Verkefnaskyrsla Rf
30-03

o

Rannséknastofnun
fiskionadarins

Desember 2003

NOTKUN MALTHUS

LEIDNITAKNI TIL
HRADVIRKRA ORVERUMZELINGA

Hélene L. LLauzon




Skyrsluagrip Rannsoknastofnunar fiskidnadarins

Icelandic Fisheries Laboratories Report Summary

Titill / Title Notkun Malthus leidnitaekni til hradvirkra érverumalinga
Hofundar / Authors Hélene L. Lauzon

Skyrsla Rf /IFL report | 30-03 Utgafudagur / Date: | Desember/Dec. 2003
Verknr. / project no. | 1434

Styrktaradilar / Rannis og Rf

funding:

Agrip 4 islensku:

I verkefni sem styrkt var af RANNIS (nr. 990120099) hefur verid
unnid ad uppsetningu og profun hradvirkra melingaadferda fyrir
sérhaefdar skemmdardrverur (SSO) i ferskum fiski. Malthus
leidniteekni var profud til ad meta heildarorverufjolda i ferskum
ysuflokum, auk fjolda Pseudomonas tegunda og Photobacterium
phosphoreum, eins og kynnt er i pessari skyrslu. Malthus-PPDM
adferdin er st eina pekkta sem & sérhafdan hatt segir til um fjolda
P. phosphoreum i fiski. bad er pvi naudsynlegt ad geta notad slika
teekni hér & landi til pess ad meta mikilvaegi pessarar bakteriu i
islenskum fiski.

Meginmarkmid Rannis verkefnisins var ad afla pekkingar um voxt
sérhaefdra skemmdarérvera (SSO) og myndun nidurbrotsefna i
fiski. Préun hradvirkra meliadferda er naudsynleg pvi han getur
verid pydingarmikil fyrir fiskframleidendur sem purfa ad meta gadi
hraefnisins. pekking a skemmdarferli fersks fisks og samsetningu
skemmdarflérunnar er grunnur fyrir frekari préun hradvirkra
adferoa.

Lykilord & islensku:
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Summary in English:

The setup and testing of rapid microbiological methods based on
conductance (Malthus) are presented in this report. Evaluation of
total viable counts (TVC), as well as counts of presumptive
Pseudomonas spp. and Photobacterium phosphoreum is carried out
and compared to available conventional methods. Malthus-PPDM
method is the only one known to specifically enumerate P.
phosphoreum in fish. It is therefore necessary to setup such a
method in order to be able to assess the importance of this
bacterium in Icelandic fish products.

This was part of a national project aiming at acquiring a better
knowledge on growth of specific spoilage organisms (SSO) and
production of microbial metabolites in fish. The development of
rapid methods is indispensable for fish producers as a tool to assess
fish quality efficiently. A better understanding of fish spoilage and
the composition of the developing spoilage microflora is the basis
for further development of rapid methods.
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1. INNGANGUR

Hefdbundar adferdir til drverumalinga og 6rverugreininga eru yfirleitt frekar timafrekar.
petta hefur leitt til préunar a hradvirkari adferdum, p.e.a.s. adferoum sem eru einfaldar i
framkvaemd, fljotvirkar, nemar og nakveemar. A attunda aratugnum syndu rannsoknir
J.C.S. Richards o.fl. (1978) ad leidnibreytingar sem attu sér stad i eti vid raektun orvera
voru i samraemi vid vOxt peirra. Einnig kom i ljés ad melanlegur timi medan
leidnibreytingar attu sér stad voru i 6fugu hlutfalli vid log fjolda orvera. Eftir pessar
uppg6tvanir hafa fleiri rannsdknir verid gerdar, ymis teki og eti proud til ad meta
heildarorverufjélda eda fjolda akvedinna Orverutegunda, svo sem Escherichia coli,
Enterobacteriaceae, Vibrio, Enterococcus, Pseudomonas og histamin-myndandi 6rverur,
en einnig til ad finna Salmonella og Listeria tegundir (Gibson o.fl., 1984; Gibson &
Ogden, 1987: Klausen & Huss, 1987; Jargensen o.fl., 1988; Banks o.fl., 1989; Petitt,
1989; Gatti & Neviani, 1993; Dupont o.fl., 1994; Pless o.fl., 1994; Capell o.fl., 1995).
Nylega hafa Danir proad adferd og eti til sérhaefdrar talningar a Photobacterium
phosphoreum med notkun & svonefndu Malthus teki (Dalgaard o.fl., 1996). petta teeki
hefur verid til stadar 4 Rf um nokkurt skeid og pa eingdéngu vid profanir & Salmonella og
Listeria. Malthus teeknin er mun fljétari en stundum namari en hefdbundnar adferdir med

reektun a skalum.

I verkefni sem styrkt var af RANNIS (nr. 990120099) hefur verid unnid ad uppsetningu
og profun hradvirkra malingaadferda fyrir sérhaefdar skemmdardrverur (SSO) i ferskum
fiski. Malthus leidnitekni var profud til ad meta heildarérverufjélda i ferskum
ysuflokum, auk fjolda Pseudomonas tegunda og Photobacterium phosphoreum. Med
Malthus-teekninni fast nidurstddur innan priggja sélarhringa um magn Photobacterium i
fiski. Malthus-PPDM adferdin er st eina pekkta sem & sérhafdan hatt segir til um fjolda
P. phosphoreum i fiski (Dalgaard o.fl., 1996). bad er pvi naudsynlegt ad geta notad slika

teekni hér a landi og fa pannig betri yfirsyn yfir mikilvaegi pessa gerils i islenskum fiski.



2. FRAMKVAMD

2.1.  Grunnathuganir & Malthus teekinu

a) Svorun Malthus teekisins:

Malthus teekid var sett upp samkvemt leidbeiningum fra framleidandanum (Malthus
Instrument Ltd., UK). Eftir margra ara geymslu var athugad hvort teekid virkadi rétt og
hversu areidanleg (endurtekningarhafni, repeatability) meeligildin voru sem fengust med
einfaldri meelingu. Malthus SPYE &ti (#490-001) var buid til og gerileytt vid 121°C i 15
min. Tveir ml af e&tinu voru skammtadir i 56 Malthus sellur sem hoéfou verid gerileyddar.
Neeturraekt (40 Klst vid 15°C) af Pseudomonas fluorescens NCTC 3756 var pynnt 1000-
falt (0,1 ml i 200 ml MRD, Oxoid) og 1 ml skammtadur i sellurnar. Sérstakir tengitappar,
sem tengja elektrodu hverrar sellu og holfadan bakka saman i Malthus badinu, voru settir
a sellurnar og peer latnar i Malthus badid sem stillt var vid 15°C. Upplysingar um synin
voru skrddar i télvu sem er tengd Malthus teekinu. Pegar svorun (malanleg breyting i
leidni eetisins) fékkst var timalengdin (detection time, DT) fyrir hvert syni skrdd nidur.
Pessi timi er hadur fjolda peirra drvera sem verid er ad leita. Vid hdan érverufjolda verdur
timinn stuttur, en lengri pegar leegri fjoldi er til stadar i syninu. Endurtekningarhaefni

meelingarinnar (repeatability) var reiknud Ut sem % stadalfravik.

b) Vidndmsmeelingar:

Kannad var hvort vidnamsmalingar fyrir hverja sellu sem er tengd holfudum bakka
Malthus teekisins voru stodugar. Sett var sterilt SPYE eti (3 ml) i sellurnar og peer settar i
Malthus badid. Malingarnar voru skradar nidur i upphafi, eftir 30 min, 19 klst og 21 Kilst.
Einnig var athugad hvort leidonimalingarnar voru stédugar i hverri sellu med pvi ad skoda

linuritin sem sjast i tolvunni og samanburdur gerdur milli sella.

2.2.  Undirbaningur fisksyna til mats a Malthus maliadferdunum

TolIf rodflett ysuflok fengust hja TROS hf. Orverufraedileg gaedi hraefnisins voru metin i

einu flaki. Fimm flakanna voru geymd afram i fraudplast boxinu, sex voru gaspokkud
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(MAP: 60%CO,/ 40% N,) i pykka nzlon poka og einnig geymd & is vid 0-2°C. Flokin
voru metin samkvaemt hefdbundnum Orverufredilegum og Malthus adferoum med

reglulegu millibili yfir 14-daga (flokin geymd i lofti) og 20-daga (MAP-flokin) timabil.

