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Elintarvike- ja rehumikrobiologia

Escherichia coli —bakteerin lukumaaran maarittdminen eldvistd simpukoista

Escherichia coli —bakteerin lukumaaran maarittaminen elavista
simpukoista

1 Menetelmaviitteet ja poikkeamat
ISO TS 16649-3:2005
(MMGB2x ja MMGB, 37 + 1 °C/24 + 2 h, TBX-agar 44 + 1°C/24 + 2 h)

Ei poikkeamia

2 Menetelman tarkoitus ja soveltamisala

Menetelma soveltuu E. coli —bakteerin kvantitatiiviseen maarittdmiseen simpukoista.

3 Maaritelma(t)

E. coli -bakteerit kuuluvat Enterobacteriaceae —heimoon. Ne ovat fakultatiivisesti
anaerobisia, gramnegatiivisia sauvoja, jotka tuottavat happoa ja kaasua laktoosista. E.
coli -kannoista 95 — 97% tuottaa betaglukuronidaasia.

E. coli —bakteerien lukumaaraa elavissa simpukoissa kaytetaan simpukanlihan
ulosteperaisen kontaminaation indikaattorina. Simpukantuotantoalueiden luokittelu
perustuu simpukoiden lihasta maaritettyyn E. coli —bakteeritasoon (EU-direktiiivi 91/
492/EEC).

4 Periaate

E. coli -bakteerin lukumaaran maarittamiseen kaytetaan 3 x 5 putken MPN-
menetelmaa. Tunnetusta maarasta naytetta tehdaan laimennussarja. Kolmesta
perakkaisesta laimennoksesta siirrostetaan tunnettu maara MMGB-liemeen ja
inkuboidaan 37 +1°C/24 + 2 h.

Inkuboinnin jalkeen viljelladan 10 pl hajotusviljelyn& TBX-kromogeeniagarille niista
putkista, joissa on muodostunut happoa laktoosista. Haponmuodostus nakyy
indikaattorivarin muutoksena keltaiseksi. Maljat inkuboidaan 44 + 1°C/24 £ 2 h.

Betaglukuronidaasia tuottavat bakteerit kasvavat TBX-agarmaljoilla sinivihreina
pesakkeina. Putket, joista kasvaa TBX-agarilla sinivihreita pesakkeita, tulkitaan
positiivisiksi.

Eviran ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seké varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta www.evira.fi
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5 Tyo6turvallisuus

Mikrobiologisessa laboratoriossa tydskenneltdaessa noudatetaan toimintaohjetta LAB
232.

6 Laitteet ja valineet

1) Mikrobiologinen perusvalineisto
2) Lampokaappi 37 +1°C
3) Lampokaappi 44 £1°C

7 Elatusaineet ja reagenssit

1) Laimennosvesi

2) MMGB2x (=Muunnettu glutamaattiliemi, Minerals modified glutamate broth,
kaksinkertainen pitoisuus)

3) MMGB (=Muunnettu glutamaattiliemi, Minerals modified glutamate broth)

4) TBX —agar (5-bromo-4-kloro-3-indolyyli-B-D-glukoronidiagar)

8 Kontrollikannat
1) E. coli EELA 261 (ATCC 35218)
2) Klebsiella pneumoniae EELA 424

9 Naytteen esikasittely

9.1 Naytteiden kuljetus

Kuljeta naytteet laboratorioon kylmalaukussa, jossa on kylmavaraajat, niin etta
l[Ampdtila on n. 4°C. Naytteet eivat saa jaatya. Aika naytteenotosta tutkimuksen
alkamiseen ei saa ylittda 24 h.

9.2 Naytteiden valmistelu

Kayta kertakayttokasineitd, vaihda kasineet naytteiden valilla. Ota naytteeksi ostereita
vahintaan 10 kpl, sinisimpukoita 15 kpl ja sydansimpukoita 30 kpl. Hylkda auenneet ja
vahingoittuneet simpukat.

Hankaa simpukat puhtaiksi kylméan, juoksevan johtoveden alla ja kuivaa ne puhtailla
paperipyyhkeilla. Avaa simpukat steriililla (liekitetylla ja jaahdytetylld) veitsella
seuraavasti:

Eviran ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seké varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta www.evira.fi
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Osterit: aseta veitsi kuorten valiin saranapuolelle. Tyénna veitsi simpukan sisaan ja
vaanna ylempaa kuorta auki siten, etta neste valuu steriiliin punnittuun Stomacher-
pussiin. Tyonna veitsen teréd simpukan |api ja katkaise lihaskiinnikkeet. Poista ylakuori ja
raaputa alemman kuoren sisalto astiaan. Avaa kymmenen osteria samaan pussiin.

