanol for att producera olika
syror (Jayabalan et al., 2014). Kombucha raknas som en l&tt alkoholhaltig dryck (May et al.,
2019).

Antimikrobiella egenskaper i FAOD
Det har funnits en 6vergripande tro att FAOD &r mikrobiologiskt sakra pa grund av att dryckerna
kan ha en ogynnsam miljo for bakterietillvaxt och dverlevnad (Kim et al., 2014). Ett lagt pH-

varde, innehallet av alkohol, koldioxid och olika fenolféreningars antimikrobiella egenskaper
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bidrar till att skapa en ogynnsam miljo for patogena bakterier (Jeon et al., 2015). Aven andra
mikroorganismer som finns ndrvarande kan fungera som antagonister mot eventuella patogena
bakterier (Vitas, Malbasa, Grahovac & Loncar, 2013). De naturligt forekommande eller tillsatta
bakterierna bildar syror som sanker pH-vérdet och jastsvamparna bildar alkohol och koldioxid

under fermenteringen (May et al., 2019).

Koldioxid hjalper till att skapa en anaerob miljo, sanker pH-vardet och har en direkt hAmmande
effekt pa bakteriernas celltillvaxt (Vriesekoop, Krahl, Hucker & Menz, 2012). Laga pH-varden
bidrar till férsurning av celler, forstér enzymsystem och minskar bakteriernas naringsupptag
(Vriesekoop et al. 2012). De flesta mikroorganismer tolererar heller inte hdga halter alkohol
eftersom det kan h&mma deras celltillvéxt och metabolism (Rodhouse & Carbonero, 2019). |
radvarorna som anvands under fermenteringen finns fenolféreningar med antimikrobiella
egenskaper som paverkar bakteriers metabolism och kan ha hammande effekt pa mikrobiell
tillvaxt (Jeon et al., 2015). Humle som anvands i 6l innehaller alfasyror som under kokning ger
antimikrobiella egenskaper, dock har humlen endast bakteriedodande effekt pa grampositiva
bakterier (Jespersen & Jakobsen 1996; Shimwell 1937).

Mikrobiologiska faror i FAOD

Mikrobiologiska faror kan inte uteslutas i FAOD (Kim et al., 2014). Vissa patogena bakterier
kan utveckla egenskaper som gor det mojligt for dem att anpassa sig till den harda miljé som
jasningsprocesserna skapar (ibid.). Fermenteringsprocessen ar i manga fall komplex med flera
potentiella kontamineringsvégar (Jeon et al., 2015). Kontaminerad ravara, smutsig utrustning,
dalig personhygien, bristfallig hygien i produktionslokalen eller en felaktig flaskning kan
mojliggora efterkontaminering (Jeon et al., 2015; Kim et.al., 2014; Vaughan, O'Sullivan &
Sinderen, 2005). Utover potentiell efterkontaminering kan ravarorna som anvands i produktionen
innehalla rikligt med socker och starkelse, som ar naringsamnen for bade gynnsamma och
patogena mikroorganismer (Jeon et al., 2015). Ytterligare en faktor att beakta &r att pH-vardet
under jasningsprocessen sjunker langsamt och gradvis vilket kan underlatta for bakterier att dver

tid anpassa sig till nya forhallanden (Kim et al., 2014). Likasa kan fermenteringstemperaturen,
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som i allmanhet ligger vid 18 till 35 °C och fortgar under ett par dagar till nagra veckor, vara

gynnsam for bakterietillvéxt (Jeon et al., 2015).

Aven om fermenteringstemperaturen kan vara gynnsam for patogener s& skapar
jasningsprocessen en ogynnsam miljé som i manga fall kan forsvara bakterietillvaxt och
overlevnad (Jeon et al., 2015). Dock har mikroorganismer bevisad formaga att hantera
ogynnsamma miljéer genom stressanpassning (Beales, 2004). Vilket innebér att det sker
komplexa forandringar i bakteriernas cellsammansattning vid exponering av stressiga miljoer
(ibid.). Sadana forandringar gor det majligt for mikroorganismer att uppratthalla fysiologin i sina
celler, 6verleva och véxa efter exponering for stress i livsmedelsprodukter. Det har ocksa visats
att det finns manga molekylara mekanismer som mikroorganismer anvander sig av for att

anpassa sig och dverleva (ibid.).

Jeon et al. (2015) analyserade 469 olika fermenterade, alkoholhaltiga drycker pa férekomst av
patogena bakterier. Resultatet visade att varken mikrobiell mangfald eller antal korrelerade med
alkoholhalten eller pH-vérdet i produkterna. Detektionsgraden for de utvalda
malmikroorganismerna i studien tenderade att vara hogre i opastoriserade prover men éven vissa
pastoriserade produkter inneholl bakterier och jastsvampar. Darfor kan det vara extra viktigt att
undersoka om patogena bakterier finns i FAOD (ibid.).

Mikrobiologisk grundundersékning

Livsmedelsindustrin befinner sig i ett kontinuerligt avvagande tillstand med avseende pa
mikrobiologiska risker och faror nar det kommer till utvecklingen av nya produkter,
produktionsprocesser, ravaror och konsumentmalgrupper (Lanciotti, Sinigaglia, Gardini,
Vannini, Guerzoni, 2001). For att sdkerhetsstélla ett livsmedels mikrobiologiska kvalitet, dess
hallbarhet och matforgiftningsrisk utfors mikrobiologiska undersokningar (Danielsson-Tham,
u.a. a). En mikrobiologisk undersokning analyserar livsmedel pa livsmedelsburna patogena
mikroorganismer som i sig sjalva eller genom att bilda toxiner i livsmedel eller i mag- och

tarmkanal kan géra manniskor sjuka (ibid.).
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| fermenterade livsmedel ar det vanligt att det totala antalet mikroorganismer ar hogt da det &r
mikroorganismerna som skapar sjalva fermenteringen (Danielsson-Tham, u.a. b). Ett hogt
totalantal bakterier i ett livsmedel kan dven tyda pa dalig ravara, ohygienisk hantering eller
olamplig tid och/eller temperaturforvaring. Detta kan i sin tur skapa smakforandring och dalig
hallbarhet pa livsmedlet men dven o6kad risk for att ocksa patogena bakterier finns narvarande
(ibid.). De patogena bakterier som denna studie behandlar &r — utdver totalantal aeroba
mikroorganismer samt jast- och mogelsvampar — Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Enterococcus, Clostridium perfringens samt Enterobacteriaceae,
inklusive Escherichia coli. | tabell 1 redovisas ovanstadende patogena bakteriers etiologi,

sjukdomssymptom, tillvaxtkrav, infektions, smittkélla samt risklivsmedel.
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Tabell 1. Sammanfattad information om de patogena bakterier som studien behandlar.

Patogen

Listeria
monocytogenes

Staphylococcus
aureus

Bacillus cereus

Enterococcus

Clostridium
perfringens

Enterobacteria
ceae (Familj)

Escherichia
coli (tillhor
familjen
Enterobacteria
ceae)

Etiologi

Grampositiva
stavar, tal
vacuumfdrpac
kning & kyla

Grampositiva
kocker, bildar
enterotoxin

Grampositiva
stavar, tal
vacuum, bildar
enterotoxin &
sporer

Grampositiva
kocker

Grampositiva
stavar, bildar
enterotoxin &
sporer

Gramnegativa
stavar. Alla &r
inte patogena

Gramnegativa
stavar. Alla &r
inte patogena

Symptom

Oftast milda
symptom t.ex.

krékning & diarré

men kan orsaka
livshotande
blodférgiftning,
hjarnhinneinflam
mation samt
spontan abort.

