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Projektissa tutkittiin Vibrio parahaemolyticus —bakteerin esiintymistd Suomeen tuoduista
esikeitetyistd kalastustuotteista, ayridisisté ja nilvidisista. Riittdvan kauan ja riittdvassa
lampotilassa tehtynd esikeittdmisen on todettu olevan tehokas keino tuhota vibrioita.
Tarkastelun aiheena olikin kalastustuotteiden hygieeninen késittely esikeittdmisen jalkeen
seka jakeluketjun aikana.

Ty0ssé oli tarkoituksena tutkia myods bakteerien lukumaarédd mahdollisten Vibrio
parahaemolyticus -positiivisten ndytteiden kohdalla. Positiivisille naytteille haluttiin saada
toimiva PCR-menetelm4, jolla todettaisiin bakteerin virulenssigeenit TDH ja TRH.

Kevaan 2003 aikana projektiin saatiin 25 naytettd, joista tutkittiin Vibrio parahaemolyticus -
bakteerin esiintymistda EELAn menetelmalla 3504. Kyseinen menetelma oli validoitu vuotta
alemmin ja tassa tyossa paastiin kayttamaan menetelmaa oikeilla naytteilld. Menetelmén
todettiin soveltuvan hyvin monenlaisille &yriéis- ja nilvidisnaytteille.

Vibrio parahaemolyticus -positiivisia ndytteita ei tullut sind aikana jona tein insin6orityotani,
joten bakteerien lukumé&araa ei laskettu. Erikseen tilattujen kontrollikantojen avulla saatiin
pystytettyd toimiva PCR-menetelmd Vibrio parahaemolyticus -bakteerin virulenssigeenien
todentamiseksi.

Insindoritydn lopputuloksena todettiin, ettd Suomessa myytavissa ayridisissa ja nilvidisissa ei
ole vaaraa Vibrio parahaemolyticus -bakteerin osalta. Kalastustuotteita tulee kuitenkin valvoa,
silla Vibrio parahaemolyticus -bakteeri on yleinen ruokamyrkytyksia aiheuttava bakteeri
muualla maailmassa.

Hakusanat Vibrio parahaemolyticus, ruokamyrkytys, kontaminaatio,
virulenssigeeni, TRH, TDH, PCR
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1 Johdanto

Tama Insingorityo tehtiin Elainlaékinta- ja
elintarviketutkimuslaitoksessa (jatkossa EELA), ja se oli osa
EELAnN ja Elintarvikeviraston yhteista tutkimusprojektia, joka
kuului EU-maiden yhteen sovitettuun valvontaohjelmaan.
Tutkimusprojektissa tutkittiin - maahantuotujen esikeitettyjen
ayridisten ja nilvidisten mikrobiologista laatua. Vantaan
kaupungin elintarvikelaboratorion  elintarvikehygieenikko
hankki naytteet ja toimitti ne EELAan. Vibrio parahaemolyticus
-bakteeriin  liittyvat  tutkimukset tehtiin  EELAssa ja
mikrobiologiseen laatuun liittyvat tutkimukset Vantaan

kaupungin elintarvikelaboratoriossa.

Tassa tyossa tutkimuksen kohteena oli Vibrio parahaemolyticus
-bakteeri, sen esiintyminen maahantuoduissa esikeitetyissa
ayridisisséd ja nilvidisissa, sen virulenssigeenien osoittaminen
sekd mahdollisten positiivisten naytteiden kohdalla bakteerien
kvantitatiivinen maaritys. Mahdollisten positiivisten naytteiden
bakteerien lukumadréda tutkittiin menetelmall, jossa lasketaan
tilastollisesti bakteerien todennakdisin lukumé&éra most propable
number -menetelmélld (jatkossa MPN-menetelmd). Tyon
tarkoituksena oli my6s pystyttdd toimiva ja luotettava PCR-
menetelma Vibrio parahaemolyticus -bakteerin
virulenssigeenien loytadmiseksi; lammaonkestavad hemolysiinia
tuottava (thermostable direct haemolysin) eli TDH-geeni seka
lampoherkk&d hemolysiinid tuottava (TDH-related haemolysin),
eli TRH-geeni. Tutkimuksen oletettuna tarkoituksena oli
kartoittaa mahdolliset jalkikontaminaatiot sek& niiden riskit

ayridisten ja nilvidisten osalta.



Yleistda EELAsta

EELA eli El&inlaékinté- ja elintarviketutkimuslaitos on maa- ja
metsatalousministerion alainen tutkimuslaitos, joka palvelee
mm. eldinldédkéreitd, elintarviketeollisuutta, viranomaisia,

kuluttajia ja maataloustuottajia sekd muita eldinten omistajia.

Taulukko 1. EELAN tehtavat [1, s.4]

eldintautien tutkimus ja seuranta

eldintautien diagnostiikka

eldimistd saatavien elintarvikkeiden laadun ja turvallisuuden

tutkimus

elintarvikkeiden kemiallinen ja mikrobiologinen analytiikka

eldimistd ihmisiin tarttuvien tautien eli zoonoosien tutkimus ja

seuranta

vertailulaboratoriotoiminta

neuvontapalvelut

eldinten terveydenhuoltoa tukeva ty6

riskinarviointi

elainrokotteiden myynti




1.2 Esikeitetyt ayridiset ja nilviaiset

Tdassa tydssa ayridisilla ja nilviaisilla tarkoitetaan vedessa elavia
selkdrangattomia kiduksilla hengittavia kalastustuotteita.

Taulukossa 2 on listattu muutamia ayridisia ja nilviaisia.

Taulukko 2. Esimerkkeja ayriaisista ja nilviaisista [2]

Ayriaisia Nilvidisia
hummeri osteri
katkarapu sinisimpukka
taskurapu kampasimpukka

Esikeittamisella  tarkoitetaan ruoan nopeaa keittdmista
runsaassa nesteessd. Esikeittamistd voidaan kutsua myos
ryoppaamiseksi. Esikeittdmisen pituus vaihtelee sekunneista
muutamiin minuutteihin. Ayriaisia ja nilvidisia esikeitetaan
yleensd muutamia minuutteja, kuitenkin siten, ettei niiden liha

paase kypsymaan.

Euroopan Yhteis6jen komissio on antanut saannoksen mm.
Espanjasta tuotavien simpukoiden esikeittdmiseen [9]. T&mén
sdédnnoksen  tarkoituksena on  vadhentdd  paralyyttisen
simpukkamyrkyn (PSP) maaréda nilvidisissa. Esikeittdmisen on
todettu véhentavan tata myrkkya nilvidisissa siind madrin, ettd

ruokamyrkytysten riski pienenee huomattavasti.

