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Sammanfattning

Ett hundratal bakteriestammer isolerades frén rétskadade
lagrade Bgg av vdstsvenskt ursprung, vilka visade prov pa
de olika for Hgg karakteristiska rotskadorna, Samtliga
stammar tillhdrde Pseudomonas, Achromobacter, Flavobac-—
terium, Proteus, Alcaligenes, Corynebacterium, Escherichia
coli, Aerobacter och Micrococcus. En eller flera stammar
provades med avseende pA formdga att intrénga i dgget och
dér framkalla rétskada, Undersokningen skedde vid olika
temperaturer genom dopping i bakteriesuspensioner eller
genonm injektion i luftkammaren., I samband med infektions—
forsdoken studerades ocksd effekten av fororenat emballage
(sggbrickor) pa sekunddr infektion av ytsteriliserade och
obehandlade Hgg,

Av understkningen framgick, att stammar av Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium och Proteus efter injektion

i luftkammaren kunde penetrera den inre skalhinnan och
tillvixa i vitan och gulan, si att rotbilder framkom

vilka dr karakteristiska for resp. bakterietyp. De olika
stammarna kunde sedan Ater renodlas, Rétskador framkallades
ddremot icke av Alcaligenes, Micrococcus, Corynebacterium
och Bscherichia coli, vilka visserligen kunde patrdffas

i Hgginnehallet vid lagringens slut, men i mycket ringa
antal,

Lgg, som injicerats med Pseudomonas-stammar av pigment-
bildande typ och sedan lagrats vid O grader visade effer
4 dygn tillrdcklig fluorescens for att kunn% upptéc%as
vid UV-granskning. Vid higre temperatur, 10 och 20 C,
kunde fluorescens observeras redan under andra dygnet.

I UV mirkbar fluorescens har iakttagits vid bakterietal
pa 2 ., 10' och hbgre. Achromobacter-stammarna visade vari-
erande effekt, Négra kunde framkalla firglos r&ta, andra
icke. Dessa bakterier krivde lingre tid for att Astad-
komma r&tskada dn Pseudomonas och Proteus. De undersdkta
Proteus-stammarna Astadkom alltid svartrdta, men efter
varierande tid. Efter injektion av Flavobacterium i luft-
kammaren erhtlls i flera fall rosafirgade vitor och brun-
fléckiga gulor,

Fororenade &ggbrickor visade sig kunna bidraga till en
Okad sekundir infektion, sdrskilt da det gidllde &gg som
tvattats fore packningen.
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Mikrobiella skador svarar for en bestydande del av de forluster som
dgghanteringen far vidkiannae, Ihrmed #4r decck icke sagt, att ndgon stdr-
re del av de under iakttagzande av gidngse hanteringsforeskrifter marknads-
forda dggen normalt skulle forstorezs till f£61jd av infektioner av bakte-~
rier eller mdgelsvampar., Det tycks fUrhilla sig s, att man i alltfor
liten utstréckning vidtar nddvindlga foro ktighetsdtigirder och ddrfor
utsédtter sig for risken av gverraskande mikrob--angrepp, vilka, d& de in-
traffar, vanligtvis medftr forluster av en betydande storleksordning.

Det &r summan av de alldagliga smaforiusterna, sidllan uppgiende till mer
dn 1 %, och de plétsliga misslyckandena, medfirande forluster av 10 - 80%,

som konstituerar den oroande totslbhilden.

TIDIGARE SVBNAKA FORSOK

Flera frigor, som hinger samman med Hggets mikrobiologi, har tagits
upp till behandling i den serie av undersSkningar over Hggets lagring som
pd initiativ av, och med anslag frén Jordbrukets Forskningsrdd kom ill
utférande under &ren 1948 - 1958, Temperaturens och den relativa luft—
fuktighetens betydelse for upnkomsten av mikrobiella skador har s&lunda
studerats (Almgren 1956 a), Vidare har tvitt-ingen av dgg varit foremal
for undersSkningar och i samband dirmed anvindningen av ytaktiva dmnen
(Almgren & Olsson 1956). Fdrsik har ocksi utfirts med pastérisering av
ytinfekterade Hgg efter tvitining (Almgren 1956 b). De silunda rapportera-

de erfarenheterna har &tf5ljts av referenser till viktigare forsik,

De mera centrala frigorna inom dgsmikrobiologien har emellertid i
ovanndmnda sammanhang endast biivit antydda, Vilka typer av bakterier &r
det som alstrar de olika skador av devta slag som man patrdffar i dgg-
material? Hur infekteras fgget, och kan skadorna reproduceras genom
artificiell infektion av &dgg med isolerade bakteriestammar? P2 vilket sta-
dium kan skadorna upptickas, sirskilt on man anvinder UV som inspektions-
ljus? Vilken roll spelar de sekundirs infektionerna?

En del av dessa fragor har sedan linge vori® foremdl for studier eller
efter hand tagits upp pa forskningsprogrammen. Praktiskt taget alla lédnder
gom bidragit med undersdSkningar rérande dgglagring och Hgghantering har
ocksd med mer eller mindre djupzédende studier berdrt ds didrmed sammanhingan—
de mikrobiologiska fragorna, Det ansfgcs dir<or rimligt, att det till de
av Lagringsforskningskommittén firanstaltade undersdkningarna, ocksi foga-
des ndgra forstk med bakterier isolerade Trén deg. Det gHllde nidrmast att
f8 till sténd en orienterande understkning -3 svenskt Hggmaterial, 1953
beviljades anslag for studier Sver de psykrofila Zggférsttrande bakterier-
na. Aret dérpd inkluderades de m.sofila typerna. Emballagets roll vid
spridning av rétskador i Hgg tcgs cckel upp pa rrogramnet, Férberedande
forsck pabtrjades 1954. Underssiningen ovelutades 1958.
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BARTERIER OCH ROTSKADOR

Ageets bakterier

Dessa kan av praktiska sk#l indelas i tva grupper:
I Patogena bakterier
IT Icke patogena d:o

Till den forst ndZmnda hor Salmonelleae, bland vilka vissa stammar

ger upphov At paratyfus och andra fAstadkommer salmonelloser av annat
slag. Endast i s@llsynta fall har hela Hgg (skaligg) rapporterats som
infektionsk#lla, I de fall infektioner kunnat hirledas till &gg, har det
vanligen rért sig om torkade produkter, t.ex. Hggpulver. Detta har sin
forklaring déri, att Salmonella-infektioner nistan uteslutande sker
utifrén, via skal och skalhinnor och icke - som man tidigare férmodade —
inifrén via infekterade virphonor. Salmonella kommer A&rfdr att infel-
tera dggen i s8llskap med den normala fekalfloran (Pseudomonas,

Achromobacter, Proteus, som genom sitt karskteristiska sitt att angri-

pa Hgginnehfllet 18tt observeras. Bventuellt infekterade gdgg (Salmonella~
infekrtion) kasseras som rétskadade och undandras i varje fall konsum-
tionen, De patogena bakterierna faller helt utanfor ramen for denna
undersckning.

