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Framstallning av bakteriesuspensioner for att sakerstalla att
odlingsmedier fungerar (SkimMilk)

Princip

De bakteriesuspensioner som avses i arbetsbeskrivningen ar blandningar av fettfri
(skummad) mjélk och en bakterieodling med ett faststallt antal bakterier. Dessa kan bland
annat anvandas till kvantitativ kvalitetssakring av odlingsmedier eller till valideringstester
(en noggrant faststalld bakterietillsats).

Vid framstallning av suspensioner odlas bakteriestammen forst direkt fran frysroret
(referensstammens "stock”) och ympas i icke-selektiv anrikningsbuljong. Bakteriehalten i
den odlade anrikningen bestdms med hjalp av en spadningsserie och plattodling medan
anrikningen vantar i kylskapstemperatur.

Da det ar klart vilken utspadningsniva och volym som ska ympas i mjolk for att géra
suspensionen, gors en ny spadningsserie av anrikningen som foérvarats i kylskap.
Spadningsseriens sista spadning (6nskad halt i mjolkroret) gors i fettfri mjolk.

Mjolksuspensionen pipetteras i frysror och forvaras i -80 °C. Mjélkampuller som framstallts
pa detta satt forblir i allmanhet stabila i ett ar, beroende pa bakteriearten (Schijven et al.
1994).

Den beskrivna metoden lampar sig inte som sadan for forvaring av vissa bakteriearter som
ar kansliga for nedfrysning, sdsom Campylobacter och Clostridium. | denna
arbetsbeskrivning ges separata anvisningar om framstallning och nedfrysning av
campylobactersuspensioner.

2. Arbetssiakerhet

Vid arbete i ett mikrobiologiskt laboratorium iakttas verksamhetsbeskrivning
LAB 223.

Dessutom iakttas verksamhetsbeskrivning LAB 741 vid framstallning av suspensioner fran
STEC-stammar.
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3. Utrustning och redskap

1) Mikrobiologisk basutrustning

2) Frys-80°C

3) Kylskap 4 +2°C

4) Varmeskap25°C+1°C,30°C+1°C,37°C%1°C, 44 °C +1 °C beroende pa
bakteriens tillvaxtkrav

5) DiluShaker

4. Medier och reagenser

1) Blodagar eller TSA-agar

2) TSB-, BHI- eller BPW-buljong (beroende pa bakteriens tillvaxtkrav kan den ocksa
ersattas med en annan icke-selektiv anrikningsbuljong, t.ex. BRULIE for
campylobacter)

3) 9 ml peptonsaltlésning (PEPSU) eller 9 ml Dilucup

4) Fettfri (skummad) mjélk (Skim milk) 20 %) (Skim milk I6sning, 20 %) 50/100 ml

5) 2,0 ml frysror

5. Utforande

Anvisningen nedan lampar sig for de flesta mikrobstammar. Framstallningen av
campylobactersuspensioner beskrivs under punkt 6 i denna arbetsbeskrivning.

Dag 0

1. Gor en renodling pa en blodplatta eller TSA av nedfryst "stock” och inkubera i en temperatur
som ar lampad fér stammen i enlighet med metodbeskrivningen i 18-24 h. De odlade plattorna
far endast anvandas till framstallning av bakteriesuspensioner.

Dag 1

2. Ympa en bakteriekoloni med 1 pl 6gla i 10 ml icke-selektiv anrikningsbuljong (TSB, BHI eller
BPW) och inkubera som ovan. Beroende pa bakteriens tillvaxtkrav kan den ocksa ersattas med
en annan icke-selektiv anrikningsbuljong, t.ex. BRULIE fér campylobacter (punkt 6).

Dag 2

3. Gor en spadningsserie av buljongen till -8 (eller enligt bakteriens kanda tillvaxt) och odla 0,1 ml
av de tre storsta utspadningarna i foljd, da antalet pa plattorna motsvarar utspadningarna -7, -8
och -9. Odla utspadningarna pé tva parallella plattor (TSA/blodagar). Férvara buljongodlingen i 4
* 2 °C tills odlingsresultatet ar klart.

Inkubera i enlighet med metodbeskrivningen vid en temperatur som ar Iamplig foér stammen i 24
eller 48 h beroende pa bakterien.
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Dag 3

1. Faststall halten pa anrikningsbuljongen utgaende fran plattorna som gjorts med
spadningsserien.

2. Utgaende fran det erhallna resultatet faststélls en Iamplig spadning med vilken en
mjolksuspension av dnskad styrka kan framstallas av anrikningsbuljongen.

- Teststammar for produktivitetstestning av medier: 60—100 cfu/0,1 ml

- Kvalitativ testning av medierna samt testning av mediernas selektivitet och specificitet:
10* cfu/0,1 ml

Andelen anrikning som tillsatts far vara hégst 10 % av mjolksuspensionens totala volym.

Pa blankett LAB 7497 finns en berakningstabell for berékning av [dmplig spadning och volym.
Fyll i blanketten och skriv ut den till en arbetsbok och ett dokument.