Esikeittaminen on tehokas tapa estdd my0s Vibrio
parahaemolyticus -bakteerin aiheuttamia ruokamyrkytyksié,
silld Vibrio parahaemolyticus -bakteeri tuhoutuu 60 °C:ssa 15
minuutissa tai keitettdessa 95 °C:ssa (£5 °C) 1 minuutin ajan. [4,
5; s. 101]. Vibrio parahaemolyticus -bakteeri ei tuota toksiineja,
joten dyridisten ja nilvidisten esikeittdminen on hyvéksyttéava

késittely ruokamyrkytysten valttdmiseksi.



1.2.1 Kontaminaatiot

Kalastustuotteilla voi kontaminaatio eli saastuminen tapahtua
prosessoinnin,  pakkaamisen,  varastoinnin,  Kkuljetuksen,
vahittdismyynnin tai ruoan valmistuksen aikana. Té&ssa
tapauksessa, kun tuotteina olivat esikeitetyt ayridiset ja
nilvidiset, prosessoinnin eli keittdmisen aikana tapahtuva virhe
olisi voinut johtaa siihen, ettd bakteeri ei olisi kuollut. Liian
Iyhyt keittoaika tai lilan kylmé& keittovesi olisi voinut olla yksi
mahdollinen syy sille, ettd bakteeria olisi jadnyt tuotteeseen,
jolloin sen lisddntyminen olisi voinut olla mahdollista

kuljetuksen ja varastoinnin aikana.

Saastuneiden &yriéisten tai nilvidisten séilytys yli 10 °C:ssa olisi
voinut johtaa Vibrio parahaemolyticus -bakteerin lisédntymiseen
nopeasti tuotteissa. Samoin ristisaastumisen mahdollisuus
kalastustuotteita ké&sitellessé tai toisesta elintarvikkeesta olisi
my0s ollut mahdollista. Valmiiden tuotteiden ei tulisi olla

kosketuksissa vield kasittelemattomien tuotteiden kanssa. [4, 7]

Simpukoille ja ostereille joskus kaytettdva puhdistustapa, jossa
niitd seisotetaan puhtaassa vedessd, ei vahennd vibrioiden

madaréa tuotteissa. [5, s.101]



1.3 Yleista vibrioista

Vibriot ovat fakultatiivisesti anaerobisia oksidaasipositiivisia
suoria tai pilkunmuotoisia liikkuvia gram-negatiivisia sauvoja.
Leveys on 0,5-0,8 um, pituus 1,4-2,6 um. Vibriot liikkuvat
yhden tai useamman polaarisen flagellan avulla ja niilld on seka
respiratiivinen ettd fermentatiivinen metabolismi. Vibriot
tuottavat D-glukoosista ja muista sokereista happoa, mutta eivéat
kaasua. Useimmat lajit fermentoivat maltoosia, D-mannoosia ja
trehaloosia. Optimaalinen kasvulampatila vaihtelee
huomattavasti, kaikki kasvavat +20 °C:ssa, useimmat +30

°C:ssa. [11, s. 7, 25,75, 228, 229; 12, s. 13-14; 13, s. 192-193]

Natriumionit stimuloivat kaikkien lajien kasvua ja ovat ehdoton
edellytys useimpien lajien selviytymiselle elinkykyisiné.
Optimaalisin natriumin maara on useimmilla lajeilla 3 %, mutta
esimerkiksi Vibrio cholerae -bakteeri pystyy lisddntyméaan
alhaisemmissakin  natriumpitoisuuksissa. [13, s. 234-242]
Useimmat lajit ovat herkkiéd vibriostaattiselle agentille O/129
(2,4-diamino-6,7-diisopropyyli pteridiinille). Kuvissa 1-2 nakyy
tdman  vibriostaattisen agentin  vaikutus sek& Vibrio
parahaemolyticus -bakteerin kasvustoon ettd tdlle agentille
resistenssin  Aeromonas hydrophila -bakteerin kasvustoon

veriagarmaljoilla.
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Kuva 1. Vibrio parahaemolyticus; herkkd vibriostaattiselle
agentille O/129 [18]

Kuva 2. Aeromonas hydrophila; O/129 resistentti bakteeri [18]



Vibriot aiheuttavat maailmanlaajuisesti suurimman osan
merenelédvien vélitykselld levidvista sairauksista. Yleisesti
tunnetuin vibrion aiheuttama yleisvaarallinen tartuntatauti, joka
luokitellaan kansainvéliseksi karanteenitaudiksi, on Vibrio
cholerae -bakteerin aiheuttama kolera. Koleran voi saada
saastuneesta juomavedestd tai ruoasta. Muita taudinaiheuttajina
hyvin tunnettuja vibriolajeja ovat Vibrio parahaemolyticus sek&
Vibrio vulnificus. Vibrio-sukuun kuuluvia bakteereita 10ydetdan

l&hes kaikkialta maailmasta mereneldvissé ja kaloissa.

Vibriot voivat esiintyd tilassa, jossa ne ovat elinkykyisid, mutta
niitd ei voida eristdd normaaleilla  mikrobiologisilla
viljelymenetelmilla (Viable-non-culturable, VBNC). Vibriot
voivat muuntua téllaiseen tilaan, jos niiden elinolosuhteet
muuttuvat sellaisiksi, ettd lisd&ntyminen on vaarassa (esim.
suolatasapainon tai lampdtilan vaihtelut). T&ll6in bakteeri on
elossa, mutta ei jakaudu tai lisddnny. Bakteerin metabolia on
ldhestulkoon pysahdyksissd, mutta tila on palautettavissa. Kun
olosuhteet taas suosivat bakteerin lisdantymistd, palautuu
bakteeri ennalleen ja se voidaan taas eristdd normaaleilla

viljelymenetelmill&. [17]

Vibrio—lajeja on l0ydetty yli 20, joista ainakin 12 aiheuttaa
infektioita ihmisille. Naistd 12 patogeenisestd vibriosta
kahdeksan on osoitettu olevan ruokamyrkytyksid aiheuttavia.
[11,s.7, 25,75, 228, 229; 12, s. 13-14; 13, 5. 192-193]
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1.3.1 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus on Euroopassa ja USA:ssa harvinainen
taudinaiheuttaja, mutta Japanissa se on tavallisin
ruokamyrkytyksen  aiheuttaja. Japanissa yli 70 %
ruokamyrkytystapauksista on Vibrio parahaemolyticus -

bakteerin aiheuttamia.