De icke patogena bakterierna kan fran vir utgingspunkt indelas i:

IT A dggforstorande bakterier

IT B andra bakterier

De Bggfbrstbrande bakterierna kan i sin tur grupperas i:

IT A 1 psykrofila (ktldtoleranta) bakterier

II A 2 mesofila bakterier, d.v.s. bakterier, som foredrar tempera-

turer omkring 2500.

De psykrofila Zggférstdrande bakterierna kan ocks2 med hansyn
till deras olika aktivitet uppdelas i tva grupper:

ITALla (pigm;ntbildendo) bakterier, fororsakande férgade rotskador

IT A 1D (icke pigmentbildande) bakterier, fororsakande ofirgade

rétskador,

Den pigmentbildande gruppen bestir av olika Pseudomonas~stammar,

vilkas pigment ger grén fluorescens i UV-ljus, De icke pigmentbildande

bakterierna har som huvudrepresentant Achromobacter., Flera andra typer

kan emellertid fororsaka skador av detta slag.
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Tillsammans bildar dessa bédda grupper en form av Zggforstdrelse
som i den engelsksprékiga litteraturen gar under namnet "musty eggs".
Bendmningen har icke ndgon svensk motsvarighet och syftar péa den
karakteristiska lukt, som de infekterade #Hggen i de flesta stadier &r
beh#ftade med.

Den mesofila Hggfdrstorande bakteriefloran &r mera komplicerad.
Hér kan ett stort antal olika typer gora sig gdllande, Dominerande &r
dock Proteus-stammarna, av vilka en i &dldre litteratur gick under be-
ndmningen melanovogenes, vilket betyder "den svartédggalstrande",

Den karakteristiska slutprodukten, svartrdtan, ger makroskopiskt f5l-
jande bild: en blésvart, geléartad klump (gulan) i en flockig, ofta
brungul vidtska, De tidirare stadierna kan dock ge varierande bilder.
Denna form av &dggnedbrytning &r alltid férenad med gasbildning, huvud-
sakligen HQS.

Man fér siledes foljande schema Sver Hggbakteriernas gruppering,

baserad pi Heines!' arbete (1939):

I 1T
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Forekomst av bakterier i nyvirpta dgg

En av de fundamentala frégorna dr foljande: Ar nyvdrpta honsigg
normalt sterila eller ej? Det finns flera undersdkningar som syftar
till att ge svar pi den frigan, Resultaten #r entydiga sitillvida
som man funnit, att nyvErom fgg-icke nlliZd Er sterdilia.  Men uppgifterna
om andelen icke sterila #gg #r mycket divergerande, Wolk et al. (1950)
som anvidnde sig av betryggande metoder, kom till det resultatet, att
12 % av 650 mindre &n 8 timmar gamla Hgg var infekterade, Tidigare
hade Rettger (1913) funnit infektion i 10.7 % av 4092 Hgg och Haines
(1939) 9 % av 224 #Hgg, Flera dldre understkningar visade mycket
htga infektionssiffror, &ver 80 %. En nirmare granskning av metoderna
uppenbarar emellertid bristfdlligheter av sadan art, att sekundira
infektioner mycket vl kan svara for huvudparten av infektionerna,

Om man utglr fran en primir infektion omfattande i runt tal 10 %
av de nyvArpta Hggen, hur stimmer detta med erfarenheterna i prak-
tiken, d&r man ju under optimala betingelser kan garantera en begrins-
ning av de bakteriella férlusterna till mindre &n 1 % ? Och hur rim-
mar detta med bakteriologers och virologers krav pi sterila Hgg for
substrat? Hir méste man halla i minnet, att de ovan angivna vérdena
icke sfger ndgonting om infektionens art eller storleksordning i de
enskilda &ggen, Sannolikt forhidller det sig sé, att denna i regel
8r sd svag, att bakterierna icke kan h#ivda sig gentemot Hggets
forsvarsmekanism, Det finns uppgifter, som talar for attreducering
eller t.o.m. avdsdning sker eftw hand. Wolk et al. (1950) fann, att
dgg som lagrats vid hdg fuktighet (90 - 95 % RH) och temperaturer
mellan + 5 och + 35°C under 16 dygn hade en flera ganger hdgre in-
fektionsprocent &n Hgg som under i dvrigt samma betingelser lagrades
vid normal fuktighet. Men efter ytterligare 5 dygns lagring vid hig
fukktighet sjonk Ater infektionsprocenten till normal niva.

Ageets forsvarsmekanism mot infektioner

Agget har flera forsvarsmedel mot infektioner. Det firsta utgbres
av det yttersta skalskiktet, kutikulan, som delvis bestir av Hggvite-
rika rester fran uterus-slemhinnan, Effektiviteten hos denna har
diskuterats, Storre vikt ligger man numera vid skalhinnorna eller rét-
tare, den dubbelskiktade skalhinnan, N2got mekaniskt hinder for bak-

teriernas intringande torde denna icla bjuda.