Krakningar,

diarré, magkramp

Diarrésyndrom,

Emetiskt syndrom

Huvudvark,
krékningar,
allergiska

reaktioner, forhojt

blodtryck

Diarré,
buksmartor,
illamaende

Illamaende,
krakningar,
diarré, sepsis,
utslag,

urinvégsinfektion

lllaméende,
krékningar,
diarré, sepsis,

urinvégsinfektion

Tillvaxtkrav

Fakultativ
anaerob
°C:0,5-45
pH: 4,4-9,4

Fakultativ
anaerob
°C:10-48
pH: 4,0-9,8

Fakultativ
anaerob
°C:5-48
pH: 4,9-9,3

Fakultativ
anaerob
°C:1-50
pH: <9,6

Anaerob
°C:15-50
pH: 5,0-8,3

Varierande,
specialanalys
behdvs for
att identifiera
patogen

Fakultativ
anaerob

Infektionsdos

FOr personer i
riskgrupp
<1,0 log.
Ovriga <7,0
log

<5,0 log

>5,0 log

<7,0 log

<7,0 log

Varierande,
specialanalys
behdvs for att
identifiera
patogen

<1.0 log

Smittkalla

Naturen, jord &
vaxter. Mag- &
tarmkanal hos
insekter och
déaggdjur

Manniskans hud,
respirationsvagar
& sar

Naturen, jord &
vaxter. Mag- &
tarmkanal hos
insekter och
daggdjur

Naturen, jord &
vaxter. Mag- &
tarmkanal hos
insekter och
déaggdjur

Naturen, sjdar &
vattendrag,
damm

Naturen, jord &
vaxter. Mag- &
tarmkanal hos
insekter och
déaggdjur

Naturen, jord &
vaxter. Mag- &
tarmkanal hos
insekter och
déaggdjur

Risklivsmedel

Opastoriserade
mejerier, lang
hallbarhetstid,
vakuumfdrpac
kad atfardig
mat

Produkter som
hanteras av
manniskor

Vegetabilier,
mejeri, kott,
kryddor,
stérkelserika
livsmedel

Fermenterade
produkter, ost

Proteinrika
vegetabilier,
kott, fisk

Vegetabilier,
mejerier,
opastoriserade
produkter

Vegetabilier,
mejerier,
opastoriserade
produkter

Kommentar: Tabellen ar sammanstélld med information hamtad fran Tham & Danielsson-Tham (2014).
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Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) kan finnas i livsmedel i halter som kan vara
skadliga. Detta utan att livsmedlet vare sig luktar eller smakar illa och kan orsaka allvarlig
sjukdom hos bade manniska och djur (Tham & Danielsson-Tham, 2014). For personer med
nedsatt immunforsvar ar dodligheten for Listerios mellan 20 och 30 % (Livsmedelsverket, 2020).
Fynd av L. monocytogenes har gjorts i opastoriserad appeljuice och i apple-hallonjuice i USA ar
1996, trots mycket lagt pH-varde i produkterna, 3,78 respektive 3,75 (Sado, Jinneman, Husby,
Sorg, Omiecinski, 1998). Sado et al. (1998) undersdkte 50 kommersiellt tillgangliga juicer och
fann L. monocytogenes i tva juicer. | en studie genomférd av Kim et al. (2014) undersoktes L.
monocytogenes dverlevnadsformaga i kommersiellt tillgangligt 61 och risvin. Dryckerna
inokulerades med L. monocytogenes och forvarades i 5 °C och 22 °C. Undersokningen visade att
halten ej var detekterbar (<1 CFU/mI) 7 dagar efter inokulering. Resultatet kan bero pa att
bakterien inte klarar av att leva under de forhallanden dryckerna skapar (Kim et al., 2014). Trots
alla studier som gjorts och modeller som konstruerats finns det fortfarande luckor i kunskapen
om exakt vilka forhallanden som skiljer tillvéaxt fran ingen tillvaxt av Listeria (Rosengren, 2019).

Staphylococcus aureus

Det tolereras en viss méngd Staphylococcus i livsmedel, ett riktvarde for presumtiva
Staphylococcus aureus kan vara att inte 6verstiga 1000 CFU/g livsmedel (Tham & Danielsson-
Tham, 2014, s. 250-268). S. aureus kan dverleva och finnas i viss méngd i fermenterade
alkoholhaltiga drycker. | en studie av Kim et al. (2014) undersoktes S. aureus
overlevnadsformaga i kommersiellt tillgangligt 6l och risvin dér dryckerna inokulerades med S.
aureus och forvarades vid 5 °C och 22 °C. Efter 7 dagar kunde S. aureus inte langre detekteras i
risvin men i 6l, forvarad vid 5 °C, kunde S. aureus dverleva anda till slutet av lagringsperioden,
vilket var 28 dagar (ibid.). Staphylococcus formaga att vaxa under ogynnsamma forhallanden
undersoktes av Lanciotti et al. (2001) dar faktorer som pH-varde, temperatur och
alkoholkoncentration inkluderades. Resultat visade att S. aureus kunde véxa ned till pH 4,15 och
ned till 10,87 °C. Den hogsta alkoholhalten S. aureus kunde vaxa upp till var 4,88 % (ibid.).
Staphylococcus kan aterfinnas pa hud, vid nasdppningen och i svalget hos bade friska och sjuka

djur och ménniskor (Folkhdlsomyndigheten, 2018a).
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Bacillus cereus

B. cereus dr en sporbildande bakterie och vissa stammar &r psykrotrofa, kéldtoleranta, och
mycket motstandskraftiga mot olika miljéforhallanden sdsom pH-varde, temperaturer, fuktighet
etc. (Oliveira et al., 2019). Tidigare studier har indikerat att B. cereus ar den vanligaste
livsmedelsburna patogenen (Kim, 2020). B. cereus kan framfor allt vara narvarande som sporer
snarare &n vegetativa celler i kommersiellt fermenterade alkoholhaltiga drycker (ibid.). B. cereus
i fermenterade alkoholhaltiga drycker ar 6vervagande av diarrétypen snarare an den emetiska
typen (ibid.). Totalt 185 stammar av B. cereus har isolerats fran alla méjliga typer av
fermenterade alkoholhaltiga drycker, bade pastoriserade och opastdriserade, bland annat:
mikrobryggt 6l, opastoriserad 6l, druvvin, fruktvin, raffinerat risvin etc. (Jeon et al., 2015; Kim
et al., 2014; Kim, 2020; Menz, Vriesekoop, Zarei, Zhu & Aldred, 2010). Férekomsten av B.
cereus i slutprodukten kan forklaras av formagan hos bakteriens sporer att dverleva
fermenteringsprocessen for att sedan kunna gro och vaxa (Christiansson, Bertilsson, Svensson,
1999; Oliveira et al., 2019).

Enterococcus

Enterococcus tillhdr ordningen Lactobacillales (mjolksyrabakterier) och har i flera decennier
anvants i fermentering for dess roll i smakutveckling samt dess probiotiska formaga (Tham &
Danielsson-Tham, 2014). Daremot &r anvandandet av Enterococcus i fermentering omdebatterat
da vissa stammar ar kopplade till flera matforgiftningsinfektioner (ibid.). I en studie av Capozzi
et al. (2011) undersoktes rodvin och férekomsten av tyraminproducerande Enterococcus.
Resultaten visade att stammar av Enterococcus faecium 6verlevde och tolererade miljon samt
producerade tyramin under fermenteringsprocessen i vin med bade 10 % och 12 % alkoholhalt
och pH-varde pa 3,87 respektive 3,96 (ibid.). Enligt Capozzi et al. (2011) kan resultatet forklaras
med att Enterococcus &r karakteristiskt toleranta mot extrema pH-vérden, alkohol samt
temperaturer. Det krdvs mer forskning samt identifiering av méjliga patogena stammar (Fisher &
Phillips, 2009; Capozzi et al., 2011).
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Clostridium perfringens

Clostridium perfringens (C. perfringens) ar en anaerob, sporbildande bakterie som finns i jord
och i tarmen hos manga djur (Folkhalsomyndigheten, 2016a). C. perfringens ar ansvarig for ett
stort antal fall av matforgiftning i Europa varje ar (Andersson et al., 1995). Enligt Andersson et
al. (1995) ska C. perfringens teoretiskt inte vara ett problem for livsmedelsbranschen eftersom
sporernas fastning pa ytor inte dr ett specifikt problem och eftersom bakterien &r anaerob véxer
den inte i livsmedelsproduktionslokaler. Aven om C. perfringens ar sporbildande har varken
bakterien eller dess sporer kunnat isolerats i studier av Jeon et al. (2015) som analyserade 469
fermenterade alkoholhaltiga drycker eller av Kim et al. (2015) som analyserade den mikrobiella

aktiviteten under olika stadier av fermenteringen av mikrobryggd 6l.