Vibrio parahaemolyticus -serotyyppeja tunnetaan yli 50. Kaikki
serotyypit vaativat kasvaakseen suolaa. Bakteerin
optimisuolapitoisuus on 3 %, mutta kasvua on todettu 1-8 %
suolapitoisuuksissa. Taysin suolattomassa vedessd bakteeri
kuolee. Neutraali pH (pH 7) on Vibrio parahaemolyticus -
bakteerille  optimaalisin  vaihtoehto, mutta se pystyy
lisddntymadn melko laajalla pH-alueella. Happamissa
olosuhteissa bakteeri kuolee, mutta eméksisyys ei vaikuta
bakteerin  lisd&antymiskykyyn.  pH-alue, jolla  Vibrio
parahaemolyticus -bakteeri pystyy lisddntymaan, vaihteleekin
pH 4,8:sta aina pH 11,00:een saakka. [13, s. 192-193]

Vibrio parahaemolyticus -bakteeria esiintyy merivesissa
kaikkialla maailmassa, ja se on helposti eristettavissa
rantavesistOistd, lietteestd, planktonista, useista kaloista ja
ayriaisistd.  Vibrio parahaemolyticus -bakteeria esiintyy
esimerkiksi kaikkialla USA:n rannikoilla.  Suomessakin on
I0ydetty kalastustuotteista Vibrio parahaemolyticus -bakteeria,
mutta sen aiheuttamia ruokamyrkytystapauksia ei aiemmin ollut
todettu. Helmikuussa 2009 eristettiin intialaisista
tuontikatkaravuista ruokamyrkytystapauksen aiheuttanut Vibrio
parahaemolyticus -bakteeri. Katkarapujen riittdva
kuumentaminen olisi tappanut Vibrio parahaemolyticus -
bakteerin, joten oletettavasti katkarapuja ei ollut kypsennetty
riittavasti. [15, 16]
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Vibrio parahaemolyticus -bakteerin aiheuttamat
ruokamyrkytysoireet eivat yleensa vaadi hoitoa, ellei
immuunivaste ole jostain syysta heikentynyt. Oireita ovat ripuli,
vatsakivut, pahoinvointi, kuume, paansarky ja vilunvéaristykset.
Oireet ilmaantuvat yleensd 24 tunnin paasta kontaminoituneen
elintarvikkeen nauttimisesta ja kestdvat noin 3 péivaa. [14, s. 13-
14; 5, s. 98-101]

1.3.2 Vibrio parahaemolyticus -bakteerin virulenssigeenit

Viime vuosina on tutkittu Vibrio parahaemolyticus -bakteerin
taudinaiheutusmekanismeja. Na&issa tutkimuksissa on l6ydetty
yhteys patogeenisuuden ja kahden virulenssigeenin valilla.
Ruokamyrkytystapauksista eristetyilla kannoilla on l6ydetty
molempia tai vain toista virulenssigeenid, kun taas
ympdristonédytteista néitd hemolysiinid tuottavia geeneja

I6ydetdén harvoin. [19]

Vain joko molempia tai jompaakumpaa virulenssigeeneista
sisdltavat Vibrio parahaemolyticus -bakteerikannat katsotaan
patogeenisiksi. Park et al. vuonna 1998 tekeméssa tutkimuksessa
[19] tutkittiin 115:t4 ndytettd, joista suurimmassa osassa (81%)
I6ytyi thermostable direct haemolysin -geeni eli TDH —geeni ja
seitsemdssa prosentissa molemmat hemolysiinid tuottavat

geenit.
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1.3.2.1 Virulenssigeeni TDH

Vibrio  parahaemolyticus  -bakteerin  taudinaiheutuskykya
tutkitaan Kanagawa (K) -reaktiolla. Kanagawa-positiiviset
kannat tuottavat lammonkestdvdd hemolysiinid (thermostable
direct haemolysin, TDH) tietyllda korkean suolapitoisuuden
omaavalla alustalla, Wagatsuma agarilla. TDH-virulenssigeenin
on oletettu aikaisemmin olevan primadristi yhteydessa ihmiselle

patogeenisuuden kanssa. [19, 20]

1.3.2.2 Virulenssigeeni TRH

Kanagawa-negatiiviset ~ kannat  tuottavat  lampoherkkaa
hemolysiinia  (TDH-related haemolysin, TRH). Uusien
tutkimusten myo6ta on todettu, ettd myos téalla virulenssigeenilla

on yhteys patogeenisuuden kanssa.

Yhteistd ndille molemmille virulenssigeeneille on ureaasin
tuotto. Vain jommankumman tai molempien ndiden geenien
sisdltdamien Vibrio parahaemolyticus -bakteerikantojen on
todettu tuottavan ureaasia. Monissa tutkimuksissa on todettu
tdman johtuvan siit4, ettd ndm& hemolysiinid tuottavat geenit
(tdh tai trh) sijaitsevat hyvin lahelld ure-geenid, joka koodaa

ureaasia. [20]
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2 Tutkimuksen erityispiirteet

Tasséd tutkimuksessa mukana olleet néytteet olivat joko
esikeitettyja tai puolisailykkeeksi luettavia ayriéisia ja nilviaisia.
Talla tavoin kasitellyiden tuotteiden kuuluisi olla melko
riskittbmida ja vapaana epépuhtauksista. Taman tutkimuksen
tarkoituksena olikin etsid mahdollisia kontaminaatioita, joihin

kalastustuotteiden véaranlainen kasittely voi johtaa. [8]

3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 Materiaalit

Sind aikana, jona tein insind0rity6tani, toimitti Vantaan
elintarvikelaboratorion laboratoriohygieenikko yhteensd 25

ayriais- ja nilvidisnaytetta EELAan.