Ddremot har den vissa baktericida egenskaper med effektiv verkan pa
flera stammar (Stuart et al. 1943, Zagaewsky et al, 1944). Btt
tredje forsvarsmedel utgdr dggets vita, som kan motverka infektion

pd i princip féljande sitt (Brooks et al., 1955):

1 genom en av Hggvitefraktionerna, lysozym (globulin Gg)

2 genom dggvitans pH-védrde, som normalt pA kort tid stiger fran
7,6 till 9,2

dggvitedmnenas svartillginglighet for bakterier
genom bindning av fritt jdrn till conalbuminfraktionen

genom bindning av biotin till avidin

Genom lysozym erhdlles en baktericid effekt., I &vrigt &r det
fréga om himningseffekter, Under de forsta timmarna efter virpningen
sgknar dgget tva av dessa forsvarsmedel, ndmligen det kutikulira
skyddet och effekten av det hdga pH-vdrdet. Innan porerna hunnit tdp-
pas till &r gasutbytet med omgivningen maximalt, Stora wdngder 002
avges da till omgivningen med en snabb pH-stegring som f5ljd. Frigan
dr om det inte dr just i denna situation som &Hggvitans lysozym utdvar
sin storsta effekt. Vid den under dessa timmar rddande hoga Hggtem—
peraturen och det ldga pH-virdet befinner sig lysozym innanfor grin-
serna for optimal aktivitet, En dversikt av de mera betydande under-

sokningarna over lysozymaktiviteten i Hggvita har tidicare ldmnats

av Almeren (1954).

Bakteriernas genomtringningsformisa

Fragan om hur bakterierna tar sig in i Hgget och vilken roll
den yttre forsvarsmekanismen spelar dirvidlag, har varit foremdl for
flera undersdkningar, Zagaewsky et al. (1944) uppger, att den primira
infektionen stoppas upp vid skalhinnorna och att vidare intringning
ddr fordrsjdes 15 - 20 dygn vid +15 till +18°C, 95 % rel. fuktighet.
Gillespie et al, (1950 c) anser ocks&, att flera indikationer tyder
P ett ldngre drdjsmdl vid detta hinder, Mot detta talar en undersck-

ning av Stuart & McNally (1943)som visade, att Pseudomonas aeruginosa

i flytande gelantinkultur omedelbart penetrerade skalhinnorna. Infek—
tionen nidde maximum i vita och gula efter 42 - 48 timmar vid +23 +ill
+2800. Den hir uppkomna bilden Zr dock tdmligen orealistisk, eftersom
en betydande mingd ndringsimnen inférd med inockulatet, utdvar ett
okontrollerbart inflytande pd bakteriernas tillvixt och formiga att

overleva innanfor skalet,



%% =

Flera olika faktorer paverkar bekterieinfektionen. Skaltjockleken
befanns &verraskande nog vara en, Gillespie et al, visade, att brunskali-
ga Agg i flera forssksserisr var mera resistenta &n vitskaliga, En nir-
mare understkning av skaltjocklekens inflytande visade, att #gg med tunna

skal, d.v.s. tunnare &n 0,330 mm realiter, var mera infektionsbentgna &n
dgg med tjockare skal., Skillnaden var signifikant, Vid successivt Skande
skaltjocklek inom omrédet 0,330 mm och upp&t erhdlls icke ndgon motsvaran-

de resistensdkning,

Orel (1959 a) har visat, att dggets specifika vikt ocks& influerar
resistensforhéllandena, Agg med en spec, vikt hogre &n 1,082 hade 8 dygns
léngre latenstid for fluorescensens framtrZdande Hn dgg med ligre spec.
vikt. Forstken gidllde Pseudomonas-infektion,

Av storsta betydelse #r initialmingden bakterier (Lorenz et al, 1952)
och likasd den relativa fuktigheten i omgivningen. Av flera understkningar
framgdr, att vissa bakteriestammar hillas tillbaka vid skalhinnorna medan
andra relativt ldtt tringer sig genom dessa, Miller et al, (1953) fann,
att vid kraftig infektion av luftkamnaren #ndd ingen signifikant Skning
av bakterietalet intridffade under de férsta 3 dyghen i 70 % av ett under-
s¢kt material, 13 % av Hggen kunde motstd invasionen under 2 veckor eller
léngre tid., Elliott (1954) som sirskilt studerade Pseudomonas ~infek-
tioner visade, att dgg som fore forsdkets bérjan hade lagrats vid 80 -

85 % rel, fuktighet, snabbare infekterades av Pseudomonas ovalis &n ny-
vérpta dgg under i gvrigt lika betingelser, Organismen ifréga bildade

kolonier pd luftkammarens inre hinna utan att genomtringa denna under det
forsta lagringsdygnet., Pigment diffunderade in i vitan och bildade dar
bakteriefria flidckar p& 1 - 2 dygn. Den tid bakterierna kridvde for att
penetrera den inre skalhinnan varierade mellan 1 och mer dn 8 dygn., I alla
observerade fall spred sig de fluorescenta flidckarna genom hela Hggvitan.
Den totala utbredningen tog 2 till 11 dygn i anspridk vid +l5OC. Darvid
Ckade bakterieantallt som, d4 hela vitan blivit fluorescent, uppniddde ett
virde av 107 - 109 celler per gram.

I motsats till Elliott, som stdller sig mycket positiv +ill UV-
inspektion av #gg med "black-light-candling", &r Trussell (1955) mera
tveksam, Han fann n&mligen, att de icke-fluorescerande typerna var domi-
nerande och att kommersiell anvindninzg av inspektionsmetoden ifraga var
diskutabel. I ett senare arbete (Florian & Trussell 1957) har de olika
stammarna identifierats och provats pd sin infekteringsforméga, Fran 81

infekterade &gg isolerades 197 organismer i renkultur, samtliga Gram-
negativa stavar, De viktigaste Hggfirstéranle typerna visade sig vara
Pseudomonas fluorescens och Alcaligenes bookeri (en spec. stam), vilka
fanns i 50 resp. 25 % av de understkta dggen. I 32 av de 81 Hggen fanns
en enda organism i renkultur. Av 19 identifierade arter och 11 icke

klassificerbara var endast 10 identifierade stommar kapabla att penetrera
skalhinnan och dstadkomma infektion, ndmligen: Pseudomonas fluorescens,
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P, putrefaciens, Alcaligenes bookeri (stam a), A, metalcaligenes,

A, faecalis, Proteus vulgaris (stam 2 och b), P, melanovogenes, Flavo-

bacteriuminvisible och Paracolcbactrum  intermedium (stam a). Foljande
arter kunde vidxa i Hgg men saknade formaga att penetrera innermembranet:

Achromobacter liguefaciens, Aerobacter cloacae, Alcaligenes bookeri
(stam b), A. recti, Escherichia freundii, BE. intermedium, Flavobacterium
lactis, Paracolobactrum aerogenocides och P, intermedium (stam b), Vidare

saknades penetrationsformiga hos 3 icke klassificerbara Achromobacter -
stammar, 3 coli-asrogsnes och 5 Flavobacterium - stammar, Rottyper
och lukt, karektiserande de olika bakterierna, har i gorligaste man

beskrivits,

Orel (1959) har slutligen utfért en specialunderstkning over
Pseudomonas - infektioner och har dédrvid jamfort lagring i kyla med

och utan behandling med olja och CO,. De obehandlade &ggen fluorescerade
i genomsnitt efter 21 dygn efter Pscudomonas - dinfektion, 90 % av de
fluorescerande Hggen utvecklade en karakteristisk lukt.