2.3.  Uppsetning Malthus meliadferdar til mats a heildarérverufjélda fiskafurda

0g gerd stadalkarfu

pessi meliadferd var profud samkvemt upplysingum sem gefnar voru af Malthus
framleidoandanum. Tveir ml af SPYE etinu voru skammtadir i Malthus sellur

(gerileyddar) og peaer geymdar i keli.

a) Melingar a nokkrum bakteriutegundum:

Reektir (26 klst vid 15°C) af mismunandi bakteriustofnum (Tafla 1) voru pynntar 1000-
falt (10 wl pynnt i 10 ml kelt MRD). Eftirfarandi blondur voru banar til: P1 (stofnar
54+127), P2 (38+131), P3 (35+76), P4 (277+286), Sp (92+126); annars voru hinir
stofnarnir notadir sér. Einn ml af hverjum stofni (eda bléndu) var skammtadur i 3 sellur,
tapparnir settir & og sellurnar latnar i Malthus badid (15°C). Upplysingar um synin voru
skrdoar i télvu. pegar svorun fékkst var timalengdin (DT) fyrir hvert syni skrdd nidur.
petta var gert til ad athuga hvort helstu bakteriutegundir sem einangrast ur skemmdum
fiski asamt 6drum tegundum nadu ad fjolga sér i pessum &ti og hvada DT fekkst fyrir

hverja bakteriutegund.



Tafla 1. Heiti og uppruni bakteriustofnanna

Bakteriustofn Stofnndmer Uppruni stofna
Pseudomonas | 54 skemmdur porskur (hold) geymdur vid 10°C
Pseudomonas | 127 skemmdur porskur (hold) geymdur vid 0°C
Pseudomonas fluorescens K14 NCTC 3756

Pseudomonas 11 38 skemmdur porskur (hold) geymdur vid 10°C
Pseudomonas 11 131 skemmdur porskur (hold) geymdur vid 0°C
Pseudomonas I11-1V 35 skemmdur porskur (hold) geymdur vid 10°C
Pseudomonas Il1-1V 76 skemmdur porskur (hold) geymdur vid -2°C
Pseudomonas I11-1V 277 skemmt porskflak geymt i MAP* vid 0°C
Pseudomonas I11-1V 286 skemmt porskflak geymt i MAP! vid 0°C
Shewanella putrefaciens 92 skemmdur porskur (hold) geymdur vid -2°C
Shewanella putrefaciens 126 skemmdur porskur (hold) geymdur vid 0°C
Photobacterium P-100 porskflak geymt i MAP vid 0°C
phosphoreum (Dalgaard, 1995)

Aeromonas-like 91 skemmdur porskur (hold) geymdur vid -2°C
Vibrio alginolyticus K1 NCIMB 1903

Vibrio aestuarinus K2 LMG 7909T

1: MAP = 60% CO, / 20% N, / 20%0,

b) Melingar & heildardrverufjolda ysuflaka (geymd i lofti og gaspokkud):

Fisksynin, badi ur porskflokum sem voru geymd i lofti eda gaspokkud, voru tekin
reglulega & geymslutimabilinu, undirblin eins og venjulega, tifaldar pynningar gerdar i
keeldum pynningarvokva MRD og synin moégud i 1 min. Einn ml af hverju syni var
skammtadur i 3 Malthus sellur og synin reektud i Malthus teeki (15°C) par til DT fékkst.
Einnig var heildardrverufjoldi synanna maldur & "modified Long & Hammer's" (LH) eti
(Van Spreekens, 1974) sem var raektad i prisyni vid 15°C i 5 daga. Stadalkarfa fékkst
med pvi ad bera saman DT nidurstédurnar og heildarorverutalningar. Pessi samanburdur

mun gera okkur kleift ad &atla heildaroérverufjolda svipadra syna ut fra DT malingunum.



2.4.  Uppsetning mealiadferdar til talningar & Photobacterium phosphoreum og

gerd stadalkarfu

Pessi maliadferd var sett upp samkveemt Dalgaard o.fl. (1996). PPDM &ti (pH 10) var
buid til, gerileytt, skammtad i Malthus sellurnar sem voru geymdar yfir nott vié 1-3°C i
loftfirrori krukku (Oxoid HPO11AP) fyllt med 100% CO..

a) Valvisi meliadferdarinnar (selectivity) gagnvart nokkrum bakteriutegundum:

Reektir (5 daga vid 5°C) af mismunandi bakteriustofnum (Tafla 1) voru pynntar 1000-falt
(10 ul pynnt i 10 ml keelt MRD), halfur (0,5) ml af hverjum stofni (eda bléndu)
skammtadur i 3 sellur, koldioxid blasid i sellurnar, elektrédurnar og tapparnir settir & um
leid, og sellurnar latnar i Malthus badid (15°C). Fleiri pynningum (107 til 10°®) af P.
phosphoreum (P-100) var sad i 3 Malthus sellur. Upplysingar um synin voru skradar i
tolvu. Pegar svorun fékkst var timalengdin (DT) fyrir hvert syni skrdd nidur. petta var
gert til ad athuga hversu sérhaeft petta ati veeri, sem sagt hvort helstu bakteriutegundir
sem einangrast Ur skemmdum fiski asamt 6drum tegundum naedu ad fjolga sér i pessu eeti
og hvada DT fékkst fyrir hverja bakteriutegund. Einnig var fjéldi stofnanna meldur & LH
&ti (15°C, 4 daga) og Spiral teekid notad til saningar. bessar talningar voru gerdar til ad
tryggja ad engin folsk, neikvaed svor fengjust, en einnig til pess ad safna gognum til ad
utbla stadalkurfu fyrir P. phosphoreum.

b) Valvisi meliadferdarinnar (selectivity) gagnvart nattarulegri 6rverufloru i fiski,
einangrun P. phosphoreum stofna ar islenskum sjavarfongum og gerd stadalkdrfu fyrir P.
phosphoreum:

Fisksynin voru undirbdin eins og lyst &dur. Halfur (0,5) ml af hverju syni var skammtadur
i 3 sellur, koldioxid blasid i sellurnar, elektrédurnar og tapparnir settir & um leid, og
sellurnar latnar i Malthus badid (15°C). Heildarorverufjoldi (LH eti) var athugadur i
Malthus sellunum pegar svorun fékkst fyrir synin & 9. (loft) og 20. degi (MAP). Valdar
koléniur (10 fyrir loft synin en 20 fyrir MAP synin) voru greindar med eftirfarandi
préfum: Gram litun og smésjarskodun, KOH-prof, kvikleiki (hanging drop; naturraekt vid
15°C i Supermarine broth), oxidasa-prof, oxun/gerjun glikésa (Marine OF test), neemni
fyrir 0/129 vibriostatic efni. Allir Gram neg.(-) stofnar, gerjandi og 0/129 namir voru
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athugadir enn frekar hvad vardar notkun D-mannitol (0,2%), B-hydroxybutyrate (0,1%),
pyruvate (0,2%) og acetate (0,2%) asamt gas myndun fra D-glukédsa. beir stofnarnir sem
gatu ekki notad pessi efni en myndudu gas med nidurbroti D-glukoésa voru taldir vera P.
phosphoreum. Haft var danska stofninn (P-100) til samanburdar.

Grunsamlegum stofnum var sad i Supermarine broth, raektadir i 2 daga vid 15°C og 2
daga vid 4-5°C, raktin peirra sett it i PPDM eti og sidan i Malthus tekid eins og lyst
fyrir ofan til ad kanna hvort DT stofnanna liktist DT fyrir P-100 stofninn.
Heildardrverufjoldi i nokkrum reektum var meldur & LH eti. | 1j6s nidurstadnanna var

hlutfall P. phosphoreum yfir heildarérverufloru sem éx i sellunum reiknad ut.

Nokkrir P. phosphoreum stofnar voru valdir til ad safna gdgnum vegna gerdar
stadalkarfu. Peir voru raektadir i Supermarine broth vié 5°C i 2 daga, pynningar gerdar
(10" " ¥ { kaelt MRD og saning hverrar pynningar Gt i 3 sellur med PPDM ti.
Heildarfjoldi naturreektanna var maldur & LH ati. Samband fjélda (logso fjéldi/ml) og
svOrunartima (DT) fyrir islensku P. phosphoreum stofna var borid saman vid stadalkurfu

sem gerd var fyrir P-100 stofninn.