Tassd tyossd tutkitut ndytteet koostuivat pakastetuista ja
tuoreista katkaravuista, simpukoista, jokiravuista, mustekaloista
seka ayridissekoituksesta. T&ssd tyossd kasiteltyjen ndytteiden
tarkemmat tiedot ovat liitteend 1 ja alla olevassa taulukossa 3

kerrottu ndytteet.
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Taulukko 3. Naytteet

16

Nayte Pakastettuna Tuoreena
(kpl) (kpl)

Jokirapu 1 0
Katkarapu 14 1
Mustekala 0 1
Simpukka 5 2

Muu 1 0
(ayridissekoitus)

Vantaan kaupungin elintarvikelaboratorion
laboratoriohygieenikko osti néytteet ensisaapumispaikoilta tali
markkinoilta. Vantaan kaupungin elintarvikelaboratorissa
tehtyja muita mikrobiologisia tutkimuksia varten
laboratoriohygieenikko otti ensin aseptisesti osan ndytteesté ja
toimitti loput ndytteestd EELAan. Pakastetut tuotteet toimitettiin
pakastettuina  -20 °C:n  l&mpotilassa, tuoreet tuotteet
jaékaappildampdtilassa (+7 - + 10 °C). Tuoreiden ndytteiden
késittely aloitettiin viipymattd niiden saavuttua, pakastetuista
naytteistd punnittiin aseptisesti tutkimukseen riittdvd maara ja
sulatettiin jadkaapissa enintddn 18 tunnin ajan ennen késittelyn
aloittamista. Naytteet kirjattiin lahetteiden tietojen mukaisesti
EELAnN LIMS-tietojérjestelméaén.

Yli jédneitd nadytteitd séilytettiin, kunnes tulokset Vibrio
parahaemolyticus -bakteerin osalta olivat valmiit. Tuoreita
naytteita sailytettiin jadkaapissa lampdtilaltaan +7 - +10 °C ja

pakastettuja ndytteitd pakastimessa, jonka lampdtila oli -20 °C.




PCR-menetelmda varten tilattiin kahdesta eri laboratoriosta
Vibrio parahaemolyticus -bakteerikannat, joiden tiedettiin
siséltdvan virulenssigeenejd. Toinen kanta tilattiin  ACC-
laboratoriosta Ruotsista, toinen Centre for Environment,
Fisheries & Aquaculture Science (Cefas) -laboratoriosta

Englannista.

3.1.1 Reagenssilista
Elatusaineet

Alkalinen peptonivesi, suolapitoisuus 2 %

Hiivauute 30
Peptoni 109
Natriumkloridi 20¢
Tislattu vesi tilavuuteen 1000 ml

Autoklavoinnin jalkeen pH 8,6 + 0,2 lampotilassa +25 °C.

Pullotettiin ennen autoklavointia, autoklaavissa 15 min +121 °C.

Suola — polymyksiini liemi, suolapitoisuus 2 %

Hiivauute 30
Tryptoni 109
Natriumkloridi 2049
Tislattu vesi tilavuuteen 1000 ml

Liuotettiin ainesosat kuumentaen. Saddettiin pH niin, etta

lopullinen pH steriloinnin jalkeen on

8,6 + 0,2 25 °C:ssa. Autoklavoitiin 15 min 121 °C:ssa.

Polymyksiini B lisattiin ennen kayttod. Sailytys alle +5 °C:ssa.
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Suolaravintoagar

Kéayttotarkoitus: patogeenisten vibrioiden eristys

Gelysate peptoni 509
Lihaekstrakti 3,00
NaCl 30,09
Agar 120¢g
Tislattu vesi 1000 ml

Liuotettiin aineet 1 litraan tislattua vetta. Saadettiin pH.
Autoklavoitiin 121 °C:ssa 15 min. Jadhdytettiin n. 50 °C:ksi.

Tarkistettiin pH. Valetaan maljoiksi.

Naudan veriagar

Koostumus:

Kaseiinipeptoni 15049

Soijapeptoni 50¢9

Natriumkloridi 5049

Agar 1509

Tislattu vesi 1000 ml

Naudan sitraattiveri 50 ml

Valmistus: Liuotettiin 40 g kuivaelatusainetta 1 litraan

tislattua vetta. Sekoitettiin huolellisesti. Autoklavoitiin 121
°C:ssa /15 min. Ja&hdytettiin 45-50 “C:ksi. Lisattiin aseptisesti

50 ml naudan sitraattiverta.
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TCBS-tiosulfaatti-sitraatti-suola-sakkaroosi-agar

(Saa kaupallisena valmisteena)

Peptoni 109
Hiivauute 59
Natriumsitraatti 109
Natriumsulfaatti 109
Naudan sappi, kuivattu 50
Natriumdeoksikolaatti 39
Sakkaroosi 20¢
Natriumkloridi 109
Ferrisitraatti 19
Tynolinsininen 0,049
Bromtymolisininen 0,049
Agar 149
Tislattu vesi tilavuuteen 1000 ml

Liuotettiin kuumentaen. Saadettiin pH 8,6+-0,2 25 C:ssa.
Steriloitiin keittden (ei autoklavoiden) 15 min.

Varmistuskokeiden reagenssit

Oksidaasireagenssi
N,N,N",N",-tetrametyyli-1,4-fenyleenidiamiini
(TMPD) 0,6 g
Askorbiinihappo 3049

Vesi 70 ml



Suolavesi API 20 E -testid, gram-varjaysta seka liikkuvuutta

varten
Natriumkloridi 20¢
Tislattu vesi 1000 mi

3.1.2 Varmistuskannat

Jokaisen néyte-erdn yhteydessa viljelyiden rinnalla kaytettiin
EELAn omia neljdd bakteerikantaa (taulukko 4). Nailla
kontrollikannoilla varmistettiin kaikkien elatusaineiden seka

varmistustestien toimivuus vibrio-bakteereiden osalta.

Taulukko 4. EELAN kontrollikannat

Bakteeri Numero
Vibrio parahaemolyticus EELA 77
Vibrio alginolyticus EELA 468
Vibrio vulnificus EELA 473
Vibrio cholerae EELA 471

Kuvassa 3 nédkyy kontrollikantoina olleiden eri vibriolajien

eroavaisuuksia selektiiviagarilla.
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Kuva 3. Kontrollikannat TCBS-selektiiviagarilla. Ylhaalta

vasemmalta: Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio cholerae ja Vibrio vulnificus

3.2 Menetelmat

3.2.1 Vibrio-suvun osoittaminen elintarvikkeista

Tassd tyossd kaytettiin @ EELAn menetelmdohjetta 3504:
Patogeenisten vibrio-suvun bakteerien osoittaminen
elintarvikkeista. Tdmd menetelmdohje on muunnos NMKL:n
menetelméstd 156:1997: Patogeeniset vibrio-lajit. Osoittaminen

ja lukumadran méaarittdminen elintarvikkeista.

