Roope Niinimaki

Salmonellakromogeenialustojen vertailututkimus

B

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Insindori (AMK)

Bio- ja elintarviketekniikka
INsindorityd

13.11.2014

ﬁmpoliﬂ



Tiivistelméa

Tekija Roope Niinimaki
Otsikko Salmonellakromogeenialustojen vertailututkimus
Sivumaara 66 sivua + 7 liitetta
Aika 13.11.2014
Tutkinto Insindori (AMK)
Koulutusohjelma Bio- ja elintarviketekniikka
Suuntautumisvaihtoehto Biolaaketiede

o DI Milla Meriluoto
Ohjaajat ETM Anna Holm

Lehtori Carola Fortelius

Salmonellat ovat gramnegatiivisia suolistobakteereja, jotka voivat aiheuttaa ihmisella suo-
listo- tai yleisinfektion. Tastad syysta elintarviketeollisuudessa salmonellamaarityksia teh-
daan seka tuotteista etta tuotantoymparistdista saannoéllisesti. Naitd salmonellamaarityksia
tehdaan paasaantoisesti ISO 6579:2002: Microbiology of food and animal feeding stuffs —

Horizontal method for the detection of Salmonella spp. -viljielymenetelman mukaisesti.

Tutkimuksen tarkoituksena oli korvata Valio Oy:lla ISO 6579:2002 -menetelmassé ksyloo-
si-lysiini-desoksikolaatti-agarin  rinnalla kaytettdva briljantinvihreé-fenolipuna-laktoosi-
sakkaroosi-agar, jollakin seuraavista kromogeenialustoista: ChromID Salmonella, Harle-
quin Salmonella ABC Medium, IBISA, Rambach, CHROMagar Salmonella Plus tai Brillian-

ce Salmonella.

Ennen varsinaista maljavalidointia tehtiin alustava maljavertailu, jonka perusteella vali-
doinnista poistettiin herkkyydeltdan ja spesifisyydeltddn huonommaksi havaitut alustat.
Alustavan maljavertailun jalkeen karsittiin pois ChromID Salmonella, Harlequin Salmonella

ABC Medium, IBISA ja Rambach -agarit varsinaisesta validointivaiheesta.

Tutkimuksen varsinaisessa validointivaiheessa verrattin CHROMagar Salmonella Plus ja
Brilliance Salmonella -alustojen toimivuutta ISO 6579:2002 -menetelm&n mukaisessa vilje-
lyssa keinotekoisesti kontaminoiduilla naytematriiseilla. Tulokseksi saatiin, ettéd testatut
kromogeenialustat olivat kaytettyja selektiivialustoja huomattavasti herkempia ja spesifi-
sempid. Kromogeenialustojen keskindisessa vertailussa paremmaksi osoittautui Oxoidin

valmistama ja Fisher Scientificin toimittama Brilliance Salmonella -malja.

Avainsanat salmonella, 1ISO 6579:2002 -menetelma, validointi, kromogee-
nialusta
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Salmonella are Gram-negative intestinal bacteria that can cause an intestinal inflammation
or sepsis in humans. Therefore, salmonella tests are constantly performed on products
and production environments in the food industry. These salmonella tests are conducted
mainly by a method specified in the ISO 6579:2002 standard Microbiology of food and an-
imal feeding stuffs — Horizontal method for the detection of Salmonella spp -culture.

The aim of this validation project was to substitute Brilliant Green Phenol Red Lactose Su-
crose -agar, used parallel with Xylose Lysine Deoxycholate -agar in the 1ISO 6579:2002
method of Valio Oy, with one of the subsequent chromogenic media: ChromID Salmonella,
Harlequin Salmonella ABC Medium, IBISA, Rambach, CHROMagar Salmonella Plus, or
Brilliance Salmonella.

Prior to the validation, a preliminary plate comparison was made, which resulted in the
exclusion of insensitive and unspecific media. On the basis of the results of the preliminary
plate comparison, ChromID Salmonella, Harlequin Salmonella ABC Medium, IBISA and
Rambach agars were excluded from the actual validation stage of the project.

At the actual validation stage of the thesis project the functionality of CHROMagar Salmo-
nella Plus and Brilliance Salmonella media were compared by using these agars as plating
media in the 1ISO 6579:2002 method when analyzing artificially contaminated sample ma-
trixes. The results obtained indicated that the chromogenic media were more sensitive and
specific than the selective media that was previously used in the 1ISO 6579:2002 method
by Valio Oy. When comparing the chromogenic media with each other, Brilliance Salmo-
nella medium, manufactured by Oxoid, proved to be a better medium than CHROMagar
Salmonella Plus, manufactured by CHROMagar.

