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i i

Preface

T h i s  S t a n d a r d  w a s  p r e p a r e d  b y t h e  S t a n d a r d s  A u s t r a l i a  C o m m i t t e e  F T- 0 3 5 ,  F o o d  M i c r o b i o l o g y.

T h e  o b j e c t i ve  o f t h i s  d o c u m e n t i s  t o  s p e c i fy a  h o r i z o n t a l  m e t h o d  fo r  t h e  d e t e c t i o n  o f e n t e r o p a t h o g e n i c  
Vib rio  s p p . ,  w h i c h  c a u s e s  h u m a n  i l l n e s s  i n  o r  v i a  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t .  T h e  s p e c i e s  d e t e c t a b l e  b y t h e  
m e t h o d s  s p e c i f i e d  i n c l u d e  Vib rio  p a ra h a e m o ly tic u s ,  Vib rio  ch o le ra e  a n d  Vib rio  v u ln ific u s .

I t i s  a p p l i c a b l e  t o  t h e  fo l l o w i n g :

(a)  P r o d u c t s  i n t e n d e d  fo r  h u m a n  c o n s u m p t i o n  a n d  t h e  fe e d i n g  o f a n i m a l s .

( b)  E n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  i n  t h e  a r e a  o f fo o d  p r o d u c t i o n  a n d  fo o d  h a n d l i n g .

T h i s  m e t h o d  m a y n o t b e  a p p r o p r i a t e  i n  e ve r y d e t a i l  fo r  c e r t a i n  p r o d u c t s  (s e e  i n t r o d u c t i o n) .

T h e  Wo r l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n  ( W H O )  h a s  i d e n t i f i e d  t h a t V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  ch o le ra e  a n d  V.  
v u ln ific u s  a r e  t h e  m a j o r  fo o d - b o r n e  Vib rio  s p p .  H o we ve r,  t h e  m e t h o d  i n  t h i s  d o c u m e n t c a n  a l s o  b e  
a p p r o p r i a t e  fo r  t h e  i d e n t i fi c a t i o n  of o t h e r  Vib rio  s p p .  c a u s i n g  i l l n e s s  i n  h u m a n s .

T h i s  d o c u m e n t i s  a n  a d o p t i o n  w i t h  n a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n s ,  a n d  h a s  b e e n  r e p r o d u c e d  fr o m  
I S O  2 1 8 7 2 -1 : 2 0 1 7,  Mic ro b io lo g y o f th e  fo o d ch a in  —  Ho ri zo n ta l m e th o d fo r th e  de te rm in a tio n  o f Vib rio  s p p .  
—  Pa rt 1 :  D e te c tio n  o f p o te n tia lly e n te ro p a th o g e n ic Vib rio  p a ra h a e m o ly tic u s ,  Vib rio  ch o le ra e  a n d Vib rio  
v u ln ific u s .  T h e  m o d i f i c a t i o n s  a r e  a d d i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  a n d  a r e  s e t o u t i n  A p p e n d i x  Z Z ,  w h i c h  h a s  
b e e n  a d d e d  a t t h e  e n d  o f t h e  s o u r c e  t e x t .

A p p e n d i x  Z Z  l i s t s  t h e  v a r i a t i o n s  t o  I S O  2 1 8 7 2 -1 : 2 0 1 7  fo r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f t h i s  d o c u m e n t i n  A u s t r a l i a .

A s  t h i s  d o c u m e n t h a s  b e e n  r e p r o d u c e d  fr o m  a n  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d ,  a  fu l l  p o i n t s u b s t i t u t e s  fo r  a  
c o m m a  w h e n  r e fe r r i n g  t o  a  d e c i m a l  m a r ke r.

A u s t r a l i a n  o r  A u s t r a l i a n / N e w  Z e a l a n d  S t a n d a r d s  t h a t a r e  i d e n t i c a l  a d o p t i o n s  o f i n t e r n a t i o n a l  
n o r m a t i ve  r e fe r e n c e s  m a y b e  u s e d  i n t e r c h a n g e a b l y.  R e fe r  t o  t h e  o n l i n e  c a t a l o g u e  fo r  i n fo r m a t i o n  o n  
s p e c i fi c  S t a n d a r d s .

T h e  t e r m s  “ n o r m a t i ve ”  a n d  “ i nfo r m a t i ve ”  a r e  u s e d  i n  S t a n d a r d s  t o  d e fi n e  t h e  a p p l i c a t i o n  of t h e  
a p p e n d i c e s  o r  a n n e x e s  t o  w h i c h  t h e y a p p l y.  A  “ n o r m a t i ve ”  a p p e n d i x  o r  a n n e x  i s  a n  i n t e g r a l  p a r t o f a  
S t a n d a r d ,  w h e r e a s  a n  “ i n fo r m a t i ve ”  a p p e n d i x  o r  a n n e x  i s  o n l y fo r  i n fo r m a t i o n  a n d  g u i d a n c e .
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Foreword

I S O  (t h e  I n t e r n a t i o n a l  O r g a n i z a t i o n  fo r  S t a n d a r d i z a t i o n)  i s  a  wo r l d w i d e  fe d e r a t i o n  o f n a t i o n a l  s t a n d a r d s  
b o d i e s  ( I S O  m e m b e r  b o d i e s) .  T h e  wo r k o f p r e p a r i n g  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d s  i s  n o r m a l l y c a r r i e d  o u t 
t h r o u g h  I S O  t e c h n i c a l  c o m m i t t e e s .  E a c h  m e m b e r  b o d y i n t e r e s t e d  i n  a  s u b j e c t fo r  w h i c h  a  t e c h n i c a l  
c o m m i t t e e  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  h a s  t h e  r i g h t t o  b e  r e p r e s e n t e d  o n  t h a t c o m m i t t e e .  I n t e r n a t i o n a l  
o r g a n i z a t i o n s ,  g o ve r n m e n t a l  a n d  n o n - g o ve r n m e n t a l ,  i n  l i a i s o n  w i t h  I S O ,  a l s o  t a ke  p a r t i n  t h e  wo r k .  
I S O  c o l l a b o r a t e s  c l o s e l y w i t h  t h e  I n t e r n a t i o n a l  E l e c t r o t e c h n i c a l  C o m m i s s i o n  ( I E C )  o n  a l l  m a t t e r s  o f 
e l e c t r o t e c h n i c a l  s t a n d a r d i z a t i o n .

T h e  p r o c e d u r e s  u s e d  t o  d e ve l o p  t h i s  d o c u m e n t a n d  t h o s e  i n t e n d e d  fo r  i t s  fu r t h e r  m a i n t e n a n c e  a r e  
d e s c r i b e d  i n  t h e  I S O/ I E C  D i r e c t i ve s ,  P a r t 1 .  I n  p a r t i c u l a r  t h e  d iffe r e n t a p p r o v a l  c r i t e r i a  n e e d e d  fo r  t h e  
d i ffe r e n t t y p e s  o f I S O  d o c u m e n t s  s h o u l d  b e  n o t e d .  T h i s  d o c u m e n t w a s  d r a ft e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  
e d i t o r i a l  r u l e s  of t h e  I S O/ I E C  D i r e c t i ve s ,  P a r t 2  (s e e  w w w . i s o  . o r g / d i r e c t i ve s) .

