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Mijolksyrabakterier ar mikroorganismer som bildar mjolksyra nar de bryter ned
socker. Dessa bakterier forekommer naturligt i manniskans kropp och tillhér
tarmens normalflora. De hjalper dessutom till med att skydda manniskan fran
patogena mikroorganismer. Maten som intas idag innehaller mycket lite av
mjolksyrabakterier och bor darfor berikas pa annat satt. BioGaia som ar ett
svenskt bioteknikforetag, har forskat pa mjolksyrabakterien Limosilactobacillus
reuteri och substansen reuterin. BioGaias produkter innehaller mjélksyrabakterien
Limosilactobacillus reuteri som bidrar till en balanserad tarmflora.
Stabilitetsstudier ar en viktig aspekt nér en ny produkt utvecklas dér produktens
héllbarhet behdver undersokas under olika forhallanden. Haltbestamningen som &r
en del av stabilitetsstudien, gors idag pa bakterier i de olika produkterna pa
BioGaia med plattmetoden, d.v.s. bakterieodlingar. Processen for plattmetoden tar
cirka tre dagar tills att ett resultat kan fas. Syftet med studien var att jamfora
plattmetoden med flédescytometri pa probiotiska prover, for att se om resultatet
av haltbestamningen av antalet levande bakterier blir ssmma med de olika
metoderna och om det & mojligt att ersétta plattmetoden med flédescytometri for
probiotiska prover. Studien har visat att skillnaden mellan resultatet fran
plattmetoden och flodescytometrin pa probiotiska prover, ar storre an forvantat.
Storleken pa skillnaden varierar mellan prover. Resultatet har dock inte ett tydligt
monster som gor det mojligt att avgora ifall det & mojligt att ersétta plattmetoden
med flodescytometri.

Nyckelord: Flodescytometri, Limosilactobacillus reuteri, plattmetod, probiotika,
propidiumjodid och SYTO24.
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Lactic acid bacteria are microorganisms that form lactic acid when they break
down sugar. These bacteria occur naturally in the human body and belong to the
normal flora of the intestine. They also help protect humans from pathogenic
microorganisms. The food consumed today contains very little of lactic acid
bacteria and should therefore be enriched in other ways. BioGaia, which is a
Swedish biotechnology company, has researched the lactic acid bacterium
Limosilactobacillus reuteri and the substance reuterin. BioGaia's products contain
the lactic acid bacterium Limosilactobacillus reuteri, which contributes to a
balanced intestinal flora. Stability studies are an important aspect when
developing a new product where the product's durability needs to be examined
under different conditions. The content determination, which is part of the
stability study, is made today on bacteria in the various products at BioGaia, using
the plate method, i.e. bacterial cultures. The process for the plate method takes
about three days until a result can be obtained. The purpose of the study was to
compare the plate method with flow cytometric analysis on probiotic samples, to
see if the result of the content determination of the number of living bacteria will
be the same with the different methods. In addition, if it is possible to replace the
plate method with flow cytometric analysis for probiotic samples. The study has
shown that the difference in results between the plate method and flow cytometric
analysis on probiotic samples differs more than expected. For some probiotic
samples, it differs more and for others less. However, the result does not have a
clear pattern that enables to determine if it is possible to replace the plate method
with flow cytometric analysis.

Keywords: Flow cytometry, Limosilactobacillus reuteri, plate counting method,
probiotics, propidium iodide and SYTO24.
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BAKGRUND

Mijolksyrabakterier & mikroorganismer som bildar mjolksyra nér de bryter ned
socker. Dessa bakterier forekommer naturligt i manniskans kropp och tillhor
tarmens normalflora. De hjalper dessutom till med att skydda manniskan fran
patogena mikroorganismer [1]. Maten som intas idag innehaller mycket lite av
mjolksyrabakterier och bor darfor berikas pa annat satt. Probiotika kallas oftast
for de “goda” bakterierna eftersom de ar bakterier som hjélper till att stodja
immunforsvaret och forbattra halsan, genom att halla de patogena bakterierna i
matsmaéltningssystemet under kontroll. FOr en bra hélsa krévs det oftast att det
finns en balans mellan de olika stammarna som befinner sig i tarmen [2]. Enligt
WHO definieras probiotika som levande mikroorganismer som ger hélsoférdelar
hos de som intar dem i tillrdckliga mangder [3].

Studien kommer att utforas pa BioGaia som ar ett svenskt bioteknikféretag.
BioGaia séljer och utvecklar probiotiska produkter. Grundarna till foretaget ar
Peter Rotschild och Jan Annwall. BioGaia har forskat pa mjolksyrabakterien
Limosilactobacillus reuteri (tidigare Lactobacillus reuteri) och substansen
reuterin. BioGaias produkter innehaller mjolksyrabakterien Limosilactobacillus
reuteri (L. reuteri) som bidrar till en balanserad tarmflora [4].

L. reuteri

L. reuteri upptéacktes pa 1980-talet och klassades som mjolksyrebakterie av
Kandler et al. Arten hittades i manga naturliga miljoer och den isolerades fran
manga olika livsmedel - speciellt fran mjolk och kott. Fran bérjan dkade intresset
for L. reuteri da forskare hittade koloniserade L. reuteri hos friska djur, till
exempel far, hons, gnagare och svin. L. reuteri isolerades dven fran humana
tarmprover och fekala prover. Aven om L. reuteri forekommer normalt och
naturligt hos manniskor finns det individer som saknar arten. Dessa individer kan
inta L. reuteri oralt, vilket kan paverka hélsan positivt, till exempel kan det hjélpa
barn mot diarré [5-6]. L. reuteri har en tendens att hjélpa immunférsvaret och att
hjéalp kroppen att bekampa skadliga infektioner [6].

Stabilitetsstudier

Stabilitetsstudier ar en viktig aspekt nér en ny produkt utvecklas. Produktens
héllbarhet behdver undersokas under olika férhallanden. FDA (Food and Drug
Administration) som ar USA:s livsmedels- och lakemedelsmyndighet med ansvar
for bland annat mat, kosttillskott, lakemedel etc. rekommenderar att batcher tas
fram och lagras under relevanta forhallanden, for att testa produktens hallbarhet.
Malet ar att testa och ta prov vid lampliga tidpunkter for att kontrollera dess
kvalité mot specifikationerna. Analyserna kan exempelvis tas efter 0, 3, 6 och 12
manader. Slutmalet &r att kunna motivera en hallbarhet for en specifik produkt
under vissa forhallanden och tidpunkter [7].

Haltbestamningen av bakterier som &r en del av stabilitetsstudien, utférs pa alla
typer av produkter for att kontrollera att produkterna innehaller en viss méangd
levande bakterier. Produkterna utsatts for olika temperaturer till exempel -18, 5,
25, 30, 37 och 40 °C. Vid olika forbestdmda tidpunkter, kontrolleras halten av L.
reuteri i produkten. Den huvudsakliga anledningen till haltbestdmning av
bakterier &r att sékerstélla att produkterna klarar av inkubationsbetingelserna och
de bast-fore-datum som rekommenderas [7].
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Plattmetoden

Idag utfors haltbestamningen av bakterier i de olika produkterna pa BioGaia med
plattmetoden, d.v.s. bakterieodlingar. Plattmetoden gar ut pa att foroka
bakterierna med hjélp av odling pa agar-plattor. Detta kraver att bakterierna far ha
ratt naring och ratt temperatur for att de ska vaxa. | denna studie befinner sig
bakterierna i olika produkter i form av tabletter, droppar, lozenger, kapslar, kultur
och olja. Processen for plattmetoden tar cirka tre dagar tills att ett resultat kan fas
[8]. Det finns ett intresse av att kunna genomfora en haltbestamning pa kortare tid.
Detta skulle innebdra att processen blir mer effektiv ur ett tids- och ekonomiskt
perspektiv.