2.5.  Uppsetning mealiadferdar til talningar & Pseudomonas tegundum og gerd

stadalklrfu

pessi adferd til talningar & Pseudomonas tegundum var préfud samkvaemt upplysingum
sem gefnar voru af Malthus framleidandanum. Prir ml af SPYE &tinu voru skammtadir i
Malthus sellur. CFC (Oxoid selective supplement SR103) sem inniheldur cetrimide,
fucidin og cephaloridine var beett Gt i &tid til ad na eftirfarandi lokastyrk efnanna: 50, 50

0g 250 ug/ml. Sellurnar voru svo geymdar i keli.

a) Valvisi meaeliadferdarinnar (selectivity) gagnvart nokkrum bakteriutegundum:
Reektir (32 kist vid 15°C) af mismunandi bakteriustofnum (Tafla 1) voru pynntar 1000-
falt (10 pl pynnt i 10 ml keelt MRD). Einn ml af hverjum stofni (eda blondu) var

skammtadur i 3 sellur, tapparnir settir & og sellurnar latnar i Malthus badid (15°C).
7



Upplysingar um synin voru skradar i tolvu. pegar svorun fékkst var timalengdin (DT)
fyrir hvert syni skrad nidur. Petta var gert til ad athuga hversu sérhaft petta ati veeri, sem
sagt hvort helstu bakteriutegundir sem einangrast ur skemmdum fiski asamt 6drum
tegundum naedu ad fjolga sér i pessu ati og hvada DT fékkst fyrir hverja bakteriutegund.
Einnig var fjoldi stofnanna meldur & LH &ti (15°C, 5 daga). Petta var gert til ad tryggja
ad engin folsk, neikvaed svor fengjust. Pseudomonas-CFC eti (Oxoid) var einnig notad til
ad kanna voxt mismunandi bakteriutegunda & sérhaefdu (fostu) eeti (reektun vid 15°C og
22°C i 3 daga).

b) Melingar a fjolda Pseudomonas tegunda i ysuflokum (geymd i lofti og gasptkkud):

Einn ml af fisksynunum (tifaldar pynningar) var skammtadur i 3 Malthus sellur og synin
reektud i Malthus teeki (15°C) par til DT fékkst. Einnig var fjoldi Pseudomonas tegunda i
synunum meeldur & Pseudomonas-CFC eti i prisyni. Stadalkurfa fékkst med pvi ad bera
saman DT nidurstodurnar og Orverutalningar. bessi samanburdur (stadalkdrfa) mun gera
okkur kleift ad aztla fjolda Pseudomonas tegunda i svipudum synum ut fra DT

meelingunum.

2.6. Endurtekningarheafni maliadferdanna (repeatability)

Endurtekningarhafni hverrar Malthus maliadferdar var kdnnud med pvi ad meala tiltekio
syni 10 sinnum (syninu s&d i 10 sellur) og stadalfravik reiknad Gt. Um var ad raeda tveer
tegundir af synum: (1) neeturraekt af Pseudomonas Il tegundum (P2: stofnar 38 og 131)
eda P. phosphoreum (P-100); og (2) fisksyni, baedi geymd i lofti og gaspdkkud. Synin
voru pynnt til ad hafa badi lagan (10 “*/ml) og haan (10 >°/ml) fj6lda orvera til

melingar.

2.7.  Hittni meaeliadferdanna (accuracy)

Malthus meeliadferdirnar voru bornar saman vid hefébundnar adferdir. Til pess voru

melingar gerdar & fisksynum geymdum i lofti og gaspokkudum. Synin voru tekin
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reglulega og heildardrverufjoldi (TVC, LH) asamt fjélda Pseudomonas tegunda (CFC)
meeldur & premur skdlum fyrir hverja maliadferd vio hverja synatoku. Sambarilegar
meelingar voru framkvemdar med Malthus adferdum (SPYE og SPYE-CFC) og 3 eda 5
eda 10 sellur notadar fyrir hverja maliadferd (fyrir hvert syni) vid tiltekna synatoku.
Hittni Malthus adferdanna var metin med stadalfravik i samanburdi vid hedfbundnar
adferdir.

3. NIDURSTODUR OG UMRADUR

3.1.  Grunnathuganir & Malthus teekid

a) Svorun Malthus teekisins:

Malthus teekid hafdi verid i geymslu i morg ar og athugad var hvort tekid virkadi rétt og
hversu areidanleg (endurtekningarhafni, repeatability) meligildi voru sem fengust med
einfaldri malingu. Allar sellurnar (56) voru notadar, en Malthus badid (M2-60) tekur
hédmark 60 sellur. Af 6skyranlegum asteedum fengust engar melingar ar einni sellu (E2).
Athugad var hvort petta sambandsleysi stafadi af tappanum eda sellunni sjalfri
(elektrodunni) en ekki virtist svo. Hugsanlegt er ad eitthvad hafi gerst i styrikerfi Malthus
teekisins vegna pess ad i seinni keyrslu var sambandsleysi i 6llum sellunum sem var lagad
med pvi ad skipta um "analog digital board (ADB)" i taeekinu. Annars voru malingarnar i
hinum 55 sellum &reidanlegar par sem % stadalfravik DT melinganna var 2,6%. betta
gildi er & svipudum nétum og pau gildi sem Dalgaard o.fl. (1996) birtu um
endurtekningarhafni Malthus adferdarinnar fyrir talningu & P. phosphoreum (fra 2,9 til
7,3%).

b) Vidnamsmeelingar:
Viondmsmelingar voru gerdar i 56 sellur/hélf. Einnig var athugadur stédugleiki
leidnimelinganna i sellunum med pvi ad skoda linuritin sem sjast i tolvunni og

samanburdur gerdur milli sella/holfa.
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Mynd 1. Vidndmsmelingar (ohms) i 56 holfum/sellum Malthus teekisins (sterilt SPYE
ati sett i sellurnar; T1= upphafsgildi, T2= eftir 30 min, T3= 19 klst og T4=21 Kist.)
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pannig kom i ljos ad i sumum sellum/hélfum i Malthus bakkanum fengust harri
vidnamsgildi (holf A4) og/eda ostodugar leidnimalingar (holf A4, D1 og F2) sem leiddu
til sveiflukenndra linurita i stad fyrir larétt og stédug linurit (nidurstédurnar ekki syndar).
En ad jafnadi voru vidnamsmelingarnar nokkud stédugar fyrir hvert hélf/hverja sellu
(mynd 1). Ekki var vitad ahrif pessara sveiflna & frekari melingum, en send var
fyrirspurn hvad vardar petta mal til Malthus fyrirteekisins i Bandarikjunum. Samkvaemt
pjonustuadilanum voru vionamsgildin i lagi og bent var & ad vidnamsgildi etisins er had
vatninu, syrustigi og hitamedferd sem pad hefur fengid. Ostédugar leidnimealingar gaetu
stafad af elektrodum eda tengitappanum. Pessi athugun var framkvemd i kjolfar
breytilegra nidurstadna sem fengust pegar préfud var adferdin fyrir heildarorverufjolda
(sja 2.3. -a).

3.2.  Undirbaningur fisksyna til mats a Malthus maliadferdunum
Upprunaleg geedi ysuflakanna voru god, med heildardrverufjéldann um 5.420 /g (eda log

3,7/ g). Mynd 2 synir nidurstodurnar fyrir érverufreedilegt mat & flokunum pegar pau voru

geymd i lofti og loftskiptum umbudum (MAP:60% CO,/40% N,) & geymslutimanum.
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Mynd 2. Orverufreedilegt mat & floskunum geymd i lofti og loftskiptum umbGdum (TVC=
heildardrverufjoldi vid 15°C; Pseudomonas fjoldi; H2S: fjoldi H,S-myndandi 6rvera)
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3.3.  Uppsetning Malthus meeliadferdar til mats a heildarérverufjélda fiskafurda

og gerd stadalkurfu

a) Malingar a nokkrum bakteriutegundum:

Tafla 2 synir nidurstddurnar sem fengust pegar raektir af mismunandi bakteriutegundum
voru notadar til ad profa SPYE eti i Malthus tekinu og kanna hvort helstu
bakteriutegundir sem einangrast ur skemmdum fiski dsamt 6drum tegundum nadu ad
fjolga sér i pessum ati. Einnig voru hefdbundnar talningar gerdar til ad bera saman sadan

fjolda og svorunartima (detection time, DT) Malthus teekisins fyrir hverja bakteriutegund.

Svorunartiminn fyrir flestar fiskibakteriur var um 25-32 klst pegar frumumagnid var um
rumlega 1.000.000/ml, en pessi svorunartimi er hadur orverufjolda syna. Einn
bakteriuhopur (P3) 6x heaegar i SPYE &tinu og vard DT-gildi pess harra (76 Kklst.). bessi
hopur hafdi verid einangradur ar holdi skemmdra porska sem hofdu verid geymdir i lofti
vid -2°C og 10°C. bad er athyglisvert ad bakteriustofnar ar sami hépi (P4) uxu miklu
hradar og vard pa DT-gildid legri, en pessir stofnar voru einangradir ar skemmdu,
pokkudu (MAP) porskflaki.

