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Sammanfattning

Denna studie dr gjord i samarbete med Mattas gardsmejeri som ligger beldget i Sund pé
Aland. Mjdlk, ostmassa och lagrad vitmdgelost, bdde pastdriserad och opastdriserad fran
samma mjolkbatch insamlades frdn mejeriet. Dessa mejeriprodukter undersdktes med
avseende pd dess mikrobiota. Parametrarna som undersdktes var médngden totala antal
bakterier och stafylokockerbakterier. Dessa bakterier samt mjolksyrabakterier identifiera-
des sedan i Maldi ToF MS. Aven en pH-mitning av ostmassan under och efter ystningen
utfordes.

Den pastoriserade ostmassan visade sig ha cirka 10'cfu ml'-enheter ligre bakterichalt
jamfort med den opastoriserade ostmassan. Den pastériserade mjolken hade 10° cfu ml™'-
enheter ldgre bakterichalt jamfort med den opastoriserade mjolken. Den pastdriserade och
den opastoriserade ostmassan hade ungefdr samma pH-sénkning pa 1,4 enheter ett dygn
efter ystningen. Efter att vitmogelosten lagrats i fyra veckor hade bakteriehalten sjunkit
med 10” cfu ml™-enheter for den opastériserade osten medan den pastériserade osten hade
sjunkit med 10’ cfu mI™-enheter.

Bakterierna som identifierades i den pastoriserade ostmassan var Stafylokocker warneri,
Stafylokocker pasteuri, Stafylokocker epidermidid, Leunostoc pseudomesenteroides och
Leunostoc mesenteroides. 1 den opastoriserad ostmassan hittades Stafylokocker warneri,
Stafylokocker chromogenes, Proteus mirabilis och Leunostoc pseudomesenteroides. 1 den
opastdriserade mjolken fran kyltank sa identifierades Stafylokocker warneri, Stafylokocker
chromogenes, Aerococcus viridans och Rhodotorula mucilaginosa. Slutligen sd hittades
endast Stafylokocker aureus och Leuconostoc pseudomesenteroides 1 den fyra veckor lag-
rade vitmogelosten.

Nyckelord: Opastoriserad ost, gdrdsmejeri, mikrobiota, MALDI ToF MS



Abstract

This study was conducted in collaboration with Mattas dairy farm, located in Sund on
Aland islands. Milk, curd and maturated white mould cheese, both pasteurized and unpas-
teurized from the same milk batch were collected from the dairy. These dairy products
were examined for its microbiota. The parameters investigated were the amount of total
bacteria and Staphylococcus bacteria. These bacteria as well as lactic acid bacteria were
then identified in Maldi ToF MS. A pH measurement of the curd during and after the cur-
dling was also performed.

The pasteurized curd was found to have approximately 10'cfu ml™ units lower bacterial
content compared with the unpasteurized curd. The pasteurized milk had 10* cfu ml" units
lower bacterial content compared with the unpasteurized milk. The pasteurized and unpas-
teurized curd had approximately the same pH decrease of 1.4 units one day after the cur-
dling. After the white mould cheese was stored for four weeks the bacterial content de-
creased with 10? cfu ml" units for the unpasteurized cheese while the pasteurized cheese
had fallen with 10° cfu mI™" units.

The bacteria identified in the pasteurized curd were Stafylococcus warneri, Stafylococci
pasteuri, Stafylococcus epidermidid, Leunostoc pseudomesenteroides and Leunostoc mes-
enteroides. In the unpasteurized curd, Stafylococcus warneri, Stafylococcus chromogenes,
Proteus mirabilis and Leunostoc pseudomesenteroides were found. In the unpasteurized
milk from the cooling tank, Stafylococcus warneri, Stafylococcus chromogenes, Aerococ-
cus viridans and Rhodotorula mucilaginosa were identified. Finally, only Stafylococcus
aureus and Leuconostoc pseudomesenteroides were found in the four-week-old white
mould cheese.

Keyword: unpasteurized cheese, dairy farm, microbiota, MALDI ToF MS
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1 Inledning

Ostutvecklingen ér den process av livsmedel efter vin som visar upp storst mang-
fald (Engelmann, 2009). Enligt ménga finsmakare sd 4r den ost med hogst klass
tillverkad pd opastoriserad mjolk. Utan pastoriseringen behdller osten sin unika
bakteriekultur och dir med sin naturliga och sidregna utveckling som leder till en
mognad av smaken. Detta kan man inte uppna med pastdriserade ostar i lika stor
utstrackning. Den franska tidskriften Grands Seigneurs du Fromage uttrycker den
pastoriserade ostens mjolk som “Pastoriserad mjolk dr dod mjolk och av déd
mjolk kan man inte géra levande ost”.

I Sverige har det tidigare varit tilldtet att sdlja opastdriserad mjolk till konsument
”i liten skala” frdn mjolkgérdar (Livsmedelsverket, 2017). Frdn och med 1 sep-
tember 2016 dndrades dock dessa regler och det dr nu godkint att sélja opastorise-
rad mjolk upp till 70 liter i veckan om en registrering hos ldnsstyrelsen skett innan.
Forutom dessa krav sd ska dven den som kdper mjolken fa skriftlig information
om riskerna med opastoriserad mjolk samt hur mjolken ska hanteras nér man tagit
hem den. Forséljning av opastoriserad ost dr ddremot inte alls lika strikt. Har gar-
den en godkdnd HACCP-plan och har fatt ett godkdnnande av livsmedelsmyndig-
heten for tillverkning av opastoriserad ost sa dr det fritt fram for forsdljning.

Den opastoriserade osttillverkningen krdver en djupare forstdelse for hur viktigt
det ar att halla hela kedjan fran mjolk till ost hygienisk. Finns inte kunskapen om
hur mjolken och dess bakterier kan paverka den opastdriserade osten sd ar risken
storre att kedjan bryts och produkten blir riskabel att dta. Att endast dgna sig at en
pastoriserad osttillverkning ar och andra sidan dr inte i det l&nga loppet lika utma-
nande for producenten och dess verksamhet.