Enterobacteriaceae

| ett livsmedel kan férekomsten av Enterobacteriaceae tyda pa bristfallig ravara, ohygienisk
hantering, olamplig temperaturforvaring eller fekal fororening (Livsmedelsverket, 2021e). Det
finns dock flera bakteriearter av Enterobacteriaceae som ar av icke-fekalt ursprung och
forekommer naturligt pa farska ravaror vilket innebér att analyser pa bakterien framst lampar sig
som hygienindikator (Livsmedelsverket, 2021e; Adams & Moss, 1995). Vissa av bakterierna i
familjen Enterobacteriaceae ar patogena, dar ibland Shigella, Yersinia och Salmonella
(Danielsson-Tham, u.a. b). En av de mest studerade bakterierna i familjen Enterobacteriaceae &r
Salmonella Typhimurium som har visat sig kunna véxa i olika fermenterade vorter (Menz et al.,
2010). S. Typhimurium har aven isolerats i kolsyrade laskedrycker och i appelcider med pH 3,3—
3,5 (Akond, Alam, Hasan, Mubassara, Uddin & Shirin, 2009; Roering, Luchansky, Ihnot, Ansay,
Kaspar & Inghamet, 1999). Kim et al., (2014) undersokte S. Typhimuriums éverlevnadsformaga
vid inokulering i kommersiellt tillgangligt 61 och risvin. Dryckerna forvarades vid 5 °C varav S.
Typhimurium fanns i tre prover i koncentrationer mellan 0,66 och 1,65 log CFU/ml 28 dagar
efter inokulering. I risvin kunde S. Typhimurium inte detekteras efter 7 dagar men skadade celler
fran S. Typhimurium visade sig kunna éverleva i upp till 28 dagar (ibid.).
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Escherichia coli

De flesta stammar av E. coli dr inte patogena alls eller milt patogena (Tham & Danielsson-Tham,
2014, s. 88). Det finns atminstone sex typer av E. coli som &r patogena for manniskor
(Folkhalsomyndigheten, 2015). Kim et al. (2014) undersokte E. coli och dess
overlevnadsformaga vid inokulering i kommersiellt tillgangligt 6l och risvin. Dryckerna
forvarades vid 5 °C och 22 °C. E. coli hade den hogsta 6verlevnaden jamfort med de andra
bakterierna i studien och fanns tillstades efter 28 dagar i bada dryckerna, vid bada
temperaturerna. Det visade sig aven att de gramnegativa bakterierna hade hogre éverlevnadsgrad
an de grampositiva bakterierna i analysen, undantaget sporer fran B. cereus (ibid.). Roering et al.
(1999) rapporterade om dverlevande E.coli i appelcider med pH-varde pa 3,3 till 3,5 i upp till 21
dagar och Menz et al. (2010) har rapporterat om E. coli och dess kapacitet att véxa under de

inledande stadierna av jasningen av 6l.

Syfte

Syftet med studien &r att identifiera livsmedelsburna patogena bakterier i fermenterade
alkoholhaltiga och opasttriserade drycker. Syftet ar aven att bidra till att forbattra kunskapslaget
om potentiell mikrobiologisk fara. For att uppfylla studiens syfte kommer vin, fruktvin, cider, 6l

och kombucha att analyseras pa forekomst av sju olika livsmedelsburna patogener.

Fragestallning:
- Vilka livsmedelsburna patogena bakterier kan forekomma i de valda proverna och i vilka

halter forekommer dessa?
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Kunskapsbidrag

FAMM-modellen &r ett ramverk som framfor allt fokuserar pa maltiden (Gustafsson et al., 2006).
Modellen ar bestdende av de fem delarna rummet, motet, produkten, styrsystemet och
atmosfaren. Livsmedelssékerheten ryms inom styrsystemet och ar en viktig faktor for att en
maltidsupplevelse ska upplevas vara bra. Enligt Walter, Edwardsson & Ostrom (2010) kan en
maltidsupplevelse upplevas forsamrad om livsmedelssakerheten skulle vara bristfallig. Bristfallig
livsmedelssakerhet och dalig hygien kan i forlangning orsaka matforgiftning hos bade person och
samhaélle. Pafrestningen kan resultera i kostnader i form av sjukerséttning, vard och lagre
produktion (Livsmedelsverket, 2021b).

Hittills har endast ett fatal studier fokuserat pa den potentiella risken for livsmedelsburna
patogena bakterier i FAOD (Kim, 2020; Jeon et al., 2015; Menz et al., 2010). Denna studie utfors
for att bidra till ett 6kat kunskapslage for bade producent och konsument av FAOD. For att

sakerhetsstélla livsmedelssakerhet och likasa forhindra en upplevd forsamrad maltidsupplevelse.

Med resultaten av denna studie hoppas vi kunna bidra med information om mikrobiologisk
mangfald och férekomst av patogena bakterier i FAOD. Konsumenter efterfragar den har typen
av produkter idag. Eftersom tillverkningen av dessa drycker 6kar och att det finns ett 6kande
intresse for att starta eget dryckesforetag kan resultatet anvandas for att forbattra
kvalitetskontroll, hygien, produktsékerhet och darigenom bidra till utvecklingen av nya
standarder, regler och handlingsplaner (Livsmedelsforetagen, 2020). Studien bidrar &ven med
allmén kunskap om FAOD vilket kan anvéndas for att forbattra den mikrobiologiska kvaliteten

for FAOD och resultera i en optimerad maltidsupplevelse.
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Metod och material

I metod- och materialavsnittet redogdrs den forberedande litteratursokningen, etiska beaktanden
samt beskrivning av urvalet av prover och indikator-mikroorganismer. Dérefter presenteras val

av metod, laborationsmaterial, genomforandet av laborationen samt analys av insamlad data.

Litteratursokning

For att skapa en relevant och vetenskaplig teoretisk bakgrund genomférdes en litteratursokning.
Sokningar gjordes efter vetenskapliga forskningsartiklar i databaserna Web of Science och
Google Scholar. Vidare anvandes litteratursokningen ocksa for att fa en uppfattning om vilka
metoder som tidigare anvants i relevanta mikrobiologiska studier. Utéver Web of Science och
Google Scholar anvandes material via de relevanta forskningsartiklarnas referenslistor. Alla
artiklar som anvandes var vetenskapligt granskade och publicerade i vetenskapliga tidsskrifter.
Sokord som anvandes var: spontaneous fermentation, pathogen, bacteria, microbiological
quality, unpasteurized, vin méthode nature, pathogenic, Staphylococcus aureus, food analysis,
fermented alcoholic beverage, foodborne illness, Listeria monocytogenes, wine, Bacillus cereus,
fruit wine, Enterococcus, cider, Clostridium perfringens, beer, Enterobacteriaceae, kombucha,
E. coli, Escherichia coli, toxins, yeast, mold, fruit och berry. Dessa ord kombinerades med
”AND?” eller OR” och sorterades efter mest citerade artiklar for att astadkomma ett relevant och
brett sokresultat. Kompletterande information som ansags vara relevant hamtades dven fran
nationella samt internationella myndigheter som ansags vara palitliga, Googles sokmotor samt
dataportalen DiVA. Ytterligare kompletterande material i form av kurslitteratur hamtades fran
kursen Maltidskunskap och Virdskap, Livsmedelshygien (MA018G).

Etiska beaktanden

Enligt Vetenskapsradet (2017, s. 69) ar det forskarens skyldighet att arligt presentera avsikten
och malet med sin forskning. Forskningen har en betydelsefull position i dagens samhélle
(Vetenskapsradet, 2017, s. 19). Den kan hjalpa oss att inse sammanhang och ge oss verktyg for
att kunna forklara och forsta. Det innebar att stora forvantningar stélls pa forskningen
(Vetenskapsradet, 2017, s. 19). Vidare kan det ocksa innebéra att forskarna kan hamna i fokus
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(ibid.). Forskarna har ett sarskilt ansvar gentemot de manniskor och djur som direkt eller indirekt
medverkar i forskningen men ocksa mot alla dem som kan paverkas av forskningen och

forskningsresultaten (Vetenskapsradet, 2017, s. 22-25).

Grundlaggande etiska principer appliceras i svensk forskning som ror frivillighet, integritet,
konfidentialitet och anonymitet for personer som &r direkt inblandade i forskningen (Bryman &
Nilsson, 2018, s. 131-132). De fyra forskningsetiska principerna ar informations-, samtyckes-,
konfidentialitets- och nyttjandekravet (ibid.). Trots att inga manniskor eller djur direkt deltagit i
den har laborativa studien kan forskningsresultatet komma att paverka manniskor indirekt. De 10
proverna som analyserades i studien kan paverka respektive varumarke och i férlangningen

méanniskorna bakom varumarket, darfor har samtliga prov anonymiserats och kodats.