Flodescytometri (FC)

Flodescytometri ar en metod for att kunna studera och analysera celler i I6sningar.
Det &r viktigt att det som analyseras befinner sig i en vétskeldsning och har en
storlek mellan 1pum och 100um. Flédescytometri anvéands i manga olika omraden
sasom vaxtbiologi, marinbiologi, cell- & molekylarbiologi, proteinexpression och
cellcykel-analys. En flodescytometer bestar av vatskeflode, lasersystem, en
optikdel, detektorer, elektronik och ett datorsystem. Vétskeflédet ar tva pumpar
som pumpar vatskan med cellinnehallet genom detektionskammaren.
Lasersystemet behdvs for att de fluorokromer som anvands, behdver en viss typ
av energi for att flourescens ska avges. Optikdelen bestar av linser och speglar
som behandlar ljuset fran lasern. Detektorer ar ljuskansliga ytor som omvandlar
ljus till en elektrisk puls nér den traffas av ljuset, darefter kan detta tolkas av
mjukvaran. Elektronik och datorsystem, skéter installningarna pa
flodescytometern. Cellerna transporteras genom flodescytometern och fokuseras
for att traffas av lasern, en cell at gangen. Detta kallas for hydrodynamisk
fokusering [9]. Laserljuset som bryts rakt framifran ar proportionellt mot
storleken pa cellen och kallas forward scatter. Laserljuset som bryts i 90 graders
vinkel mot cellen ar proportionellt mot cellens komplexitet och kallas for side
scatter. Ljus som bryts kan ga igenom olika filter som gor det majligt att separera
ljus av olika vaglangder. Ljuset fangas upp av olika detektorer, s.k. fotometriska
ror, som omvandlar ljuset till elektriska spdnningsimpulser. Varje impuls ger
upphov till en stapel i ett histogram i mjukvaran. Ju hogre intensitet det ar pa
ljuset, desto kraftigare puls. Det slutgiltiga histogrammet &r resultatet av manga
olika celler som har gatt igenom flodescytometrin [10].

For att synliggora ytterligare egenskaper hos cellerna, anvands olika
fluorescerande molekyler som kan binda sig pa olika satt utanpa eller inuti
cellerna. De fluorescerande molekylerna kallas for fluorokromer. Det finns manga
olika typer av fluorokromer. Tva som kommer att anvandas i denna studie &r
SYTO24 och Propidiumjodid (P1). Det viktigaste ar att fluorokromerna som
anvands, har olika emissions vaglangder for att det ska ga att skilja pa dem [10].

Fluorokromerna SYTO och PI, anvands inom medicin, miljodvervakningar och
livsmedelsindustrin for att beddma bakteriers livskraft [11].

SYTO ér ett gron-fluorescerande fargdmne som tranger sig in i celler och binder
till nukleinsyror. Fargamnet kan anvandas for att farga in RNA och DNA i bade
levande och doda eukaryota celler, saval som gramnegativa och grampositiva
bakterier. Det finns olika typer av SYTO-fargamnen. De kan skilja sig at med
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avseende pa cellpermeabilitet, excitations- och emissionsspektra samt
bindningsaffinitet till DNA och RNA [12]. Fargdmnet SYTO ar kompatibelt i
manga olika fluorescensbaserade instrument som anvander sig av laser for
excitation. Det finns dessutom manga olika typer av SYTO. Nagra exempel &r
SYTO9, SYTO11, SYTO13, SYTO21 och SYTO24. | denna studie kommer
SYTO24 att anvéndas till att farga bakterierna. SYTO24 har ett
absorptionsmaximum vid 490nm och ett emissionsmaximum vid 515nm vid
bindning till DNA [13].

Pl &r ett rott fluorescerande fargdmne som tranger igenom membranet till déda
celler och binder darefter till DNA och RNA. Bindningen sker genom interaktion
mellan baserna pa DNA- och RNA-strangen. Pl anvéands oftast som en
motfargning for att kunna skilja pa déda och levande celler. PI exciteras mellan
488 och 535nm beroende pa om den &r bunden till DNA eller RNA. Emissionen
sker vid 617nm [14].

I studien kommer cellerna att fargas med bade SYTO24 och Pl. SYTO24 tar sig
in alla celler och binder till DNA. Nar SYTO24 har bundit till bakteriecellens
DNA, kommer den att avge en gron fluorescens. Pl kan endast ta sig in i de celler
som har ett skadat cellmembran. Nar Pl val har trangt igenom de skadade
respektive doda cellerna, kommer det att binda till DNA och dessutom tréanga ut
SYTO24, som inte binder lika hart som P1. Nar PI har bundit till DNA avger den
en rod fluorescens. Pa detta sétt kan levande och ddda celler skiljas at [12]. Se
figur 1 for en illustration av infargningen.
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Figur 1. En illustration som visar infargningsprocessen (Dietlind Adlercreutz, ej
publicerad studie).

Tidigare studier

En tidigare studie av Necioni, Michelussi m.fl. utférdes med flodescytometri pa
probiotiska prover av Lactobacillus och Bifidobacterium-arter. Syftet med studien
var att jamfora den traditionella plattmetoden med flodescytometri for
kvantifiering av probiotiska bakterier. Studien jdmforde metoderna genom att
utfora plattmetoden och flodescytometri parallellt pa specifika medier. Studien
pavisade att flodescytometrin av probiotiska prover, kan bedéma viabilitet med
statistiskt starkare resultat jamfért med den traditionella plattmetoden [15].



Slutsatsen fran denna studie, ger forhoppningar om att detta examensarbete kan fa
positiva resultat gallande flodescytometrin.

Aven en internstudie pa ett begransat antal produktprover fran BioGaia
(Adlercreutz och Pesjak, ej publicerat resultat) visade att antalet levande bakterier
erhallet fran plattmetoden, stamde val med antalet levande bakterier erhallet fran
flodescytometrin. For resultat, se figur 2.
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Figur 2. Resultatet pa BioGaias tidigare studie dar resultaten fran ostressade
levande bakterier, analyserades med bade flédescytometri (events/g) och
plattmetoden (CFU/q) jamfordes (Adlercreutz och Pesjak, ej publicerat resultat).

Resultaten var daremot inte lika dverensstammande nér testet utfordes pa
stressade bakterier. Figur 3 visar hur antalet levande bakterier fordndras i ett prov
av frystorkad bakteriekultur som lagrats vid 43% luftfuktighet. Sadan
luftfuktighet & mycket stressande for frystorkade bakterier. | denna studie stamde
de bada jamforda metoderna 6verens i borjan av inkubationen men inte senare
(Adlercreutz och Pesjak, ej publicerat resultat).
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Figur 3: Jamforelse av flodescytometri och plattmetoden pa stressade probiotiska
prover.



En tidigare litteraturstudie av Wilkinson visar att den traditionella plattmetoden
kraver att varje bakteriecell ska ha formagan till att foroka sig. Dock har inte alla
bakterieceller formagan till att reproducera sig och véxa under de givna
forhallandena. Studien har kommit fram till att ju langre en produkt har varit
lagrad, desto mer kommer den analyserade viabiliteten pa den produkten att skilja
sig mellan flodescytometri och plattmetoden. Nar produkten ar ny, det vill séga
nar den inte har varit lagrad, ar resultatet av antal levande bakterier lika mellan de
bada metoderna. Daremot stimmer inte detta pa lagrade produkter. Utifran denna
studie ar det tydligt att inkubationstiden maste tas hansyn till. Figur 4 visar en
forklaring till detta [16].

Hég livskraft hos bakteriekultur = stark 8verensstdmmelse mellan
antalet levande celler erhdllet frén plattmetoden vs FC

)2/ -

Lag livskraft hos bakteriekultur =
Lagre dverensstimmelse mellan antalet
levande celler erhallet fran plattmetoden vs FC

Antal celler

Inkubationstid > / /

Figur 4. lllustration av forhallandet mellan antalet levande celler erhallna med
plattmetoden respektive med FC i probiotiska produkter med 6kad inkubationstid.
Figuren &r inspirerad av en tidigare studie [16].

| forstudien till denna studie, testades endast nagra fa prover med bada metoderna.
Datainsamlingen i forstudien var otillracklig for att kunna avgéra om
flodescytometrin kunde ersatta plattmetoden foér probiotiska prover. | denna studie
kommer darfor ett stort antal prover testas for att eventuellt kunna sékerstélla ifall
resultaten kan vara lika mellan flodescytometri och plattmetoden for alla typer av
produkter och stammar av L. reuteri.

Syfte

Syftet med studien &r att jamfora resultaten av antalet levande celler i probiotiska
prover med plattmetoden och med flédescytometri, for att se om de blir
likvardiga.