Sméproducenter idag lyssnar allt mer pd den 6kade efterfrdgan av nérproducerade
mathantverk. En liten producent kan i stérre utstrickning uppfylla kundernas be-
hov pé ett helt annat sétt 4n de stora industrierna. Enligt en undersdkning gjord av



livsmedelsforetagen 2017, en bransch- och arbetsgivarorganisation for livsmedels-
foretagen i Sverige sa anser 85 % av Sveriges befolkning att det dr viktigt att deras
mat och dryck &r svensk. 52 % av dem viéljer att handla ekologiskt. I och med den
stora efterfragan l6nar det sig darfor for sméproducenter att utveckla nya, unika
och kvalitetsméssiga ostprodukter.

1.1 Syfte

Syftet med denna studie var att ta reda pd hur det mikrobiologiska flodet fran
mjolk till ost frdn samma mjolkbatch baserat pd pastdriserad och opastoriserad
mjolk sdg ut. De mikrobiologiska riktlinjerna géllande opastdriserade ostar i Sve-
rige studerades och den bakomliggande kulturen angéende de svenska gardsmeje-
rierna och osttillverkningen betraktades.

1.2 Metod

For att ta reda pa syftet med detta arbete sd krdvdes en del mjolk och ostmaterial.
Detta erhdlls fran Mattas Gardsmejeri i Sund pé Aland. Arbetet innehdll ungefér
75 % litteraturstudier och 25 % laborativt arbete. Det litterdra arbetet har till
storsta del inneburit insamlande av given fakta. Framforallt fran tidigare anvédnda
kursbocker, publicerad forskning men &ven genom artiklar frdn bland annat
Eldrimner. Det laborativa arbetet bestod av tvé faser. Forst en uppodling av mi-
krobiota i mjolk och ost som f6ljdes upp av Maldi-Tofanalyser for att artbestimma
de forekommande organismerna. Aven en pH-mitning under och efter ystningen
genomfordes.
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2 Ost

Osttillverkningen sdgs komma fran den forntida arabiska oknen (IDFA, 2018).
Enligt gamla kronikor ndmns en sdgen som dr daterad for redan 4000 ar sedan. Det
sédgs att osten kom till av en slump nér en arabisk kdpman skulle korsa 6knen med
en stor méngd mjolk. Transporten av mjolken skedde i en torkad fArmage. Kombi-
nationen av virmen fran 6knen, omblandningen vid transporten och den gamla
l6pen frén farmagen gjorde att osten borjade koagulera. Néar kopmannen behdvde
stilla sin hunger under natten smakade han p& ostmassan som visade sig ha en
delikat smak.

Till Europa kom osten ndgot senare genom resendrer frdn Asien (IDFA, 2018).
Det romerska riket ségs ha legat i framkant och &ven spridit osten till bland annat
England. Fram till 1800-talet var det dock endast ett arbete som de enskilda gér-
darna dgnade sig &t. I USA forst ar 1851 etablerade sig den forsta riktiga ostfabri-
ken i Oneida County i New York.

2.1 Svensk osthistoria

I Sverige har ostkulturen sedan lidnge varit djupt rotad, redan &r 1895 fanns det
1793 stycken mejerier (Berglund, 2010). Ett drygt sekel senare, ar 2010 har vi
endast 26 mejerier kvar i Sverige. Forutom de 26 stora industrimejerierna s finns
det idag ungefdr 110 stycken gardsmejerier som hjélper till att féra det svenska
mathantverket framét. Det var viktigt att ha en utbildning i ryggen frdn nigon av
landets mejeriskolor. Idag dr det ménga som istéllet ldr sig pd egen hand via in-
formation pé internet och kurser frdn bland annat Eldrimner. Tidigare anvéndes
stora ystgrytor i mejerierna, dessa kunde ofta rymma upp till 1000 liter mjolk som
man for hand fick réra om i. Det var dven vanligt att man pressade ostarna med
hjdlp av hdvstinger och stenar. I dagens moderna mejeri anvéinds istéllet utrust-
ning med hydraulik och ystkar med maskinell omrdrning. Istillet for plastformar
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som idag anvédnds var det vanligt med trdformar med stallds. Ndr det inte fanns
kylrum f6r lagring av osten som i dagens samhélle anvéndes istéllet kéllare i an-
slutning till mejeriet med en temperatur pa cirka 12°C.

Véra mest édlskade och klassiska ostar i Sverige kdnner nog de flesta till. De
storsta favoriterna dr Viasterbottenost, Herrgardsost, Préstost, Svecia, Greve, Hus-
hallsost och Gréddost (Berglund, 2010). Vésterbottenosten har sedan 1869 varit i
produktion i Burtrdsk. Osten dr av samma karaktdr som Vistgdtaost men efter-
virmningen av ostkornen pagér langre och osten gors storre. Det var mejerskan
Eleonora Lindstrom som skapade osten i Gammelbyns mejeri i Burtrdsk. Herr-
gdrdsost har sitt ursprung frdn greven Eric Ruuth i Skdne som ldt den tillverkas
redan pa 1700-talet (Arla-Foods, 2017). Han ville fa en svensk variant av Emmen-
talerost med fina runda hél och en kraftig smak med toner av nétter. Préstosten ar
liksom Herrgardsosten daterad till 1700-talet (Berglund, 2010). Den uppkom ge-
nom att sockenbonder kom med tionde av mjdlk eller ostmassa till ostmdtena som
holls pé préstgardarna. Detta utvecklads till s kallade plockostar och Pristosten
fick sin uppkomst. Svecia har fatt sitt namn efter Sverige pa latin, Suecia (Arla-
Foods, 2017). Den hérstammar redan frdn medeltiden och &r 1997 fick den som
den forsta och hittills enda osten i Sverige, skyddad geografisk beteckning enligt
EU:s forordning om geografiskt skydd. Greve ér en relativt ung klassisk ost med
uppkomst &r 1963 av Svenska Mejeriernas Riksférbund (Berglund, 2010). Den ar
inspirerad av osttillverkningen i norska Jarlsberg. Under tillverkningen anvénds
propionsyrakultur for att 8stadkomma en liknande smak och textur som Emmenta-
lerostar har. Hushdllsost dr en av vdra mest klassiska ostar som har flera hundra ars
tradition i ryggen. Det dr en bondost som har blivit kallad Hushéallsost sedan 1800-
talet. Det ar fran Hushallsosten en annan folkkar klassiker har utvecklats, Graddos-
ten.