NMKL:n menetelmd 156:1997 patogeenisten vibrio-lajien
osoittamiseksi elintarvikkeista soveltuu Vibrio
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parahaemolyticus-, Vibrio cholerae-, Vibrio vulnificus- ja Vibrio
alginolyticus -lajien osoittamiseen ja lukumaarén
madrittdmiseen elintarvikkeista. Molemmissa menetelmissa
kvalitatiivinen osoittaminen tehtiin siirrostamalla 20 tai 25 g
elintarviketta 250 ml:aan nestemdista selektiivista elatusainetta,
inkuboinnin  jalkeen viljeltiin  nestemdiseltd elatusaineelta
kiintedlle selektiiviselle elatusaineelle, epailyttavat pesakkeet

jatkoviljeltiin ja tehtiin varmistustestit.

Rikastusliemind t&ssd tyossd ké&ytettiin alkalista peptonivettd
sekd suola-polymyksiinilientd. Molempien rikastusliemien
suolapitoisuus oli 2 %. Kiintednd selektiivisend elatusaineena
kéytettiin TCBS-agaria.

Tyypillisen  nékoisista  pesakkeista  viljelyd  jatkettiin
suolaravintoagarille ja naudan veriagarille. N&in saaduista

puhdasviljelmista voitiin tehdd varmistustestit.
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Kuvassa 4 on vielé selkeytetty tyon kulkua.

Rikastus nestemaisissa selektiivisissé elatusaineissa
(alkalinen peptonivesi ja suola-polymyksiiniliemi)

rikastus 1842 tuntia

\J \J

Siirrostus kiinteélle selektiiviselle elatusaineelle (TCBS)

inkubointi 2443 tuntia

Maljojen lukeminen ja puhtaaksiviljely suolaravinto- sek&

veriagarmaljoille

\J

Varmistuskokeet puhdasviljelmilta

Kuva 4. Tyon kulku

3.2.2 Oksidaasikoe

Oksidaasireagenssia tiputettiin muutama tippa puhtaalla pipetilla
puhtaalle suodatinpaperille. Kun reagenssi oli n. 15 sekuntia
imeytynyt suodatinpaperiin, otettiin puhdasviljelmasté
bakteerimassaa muoviseen siirrostussilmukkaan. Tata
bakteerimassaa levitettiin oksidaasireagenssin péaalle, minka
jalkeen odotettiin muutama minuutti. Oksidaasipositiiviset Vibrio
parahaemolyticus -bakteerit olisivat varjanneet
oksidaasireagenssin violetiksi. Oksidaasinegatiivisilla

bakteereilla t4ta varinmuodostusta ei tapahdu.
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3.2.3 Gram-varjays

Reagenssit

Kristallivioletti
Puhdasta heksametyylipararosaniliinikloridia (C2sH3oN3Cl )
Kaupallinen valmiste, maahantuoja IS-VET Oy

Safraniini
Tummanpunaista jauhetta (O: CzoH19CIN)

Kaupallinen valmiste, maahantuoja Oriola Oy

Gram-varjaysta varten tehtiin bakteerisuspensio 2-prosenttiseen
suolaveteen. Vibrio parahaemolyticus -bakteerin olisi kuulunut
olla gram-negatiivinen. Bakteerisuspensio Kiinnitettiin lasilevyyn
kuumentamalla bunsenliekissd muutaman sekunnin ajan, kunnes
kaikki vesi oli haihtunut. Taman jalkeen varjattiin lasilevylla
oleva kuivatettu bakteerisuspensio kristallivioletilla, Kiinnitettiin
jodilla, poistettiin véri alkoholilla ja varjattiin safraniinilla.
Varovaisen kuivauksen jalkeen nahtiin, oliko bakteeri gram-
negatiivinen varin perusteella. Gram-negatiiviset bakteerit

varjaytyvét vaaleanpunaisiksi.

3.2.4 Liikkuvuuden tutkiminen

Liikkuvuus tutkittiin tiputtamalla objektilasille muutama tippa 2-
prosenttista suolavettd ja sekoittamalla suolavesitippaan
siirrostussilmukalla bakteerimassaa puhdasviljelméasta.
Objektilasi  peitettiin~ peitinlasilla ~ ja  mikroskopoitiin
vaihevastakohtavalaistuksella. ~ Vibrio  parahaemolyticus -

bakteerin olisi pitdnyt olla likkkuva ja suoran sauvan muotoinen.



3.25API20 E

Testin tiedot :

Kaupallinen valmiste, valmistaja bioMerieux, Inc.

Biokemiallinen varmistus tyypillisiin  pesakkeisiin  tehtiin
kaupallisella valmiilla APl 20 E —testilld. APl 20 E —testi on
identifioiva varmistustesti gram-negatiivisille sauvanmuotoisille
bakteereille. Jokaisessa APl 20 E —testiliuskassa on 20

mikrotestid, joilla saadaan identifioitua vibrio-laji.

APl 20 E -testia varten tehtiin  puhdasviljelmista
bakteerisuspensio 2-prosenttiseen suolaliuokseen siten, etté
suolaliuosta mitattiin 5 ml koeputkeen ja puhdasviljelmésta
otettiin siirrostussilmukalla yksi erillinen pesdke, joka sekoitettiin
suolaliuokseen. Pipetoitiin mikrotestit APl 20 E -ohjeen
mukaisesti ja inkuboitiin 35 — 37 ©°C:issa 18 — 24 tuntia.
Inkuboinnin jélkeen mikrotestien tulokset luettiin vérireaktioista.
Varireaktioiden perusteella APl 20 E -tietokoneohjelmaan
syotetyt tulokset antoivat tuloksen, joka kertoi, mika vibrio-laji

oli kyseessa.

3.4 PCR-menetelma

Polymeraasiketjureaktio eli PCR (Polymerase Chain Reaction) on
menetelmd, jossa monistetaan DNA:ta  keinotekoisesti
koeputkessa. Tassa tydssa PCR-menetelmda kaytettiin Vibrio

parahaemolyticus -bakteerin virulenssigeenien todentamiseksi.

Téssd tyossd tehtiin kahdella eri esivalmistelulla PCR-ajoja.

Toisessa  esivalmistelussa  soluja  Kkasiteltiin ~ suoraan

25



puhtaaksiviljellyiltd  suolaravintoagareilta, toisessa  soluja

kasiteltiin kasvatusliemesta.