Fragestallning
e Fungerar flodescytometri lika bra pa alla typer av produkter?
e Spelar inkubationsbetingelser och inkubationstid nagon roll i utfallet av
den flédescytometriska analysen?
e Kan flédescytometri ersatta plattmetoden?



Etiks beddmning

En etisk prévning kravdes inte for studien eftersom den utfors pa halsoprodukter
innehallande bakteriestammen L. reuteri, det vill sdga varken manniskor eller djur
ingick i studien.

MATERIAL

I denna del av rapporten presenteras material som behdvs for att kunna utfora
plattmetoden och flodescytometrin.

Plattmetoden

Material som kravdes till plattmetoden var foljande: Smart diluter (IUL-
intruments, Barcelona, Spanien), Invagningspasar (VWR life science, Lund,
Sverige), MRS buljong (tillverkas pa BioGaia), smasher (Biomerieus, United
States of America) , dilucups med 0,9 % natriumklorid (LabRobot, stenungsund,
Sverige), glaskulor, MRS-agar-plattor (kops fran sjukhuset i Lund, Sverige),
inkubationsklockor (Thermo Scientific, Goteborg, Sverige), anareobpasar
(Thermo Scientific, Goteborg, Sverige), anaerobdticka (Merck KGaA, Darmstadt,
Tyskland), 37-graders inkubator (Termaks, Bergen, Norge) och probiotiska prover
(BioGaia, Eslov, Sverige) i form av tabletter, droppar, lozenger , kapslar, kultur
och oljor.

Flodescytometri

Material som krévdes till flodescytometri var foljande: Cytoflex S
flédescytometer (Beckman coulter life Sciences, United States), Pl (Invitrogen by
ThermoFisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA) , SYTO24 green
fluorescent Nucleic Acid Stain 5mM solution in DMSO (Invitrogen by
ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), Cytoflex daily QC
flurospheres beads (Beckman coulter life Sciences, United States), flowclean
cleaning agent (Beckman coulter life Sciences, United States), Cyto flex sheath
I6sning (Beckman coulter life Sciences, United States), PBS (phosphate buffered
saline 1X, VWR life science, Lund, Sverige) 96-halsplatta djup (Fisher
Scientiflic, Géteborg, Sverige), provror (Eppendorf tubes 3810X, Hamburg,
Tyskland), pipetter (Invitrogen by ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), filterpasar (Interscience, BagPage, Saint Nom, Frankrike),
milli-Q-vatten (Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland) och probiotiska prover
(BioGaia, Sverige, Eslov) i form av tabletter, droppar, lozenger, kapslar, kulturer
och oljor.

METOD

Flodescytometri och plattmetoden pa probiotiska prover jamfordes. Bada
metoderna genomfordes pa samma probiotiska prover. De probiotiska proverna
innehaller olika stammar av L. reuteri. | en Excel-fil noterades resultat,
produkttyp, stam, inkubationstemperatur och inkubationstid efter att analyserna
var utforda, se bilaga 1 for Excel-fil med en detaljerad beskrivning av
datainsamlingen. Plattmetoden var den forsta metod som pabdrjades. Den
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resterande uppldsningen av provet som blev kvar fran plattmetoden anvéndes till
flédescytometrin. Antalet prover som testades begrénsades av tiden som var
tillgangligt for denna studie.

Plattmetoden

Metoden baserar sig pa 1SO-7889-metoden. For upplésning spaddes de olika
produkterna tio ganger med MRS-buljong. Beroende pa produkttyp valdes
antingen varm (42 °C = 1 °C) eller kall (22, 5 °C + 2,5 °C) MRS-buljong, vilket
framgar i tabell 1. Spadningen skedde i en invagningspase, spadnings-tiden
noterades. Pasen placerades darefter i en smasher for homogenisering av provet.
Varje produkt har sin specifika tid och hastighet som den homogeniseras i, se
tabell 1. Dérefter sattes provet for att vila i cirka 10 minuter. Tiden kan variera
beroende pa produkt, vilket framgar i tabell 1.

Tabell 1. Sammanfattning av de temperaturer pA MRS-buljongen som anvéandes
till respektive prov, provmangden som anvéndes vid respektive invagning,
homogeniserings-tiden samt vilotiden for plattmetoden.

Produkt Temperatur | Provméngd | Homogeniserings- | Vilotid | Homogenisering-
MRS- /invagning | tid och hastighet, tid och hastighet,
buljong tillfalle 1 tillfalle 2
Tabletter 42°C 10 tabletter 120 sek normal 10-60 60 sek normal
min
Droppar 42°C 3 gram 60 sek normal 10-20 60 sek normal
min
Lozenger 42°C 5 Lozenger 120 sek normal 10-60 60 sek normal
min
Kapslar 22,5°C 3 gram 60 sek normal 10-20 60 sek normal
min
Kultur 22,5°C 3 gram 300 sek langsam | 10-20 | 300 sek langsam
min
Olja 42°C 3 gram 60 sek normal 10-20 60 sek normal
min

Sedan homogeniserades provet aterigen. Efter den andra homogeniseringen
spaddes provet ytterligare i fysiologisk koksaltlosning, spadningsgraden var
beroende av forvantad bakteriehalt. Efter spadningen placerades provet pA MRS-
agar-plattor. Till varje invagningspase anvandes tre MRS-agar plattor. For att fa
bakterierna jamnt vaxande pa plattan fordelades provet med hjalp av sma
glaskulor, cirka 6-8 stycken i varje platta. Dessa glaskulor placerades pa plattan
innan provet och darefter skakades plattorna horisontellt for att fa en jamn
spridning dver hela plattan. Glaskulorna plockades bort och plattan placerades
upp och ned pa arbetsbordet i minst 15 minuter. Darefter inkuberades plattorna i
en anaerobklocka. For att fa en anaerob miljo anvandes anaerobpasar som
placerades i anaerobklockan tillsammans med en anaerobsticka, som anvands for
att sakerstélla den anaeroba miljon. Inkubationen skedde i 37°C i tva dygn.
Déarefter plockades plattorna ut for avli&sning och resulterande antal kolonier
noterades i Excel-filen, vilket framgar i bilaga 1 [10].

Flodescytometri

Flodescytometrin genomfordes enligt ISO-metod 19344, protokoll B. Infor varje
arbetsdag genomférdes en uppstart och rengoring av flédescytometern. Aven
laserprestandan kontrollerades innan proverna analyserades. | detalj; Sheat-
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I6sningen fylldes pa och slask dunken témdes, injektions-laget placerades pa P
som star for platta. | cytexpert -mjukvara pa datorn som ar kopplad till
flodescytometern, startades instrumentet upp. En “daily clean” genomférdes och
for detta forbereddes tva olika losningar, milli-Q-vatten och flowclean-lésning”
som placerades i brunnar A1-A3 respektive A4-A5. 1ml utspadd ”QC-beads” for
kontroll av laserprestandan pipetterades i brunn A6. Darefter foljdes
instruktionerna i mjukvaran tills att daily clean” och analysen av ’QC-beads” var
utférda. Om analysen av ”QC-beads” blev godkand var flédescytometern redo
[17].

Provet som redan var spatt tio ganger infor plattmetoden, filtrerades och anvandes
till denna metod ocksa. Provet halldes 6ver fran invagningspasen till
filtreningspasen och blandades darefter i smashern i 15 sekunder. Efter att provet
filtrerats, pipetterades 1 ml av provet till ett provrér. Sedan gjordes en
seriespadning av provet enligt féljande schema:

1. 50 pl filtrerat prov spaddes med 450 pl PBS

2. 50 pl av spadning 1 spaddes med ytterligare 450 pl PBS

3. 50 pl av spadning 2 spaddes med ytterligare 540 pl PBS (x3)

4. 10 pl/brunnav 0,2 mM CYTO24- och 0,2mM PI-blandning sattes till i

spadning 3.

Darefter inkuberades 96-hallsplattan i 15 minuter i morker och analyserades sedan
av flodescytometern. Resultatet noterades i Excel-filen, vilket framgar i bilaga 1
[17].

RESULTAT

En jamforelse av den traditionella plattmetoden och flodescytometrin, utfordes pa
olika probiotiska prover innehallande olika stammar av bakterien L. reuteri. Figur
5-10 visar jamforelserna mellan resultaten fran plattmetoden och
flodescytometrin. Produkterna har varit inkuberade i olika temperaturer och vid
varierande tid, detta presenteras i figurerna. Produkterna har visat varierande
resultat vid jamforelserna av metoderna.