A t t e n t i o n  i s  d r a w n  t o  t h e  p o s s i b i l i t y t h a t s o m e  o f t h e  e l e m e n t s  o f t h i s  d o c u m e n t m a y b e  t h e  s u b j e c t o f 
p a t e n t r i g h t s .  I S O  s h a l l  n o t b e  h e l d  r e s p o n s i b l e  fo r  i d e n t ify i n g  a n y o r  a l l  s u c h  p a t e n t r i g h t s .  D e t a i l s  of 
a n y p a t e n t r i g h t s  i d e n t i f i e d  d u r i n g  t h e  d e ve l o p m e n t of t h e  d o c u m e n t w i l l  b e  i n  t h e  I n t r o d u c t i o n  a n d /o r  
o n  t h e  I S O  l i s t o f p a t e n t d e c l a r a t i o n s  r e c e i ve d  (s e e  w w w . i s o  . o r g /  p a t e n t s) .

A n y t r a d e  n a m e  u s e d  i n  t h i s  d o c u m e n t i s  i n fo r m a t i o n  g i ve n  fo r  t h e  c o n ve n i e n c e  o f u s e r s  a n d  d o e s  n o t 
c o n s t i t u t e  a n  e n d o r s e m e n t .

F o r  a n  e x p l a n a t i o n  o n  t h e  m e a n i n g  of I S O  s p e c i f i c  t e r m s  a n d  e x p r e s s i o n s  r e l a t e d  t o  c o nfo r m i t y 
a s s e s s m e n t ,  a s  we l l  a s  i n fo r m a t i o n  a b o u t I S O ' s  a d h e r e n c e  t o  t h e  Wo r l d  Tr a d e  O r g a n i z a t i o n  ( W T O )  
p r i n c i p l e s  i n  t h e  Te c h n i c a l  B a r r i e r s  t o  Tr a d e  ( T B T )  s e e  t h e  fo l l o w i n g  U R L :  w w w . i s o  . o r g /  i s o /  fo r e wo r d  
. h t m l .

T h i s  d o c u m e n t w a s  p r e p a r e d  b y t h e  E u r o p e a n  C o m m i t t e e  fo r  S t a n d a r d i z a t i o n  (C E N )  Te c h n i c a l  
C o m m i t t e e  C E N / T C  2 7 5 ,  Fo o d a n a lys i s —  Ho ri zo n ta l m e th o ds ,  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  I S O  Te c h n i c a l  
C o m m i t t e e  T C  3 4 ,  Fo o d p ro du c ts ,  S u b c o m m i t t e e  S C  9 ,  Mic ro b io lo g y,  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  a g r e e m e n t 
o n  t e c h n i c a l  c o o p e r a t i o n  b e t we e n  I S O  a n d  C E N  ( V i e n n a  A g r e e m e n t) .

T h i s  f i r s t e d i t i o n  c a n c e l s  a n d  r e p l a c e s  I S O/ T S  2 1 8 7 2 -1 : 2 0 0 7,  w h i c h  h a s  b e e n  t e c h n i c a l l y r e v i s e d .  I t a l s o  
i n c o r p o r a t e s  I S O/ T S  2 1 8 7 2 -1 : 2 0 0 7/C o r. 1 : 2 0 0 8 .

T h e  m a i n  c h a n g e s  a r e  a s  fo l l o w s :

—  i n t r o d u c t i o n  of o p t i o n a l  m o l e c u l a r  i d e n t i fi c a t i o n  m e t h o d s  fo r  m a j o r  fo o d  b o r n e  Vib rio  
s p p .  ( V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  i n c l u d i n g  p o t e n t i a l l y e n t e r o p a t h o g e n i c  s t r a i n s ,  V.  v u ln ific u s  a n d  
V.  ch o le ra e) ;

—  p e r fo r m a n c e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f t h e  m e t h o d  h a ve  b e e n  a d d e d  i n  A n n e x  E .

A  l i s t o f a l l  p a r t s  i n  t h e  I S O  2 1 8 7 2  s e r i e s  c a n  b e  fo u n d  o n  t h e  I S O  we b s i t e .
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Introduction

B e c a u s e  of t h e  l a r g e  v a r i e t y of fo o d  a n d  fe e d  p r o d u c t s ,  t h e  h o r i z o n t a l  m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  t h i s  
d o c u m e n t m a y n o t b e  a p p r o p r i a t e  i n  e ve r y d e t a i l  fo r  c e r t a i n  p r o d u c t s .  I n  t h i s  c a s e ,  d i ffe r e n t m e t h o d s ,  
w h i c h  a r e  s p e c i fi c  t o  t h e s e  p r o d u c t s  m a y b e  u s e d  if a b s o l u t e l y n e c e s s a r y fo r  j u s t i fi e d  t e c h n i c a l  r e a s o n s .  
N e ve r t h e l e s s ,  e ve r y a t t e m p t w i l l  b e  m a d e  t o  a p p l y t h i s  h o r i z o n t a l  m e t h o d  a s  fa r  a s  p o s s i b l e .

T h e  m a i n  c h a n g e s ,  l i s t e d  i n  t h e  fo r e wo r d ,  i n t r o d u c e d  i n  t h i s  d o c u m e n t c o m p a r e d  t o  I S O/ T S  2 1 8 7 2 -
1 : 2 0 0 7  a r e  c o n s i d e r e d  a s  m a j o r  (s e e  I S O  1 74 6 8 ) .

W h e n  t h i s  d o c u m e n t i s  n e x t r e v i e we d ,  a c c o u n t w i l l  b e  t a ke n  o f a l l  i n fo r m a t i o n  t h e n  a v a i l a b l e  r e g a r d i n g  
t h e  e x t e n t t o  w h i c h  t h i s  h o r i z o n t a l  m e t h o d  h a s  b e e n  fo l l o we d  a n d  t h e  r e a s o n s  fo r  d e v i a t i o n s  fr o m  t h i s  
m e t h o d  i n  t h e  c a s e  o f p a r t i c u l a r  p r o d u c t s .