3.4.1 PCR-reagenssit

Kasvatusliemena ké&ytettiin alkalista peptonivettd, josta resepti

sivulla 17.

Taulukossa 5 on resepti PCR Mastermixille. Vibrio Mastermix -
pohja oli sama kaikille naytteille, naytteen tilalla oli joko ATCC -
kanta, Cefas kanta tai EELAn kontrollikannat. Nollandytteissa

Mastermix pipetoitiin ilman naytettd PCR-geeliin.

PCR-vesi oli erityispuhdasta, steriilid vettd, joka oli steriloitu
ionivaihdetusta vedestda EELAssa. Alukkeet tilattiin Cefas
laboratoriosta. 10X-puskuri, 4dNTP mix sekd DNA-polymeraasi
olivat kaupallisia valmisteita, maahantuojana VWR International
Oy.

Taulukko 5. Vibrio Mastermix -resepti

Vibrio Mastermix maara (ml)
PCR vesi 584 ml
10X puskuri 80 ml

100 uM aluke/primeri L-tdh 8 ml

100 uM aluke/primeri R-tdh 8 ml

100 uM aluke/primeri L-trh 8 ml

100 uM aluke/primeri R-trh 8 ml

10 mM 4dNTP mix 16 ml
2U/ul DNA polymeraasi 8 ml
nayte/DNA templaatti 5mil
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4 Tulokset

4.1 Vibrio parahaemolyticus -bakteerin tulokset

Tutkituista 25 ndytteestd yhdestdakadn ei loytynyt Vibrio
parahaemolyticus -bakteeria eikd muitakaan vibrio-suvun

bakteereita.

Kuvassa 5 nakyy tyypillisia Vibrio parahaemolyticus -pesakkeita
TCBS-maljalla. Tyypillisen nékoiset pesdkkeet olisivat olleet

TCBS-maljalla sinivihreitd, l&pimitaltaan 3-5 mm.

Kuva 5. Vibrio parahaemolyticus  -bakteerikasvustoa
selektiivisella TCBS-agarmaljalla.

Tulokset ilmoitettiin seuraavasti: Vibrio parahaemolyticus ei
todettu / 25 g naytettd. Taulukossa 6 on esitetty tulokset siten,
kuin ne merkittiin tyon kuluessa. Varmistuskannoille tehtiin
jatkoviljelyt suolaravinto- sekd naudanveriagarille, joka nayte-

erdn yhteydessd. Nailtd puhdasviljelmiltd tehtiin varmistustestit
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eli liikkuvuuden tutkiminen, gram-varjays, oksidaasikoe sek&
API 20 e —testi.

Taulukossa oleva “jatkot 1-5” tarkoittaa siis pesédkkeitd, jotka
viljeltiin  puhtaiksi suolaravinto -sek& naudanveriagarille,
esimerkiksi EELA 77 T, jatkot 1-5. T&std varmistuskannasta, joka
oli  viljelty alkalisesta  peptonivedestd  sekda  suola-
polymyksiiniliemestd  selektiiviagarille,  jatkettiin  viidesta
pesékkeestd viljelyd suolaravintoagarille ja viidestd pesékkeesta
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naudanveriagarille. Néista puhdasviljelmist tehtiin
varmistustestit.
Taulukko 6. Tulosten esittaminen
alkalinen suola-
peptonivesi polymyksiiniliemi
nayte
nro TCBS
1 Et, ei jatkoja Et, ei jatkoja
2 Et, ei jatkoja Ek
3 Et, ei jatkoja Ek
4 Et, ei jatkoja Et, ei jatkoja
EELA T, jatkot 1-5 T, jatkot 1-5
77
EELA T, jatkot 1-5 T, jatkot 1-5
468
EELA T, jatkot 1-5 T, jatkot 1-5
473
EELA T, jatkot 1-5 T, jatkot 1-5
471

Et = epéatyypillinen peséke

Ek = ei kasvustoa

T = tyypillisen ndkdinen pesake




4.3 PCR-menetelman tulokset

PCR-menetelmd  pystytettiin  k&yttden erikseen tilattuja
kontrollikantoja, joilla tiedettiin olevan virulenssigeenejd. ATCC
kanta sisélsi molemmat virulenssigeenit ja Cefas kanta vain
toisen virulenssigeeneistd. Menetelméalld saatiin hyvin ndkymaan
molemmat geenit PCR-menetelmalld. Kannoista ei tiedetty,
kumpaa virulenssigeenia ne sisalsivat, eikd todettu tarpeelliseksi
eritelld niitd. Kuvassa 6 nakyy, kuinka selkeésti geenit erottuvat
kuvatulta PCR-geeliltd. Kontrollikantoina k&ytettiin EELAnN
vibriokantoja,  joista  tiedettiin, etteivdt ne  sisélla

virulenssigeenejé.

Kuva 6. PCR-geeli kuvattuna. 1 = ATCC kanta 2 = Cefas kanta 3
= EELA 77 (Vibrio parahaemolyticus) 4 = EELA 468 (Vibrio

alginolyticus) A = 1. nollandyte B = 2. nollanayte

Kuopassa 1 on ATCC kanta, jolla molemmat virulenssigeenit
TDH ja TRH. Kuopassa 2 on Cefas kanta, jolla vain toinen

virulenssigeeneistd. Kuopassa 3 on kontrollikanta EELA 77,
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Vibrio  parahaemolyticus, jolla ei ollut kumpaakaan
virulenssigeenid. Kuopassa 4 on kontrollikanta EELA 468, Vibrio
alginolyticus, jolla ei myoskdadn kumpaakaan virulenssigeenié.
Kuopassa A on ensimmainen nollandyte. Tdma kuoppa jatettiin
taysin tyhjaksi eli tdhan ei pipetoitu mitdan naytettd. Kuopassa B
on toinen nollandyte. Tdhan kuoppaan pipetoitiin pelkkaa Vibrio

Mastermix -sekoitusta ilman ndytetemplaattia.
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5 Yhteenveto

Vibrio parahaemolyticus -bakteerin osalta selektiiviagarille olisi
pitdnyt kasvaa sakkaroosinegatiivisia helposti tunnistettavissa
olevia, litteitd sinivihreitd peséakkeitd. Varmistustesteistd olisi
pitdnyt tulla seuraava tulos: oksidaasipositiivisia, gram-
negatiivisia suoria liikkuvia sauvoja. Pesékkeiden viljelyéd ei
jatkettu, koska yhdestak&an tutkituista 25 ndytteestd ei saatu

taman kaltaista tulosta.