Resultaten fran plattmetoden och flédescytometrin stamde val 6verens vid analys

av tabletterna, vilket framgar i figur 5. Endast ett prov som hade lagrats vid 25 °C
i 12 manader avvek nagot.
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Tabletter
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Figur 5. Resultatet vid jamforelserna av metoderna pa probiotiska prover i form
av tabletter vid olika inkubationstider.

Resultaten proverna i form av droppar visade sig ocksa vara lika for nagra prover,
daremot avvek resultaten for vissa temperaturer och inkubationstider. De prover
som avvek mest bland dropparna var proverna som var inkuberade i 21 manader i
30 °C och proverna som var inkuberade i 21 manader i 25 °C. Detta framgar i
figur 6.

Droppar

4 D0E=D9

3.00E+09 @ ®
)
g e @ ®25 grader, 3 manader
E 2, 00E+08 - g o 25 garder, 21 ménader
% 1 S0E<08 30 garder, 3 mér-’.acler
= _ﬁ_..-t‘{ @ ® 30 grader, 21 manader

1,00E+09

#40 garder, 3 manader

]

5,00E+08

BooEs0D Lt & @ o
0,00E+00 1 00E+09 2 00E+09 3, 00E+09 4.00E+09

Fladescytometri {events/g)

Figur 6. Skillnader respektive likheter mellan plattmetoden och flédescytometrin
pa produkter i form av droppar, for olika temperaturer och inkubationstider.

Resultatet for prover i form av lozenger avvek en hel del. Proverna med
rumstemperatur och ingen inkubationstid avvek mest, se figur 7.
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Lozenger
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Figur 7. Visar skillnader och likheter i jamférelsen av metoderna pa probiotiska
prover i form av lozenger for olika temperaturer och inkubationstider.

De prover som avvek mest vid jamfdrelserna av metoderna var produkterna i form
av kapslar och kultur, vilket framgar i figurerna 8 och 9. Detta kan tydligt ses vid
jamforelserna pa korrelationskoefficienten.

Kapslar
4 50E+10
o
5
T
£
° y =0,3461x ) e 5 grader, 24 manader
@ 2,00E+10 R*=0,6556 .
25 grader, 4 manader
25 grader, 24 manader
2,00E+10 4 00E+10 6,00E+10 8,00E+10

Flodescytometri (events/g)

Figur 8. Jamforelsen av metoderna pa probiotiska prover i form av kapslar for
olika inkubationstider och temperaturer.
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Kultur
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Figur 9. Jamforelse av plattmetoden och flodescytometrin pa kulturpulver lagrade
vid olika temperaturer och under olika inkubationstider.

Resultaten for produkten i form av olja, pavisade sma skillnader vid jamforelsen
av metoderna for prover som var inkuberade i 30 °C under 12 manader. For
resterande olje-prover, hade resultaten stérre avvikelser, vilket framgar i figur 10.

Olja

4 50E+09

3,50E+09
T
S 3,00E+09
] 5 Grader, 12 M 2nader
~ 2,50E+09
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+ 2,00E+09
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H 1 5OE+00
= 1,50E+09
=

5,00E+08

0,00E+00 1,00E+09 2,00E+02

Flodescytometri (events/g)

Figur 10. Jamforelsen av plattmetoden och flodescytometrin pa produkter i form
av olja.

DISKUSSION

I denna del av rapporten kommer metoden och resultatet diskuteras. Det kommer
dessutom diskuteras kring forbattringsmojligheter for flodescytometrin.

Metoddiskussion
Metoden utférdes pa 68 probiotiska prover i triplikat, det vill saga totalt jamfordes

204 probiotiska prover. Tiden var en begrédnsande faktor i antalet prover som
kunde testas. De probiotiska proverna som jamfordes var i form av tabletter, oljor,
kapslar, droppar, kultur och lozenger, innehallande olika stammar av L. reuteri.
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Produkterna valdes utifran vad som fanns tillgangligt pa arbetsplatsen. Darfor
varierar antalet tester pa de olika produkterna. Detta kan anses vara mindre bra
eftersom de olika produkterna ger olika resultat vid jamforelsen av metoderna.
Det som hade kunnat forbattras & om det kunde vara lika manga test for
respektive produkt. Detta kan gora att resultatet fran vissa produkter kommer vara
mer palitliga dn andra. Metoderna var enkla att ldra sig och att utfora, dock var
pipetteringen infor flodescytometrin mycket anstrangande. Eftersom halen pa 96-
hallsplattan ar sma och proverna inte varierade i farg, blev urskiljningen under
pipetteringen svar. Pipetteringen behdvdes goras om flera ganger da det var enkelt
att pipettera i fel brunn i 96-hallsplattan. Om pipetteringen istallet hade utforts
med en automatpipett eller en robot, hade det varit mer tidseffektivt och
pipettringensfelen hade minskat. Datainsamlingen till Excel-filen var enkel att
utfora dock forbrukade det mycket av tiden, vilket inte var forvantat.

En annan faktor som det kunde ha tagits hansyn till fran borjan, var tiden proverna
fick vénta efter att de var spadda med MRS-buljong, tills att de skulle analyseras i
flodescytometern. FOr vissa prover tog det till exempel tre timmar efter att de var
spadda i MRS-buljong tills att det kordes i flédescytometern. Detta for att det tog
lang tid att genomfora plattmetoden. Det som hade kunnat utféras annorlunda ar
att man hade kunnat ta ett prov i taget, det vill saga utfort plattmetoden pa ett prov
forst och sedan pabarjat flodescytometri direkt. Detta for att annars finns
mojligheten att bakterierna i provet hamnar pa botten av invangningspasen med
MRS-buljongldsningen. Nar prover tas infor flodescytometrin finns det risk for att
I6sningen inte ar homogeniserad, vilket kan ha paverkat resultatet.

Resultatdiskussion

Resultatet vid jamférelsen av plattmetoden och flédescytometrin blev inte som
forvantat pa alla probiotiska prover. Det som forvantades var att alla prover som
testades, skulle ge samma resultat av antalet levande bakterier med bade
plattmetoden och flodescytometrin. Att inkubationstiden har en negativ paverkan
pa jamforelsen av metoderna, framgick i en tidigare litteraturstudie [16]. Darav
var det forvantat att prover med langre inkubationstid, skulle avvika. FOr vissa
probiotiska prover, stimde hypotesen mycket bra medan for vissa andra stimde
det inte alls.

Tabletter

Resultatet av probiotiska prover i form av tabletter var samma for levande
bakterier i bade plattmetoden och flodescytometrin, vilket framgar i figur 5.
Majoriteten av tabletterna som testades var inkuberade i 25°C, med
inkubationstider mellan 0 och 12 manader. Eftersom analysresultaten stammer
mycket val dverens pa det flesta prover verkar det som att inkubationstiden inte
har en storre paverkan nar det galler tabletterna.

Droppar

Probiotiska prover i form av droppar avviker betydligt mer &n tabletterna mellan
de tva jamforda metoderna. Dropparna var inkuberade i 25 °C, 30 °C och 40 °C.
Figur 6 visar att just de prover som var inkuberade i 30 °C under 21 manader och i
40 °C under 3 manader avviker mest. Detta visar att den hoga temperaturen som
bakterierna var inkuberade i, har en paverkan pa bakteriernas 6verlevnad och
forokningsformaga, som i sin tur gor att metodernas resultat inte stammer Gverens
med varandra. Varje stam har sin egen optimala temperatur som den trivs bést i.
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Vissa stammar kan fortfarande foréka sig utanfor sin optimala temperatur. Det
som hindrar bakterier fran att foroka sig ar antingen mycket laga temperaturer
eller mycket hoga temperaturer. Okning av temperatur 6kar bakteriernas
metaboliska aktivitet, vilket kan oka tillvéxten av bakterier till en punkt dér
proteinerna skadas och bakteriernas cellfunktion sjunker till noll [18]. Dessutom
kan det ses i figur 6 att prover som var inkuberade vid 30°C i 21 manader, avviker
mycket mer &n prover som var inkuberade vid 30°C i 3 manader. Aven prover
som var lagrade vid 25°C i 21 manader, avviker mycket mer &n prover som
lagrades vid samma temperatur i 3 manader. Precis som slutsatsen i
litteraturstudien av Martin Wilkinson, kan det &ven ses har att langre
inkubationstider leder till samre 6verenstammelse mellan resultaten fran
flédescytometrin och plattmetoden [16].