Keywords salmonella, ISO 6579:2002 -method, validation, chromogenic
medium
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1 Johdanto

Ihmisen salmonellainfektio aiheutuu suun kautta. Yleensa infektion aiheuttaa elintarvik-
keessa lisdantynyt salmonellabakteeri, joka siirtyy elintarvikkeen mukana ihmiseen.
Salmonella aiheuttaa ihmiselld suolistoinfektion tai pahemmassa tapauksessa yleisin-
fektion eli sepsiksen. Muiden salmonellojen kuin Salmonella Typhin ja Salmonella Pa-
ratyphin aiheuttama salmonelloosikuolleisuus on pieni, mutta infektoituneen ihmisen
korkea ik& ja perussairaudet ovat riskitekijoita, jotka voivat aiheuttaa yhdessa salmo-

nellainfektion kanssa vakavia seuraamuksia. (Ruutu 2009)

Mikali elintarvikkeessa havaitaan salmonellakontaminaatio, elintarvikkeen tuotanto jou-
dutaan keskeyttdmaan, kunnes kontaminaation lahde on selvinnyt, ja kontaminoituneet
linjat on puhdistettu salmonellasta. Tastd aiheutuu yleensa merkittavia taloudellisia
tappioita ja pahimmassa tapauksessa koko tuotantolaitos joudutaan sulkemaan. On
siis erittdin tarkedd, ettd salmonella voidaan osoittaa nopeasti ja luotettavasti nayttees-

ta.

Valio Oy:lla ensisijaisena salmonellamaaritysmenetelmana kaytetaan tuotenaytteiden
analysoinnissa BAX-PCR Salmonella -menetelmaa. Mikali BAX-PCR-menetelma antaa
epaselvan tai alustavan positiivisen tuloksen, suoritetaan jatkotutkimuksia standardi-
menetelman ISO 6579:2002: Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizon-
tal method for the detection of Salmonella spp. mukaisesti. Ymparisténaytteet tutkitaan
myo6s ensisijaisesti BAX-PCR-menetelmalld, poislukien lattiakaivovesindytteet. Lattia-
kaivovesindytteet analysoidaan edelleen standardimenetelman mukaisesti, koska BAX-

PCR-menetelméa ei ole vield validoitu kyseiselle naytetyypille.

Tutkimuksen  tarkoituksena oli  korvata 1SO-menetelmédssd  ksyloosi-lysiini-
desoksikolaatti-agarin  (XLD) rinnalla kéaytettava briljantinvihred-fenolipuna-laktoosi-
sakkaroosi-agar (BPLS-agar), jollakin tutkittavista kromogeenialustoista. Tavoitteena oli
loytéda alusta, joka on selektiivisempi ja jolla salmonella voidaan tunnistaa luotetta-
vammin ja erottaa helpommin naytteestd kasvavasta muusta kasvusta. Liséksi kasvu-

alustan vaihtamisella toivottiin saavutettavan saastoja, kun turhia jatkoviljelyja ei tarvita.



KIRJALLISUUSKATSAUS

2 Salmonella

Salmonella on gramnegatiivinen sauva, joka kuuluu Enterobacteriaceae-heimoon.
Salmonella on mesofiilinen, mutta sen on todettu kasvavan 7 - 46°C:n lampétila-
alueella. Optimaalinen kasvulampdtila salmonellalle on 37 °C, mik& vaikuttaa muun
muassa patogeenisyyteen, silla bakteerin pdaasiallinen elinymparistd on isantaelion
sisélla (ihmiset ja elaimet). (Doyle & Beuchat 2007: 187.)

Salmonella ei tuota iti6ita, ja bakteerin kasvun optimi-pH:n alue ilmenee bakteerin pa-
togeenisuuden mukaan. Optimi pH-alue on neutraali 6,5 - 7,5, mutta bakteeri pystyy
kasvamaan pH-alueella 4,5 - 9,5. Suurimmalla osalla salmonelloista on flagella, jonka
avulla ne voivat liikkua. On olemassa myds salmonelloja, jotka eivat liiku, silla niilla ei
ole flagellaa (Salmonella Pullorum ja Salmonella Gallinarum) tai flagella on toimimaton.
Salmonella voi sailya hengissa huolimatta elintarvikkeiden pakastamisesta ja kuivauk-
sesta. (Doyle & Beuchat 2007: 187 - 192.)

Liséksi salmonella on fakultatiivisesti anaerobinen eli se pystyy kasvamaan niin hapel-
lisissa kuin hapettomissakin olosuhteissa. Salmonellabakteerin tarvitsema minimi aw-
arvo on 0,93, eikd salmonella kasva, jos NaCl-pitoisuus on yli 5 prosenttia. (Doyle &
Beuchat 2007: 190 - 191.)