2.2 Opastoriserade ostars fordelar och nackdelar

Allt eftersom att avelsarbete, koraser, utfodring, mjolkning, kylning, proteinhalt,
fetthalt, fettsyror, aminosyror, syrakulturer och utrustning har foréndrats sd har
dven ostarnas smak och historia gjort det (Berglund, 2010). I och med att den
svenska ostkulturen gar framét sé faller det sig naturligt att dven produktionen av
ost gor det. Framfor allt sma gardsmejerister och mathantverkare ar intresserade av
att utveckla sina produkter for att f& fram mer unika, komplexa och sensoriskt
intressanta smaker. Ett sett att gora detta ar att utveckla sin produktion fran pasto-
riserade ostar till opastdriserade. Det dr dock inte alltid att den opastoriserade os-
ten bara for med sig positiva egenskaper. Dalig hygien under processen kan i
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vérsta fall leda bade till magsjuka och listerios (Backlund, 2010). Syftet med att ga
vidare till opastoriserade ostar &r pd grund av att osten utvecklar sin sensoriska
karaktdr. Mélet dr dock fortfarande att osten skall behélla sin hygieniska kvalitet.
Den opastoriserade mjolken innehdller en enorm méngd mikroorganismer, bade
onskade och odnskade. Majoriteten av mikroorganismerna som hittas i den obe-
handlade mjolken dr dock goda och ger bdde en mangfald sensoriskt men har dven
en positiv inverkan pd ménniskans hélsa. Genom att behandla mj6lken pé ratt sitt
frén juver till fardiglagrad ost kan man styra méngfalden av mikroorganismer och
gynna de dnskade. Detta gors bland annat genom att hela kedjan frén gérd till me-
jeri héller bra hygien. Aven ritt starterkultur sétter karaktir pd mikrobiotan i den
framtida osten. Under pastdrisering tar man bort alla patogena mikroorganismer
men dven de Onskade organismerna sd som naturliga mjolksyrabakterier. Detta
resulterar i en produkt som inte alls ger samma unika och komplexa smak som
kannetecknar gérdens karaktér.

2.3 Mjolkens bestandsdelar och koagulering

Ostens slutgiltiga karaktdr dr direkt kopplad till rdvarans kvalité. Komjolk bestér
av ungefar 87 % vatten, 3,6 % fett, 3,2 % protein, 4,7 % laktos, 0,6 % mineraler
och 0,3 % vitaminer ((US), 1988). Rasen, &ldern, laktationsfasen, mjélkningsinter-
vall, medicinering och antal laktationer paverkar mjolkens sammanséttning. Fettet
1 mjolken bestdr till storsta del utav triglycerider, bestdende av langkedjiga och
kortkedjiga fettsyror. Proteinerna i mjolken bildas frdn aminosyrorna som kommer
frén kons blodomlopp. Laktosen bildas fran galaktosen och glukosen i mjo6lkcel-
len. Precis som med proteinerna sa kommer dven salter, mineraler och vitaminer
frén blodet.

Proteinerna i mjdlken &r uppdelade i kaseiner (80 %) och vassleproteiner (20 %)
((US), 1988). Kaseinerna édr rundformade miceller, de har en storlek pa 0,02 till
0,04 um i diameter med ett hydrofobt inre och en hydrofil negativt laddat k-kasein
pa utsidan. Vassleproteinerna dr virmekénsliga globuldra proteiner. Dessa kan ses
som “skinnet” pa ytan av mjolken vid uppkokning.

Mjolkens koagulering kan antingen ske med hjélp av enzymer eller syra (Sapieja,
2015). Den enzymatiska koaguleringen sker med hjilp av 16pe som utvinns frén
kalvens mage. Lope bestér huvudsakligen av chymosin och pepsin, dessa enzymer
spjilkar de hydrofila och negativt laddade k-kaseinerna pa micellens yta (Hallén,
u.d.). Efter spjdlkningen av k-kasein forloras glykomakropeptider (GMP) i vass-
len. Nar en tillracklig mangd av k-kaseinerna pa micellens yta spjélkas av sé sker
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en spontan reaktion dér kaseinmicellen aggregerar med andra miceller. Det bildas
ett koagel som ocksé kallas for ostmassa och dr basen for den framtida osten. Om
man bryter koaglet separeras vasslen frdn ostmassan, en process som &r kind som
synerges. Vasslen som avldgsnas innehaller den mesta av laktosen samt de flesta
vattenldsliga vassleproteinerna och vitaminerna. Kvar blir ostmassan med fett,
kaseiner och kalcium.

2.4 Bakteriologiska faror i ost

2.4.1 Staphylococcus aureus

Introduktion

Vaughan och Sternberg, tva forskare i Michigan sdgs ha undersokt den forsta mat-
forgiftningen orsakad av stafylokocker redan &r 1884 (Hennekinne, et al., 2012).
Detta troddes komma fran ostar som var kontaminerade med bakterien. Nigra ér
efter detta, 1914 bevisade Barber, en annan forskare att konsumtion av mastit-
mjolk kunde leda till matforgiftning pa grund av stafylokockerbakterier (Adams &
Moss, 2008). Enterotoxinet som vi idag kédnner till som det som orsakar matfor-
giftningen upptéicktes ar 1930 av Dack.

Organismen och dess egenskaper

Vi kdnner idag till 27 arter och 7 underarter av sldktet stafylokocker (Adams &
Moss, 2008). Enterotoxinproduktionen och didrmed matforgiftningsegenskaperna
ar framst forknippad med staphylococcus aureus. S. aureus ir en grampositiv sfa-
risk bakterie med en diameter pé cirka 1 pm i diameter. Bakterien &dr katalasposi-
tiv, fakultativt aerob och oxidasnegativ. Den ar mesofil och virmeresestent med ett
tillvaxttemperaturintervall mellan 7 och 48°C dir optimumet ligger pa 37°C. Den
naturliga miljon dir man ofta hittar S. aureus &r pd huden hos varmblodiga djur.