T h e  h a r m o n i z a t i o n  o f t e s t m e t h o d s  c a n n o t b e  i m m e d i a t e  a n d ,  fo r  c e r t a i n  g r o u p s  o f p r o d u c t s ,  
I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d s  a n d /o r  n a t i o n a l  s t a n d a r d s  m a y a l r e a d y e x i s t t h a t d o  n o t c o m p l y w i t h  t h i s  
h o r i z o n t a l  m e t h o d .  I t i s  h o p e d  t h a t w h e n  s u c h  s t a n d a r d s  a r e  r e v i e we d  t h e y w i l l  b e  c h a n g e d  t o  c o m p l y 
w i t h  t h i s  d o c u m e n t s o  t h a t e ve n t u a l l y t h e  o n l y r e m a i n i n g  d e p a r t u r e s  fr o m  t h i s  h o r i z o n t a l  m e t h o d  w i l l  
b e  t h o s e  n e c e s s a r y fo r  we l l - e s t a b l i s h e d  t e c h n i c a l  r e a s o n s .
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Au s t ra l i a n  S t a n d a r d ®

Fo o d  m i c ro b i o l o g y

M e t h o d  1 8 . 1 :  M i c ro b i o l o g y  o f t h e  fo o d  c h a i n  — H o r i z o n t a l  m e t h o d  fo r  th e  

d e te r m i n a t i o n  o f Vi b r i o  s p p .  — D e t e c t i o n  o f p o t e n t i a l l y  e n t e r o p a t h o g e n i c  

Vi b r i o  p a ra h a e m o l y t i c u s ,  Vi b r i o  c h o l e ra e  a n d  Vi b r i o  v u l n i f c u s  ( I S O  

2 1 8 7 2 - 1 : 2 0 1 7,  M O D )

WA R N I N G  —  I n  o r d e r  t o  s a fe g u a r d  t h e  h e a l t h  o f l a b o r a t o r y p e r s o n n e l ,  i t i s  e s s e n t i a l  t h a t 
t e s t s  fo r  d e t e c t i o n  o f Vib rio  s p p . ,  a n d  p a r t i c u l a r l y t o x i g e n i c  Vib rio  ch o le ra e ,  b e  c o n d u c t e d  
o n l y i n  l a b o r a to r i e s  e q u i p p e d  fo r  t h i s  p u r p o s e  a n d  u n d e r  t h e  s u p e r v i s i o n  o f a n  e x p e r i e n c e d  
m i c r o b i o l o g i s t ,  a n d  t h a t g r e a t c a r e  i s  e x e r c i s e d  i n  t h e  d i s p o s a l  o f c o n t a m i n a t e d  m a t e r i a l .

1   S c o p e

T h i s  d o c u m e n t s p e c i fi e s  a  h o r i z o n t a l  m e t h o d  fo r  t h e  d e t e c t i o n  of e n t e r o p a t h o g e n i c  Vib rio  s p p . ,  w h i c h  
c a u s e s  h u m a n  i l l n e s s  i n  o r  v i a  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t .  T h e  s p e c i e s  d e t e c t a b l e  b y t h e  m e t h o d s  s p e c i f i e d  
i n c l u d e  Vib rio  p a ra h a e m o ly tic u s ,  Vib rio  ch o le ra e  a n d  Vib rio  v u ln ific u s .

I t i s  a p p l i c a b l e  t o  t h e  fo l l o w i n g :

—  p r o d u c t s  i n t e n d e d  fo r  h u m a n  c o n s u m p t i o n  a n d  t h e  fe e d i n g  o f a n i m a l s ;

—  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  i n  t h e  a r e a  o f fo o d  p r o d u c t i o n  a n d  fo o d  h a n d l i n g .

N O T E  1   T h i s  m e t h o d  m a y  n o t b e  a p p r o p r i a t e  i n  e ve r y  d e t a i l  fo r  c e r t a i n  p r o d u c t s  (s e e  I n t r o d u c t i o n) .

N O T E  2   T h e  Wo r l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n  ( W H O )  h a s  i d e n t i f i e d  t h a t V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  c h o le ra e  a n d  V.  
v u ln ific u s a r e  t h e  m a j o r  fo o d - b o r n e  Vib rio  s p p .  H o we ve r,  t h e  m e t h o d  i n  t h i s  d o c u m e n t c a n  a l s o  b e  a p p r o p r i a t e  fo r  
t h e  i d e n t i f i c a t i o n  of o t h e r  Vib rio  s p p .  c a u s i n g  i l l n e s s  i n  h u m a n s . [ 1 ]

2   N o r m a ti ve  re fe re n c e s

T h e  fo l l o w i n g  d o c u m e n t s  a r e  r e fe r r e d  t o  i n  t h e  t e x t i n  s u c h  a  w a y t h a t s o m e  o r  a l l  o f t h e i r  c o n t e n t 
c o n s t i t u t e s  r e q u i r e m e n t s  of t h i s  d o c u m e n t .  F o r  d a t e d  r efe r e n c e s ,  o n l y t h e  e d i t i o n  c i t e d  a p p l i e s .  F o r  
u n d a t e d  r e fe r e n c e s ,  t h e  l a t e s t e d i t i o n  o f t h e  r e fe r e n c e d  d o c u m e n t ( i n c l u d i n g  a n y a m e n d m e n t s)  a p p l i e s .

I S O  6 8 8 7-1 : 2 0 1 7,  Mic ro b io lo g y o f th e  fo o d ch a in  —  Pre p a ra tio n  o f te s t s a m p le s ,  in itia l s u s p e n s io n  a n d 
de c im a l dilu tio n s fo r m ic ro b io lo g ic a l e xa m in a tio n  —  Pa rt 1 :  G e n e ra l ru le s fo r th e  p re p a ra tio n  o f th e  in itia l 
s u s p e n s io n  a n d de c im a l dilu tio n s

I S O  6 8 8 7- 3 ,  Mic ro b io lo g y o f th e  fo o d ch a in  —  Pre p a ra tio n  o f te s t s a m p le s ,  in itia l s u s p e n s io n  a n d 
de c im a l dilu tio n s fo r m ic ro b io lo g ic a l e xa m in a tio n  —  Pa rt 3 :  Sp e c ific ru le s fo r th e  p re p a ra tio n  of fi sh  a n d 
fi sh e r y p ro du c ts

I S O  7 2 1 8 ,  Mic ro b io lo g y o f fo o d a n d a n im a l fe e din g  s tu ffs —  G e n e ra l re q u ire m e n ts a n d g u ida n c e  fo r 
m ic ro b io lo g ic a l e xa m in a tio n s

I S O  1 1 1 3 3 ,  Mic ro b io lo g y o f fo o d,  a n im a l fe e d a n d wa te r —  Pre p a ra tio n ,  p ro du c tio n ,  s to ra g e  a n d 
p e rfo rm a n c e  te s tin g  o f c u ltu re  m e dia

I S O  2 2 1 1 8 ,  Mic ro b io lo g y o f fo o d a n d a n im a l fe e din g  s tu ffs —  Po lym e ra s e  ch a in  re a c tio n  (PCR)  fo r th e  
de te c tio n  a n d q u a n tific a tio n  of fo o d- b o rn e  p a th o g e n s —  Pe rfo rm a n c e  ch a ra c te ri s tic s

I S O  2 2 1 1 9 ,  Mic ro b io lo g y of fo o d a n d a n im a l fe e din g  s tuffs —  R e a l- tim e  p o ly m e ra se  ch a in  re a c tio n  (PCR)  fo r 
th e  de te c tio n  of fo o d- b o rn e  p a th o g e n s —  G e n e ra l re q u ire m e n ts  a n d de fin itio n s
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I S O  2 2 1 74 ,  Mic ro b io lo g y o f fo o d a n d a n im a l fe e din g  s tu ffs  —  Po lym e ra s e  ch a in  re a c tio n  (PCR)  fo r th e  
de te c tio n  of fo o d- b o rn e  p a th o g e n s —  G e n e ra l re q u ire m e n ts a n d de fin itio n s

3   Te r m s  a n d  d efi n i ti o n s

F o r  t h e  p u r p o s e s  of t h i s  d o c u m e n t ,  t h e  fo l l o w i n g  t e r m s  a n d  d e f i n i t i o n s  a p p l y.