Urval

Ett malinriktat, icke-sannolikhetsurval enligt Bryman & Nilsson (2018) har legat till grund for
den hér studien. Metoden innebér att ett urval inte valjs ut med hjélp av en slumpmassig
urvalsmetod (Bryman & Nilsson, 2018, s.179) och att enheter véljs ut for att de har relevans for
studien (Bryman & Nilsson, 2018, s. 392). For den hér studien innebar urvalsmetoden att vissa
produkter i dryckesutbudet hade storre mojligheter att valjas ut an andra. Urvalet av de 10
proverna i denna studie har utgatt fran att forst och framst analysera tva produkter ur respektive
produktgrupp: fruktvin, vin, cider, 61 och kombucha. Vidare har faktorer som att produkten
maste vara fermenterad, alkoholhaltig och opastériserad varit villkor. Att produkterna var
opastoriserade var av sarskild vikt eftersom pastorisering kan doda bakterier, jast- och
maogelsvampar (Fellows, 2009). Produkterna skulle till viss del vara fermenterade av frukt eller
bar. Detta eftersom mikroorganismer kan aterfinnas pa skalet av frukt och bér.

Dryckerna som varit med i analysen ar bade produkter under produktutveckling samt
kommersiella produkter, samtliga producerade i Europa. De tre produkterna som var under
utvecklingsfas tillhandahdlls av en anonym aktér med syfte att undersdka potentiella halsofaror

som kan uppsta i produktionen av drycken. De resterande sju produkterna valdes ut och
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inhandlades beroende pa tillganglighet och bekvamlighet via Systembolagets butik- och

bestallningssortiment. Urvalet resulterade i 10 olika prover av 5 produkttyper. Informationen om

alkoholhalten hamtades fran respektive producent (Tabell 2). Urvalet av mikroorganismer som

ingatt i analysen har baserats pa tidigare forskning, i samrad med handledare samt vad

laboratoriet som anvants ar sakerhetsutrustat for (Riskklass 2).

Tabell 2. Beskrivning av provkod, produkttyp, tillverkningsland och alkoholhalt.

Provkod
F1
F2
V1

V2

C1
C2

B1

B2

K1

K2

Metodval

Produktkategori

Fruktvin
Fruktvin
Vin

Vin
Cider

Cider

ol

ol

Kombucha

Kombucha

Tillverkningsland
Sverige

Sverige

Osterrike

Italien

Sverige
Frankrike

Belgien

Belgien

Sverige

Sverige

Innehall
Blabar

Svarta vinbar
Grner veltliner

Corvina, Corvinone,
Rondinella & Barbera

Apple & blabar
Apple

Apple, vatten,
kornmalt,
kérsbarsjuice, korsbar
& jast

Kornmalt, vete, svarta
vinbar & humle

Vatten, rorsocker,
ingeféra, gront te &
kombuchakultur

Vatten, socker, svarta
vinbar, svarta
vinbarsblad, svart te &
kombuchakultur

Alkoholhalt (%)
4

8

12

13

4,5

<1

<1

Den hér laborativa studien har anvant sig av ett laborationskompedium (Danielsson-Tham u.d. b)

utgivet under kursen Livsmedelshygien (MA018G) pé& Restaurang- och hotellhdgskolan, Orebro

universitet. Detta laborationskompendium var baserat pa olika standardmetoder framtagna av

nordisk metodikkommitté for livsmedel (NMKL) som anvénds for att pavisa forekomst och halt

av de mikroorganismer som valts ut for den har studien.
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Material

Utdver de 10 proverna av FAOD presenteras allt material fran analysens genomforande i

underrubrikerna: Laborationsmaterial, substrat & reagenser samt apparater.

Laborationsmaterial
Bagare, stomacherpasar, plastburkar, pipetter, peleusboll, provrér, provrorsstall, tomma

petriskalar, racklor, pipettkast, inkubationspasar, platindser, markningspenna, vitt filterpapper.

Substrat & reagenser

MilliQ® vatten , fysiologisk koksaltlésning, peptonvatten, Half-fraser & Whole-fraser,
fardiggjutna agarplattor (Blodagarplattor), Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti
(ALOA), Baird Parker-medium (BP), Bacillus cereus rapid agar (BACARA®), Slanetzagar
(SZ), DN:as-agar), buljonger (Tryptose Sulphite Cycloserinagar (TSC), Violettrott-galla-glukos
agar (VRGG), Plate Count Agar (PCA), Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC),
gramfargning (kristallviolettldsning, lugols 16sning, acetonsprit, saffranin), Saltsyra (1 M),

oxidasreagens, anaerob-kit.

Apparater
pH-maétare, SevenEasy pH meter, Vortex-Genie™ K-550-GE, varmebad, anaerobklocka modell

GMR 1, inkubator, tre st. modell Termaks™ T 1056 U, ljusmikroskop, brannare.

Genomfdrande

| detta avsnitt redogdrs genomforandet av pH-méatning samt av den mikrobiologiska analysen.
Under mikrobiologisk analys redovisas genomforandet av Listeria-anrikning, provberedning,
spadning, spridningsmetod samt avl&sning och konfirmering av mikroorganismerna under

respektive underrubrik. Processen upprepades for samtliga prover.

pH-matning

pH-vérde i samtliga drycker méttes i enlighet med tillverkarens manual.
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Anrikning av Listeria

Samtliga prover genomgick en primar anrikning innehallandes Half-Fraser-buljong och en
sekundar anrikning innehallandes Whole-Fraser-buljong med syfte att stimulera L.
monocytogenes tillvéxt och samtidigt hamma tillvéxten av andra konkurrerande bakterier. Vidare
sattes samtliga prover pa ett selektivt medium ALOA och ett icke-selektivt odlingsmedium,
blodagar. ALOA ar ett kommersiellt tillgangligt selektivt medium som anvénds for att pavisa
Listeria (Figur 1). Blodagar &r ett icke-selektivt medium for bakterieodling innehallandes agar-

agar och helblod.

For primdr anrikning pipetterades 25 ml FAOD med en pipett och en peleusboll till en
stomacherpase innehallandes 225 ml Half-Fraser-buljong. Stomacherpasen inkuberades sedan i
30,0+1,0 °C i 24+3 h. For sekundar anrikning vortexades innehallet fran den primara anrikningen
innan 0,1 ml fran den priméra anrikningen pipetterades till ett provror innehallandes 10 ml
forvarmd Whole-Fraser-buljong (37,0£1,0 °C). Efter 6verforingen till provroret, forslots
provroret och vortexades for att fordelningen av innehallet skulle bli homogent. Den sekundéra
anrikningen inkuberades darefter i 37,0+1,0 °C i 48£3 h. (Figur 1)

For overforing av primar- och sekundar anrikning till ALOA- och blodagarplatta vortexades
innehallet fran anrikningen innan 0,1 ml pipetterades till en ALOA-platta respektive en
blodagarplatta. Anrikningen spreds med en rackla dver respektive platta. Plattorna inkuberades
vid 37,0+£1,0 °C i 2443 h. Efter 24+3 h gjordes en primar avlasning for att undersoka eventuell
forekomst av typiska L. monocytogenes kolonier. | de fall dar typiska kolonier ej kan observeras
efter 24+3 h inkuberades respektive ALOA-platta under ytterligare 24+3 h infor en andra, slutlig
avlasning av primar anrikning. (Figur 1). Vid konfirmering av L. monocytogenes ar typiska
kolonier bla till bla-grona och omges av en grumlig zon pa ALOA-mediet. Pa blodagarplatta

bildar L. monocytogenes en tydlig hemolys runt kolonierna.
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Primr anrikning, Half-Fraser

o o 2h Mh
o > 3TC . Tt
- Avlaznmng 1 Avli=ning 2

' 24h
e
0°C '
Primir anrikming
25 ml FAQD 43h

125 ml Half frazer U = - H

Sekundir anrilming

0.1 ml pr. anrikning —_ oy

10 ml Whole-frazer 2 24h g-_l-h -
it 37F :

¥

AvlEzming 1 ) Avldsning 2
I 1

Sekundar anrikning, Whole-Fraser

Figur 1. Oversikt over genomforande av Listeria-anrikning.

Provberedning och spadning

10 ml FAOD fordes med hjalp av pipett och peleusboll till en stomacherpase, darefter tillfordes
90 ml fysiologisk koksaltlosning (spadning 1). Pipetten lamnades i flaskan varpa en ny pipett
anvandes och sparades for varje ny spadning i serien. Provsuspensionen i spadning 1 blandades
om genom att pipettera in och ut provet nagra ganger innan 1 ml prov pipetterades fran spadning
1 till ett provror med 9 ml peptonvatten (spadning 2). Provet blandades om med hjélp av vortex-
apparat innan 1 ml prov pipetterades fran spadning 2 till ett provror med 9 ml peptonvatten
(spadning 3). Provsuspensionen i spadning 3 vortexades och processen upprepades i ytterligare

tva till steg, ned till spadning 4 och spadning 5 (Figur 2).