De organismer som pa ett eller annat sdtt hamnat i Hgginnehdllet
har givetvis mycket olika formaga att gbra sig gillande i de olika
substrat, som vitan och gular erbjuder, Hir spelar ocksé Temperaturen
en betydande roll, Ayres et al. (1956) understkte Pseudomonas fluorescens,
Proteus vulgaris, Serratia marcescens och Salmenella pullorum inympade
i dgg vid +2, +10 och +EOOC. Endast Pseudomonas fluorescens visade sig
kunna vixa vid den lHgsta av dessa temperaturer. Serratia marcescens holl

gsig ungefdr konstant vid denna temperatur under 14 till 30 dygn, om
yapning skedde i gulan., I vitan minskade den stegvis, Proteus vulgaris

minskade starkt i bide vita och gula, Bortsett frén Serratia marcescens
tycks de provade organismerpa ha svirt att vixa i vitan, vilket forfat-

tarna tillskriver hidmmards faktorer i denna., S& snart bakterierna nar gu-
lan reproduceras de snabbt,

Uppkomst av olika rétskador, frekvens, typ och orsak

Haines (1939) var den férste som tog fasta pa det diagnostiska vir-
det av bakteriernas karakteristiska fordndringar av dgginnehillet.
Det &r ocksd Haines' terminologi som ligger till grund for de flesta

senare arbetena, En australisk forskargrupp publicerade 1949 - 1950

fenm arbeten om konservering av skaldgg., En betydande del av de dér fram-
lagda resultaten baserar sig pd bakteriologiska undersdkningar, speciellt
i samband med tvdttning av dgg, Det forsta av dessa arbeten (Alford et al.
1949) behandlar férlusterna vid export av australiska #gg. 3873 analyse—
rade ritskador fordelade sig pa foljande grupper:

Grona rotskador 38,1 % (Pseudomonas )

Férglos M 27,9 % (Achromobacter, X, coli, m.fl.)
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Svarta rétskador 29,5 % (Proteus m.fl.)
Ljusrgda " 3,1 % (Serratia)
Andra " L4 %

Anmérkas bor kanske att dessa skador uppkommit under kylhan-
tering, vilket férklarar det hdga virdet for de av psykrofila bak-
terier framkallade rottyperna. For #Hgg som férvarats vid rumstem—
peratur blir forh&llandet ett annat. Hir dominerar i regel de meso-
fila stammarnas svartrdteskador. Salunda erhdlls vid en tidigare
undsrstkning, varvid lagring skedde vid +20°C, 53 % utpriglade Proteus—
skador. De grona rStorna uppgick endast till 28 % (Alggren 1954).

Funk (1943) som sdrskilt studerat pastorisering av dgg i vatten
och olja visade, att 14 olika bakteriespecies, tidigare isolerade fran
8gg, kunde oskadliggtras genom pastdriseringen dven om de injicerades
i @gget fore virmebehandlingen, Om diremot mycket stora mingder
(50 miljoner celler) av resp. stam tillfdrdes bade vitan och gulan,
erhdlls efter 30 timmars lagring vid rumstemperatur oftast utpriglade
rétekador, trots att pastérisering i olja (10 min. +60°C) skedde
omede lbart efter injektionen.

Foljande species provades:

Aerobacter aerosenes gav ingen rétskada

Alcaligenes bookeri n svart "

1 ecalis 1 i n
i viscosum " " "

Eberthella oedematiens " 1 n

Escherichia coli 1" " "

Flavobacterium aquatile 1" n it

" aureus n i if

Proteus mirabilis n 1 1"

" wvulgaris " " "

Pseudomonas aeruginosa n " n

" fluorescens n It i
i " (musty strain) "  ingen
Sarcina lutea i svart i
' rosea i ingen i
Serratia marcescens 1 svart 1"

Staphylococcus auresus " u "

L albus 4 ingen H
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Det faktum, att ett storre antal olikes bakteriespecies visat
sig kunna framkalla rdtskador i dgg, betyder dock icke att s& sker
under normals betingelser. Erfarenheter fran praktiken och frain
forsdk i olika l&nder tyder pa att Alford et al., har ridtt i sin slut-
sats: "There can be no doubt, however, that the species of Pseudomonas
are by far the most important aetiological agents. Proteus and

Achromobacter species are also important, but on the evidence available

it is doubtful if other types are of any great significans."

EGNA FORSCK MED VISSA PSYKROFILA CCH MESOFILA BAKTERIESTAMMAR.