Lozenger

Resultaten fran flodescytometrin och plattmetoden avvek mycket for lozeng-
proverna, vilket framgar i figur 7. De prover som befann sig i rumstemperatur,
utan nagon inkubationstid, uppnadd ett mer 6verensstimmande resultat an de
prover som varit inkuberade i 12 manader i 25 °C. Tester for andra
inkubationstider utelamnades pa grund av tidsbrist. Om datainsamlingen hade
kunnat utokas for fler temperaturer och fler inkubationstider, hade en mer séker
slutsats kunnat dras. Resultatet visar att alla testade prover, visade pa ett hogre
antal levande bakterier i floédescytometrin &n i plattmetoden. Detta innebér att
bakteriernas formaga att foroka sig har minskat men att cellmembranet fortfarande
ar helt [18].

Kapslar

Resultaten vid jamférelsen av metoderna pa probiotiska prover i form av kapslar,
avvek mycket fran varandra. Avvikelsen ser lite annorlunda ut an vad som sags
vid analysen av de tidigare produkterna. Prover som har varit inkuberade under
kortare tid, d.v.s. i 4 manader, avviker mycket mer an de 6vriga kapselproverna.
Ett mindre antal vaxande kolonier pavisades pa platta medan antalet levande
bakterier var valdigt hogt pa flodescytometri. Detta kan tyckas vara ovéantat med
tanke pa att de har mindre inkubationstid &n 6vriga prover. Figur 8 visar
dubbelprov i samma farg. Prover som lagrades vid 5 °C i 24 manader visar relativt
likt resultat. Detsamma galler &ven for prover som var inkuberade i 25 °C under
24 manader. En anledning till detta kan vara tiden som proverna fick vanta i
MRS-buljongldsningen tills att flodescytometrin skulle utféras [19]. | figur 11
visas en jamforelse av vantetidens paverkan. Det framgar tydligt att prover som
har fatt vanta kortare tid, avviker mindre fran det forvantade resultatet och att
prover som har fatt vanta cirka en timme langre, har en storre avvikelse.

17



Kapslar

Plattmetod {CFU/g)

0,00E+00 2,00E+10 4,00E+10 6,00E+10 8,00E+10

Flodescytometri (events/g)

Figur 11. En jamforelse av tidens paverkan visas, i figuren. Det framgar tydligt att
prover med langre vantetid har en storre avvikelse fran det forvantade an
forvantat.

Kultur

Alla prover i form av frystorkade kultur, avvek fran det férvantade resultatet.
Detta kan ses i figur 9. Startprover visade pa fler levande bakterier med
plattmetoden men mycket farre med flodescytometrin. Prover som var inkuberade
i 2 manader i 37 °C, visade motsatt resultat. Det var fler levande bakterier med
flodescytometrin an med plattmetoden. En anledning till detta kan vara att det har
skett ett spadningsfel vid pipetteringen infor den flédescytometriska analysen. Det
som tyder pa att det kan ha skett ett pippetteringsfel, ar att den totala mangden
celler som passerade flodescytometern, verkar vara mindre an resultatet pa antalet
vaxande kolonier pa plattmetoden, vilket ar omojligt. Pa ett av proven &r det totala
antalet celler i flodescytometern 2,59 x 10! medan antalet vaxande kolonier pa
plattmetoden ar 4,54 x 1011, Det kan inte véxa fler kolonier an det totala antalet
bakterieceller i provet.

Olja

Resultaten for probiotiska prover i form av olja ser intressanta ut, eftersom de inte
liknar de andra proverna, vilket framgar i figur 10. Dessa avviker pa ett annat sétt.
Prover som har varit inkuberade i 5 °C och 25 °C avviker mycket mer &n provet
som var inkuberat i 30 °C. Till skillnad fran de andra produkterna, avviker olje-
proven mer for de prover som har varit inkuberade under lagre temperaturer.

De gemensamma resultaten for alla produkttyper tycktes stamma mycket bra
Overens for vissa produkter medan for andra produkter, avvek resultaten helt. FOr
de prover dar resultatet avvek mycket fran det forvantade, var orsaken i det flesta
fall de hdga temperaturerna (> 25 °C) eller pa grund av den langa
inkubationstiden (> 3manader) [16,18]. Daremot finns det andra produkttyper som
visade sig vara helt tvartom. Detta visar att det inte finns ett tydligt monster pa
vad som egentligen paverkar bakteriernas éverlevnad, som i sin tur paverkar
jamforelsen av metoderna. For att det skulle vara enklare att dra en slutsats om
vilka faktorer som faktiskt paverkar, borde lika manga tester av varje produkttyp
testats. Testerna bor dessutom haft en konstant faktor och en dynamisk faktor for
att det skulle vara lattare att avgora vad som egentligen paverkar skillnaderna
mellan metoderna.
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Flodescytometern som anvéndes skiljer levande, doda, respektive skadade
bakterieceller efter deras membranintegritet medan plattmetoden skiljer déda
respektive levande bakterier, genom deras férmaga att foroka sig pa agar-platta
[20]. Metoderna mater alltsa olika egenskaper hos bakteriecellerna. En alternativ
jamfdérelse hade kunnat ske med en annan flodescytometrisk analys som ger en
battre dverstammelse med plattmetoden. Resultaten visar att alla celler med intakt
membran inte har formaga att féroka sig, vilket gor att metoderna inte stimmer
dverens med varandra som det var forvantat [21]. 1ISO19344 foreslar férutom
infargning med SYTO24/P1, dven infargning med cFDA/PI, som mater pa
bakteriernas esteras-aktivitet och membranintegritet. Forslagsvis kan DiOC2
ocksa anvandas, som mater bakteriernas membranpotential [22]. M6jligtvis kan
dessa infargningar ha en béattre 6verrensstammelse med plattmetoden [17].

SLUTSATS

Resultatet fran studien har visat att jamforelsen av plattmetoden och
flodescytometrin pa probiotiska prover, avviker mer an forvantat. For vissa
probiotiska prover, avviker det mer och for vissa mindre. Resultaten foljer dock
inte ett monster. | dagslaget ar det darfér omojligt att dra slutsatsen ifall det ar
mojligt att ersatta plattmetoden med flodescytometri. For framtida studier kan en
annan infargningsteknik anvéndas inom flédescytometrisk analys som mojligtvis
kan ge ett mer Overensstdmmande resultat vid jamforelsen av metoderna. Det bor
dessutom anvéndas specifika testforhallanden som kan gora det enklare att dra
slutsatser om vissa faktorer har inverkan eller inte [21, 22].
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BILAGA 1: DATAINSAMLING

Tabellerna visar datainsamlingen for tabletter.