Tafla 2. DT melingar og sadur fjoldi (LH, 15°C) fyrir nokkrar bakteriutegundir

% DT- Saadur fjoldi

Bakteriutegund DT (Klst) stadalfravik per ml

Pseudomonas | (P1) 31,5 6,2 2,85 x 10°
Pseudomonas fluorescens (Pf) 28,2 0,5 1,83 x 10°
Pseudomonas Il (P2, leegra frumumagn) 45,5 4,2 6,50 x 10°
Pseudomonas Il (P2, haerra frumumagn) 28,8 4,4 6,50 x 10°
Pseudomonas I11-1V (P3) 76,0 0 7,32 x 10°
Pseudomonas I1-1V (P4) 25,2 _ 6,10 x 10°
Shewanella putrefaciens (Sp) 25,4 75 6,91 x 10°
Photobacterium phosphoreum (P-100) 25,9 4,7 2,24 x 10°
Aeromonas-like (A) >113 3 1,83 x 10°
Vibrio alginolyticus (K1) >113 3 1,83 x 10°
Vibrio aestuarinus (K2) >113 3 6,10 x 10°
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Adrar bakteriutegundir (A, K1 og K2) uxu en hagar og vard svorunartima peirra ekki ndd
pegar melingunni var lokid (eftir 113 Klst.). bessar nidurstodur benda til pess ad vid
notkun SPYE etisins til mats & heildarérverufjolda fiskafurda verdur svorunartiminn
hadur fjolda vissara bakteriuhOpa, eins og Pseudomonas hdpa, S. putrefaciens og P.
phosphoreum. En pessir hopar eru taldir vera skemmdarvaldar fiskafurda (Gram og Huss,
1996). Einnig ma geta ad stadalfravik fyrir DT-malingarnar voru innan vid pau mork
sem Dalgaard o.fl. (1996) birtu. bessar nidurstodur syna ad SPYE &tid etti ad gefa

raunverulegt mat um heildarérverufjolda i fiskafurdum eftir geymslu/pékkunaradferdum.

b) Melingar a heildaroérverufjolda ysuflaka (geymd i lofti og gaspokkud):

Vitad er ad samsetning skemmdarorvera i fiskafurdum er hdd ymsum innri sem ytri
pattum, adallega geymsluskilyroum. Vegna pess ad forathuganir a notkun SPYE etisins
til mats a heildarorverufjélda (15°C) fiskafurda syndu ad svérunartiminn (DT) veeri hadur
fjolda vissara bakteriuhdpa, meetti blast vid ad pad pyrfti ad hafa sér stadalkdarfu fyrir
hverju geymslu/pokkunaradferd. Petta er vegna pess ad mismunandi 6rverutegundir verda
rikjandi eftir voldum geymsluskilyroum. Vid gerd stadalkdrfu (mynd 3) eftir melingar a
fisksynum kom i ljos ad svorunartiminn var styttri fyrir fisk sem var geymdur i lofti en i

MAP pegar orverufjoldinn var kominn yfir 316.000/g (log 5,5/9).

Vid loftskilyroi fékkst eftirfarandi stadalkurfa:

Log fjoldi érvera/g = (-0,1425*DT) + 9,2972 R?=0,9748

Med pessari stadalkurfu er haegt ad aztlad heildarérverufjoéldann fyrir synin sem liggja a
bilinu 1.000 til 316.000.000/g. Til ad tdlka pessa jofnu getum vid sagt ad pad taki um
37,2 Klst til ad fa svorun fyrir heildarérverufjoldann (15°C, kuldakeerar bakteriur) i
ferskum flokum med u.p.b. 10.000/g, en ekki nema 16,1 kist pegar fjéldinn hefur nad
10.000.000/g.

Fyrir gaspokkud ysuflok fékkst eftirfarandi stadalkarfa:

Log fjoldi érvera/g = (-0,1634*DT) + 9,8286 R?=0,8999

Med pessari stadalkurfu er haegt ad aztlad heildarérverufjéldann fyrir MAP synin sem
liggja & bilinu 1.0000 til 100.000.000/g. Til ad tulka pessa jofnu getum vid sagt ad pad
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taki um 35,7 kst til ad fa svorun fyrir heildarorverufjéldann (15°C) i ferskum flokum
med u.p.b. 10.000/g, en ekki nema 17,3 klst pegar fjoldinn hefur nad 10.000.000/g.

. ~_ y = -0,1425x +9,2972 v y =-0,1634x + 9,8286
! — x
\ R?=0,9748 LOFT s . R? = 0,8999 MAP

70 70 P
- e Q -
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[ [ + 3
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5 \ 5
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oo

Svérunar timi (kIst) Svorunartimi (Kist)

Mynd 3. Linulegt samband heildarérverufjolda (LH,15°C) og svérunartima (DT, Malthus-SPYE
ati) fyrir ysuflok geymd i lofti og i loftskiptum umbudum (MAP: 60% CO,/ 40% N,) vid 0-2°C

Svorunartiminn (DT), sem fékkst med SPYE &tinu fyrir flokin geymd i lofti og loftskiptum

umbudum, er gefinn i Toflu 3 asamt % fravikum. Einnig er heildarérverufjoldi aaetladur ut fra

ofangreindum stadalkdrfum, og heildardrverufjéldinn (LH eti, 15°C) syndur til samanburdar.

Tafla 3. Svorunartimi SPYE atisins og fravik pess fyrir fisk eftir geymsluadferdum

Geymslu- Geymslutimi Svorunartimi Aztladur Heildarorveru-
aoferd (dagar) (DT, klst) % DT fravik heildarfjoldi* fjoldi (log/ g)
(log/ 9) (LH)
Loft 3 38,7 33 4,29 4,05
6 231 10,7 6,93 6,46
9 22,2 2,6 8,03 7,98
14 16,0 8,7 8,47 8,60
MAP 3 374 2,3 4,28 3,62
10 20,4 1,0 6,29 6,01
14 15,9 9,4 7,49 7,44
17 16,9 6,7 6,96 6,96
20 19,0 1,4 7,13 7,13

* Fjoldi aaetladur ut fra ofangreindum stadalkdrfum
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3.4.  Uppsetning mealiadferdar til talningar & Photobacterium phosphoreum og gerd

stadalkurfu

a) Valvisi mealiadferdarinnar (selectivity) gagnvart nokkrum bakteriutegundum:

Tafla 4 synir nidurstddurnar sem fengust pegar raektir af mismunandi bakteriutegundum voru
notadar til ad kanna valvisi PPDM etisins i Malthus tekinu gagnvart mismunandi
bakteriutegundum. PPDM &tid var sérstaklega préad til ad meta fjolda Photobacterium
phosphoreum og & pess vegna ad vera valeti. Einnig voru hefébundnar talningar gerdar til ad

bera saman sadan fjolda og svorunartima (DT) Malthus tekisins fyrir hverja bakteriutegund.

Tafla 4. DT melingar og sadur fjoldi (LH, 15°C) fyrir nokkrar bakteriutegundir

% DT- Saour fjoldi
Bakteriutegund DT (klst) stadalfravik per ml
Pseudomonas | (P1) 59,4 10,6 6,91 x 10°
Pseudomonas fluorescens (Pf) 74,2 4,6 1,20 x 10°
Pseudomonas Il (P2) 52,5 16,0 1,22 x 10°
Pseudomonas Hn-1v (P3, leegra 123,8 1,3 3,09 x 10°
frumumagn)
Pseudomonas Hi-1v (P3, heerra 110,2 0,2 3,09 x 10°
frumumagn)
Pseudomonas I1-1V (P4) 97,0 79 3,60 x 10°
Shewanella putrefaciens (Sp) 29,7 8,4 2,42 x 10’
Shewanella putrefaciens (Sp) 37,8 10,5 4,09 x 10°
Shewanella putrefaciens (Sp) 457 4,0 2,42 x 10°
Photobacterium  phosphoreum  (P-100, 39,2 2,1 1,02 x 10°
leegra frumumagn)
Photobacterium  phosphoreum  (P-100, 19,8 3,8 1,02 x 10°
heerra frumumagn)
Aeromonas-like (A) >115 _ 4,98 x 10°
Vibrio alginolyticus (K1) 53,3 11,9 1,57 x 10°
Vibrio aestuarinus (K2) 48,8 3 1,85 x 10°

Svorunartiminn fyrir P. phosphoreum P-100 var ad medaltali 19,4 kist fyrir naeturreekt sem var

um milljén frumur/ml. bessi svoérunartimi var um tvisvar til 5 sinnum hradari en DT fyrir

sambeerilegan fjolda annarra fiskibakteria. En pess méa geta ad svipadur svorunartimi fékkst fyrir
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pusund sinnum minna frumumagn af P-100 (39,2 klst) en fyrir Shewanella putrefaciens (37,8
Klst) stofna. bessar nidurstédur syna annars vegar ad PPDM er gott valeti fyrir &kvordun a fjolda
P. phosphoreum pegar pessi bakteria finnst i rikjandi meli eda er i hau hlutfalli midad vid

orverufloruna (eins og til deemis i MAP fiski).