Avsikten med forstken var att genom infektering av firska dgg
pd olika sitt med mesofila- och psykrofila bakteriestammar, isolerade
fran rétskadade Hgg, f4 en uppfattning om dessa bakteriers verkan pa
Ggg under lagring vid olika temperaturer samt att forsdka utrdna pa
vilket stadium i tillvEaxtprocessen dessa bakteriestammar &stadkommer
rotskador som kan urskiljas vid genomlysning i UV ljus. Vidare efter-
strédvades ett svar pd frégan huruvida den sekunddra infektionen pi-

verkades av fororening av de Hartmannbrickor pd vilka Bgeen forvaras,

Material och metoder

De i forstken anvidnda dggen var 2 - 4 dygn gamla och erhills
fran en honsglrd, vilken 1 egenskap av leverantdr till Virologiska
Institutionenvid Sahlgrenska Sjukhuset i Goteborg stod under noggrann
hygienisk kontroll. Ytsterilisering av Hggen fore infektering och
ympuning foretogs pa foljande sdtt:

Med hj&lp av en specialkonstruerad Hggtéang doppades varje dgg
1 min. i en 0,2 %~ig HgClo ldsning, skéljdes i sterilt vatten, dop-
pades ddrefter 1 min. i en 1 ofoo desivonlésning, skdljdes i sterilt
vatten och doppades slutligen i 70 %-ig alkohol, varefter de flamberades,

I de fiorsok dar #ggen injicerades med bakteriekulturer anvidndes en
injektionsspruta, Tva smd h&l drillades forst i dggens trubbiga &nda,
over luftkammaren, med hjdlp av ett motordrivet borr. Den aktuella
bakteriesuspensionen injicerades sedan genom det ena hédlet, varefter

bédda hélen tépptes till med steril, smidlt paraffin.
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For de bakteriologiska undersdkningarna anvindes fo5ljande media:

l: Selektivt medium for Pseudomonas.

(efter Norris et al., Can.J.Res, 1949, 27, 157)

2: Medium f6r pivisning av fluorescinproduktion hos Pseudomonas.

(efter King et al., Can,J,Res., 1948, 26, 514)

3: Medium f6r bestimning av totalt bakbterietal.

(Tryptone-glucose-extract—agar, Difco.)

4: Medium for pévisning och odling av coliforma bakterier.

(Violett-rod-galle-agar, Difco.)
Zar,

Vid de bakteriologiska undersbtkningarna overfordes Hgginnehillet under
gterila betingelser till sterila bigare och homogeniserades dir med
hjélp av en steril ultra turrax i 2 min. Utspddningar av proven
gjordes i steril fysiologisk koksaltlSsning, innan plattspridningarna
pd de ovan nimnda substraten utférdes. Plattorna inkuberades sedan
vid den for respektive bakteriekultur optimala tillvixttemperaturen.
Genomlysning av Hggen utfordes med en Vogelite egg candler instdll-

bar for savidl vanlig genomlysning som UV-kontroll.

Experimentellt

Isolering av bakteriekulturer for fdrstken., De i forsoken anviinda

bakteriekulturerna isolerades frén Hgg som varit lagrade under lingre
tid vid olika temperaturer och uppvisade tydliga rétskador av varie-
rande typ i svart, grén, ljusrdd och férglts roéta. 99 bakteriekulturer
isolerades, Morfologiska och fysiologiska egenskaper undersdktes hos
de olika bakteriestammarna enligt Manual for Microbiological Me thods,
vidare gjordes artsbestimningar enligt Bergey s Manual of Determinative
Bacteriology. Filjande bakteriespecies, isolerade frin de rotskadade
dggen, anvindes i férsdken.

Pseudomonas

fchromobacter

Flavobacterium
Proteus

Alcaligens
Corynebacterium

Escherichia coli.

lerobacter

Micrococcus
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Infektionsforsck med bakterickulturer isolerade fréan rotskadade deg

1. Inverkan av fororenat emballage p& hfllbarheten hos férska,
nylagda dgg.

Rgg, i vilka bakteriefloran fatt utvecklats en lingre tid vig
olika temperaturer slogs upp och blandades i en stor bigarc som sedan
fick std vid rumstemperatur i ett dygn.

Ytan pd 12 &dggbrickor fororenades med #Hggblandningen och torkades
sedan i1 rumstemperatur,

Lv de 650 fédrska-nylagda Hgg som ingick i forscket uttogs 50 +till
genomlysning i UV ljus och till bakteriologisk understkning for bestém-
ning av den ursprungliga infektionen i #ggen., Det totala antalet bak-
terier i dessa kontrollédgeg visade sig i genomsnitt ligga pd 0-2 bak-
terier/ml, dgginnehall, De resterande Hegen delades i tvA grupper
med 300 &gg i vardera, Den ena gruppen tvdttades ej utan férdelades
Pé rena sterila Hggbrickor och pd infekterade smutsiga Hggbrickor,

150 &gg i vardera ledet. Den andra gruppen tvidttades i rinnande,

ljumt vatten och fordelades likaledes pa sterila, respektive smutsiga
aggbrickor, Alla dggen nerkyldes i kylrum nigra timmar och lagrades
sedan vid rumstemperatur. Kondensvatten som bildas pi dggen efter
nerkylningen underléttar infektering av Hggen utifran., Efter 10 dygns
lagring genomlystes alla Hggen och ev. uppkomna rétskador antecknades.
Frén varje bricka uttogs samtidigt 20 Hgg f6r bakteriologisk under-
sckning, Denna procedur féretogs efter 4 och 12 veckor, Vid genomlys—
ningen kunde inga férdndringar eller ritskedor upptickas i dggen under
lagringstiden., De bakteriologiska undersdkningarna tyder pd, att om
tvattade respektive otvittade Hgg lagras pd sterila #ggbrickor,
antalet infekterade Hgg vid forstkets slut blir stbrst bland otvit-
tade &gg dir ytinfektionen finns kvar och utgdér en infektionskilla.

Lagras ddremot tvdttade och otvittade Hgg pA smutsiga infekterade
brickor utgdr tvitiningen av dggen tydligen en allvarlig risk efter-
som dessa &Hgg 1 hdgre grad och smabbare infekteras utifrén dn otvittade

8gg. Detta har klart framgitt av tidigare forsok.