Association med livsmedel

Matforgiftning orsakad av S. aureus uppticks ofta redan 2-4 timmar efter forta-
ring, den korta inkubationstiden &r ett resultat av toxinerna bakterien producerar i
livsmedlet (Adams & Moss, 2008). Mindre dn 1 pg av rent toxin har visat sig leda
till matforgiftning. En mingd pa over 10° g™ bakterier krivs for att de ska kunna
producera den méngd toxin som krivs for insjuknande. Toxinet dr vdrmestabilt
och resistent mot magens proteaser pd grund av dess kompakta struktur. Krak-
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ningar, illamiende, diarré och magkramper dr vanliga symptom som ofta upp-
kommer efter fortiring av ett kontaminerat livsmedel.

2.4.2 Listeria monocytogenes

Introduktion

Listeria monocytogenes ar den enda av sex kdnda bakterier inom genuset Listeria
som har en sjukdomsframkallande inverkan p& ménniskor (Adams & Moss, 2008).
Den beskrevs for forsta gdngen ar 1926 da den visade sig ge in infektion hos kani-
ner i laboratoriemiljo. Denna bakterie orsakar framforallt tvd sjukdomar,
meningoencefalit hos vuxna idisslare samt en visceral form som &dr vanligare hos
unga idisslare. Meningoencefalit angriper hjdrnan medan den viscerala typen an-
griper organen i kroppen. Denna typ av infektion orsakad av L. monocytogenes
kallas dven i vardaglig mun for listerios.

Organismen och dess egenskaper

L. monocytogenes ér en gram- och katalaspositiv, fakultativ anaerob, oxidasnega-
tiv och icke sporformande bakterie (Adams & Moss, 2008). Den ar ungefar 0,5 — 2
um och formad som en kockoid stav. Vid en temperatur runt 25°C kan den dven
producera flageller for att forflytta sig med. L. monocytogenes véxer i temperaturer
frdn 0 - 42°C med ett optimum runt 30°C. Under 5°C viéxer den dock extremt
l&ngsamt.

Association med livsmedel

L. monocytogenes har hittats i bland annat salt- och farskvatten, avloppsslam, jord
och ensilage (Adams & Moss, 2008). Férutom i naturen sa hittas den dven ibland
hos opastoriserade och pastoriserade mjolkprodukter samt mjuka ostar. I flera
studier fran Europa, USA och Australasien si ligger den totala forekomsten av
L.monocytogenes i opastoriserad mjok péd cirka 2,2 %. Epidemier orsakade av
listeria i ostar eller mjolk hérrdr oftast frn noétlisterios. For att bakterien ska kunna
orsaka ndgon infektion i den ménskliga kroppen krévs en stor infektionsdos pa upp
emot 10° cfu g”. Det kan vara svért att spara bakteriekillan eftersom att inkubat-
ionstiden kan variera fran ett upp till 90 dygn. Symptomen hittas ofta hos gravida
kvinnor och ménniskor med nedsatt immunforsvar och kan liknas vid allt frdn
mild influensa till meningit.

2.4.3 Salmonella

Introduktion
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De forsta arterna av Salmonella uppticktes redan pd 1880-talet men det var inte
forens 20 ar senare som genuset Salmonella skapades (Adams & Moss, 2008).
Idag dr Salmonella en av de vanligaste bakterierna som orsakar livsmedelsburen
magsjuka i virlden. Ar 1989 var det ungefir 50 av 100 000 invénare i Europa som
insjuknade i salmonella gastroenterit.

Organismen och dess egenskaper

Salmonella tillhor familjen Enterobacteriaceae, de ér icke sporformande stavar,
gramnegativa, katalaspositiva, fakultativt anaeroba, oxidasnegativa och till viss del
motila med deras peritrika flageller (Adams & Moss, 2008). Tillvdxten hos bakte-
rierna har observerats frdn 5°C upp till 47°C med ett optimum pé 37°C. Bakterier-
na dr varmekénsliga och klarar darfor inte av en pastdrisering speciellt bra.

Association med livsmedel

Salmonella hittas ofta i mag-tarmkanalen hos flera olika djur ofta utan att ndgot
synligt symptom uppvisas (Adams & Moss, 2008). Spridningen sker ofta via
faeces till vatten, mark, vaxter och dirmed andra livsmedel och djur. En infekt-
ionsdos pa 10> cfu g krivs for insjuknande (Folkhilsomyndigheten, 2016). De
kliniska symptomen som salmonella orsakar &r uppdelat i enteriter och systemiska
sjukdomar (Adams & Moss, 2008). Enteriter inkluderar de gastrointestinala infekt-
ionerna som béde kan inkludera bdrande av bakterien som inte ger symptom samt
den vanligaste typen som dr svar diarré. S. Enteritidis och S. Typhimurium &r de
tva vanligaste salmonellasorterna som orsakar denna typ av sjukdom. Inkubations-
tiden dr mellan sex till 48 timmar och de vanligaste symptomen dr mild feber,
illam&ende, krikningar, magsmaértor och diarré i upp till en vecka. Den andra for-
men &dr en systemisk sjukdom d& salmonellabakterien, ofta S. Typhi och S. Pa-
ratyphi A, B och C spridit sig systemiskt via blodet och kan dir med ge en
bakteriemi med sepsis och mdjligen en organpédverkan. Typhoid feber som &r en
sorts systemisk sjukdom har en inkubationstid mellan tre till 56 dagar och karakté-
riseras av feber och en diarré som liknas vid &drtsoppa.

2.4.4 Escherichia coli

Introduktion

Isolerades redan 1885 frdn barns faeces och har sedan dess blivit en av de mest
vilforstadda frilevande organismerna (Adams & Moss, 2008). E. coli ar utbredd i
bade minniskans och andra varmblodiga djurs mag-tarmkanal dir det &r den mest
dominerande fakultativa anaeroben. Bakterien rdknas som en opportunistisk pato-
gen pa grund av att den generellt &r harmlds men dven kan orsaka sjukdomar som
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urinvédgsinfektioner, sepsis och lunginflammation hos ménniskor med nedsatt im-
munforsvar.