Hins vegar er hugsanlegt ad i 6drum tilfellum par sem samsetning érveruflérunnar veeri 6druvisi
geetu folsk jakvaed svor fengist. betta geeti gerst ef fjéldi P. phosphoreum yrdi meira en pusund
sinnum laegri (> 3 log munur) en fjéldi Shewanella putrefaciens. bar sem S. putrefaciens finnst i
fiski geymdum vid loftskilyrdi geeti navist pessarra bakteria truflad meelingar & slikum synum. pa
er mikilveegt ad aatla fjolda S. putrefaciens (Gt fra fjolda H,S-myndandi bakteria) til ad finna
hvort svorunartiminn samsvari fjolda H,S-myndandi bakteria. Til pess er haegt ad nota
eftirfarandi linulegt samband og bera saman aztladan fjolda S. putrefaciens (Gt fra DT med
PPDM &tid) med fjolda H,S-myndandi bakteria (& 1A &tinu):

Log fjoldi S. putrefaciens /g = (-0,1245*DT) + 11,154 R?=0,9806

Einnig er heaegt ad fa stadfest ur jakveedum PPDM sellum hvort S. putrefaciens (H,S-myndandi
bakteriur) trufli maelinguna. bad er gert med pvi ad taka syni Ur voldum PPDM sellunum pegar
svorun hefur nylega meelst, og setja pad & LH og IA skélar til ad reekta samkvaemt hefdbundinni
adferd og meta hlutfall H,S-myndandi bakteria (1A) i heildarflérunni (LH, veentalega rikjandi i

Photobacterium phosphoreum) i sellunum.

Med frekari notkun Malthus-PPDM adferdarinnar kom i ljos ad askilegt var ad geyma sellurnar i
15°C reektunarskap i 1-2 klst eftir saningu adur en peer voru settar i Malthus badid. Petta var gert
til pess ad na jafnveegi milli vokva- og gasfasanna vegna notkunar CO, i sellunum. Annars komu

stundum fram truflarnir i aflestrinum sem hoféu ahrif & talkun nidurstadna.

b) Valvisi meliadferdarinnar (selectivity) gagnvart nattarulegri 6rverufléru i fiski, einangrun P.
phosphoreum stofna Ur islensku sjavarfangi og gerd stadalkarfu fyrir P. phosphoreum:
Svorunartiminn (DT) sem féekkst med PPDM etinu fyrir flokin sem voru geymd i lofti og
loftskiptum umbddum er gefinn i Toflu 5 asamt % fravikum. Einnig var fjoldi P. phosphoreum
aztladur ut fra stadalkurfu sem verdur lyst & eftir, og heildarérverufjoldinn syndur til
samanburdar.
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Tafla 5. Svorunartimi PPDM atisins og fravik pess fyrir fisk eftir geymsluadferdum

Geymslu- Geymslutimi Svorunartimi Aatladur P. Heildardrveru-
aoferd (dagar) (DT, Klst) % DT fravik photob. fjoldi* fjoldi (log/ g)
(log/ 9) (LH)
Loft 3 38,7 33 4,42 4,05
6 23,1 10,7 6,37 6,46
9 22,2 2,6 6,49 7,98
14 16,0 8,7 1,27 8,60
MAP 3 37,4 2,3 4,58 3,62
10 20,4 1,0 6,71 6,01
14 15,9 9,4 7,29 7,44
17 16,9 6,7 7,15 6,96
20 19,0 14 6,89 7,13

* Fjoldi aeetladur Ut fra stadalkurfu : log fjoldi / ml eda g = -0,1256*DT + (8,2771 + log (pynningarfaktor))

Svorunartiminn var innan vid 39 Kkist. fyrir fjlda um 2.600/ g (eda log 3,42/g). Fravik
svorunartimans & geymslutimabilinu var frd& 1,0-10,7%. Pessi mismunur getur stafad af
breytileikanum sem myndast milli sellu vegna gasmagnsins sem leyst er i &tinu og tapast pegar
sellurnar eru opnadar fyrir saningu. Petta hefur ahrif & syrustig etisins og par af leidandi a
vaxtarhrada bakterianna og leidnimelingarnar. Mikilveegt er ad hafa &tid sem kaldast vid saningu

til ad tryggja ad minnsta kolsyra tapist og endurtekningarhafni adferdarinnar verdi géo.

pad er athyglisvert ad vaxtarhradi P. phosphoreum virtist vera svipadur fyrstu 14 daga hvort sem
fiskurinn var geymdur i lofti eda i loftskiptum umbadum (MAP), auk pess ad pessi bakteria
fannst i rikjandi mali 6had geymsluadferdunum. Aftur a maéti var hlutfall P. phosphoreum i
skemmdarflorunni haerra undir MAP (um 57%) en i lofti (um 5%). Samkvaemt talningu H,S-
myndandi bakteria er 6hugsanlegt ad pessi hopur hafi truflad meelingunni fyrir loft-fiskinn og
gefio folsk jakved svor. Einnig hefur einangrun ar jdkvedum PPDM sellum synt ad
heildardrverufjoldi i jakveedum sellum var yfir 100.000.000/ml en fjoldi H,S-myndandi bakteria
ekki nema um 100.000-1.000.000/ ml fyrir loft fiskinn (& 9. degi) en fyrir MAP-fiskinn var
heildarfjoldi i jakvedum sellum yfir 1.000.000/ml & medan fjoldi H,S-myndandi bakteria var
minni en 20.000/ml. Storar ljos branar koloniur einangradust Ur jakveedum sellum fyrir MAP-

fiskinn, en par voru um 2,4% af heildarflérunni.
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Tafla 6. Nidurstodur fyrir greiningu ar PPDM jakvaedum sellum

Einangrun ur jakveaedri PPDM sellu

MAP-fiskur Loft-fiskur
Fjoldi valdra kélonia 20 10
Fjoldi lifandi stofna 13 7
Fjoldi liklegra P. phosphoreum stofna 13 (100%) 4 (57,1%)
Fjoldi jadkveedra stofna (MALTHUS) 13 4

Til ad kanna valvisi meliadferdarinnar gagnvart nattarulegri 6rverufléru i fiski voru stofnar
einangradir Ur jakveeori sellu fyrir badar geymsluadferdir, & 9. (loft) og 20. degi (MAP)
geymslutimans. Tafla 6 synir annars vegar ad 100% (13/13) og 57,1% (4/7) stofnanna sem
einangradir voru Uur MAP- og loft-fiski voru taldir vera P. photobacterium samkvemt
hefdbundinni greiningu. Pegar liklegir P. photobacterium stofnar voru reektadir i PPDM &tinu i
Malthus tekinu fékkst jakveed svorun eins og matti buast vid. Pannig ad valvisi PPDM etisins
fyrir voxt/talningu P. phosphoreum i fisksynum er talin vera mjog go6o fyrir fisk geymdan i
loftskiptum umbudum, og naegileg fyrir fisk geymdan i lofti par sem yfir 50% einangradra stofna

voru taldir vera P. phosphoreum.