Tabell J, Forstk med rent contra férorenat emballage

. ' Rena brickor | Smutsiga brickor 5
Forsoksled - ; - - -

| | infekterade Hgg | sterila Hgg ' infekterade agg lsterlla agg
; 5 T i

g 5 . : o b ) 7 l 28 7
iTvittade 3gg 27 % ! 13 % ; 2 % | o
%Otvéttade Hog 64 % ! 36 % ; 70 % i 30 %

' - : ]




|

2. Infektion av férska dgg genom dopphning i bakteriesuspensioner,

I ytterligare ettt forstk att infektera firska, nylagda Hgg genom
skalet och pd si sdtt Astadkomma typiska rétskador, doppades Hggen
i suspensioner av bakteriererkulturer, For detta forstk anvidndes fol-
jande 6 bakteriestammar, alla isolerade fréan rgtskadade Hgg:

2 Pseudomohas (I och II)

1 Proteus

2 Achromgbacter (I och II)

1 B, eoli

Kulturerna odlades i kott-pepton buljong i 24 timmar vid for

de olika bakteriestammarna optimal temperatur, 160 firska, nylagda
gg tvattades 1lA4tt i rinnande vatten och ytsteriliserades innan de
fordelades i 6 sterila 3-liters bigare med 20 Hgg i varje. Bigarna
fylldes sedan helt med var sin av de respektive bakteriekultur-
suspensionerna, och #dggen fick ligga kvar i suspensionerna i 10 min,
De togs sedan upp och placerades pa sterila #ggbrickor och lagrades

i termostat-rum vid 15°C med RH ldgre 4n 60 %. 20 tvdttade och 20 o-
tvittade Hgg lagrades med som kontroller, Aggbrickorna skyddades av
ett sterilt pappershilje. Genomlysning av Hggen gjordes var 3:e dag
under lagringstiden, Efter 10 veckors lagring uttogs 4 Hgg frén varje
bricka till bakteriologisk understkning. Agg som vid denna tidpunkt
visade rotskador uttogs +till bakteriologisk undersdkning, Efter
ytterligare 5 veckors lagring genomlystes och undersdktes samtliga

resterande #Hgg bakteriologiskt.

Tabell II.

% hgg dir | % bgg med 1% Hgg med | % dgg
rotor upp~| dominans av {lAg bland- | utan nidgon
tdcktes i | infekterandelinfektion. | bakteriell
UV ljus. organism, infektion.
Pseudomonas I 45 55 7 15 30
Pseudomonas 11 40 40 é 30 30
Proteus 0 45 10 45
Achromobacter I 0 35 10 55
Achromobacter IT 0 20 45 35
Escherichia coli 1 0 0 45 55
Tviattade dgg - - 5 95
lotvittade Hgg | - % = 100 0
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En sammanstdllning av resultaten finns i Tabell II. Det framgir hirav
att bada Pseudomonas-stammarna gav upphov till rotskador av vintad
typ synliga i UV 1ljus, dock endast i 45 % av #ggen for den ena kul-
turens vidkommande och i 40 % f6r den andra efter 15 veckors lagring,

De bakteriologiska undersdkningarna skulle ge svar pd i vilken
grad de olika bakteriestammarna formér tringa in i &dggen och dir forodks
sig, och ev, vilken kvantitet av fluorescerande pigment som miste
forefinnas for att Astadkomma i UV ljus synliga rétskador, I en del
av de ytinfekterade Hggen &terfanns av de undersckta bakteriestammarna
alla utom en i Hgginnehillet (Tabell II). I andra formadde bakterierna
emellertid ej trdnga in, och dessa dgg var vid férsdkets slut helt
fria frén bakteriell infektion. Ytterligare en del av Bggen visade en
blandinfektion som i stort sett var mycket lig, 10-100 celler pr ml,
dgginnehdll och oftast bestod av sporbildare. E. coli kunde inte konsta-
teras i mdgra av de med denna organism ytinfekterade dggen, sannolikt
beroende pa den liga lagringstemperaturen,

Graden av tillvixt i dggen varierar med de olika bakterietyper
som anvédnts for ytinfekteringen. Stdrst Ar den for de tva Pseudomo -
nas dér antalet bakterier i rgtskadade dgg, som visade fluorescens i
UV 1ljus, uppgick till 100-300. 10° per ml, Hgginnehall, och d&dr ifriga-~
varande organism var allenaridande,

I den del av dggen som ytinfekterats med ndgon av de dvriga i
forscken anvénda bakteriestammarna, dominerade ocksd den organism
med vilken &ggen infekterats. Bakterietalet uppnidde emellertid i
dessa Hgg inte hogre vérden dn ca 7 ,10° per ml. Hgginneh&ll, Det &Hr
mojligt att detta antal dr for 1l3gt for att Astadkomma rétskador som
kan upptéckas vid genomlyshning. En av orsakerna till att bakterierna
tillvaxer olika snabbt #r lagringstemperaturen, som i detta fall &r
gynnsam for Pseudomonas men mindre gynnsam for de Ovriga organis-
merna. Mojliga orsaker till det férhAdllandevis stora antalet sterila
dgg i det ytinfekterade materialet kan vara m&nga och har hidr inte
nérmare utforskats, En orsak kan vara Hggskalens olika genomslipplighet,
en anpan den olika verkan av antibakteriella #mnen i Hgghinnorna och
dggvitan pd olika bakterietyper under oliks betingelser, Vad kontroll-
dggen betridffar var resultaten mera entydiga. I tvittade firska dge som
lagrats pi& sterila dggbrickor och som skyddats av ett sterilt pappers-
hGlje var &Hgginnehillet, bortsett frin nigra fall helt sterilt genom
hela lagringstiden, medan otvdttade, fHrska Hgg lagrade pd samma sitt

var mer eller mindre starkt infekterade vid forstkets slut.
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Infektionsgraden varierade mellan 200 och 2.10° pr ml, Hgginnehall,
Tvdttade, fdrska &gg som under normala betingelser &r mera Smtaliga
och snabbare forstors dn otvdAttade Hgg kan alltsd, om sekundidrinfek-
tionerna hilles borta, bevaras sterila under mycket ling tid. A andra
sidan &dr den ursprungliga ytinfektionen pa firska otvittade Hgg till-
récklig for att astadkomma en infekiion av Hgginnehallet dven i steril

miljd.

3. Infektion av &geg genom injicering av bakteriskulturer i luftkammaren,

For att eliminera det hinder som Hgrskalet utgdr for bakteriernas
intréngande i &dggen, injicerades i en rad forsdk i stdllet bakterie-
stammarna i dggens luftkammare, I det forsta forstket anvindes 7 av de

fran rétskadede dgg isolerade stammarna nimligen :

3 Pseudomonas (I, IT och III)
2 Proteus (I och I1)
2 Achromobacter (I och II)

Bakteriekul turerna odlades i kGtt-pepton buljong i 24 timmar wvid
QOOC, centrifugerades, tvittades och suspenderades i steril fysiologisk
koksaltldsning, Varje kultur spiddes sedan till en koncentration av
ca 1.10° celler pr ml, suspension.