Organismen och dess egenskaper

Fram till 1982 klassificerades E. coli till tre olika diarréproducerande stammar
(Adams & Moss, 2008). Detta baserat pa deras virulensegenskaper. Enteropatogen
E.coli (EPEC), enteroinasiv E. coli (EIEC) och enterotoxigenisk E.coli (ETEC).
Fran 1982 har nu dven enterohaemorragisk E. coli (EHEC) som &r associerad med
serotyp O157:H7 blivit kidnd. Den har blivit ihopkopplad med ett antal utbrott av
haemorragisk kolit och hemolytiskt uremiskt syndrom dér livsmedel som opastori-
serad mjolk, undertillagat kott och farskvaror varit inblandade.

E.coli tillhor familjen Enterobacteriaceae, den dr oxidas- och gramnegativ, ka-
talaspositiv, icke sporformande stav och fermentativ bakterie (Adams & Moss,
2008). Dock kan bakterien skilja sig frdn andra medlemmar i Enterobacteriaceae-
familjen pd grund av dess forméga att fermentera socker. De olika typerna av di-
arréproducerande E.coli bakterierna har skilda patogeneser och kliniska egenskap-
er. Symptomerna kan skilja sig allt ifran diarré till livshotande hemolytiskt uera-
miskt syndrom och trombotisk trombocytopenisk purpura.

Association med livsmedel

Infektionen av EPEC, EITEC och ETEC har visat sig till storsta del komma frin
fekal kontamination till vattenforsorjning och fran felaktig livsmedelshantering
(Adams & Moss, 2008). Utbrott av EHEC serotyp O157:H7 involverar till storsta
del opastoriserad mjolk samt undertillagat kott. En infektionsdos pa ett tiotal bak-
terier har visat sig i vissa fall orsaka sjukdom (Svenungsson, 2017). Notkreatur har
visat sig vara en kélla till O157:H7 infektioner och vid en studie i Storbritannien
kunde bakterien isoleras i 0,9 — 8,2 % av alla friska no6tdjur i landet (Adams &
Moss, 2008).

2.5 Mikrobiologiska analyser och gardsmejerier

Eftersom att sm& gérdsmejerister inte har tillgdng till stora laboratorium med
avancerad utrustning s& anvinder dem istéllet beprovade “hemmabruksmetoder”.
Detta ska ge en indikation pa hur kvalitén pa mjolken &r (Akermo, 2018). En me-
tod som anvénds kallas laktofermentation. Detta gér ut pé att forvara nymjolkad
mjolk i ett litet inkubationsskdp som haller en temperatur pa 37°C under 24 tim-
mar. Mjolken placeras i en ren transparant plastburk med lock. Om det efter 8
timmar bildats gasbubblor och locket svillt dr det en indikation pa bakterien E.
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coli. Om mjolken efter 24 timmar borjat “flocka/skikta” sig ar det tecken pa nér-
varo av bakterien Bacillus. Om den efter 24 timmar inte gjort ndgot av ovan, luktar
syrligt och har koagulerat till fast koagel s& &r det ett tecken pd bra hygien och
mycket mjolksyrabakterier. Har mjolken inte koagulerat och luktar sott sd dr det en
indikation pd att det inte finns s& mycket mjolksyrabakterier ndrvarande, vilket
maste kompenseras vid ystningen. Det dr dock viktigt att papeka att ett test som
detta inte indikerar innehdll av varken S. aureus och Listeria som &r tvd vanliga
bakteriologiska faror vid osttillverkning.

2.6 Bakteriologiska riktlinjer fran EU-kommissionen

For att skydda konsumenterna fran att livsmedel som inte &r sékra att konsumera
kommer ut pad marknaden sa finns det en livsmedelslagstiftning. Denna lagstift-
ning dr ndstan helt utarbetad av EU och aterfinns darfor i bland i Europaparlamen-
tets och radets forordning (EG) nr 178/2002 som é&r ett av de mest grundlidggande
regelverken inom livsmedelslagstiftning.

De bakteriologiska riktlinjer som Svenska livsmedelsforetagare maste forhalla sig
till hittas istéllet i EU kommissionens forordning (EG) nr 2073/2005 om mikrobio-
logiska kriterier for livsmedel. Tabell 1 4r sammanstélld utifrdn denna férordning.

Tabell 1. Beskriver det cfu/g-vdrde ddr innehall i given mejeriprodukt over medel-
vdrdet rdknas som otillfredsstdllande enligt EU kommissionens forordning (EG)
nr 2073/2005

Opastoriserad mjolkprodukt Pastoriserad mj6lkprodukt

E. coli 100 cfu/g 1000 cfu/g
Koagulaspositiva stafylokocker 10° cfu/g 1000 cfu/g
Salmonella Fritti25 g Information saknas
Enterobacteriaceae Information saknas 5 cfu/ml

2.7 Onskade mikroorganismer

Mjolksyrabakterier

Mjo6lksyrabakterier (LAB, lactic acid bacteria) har ingen strikt taxonomisk signifi-
kans som &r vanligt for andra bakterier (Adams & Moss, 2008). Dock har dem
nigra gemensamma egenskaper s& som att de dr grampositiva, katalas- och ox-
idasnegativa, syretoleranta anaerober och icke sporformande kocker eller stavar.
Bakteriernas celluldra energi dr hérledd fran fermenteringen av kolhydrater for att
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producera mjolksyra. LAB kan vara antingen homofermentatorer eller heterofer-
mentatorer. Homofermentatorer producerar laktat som en ensam produkt fran fer-
mentationen av laktos medan heterofermentatorer producerar ekvimoldra mangder
laktat, etanol/acetat och koldioxid frén laktos. Dessa tva kan létt sédrskiljas i labora-
toriet genom att titta pd formégan att producera koldioxid i glukosinnehdllande
medier for heterofermentatorerna.