I S O  a n d  I E C  m a i n t a i n  t e r m i n o l o g i c a l  d a t a b a s e s  fo r  u s e  i n  s t a n d a r d i z a t i o n  a t t h e  fo l l o w i n g  a d d r e s s e s :

—  I E C  E l e c t r o p e d i a :  a v a i l a b l e  a t h t t p : //  w w w . e l e c t r o p e d i a  . o r g /  

—  I S O  O n l i n e  b r o w s i n g  p l a t fo r m :  a v a i l a b l e  a t h t t p : //  w w w . i s o  . o r g / o b p

3 . 1
p o t e n t i a l l y e n t e r o p a t h o g e n i c  Vibrio  s p p .
m i c r o o r g a n i s m  w h i c h  fo r m s  t y p i c a l  c o l o n i e s  o n  s o l i d  s e l e c t i ve  m e d i a  a n d  w h i c h  p o s s e s s e s  t h e  d e s c r i b e d  
b i o c h e m i c a l  o r  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s t i c s  w h e n  t h e  t e s t i s  p e r fo r m e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h i s  d o c u m e n t

N o t e  1  t o  e n t r y :  T h i s  d o c u m e n t d e s c r i b e s  s p e c i f i c  p r o c e d u r e s  fo r  V.  p a ra h a e m o l y tic u s ,  V.  c h o le ra e  a n d  V.  v u ln ific u s .

3 . 2
d e t e c t i o n  o f p o t e n t i a l l y e n t e r o p a t h o g e n i c  Vibrio  s p p .
d e t e r m i n a t i o n  o f t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f p o t e n t i a l l y e n t e r o p a t h o g e n i c  Vib rio  s p p .  ( 3 . 1 )  
(V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  ch o le ra e  a n d  V.  v u ln ific u s)  i n  a  d e t e r m i n e d  q u a n t i t y of p r o d u c t ,  w h e n  t h e  t e s t i s  
p e r fo r m e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h i s  d o c u m e n t

4   P r i n c i p l e

4 . 1   G e n e ra l

T h e  d e t e c t i o n  o f p o t e n t i a l l y e n t e r o p a t h o g e n i c  Vib rio  s p p .  (V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  ch o le ra e  a n d  
V.  v u ln ific u s)  r e q u i r e s  fo u r  s u c c e s s i ve  p h a s e s ,  a s  s h o w n  i n  t h e  p r o c e d u r e  d i a g r a m  i n  A n n e x  A .

R e c o ve r y o f c e r t a i n  Vib rio  s p p .  fr o m  fo o d s t u ffs  m a y b e  i m p r o ve d  b y t h e  u s e  o f d i ffe r e n t i n c u b a t i o n  
t e m p e r a t u r e s  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  t a r g e t s p e c i e s  o r  s t a t e  o f t h e  fo o d  m a t r i x .  F o r  e x a m p l e ,  r e c o ve r y o f 
V.  p a ra h a e m o ly tic u s  a n d  V.  ch o le ra e  i n  fr e s h  p r o d u c t s  i s  e n h a n c e d  b y e n r i c h m e n t a t 41 , 5  ° C  w h e r e a s  
fo r  V.  v u ln ific u s ,  a n d  fo r  V.  p a ra h a e m o ly tic u s  a n d  V.  ch o le ra e  i n  d e e p  fr o z e n  (< −1 8  ° C ) , [ 2 ]  d r i e d  o r  s a l t e d  

p r o d u c t s ,  r e c o ve r y i s  e n h a n c e d  b y e n r i c h m e n t a t 3 7  ° C .  I f d e t e c t i o n  o f V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  ch o le ra e  
a n d  V.  v u ln ific u s  i s  r e q u i r e d ,  a l l  s p e c i f i e d  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e s  s h o u l d  b e  u s e d .  If d e t e c t i o n  of 
V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  ch o le ra e  a n d  V.  v u ln ific u s  t o g e t h e r  i s  n o t r e q u i r e d ,  t h e  s p e c i fi c  p r o c e d u r e (s)  m a y 
b e  s e l e c t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  s p e c i e s  b e i n g  s o u g h t .  S u c h  a  s e l e c t i o n  s h o u l d  b e  c l e a r l y s p e c i f i e d  i n  t h e  t e s t 
r e p o r t .

N O T E   V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  c h o le ra e  a n d  V.  v u ln ific u s  m a y  b e  p r e s e n t i n  s m a l l  n u m b e r s  a n d  a r e  o ft e n  
a c c o m p a n i e d  b y  a  m u c h  l a r g e r  n u m b e r  o f o t h e r  m i c r o o r g a n i s m s  b e l o n g i n g  t o  t h e  Vib rio n a c e a e  fa m i l y  o r  t o  o t h e r  
fa m i l i e s .

4 . 2   P r i m a r y e n r i c h m e n t i n  a  l i q u i d  s e l e c ti ve  m e d i u m

I n o c u l a t i o n  o f t h e  t e s t p o r t i o n  i n  t h e  p r i m a r y e n r i c h m e n t m e d i u m  a l k a l i n e  s a l i n e  p e p t o n e  w a t e r  
(A S P W )  ( 5 . 1 )  a t a m b i e n t t e m p e r a t u r e ,  fo l l o we d  b y i n c u b a t i o n  a t 41 , 5  ° C   fo r  6  h   a n d /o r  3 7  ° C  fo r  6  h .

T h e  i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  d e t e r m i n e d  b y t h e  t a r g e t s p e c i e s  a n d  fo o d  p r o d u c t s t a t e .

F o r  d e t e c t i o n  o f a l l  t a r g e t s p e c i e s  i n  d e e p  fr o z e n ,  d r i e d  o r  s a l t e d  p r o d u c t s ,  p r i m a r y e n r i c h m e n t s h o u l d  
b e  a t 3 7  ° C .

F o r  d e t e c t i o n  o f V.  v u ln ific u s  i n  a l l  p r o d u c t s ,  p r i m a r y e n r i c h m e n t s h o u l d  b e  a t 3 7  ° C .
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F o r  d e t e c t i o n  o f V.  p a ra h a e m o ly tic u s  a n d /o r  V.  ch o le ra e  o n l y,  i n  fr e s h  p r o d u c t s ,  p r i m a r y e n r i c h m e n t 
s h o u l d  b e  a t 41 , 5  ° C .