I greininni peirra Dalgaard og fl. (1996) er stadalkurfan fyrir P. phosphoreum stofna (kokkteil)

eftirfarandi:
Log fjoldi P. phosphoreum /ml = (-0,175*DT) + (8,37 + log (pynningarfaktor))
R*=0,981

pegar danski stofninn P-100 var rektadur vid okkar adstaedur, p.e.lagt hitastig (5°C), fengust tveer
stadalkurvur eftir pvi hvort frumurnar voru i vaxtarfasa (p.e. rekt um log 6,5/ ml) eda i
kyrrstodufasa (p.e. reekt um log 9/ ml). Mynd 4 synir ad fyrir sama svorunartima (DT < 46 klst.)
verdur aztladur fjoldi P. phosphoreum herri pegar midad er vid frumur sem eru i
kyrrstddufasanum. Pessi mismunur synir ad lifedlisfreedilegt astand stofnanna hefur ahrif & gerd
stadalkurfunnar. Pess ma geta ad svipud hallatala (0,180) hefur fengist fyrir P-100 stofninn i
kyrrstooufasanum og fyrir karfu Dalgaard og fl. (1996) (0,175), en P. phosphoreum
“kokkteillinn” sem peir notadu hafdi verid rektadur vid 15°C og hugsanlega einnig i

kyrrstodufasanum. Hins vegar er skurdpunkturinn fyrir P-100 stofninn reektadan vio okkar
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adstedur heerri en sa fyrir danska kokkteilinn (9,68 vs. 8,37). betta pydir ad fyrir sama fjolda
fruma var svorunartimi danska kokkteilsins styttri en fyrir P-100 i mealingunum hér. betta getur
stafad af mismunum milli tilraunastofna (t.d. innri og ytri astedum Malthus adferdarinnar) og

reektunarskilyroum sem notud voru til ad forreekta danska kokkteilinn (15°C).
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Mynd 4. Stadalkurfur fyrir Photobacterium phosphoreum P-100 i vaxtar- og

kyrrstodufasa
Stadalkurfan fyrir islenska P. phosphoreum stofna (mynd 5) var fengin med pvi ad raekta
vid lagt hitastig (5°C i 2 daga) prja stofna sem voru einangradir ur MAP-fiski. Petta var

gert til pess ad likja eftir lifedlisfreedilegu astandi vaxandi stofna i fisksynum.

Log fjoldi P. phosphoreum/ g = (-0,1256*DT) + (8,2771 + log (pynningarfaktor))
R*=0,9749
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Mynd 5. Linulegt samband fjolda islenskra P. phosphoreum stofna og svorunartimans
(PPDM, Malthus)

Eins og fyrir karfu P-100 stofnsins i vaxtarfasanum er pessi stadalkirfa med laegri

hallatélu, en haerri skurdpunkt. Pessi munur getur verid vegna minna pols islenskra stofna

gagnvart kolsyru og pess vegna haegari vaxtar i PPDM sellunum (sem sagt lengri

svorunartimi midad vido akvedinn fjolda). Med pessari stadalkdrfu er heaegt ad atlad
fjolda P. phosphoreum i ferskum fiski & bilinu 20 frumur til 126.000.000/g (DT = 63,5

nidur i 9,4 kist). Til ad tulka pessa jofnu getum vid sagt ad vid svorunartima um 34,1 Klst

verdur fjoldi P. phosphoreum um 100.000/g.

3.5.  Uppsetning mealiadferdar til talningar & Pseudomonas tegundum og gerd

stadalkurfu

a) Valvisi mealiadferdarinnar (selectivity) gagnvart nokkrum bakteriutegundum:

Tafla 7 synir nidurstédurnar sem fengust pegar reektir af mismunandi bakteriutegundum

voru notadar til ad kanna valvisi SPYE-CFC atisins i Malthus teekinu gagnvart

mismunandi bakteriutegundum.

20



Tafla 7. DT melingar og sadur fjéldi (LH, 15°C) fyrir nokkrar bakteriutegundir

% DT- Séaour fjoldi
Bakteriutegund DT (kist.) stadalfravik (fjoldi/mil)
Pseudomonas | (P1) 32,9 37 5,49 x 10°
Pseudomonas fluorescens (Pf) 33,8 2,1 5,49 x 10°
Pseudomonas Il (P2, leegra frumumagn) 73,9 3,2 4,27 x 10°
Pseudomonas Il (P2, heerra frumumagn) 51,4 0,6 4,27 x 10°
Pseudomonas I1-1V (P3) > 203 _ 6,10 x 10°
Pseudomonas Il1-1V (P4) > 203 _ 7,93 x 10°
Shewanella putrefaciens (Sp) > 203 _ 1,28 x 10°
Photobacterium phosphoreum (P-100) > 203 _ 2,44 x 10°
Aeromonas-like (A) > 203 _ 1,02 x 10°
Vibrio alginolyticus (K1) > 203 _ 2,03x10°
Vibrio aestuarinus (K2) > 203 _ 1,42 x 10°

SPYE-CFC @tio & ad vera serheeft til talningar & Pseudomonas tegundum. Einnig voru
hefdbundnar talningar gerdar (LH eti, 15°C) til ad bera saman fjolda og svorunartima
(DT) Malthus teekisins fyrir hverja bakteriutegund. Svorun fékkst eingdngu fyrir
Pseudomonas tegundir ar hépnum | og Il. Svorunartiminn fyrir hép | var styttri (33-34
kist) en fyrir hop Il (51 Kklst) vid samberilegan fjolda. Voxtur allra hinna
bakteriutegundanna var greinilega hindradur. Pseudomonas hopur I11-1V nédi ekki ad
vaxa i pessu ati, en vitad er ad pessi hopur finnst ekki i rikjandi maeli i skemmdum fiski

sem er geymdur i lofti (Einarsson o.fl., 1996).

pessar nidurstodur syna ad valvisi SPYE-CFC etisins er mikil og mun svorunartiminn
gefa til kynna fjolda Pseudomonas | og/eda Il hopa, en hlutfall pessara hopa mun ekki
vera augljost. Pseudomonas-CFC &ti (Oxoid) var notad til ad kanna voxt mismunandi
bakteriutegunda & sérhaefou eti (reektun vid 15°C og 22°C i 3 daga). Vitad var ad
Shewanella putrefaciens vex ekki & pessu sérhafda ti og var pad stadfest vid 15°C og
22°C eftir 3 daga raektun. Aftir & moti kom i 1jos ad nokkrir stofnar P. phosphoreum uxu
vid 15°C en ekki vid 22°C. bess vegna var rektunin hofé vid 22°C vid talningu &

Pseudomonas tegundum i fiski.
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b) Malingar & fjolda Pseudomonas tegunda i ysuflokum (geymd i lofti og gaspokkud):
Svoérunartiminn (DT) sem fékkst med SPYE-CFC &tinu fyrir flokin sem voru geymd i
lofti og loftskiptum umbudum er gefinn i T6flu 8. Einnig var fjéldi Pseudomonas tegunda

fenginn med hefdbunda saningu & CFC ti.

Tafla 8. Svorunartimi SPYE-CFC atisins og fravik pess fyrir fisk eftir geymsluadferéum

Geymslu- Geymslutimi Svorunartimi Aztladur Pseudomonas
aoferd (dagar) (DT, klst) % DT fravik Pseudomonas fjoldi (log/ g)
fjoldi (log/ g)* (CFC)
Loft 3 59,7 1,8 311 3,26
6 48,9 2,2 5,77 5,42
9 44,6 0,0 6,83 7,15
14 39,8 0,3 8,00 8,36
MAP 3 63,0 2,1 2,96 2,76
10 42,1 1,0 4,61 4,42
14 39,7 1,7 4,80 4,81
17 42,6 50 4,57 4,67
20 39,3 37 4,83 4,79

* Fjoldi atladur fyrir fisk (loft) Gt fra stadalkarfu: log fjoldi/g = -0,246*DT + 17,799; en fyrir MAP-
fiskinn at fra stadalkarfu: log fjoldi/g = -0,0789*DT + 7,9291

Eins og getid var &dur er samsetning skemmdardrvera i fiskafurdum had ymsum innri
sem ytri pattum, adallega geymsluskilyrdum. Til demis er vitad ad vOxtur Pseudomonas
tegunda, sérstaklega hopa I-11, fer hratt vid loftskilyrdi en verdur hindradur i surefnisskert
umhverfi. Hins vegar hefur komid i ljos ad Pseudomonas tegundir ur hépum I11-1V na ad
fjolga sér i loftskiptu umhverfi (Einarsson o.fl., 1996). Vegna pess ad forathuganir &
notkun SPYE-CFC atisins til mats & fjolda Pseudomonas tegunda syndu ad einungis
Pseudomonas tegundir ar hépum I-1l nd ad vaxa i pessum eti, en ekki stofnarnir ar
hopnum 11-1V, er fyrirsjaanlegt ad rangt mat geeti fengist vid notkun SPYE-CFC til
akvorounar & fjolda Pseudomonas tegunda i MAP-fiski. Edlilega hefur samsetning

gasbléndunnar einnig ahrif & itkomunni. Stadalkdrfa var gerd fyrir hverju geymsluadferd.
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Vid loftskilyradi fékkst eftirfarandi stadalkdrfu:

Log fjoldi 6rvera/g = (-0,246*DT) + 17,799 R?=0,9637

Med pessari stadalkurfu er haegt ad axtlad Pseudomonas fjéldann fyrir synin sem liggja a
bilinu 200 til 22.900.000/g. Til ad tulka pessa jofnu getum vid sagt ad pad taki um 56,1
Klst til ad fa svorun um fjolda Pseudomonas tegunda i ferskum flokum med u.p.b.
10.000/g, en ekki nema 39,8 klst pegar fjéldinn hefur ndd 10.000.000/g.