Mjo6lksyrabakterier dr kdnda for sina antimikrobiella egenskaper (Adams & Moss,
2008). Mjolksyrabildandet dr den viktigaste produktionen for upprétthallandet av
de inhiberande tillvixtfaktorerna, detta pa grund av sdnkningen av pH:t. Andra
faktorer som péverkar inhiberingen av tillvixten av odnskade organismer dr pro-
duktionen av bakteriociner, organiska syror, etanol, viteperoxid, diacetyl, dess
l&ga redoxpotential och utarmning av niringsdmnen. P4 grund av dessa egenskaper
anvinds ofta mjolksyrabakterier som en variant av konserveringsmedel. Vanliga
livsmedel som innehéller mjolksyrabakterier dr ostar av olika slag, yoghurt, surkél,
isterband och kimchi. Férutom de antimikrobiella egenskaperna sd har de dven
visat en positiv padverkan pd vir ménskliga hilsa. Mjolksyrabakterierna har visat
sig vara till var fordel med bland annat en nutrionell forbéttring av vart fodointag,
inhibering av enteriska patogener, stimulering av immunsystemet, anticancerakti-
vitet, lindring av forstoppning/diarré och hypokolesterolemisk verkan.
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3 Material och metoder

Denna studie dr som tidigare ndmnts gjord i samarbete med Mattas gardsmejeri, ett
litet familjeforetag som ligger beléget i Sund pa Aland. Garden har for tillféllet
fyra mj6lkande kor av raserna jersey, ayshire, nordfinsk boskap och vistfinsk bo-
skap. Under studien valdes det att analysera bade pastoriserad och opastoriserad
ost frdn en och samma mjolkbatch. Osten som tillverkades var av typen vitmdge-
lost.

Under ystdagen provtogs foljande ostingredienser: pastoriserad mjolk lagrad i
kyltank 36 timmar (1), opastoriserad mjdlk lagrad i kyltank 36 timmar (2), pastori-
serad farsk ostmassa (3) samt opastdriserad féarsk ostmassa (4).

Efter lagring av osten i fyra veckor provtogs ostmassa frdn den pastoriserade (5)
samt den opastdriserade osten (6).

Efter tre dygn fran provtagningarna sattes de sex olika proverna pd agarplattor och
analyserades med avseende pé totala antal bakterier, stafylokocker och mjélksyra-
bakterier efter inkubering.

3.1 Insamling och transport

Under ystdagen provtogs cirka 100 gram av de fyra olika ostingredienserna, 1, 2, 3
och 4. Dessa placerades i sterila plastburkar och forvarades i hogst fem grader
fram till analysdagen tre dygn senare. Eftersom att mejeriet ligger p4 Aland och
analysen genomfordes pd Sveriges lantbruksuniversistet i Uppsala s& anvéndes vil
isolerade frysboxar och isklampar vid transporten dver Ostersjon.

Analysen for bdde pastoriserad- och opastoriserad ost upprepades efter fyra veck-
ors lagring.
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3.2 Provberedning och analys

Tre olika media fran mérket Oxoid anvéindes for identifiering av organismer i ost
och mjolkproven, se tabell 2. Medierna bereddes, gjots in pa plattor och inkubera-
des med de olika proven enligt Oxoids anvisningar.

Tabell 2. Media, inkuberingstid samt temperatur och selektiv organism for varje media som anvints
for mjolk och ostproven.

Medium Inkubering Selektiv organism
MRS agar (De Man, Rogosa Anaerobt 30°C, 48 h Mjolksyrabakterier
and Sharpe agar)

MS agar (Mannitol Salt agar) Aerobt 37°C, 36 h Stafylokocker

TS agar (Tryptic soy agar) Aerobt 37°C, 24 h Totala antal bakterier

100 pl av prov 1 och 2 spreds ut med hjilp av en steril rackla pa de tre olika agar-
sorterna (se tabell 2) for erhallning av spédning 1:10.

Prov 3, 4, 5 och 6 spdddes 1:10 med NaCl 16sning och homogeniserades med en
Stomacher 400 Circulator 60 sekunder innan 100 pl spreds ut med hjédlp av en
steril rackla pd de tre olika agarsorterna (se tabell 2) for erhdllning av spiddning
1:100.

3.3 Pastoriserad och opastoriserad osttillverkning

Tillvigagdngssdtt pastoriserad vitmogelost:

Forsta steget vid tillverkning av pastoriserad vitmogelost dr en lagpastorisering.
Mjolken viarms upp till 72°C under 15 sekunder. Darefter sker en nedkylning till
32°C. En inokulering av ystmjdlken dr det tredje steget i processen. Mesofil och
termofil syrningskultur samt Penicillium candidum och Geothricum candidum
tillsatts. Darefter far syrakulturen acklimatisera sig i 60 minuter. Loplédggning sker
efter acklimatiseringen, da tillsétts cirka 30 ml 16pe/100 kg mjolk. Under 60 minu-
ter efter 16plaggningen fir mj6lken koagulera och dérefter bryts koaglet till 10-12
mm stora ostkorn. En omrdrning for att krympa ostkornen sker i cirka 30 minuter
och dérefter formas ostmassan i ostkorgar. Drénering och véndning av osten tre
ginger under ett dygn i cirka 30 grader med hog luftfuktighet. Nér osten drénerats
klart sker en torrsaltning och dédrefter far den ligga i rumstemperatur ytterligare ett
dygn. Nir alla steg dr klara lagras osten 6-8 veckor i kylrum med en temperatur pa
12-14°C. Viandning av ostarna under lagringstiden sker varannan dag. En illustrat-
ion pé osttillverkningen hittas vid figur 1.
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Tillvigagdngssdtt opastoriserad vitmogelost:

Den opastdriserade osten gjordes pd samma sétt som den pastdriserade men lag-
pastoriseringen uteblev. Istdllet virmdes mjolken upp till 32°C och dérefter star-
tade inokuleringen av ystmjolken. En illustration pd osttillverkningen hittas vid

figur 1.
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Figur 1. Osttillverkning. (Illustration: Kicki Edgren Nyborg, Rad&Rdn)

22



4 Resultat

Den pastoriserade samt opastoriserade ostmassan och mjolken frén ystdagen ana-
lyserades med avseende pa stafylokocker (mannitol salt agar), totala antal bakte-
rier (tryptic soy agar) samt mjolksyrabakterier (De Man, Rogosa and Sharpe agar).
Efter plattsittning och inkubering pa mannitol salt agar samt tryptic soy agar er-
holls ett cfu/ml (colony-forming unit per ml) vérde, se resultat i tabell 3.