TABLETTER
Rumitemperstus 0 minader
study 1D Sample Name Praduct type Temperature tieme ) time [FC analysis) FCanalysis)  Live (eventsfg)  awerage Ufg) averagelCFU/g)
Tabletter  Rumstemperatur Gm 0s:02 1051 11:11:06 02,0808 2246405 2,166+09 5386408 1,53€408 6,54E:09 2136403 2,338408
Tabletter  Rumstemperatur O oa:02 w51 1102 2,05€:08 B,55E+08 1796408 5,97E408 2,608+09
Tabletter  Rumstemperatur_Om os:02 w51 11:12:39 2,206409 B,16E+08 2,046409 6336409 2256409
Tabletter  Aumstampuratur  Om 03:04 10:51 11:13:26 1966003 2106409 7866408 1,80E409 5826409 2136409 2,136008
Tabletter  Aumstamperatur om 03:04 10:51 11344 2216409 8,766408 1596409 8,426409 2256409
Tabletter  Rumstemperatur Om 0304 w51 111058 2126408 5,01E408 1,88E408 5196409 2026409
Proguct type Temperature tieme (solubil i ing) time [FC analysis) i FCanalysis)  Lve (eventsfg)  average dead | ) Plate caunt (CFU/g)_average(CFU/
Tabletter 0M 1256 12:19:20 03:19:20 1166409 1036408 6416408 LESE409 o 5,766408
Tabletter w0m 1256 1106403 6,036408 1786409 1036409
Tablstter wam 1256 8376408 465408 1516409 1016409
Tabletter 0 am 1256 1096409 1,066+09 5726408 1806409 9076408 5486408
Tabletter 0m 12:56 108600 5576008 2,856409 8836008
Tabletter a0 m 12:56 1,006:08 5,55€408 1,78E403 1056403
Tabletter a0 am 12:05 U305 1026408 7,53E408 1796408 7106408 8,426+08
Tablstter am 12:05 106E+09 7,47E408 LETEND BBE+08
Tabletter a0 2m 1205 9,656008 6586408 1826408 9276408
Tabletter 0m 12:08 9,936:08 1006109 7,186408 2,60E409 7,890 8756408
Tabletter a0 m 12:08 1,086:08 7,84E+08 1,836 8886408
Tabletter 0 am 12:05 1116008 7116008 1516008 947E408
Tabletter M 1235 8,756:08 8,97€:08 6,45€408 2,67E409 1,206409 1,346408
Tabletter a0 am 1235 ,00£+08 6,25E408 2,85E408 1506409
Tabletter a0 am 1235 5,126+08 7,52E408 2546409 L326408
Tabletter 0w 12:35 9396408 9,56€408 5006408 265408 1246409 1316409
Tabletter 402m 1235 3.476408 7,37E408 2316408 L4TE+09
Tabletter 0w 1102 12:35 125518 3,32408 6,35E408 2676409 5416405 1,226409
25 gradier 2 minader
Study 10 Sample Name Product type Temperature o time (FC anatysis) FCanalysis)  Live (eventsfg)  average [CFUJg) averagelCFU/g)
52020085 251 Tabletter 253m osm 11:07:20 01:28:10 1536408 1356409 7636408 2,026408 5826409 1556408 1,67€:09
52020085 Tabletter 253m os38 7186408 185E505 567605 1516:05
2020 085 25 3m 0938 6426408 1576409 5485409 1945408
20.085 253 0937 1516409 5606408 1886409 5.236409 1,586408 1656408
52020085 25 3m 03:37 5,766408 1,98E409 5508409 1826403
52020085 25 3m 0337 on3a1z 5546408 1936509 5566409 1556409
52020085 30 3m o541 ax3r01 1536409 7,306+08 2126409 5856409 1226409 1456509
52020085 303m o 13149 6.396+08 1996408 5496409 176008
52020085 303m 0541 013237 5,726+08 1916008 5286009 1436008
52020085 a3m o4 01:30:27 1,23640 5186408 1,68E505 4708409 1,266:08 1448505
52020085 0 3m 944 ou3119 5046408 161E:03 4456405 1716408
s2020.085 303M 09:44 o312 5226408 1826409 4726409 1345408
52020.085 0 3m 0945 01:31:04 1016409 7316408 2,16E409 5.29409 7446008 7,256:08
52020085 40 3m 0548 01:31:53 6846408 2,376%09 5.53405 7,006408
52020085 0 3m 0345 ox3za1 7146408 2,396%09 550409 7,306+08
52020085 a0 3m 049 01:30:30 9.136408 6,026+08 1956509 4,606+09 7448408 7526408
52020085 a0 3m 2 o312z 7,206408 2,146008 5.046408 7,566+08
52020085 0 3m oman oz 5,B0E 408 1,986:09 4688408 7,568 408
25 garder
Study ID Product type Temperature ‘Study Ouration  time [salubilisation]  time staining) Time difference (solubilisation and FC analysis) Live (events/g)  average damaged (events/g) dead (events/g) Total(events/g) Plate count (CFUJg) average(CFU/g)
120006 Tabletter 25 12 1n:12 0236 01:38:58 2586408 2516405 5,156+08 1,796:0 6,68£+05 2326105
52020006, Tabletter 25 12m : 0336 1398 2396409 9,34E408 1556:09 5,226408
520204006 Tabletter 25 1M 0436 o1:40:30 2576408 1816008 6,59+09
52020006 Tablatter 5 12m 0536 o016 190608 1,316008 1556008 5676008 246600
52020006 Tabletter 25 12m 08:36 o1:31:04 1,83€:08 1,706+08 5686408
52020006 Tabletter 25 12m 07:36 13152 1,96E:08 1,606+05 5,716:08
052020008 Tabletter 25 12 1:07 012053 153609 1588408 1436408 4,426008 1356408
052020008 Tabletter 25 12 12:07 01:25:45 1586409 1336409 4376008
052020008 Tablatter 25 12 11:07 01:26:39 1616403 1326408 4356008
052020008 Tabletter 25 1M 1:07 014533 LBIES LSTE09 1,206408 4048408 1186403
Ds2020-008 Tabletter 25 12m w07 on628 15940 1266409 4,294
Ds2020-008 Tabletter 25 12m 107 ouara 152640 1176+ 401640
D52020-008 Tabietter 25 1M 1107 o1a5:17 2246008 2216409 1586008 5466009 2026008
052020008 Tablatter 2512 11:07 014605 2136409 1546409 5,316409
052020008 Tabletter 25 1M 107 oLa6:ss 2,286 1,796+ 5,766409
Ds2020-008 Tabletter 2512m 107 2106409 2186409 LE1EHS 530640 20740
Ds2020-008 Tablenter 25 12m 107 219640 1606+ 5456408
052020008 Tabietter 25 1M 107 2246008 1706008 5626008
052020008 Tabletter 25 12m 13:07 4436408 4,656408 3326408 1,06€410 3908008
052020008 Tabletter 25 12m 12:07 484109 353640 1176410
052020 008 Tabletter 25 12 11:07 4,636:09 3,606+09 1148410
052020 008 Tabletter 25 12 11:07 4436409 4126409 3448409 1076410 4,436008
052020008 Tablett 25 12m 12:07 3676403 2,796409 3,108008
052020008 Tablatter 2512 11:07 4276408 3,296409 1,05€+10
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Tabellerna visar datainsamlingen for droppar.