Spridningsmetod

Tva metoder for att sprida ut provsuspensionen i de selektiva substratet &r ytspridning och
djupspridning (Tabell 3). Vid ytspridning fors 0,1 ml provsuspension fran utvald spadningsgrad
till fardiggjutna agarplattor (blod, BP, BAC och SZ) och sprids ut 6ver agaren med hjélp av en
rackla (Figur 2). Samma rackla anvéandes for varje agarmedium och anvandes fran hogsta till

lagsta spadning. Vid djupspridning fors 1,0 ml provsuspension till en tom petriskal foljt av
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tillforsel av ca. 15 ml smalt (45,0£1,0 °C) selektivt agarmedium (TSC, VRGG, PCA och

DRBC), Figur 2. Provsuspensionen blandades med den smélta agarn genom att fora petriskalarna
i ett atta-monster pa plan yta medans det stelnade. Nar forsta gjutningen torkat tillfors ytterligare

en dvergjutning med ett tunt lager smélt agar. Nar samtliga agarplattor stelnat vandes de upp och

ned samt forvarades i en plastpase under inkubering (Tabell 3).

Spadning 0 . ' ()
O
Dml g _ ~ NG S s o -
& dnlngl :_’. : [\ \\" d : ',/’ r '~.\‘. y w \\ o
a2 P OO0 O0O00O
e N i N TN e
~: | @O0 0000

Iml §
-1 000 000
g < 3 N 2 7 4
U \_/ N/ U A
P
B A
Spadmng-l U \
lml §
‘v . »
Spadning 3 U Q
“ ' Tillsatming av 0.1 ml spadning | Tillsétming av 1.0 ml spadning

Figur 2. Spadningsschema for ett prov med tilln6rande séttningar pa agarplattor. Fran vanster,
fardiggjutna petriskalar; BLOD anvands fér hemolyserande bakterier, BP for Staphylococcus,
BAC for Bacillus och SZ for Enterococcus. De bakterier som gjots in: TSC anvands for
Clostridium, V37 for Enterobacteriaceae, V44 for E. coli, PCA for totalantal aeroba

mikroorganismer och J&M anvénds for jast- och mogelsvampar.
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Tabell 3. Oversikt pé respektive mikroorganism, dess odlingssubstrat, spridningsmetod samt

inkubations-temperatur och tid.

Mikroorganism Odlingssubstrat Spridningsmetod Inkubationstemp. (°C)  Inkubationstid (h)

Hemolyserande bakterier Blodagar Ytspridning 30+1,0 2443
Staphylococcus BP-agar Ytspridning 37£1,0 4814
Bacillus cereus BAC-agar Ytspridning 30+1,0 2443
Enterococcus SZ-agar Ytspridning 4410,5 4814
Clostridium perfringens TSC-agar Djupspridning 37+1,0* 24+3
Enterobacteriaceae VRGG (V37) Djupspridning 37+1,0 24+3
Escherichia coli VRGG (V44) Djupspridning 44+0,5 24+3
Totalantal aeroba PCA-agar Djupspridning 30 72
mikroorganismer

Jést & mogel DRBC-agar Djupspridning 30 1 vecka

*Tva uppsattningar av varje spadning, en aerob och en anaerob

Hemolyserande bakterier
For att underséka om proverna innehdll bakterier som kan bryta ner roda blodkroppar odlades
proverna pa blodagar (Figur 2). Blodagarplattorna avlastes parallellt med de andra selektiva

substraten i analysen.

Staphylococcus

Avlasning av BP-plattorna skedde efter 48 h. Typiska S. aureus-kolonier som uppstar ar minst 1
mm i diameter, svart-graa i fargen samt har en klar zon runt om kolonierna. De atypiska
kolonierna saknar, eller har vag klar zon. Kolonierna som véxte rdknades och noterades samt
aterinkuberades direfter vid 37+1,0 °C i 24 h. S. aureus ar hemolyserande pa blodagar. For att
konfirmera de prover vars plattor visade utslag pa typiska och atypiska Staphylococcus
renodlades dessa pa blodagar genom 5 stryk med hjélp av plastogla och inkuberades vid
37,0+1,0 °C dver en natt.
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For en slutlig konfirmering av de renodlade kolonierna pa blodagar utfordes DN:as-test. Vissa
Staphylococcus bildar enzymet deoxyribonukleas (DN:as) som hydrolyserar DNA till mono- &
polynukleotider. Bakteriekolonin fran blodagarn stroks rakt 6ver en fardiggjuten petriskal
innehallande DN:as-agar och inkuberades vid 37,0+1,0 °C i 24 h. Efter ett dygn avlastes DN:as-
agarplattorna genom att tillsatta en droppe 1 M saltsyra och flédade denna 6ver DN:as-
agarplattan. DNA tillsammans med saltsyra bildar en grumlig fallning medan nukleotider ]
paverkas av saltsyra. Kolonier som bildar dn:as blir darfér omgivna av en klar zon medan

ofdrandrad dna-agar blir ”mjolig” pa ytan. Resultatet for vardera prov noterades.

Bacillus cereus

Vid avlasningen av BACARA-plattorna efter 24 h fattades beslutet att aterinkubera dessa vid
30°C for att gora en slutlig avldsning efter 24 h. B. cereus yttrar sig som skara till orangea
kolonier pA BACARA-medium.

Enterococcus
Vid avlasning efter 48+4 h yttrar sig eventuella Enterococcus pa Slanetz-medium som upphdjda
kolonier med morkt rédbrun till rosa farg eller kolonier med fargning i mitten samt omgivna av

en smal oférgad zon.

Clostridium perfringens

TSC-agar ér ett selektivt medium for isolering av C. perfringens och anvandes i den har studien.
Den anaeroba miljon skapades i en anaerobklocka (mikrobiologisk anaerobklocka GMR 1)
innehallande ett kommersiellt anaerobkit samt en indikator for att kontrollera att miljon i
behallaren varit anaerob. For konfirmering av C. perfringens kan fem misstankta kolonier
renstrykas pa blodagarplattor med sterila plastdglor och inkuberas bade aerobt och anaerobt vid
37,0+1,0 °C i 2443 h. Renstrykning pa anaerob- och aerobplattan ska ske fran samma koloni.
Vid avlasning av plattorna 24 h senare bildar C. perfringens oftast en dubbel hemolyszon pa
blodplatta vid anaerob odling och det ska inte ske nagon tillvaxt alls vid aerob odling. For
ytterligare konfirmering kan bakteriekolonin gramfargas och konfirmeras under mikroskop. C.

perfringens ar grampositiv, orérlig och sporbildande.
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Enterobacteriaceae

VRGG ér ett selektivt medium som anvéndes i den har studien och anvéands for bestdamning av
Enterobacteriaceae i livsmedel. For konfirmering av Enterobacteriaceae plockas fem
representativa kolonier ut med en plastdgla och renodlas pa blodagarplatta. Inkubering sker vid
37,0+1,0 °C i 24+3 h. Darefter tas en koloni ut i taget med hjalp av platindser for att genomga
oxidastest. Samtliga fem utstryk genomgar oxidastest. Oxidastest innebér att exakt 1 droppe
oxidasreagens placeras pa ett vitt papper, darefter stryks kolonimaterialet ut i reagensflacken.
Testet lases av efter 30 sekunder. Ett positivt test blir lila till violett och genomfors for att pavisa
respirationsenzymet cytokrom c. Enterobacteriaceae saknar cytocrom c d.v.s. ingen blafargning

sker.

Presumtiva Escherichia coli

Vid avlasningen av VRGG 44 °C-plattorna togs beslutet att aterinkubera dessa vid samma
temperatur ytterligare 24 h. Vid slutlig avl&sning ska typiska kolonier av E. coli vara morkroda,
minst 0,5 mm i diameter samt ha en rodaktig precipitationszon. For ytterligare konfirmation kan
ett test med laktos-trypton-laurylsulfat-buljong (LTLSB) genomfdras.