Fyrir gaspokkud ysuflok fékkst eftirfarandi stadalkdrfa:

Log fjoldi drvera/g = (-0,0789*DT) + 7,9291 R?=0,9631

Med pessari stadalkurfu er einungis haegt ad aztlad Pseudomonas fjéldann fyrir MAP
(60%CO, / 40% N,) synin sem liggja a bilinu 470 til 65.000/g. Til ad tulka pessa jofnu
getum vid sagt ad pad taki um 62,5 klst til ad f& svérun um fjélda Pseudomonas tegunda i
ferskum flokum med u.p.b. 1.000/g, en ekki nema 40,9 klist pegar fjoldinn hefur nad
50.000/g.

Stadalfravik svorunartimans fyrir meelingu a fjélda Pseudomonas tegunda var & bilinu O-
2% fyrir loft-fiskinn, en 1-5% fyrir MAP-fiskinn (tafla 8). Minni fravik fengust med
bessari adferd i samanburdi vid adferdina til mats & fjolda P. phosphoreum. Skyringin er
vaentalega su ad audveldara er ad stadla pessa SPYE-CFC adferd par sem engin kolsyra

er notud auk pess ad mjog takmaorkud érveruflora neer ad vaxa i a&tinu.

3.6.  Endurtekningarhafni maliadferdanna (repeatability)

Tafla 9 synir fravikin (% af svorunartimanum) sem fengust vid malingar &:

= fj6lda Pseudomonas tegunda med SPYE-CFC etinu i hreinraekt (P2) og i MAP-fiski

= fjélda Photobacterium phosphoreum med PPDM etinu i hreinraekt (P-100)
= heildarorverufjolda i MAP-fiski med SPYE &tinu.
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Tafla 9. Endurtekningarhaefni (% stadalfravik) maliadferdanna

% DT- Meldur fjoldi*
Tegund malingar /zeti (bakteriur, syni) DT (kist.) stadalfravik (fjoldi/ml eda g)
Pseudomonas fjéldi / SPYE-CFC 73,9 3,2 4,27 x 10°
(P2, leegra frumumagn)
Pseudomonas fjéldi / SPYE-CFC 51,4 0,6 427 x 10°
(P2, heerra frumumagn)
P. phosphoreum fjéldi / PPDM 39,2 2,1 1,02 x 10°
(P-100, lzegra frumumagn)
P. phosphoreum fjéldi / PPDM 19,8 38 1,02 x 10°
(P-100, heerra frumumagn)
Heildardrverufjoldi / SPYE (MAP-fiskur) 17,8 6,1 9,15 x 10°
Pseudomonas fjoldi / SPYE-CFC 42,6 5,0 4,68 x 10*

(MAP-fiskur)

* Meeldur fjoldi med hefdbundinni adfero

Endurtekningarhafnin var & bilinu 0,6 til 6,1% fyrir pessar 3 mismunandi adferdir. petta
er i samraemi vid gildin (2,9-7,3%) sem Dalgaard o.fl. (1996) birtu fyrir PPDM &tid, en
betri endurtekningarhaefni (1,9-3,3%) fékkst vid melingu & E. coli i skelfiski med
leidnitaekni vid 44°C (Dupont o.fl., 1994). pad er hugsanlegt ad laegra hitastig (15°C) og
par af leidandi lengri svorunartimi geti valdid pessum breytileika. Einnig getur
upphaflegur fjoldi bakteria haft ahrif & endurtekningarhaefni meliadferdanna, t.d. fékkst
herra stadalfravik vid legri fjélda Pseudomonas (SPYE-CFC). Adrir peettir, eins og
magn og syrustig etis i sellunum, geta einnig haft ahrif & nidurstédum. Petta er
sérstaklega mikilvaegt fyrir PPDM tid par sem kolsyra er leyst i &tinu og veldur laeekkun
a syrustigi. Skipulégd og endurtakanleg vinnubrégd eru pvi naudsynleg vio melingu &
fjolda P. phosphoreum.

3.7.  Hittni maeliadferdanna (accuracy)

Tafla 10 synir fravikin sem fengust med hefdbundnum og Malthus maliadferdum til
akvordunar & heildardrverufjolda og Pseudomonas fjolda. Svipad og undir lid 3.6 var

endurtekningarhaefnin & bilinu 0,8 til 6,1% fyrir pessar 2 mismunandi Malthus adferdir.
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Fravikin sem fengust fyrir hefébundnar adferdir voru lag, eins og matti buast vid, sem
sagt & bilinu 0,2 til 2,1%.

Tafla 10. Stadalfravik & melingum fiskssyna med hefébundnum (LH og CFC) og
Malthus (SPYE og SPYE-CFC) meliadferdum

Fjoldi skv. Stadalfravik
Malthus- % DT- hefébundinni hefdbundnar
Tegund melingar / ati DT (kiIst) stadalfravik meelingu adferdarinnar
(logyo fjoldi/g) (%)
TVC*/ SPYE (Loft-fiskur, laegri fjoldi) 35,1 42 4,05 1,0
TVC / SPYE (Loft-fiskur, harri fjoldi) 6,8 0,8 8,59 0,2
Pseudomonas fjoldi / SPYE-CFC 59,7 1,8 3,26 0,5
(Loft-fiskur, leegri fjoldi)
Pseudomonas fjoldi / SPYE-CFC 39,8 0,3 8,36 0,5
(Loft-fiskur, heerri fjoldi)
TVC/SPYE 34,0 24 3,62 2,1
(MAP-fiskur, leegri fjoldi)
TVC/SPYE 17,8 6,1 6,96 1,0
(MAP-fiskur, heerri fjéldi)
Pseudomonas fjoldi / SPYE-CFC 63,0 2,0 2,76 15
(MAP-fiskur, laegri fjoldi)
Pseudomonas fjoldi / SPYE-CFC 42,6 5,0 4,67 0,4

(MAP-fiskur, heerri fjoldi)

* TVC : heildarorverufjoldi

Tafla 11 synir Gtreiknadan (dztladan) fjolda samkvemt Malthus melingum i samanburdi
vid hefdbundnar melingar. Fravik Malthus adferdanna eru gefin sem jakvaed eda
neikvaed gildi (log/ g) eftir pvi hvort aatladi fjoldinn var harri eda leegri en raunverulegur
fjoldi. Fyrir heildartalningaradferdina (SPYE) voru fravikin heerri snemma &
geymslutimanum. betta pydir ad asetladur fjoldi var herri og petta geeti stafad af
samsetningu grunndrveruflorunnar og mikilvaegi sumra érverutegunda sem sidan minnkar
vid geymslu pegar hlutfall annarra tegunda fer vaxandi. Aftur a méti voru fravikin fyrir

mat & Pseudomonas fjoldanum frekar litil, sem bendir til sérhaefni pess &tis (SPYE-CFC).
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Tafla 11. Samanburdur & hefébundnum (LH og CFC) og Malthus (SPYE og SPYE-CFC)

maliadferdoum

Geymslu  Geymslu  Aaxtladur  Maldur Fravik Aztladur Meldur Fravik
aodferd timi heildar- heildar- Malthus Pseud. Pseud. Malthus
notusd (dagar) fjoldi fjoldi SPYE fjoldi fjoldi SPYE-CFC
fyrir (log/g)  (log/lg)  adferdar (log/ g) (log/g) ~ @dferdar
ysuflok (SPYE) (LH) (log/g)  (SPYE-CFC)  (CFC) (log/ 9)

Loft 3 4,29 4,05 0,24 3,11 3,26 -0,15
6 6,93 6,46 0,47 5,77 5,42 0,35
9 8,03 7,98 0,05 6,83 7,15 -0,32
14 8,47 8,60 -0,12 8,00 8,36 -0,36
MAP 3 4,28 3,62 0,66 2,96 2,76 0,20
10 6,29 6,01 0,28 4,61 4,42 0,19
14 7,49 7,44 0,05 4,80 481 -0,01
17 6,96 6,96 0 4,57 4,67 -0,10
20 7,13 7,13 0 4,83 4,79 0,04