|oroppar
|25 grader 3 ménader

Istudy1D sampl e Temp: " me analysis)  FC analysis) damaged Cl Fulgl
52020076 25:1 Droppar 25 M o950 1025 8 00:27:30 2 32769 1,266409 456409 2086409 8826409 3,53E409 3586409
Droppar 253 0950 1026 28 347509 1536408 204548 871649 4106408
52020076 25:1 Oroppar 253 0950 1026 01:00:38 3206409 1,58E+05 1,876+ 88203 4406409
52020076 25:2 Oroppar 25 M 0352 1026 01:01:17 3299 IASENS 1,40E+09 1,56E+09 BOIE03 3606409 3446008
I Oroppar 25 3 0952 1026 01:01:36 3526409 135€+09 1856403 8936409 3,706409
|s2020-076 252 Droppar EEY 052 10:26 010234 356609 1456409 LuoEss 8786403 3,956409
25 grader 21 minader
Study 1D Sample Name Product type. time (staining) time {FC analysis) d FC analysis) Live ‘damaged (events/g) dead (events/g] Tatal (events/g) Plate count average(CFL/g)
s20015.065 25:1 Droppar 25 21m 1 110556 030035 1BEEWS  L7aEw08 33409 2,358009 B504Ew03 3,065408 2
Droppar 2 21m 1051 110739 030135 1586408 1178008 1348008 638E+09  3,106008
Oreppar 25 21m 110824 030220 1776408 1356408 TSTE09 2986109
oroppar 3 2m 030108 246403 LSTEWS 179409 8.00E403  2,566409 2366409
Oroppar 5 2m oaoust 224608 1656408 77ENS 2176408
oroppar = am 1536410 63BEHD 2366409
oroppa =M 328609 3236409 1226008 7106409 1676403 L1609
Oreppar 3 21Mm 3,06E+08 1,09E408 6526409 2,05€:08
s2015-035 8029251 Droppar 2 2m 3336409 1276409 T4E08 2026409 [
52015035 8029252 Oroppar = am 3MES 3706409 1416409 7656409 L,786+03 2046405
oroppar = am 3,746405 1286409 TEGEND 233409
oroppa =M 3626409 1116409 TA4E49 2,026409
oroppar 235 1M 2796409 3,016409 9276408 5936409 2606409 2.086409
Oreppar 35 20M 5,34E408 684E409  1,865408
Oroppar 23 2m 367408 64509 1,786408
Droppar = am 3.37E408 6.30E403  2,296409 2126405
oroppa 3 um 9256408 GALEWS 1986409
Dreppar 35 1m 1026408 7136409 2,096409
Oroppa 25 21m 9,A0E408 5536403 1,056408 1,096408
Oroppar 23 2m 8016408 5536409 1,46408
Droppar =M BAEHE 5,230 5,836+08
Droppar =2Mm 8,85E+08 6,14E409 1,208003 L,208405
Oroppar 3 21m 9,61E408 6106403 9,67E408
Oreppa 3 21m 8,11E:08 STIEHS 143409
0grader 3manader
Study1D  sample Name Product type ‘Study Durstion Total (vents/g) Plate coun avarage{Cru/g)
am LB4E409 2686409 1336409 1596409 7,738409 =] 2968409
203m 265409 132648 1,526409 769609 3,.3TE48
03m 2,77E408 143640 1, 76408 3296408 2756408
303m 3,ME403 3296409 1186403 1,606408 805408 3376403 3,59E405
303m 3,32E409 1296405 1,706+08 8,38£405 3,80E+03
303m 020557 3,308 130640 1716008 54405 3AIENS
StudyiD  Sample Name Product type Duration d FC analysis) Total (events/g) Plate count average{CFU/g)
52013.035 8029301 Droppar 021 1642 L7HENS 167608 1326403 1,04€+08 6,65€409 6,801
52013035 8029301 Droppar 3021 031738 1666408 1356408 5,77E408 6,45E:05 6,606
52013035 8029301 Droppar 302 1,56E+09 1246405 1,01E+08 6116405 7,006+06
52013035 8029302 Droppar 3021 LEIEND 196409 L40E+03 1,01Ev08 6336409 2,00E407 2,99E407
$2019.035 8029302 Droppar 3021 197408 1436409 1,126+09 5826409 3,68E407
2019.035 8029302 Droppar 30.21M 2006409 1496409 1,196+09 5836409 3,29
52015035 B01330:1  Droppar 30 21M LAME0D  LASEHR 6726408 TOTERR 6,506409 5,78E+07 477607
52015035 B01330:1  Droppar 30 21M LATEHR 9.23408 8126408 5396409 5786407
|s2015-035 go1330:0  oroppsr 3021 159409 9556408 8306408 GOSEH9 2766407
52019035 B01330:2  Droppar 3021m LGEEND  173EN9 L1309 9,826008 SALEN9 4566407 4938407
52019035 8013302 Droppar 20 21M 1,86E409 113649 9,886408 5706409 5136407
52013035 B01330:2  Droppar 20 21M 1,636409 1136408 8,716408 5326408 5116407
40 grader 3 minader
StudyID _ Sample Name Product type Study Duration Total {events/g) Plate count average{CFU/g)
5202007 40 Droppar £ 1145 L0IEWD  LESES LMEDS 2556409 833509 LDIEY L14E09
|s2020-076 s0: Drappar 203m 1145 1876409 13648 2516409 TH9EQ9  1MEHE
$2020-075 40 Dragpar 03m 145 2,766409 119640 2,426408 TATEQS 118640
52020076 40 Dropgar 403M 1143 LB6EH0S 1926409 1236408 7706405 1116409 1166405
52020076 a0:2 Droppar 403m 1145 1,58E+03 1306405 2476408 5036405 114403
52020075 a0:2 Droppar 03m 1145 191408 1256405 2,39€+09 TTIEND LMENS
Lazenger
Rumstemperatur 0 mAnader
|stuay o SampleMame Product type Temperature  Study Duration time [solubllisation] _ time [staining) time [FC analysts] time diference nd FC analysis} average 3
|suBsTRaTkoNTROLL REFL Lozenger  Rumstemperatur OM o820 26 a0 0o2ma 021018 8,35+09 1045408 2,77E408 LOSEHD 238E09  2206:08
SUBSTRATKONTROLL REF L Rumstemperatur M 226 10:21:50 021058 1,226:09 2866409 LIEH0 2216409
SUBSTRATKONTROLL REF 1 Rumstemperatur OM 1026 02:08:47 1156008 2.34€409 112410 2166409
SUBSTRATONTROLL REF 2 Rumstemparatur OM 026 020928 4116409 1116408 2798409 LOSEI0 LBIESOA 1936409
SUBSTRATKONTROLL REF 2 Aumstamparatur OM 1028 021009 1256408 3,156409 L19E+10 1576403
|suBsTRaTKONTROWL REF2 Rumstemparatur oM w2s ) 1126405 293409 L9410 L67E409
|suBsTRaTKONTROLL REFL Rumstemperatur oM 256 ouseza 4336409 1086409 3,006 L1310 LEGEN9  LAIEN0D
SUBSTRATKONTROLL REFL Rumstemperatuc OM 12:56 01:54:56 3,376008 2,08E409 LU0 16LE409
SUBSTRATKONTROLL REFL Rumstemperatur OM 1256 03:28:52 3,016008 3,136008 1126010 3736009
SUBSTRATKONTROLL REF2 Rumstemperatur M 1236 03300 4,376+ 3,616408 3,736409 1346410 1S1ENS 177608
SUBSTRATKONTROLL REFZ Rumstemperatur M 12:56 03271 3,726408 3,426408 LIBEHI0 1706409
|suBsTRaTkONTROLL REFZ Rumstemperatur oM 256 o 1066405 3,306409 LIBES10 1706409
25grader 12 minader
stugyID Sampie Name  Product type Temperature oy tne sverage
52020003 51 Lozenger 25 12m 307 1051 00847 296605 3356409 1286008 1526409 S09E09 2136409 2,336008
52020003 31 Lozenger 25 12m as07 w51 020928 3,18E40 1336408 1,516408 8,38E:09  2,60E409
|s2020-003 51 Lozenger 25 13m 307 w51 021008 381E 1416408 198408 LOEID 2,25E+09
|s2020003 =2 Lozenger 25 12m o508 w51 020848 3ISEQS 319609 1486405 1E7E408 83509 213609 213408
52020003 =2 Lozenger 25 12m 0309 051 020930 331E 1426408 2,196408 LOBEHI0 2,25E+08
52020003 32 Lotenger 25 12m 0208 1051 021008 3126409 1336408 2,006408 8876409 2,026408
apar
5 grader 24 minader
Study 1D Sample Name Product type Temperature  Study Durstion ining) time (FC anslysis) analysis) Ly g Camaged (events/g) Oead (events/p) Torsl (events/g] Plate count (CFU/E) average(Crufe)
D52019.0:5:1 Kapsiar 5 20 1047 12356 182428 002828 023728 BSSEH10  570EHO 1126410 : 135611 56410 3.436:10
D82018.0:5:1 Kapsiar 5 24 1047 1256 1328551 002951 23851 4196410 632600 3336110
0520180151 [ s 24m 1047 1256 132506 002306 023806 407E410 8358209 3,706410
0520190152 xapslar 5 24 104a 133637 00:30:37 013837 3806410 3936410 5826109 275600 258600
D52019-0:52 xapsiar s 2m 1048 132724 003124 023928 4056410 6516409 2986410
D52019-0:52 Kapslar 5 2m 1048 132810 00:32:10 024010 33510 6326408 3206410
D52019-0:5:1 Kapsiar 5 24 rey 42749 001548 032548 571E410 5856410 6028408 3616420 3856410
190151 Kapsiar 5 240 02 42831 oo:1631 e32631 587610 B1E08 2106020
052019-0:51 Kapsiar 5 2am 1302 142338 o178 £32714  E28Ee10 872608 384E00
052019-0:52 Kapsiar 5 20 1103 182957 001757 037657 7506410 7166410 7.08E409 3706410 4056410
D52019-0:52 Kapsiar 5 2m 1103 143037 001837 032737 65510 6836408 4206420
D52019-0:52 Kagala 5 2am 1108 143118 001918 032818 733410 6516408 4266420
25 grader 4 minader
Study 1D Sample Name Froduct fype Temperature. v time (€ analysis) ™ analysis) ge  damaged (evenis/g) Plate count (CFU/g) average(CFU/g)
Ds20200: 251 Kapsiar 5 am 1033 1130 123038 10038 013738 EIBENO  §14Ea0 1986030 2438 e
05202004251 Kapslar 25 4m 1053 130 123117 10117 o13817  5A1E0 1756410 2508408
D52020.0425:1 Kapslar 25 am 1053 1130 123156 010158 013856  681E:10 2236410 2,256:08
Dsa0ac- 251 Kapsiar 25 4m 1053 1130 123234 010234 013934 B30 6IBEHO 2126410 3376410 1256411 2136409 2136908
Dsan20 251 Kapslar 25 am 1055 1130 123313 010313 014013 6276510 2186410 3,30+10 126801 2256208
Dsana- 251 Kapsiar 25 4m 1058 1130 123851 010851 OL4DS1  626E:10 2,08E:10 3546410 1208411 2008408
25 groder 24 minader
StdyID  Sample Name Producttype Temperature ng) time (FC snalysis) Time and FC analysis) Ly gt demaged (events/g) dead (events/g) Toral (events/g) Plate count (CFU/E) average(CFU/E)
D52019-0:25:1 Kepslar 25 24m 1050 1256 132856 0032356 023855 30 3746410 7436408 1636410 634410 B.48E408 835608
Ds2018-0: 251 Kegslar 25 2am 1050 1256 132842 op:33:42 c13842 386410 8506408 1726810 6666410
Kapslar 25 2am 1050 1256 133027 03427 14027 382410 7578008 1858010 625810
Kapslar 25 28m 1052 12356 183118 003514 023914 390E0  404E410 5458008 172600 574810 855608
Kepsler 25 2am 1052 1256 133158 003558 023858 4346410 5058108 1876410 7388410
Kepslar 28 26m 1052 1286 o0:38:43 61403 3ssEsi0 8626408 1786410 6788410
Kapslar 25 280 1330 1832 001959 032159 5316410 5886410 7536408 1236010 780610 1206030
Kapslar 25 240 1110 1832 00:20:42 032242 G6UEND 8586408 1676410 9676410
Kepslar 25 24m 1130 1432 002123 032323 5726410 7776808 506410 8426410
Kegslar 25 2am 1133 1822 002208 £32105 553410 5736230 7478008 1476410 215010 1316430
Dsa019-0:252 Kagslar 25 28m 18 1832 02248 32148 757En0 10300 173800 13081
Ds2019-0:252 Kapslar 25 20m 1118 1412 002328 032228 4106410 5788408 1026410 611640
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Tabellerna visar datainsamlingen for Kultur.