Nylagda, férska Hge tvdittades och ytsteriliserades som ovan be-
skrivits, 0,5 ml av respektive bakteriekultur injicerades i 4 dgg
vardera och forsdket omfattade silunda 28 infekterade Hgg samt tvit—
tade kontrolligg,

Samtliga Hgg lagrades i en stor steril exsickator vid +20°¢ och
ca 80 % RH. Varannan dag genomlystes samtliga dgg 1 UV 1jus. Bakterio-

logiska understkningar foretogs vid forsokets slut.

Tabell ITI.
Effekten av bakterieinfektion i luftkammaren efter lagring vid 20%¢ i
80 %~ig RH, (0,5 ml bakteriesuspension = ca 5.10% bvakterier inficerads,)

Bakteriestammar Tid fér forsta tecken | Tid for total
injicerade i dggen pé rotskada, utbredning av skadan,
dygn dygn

Pseudomonas I, 1I, 11T 2 12
Achromobacter I, IT 40 60
Proteus L, IT : 12 20

: 1 :
Kontroll (oympade) i 60 -
f ! '
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Efter 12 dygn visade samtliga &gg som blivit injicerade med
Pseudomonas - stammar tydlig fluorescens i UV ljus (Tabell III).

De bakteriologiska undersdkningarna av dggen bekrdftade en 100 %
dominans av de injicerade bakterierna i samtliga rotskadade Egg.

I 8gg infekterade med Proteus - stammer kunde efter 12 dygns
lagring de forsta wdrkn skuggorna skdnjas i Hggen vid genomlys—
ning. Efter 20 dygn var alla &dggen mera eller mindre tydligt rotska-
dade. Uppslagning av #ggen visade att dgg-gulan blivit gra-svart,
vitan grumlig samt att innehdllet luktede mycket starkt (Tabell 111).
Bakteriologiska undersckningar gav vid handen, att de injicerade bak-
teriestammarna aterfanns som enda organism i dgginnehdllet.

For Achromobacter +tog det mycket lingre tid att framkalla

rotskador i #ggen, Forst efter 40 dygh uppticktes de forsta fordnd-
ringarna vid genomlysning. Efter 60 dygn var Hgeen genomgiende svagt
brunaktiga i firgen och uppslagning visade gri-grumliga vitor och
koagulerade, gré-vit flickiga gulor (Tabell IIT). Aven i dessa &gg
forelag de injicerade bakterietyperna i renkultur i Hggen efter
lagringen. De tvdttade kontrollédgegen var i detta forstk starkarc
infekterade &n i det foreglende, sannolikt beroende pd den hdgre réls-
tivo fulkctigheten i lagringsutrymmet och pd att en sekundédr infektion
kan ha &gt rum under dessa betingelser trots alla vidtagna forsiktig-
hetsmdtt. Efter 60 dygn visade sig i UV ljus de forsta mérka skuggorna
(Tabell ITI), Bakteriologisk understkning visade att Hggen var infek-
terade med en blandning av olika bakterietyper, bl.a., mdnga sporbildare,
Ytterligare ett liknande forstk gjordes denna ging med 20 olika
bakteriestemmar isolerade fran rotskadade Hgg, Foljande bakteriespecies

kom till anvdndning:

4 Pseudomonas (I-1V)

2 Proteus (I-11)

4 Achromobacter (I-1V)
4 Flavobacterium (1-1V)

2 Alcaligens (I-11)
1 E. coli

2 Micrococcus (I-11)

1 Corynebacterium
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Kulturerna odlades, centrifugerades, tviattades och suspendera-
des samt injicerades som i det frra forsdket. Enda skillnaden var
att Hggen i detta fall lagrades pa sterila dgebrickor vid +25OC
blott skyddade av ett sterilt pappershdlje. Aggen understktes i
UV ljus en ging i veckan under 2 mAnader,

Efter 4 veckors lagring pivisades tydlig fluorescens i UV ljus
i samtliga Hgg som blivit infekterade med Pseudomonas -stammar.

En del av dggen infekterade med Achromobacter och Flavobacterium

visade pid detta stadium rédbruna skuggor, medan i Hgg med Proteus
den ena stammen redan visade tydlig svartrita. Vid lagringstidens slut

d.v.s, efter 2 minader var rétskadorna fir Achromobacter opeh

Flavobacterium mycket tydliga, Uppslagning av dggen visade for
Achromobacter sré-grumlig vita och griflickig 18s gula, medan
Flavobacterium i de flesta fall visade rosafirgade vitor och ofta

brunflédckiga gulor, Innehillet hade i samtliga fall en utpridglad obe-

haglig lukt, Alcaligens , Corynebacterium , Micrococcus

och E, coli visade inga synliga skador vid genomlysning under for-
sokstiden.
Den bakteriologiska undersdkningen gav vid handen, att 14 av de

injicerade bakteriestammarna, Pseudomonas , Proteus,

Achromobacter och Flavobacterium kunde isoleras som renkulturer

fran de &gg, i vilka de blivit injicerade och dir de givit upphov
till rétskador, De 6 Gvriga injicerade bakteriestammarna, Alcaligens ,

Micrococcus Corynebacterium och T. coli forckom i forhallande-

: |
vis ringa antal i de Hgg dir de blivit injicerade, Innehdllet var i en

del av &ggen delvis intorkat, Av oliks anledningar har forhillandena
sanmolikt varit ogynnsamma for deras tillvixt, Mojligt &r att dessa
bakteriestammar i renkultur Hr mera kdnsliga mot Hggens antibaktericlla
dmnen #n de andra i forsbket anvinda kulturerna och forst formir ut-
veckla sig i symbios med andra nirvarande bakterier.