4 . 3   S e c o n d a r y e n r i c h m e n t i n  a  l i q u i d  s e l e c ti ve  m e d i u m

I n o c u l a t i o n  o f t h e  s e c o n d  e n r i c h m e n t m e d i u m  (A S P W )  w i t h  t h e  c u l t u r e s  o b t a i n e d  i n  4 . 2 .

I n c u b a t i o n  o f i n o c u l a t e d  e n r i c h m e n t m e d i u m  a t 41 , 5  ° C  fo r  1 8  h  a n d /o r  3 7  ° C  fo r  1 8  h .

F o r  d e t e c t i o n  o f V.  v u ln ific u s  i n  a l l  p r o d u c t s ,  s e c o n d a r y e n r i c h m e n t s h o u l d  b e  a t 3 7  ° C .

F o r  d e t e c t i o n  o f V.  p a ra h a e m o ly tic u s  a n d /o r  V.  ch o le ra e  o n l y,  i n  a l l  p r o d u c t s ,  s e c o n d a r y e n r i c h m e n t 
s h o u l d  b e  a t 41 , 5  ° C .

4 . 4   I s o l a ti o n  a n d  i d e n tifi c a ti o n

F r o m  t h e  c u l t u r e s  o b t a i n e d  i n  4 . 2  a n d  i n  4 . 3 ,  i n o c u l a t i o n  o f t wo  s o l i d  s e l e c t i ve  m e d i a :

—  t h i o s u lfa t e  c i t r a t e  b i l e  a n d  s u c r o s e  a g a r  ( T C B S )  m e d i u m  ( 5 . 2 . 1 ) ;

—  a n o t h e r  a p p r o p r i a t e  s o l i d  s e l e c t i ve  m e d i u m  ( l e ft t o  t h e  c h o i c e  o f t h e  l a b o r a t o r y) ,  s u c h  a s  
c h r o m o g e n i c  a g a r,  c o m p l e m e n t a r y t o  t h e  T C B S  m e d i u m  ( 5 . 2 . 2 ) .

I n c u b a t i o n  of t h e  T C B S  m e d i u m  a t 3 7  ° C ,  t h e n  e x a m i n a t i o n  aft e r  2 4  h .  I n c u b a t i o n  of t h e  s e c o n d  s e l e c t i ve  
m e d i u m  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u fa c t u r e r ’s  r e c o m m e n d a t i o n s .

4 . 5   C o nfi r m a ti o n

P r e s u m p t i ve  c o l o n i e s  o f V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  ch o le ra e  a n d  V.  v u ln ific u s  i s o l a t e d  i n  4 . 4  a r e  s u b c u l t u r e d  
a n d  c o n fi r m e d  b y m e a n s  of a p p r o p r i a t e  b i o c h e m i c a l  a n d /o r  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R)  t e s t s .

B i o c h e m i c a l  a n d /o r  P C R  c o n fi r m a t i o n  of i s o l a t e s  m a y b e  u s e d  fo r  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n ,  h o we ve r,  
r e l i a b l e  d e t e c t i o n  o f e n t e r o p a t h o g e n i c  V.  p a ra h a e m o ly tic u s  a s  d e t e r m i n e d  b y p r e s e n c e  o f t h e  d i r e c t 
t h e r m o s t a b l e  h a e m o l y s i n  (tdh )  a n d /o r  d i r e c t r e l a t e d  h a e m o l y s i n  (trh )  g e n e s  c a n  o n l y b e  c a r r i e d  o u t 
u s i n g  P C R  t e s t s .

I t h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t b y s c r e e n i n g  A S P W b r o t h s  u s i n g  c o n ve n t i o n a l  P C R ,  t h e  a b s e n c e  o f 
a m p l i fi c a t i o n  of Vp - to xR  c a n  i n d i c a t e  n o  d e t e c t i o n  o f V.  p a ra h a e m o ly tic u s . [ 3 ]  To  r e d u c e  t h e  a m o u n t 

o f d o w n s t r e a m  t e s t i n g  a n d ,  i f s h o w n  t o  b e  r e l i a b l e  b y t h e  u s e r  l a b o r a t o r y,  s c r e e n i n g  o f i n c u b a t e d  
e n r i c h m e n t b r o t h s  m a y b e  u s e d .  T h i s  a p p r o a c h  i s  o n l y r e c o m m e n d e d  a ft e r  s e c o n d a r y e n r i c h m e n t a n d  
d o e s  n o t a p p l y t o  m o l e c u l a r  t a r g e t s  fo r  o t h e r  Vib rio  s p p .

N O T E  1   Va l i d a t i o n  d a t a  g e n e r a t e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  of t h i s  d o c u m e n t d e m o n s t r a t e d  t h a t P C R b a s e d  
i d e n t i f i c a t i o n  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  c o n ve n t i o n a l  P C R fo r  V.  p a ra h a e m o l y tic u s ,  V.  v u ln ific u s a n d  V.  c h o le ra e  o r  r e a l -
t i m e  P C R  fo r  V.  p a ra h a e m o l y tic u s  a n d  V.  v u ln ific u s .  T h e  P C R  m e t h o d s  u s e d  i n  t h e  d e ve l o p m e n t o f t h i s  d o c u m e n t 
a r e  g i ve n  i n  A n n e x e s  C  a n d  D .

N O T E  2   Va l i d a t i o n  d a t a  fo r  s c r e e n i n g  of s e c o n d a r y  e n r i c h m e n t b r o t h s  fo r  a m p l i f i c a t i o n  of Vp - to x R  we r e  n o t 
g e n e r a t e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f t h i s  d o c u m e n t .

5   C u l tu r e  m e d i a  a n d  r e a g e n ts

F o r  g e n e r a l  l a b o r a t o r y p r a c t i c e ,  r e fe r  t o  I S O  7 2 1 8 .

F o r  c l a r i t y o f t h e  t e x t ,  d e t a i l s  o f t h e  c o m p o s i t i o n  o f c u l t u r e  m e d i a  a n d  r e a g e n t s  a n d  t h e i r  p r e p a r a t i o n  
a r e  d e s c r i b e d  i n  A n n e x  B .

F o r  p e r fo r m a n c e  t e s t i n g  o f c u l t u r e  m e d i a ,  r e fe r  t o  I S O  1 1 1 3 3 .

N O T E   P r i m e r s ,  p r o b e s  a n d  P C R  r u n n i n g  c o n d i t i o n s  u s e d  i n  t h e  d e ve l o p m e n t of t h i s  d o c u m e n t a r e  g i ve n  i n  
A n n e x e s  C  a n d  D .
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5 . 1   E n r i c h m e n t m e d i u m :  a l ka l i n e  s a l i n e  p e p to n e  wa te r  ( A S P W)

A s  s p e c i fi e d  i n  B . 1 .