4. ALYKTANIR

proun hradvirkra meliadferda er naudsynleg pvi hun getur verid pydingarmikil fyrir
fiskframleidendur sem purfa ad meta geedi hraefnisins. pekking & skemmdarferli fersks
fisks og samsetningu skemmdarflérunnar er grunnur fyrir frekari préun hradvirkra
adferda. Uppsetning og profun Malthus leidniadferda til talningar a heildarérverufjolda
auk fjolda Pseudomonas tegunda og P. phosphoreum hefur verid gerd eins og kynnt i
bessari skyrslu. Fersk ysa var geymd til akvedins tima, badi i lofti og loftskiptum
umbudum, og hefobundnar sem hradvirkar melingar framkvemdar & medan geymslan
staa til pess ad safna gognum til stadalkarfugerdar. Svorun bakterianna i SPYE &tinu var
mismunandi eftir attkvislum/tegundum, sem getur leitt til mikilla fravika vid mat a
heildarorverufjolda i fiskafurbum med mismunandi Orverusamsetningu. Pess vegna er
talid naudsynlegt ad endurmeta stadalkurfuna sem er gefin upp i skyrslunni fyrir hverja
fiskafurd fyrir sig. Martinsdottir o.fl. (2002) baru saman hefébundnar og hradvirkar
meelingar i ferskum porskflokum geymdum i lofti og loftskiptum umbudum og komumst

af pvi ad stadalkdrfan hentadi vel fiskinum geymdum i lofti & medan laegri heildarfjéldi
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fékkst fyrir MAP-fiskinn seint & geymslutimanum med hradvirkari adferdinni. begar
frosin porskflok hofou verid pidd og geymd vid keligeymslu fékkst miklu legri
heildartalningar med Malthus adferdinni og pvi hentudu ekki stadalkurfurnar proadar
fyrir ferskan fisk.

Samanburdur & hefébundinni talningaradferd & Pseudomonas tegundum og notkun
SPYE-CFC atisins (Malthus), sem er mjog sérhaft, hefur leitt i 1jés hversu areidanleg su
Malthus adferdin er. Sérhafdar talningar a P. phosphoreum eru mégulegar med Malthus-
PPDM @tid, en stoolud adferd er talin naudsynleg til ad na fram sem mestu
endurtekningarhafni. En ekki er haegt ad treysta algjorlega & einangrun og talningu P.
phosphoreum med Malthus-PPDM adferdinni vegna pess ad sumar bakteriur virdast geta
truflad aflestrinum og leitt til falskra jakveedra nidurstadna. Petta getur gerst i 6drum
fiskafurdum par sem P. phosphoreum er ekki til stadar (eda i lagmarki) og grunnfléran
ner ad vaxa heegt. petta hefur til demis komid fram vid rannsoknir & piddum
borskflokum. Pess vegna er mikilvaegt ad skoda vel l16gun svorunarkdrfunnar i Malthus
teekinu, pvi P. phosphoreum hefur mjog typiska svérun. Einnig er naudsynlegt ad
stadfesta vidveru P. phosphoreum ur jakveedri PPDM sellu eftir raektun/svoérun vid
upphaf hverrar tilraunar. Miklar framfarir hafa nadst med uppsetningu pessarar Malthus-
PPDM adferdar til talningar & P. phosphoreum i fiski. Pad er naudsynlegt ad geta notad
slika teekni hér & landi til pess ad meta mikilveegi pessarar bakteriu i islenskum fiski.
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VIDAUKI A: GREININGARPROF NOTUD TIL AKVORDUNAR A BAKTERIU
PHOTOBACTERIUM PHOSPHOREUM

Photobacterium og Vibrio spp.: G-, gerjandi (Marine OF test), nem fyrir 0/129
vibriostatic efni, (oxidase - eda +)
1. Notkun D-mannitol (0,2%) eda B-hydroxybutyrate (0,1%0)
Photobacterium (-, -) vs. Vibrio (+,+)
Notad eru sterilir sérstakir bakkar (microtiter plates). 200 ul "minimal medium” (BS+GA
lausnir daudhreinsadar sér) med viokomandi efnid (D-mannitol (0,2%) eda f-
hydroxybutyrate (0,1%)) er pipettad i holurnar. Tveggja daga reekt (15°C i super marine
&ti) er pynnt (log 8-9 nidur i log 4-5) og 20 ul (log3-4) sett Gt i 200 ul @tid (geyma
bakkann & is @ medan saningin stendur). Kontrol holur eru med 20 ul MRD i stad pess ad
hafa reekt. Raekta vid 15°C i 2 vikur (i plastpoka). Lesa af (590 nm) vikulega i Multiskan
teeki. PP-100 (DK) er notad til viomidunar. Svar um 0,5 ABS gildi > en PP gildi er (+)
svar, annars (-).
Efnid: 1 ml B-hydroxybutyrate steril lausn (1g/ 5ml) i 20 ml BS-GA lausn (0,1%)

1 ml D-mannitol steril lausn (2g/ 5ml) i 20 ml BS-GA lausn (0,2%)

Minimal medium (MM) (Ringg et al. 1984; Myers and Nealson, 1988)
BS (Basic substrate): 500 ml deionised water

NacCl :10.00 g NaHCOj3 (A2454) :0.168 g
MgCl,, 6H,0 (A1901) :7.20¢ CaCly, 2 H,0 (A1459) : 1.00 ¢
KClI :1.00g (NH4)2S0,4 (A1055) :1.189 g
Tris-HCL (Sigma T-3253): 8.00 g
Stock solution A :1.00 ml
Mineral salt solution :1.00 ml

pH stillt 47,5

Stock solution A: leyst i 10 ml; 1 ml sett ut i 500 ml BS

HsPO, :0.29 H3BOs; :0.035¢ Titriplex (Na,-EDTA): 0.25g

GA (gerextrakt og amindsyrur): 500 ml deionised water
L-glutamate (Sigma G-1251): 0.020 g (D2010)
DL-aspartic acid (Sigma A-4409): 0.020 ¢
L-arginine,HCL (Merck 1543):  0.020 g (D2003)
DL-serine (Sigma S-4500): 0.040 g (D2026)
Yeast extract: 0.20 g
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Mineral salt lausn (**):
NiCl, 6 H,O :1.20 g/l CoCl, 6 H,O :0.25 g/l
FeCl; 6 H,O (A1751): 0.50 g/l CuSO, 5 H,0 (A1602): 0.25 g/l

ZnSO,4 7 H,0 (A2905): 0.50 g/l H,Mo0O, :0.17 g/l
MnSO,4 H,0 (A1951) :0.38 g/l
Deionised water 1000 ml

H,SO,4 notad (nokkrir dropar) til ad leysa betur

Heimildir: Myers, C.R. and Nealson, K.H. (1988) Bacterial manganese resuction and growth with
manganese oxide as the sole electron acceptor. Science, 240, 1319-1321.

Ringg, E., Stenberg, E. and Strem, A. R. (1984) Amino acid and lactate catabolism in trimethyl oxide
respiration of Alteromonas putrefaciens NCMB 1735. Applied and Environmental Microbiology, 47, 1084-
1089.

2. Til ad greina milli P. phosphoreum og P. leiognathi eda P. angustum
a. Notkun pyruvate (0,2%) eda acetate (0,2%): Pp (-,-); hin (+,+)

1 ml pyruvate steril lausn (2g/ 5ml) i 20 ml BS-GA lausn (0,2%)

1 ml acetate steril lausn (2g/ 5ml) i 20 ml BS-GA lausn (0,2%)

Notkun bakka og saning eins og lyst fyrir ofan.

b. Gas myndun fra D-glukosa: Pp (+); hin (-)

Heimild: Bergey's, bls. 542
Basal medium + YE+D-glukdsi + agar (i einum litra)

6.1 g Tris-HCI (pH 7.5) 1.0 g NH4CI

0.075 g K;HPO4*3H,0 0.028 g FeSO,*7H,0

5.0 g yeast extract 2.0 g agar

10.0 g D-glukosi
1/2 ASW eda [11.7 g NaCl + 12.3 gMgSO4*7H,0 0.75 g KCI + 1.45 g CaCl,*2H,0]
[N.B.: salts dissolved separately, then combined]
Hitad vel til ad leysa agarinn, deelt i 10-ml portion, daudhreinsad (121°C, 15 min), kelt,
&tid stungid med raekt (stab inoculated). Glosin kald (30 min) adur en "agar plug" eru
hellt i peim.
Agar plug: 5 ml 2% (w/v) agar (41°C)
Reektad vid 15°C i 7 daga. VOxtur (turbidity) + gasmyndun = + svar

SUPERMARINE BROTH
Marine broth supplemented (per litre) with:

v' 10 g Lab-Lemco; 5 g Bacto-peptone; 2 g yeast extract.
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