Totalantal aeroba mikroorganismer

Vid avlasning réknas samtliga bakteriekolonier och noteras. For ytterligare information om vad
som véxer pa PCA-agarn renodlas kolonierna genom 5-stryk pa blodagarplatta for att sedan
inkuberas vid 37 °C i 24 h. Efter ett dygns inkubering kan konfirmering av bakterier ske genom
gramféargning och mikroskopering. Vid gramfargning slammas kolonien upp i en liten droppe
kranvatten pa ett objektglas. Preparatet torkas och fixeras forsiktigt dver laga. Fargningen borjar
med att droppa dver kristallviolettldsning och vanta 1 min. Déarefter sker en betning med lugols
I6sning vilket far verka 1 min. Sedan sker en forsiktig avfargning med 96 % etanol tills att den
avrunna spriten ar farglos innan en forsiktig avfargning med kranvatten. Darpa sker en fargning
med saffranin vilket far verka i 15-20 sek innan forsiktig avskéljning med kranvatten. Nar

provet har torkat sker mikroskopering pa 1000 x forstoring.
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Jast- & Moégelsvamp
Mediet som anvandes var DRBC. Kolonierna raknades efter en veckas inkubation och de olika
koloniutseendena noterades. Darefter studerades samtliga kolonier under ljusmikroskop samt

gramfargades och studerades under ljusmikroskop.

Dataanalys

Den insamlade datan fran de mikrobiologiska analyserna fordes in i tabeller i Excel-dokument
dar de bearbetades utefter studiens fragestéllning. Den insamlade datan raknades om och
analysresultatet redovisas i logaritmisk form enligt den Briggska logaritmen (log). Logaritmen
anvands for rapportering av antal bakterier inom mikrobiologi. Siffran fore decimalkommat
anger storleksordningen uttryck i 10-potenser. 1 log innebar saledes att antalet bakterier ligger
mellan 10 och 99 CFU per ml, vidare innebér 2 log att antalet bakterier ligger mellan 100 och

999 per ml osv.

Resultat

| detta avsnitt presenteras resultatet fran pH-méatningen samt den mikrobiologiska analysen i

respektive underrubrik.

pH-varde

De uppmatta resultaten av pH-métningen visas i Tabell 4. Proverna hade ett pH-vérde mellan 2,9
(F2) och 3,6 (C2). Fruktvinernas pH-varde lag pa 3,1 respektive 2,9. Vinerna hade ett pH-varde
pé 3,3 respektive 3,4. Ciderprodukterna uppvisade ett pH-varde pa 3,1 och 3,6. Olens pH-vérde
var 3,4 respektive 3,2. Kombuchan hade ett pH-varde pa 3,4 respektive 3,0. (Tabell 4) Resultatet
visar att pH-vérdet for samtliga prover var under respektive mikroorganisms generella krav for

tillvéxtkrav och 6verlevnad (Tabell 1).
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Tabell 4. Uppmatt pH-varde fér samtliga prover.

Prov F1 F2 V1 V2 C1 C2 B1 B2 K1 K2

pH-varde 3,1 2,9 33 3,4 31 3,6 34 3,2 3,4 3

Mikrobiologisk analys
Detektionsgransen for ytspridning ligger pa <2,0 CFU/mI och djupspridning <1,0 CFU/mI. Déar
det inte skett nagon tillvéxt fran provsuspension som tagits rakt ur FAOD, utan spadning,

forklaras resultatet som ej detekterad (ED).

Forekomsten av mikroorganismer i proverna visas i Tabell 5. Listeria (<2,0 CFU/ml), Bacillus
(<2,0 CFU/ml), Enterococcus (<2,0 CFU/ml), Clostridium (ej detekterad) samt E. coli (<1,0
CFU/ml) kunde inte detekteras i nagot av proverna. DN:as negativa Staphylococcus detekterades
i prov V1, C1, C2, B2 och K2 dar forekomsten varierade mellan 2,0 och 4,47 CFU/ml FAQD.
Hogst halt hade prov C1. Enterobacteriaceae pavisades i prov F1, F2 och C1 i halter mellan 1,0

och 2,47 CFU/mI. Hogsta halten Enterobacteriaceae pavisades i prov F2.

De totalantal aeroba mikroorganismer som pavisades i proverna lag pa mellan 2,0 - 5,2 CFU/m,
Tabell 5. Hogst totalantal pavisades i prov B8. Samtliga aeroba kolonier var katalaspositiva
undantaget tva kolonier fran prov C1, som visade sig vara katalasnegativa. Det konfirmerades
genom mikroskopering att det inte fanns nagon tillvaxt av mogelsvampar pa DRBC-mediet utan
endast jaststammar. Det fanns ingen tillvaxt av jast- och mogelkolonier fran prov V2, C2, Bl
eller B2 (Tabell 5). Antalet jastkolonier som detekterades lag pa mellan 1,47 och 3,69 CFU/mi
dér prov C1 hade den storsta tillvaxten (Tabell 5).
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Tabell 5. Mikrobiologisk analys av 10 prover FAOD. Antalet kolonibildande enheter per mi
visas i log for respektive prov.

DN:as Totalantal
negativa aeroba
Staphylo- Baci- Entero- Clostrid-  Enterobact- Escherichia ~ mikro- Jast-
Prov Listeria coccus llus coccus ium eriaceae coli organismer  svampar

F1 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 ED 2,2 <1,0 3,6 2,4
F2 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 ED 2,5 <1,0 39 2,7
Vi <2,0 2,3 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 2,7 2,6
V2 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 2,0 <1,0
C1 <2,0 4,6 <2,0 <2,0 ED 1,0 <1,0 3,8 3,7
C2 <2,0 2,0 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 3,9 <1,0
Bl <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 2,0 <1,0
B2 <2,0 3,0 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 52 <1,0
K1 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 2,0 15
K2 <2,0 4,5 <2,0 <2,0 ED <1,0 <1,0 3,3 3,0

ED, ej detekterad
<1,0, ej detekterad
<2,0, ej detekterad

Resultatdiskussion

| detta avsnitt diskuteras resultatet for att besvara studiens syfte. Studiens syfte var att undersoka
vilka livsmedelsburna patogena bakterier som kan férekomma i FAOD och i vilka halter dessa
forekommer. Resultatet diskuteras uppdelat efter detekterade mikroorganismerna samt ej

detekterade mikroorganismer.
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Detekterade mikroorganismer

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae detekterades i F1 (2,2 log CFU/ml), F2 (2,5 log CFU/ml) och i C1 (1,0 log).
Prov F2 hade hogre alkoholhalt (8 %) och lagre pH-varde (2,9) an bade F1 (pH 3,2 och 4 %) och
C1 (pH 3,1 och 4 %), anda detekterades ett hogre antal Enterobacteriaceae. Prov F2 hade &ven
lagst pH-varde av samtliga drycker som ingick i analysen men ocksa det hogsta antalet

Enterobacteriaceae.

Tidigare studier har konstaterat att Enterobacteriaceae kan vara mycket resistenta mot harda
miljoer. Akond et al. (2009) samt Roering et al. (1999) har isolerat Enterobacteriaceae-arten S.
Typhimurium i kolsyrade laskedrycker samt i appelcider med pH-vérde 3,3 till 3,5. Kim et al.
(2014) analyserade S. Typhimuriums 6verlevnadsformaga i olika risvin med pH-varde mellan 3,2
och 3,7. S. Typhimurium 6verlevde 7 dagar efter inokulering, skadade celler kunde dock
detekteras anda tills studiens slut, 28 dagar efter inokulering. | samma studie inokulerades &ven
S. Typhimurium i 61 med nagot hogre pH-varde an risvinet, 4,2 och 4,3; dar éverlevde och
pavisades S. Typhimurium i koncentrationer mellan 0,66 och 1,65 log CFU/mI 28 dagar efter
inokulering. Resultaten av denna analys av FAOD tyder pa att den eller de detekterade
Enterobacteriaceae-arten/arterna tolererar annu lagre pH-véarde an de som pavisats av Akond et
al. (2009), Roering et al. (1999) samt Kim et al. (2014).

Enterobacteriaceae som detekterades i denna studie fanns i hogre antal jamfort med antalet S.
Typhimuriums i 6l i studien av Kim et al. (2014). Eftersom det finns manga méjliga
kontamineringsvagar ar det svart att veta om pavisad Enterobacteriaceae kommer fran sjalva
ravaran eller har tillkommit under tillverkningsprocessen genom ohygienisk hantering (Jeon et
al., 2015; Livsmedelsverket, 2021e). Enterobacteriaceae i ett livsmedel kan tyda pa fekal
fororening fran produktionsprocessen eller fran bristfallig ravara (Livsmedelsverket, 2021e). F1
och F2 var bada fruktvin producerade av blabéar respektive svarta vinbar medan C1 var en cider

tillverkad av bade apple och blabar. Om Enterobacteriaceae redan funnits pa ravaran skulle den
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gynnsamma jasningstemperaturen kunnat bidragit till dess tillvaxt eller éverlevnad (Jeon et al.,
2015).