5 . 2   S o l i d  s e l e c ti ve  i s o l a ti o n  m e d i a

5 . 2 . 1   F i r s t m e d i u m :  th i o s u l p h a te ,  c i tra te ,  b i l e  a n d  s u c r o s e  a ga r  m e d i u m  ( T C B S )

A s  s p e c i fi e d  i n  B . 2 .  S e e  Ta b l e  1  fo r  p e r fo r m a n c e  t e s t i n g  d a t a .

T a b l e  1  —  P e r fo r m a n c e  t e s t i n g  o f t h i o s u l p h a t e ,  c i t r a t e ,  b i l e  a n d  s u c r o s e  a g a r  m e d i u m  ( T C B S )

Function I n c u b a t i o n C o n t r o l  s t r a i n s W D C M  a M e t h o d  o f 
c o n t r o l

C r i t e r i a  e C h a r a c t e r i s t i c   
r e a c t i o n s

P r o d u c t i v i t y 3 7  ° C  ±  1  ° C  fo r  
2 4  h  ±  3  h

Vib rio  p a ra h a e m o ly tic u s 0 0 1 8 5  b Q u a l i t a t i ve G o o d  
g r o w t h  
( 2 )

G r e e n  c o l o n i e s  
(s u c r o s e  n e g a t i ve)

3 7  ° C  ±  1  ° C  fo r  
2 4  h  ±  3  h

Vib rio  fu rn i s s ii 0 0 1 8 6  b Q u a l i t a t i ve G o o d  
g r o w t h  
( 2 )

Ye l l o w  c o l o n i e s  
(s u c r o s e  p o s i t i v e)

S e l e c t i v i t y 3 7  ° C  ±  1  ° C  fo r  
2 4  h  ±  3  h

Es c h e ric h ia  c o li c  d 0 0 0 1 2 ,  
0 0 0 1 3  o r  
0 0 0 9 0

Q u a l i t a t i ve To t a l   
i n h i b i t i o n   
(0 )

—

a  Wo r l d  D a t a  C e n t r e  fo r  M i c r o o r g a n i s m s  ( W D C M )  s t r a i n  c a t a l o g u e  a v a i l a b l e  a t h t t p : //  r e fs  . wd c m  . o r g

b  S t r a i n  t o  b e  u s e d  a s  a  m i n i m u m  (s e e  I S O  1 1 1 3 3 ) .

c  S o m e  n a t i o n a l  r e s t r i c t i o n s  a n d  d i r e c t i o n s  m a y  r e q u i r e  t h e  u s e  of a  d iffe r e n t E .  c o li  s e r o v a r.  M a k e  r e fe r e n c e  
t o  n a t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  r e l a t i n g  t o  t h e  c h o i c e  of E .  c o li s e r o v a r s .

d  S t r a i n  fr e e  o f c h o i c e ;  o n e  o f t h e  s t r a i n s  s h a l l  b e  u s e d  a s  a  m i n i m u m  (s e e  I S O  1 1 1 3 3 ) .

e  G r o w t h  i s  c a t e g o r i z e d  a s  0 :  n o  g r o w t h ,  1 :  we a k g r o w t h  ( p a r t i a l  i n h i b i t i o n) ,  a n d  2 :  g o o d  g r o w t h  (s e e  
I S O  1 1 1 3 3 ) .

5 . 2 . 2   S e c o n d  m e d i u m

T h e  s e l e c t i o n  o f t h e  s e c o n d  m e d i u m  i s  l e ft t o  t h e  c h o i c e  o f t h e  t e s t l a b o r a t o r y.  P r e p a r a t i o n  o f t h e  m e d i u m  
s h o u l d  b e  s t r i c t l y a c c o r d i n g  t o  t h e  m a n u fa c t u r e r ’s  i n s t r u c t i o n s .

5 . 3   S a l i n e  n u tr i e n t a ga r  ( S N A )

A s  s p e c i fi e d  i n  B . 3 .

5 . 4   Re a g e n t fo r  d e te c ti o n  o f o x i d a s e

A s  s p e c i fi e d  i n  B . 4 .

5 . 5   B i o c h e m i c a l  te s ts

5 . 5 . 1   L - l ys i n e  d e c a r b o x yl a s e  s a l i n e  m e d i u m  ( L D C )

A s  s p e c i fi e d  i n  B . 5 .

5 . 5 . 2   A r g i n i n e  d i hyd ro l a s e  s a l i n e  m e d i u m  ( A D H )

A s  s p e c i fi e d  i n  B . 6 .
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5 . 5 . 3   Re a g e n t fo r  d e te c ti o n  o f β - ga l a c to s i d a s e

A s  s p e c i f i e d  i n  B . 7.

5 . 5 . 4   S a l i n e  m e d i u m  fo r  d e te c ti o n  o f i n d o l e

A s  s p e c i f i e d  i n  B . 8 .

5 . 5 . 5   S a l i n e  p e p to n e  wa te r s

A s  s p e c i f i e d  i n  B . 9 .

5 . 5 . 6   S o d i u m  c h l o r i d e  s o l u ti o n

A s  s p e c i f i e d  i n  B . 1 0 .

5 . 6   P C R

5 . 6 . 1   Tr i s  a c e ta te  E D TA  b u ffe r  ( TA E )  ( o r  a  b u ffe r  a l l o w i n g  s i m i l a r  p e r fo r m a n c e  fo r  th e  p u r p o s e )

A s  s p e c i f i e d  i n  B . 1 1 .

5 . 6 . 2   M a s te r m i x

R e a g e n t s  s h a l l  b e  a d d e d  i n  q u a n t i t i e s  a s  s p e c i fi e d  b y t h e  m a n ufa c t u r e r ’ s  i n s t r u c t i o n s .  S e e  A n n e x e s  C  
a n d  D  fo r  e x a m p l e  d e t a i l s  o f m a s t e r  m i x e s  u s e d  i n  t h e  d e ve l o p m e n t o f t h i s  d o c u m e n t .

5 . 6 . 3   P r i m e r s  a n d  p r o b e s

P r i m e r  (a n d  h yd r o l y s i s  p r o b e)  s e q u e n c e s  if r e q u i r e d  s h a l l  b e  p u b l i s h e d  i n  a  p e e r- r e v i e we d  j o u r n a l  a n d  
b e  ve r i f i e d  fo r  u s e  a g a i n s t a  b r o a d  r a n g e  of t a r g e t Vib rio  s p p .  a n d  n o n - t a r g e t s t r a i n s .  W i t h  a d v a n c e s  
i n  w h o l e  g e n o m e  s e q u e n c i n g  of b a c t e r i a l  s t r a i n s ,  m o r e  a p p r o p r i a t e  s p e c i e s - s p e c i fi c  m a r ke r s  m a y b e  
i d e n t i fi e d  i n  t h e  fu t u r e .

F o r  V.  p a ra h a e m o ly tic u s  t h e  t a r g e t r e g i o n  s h o u l d  b e  to xR .

F o r  d e t e r m i n a t i o n  o f p a t h o g e n i c  s t r a i n s  o f V.  p a ra h a e m o ly tic u s  g e n e s  e n c o d i n g  t h e  t h e r m o s t a b l e  d i r e c t 
( T D H )  a n d  t h e  t h e r m o s t a b l e  d i r e c t r e l a t e d  ( T R H )  h a e m o l y s i n s  s h o u l d  b e  t a r g e t e d .