4. Framstall mjolksuspensionen.
Gor en ny spadningsserie av anrikningsbuljongen och tillsatt en Iamplig volym av ovan
faststallda utspadning. Volymen som pipetteras kan avrundas nerat till ndrmaste 10 yl. Om det
ar kant att stammen utdkas under kylférvaring (till exempel Listeria monocytogenes, Yersinia
pseudotuberculosis), kan volymen avrundas nerat till narmaste 100 pl. Anteckna andringarna pa
blankett LAB 7497.

5. Blanda val och dela upp mjélksuspensionen som ska frysas i frysror i partier om 1,5 ml. Blanda
suspensionerna allt emellanat under pipetteringen.

6. Pipettera pa TSA/blodagar for att faststalla suspensionens koncentration.
- Produktivitetstestning (60—100 cfu/0,1 ml): odla 0,1 ml av suspensionen pa fyra parallella plattor.

- Starka suspensioner (10* cfu/0,1 ml): framstall en spadningsserie till 10* av suspensionen. Odla
-2, -3 och -4 100 pl av utspadningarna pa tva parallella plattor (platta -3, -4, -5).

Inkubera liksom ovan (dag 2).

7. Frys omedelbart till -80 "C. Suspensionen ska frysas senast inom 2 h efter att den pabdrjades,
och om det blir avbrott i arbetet ska den férvaras i kylskapstemperatur.
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Rakna plattorna som odlats med den framstallda bakteriesuspensionen.

Rakning av resultat

Produktivitetstestning (60—-100 cfu/0,1 ml): medelvarde av fyra plattor

Starka suspensioner (10 cfu/0,1 ml):rakna suspensionens koncentration enligt
verksamhetsbeskrivning LAB 703. Observera att enheten for det raknade resultatet ar cfu/1 ml.
Andra resultatet till koncentrationen cfu/100 ul genom att dividera resultatet med 10.

Anteckna mjolksuspensionens verkliga koncentration i arbetsdokumenten och i férteckningen
over mikrobsuspensioner for odlingsmedietestning som forvaltas pa server.

Nar du behdver en mikrobsuspension, tina upp den i rumstemperatur i hégst 30 minuter.
Alternativt kan du tina upp suspensionen dver natten i kylskap eller till exempel i varmeskap i +
37 °C i hogst 30 minuter.

Starka suspensioner som anvands for kvalitativ testning kan efter upptiningen férvaras i
kylskap och samma rér kan anvandas under arbetsveckan. Suspensioner for andra andamal ska
tinas upp fére anvandningen pa samma satt som ovan.

6. Framstallning av campylobactersuspensioner

Dag 1

Dag 2

Dag 3

Ympa en bakteriekoloni i 10 ml brusellabuljong (BRULIE). Inkubera i 24 timmar i 37 °C under
mikroaerobiska foérhallanden.

Pipettera 0,1 ml buljongodling i 30 ml BHI-buljong. Tillsatt i blandningen 3 ml steril glycerol (till
halten 10 %). Frysa blandningen i partier om 1,5 ml till -80 °C. Antalet campylobacter i
blandningen minskar avsevart i samband med nedfrysningen. Darfor ska koncentrationen av
blandningen faststéllas férst i den nedfrysta suspensionen.

Tina upp tva ror. Gor en spadningsserie av bada roren till 10 och odla alla utspadningar pa tva
parallella blodplattor for att faststalla odlingens koncentration. Den férvantade koncentrationen ar
cirka 102103 cfu/100 pl.

Utifran resultaten valjs en utspadningsniva for att spada ut suspensionen sa att koncentrationen
blir 50—-100 cfu /100 pl. Anteckna utspadningsanvisningen i de arbetsbdcker dar
campylobactersuspensioner behdvs.

Koncentrationen av den nedfrysta blandningen forblir oférandrad i minst sex manader.
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8. Andringar sedan foregaende version

o 11.9.2018 Omnamnandet om ELMO-registrering av suspensioner raderades.

o 11.9.2018 Anvandningsandamalen fér suspensioner preciserades och koncentrationen
for kvalitativ testning och selektivitets- och specificitetstestning av medier andrades fran
105 cfu/0,1 ml till 10* cfu/0,1 ml.

11.9.2018 Anvisning for framstalining av campylobactersuspensioner lades till.
11.9.2018 Anvisningen for framstallning av suspensioner preciserades.

15.11.2018 Anvisningens namn preciserades.

15.11.2018 Anvisningen for rakning av koncentrationer preciserades.

15.11.2018 Anvisningen for framstallning av campylobactersuspensioner preciserades.
15.11.2018 Sma korrigeringar i sprakdrakten.

4.11.2021 Mojlighet att forvara starka suspensioner for kvalitativ testning i kylskap och
anvanda samma ror under arbetsveckan lades till.

O O O O O O O

14.12.2018 Sidhuvudet uppdaterades enligt organisationsférandringen (1.1.2019). Teknisk
uppdatering.
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