4.1 Pastoriserad samt opastoriserad mjolk och ostmassa
fran ystning

Tabell 3. Antal stafylokockerbakterier samt totala antal bakterier (cfu/ml) i opastoriserad vs. pasto-
riserad mjélk fran kyltank samt opastériserad vs. pastoriserad ostmassa

Prov Stafylokocker (cfu/ml)  Totala antal bakterier (cfu/ml)
Opast. mjolk fran kyltank 4,6x10 3,0x107

Past. mjolk fran kyltank <10 <10

Opast. ostmassa 2,3){104 1,7X104

Past. ostmassa 2,6){103 3,0){103

Ett pH-virde uppmaittes under ystdagen innan ostmassan hade tagits ur ystkérlet
och formats. Ytterligare ett pH-védrde uppmaittes cirka 24 timmar senare efter dré-
nering. Dessa vérden erhélls i tabell 4.

Tabell 4. pH-vdrden pa opastoriserad samt pastoriserad ostmassa tagna med 24 timmars mellanrum
under ystningsdagen innan formning samt en dag efter ystningen

Osttyp pH

Opastoriserad farsk ostmassa (innan formning) 6,32
Opastdriserad ostmassa (en dag efter ystning) 4,95
Pastoriserad farsk ostmassa (innan formning) 6,27
Pastdriserad ostmassa (en dag efter ystning 4,82
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Genom Maldi-ToFanalyser pd kolonierna efter inkubering av pastoriserad samt
opastoriserad ostmassa och mjolk erhdlls resultaten i tabell 5 — 13. Tabell 5 — 7
anger identifierad bakterieflora for prover inkuberade pd mannitol salt agar, tabell
8 — 10 pé tryptic soy agar och tabell 10 — 13 p4 De Man, Rogosa and Sharpe agar.

Tabell 5. Identifierad bakterieflora pa mannitol salt agar frén pastdriserad ostmassa

Bakterieart %
Stafylokocker warneri 37,5
Stafylokocker pasteuri 37,5
Stafylokocker epidermidid 15

Tabell 6. Identifierad bakterieflora pa mannitol salt agar frén opastériserad ostmassa

Bakterieart %
Stafylokocker warneri 62,5
Okénd 25
Stafylokocker chromogenes 12,5

Tabell 7. Identifierad bakterieflora pd mannitol salt agar fran opastoriserad mjolk fran kyltank

Bakterieart %
Stafylokocker warneri 62,5
Stafylokocker chromogenes 25
Aerococcus viridans 12,5

Tabell 8. Identifierad bakterieflora pa tryptic soy agar fran pastoriserad ostmassa

Bakterieart %
Stafylokocker warneri 75
Stafylokocker pasteuri 25

Tabell 9. Identifierad bakterieflora pa tryptic soy agar fran opastdriserad ostmassa

Bakterieart %

Proteus mirabilis Okiént

Tabell 10. Identifierad bakterieflora pa tryptic soy agar fran opastdriserad mjolk fran kyltank

Bakterieart %
Stafylokocker warneri 87,5
Stafylokocker chromogenes 12,5

24



Tabell 11. Identifierad bakterieflora pA De Man, Rogosa and Sharpe agar frén pastdriserad ostmassa

Bakterieart %
Leunostoc pseudomesenteroides 87,5
Leunostoc mesenteroides 12,5

Tabell 12. Identifierad bakterieflora pa De Man, Rogosa and Sharpe agar fran opastoriserad ostmassa

Bakterieart %

Leunostoc pseudomesenteroides 100

Tabell 13. Identifierad bakterieflora pd& De Man, Rogosa and Sharpe agar fran opastdriserad mjolk
fréan kyltank

Bakterieart %
Rhodotorula mucilaginosa 75
Okénd 25

4.2 Pastoriserad samt opastoriserad vitmogelost lagrad i
fyra veckor

Den pastdriserade samt opastoriserade fyra veckor lagrade vitmogelosten analyse-
rades med avseende pa stafylokocker (mannitol salt agar), totala antal bakterier
(tryptic soy agar) samt mjdlksyrabakterier (De Man, Rogosa and Sharpe agar).
Efter plattsittning och inkubering pa mannitol salt agar samt tryptic soy agar er-
holls ett cfu/ml (colony-forming unit per ml) vérde, se resultat i tabell 14.

Tabell 14. Antal stafylokockerbakterier samt totala antal bakterier (cfu/ml) i opastoriserad vs. pasto-
riserad lagrad (4 veckor) vitmogelost

Prov Stafylokocker (cfu/ml)  Totala antal bakterier (cfu/ml)
Opast. lagrad ost <100 2,0x10?
Past. lagrad ost <100 <100

Genom Maldi-ToFanalyser pad kolonierna efter inkubering av opastdriserad samt
pastoriserad fyra veckors lagrad vitmogelost erh6lls resultaten i tabell 15 — 17.
Tabell 15 anger identifierad bakterieflora pd inkuberad tryptic soy agar och tabell
16 - 17 p4 De Man, Rogosa and Sharpe agar.
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Tabell 15. Identifierad bakterieflora pa tryptic soy agar fran opastdriserad lagrad vitmogelost

Bakterieart %
Stafylokocker aureus 100

Tabell 16. Identifierad bakterieflora pA De Man, Rogosa and Sharpe agar frén opastoriserad lagrad
vitmogelost

Bakterieart %

Leuconostoc pseudomesenteroides 100

Tabell 17. Identifierad bakterieflora pd De Man, Rogosa and Sharpe agar fran pastoriserad lagrad
vitmogelost

Bakterieart %

Leuconostoc pseudomesenteroides 100
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5 Diskussion

Kontrollen av patogena mikroorganismer i osttillverkning blir allt mer viktig i
dagens samhille. Dels pd grund av att vi idag har béttre koll pd vad for sjukdomar
dessa bakterier kan orsaka men dven pa grund av att tekniken for identifiering av
bakterierna blivit battre.