Tutkimustuloksen perusteella voidaan sanoa, etta
kalastustuotteiden kasittely esikypsennyksen jalkeen oli ollut
riittdvdn huolellista. Vibrio-bakteerit eivat olleet péésseet

kasvamaan ja lisdédntymaén kalastustuotteissa.

PCR-menetelma pystytettiin kayttden erikseen tilattuja TDH- ja
TRH-positiivisia kontrollikantoja. Negatiivisina kontrollikantoina
kaytettiin EELAIla jo valmiina olleita kantoja, joilla ei ndita

geenejé ollut.
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Liitteet

Liite 1: Naytteiden tiedot ja tulokset

e EELA ELAINLAAKINTA- JA Sisdinen vastaus (L
ELINTARVIKETUTKIMUSLAITOS

Bakteriologian tutkimusyksikks

PL 45 (Hiémeentie S7), 00581 Helsinki
Puh: 09 393 101  Fax: 09 393 1811 TUTKIMUSSELOSTE

HELSINKI

DPN:0 27.3.2003/83,

E1l 946-3850

Tilaaja:

omistaja:

Ndytteet:

Saapumispvm:

Tutk.alodtuspvm:

Tutkimuksen syy:

1

EELA/Bakteriologian
tutkimusyksikks

MMM Hakkinen Marjaana
PL 45 (Hameentie 57)
00581 HELSINKI

TO14 (EN ISC/EC 17025)

EELA/Bakteriologian tutkimusyksikké, MMM Hakkinen Marjaana,
00581 HELSINKI

vantaan kqugunkie?intarvike— ja ympdristdlab.,
Taboratorichygieenikko E. Klemettild-Kirjavainen, 01510 VANTAA

jokirapu, pakastettuna, 1 kpl
katkarapu, 1 kpl

mustekala, tuoreena, 1 kpl
simpukka, pakastettuna, 2 kpl

27.3.2003
27.3.2003

EELA-EVI Vibrioproijekti 2003 / projekti nro 677

Tutkittu/menetelmid: vibrioiden osoittaminen / NMKL 156:1997, muunnos (EELA 3504)

Tutkimustulos:

£1 946, mustekala, tuoreena, 2003-1056-1

vibriot: ei todettu

£l 947, simpukka, pakastettuna, 2003-1056-2

vibriot: ei todettu

EX 948, katkarapu,
vibriot: ei todettu

EL 949, simpukka,
vibriot: ei todettu

2003-1056-3

pakastettuna, 2003-1056-4

E1l 950, pakastettuna, jokirapu, 2003-1056-5

vibriot: ei todettu

s

edel1d esitetyt tutkimustulokset pdtevdt ainoastaan tutkituille ndytrteille.Tutkimusselgsteen saa
kopioida vain kokonaan. Tutkimustuloksia tai muita tutkimusselosteen osia ei saa kopioida ja/tai
julkaista ilman ETdinlddkintd-ja elintarviketutkimuslaitoksen ja asianomaisen tutkijan

irjallista lupaa.
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FELA ELAINLAAKINTA- JA sisdinen vastaus 1D
ELINTARVIKETUTKIMUSLAITOS

Bakteriologian tutkimuéyksikkﬁ

Pl 45 (HA tie S7), 00581 Helsinki

puh: 09 393 101 ﬁx:093%e£1;1 TUTKIMUSSELOSTE

HELSINKI

DN:o 31.3.2003/35, 1 EELA/Bakteriologian
_ tutkimusyksikks

El 981-985 MMM Hakkinen Marjaana

PL 45 (Hdmeentie 57)

00581 HELSINKI

T014 (EN ISOAEC 17025)
Tilaaja: EELA/Bakteriologian tutkimusyksikkd, mmm Hakkinen marjaana,
00581 HELSINKI

omistaja: vantaan kaupunkielintarvike- ja ympdristélab., 01510 VANTAA
Ndytteet: katkarapu, pakastettuna, 5 kpl
Saapumispvm: 31.3.2003
Tutk.aloituspvm: 31.3.2003
Tutkimuksen syy: EELA-EVI Vibrioprojekti 2003 / projekti nro 677

Tutkittu/menetelmd: vibrioiden osoittaminen / NMKL 156:1997, muunnos (EELA 3504)

Tutkimustulos:

F1 981, 1163-1(2), Eldoradeo isoja katkarapuja, vidhittdismyyntipakkaus, parasta
ennen  25.11.2003, valmistaja T-253 Norge
vibriot: ei todettu

E1 982, 1164-2, Eldorade kuorittuja katkarapuja, parasta ennen 12.3.2004,
valmistaja T-253 Norge
Vibriot: ei todettu

£1 983, 1168-1(2), Gronlantilaisia kuorellisia katkarapuja, merelld keitetty,
pakkauspdivd 22.1.2003, parasta ennen 19.10.2003, valmistaja pK 60 €F
vibriot: ei todettu

ELl 984, 1172-2, stella pPolaris AS, pakkauspdivd, parasta ennen 11.2.2004,
valmistaja T-299 Norge
vibriot: ei todettu

ELl 985, 1173-1(2), Rainbow kuorittu katkarapu, pakkauspdivd, parasta ennen
20.2.2004, valmistaja 7-299 Norge
vibriot: ei todettu

edelld esitetyt tutkimustulokset pidtevdt ainoastaan tutkiruille ndytteille.Tutkimusselosteen saa

kopioida vain kokonaan. Tutkimustuloksia tai muita tutkimusselosteen osia ei saa kopioida ja/tai
julkaista 1ilman Eldinlddkintd-ja elintarviketutkimuslaitoksen ja asianomaisen tutkijan
irjallista Tupaa,
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@ EE| A ELAINLAAKINTA- JA Sisdinen vastaus 1D
p ELiNTARV!KETUTKiMUSLAITOS

Bakteriotogian tutkimusyksikks

PL 45 {H& tie 57), 00581 Helsinki

buh: 09 303 101 Fax: 09 393 1811 ~ TUTKIMUSSELOSTE

HELSINKI
DN:0 1.4.2003/80, 1

E1 1002-1004

EELA/Baktericlogian
tutkimusyksikko

MMM Hakkinen Marjaana
PL 45 (Hdmeentie 57)
00581 HELSINKI

T014 (EN ISOAEC 17025)