F o r  V.  ch o le ra e  t h e  t a r g e t r e g i o n  fo r  c o n ve n t i o n a l  P C R  s h o u l d  b e  t h e  1 6 S - 2 3 S  r R N A  i n t e r g e n i c  s p a c e r  
r e g i o n  p rVC.

F o r  V.  v u ln ific u s  t h e  t a r g e t r e g i o n  s h o u l d  b e  t h e  V.  v u ln ific u s  h a e m o l y s i n  r e g i o n  (v vh a) .

Ta r g e t r e g i o n s  o t h e r  t h a n  t h o s e  s p e c i f i e d  a b o ve  fo r  t h e  i d e n t i fi c a t i o n  of V.  p a ra h a e m o ly tic u s ,  V.  v u ln ific u s  
a n d  V.  ch o le ra e  c a n  b e  u s e d  if t h e y h a ve  b e e n  s h o w n  t o  d e m o n s t r a t e  e q u i v a l e n t p e rfo r m a n c e  t o  t h o s e  
u s e d  i n  t h e  d e ve l o p m e n t o f t h i s  d o c u m e n t a n d  d e s c r i b e d  i n  A n n e x e s  C  o r  D ,  a r e  p u b l i s h e d  i n  a  p e e r-
r e v i e we d  j o u r n a l  a n d  a r e  ve r i f i e d  a g a i n s t a  b r o a d  r a n g e  of t a r g e t Vib rio  s p p .  a n d  n o n - t a r g e t s t r a i n s .

S e e  A n n e x  C  fo r  e x a m p l e  d e t a i l s  o f p r i m e r s  u s e d  fo r  c o n ve n t i o n a l  P C R  a n d  A n n e x  D  fo r  p r i m e r s  a n d  
h yd r o l y s i s  p r o b e s  fo r  r e a l - t i m e  P C R  u s e d  i n  t h e  d e ve l o p m e n t o f t h i s  d o c u m e n t .

5 . 6 . 4   P o s i ti ve  c o n tr o l  m a te r i a l

S e p a r a t e  c o n t r o l  m a t e r i a l  s h a l l  b e  u s e d  fo r  e a c h  t a r g e t Vib rio  s p p .  S e e  A n n e x e s  C  a n d  D  fo r  e x a m p l e  
d e t a i l s  o f c o n t r o l  s t r a i n s  u s e d  i n  t h e  d e ve l o p m e n t o f t h i s  d o c u m e n t .
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5 . 6 . 5   N e ga ti ve  e x tra c ti o n  c o n tro l

N u c l e a s e  fr e e  w a t e r  o r  s t e r i l e  N a C l  0 , 8 5  %  e x t r a c t e d  a c c o r d i n g  t o  9 . 5 . 6 .

6   E q u i p m e n t a n d  c o n s u m a b l e s

D i s p o s a b l e  e q u i p m e n t i s  a c c e p t a b l e  i n  t h e  s a m e  w a y a s  r e u s a b l e  g l a s s w a r e ,  if t h e  s p e c i fi c a t i o n s  a r e  
s i m i l a r.

O r d i n a r y m i c r o b i o l o g y l a b o r a t o r y e q u i p m e n t a s  s p e c i fi e d  i n  I S O  7 2 1 8 ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  t h e  fo l l o w i n g .

6 . 1  Re fr i g e ra to r ,  a d j u s ta b l e  to  5  ° C  ±  3 , 0  ° C .

6 . 2  I n c u b a to r ,  a d j u s ta b l e  to  3 7  ° C  ±  1 , 0  ° C .

6 . 3  I n c u b a to r,  a d j u s ta b l e  to  4 1 , 5  ° C  ±  1 , 0  ° C .

6 . 4  F r e e z e r ,  a d j u s ta b l e  to  < − 1 5  ° C .

6 . 5  M i c ro - c e n tr i fu g e  tu b e s ,  w i th  a  c a p a c i ty o f 1 , 5  m l  a n d  2 , 0  m l .

6 . 6  M i c ro - c e n tr i fu g e ,  fo r  r e a c ti o n  tu b e s  w i th  a  c a p a c i ty o f 1 , 5  m l  a n d  2 , 0  m l  a n d  c a p a b l e  o f r u n n i n g  a t 
1 0  0 0 0g.

6 . 7  H e a ti n g  b l o c k c a p a b l e  of o p e ra ti n g  a t 9 5  ° C  ±  2 , 0  ° C  o r  e q u i va l e n t .

6 . 8  Vo r te x .

6 . 9  G ra d u a te d  p i p e tte s  a n d  p i p e tte  fi l te r  ti p s ,  fo r  vo l u m e s  b e twe e n  1  µl  a n d  1  0 0 0  µl .

6 . 1 0  A s s o c i a te d  c o n s u m a b l e s  fo r  c o nve n ti o n a l  o r  re a l - ti m e  P C R ,  e . g .  o p ti c a l  p l a te s  a n d  c a p s ,  o p ti c a l  
p l a te  h o l d e r,  s u i ta b l e  fo r  u s e  w i th  th e  s e l e c te d  P C R m a c h i n e .

6 . 1 1  C o nve n ti o n a l  o r  re a l - ti m e  P C R m a c h i n e ,  g e l  e l e c tro p h o re s i s  a n d  U V  vi s u a l i z a ti o n  e q u i p m e n t a s  
a p p ro p r i a te .

7   S a m p l i n g

I t i s  i m p o r t a n t t h a t t h e  l a b o r a t o r y r e c e i ve s  a  t r u l y r e p r e s e n t a t i ve  s a m p l e  w h i c h  h a s  n o t b e e n  d a m a g e d  
o r  m o d i f i e d  d u r i n g  t r a n s p o r t a n d  s t o r a g e .

S a m p l i n g  d o e s  n o t fo r m  p a r t of t h e  m e t h o d  s p e c i f i e d  i n  t h i s  d o c u m e n t .  S e e  t h e  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d  
s p e c i fi c  t o  t h e  r e l e v a n t p r o d u c t .  If a  s p e c i f i c  d o c u m e n t d o e s  n o t e x i s t ,  i t i s  r e c o m m e n d e d  t h a t t h e  
r e l e v a n t p a r t i e s  r e a c h  a g r e e m e n t o n  t h i s  s u b j e c t .