Vidare skulle analyser for att artbestimma de detekterade Enterobacteriaceae behovas for att
kunna utesluta potentiell fara eftersom ofarliga arter inom familjen Enterobacteriaceae
forekommer naturligt just pa farska gronsaker m.m. (Livsmedelsverket, 2021e). Infektionsdosen
for de patogena arterna av Enterobacteriaceae, Shigella, Yersinia samt Salmonella (Danielsson-
Tham, u.a. b) varierar. For att bli sjuk av Yersinia och Salmonella kréavs en relativt hog dos, cirka
5,0 log medan infektionsdosen for sjukdomstillstand orsakat av Shigella kan vara sa lag som 1,0
log (Socialstyrelsen, 2013; Folkhalsomyndigheten, 2016b; 2018). Om de pavisade
Enterobacteriaceae i var analys skulle vara Shigella skulle de darfor kunna finnas risk att bli
sjuk av att dricka F1 (2,2 log CFU/ml), F2 (2,5 log CFU/mI) samt C1 (1,0 log CFU/ml).

DN:as negativa Staphylococcus

Hdga halter alkohol hdmmar celltillvaxt och metabolism hos bakterier (Rodhouse & Carbonero,
2019), ett lagt pH-varde, forekomst av koldioxid och humlens antibakteriella egenskaper bidrar
till att skapa en ogynnsam milj6 for patogena bakterier (Jeon et al., 2015; Shimwell, 1937;
Jesperson & Jakobsen, 1996; May et al., 2019). Trots detta kunde DN:as negativa
Staphylococcus detekterades i V1 (2,3 log CFU/ml), C1 (4,6 log CFU/ml), C2 (2,0 log CFU/ml),
B2 (3,0 log CFU/ml) och K2 (4,47 log CFU/ml).

Staphylococcus har sedan tidigare pavisad god formaga att klara av miljéer med alkohol och med
lagt pH-varde (Lanciotti et al., 2001; Kim et al., 2014). Lanciotti et al. (2001) visade i sin analys
att Staphylococcus kunde véxa i ett pH-vérde pa 4,15 och med en alkoholhalt pa 4,88 %.
Resultatet av denna studie visade att Staphylococcus kan éverleva i en pH-varde pa 3,1 samt en
alkoholhalt pa 12 % till skillnad fran resultatet av Kim et al. (2014) som visade att inokulerade S.
aureus inte klarade att 6verleva mer an 7 dagar i risvin med pH-vérde mellan 3,2 och 3,7 och
alkoholhalt mellan 13 och 14 %. Kanske ar 12 % alkoholhalt det hogsta S. aureus klarar att
Overleva i. Det kan mojligen forklara varfor S. aureus inte detekterades i V2, dar alkoholhalten

var 13 %.
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Varfor vissa prover pavisar DN:as negativa Staphylococcus och andra inte gor det trots att de kan
tillhéra samma dryckeskategori &r svart att redogdéra for. En mojlig forklaring till skillnaden kan
vara att de producerades i lokaler dér ravaran kan ha kontaminerats under bristfalliga
hygienrelaterade produktionsled (Dysvik et al., 2020). Eftersom Staphylococcus ar vanligt
forekommande och kan aterfinnas pa hud och vid naséppningar (Folkhalsomyndigheten, 2018a)

kan kontamineringen saledes ha skett av manniskan.

Ett riktvarde som inte bor 6verstigas for de mer potenta DN:as positiva Staphylococcus i
livsmedel kan enligt Tham & Danielsson-Tham (2014. s 250-268) vara 3,0 log CFU/g. De
DN:as negativa anses mindre potenta och ger mindre ofta sjukdomar hos ménniskor (Tham &
Danielsson-Tham, 2014, s. 255). Eftersom Staphylococcus &r en de vanligaste orsakerna till
matforgiftning i véarlden (Argudin et al., 2010; Hennekinne et al., 2012) och att C1 samt K2
pavisade 4,6 respektive 4,5 log CFU/mI kan det darfor inte uteslutas att produkterna potentiellt

kan utgdra en hélsofara for konsumenten.

Totalantal aeroba mikroorganismer

De totala antalet mikroorganismer for proverna var som lagst 2,0 log CFU/ml och 5,2 log
CFU/ml som hdgst. Prov B2 (5,2 log CFU/mI) utmarkte sig fran resterande prover. Enligt studier
kan fermenteringstemperaturen (Jeon et al., 2015) och en langsam sankning av pH-vérdet (Kim
et al., 2014) mojliggora for bakterier att anpassa sig till miljostress och pa sa vis bade 6verleva
och vaxa (Beales, 2004). Utdver dessa faktorer kan enligt Dysvik et al. (2020) &ven
vattenkvaliteten paverka férekomsten av bakterier. Vidare kan dven faktorer sasom ravarans
kvalitet, hantverkets genomfdrande och hygien avgdra om en fermenterad dryck blir fullstandigt
eller felaktigt (Jackson, 2008, s. 2-5). Det kan saledes finns manga mojliga forklaringar till

varfor resultatet fran B2 utmarkte sig.

Ett hogt totalt antal kan tyda pa brister i produktionen, bristfallig ravarukvalitet eller felaktig
hantering och lagring av produkten. Daremot &r det viktigt att beakta att PCA inte sérskiljer
patogena bakterier fran icke-patogena, darfor kan det vara svart att forklara om resultatet i

analysen kan vara positivt eller negativt for hdlsan. Detta for att goda bakterier med probiotisk
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formaga kan aterfinna i fermenterade livsmedel (Tham & Danielsson-Tham, 2014). B2 kan anses

vara relativt séker produkt men patogena mikrobiella faror bor inte uteslutas.

Jast- och mdgelsvamp

Den hogsta halten av jastsvampar pavisades i C1 (3,7 log). Att drycken var opastériserad kan
forklara det hdga antalet i C1 (Fellows, 2009). Daremot forklarar inte detta skillnaden i CFU/ml
mellan C1 och C2, som var av samma dryckeskategori, eller mellan C1 och de 6vriga proverna
som alla var opastoriserade. Eftersom C1 producerades med bade dpple och blabar, till skillnad
fran C2 som enbart tillverkades pa apple, kan det hga antalet méjligtvis bero pa att jastsvampar
i storre utstrackning kan aterfinnas pa blabar och att dessa kan vara mer toleranta mot den

miljostress som kan uppsta av fermentering.

Ej detekterade mikroorganismer

Enligt Jeon et al. (2015) kan fermenteringsprocessen vara komplex och kontamineringsvégarna
manga. Bland annat kan tillgadngen av socker och andra naringsamnen (ibid.), langsamt
sjunkande pH-vérde, gynnsam jasningstemperatur och bakteriers formaga att anpassa sig till nya
miljoer skapa goda forutsattningar for bakteriell 6verlevnad och tillvaxt (Kim et al., 2014). Trots
detta detekterades inte vissa patogener av den har studiens mikrobiologiska analys. Det kan dels
bero pa att rdvarorna som anvands inte varit kontaminerade och att person- och
produktionshygien varit god. Den ogynnsamma miljon som fermentering kan orsaka kan enligt
Kim et al. (2014) minska férekomsten av vissa patogener i FAOD. Férekomsten av alkohol
tillsammans med den laga pH-vérdet kan ha bidragit till att visa patogener inte kunde detekteras i
den har studien. Utdver dessa faktorer kan dven antagonism forhindra dverlevnad och tillvéaxt av

vissa patogener (Rosengren, 2019).

Ingen forekomst av Listeria, Bacillus, Enterococcus, Clostridium eller E. coli i ndgot av de 10
FAOD som ingick i analysen. Ovéntat nog detekterades inte B. cereus i nagot av proverna trots
att tidigare studier indikerat att B. cereus ar den vanligaste livsmedelsburna patogenen i FAOD

(Kim, 2020). Totalt har 185 olika stammar av B. cereus isolerats fran fermenterade
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alkoholhaltiga drycker, bade pastoriserade och opastoriserade, detta pa grund av férmagan hos B.
cereus-sporer att dverleva i den ogynnsamma miljé som fermenteringsprocessen kan innebara
(Jeon et al., 2015; Kim et al., 2014; Kim, 2020; Menz, et al., 2010; Christiansson et al.,1999;
Oliveira et al., 2019). Ett annat nagot ovantat resultat var franvaron av E. coli som i tidigare
studier visat sig haft den hogsta éverlevnaden jamfort med andra bakterier, undantaget B. cereus-
sporer (Kim et al., 2014). Enligt VVaquero et al. (2007) var E. coli den mest kansliga bakterien
mot polyfenolféreningar vilket kan vara en mgjlig anledning till att E. coli ej detekterats.