[ Rutur
| Rurmstempratur | o MBnader
Istudyin Product ty Temperature (FC analy (solubilsation and FC analysis) average Total (events/g) agelCFU/g)
|ps2n21.002 tur  Rumstemperatur oM 1327 134252 032BS2 2296411 2296411 1536408 611E408 258Eell 45641 5208010
|ps2021-002 Kultur  Rumstemperatur oM 27 134501 omamor  zamEsL 256408 7736403 L7211 4,85E411
Ds2021.002 Kultur  Rumstemperatur oM 1327 13az41 onzzel 2asEs L1909 LI0E403 247Esm 6206411
|ps2021.002 Xuhur  Rumstemperatur oM 1327 13:46:09 033109 2956411 LBTE4IL 2866403 9638409 333Es11 6306411 G7EsLL
052021.002 hur  Rumstemperatur M 1377 13:47:09 033209 2866411 2496408 B36E409 32311 6206411
|ps2021.002 Kutur  Rumstemperatur OM 1327 134810 033310 2.806411 2966408 7I6E08 3186411 6,006411!
Ipsz021.002 Xultur  Rumstemperatur OM 13:27 13:43:12 : 0331:02) 276411 2796410 388E08  LBIEN0 324Ee11 5206410 564811
|ps2021.002 Wultwr  Rumstemperatur OM 127 JEE TER R 03213 2B 325E408 LEZD 3256411 5626411
|ps2021-002 Kultur  Rumstemperatur oM 27 s omasas omEma 27EsL 455E403 LS 3196411 6106411
052021002 Kuhur  Rumstemperatur oM 1327 5217 033007 2996411 LME4DL 5909 2626410 355EsL 540641 462601
|Ds2021002  CEDDIEURO:Z ultur  Rumstemperstur OM 1327 13:53:15 033315 3086411 SALEKS  267E0 363611 429641
052021-002 Rumstemperatur OM 17 13:54:13 033613 271 SOSENS 2896410 337601 4266411
37 graer
o ity Temperaune : iring) v £C s andFC ] v oveis] vrage domged {deod(vensig) Tota eventig) Pl count (CFUg) averoge(cFUlg)
Ds2020.054 u 372 0315 1205 1221:30 3:06: 2366411 247641 4TIEN0 SI0ED  3SIEI SIE0,  GABEID
020054 372 0315 1205 122228 030726 261611 SS90 ATEEND  420Ee11 7,11E410,
|ps2n20.094 372m 0315 1208 1223:20 0 2048411 4T0E40 S1E:0 400611 6,00E+10!
|ps2020-034 372m 0317 1208 12:24:16 030718 249411 25TEAL 47540 08I0 40311 S116:30] 5736410
052020054 37 2m 0317 12:05 12:25:11 o311 2,531 SMEAD 98340 420611 6,516:10!
052020094 372m 0317 12:05 12:26:05 030805 2,691 SMEND S80EAD 4331 5566410
T . - . . -
Sgrader 12 minader 1
Study10  Sample Name Product type Temperature  Study Duration _time [solubiisation] tima [staining) time (FC snalyis) time dfarenc FC anaiysa] average Total (sventsfs) Plata count (CFU/g) avaragelCFUE]
0520200151 ol 10:08 1235 24111 00061 023311 180E409 2,88E409 676608 1856409 6,30£409 640409 4056409
0520200151 ol 51m 1233 12:41:56 z3xs6 2036409 BI6EHB  194EK09  TESEsS 4106409
ola 5 1M 123 124241 023441, 3,008:05 BA1E08 136605 732608 4,408:03
ol 5 1M 123 120325 023325)  2,78E405 27160 TESEE  LESEWS  66SE:08 250605 3406405
ola 5 1M 123 12.0410 023410) 264409 TAEOE  LSSEDS 63569 3306409
o 5 1M 1235 12:04:58 023456 2,65E405 BB LTEENS 67909 4006109
Study D Sample Name Product type Temperature  Study Duration _ time solubiisation) time {FC analysis) time difference FCanahyss) Lk average Total (evenis/g) Plate ceunt (CFUfg) averagelCFU/E)
08202001251 ol 25 120 10116 542 00042 022942 1956405 2,18E409 SU08 L7609 599609 344408
08202001251 ol 2512 10116 124525 00128 2,326008 SOTEME 19409 BTIEDS 410609
052020:0125:1 ol 25 1M 10126 124715 008 2,286009 LOSE0S 2000408 687609 3,206409
05202001252 ol 25 1M 10:38 124800 001300 1,95E409 2,08E409 S006408 1709 601605 ZS1E09 3566409
05202001252 ol 25 1M 1028 124847 2,126409 6356408 LBAEN09 6206409 4606408
05202001252 ol 2 1m 1028 13 124933 2136509 9516408 L30E09 643609 ERTE)
30 garder 12 minader
StudyID Sample Name Product type Temperature  Study Duration time solubisation) tme (staining) time (FC analysis) time dference FC ansiyss| average Total (events/) Plate count (cFu/g) averageicru/g)
D52020.0130:1 ola 10113 1235 125020 001520 0231:20] 121605 1,30E:05 BASEE  13TE0S LSIE09 L7808
Ds2020.0130:1 ol 30 12m 1018 1235 wsen 00182 023212 133E08 BUEDE  LSEMS 50609 1386409
202001301 Ol 30 1M 1019 1235 w20l ooarml 023301 135608 TASEOB  LSIEMS 52569 1866409
82020013022 Ola 30 1M w21 1235 1s2s1 ooarsy 023151 149EW0S 1,53E:08 ESTEE L9609 SEIS LBEDY  15IEGS
8202001302 ol 30120 gy 135 12533 008 023239 158605 BIBEE LBSEWS 58809 L6209
052020013022 ol 30 1M gy 135 125428 00926 023328 152605 BATEME  195E09 595609 1748409

24