8   P re p a ra ti o n  o f th e  te s t s a m p l e

P r e p a r e  t h e  t e s t s a m p l e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  I S O  6 8 8 7-1  a n d  I S O  6 8 8 7- 3  a n d /o r  t h e  d o c u m e n t c o n c e r n i n g  
t h e  p r o d u c t t o  b e  e x a m i n e d .  If a  s p e c i f i c  d o c u m e n t d o e s  n o t e x i s t ,  i t i s  r e c o m m e n d e d  t h a t t h e  r e l e v a n t 
p a r t i e s  r e a c h  a g r e e m e n t o n  t h i s  s u b j e c t .
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9   P r o c e d u r e  ( S e e  F i g u re  A . 1)

9 . 1   Te s t p o r ti o n  a n d  i n i ti a l  s u s p e n s i o n

T h i s  d o c u m e n t h a s  b e e n  v a l i d a t e d  fo r  t e s t p o r t i o n s  o f u p  t o  2 5  g  o r  2 5  m l .  A  s m a l l e r  t e s t p o r t i o n  m a y b e  
u s e d  w i t h o u t t h e  n e e d  fo r  a d d i t i o n a l  v a l i d a t i o n / ve r i f i c a t i o n  p r o v i d e d  t h a t t h e  s a m e  r a t i o  b e t we e n  ( p r e -)
e n r i c h m e n t b r o t h  a n d  t e s t p o r t i o n  i s  m a i n t a i n e d .  A  l a r g e r  t e s t p o r t i o n  t h a n  t h a t i n i t i a l l y v a l i d a t e d  m a y 
b e  u s e d  if a  v a l i d a t i o n / ve r i fi c a t i o n  s t u d y h a s  s h o w n  t h a t t h e r e  a r e  n o  a d ve r s e  effe c t s  o n  t h e  d e t e c t i o n  
o f Vib rio  s p p .

N O T E   Va l i d a t i o n  c a n  b e  c o n d u c t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  d o c u m e n t of I S O  1 6 1 4 0  (a l l  p a r t s) .  
Ve r i f i c a t i o n  fo r  p o o l i n g  s a m p l e s  c a n  b e  c o n d u c t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  p r o t o c o l  d e s c r i b e d  i n  I S O  6 8 8 7-1 : 2 0 1 7,  
A n n e x  D .

F o r  t h e  p r e p a r a t i o n  of t h e  i n i t i a l  s u s p e n s i o n s ,  u s e  t h e  f i r s t e n r i c h m e n t m e d i u m  (A S P W )  s p e c i f i e d  i n  5 . 1 .

Ta ke  t e s t p o r t i o n s  ( 2 5  g  o r  2 5  m l )  a n d  h o m o g e n i z e  i n  2 2 5  m l  o f e n r i c h m e n t m e d i u m .

I n  t h e  c a s e  of l a r g e  q u a n t i t i e s  ( g r e a t e r  t h a n  2 5  g  o r  2 5  m l ) ,  t h e  A S P W s h o u l d  b e  w a r m e d  t o  3 7  ° C  ±  1  ° C  
a n d /o r  41 , 5  ° C  ±  1  ° C  (4 . 2 )  b e fo r e  i n o c u l a t i o n  w i t h  t h e  t e s t p o r t i o n .

I n  o r d e r  t o  r e d u c e  t h e  a m o u n t o f e x a m i n a t i o n  wo r k ,  w h e r e  m o r e  t h a n  o n e  2 5  g  o r  2 5  m l  t e s t p o r t i o n  
s t e m m i n g  fr o m  a  d e t e r m i n e d  b a t c h  o f fo o d  i s  t o  b e  e x a m i n e d ,  a n d  w h e r e  p r o o f i s  a v a i l a b l e  i n d i c a t i n g  
t h a t a  m i x t u r e  ( g a t h e r i n g  t o g e t h e r  t h e  t e s t p o r t i o n s)  d o e s  n o t m o d i fy t h e  r e s u l t s  c o n c e r n i n g  t h i s  
p r o d u c t i n  p a r t i c u l a r,  t h e  t e s t p o r t i o n s  m a y b e  m i x e d .  F o r  e x a m p l e ,  i f 1 0  t e s t p o r t i o n s  o f 2 5  g  o r  2 5  m l  
a r e  t o  b e  e x a m i n e d ,  i t i s  p o s s i b l e  t o  c o m b i n e  t h e s e  1 0  u n i t s  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a  c o m p o s i t e  s a m p l e  o f 
2 5 0  g  o r  2 5 0  m l  a n d  t o  a d d  2 , 2 5  l  o f e n r i c h m e n t m e d i u m .

C e l l  c o u n t s  o f Vib rio  s p p .  p o t e n t i a l l y d e c l i n e  s i g n i fi c a n t l y o n  s t o r a g e  a t r efr i g e r a t i o n  t e m p e r a t u r e s .  
S t o r a g e  o f s a m p l e s  a n d ,  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  o f s u s p e n s i o n s  a t s u c h  t e m p e r a t u r e s  s h o u l d  b e  a vo i d e d  w h e r e  
p o s s i b l e  a n d  s h o u l d  o t h e r w i s e  b e  ke p t t o  a  m i n i m u m .

9 . 2   P r i m a r y s e l e c ti ve  e n r i c h m e n t

I n c u b a t e  t h e  i n i t i a l  s u s p e n s i o n s  ( 9 . 1 )  a t 41 , 5  ° C  ±  1  ° C  a n d /o r  3 7  ° C  ±  1  ° C  fo r  6  h  ±  1  h  a c c o r d i n g  t o  
Ta b l e  2 .

T a b l e  2  —  P r i m a r y i n c u b a t i o n  a n d  t a r g e t s p e c i e s/ p r o d u c t s t a t e

T a r g e t Vib rio  s p p .  i n  fr e s h  p r o d u c t

I n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  a  
Vib rio   

p a ra h a e m o ly tic u s
Vib rio  ch o le ra e Vib rio  v u ln ificu s

41 , 5  ° C  ±  1  ° C  

3 7  ° C  ±  1  ° C 

T a r g e t Vib rio  s p p .  i n  d e e p  fr o z e n ,  d r i e d  o r  s a l t e d  p r o d u c t (s u c h  a s  b a c a l h a u ,  s t o c k f i s h ,  b o k n a f i s k ,  
k a t s u o b u s h i ,  o b a m b o)

I n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  a  
Vib rio   

p a ra h a e m o ly tic u s
Vib rio  ch o le ra e Vib rio  v u ln ificu s

41 , 5  ° C  ±  1  ° C

3 7  ° C  ±  1  ° C   

a  Vib rio  s p p .  o t h e r  t h a n  t h o s e  l i s t e d  i n  R e fe r e n c e  [1 ] ,  s u c h  a s  V.  a lg in o l y tic u s ,  m a y b e  r e c o ve r e d  a t t h e s e  
i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e s .

9 . 3   S e c o n d a r y s e l e c ti ve  e n r i c h m e n t

Tr a n s fe r  1  m l  o f t h e  c u l t u r e  o b t a i n e d  i n  9 . 2  t a ke n  fr o m  t h e  s u r fa c e  i n t o  a  t u b e  c o n t a i n i n g  1 0  m l  o f A S P W  
( 5 . 1 ) .  I t i s  r e c o m m e n d e d  t h a t t h e  s a m p l e  i s  n o t a g i t a t e d  b efo r e  t a k i n g  t h e  a l i q u o t .
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