Tilaaja: EELA/Bakteriologian tutkimusyksikké, mvm Hakkinen marjaana,
00581 HELSINKI

omistaja: vantaan kaupunki elintarvike- ja ympédristolaboratorio, 01510
VANTAA

Ndytteet: katkarapu, pakastettuna, 3 kpl

Saapumispvm: 1.4.2003

Tutk.aloituspvm: 1.4.2003

Tutkimuksen syy: EELA-EVI Vibrioprojekti 2003 / projekti nro 677

Tutkittu/menetelmd: vibrioiden osoittaminen / NMKL 156:1997, muunnos (EELA 3504)

Tutkimustulos:

E1l 1002, 1164-1, gldorado kuorittuja katkarapuja, parasta ennen 12.3.2004,
valmistaja T-253 Norge
Vibriot: ei todettu

E1l 1003, 1168-1, Grénlantilaisia kuorellisia katkarapuja, pakkauspdivd 22.1.2003,
parasta ennen 19.10.2003, vaimistaja DK 60 EF
vibriot: ei todettu

E1l 1004, 1172-1, stella polaris katkarapuja, pakkauspdivd, parasta ennen
11.2.2004, valwmistaja T-299 Norge
vibriot: el todettu

edelld esitetyt tutkimustulokset pdtevdt ainoastaan tutkituille ndytteille.Tutkimusselosteen saa
kopioida vain kokonaan. Tutkimustuloksia tai muita tutkimusselosteen osia ei saa kopioida ja/tai
julkaista ilman Eldinlddkintd-ja elintarviketutkimuslaitoksen ja asianomaisen tutkijan
irjaltista lupaa.



a EELA ELAINLAAKINTA- JA : Sisdinen vastaus 1(2
ELINTARVIKETUTKIMUSLAETOS

Bakterioiogian tutkimusyksikkd

PL 45 (Hameentie S7), 00S81 Helsinki
puh: 09 393 101 Fax: 09 393 1811 TUTKIMUSSELOSTE

HELSINKI
DN:o 15.4.2003/75, 1

E1 1291-1302

EELA/Bakteriologian
tutkimusyksikko

MMM Hakkinen Marjaana
PL 45 (Hameentie 57)
00581 HELSINKI

TO14 (EN ISO/EC 17025)

Tilaaja: EELA/Bakterioiogian tutkimusyksikks, mMm Hakkinen Marjaana,
00581 HELSINKI

Omistaja: vantaan elintarvike-ja ympdristéliaboratorio, 01510 VANTAA

Ndytreet: katkarapu, pakastettuna, 5 kpl

katkarapu, tuoreena, 1 kpl
simpukka, pakastettuna, 3 kpl
simpukka, tuoreena, 2 kpl
pakastettuna, 1 kpl

Saapumispvm: 15.4.2003
Tutk.aledituspvm: 15.4.2003

Tutkimuksen syy: EELA-EVI Vibrioprojekti 2003 / projekti nro 677

Tutkittu/meneteTmd: vibrioiden osoittaminen / NMKL 156:1997, muunnos (EELA 3504)

Tutkimustulos:
E1l 1291, 1392-1, Keitetty kuorittu simpukka, parasta ennen 30.5.2004, valmistaja D
SH-EFB-031 CE

Vibriot: ei todettu

E1l 1292, 1393-1, Kuorittu katkarapu, parasta ennen 7.2.2004, valmistaja FI F68052
EY
vibriot: ei todettu

E1 1293, 1398-1, scampin pyrstdt suolaliemessd puolisdilyke, parasta ennen
3.5.2003, valmistaja DK 4126 EF
vibriot: ei todettu

ELl 1294, 1401-1, sinisimpukat sﬂo1a]iemessa puolisdityke, parasta ennen 3.5.2003,
vaimistaja DK 4126 EF
vibriot: ei todettu

E1l 1295, 1402-1, Savustettuja sinisimpukoita suolaliemessd puolisdilyke, parasta
ennen 4.5.2003, valmistaja FO9251EuU
vibriot: ei todettu

E1 1296, 1403-1, Jddmeren katkarapuja, keitetty, pakastettu, parasta ennen
21.8.2004, valmistaja T-181
vibriot: el todettu

E1l 1297, 1404-1, Ayridissekoitus (muskal, katkar, sinisimpu, venussimpu),
valmistuspaivd 22.8.2002, parasta ennen 22.8.2004, valmistaja TH 1007
vibriot: ei todettu

Edel1d esitetyt tutkimustulokset pdtevdt ainoastaan tutkituille ndytteille.Tutkimusselosteen saa
kopioida vain kokgnaan. Tutkimustuloksia tai muita tutkimusselosteen osia ei saa kopicida ja/tai
Ij(u kaista ilman Eldinidakinti-ja elintarviketutkimuslaitoksen ja asianomaisen tutkijan
irjailista Tupaa.
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@ EELA ELAINLAAKINTA- JA » Sisdinen vastaus 2(2)
ELINTARVIKETUTKIMUSLAITOS DN:o 15.4.2003/75, 1

Bakteriolegian tutkimusyksikké E1l 1291-1302

E1 1298, 1405-1, vihersimpukka puolikuorella, keitetty, pakast., valmistuspdivi
30.12.2002, parasta ennen 30.10.2004, valmistaja PH 177
vibriot: ei todettu

E1 1299, 1406-1, Kuoritut, pakastetut, keitetyt katkaravut, valmistuspidivd, parasta
ennen 6.12.2003, valmistaja Norway T-299 EFTA
vibriot: ei todettu

EL 1300, 1407-1, Kejtetty, pakastettu sinisimpukka, valmistuspdiva, parasta ennen
12.3.2004, vailmistaja SE 2059 Ey
Vvibriot: ei todettu

E1 1301, 1408-1, Kuorittu, keitetty, pakastettu, suolattu katkar., valmistuspdivd,
parasta ennen 18.9.2004, valmistaja I5-05600
vibriot: ei todettu

EL 1302, 1408-2, Kuorittu, keitetty, pakastettu, suolattu katkar., valmistuspaivi,
parasta ennen 18.9.2004, valmistaja I5-05606
vibriot: ei todettu

Edelld esitetyt tutkimustuloksetr pitevit ainoastaan tutkituille ndytteille.Tutkimusselosteen saa
kopioida vain kokonaan. Tutkimustuloksia tai muita tutkimusselosteen osia ei saa kopioida ja/tai
julkaista ilman Eld&inlddkintd-ja elintarviketutkimuslaitoksen ja asianomaisen tutkijan
irjallista lupaa.