En provtagning av pastdriserad och opastdriserad ostmassa samt mjolk gjordes
frén ystdagen. En provtagning av pastdriserad och opastoriserad vitmogelost gjor-
des efter fyra veckors lagring. Mjolkproduktsanalysen gjordes pa tre olika sitt;

1. Uppodling av bakterier pd mannitol salt agar samt tryptic soy agar for ko-
lonirdkning och identifiering i Maldi-Tof MS.

2. Uppodling av bakterier pA De Man, Rogosa and Sharpe agar for identifie-
ring 1 Maldi-Tof MS.

3. pH-métning av ostmassa under ystning och dagen efter ystning.

I tabell 3 som innehéller resultatet frdn punkt ett i mjolkproduktsanalysen hittades
2,3x10* cfu/ml stafylokockerbakterier samt 1,7x10* cfu/ml totala antal bakterier
frdn den opastdriserade ostmassan. Vidare hade den pastdriserade ostmassan ett
virde pa 2,6x10° cfu/ml stafylokockerbakterier samt 3,0x10° cfu/ml totala antal
bakterier. Antal cfu/ml i den opastoriserade mjolken var 4,6x10* stafylokockerbak-
terier samt 3,0);102 totala antal bakterier.

Samma analys fast for den fyra veckor lagrade vitmogelosten erhdlls i tabell 14.
Den opastoriserade lagrade osten hade <100 cfu/ml stafylokockerbakterier samt
2,0x10” cfu/ml totala antal bakterier. Vidare hade den pastoriserade lagrade osten
<100 cfu/ml stafylokockerbakterier samt <100 cfu/ml totala antal bakterier.

Jamfors nu den opastdriserade vitmogelostmassan fran ystdagen med den fyra
veckor lagrade opastdriserade vitmogelosten sé ser vi en stor skillnad. Bakteriehal-
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ten har gatt ner hela 10” cfu/ml-enheter av att ha lagrats. En potentiell forklaring
till detta hittar vi i tabell 4. Under ystdagen togs ett pH-vérde pd den férska opasto-
riserade samt pastoriserade ostmassan. Dagen efter togs ett till pH-vérde nér ost-
massan hade drénerats i 24 timmar efter ystningen. Bdde den opastoriserade och
den pastdriserade ostmassan sjonk med ungefar 1,4 pH-enheter. Detta 4r en indi-
kation pé att de 6nskade mjolksyrabakterierna har fordkat sig och konkurrerat ut
de andra o6nskade mikroorganismerna.

En annan potentiell forklaring till varfor mikroorganismerna har minskat i méngd
ar pd grund av den syrefattiga miljon som bidas under lagring i ostarna. Mjolksy-
rabakterier dr som tidigare ndmnts anaeroba och trivs dérfor bra i den syrefattiga
miljon.

Fran avsnitt 2.4 ”Bakteriologiska faror i ost” vet vi att det krdvs en infektionsdos
pé upp emot 10° cfu g bakterier for att bli sjuk av L. monocytogenes medan de for
S. aureus krivs runt 10° cfu g bakterier. Aven salmonella kriver en hog infekt-
ionsdos pa 10° cfu g for insjuknande medan vid en infektion av EHEC si krivs
det sé lite som ett tiotal bakterier for att f4 symptom. Jimfor vi dessa siffror med
de som erholls i tabell 3 sé ser vi att det endast dr L. monocytogenes samt EHEC
som potentiellt skulle kunna vara en fara. Detta pd grund av att den totala mdngden
bakterier overstiger 10° cfu g™ for pastériserad och opastériserad ostmassa. Genom
kontroll av bakteriefloran via Maldi ToFanalysen s& vet vi att ingen av dessa tva
bakteriearter hittades i ostarna.

For att S. aureus ska kunna producera den mingd toxin som krivs vid insjuknande
sa behovs en bakterieméngd pa 10° cfu g”'. Dessa mingder kom ingen av ostarna
upp 1 och darfor rdknas ostarna som tjénliga att dta trots att den koagulaspositiva S.
aureus hittades i den opastdriserade lagrade vitmdgelosten, se tabell 15. De dvriga
fyra identifierade stafylokockerarterna &r klassificerade som koagulasnegativa. I
EU kommissionens foérordning (EG) nr 2073/2005 stér det att i en opastoriserad
mjolkprodukt fir det inte finnas mer #n 10° koagulaspositiva stafylokocker.
Mingden som hittades i den opastoriserade lagrade vitmdgelosten ldg pa 2,0x10?
vilket dr 10°-enheter fran griansvérdet och osten rdknas darfor som tjanlig.

Resultaten var néstan helt tillfredstdllande. Nagot som dock gav ett missvisande
resultat syns i tabell 9 dér organismen Proteus mirabilis, en sa kallad svirmarbak-
terie och la sig som ett “ticke” dver agarytan. P4 grund av detta kunde endast
denna bakterie identifieras under analysen pa tryptic soy agar fran opastoriserad
ostmassa i Maldi ToF MS.
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Under analysen av mjolken, ostmassan och den lagrade osten i Maldi ToF MS togs
atta kolonier till utseendet s& olika som mojligt fran varje agarplatta. Under ana-
lysen visade det sig i vissa fall, till exempel i tabell 6, att en del av de utvalda ko-
lonierna inte fanns med i organismdatabanken frdn Maldi ToF MS maskinen.
Detta kan ge ett missvisande resultat eftersom att i detta fall hela 25 % av den
okédnda potentiellt farliga bakterien fanns tillgénglig pd mannitol salt agarplattan
frén den opastdriserade ostmassan.
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6 Slutsats

Syftet med denna studie var att ta reda pad hur det mikrobiologiska flodet fran
mjolk till ost baserat pd pastoriserad och opastoriserad mjolk sdg ut. Resultatet i
detta arbete ger svar pé syftet och frgestillningen. Det kan vara till nytta da dis-
kussioner angdende den mikrobiologiska floran i mjolken hos ett mejeri studeras.
Ett hogt antal totala antal bakterier i borjan av processen behover inte indikera att
dven den fdardiglagrade osten har ett hogt virde. Slutsatsen &r att genom att f6lja
mjolkens flode, badde den pastdriserade och den opastdriserade sd kan man se att
halten bakterier frdn mjolken minskar nir pH:t sjunker och osten lagras.
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