C. perfringens kunde inte detekteras i den hér studien. Resultatet ar inte forvanande da studier
genomforda av Jeon et al. (2015) och Kim et al. (2015) visar pa liknande resultat. En férklaring
till resultaten kan vara att vissa fenoler som aterfinns i vaxtbiomassa kan forhindra tillvaxt och
overlevnad av C. perfringens (Lee, Jenner, Low & Lee, 2006). Trots att den hér studien inte
detekterade C. perfringens i FAOD kan det inte uteslutas att sporer kan finnas i FOAD for att
sedan vid optimala forhallanden gro och potentiellt orsaka halsofara. Eftersom generationstiden
under optimala forhallanden kan vara 8 minuter (Andersson et al., 1995; Folkhalsomyndigheten,
2016a) och att bakterien aterfinns i jord samt i tarmen hos manga djur kan det darfor vara sarskilt
viktigt att halla god hygien genom hela produktionsledet. Det &r dven viktigt att ravaran inte ar

av bristféallig kvalitet for att minimera risken av matforgiftning via C. perfringens.

Listeria kunde ej detekteras i de 10 proverna. Trots alla studier som utférts finns det fortfarande
luckor i kunskapen om exakt vilka forhallanden som skiljer tillvaxt fran ingen tillvéxt av L.
monocytogenes (Rosengren, 2019). Tillvaxt av L. monocytogenes sker langsamt vid pH-varde 5
och under (ibid.); fynd av L. monocytogenes har dock pavisats i opastoriserad appeljuice och i
apple-hallonjuice, trots mycket Iagt pH-varde i produkterna, 3,78 respektive 3,75 (Sado et al.,
1998). L. monocytogenes aterfanns i tva av 50 kommersiellt tillgangliga juicer (ibid.). Kim et al.
(2014) undersokte L. monocytogenes dverlevnadsformaga i kommersiellt tillgangligt 61 och
risvin. | studien inokulerades dryckerna med L. monocytogenes och férvarades i 5 °C och 22 °C.
Sju dagar efter inokulering kunde Listeria inte lagre detekteras (<1 CFU/mI) vilket kan bero pa
att bakterien inte klarar av att leva under de forhallanden dryckerna skapar (Kim et al., 2014). Att

vi ej kunde pavisa patogener i FAOD utesluter dock inte att konsumentens hantering (bl.a.
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lagringstemperatur och forvaring) av ett livsmedel kan paverka forekomsten av mikroorganismer

(Danielsson-Tham u.a. b).

Tyraminproducerande Enterococcus har visats kunna tolerera och éverleva
fermenteringsprocessen i vin med bade 10 % och 12 % alkoholhalt samt pH-vérde pa 3,87
respektive 3,96 (Capozzi et al., 2011). Trots att Enterococcus enligt Capozzi et al. (2011) ar
toleranta mot extrema pH-varden, alkohol samt temperaturer kunde bakterien inte detekteras i
denna analys. Mdjligen kan lagre pH-vérde &n 3,87 paverka 6verlevnaden av
tyraminproducerande Enterococcus. Det skulle i sa fall forklara varfor bakterien inte detekteras i

den har studien vars prover hade ett pH-vérde fran 2,9 — 3,6.

Metoddiskussion

For att besvara studiens syfte och fragestéllning anvandes laborativa metoder. Samtliga
analysmetoder som anvandes for respektive bakterie gav resultat som sedan kunde anvéndas for
att besvara studiens syfte och fragestallning. Det ar dock vart att notera att ingen analysmetod ar
100 % tillforlitlig. De mikrobiologiska analysmetoderna som valdes till studien var samtliga
beprovade och baserade pa standardmetoder frin NMKL. Beprévade analysmetoder bidrog till
att reliabiliteten och validiteten av arbetet ansags vara god. Vilket innebar att matningen ansags
vara tillforlitlig och ge relevanta resultat for studien. Trots att analysmetoderna var beprovade
och ansags oka studiens reliabilitet och validitet ar det viktigt att beakta att noggrannhet i

utférandet av analyserna ar av stor vikt.

Vid bristfallig noggrannhet kan laboranten paverka resultatet av analysen genom t.ex.
efterkontaminering eller felaktigt utdvande. For att minimera risken for detta skapades ett
flodesschema 6ver arbetsprocesserna. Alla praktiska momenten utfordes av de bada forfattarna
till den foreliggande studien. Dock utfordes respektive moment alltid av samma forfattare. Det
innebar att tekniken som anvandes for varje moment var sa lik som majligt med syfte att bidra

till ett jamt och trovérdigt resultat.
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Vart att notera ar att samtliga prover analyserades tva ganger efter C. perfringens eftersom
inkubationsmiljon i anaerobklockan inte var anaerob vid forsta forsoket. Det tros bero pa att
anaerobkittet inte var tjanligt. Ett nytt kit bestalldes och analysen kunde genomforas korrekt sju
dagar senare. Det innebar att samtliga flaskor stod 6ppna, forslutna med aluminiumfolie, i ca. 19
°C i sju dagar langre an de dvriga analyserna. Detta kan ha paverkat utgangen av resultatet for C.
perfringens. Beaktat blodagar-plattorna har dessa uteslutits fran resultat och resultatdiskussion da
dessa enbart avlastes parallellt med de selektiva substraten och ingen data samlades in.

Enligt Bryman & Nilsson (2018, s. 392) &r generalisering av en population inte moéjlig vid
anvéandning av ett icke-sannolikhetsurval. Det innebér att resultatet av den mikrobiologiska
analysen inte gar att generalisera. Daremot ansags urvalsmetoden vara relevant for att besvara
studiens syfte och fragestallning. For att fa ett mer generaliserbart resultat om patogena

mikroorganismer i FAOD behover en mer omfattande studie goras.

Slutsats

Sammantaget ger resultaten av denna studie information om mikrobiologisk kvalitet och
forekomst av patogena bakterier i utvalda FAOD. Resultaten visade att patogena bakterier kan
finnas i FAOD. DN:as negativa Staphylococcus detekterades i vin, cider, 61 och kombucha dér
forekomsten varierade mellan 2,0 och 4,47 log CFU/ml FAOD. Utbver Staphylococcus
pavisades Enterobacteriaceae i vin och cider i halter mellan 1,0 och 2,47 log CFU/mI. Totalantal
aeroba mikroorganismer som pavisades i proverna var mellan 2,0 och 5,2 log CFU/ml. Trots
fermenteringens ogynnsamma miljo, med lagt pH-varde, koldioxid- och alkoholinnehall, kan
FAOD vara en potentiell kalla till halsofara av patogena bakterier. Resultaten visade saledes att
FAOD bor beaktas vid matforgiftningsfall.

Praktisk anvandning och vidare forskning

Resultaten av denna studie har flera anvandningsomraden for bade producenter och konsumenter

men dven myndigheter genom att 6ka kunskapslaget om patogener i FAOD. For producenter kan
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resultatet utgora en tankestallare géllande produktens livsmedelssakerhet, vilket kan forhindra en
negativ maltidsupplevelse och minska risken for sjukdom hos konsumenten. Resultatet kan dven
vara anvéandbart for myndigheter som utfor livsmedelskontroller och deras potential att forbattra
kvalitetskontroll, hygien, produktsakerhet och darigenom bidra till utvecklingen av nya
standarder, regler och handlingsplaner. Eftersom efterfragan och produktionen av FAOD &kar &r
det dven viktigt att forskningen kring patogener och FAOD haller jamna steg. Oavsett om
efterfragan och produktionen av FAOD okar eller inte &r det viktigt att de produkter som nar ut

till konsumenter &r av tjanlig kvalitet.

For att fa en mer applicerbar generell bild av hur vanligt férekommande patogener &r i FAOD
bor en mer omfattande studie goras. Genom att utdka dryckeskategorierna med flera
representanter och att arbeta med replikat kan en mer applicerbar och generell bild av patogener i
FAOD ges. Vidare vore det intressant att identifiera och specificera fyndet av
Enterobacteriaceae ytterligare eftersom vissa bakterier som tillhor familjen kan orsaka

hélsoproblem vid laga doser.
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