Ett tredje forsck pd samma linje gjordes med 2 bakteriestammar,

Pseudomonas I och Achromobacter I, blott med den skillnaden i

jamforelse med de foregéende forstken, ati bakteriesuspensionen
injicerades genom luftkammaren direlt i vitan for att pd s& sitt en
snabbare utveckling av rétskadorna skulle kunna &stadkommas. 54 dgg

ympades med Pseudomonas I och 54 &#gg med Achromobacter T ,

Kggen fordelades pi sterila brickor och inkuberades vid OO, 10° och
0
20°C, Efter 2, 3, 7, 14, 30 och 60 dyzns lagring uttogs fran varje

bricka 3 Hgg till genomlyshing och bakteriologisk undersskning,
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Agg ympade med Pseudomonas I visade fluoresccns i UV-ljus redan
efter 2 dygns lagring vid 10 och 20°¢C. vid 0°C var bakterietalet
dnnu for lagt for att eventuella rotskador kunde upptickas i UV ljus,
Efter 4 dygn vid OOC hade bakterietalet emellertid okat s& mycket

att ocksd dessa dgg visade ritskador i UV ljus. Resultatet av de bak-
teriologiska understkningarna finns i Tabell IV, Fér Pseudomonas -
stammarnas vidkommande blev resultatet hir som i de Ovrigae forstken
100 % dominans av den injicerade bakteriestammen, Det verkar vidare
som om bakterietalet miste Sverskrida 10! bakterier per ml. Hgginne-
hall och att forst d& tillrdckligt pigment bildats for att rotskador-
na skall bli synliga i UV ljus, Pa detta stadium &r Hgginneh&llet
emellertid fullkomligt forstrt. For Hgg injicerade med Achromobac -
ter I syntes vid genomlysning inga rotor vid nigon av de prévade
temperaturerna,

Vid uppslagning av #ggen kunde inga typiska rotskador upptickas.
Kgginnehdllet var nigot vattnigt till konsistensen men luktade inte
utprdglat illa., Den bakteriologiska understkningen visade att #dggen
inneh¢ll clika bakterietyper. De tvittade kontrolliggen var alla efter
60 dygns lagring vid samtliga temperaturer utan bakteriell infektion.
Bakterierna som forekom var av poykrofil natur, Trots att de fore-
kommer i mycket stort antal i dgeen vid samtliga lagringstemperaturer,
har de icke astadkommit synliga rétskador vid genomlysning eller vid

dgginnehdllets uppslagning.



Tabell IV,

. P 5

Antal bakterier per ml, &gginnehdll i dgg ympade med renkulturer av
psykrofila bakterier och lagrade vid 20°, 10° och 0°C.

(Genomsnitt av 3 dggprov vid varje tid och temperatur.)

Achromobacter I

Legringstid ; Initial- ? 2000 genom- élOOC genom- iOOC Zenom-
i dygn T:baliﬁré%%.er i lysning lysning lysning
‘ 1 Hggen }[ I
0 i 5.10° |
2 ; ; 4.106 offrédndrad e4.106 ofGrédndrad 4.106 oftrdndrad
4 i ;4,207 4,207 v 4200
7 § 5.107 o 2,100 n 5.100
14 § 1,108 4207 7.107
30 E T ‘9,107 ® 2,108
60 ; 1,10 w 53.108 n "

{3,108

4
1

Pseudomonas I

14
30
60

5,107

!

H

3
2.10" fluorescersnde2,10' fluorescerandd2.106

4,107 n 6,107
1.10° o 2,107 n
3,105 n 5,108 n
4,108 v 4,008 v

4,108 » 6,105 n

¥

;

§3.107
4,107
%2.107
|3.108

i5.108

ej fluores-
cerande

fluorescerande
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DISEUSSION

Det rader icke ndgot tvivel om att ett stort antal bakterie-
stammar frin ett flertal olika grupper kan dstadkomma rétskador i Hgg,
om villkoren for organismen ifraga &r optimala, I praktiken hénder
detta sdllan, Samtliga understkningar tyder pd, att Bggets forsvars-
mekanism &r god och att #gg med intakt forsvarsberedskap kan motsta
dven ganska kraftiga angrepp. Det finns emellertid vissa bakterier som
trotsar dven mycket svara hinder, Dit hor vissa stammar av Pseudomonas,

Proteus , Achromobacter , Flavobacterium och  Alcaligenes.

Jamforelser mellan olika forstksresultat &r ofta vanskliga, d& de ménga
influerande faktorerna mera sdllan regleras pd samma sitt, Olika stam-
mar besitter mycket olika egenskaper och "slagkraft'. Detta giller
sirskilt Achromobacter och Alcaligenes , Den infekterande bak-

teriemingden spelar ddrtill en betydande roll, Att Funk (1943) trots

oljepastérisering erhdll svartrséta efter injektion av 14 olika bak-
teriesp, dr i och for sig vért att légza mirke till., Men det #r knap-
past &gnat att forvana med tanke pi deh hdga injektionsméngden,
1000 ggr storre &n den som kom till anvindning vid véra forsdk.
Variationer i temperatur och fuktighet jimte infektion frén omgivningen
utovar ocksd ett visentligt inflytande pd resultaten.

Men dven om man kan forutsitta att forstksbetingelserna #r lik-
artade, finner man olikheter ifriga om de férstdrelsebringande bak-

teriernas sammansftining, Den stam av Alcaligenes bookeri som

Trussell (1955) fann vara en av de mest betydande skadegirarna har
icke funnits i det vdstsvenska dgematerialet,

De psykrofila bakterierna utgdr den dominerande gruppen, vilkas
rétskador oftast undgir upptdckt vid vanlig genomlysningskontroll.
Vissa forhoppningar hade stdllts pa UV-forfarandet, som ju kunde tin-
kas erbjuda mdjlighet att upptdcka Pscudomonas - infektioner pi
ett tidigt stadium, Férstken visar emellertid, att stora bakterie-
laddningar krdvs for att fluorescensen skall kunna observeras i UV,
Det i foreliggande fall erh&lina virdet stimmer ganska vdl med
Ellictt's uppgift om lO7 - 109 celler/g vid total utbredning av

fluorescensen i vitan, Vid den tidpunkt d& man vid UV-inspektion féar

signal om Pseudomonzs - angrepp, 4r tyvirr Zgginnehdllet redan forstsrt.
Pigmentbildande Pseudomonas - stammar undertryckes ofta av andra

psykrofila bakterier, si att foljden blir fdrglosa rotor som pd tidi-
gare stadium icke gar att uppticka vid UV-besiktning.

Goteborg, juni 1961,
1778/ VF
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