Sini- ja sydansimpukat: pane veitsi kuorten valiin ja erota kuoret vaantamalla veista.
Keraa neste steriiliin punnittuun Stomacher-pussiin. Leikkaa kuoret yhdistava lihas
poikki ja raaputa sisaltd pussiin. Avaa vahintdan 15 sinisimpukkaa tai 30
sydansimpukkaa samaan pussiin.

10 Suoritus

10.1 Homogenointi Stomacherilla

Laita simpukanlihaa sisaltdva pussi kahden Stomacher-pussin siséaén, jotta
mahdollisesti mukana olevat kuorensirut eivat paase lapi. Purista ilma pois ja
homogenoi 2 — 3 min.

10.2 Laimentaminen

Ota 50 g homogenaattia toiseen Stomacher-pussiin. Lisdéd pussiin n. 100 ml
laimennosvetta valmiiksi mitatusta 450 ml:sta. Homogenoi viela Stomacherilla 2 — 3
min. Lisda homogenoinnin jalkeen jaljellaoleva laimennosvesi ja sekoita hyvin. Tama
on laimennos 10™.

Valmista laimennos 102 lisaamalla 10 ml laimennosta 10 90 ml:aan laimennosvetta.
Jos on odotettavissa, ettd ndytteen E. coli —pitoisuus on suuri, laimenna naytetta
edelleen samalla tavoin.

Sailyta tutkimuksesta ylijadva homogenaatti jadkaapissa, kunnes tutkimus on valmis.

10.3 Rikastus

Siirrosta 10 ml laimennosta 10™ viiteen putkeen, joissa on 10 ml MMGB2x-lienté.
Siirrosta 1 ml laimennosta 10™ viiteen putkeen, joissa on 10 ml MMGB-lient4. Siirrosta
1 ml laimennosta 107 viiteen putkeen, joissa on 10 ml MMGB-lient&. Jos néytetta on
laimennettu pidemmalle, siirrosta myods kutakin seuraavaa laimennosta viiteen putkeen,
joissa on 10 ml MMGB-lient&. Inkuboi putket 37 + 1°C/24 + 2 h.

10.4 Putkien luku

Tarkastele inkuboinnin jalkeen, onko putkissa muodostunut happoa, mika nakyy
elatusaineen keltaisena varina. Vahainenkin keltainen véri luetaan positiiviseksi
tulokseksi. Jollei happoa ole muodostunut, tulos on negatiivinen.

Eviran ulkopuolisen laboratorion on itse varmistettava ohjeen toimivuus omassa laboratoriossaan seké varmistuttava ohjeen
ajantasaisuudesta osoitteesta www.evira.fi
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10.5 Viljely TBX-maljoille

Tee kaikista putkista, joissa on muodostunut happoa, hajotusviljely 10 pl:n
silmukallaTBX-agarille. Sekoita putkien siséltd hyvin ennen viljelyd. Yhden agarmaljan
voi jakaa viiteen osaan. Inkuboi maljat 44 + 1°C/24 + 2 h.

Kayta positiivisena kontrollina E. coli EELA 261- kantaa ja negatiivisena kontrollina
Klebsiella pneumoniae EELA 424 kantaa (toimintaohje LAB706).

10.6 Maljojen lukeminen

E. coli kasvaa maljoilla sinivihrein& (betaglukuronidaasipositiivisina) pesakkeina.
Putket, joista siirrostetuilla maljoilla kasvaa sinivihreitéa pesékkeita, tulkitaan E. colia
sisaltaviksi.

11 Varmistuskokeet

Menetelméassa ei kayteta varmistuskokeita.

12 Tulokset

12.1 Tuloksen laskeminen

Laske positiivisten putkien lukumaarat kolmesta perékkaisesta laimennoksesta ja
katso niita vastaava MPN-arvo MPN-taulukosta (Liite 1, Taulukot 1-3).

12.2 Tulosten ilmoittaminen

IiImoita tulos E. coli —bakteereita MPN/100 g.

13 Menetelman validointi

Menetelmaa verrattiin NMKL:n menetelmaan 96:1994 (Tuoreiden ja pakastettujen
kalastustuotteiden mikrobiologinen tutkimus). Vertailussa EELA 3506 —menetelma
osoittautui herkemmaksi kuin NMKL:n menetelma.

14 Menetelman status

Kansainvalisen menetelmakokoelman menetelméa
Virallinen menetelméa
Sisdinen menetelma

O X X
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15 Laadunvarmistusmenetelmat

Laboratorioiden valiset vertailututkimukset
Menetelmavertailut

Vertailukantojen kayttd

Siirrostetut ndytteet
Rinnakkaisméaaritykset

Valvontakortit

XOOXOX

16 Viitteet
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17 Muutokset edelliseen versioon

Taman ohjeen laadinta: Marjaana Hakkinen.
Vaihdettu logo, yksikén nimi seka ohjenumerointi vastaamaan nykyista kaytantoa.
Tekninen paivitys.
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