2.1 Salmonelloosi

Useimmiten ihmiset saavat salmonellatartunnan eléinten tai inmisten ulosteilla saastu-
neiden elintarvikkeiden valityksella. Mikali saastuneiden elintarvikkeiden sailytysolosuh-
teet ovat salmonellalle suotuisat ja elintarvikkeiden kypsennys on riittaméaténta, salmo-
nella paddsee lisdantymaan elintarvikkeissa. Yleensa todennékdisimpid salmonellatar-
tunnan lahteité ovat siipikarjan- ja sianliha, pastéroimaton maito seké kasvikset. Vaikka
salmonella luetaan zoonooseihin, suorat tartunnat elainten ja ihmisten valilla ovat har-

vinaisia. (Evira 2013.)

Salmonellan itdmisaika on 6 - 72 tuntia (THL 2014). Salmonellainfektiossa eli salmonel-

loosissa oireita ovat yleensa pahoinvointi, vatsakrampit ja vatsan kouristelu, ripuli,



kuume seka paansarky. Oireiden voimakkuus ja eri oireiden esiintyvyys ovat yksilokoh-
taisia. Tartunnan aiheuttamat oireet kestavat yleensa muutaman paivan. (Evira 2013.)
Toisaalta, taman jalkeen tartunnan saanut henkild toimii oireettomana taudinkantajana
yleensa 4 - 5 viikon ajan. Joillakin henkilgilla oireeton taudinkantaminen kestaa jopa
useita kuukausia. (THL 2014.)

Suomessa on vuosina 2000 - 2012 esiintynyt vuosittain 0 - 6 epidemiaa (Evira 2013).
Lukumaarallisesti salmonellainfektiotapauksia on ilmoitettu Valtakunnalliseen tartunta-
tautirekisteriin 2000-luvulla 2000 - 3000 tapausta vuosittain, joista kotimaassa saatujen
salmonellainfektioiden osuus on ollut noin 15 prosenttia ja ulkomailla saatujen tartunto-
jen osuus noin 80 prosenttia. Tartuntamaata ei ollut ilmoitettu noin 5 prosentissa ta-
pauksista. Yleisimmin todetut salmonella-serotyypit ovat olleet S. Enteritidis, S. Typhi-
murium, S. Stanley ja S. Virchow. Valtaosa kotimaisista tartunnoista on ollut S. Typhi-
murium ja ulkomaisista S. Enteritidis -serotyypin aiheuttamia. (Zoonoosikeskus 2014.)
Epidemiat ovat usein liittyneet joukkoruokailuun, ja osassa epidemioista tartunnan lah-
teend on ollut Suomen rajojen ulkopuolelta tullut elintarvike. Yleenséa ruokamyrkytyksen
on aiheuttanut saastunut elintarvike tai infektoitunut tyontekija, kasitellessaan elintar-
vikkeita. (Evira 2013.)

2.2 Salmonella meijeriteollisuudessa

Meijeriteollisuudessa salmonellaa esiintyy harvoin. Kuitenkin raakamaito voi toimia
salmonellabakteerin valittdjand. Salmonellaa on |6ydetty muun muassa raakamaidosta
valmistetuista pehmeista Vacherin, Brie ja Camembert -valkohomejuustoista (Robinson
2002: 508). Salmonellaa voi paastd raakamaitoon huonon lypsyhygienian johdosta,
lehman utareista tai maidonka&sittelyn aikana, esimerkiksi lypsykoneesta. Harvoissa
tapauksissa salmonella voi paéasta raakamaitoon myos lehman sisaisen salmonellain-
fektion seurauksena. Yleisin salmonellainfektion valittaja lehmilla on kontaminoitunut
rehu. (Roberts 1996: 222 - 223.)

Salmonella kuolee pastdroinnissa. Kuitenkin pastérointiprosessin epaonnistuminen tai
pastéroidun maidon jalkikontaminaatio voi aiheuttaa salmonellariskin. Esimerkiksi Yh-
dysvalloissa havaittiin vuonna 1985 salmonellaepidemia, joka aiheutui kontaminoitu-
neesta pastéroidusta maidosta. (Robinson 2002: 112.) Talléin syyna oli oletettavasti
maidon pastdrointi valmistusprosessin alkuvaiheessa, ennen rasvattoman maidon ja

taysmaidon sekoittamista 2 prosenttiseksi maidoksi. Tutkijat olettivat, etta salmonella-



bakteeri oli paatynyt maitoon taysmaidon ja rasvattoman maidon sekoitusputken kaut-
ta. (Van 1987.)

Osa salmonelloista on erittdin kestavia ja hyvin ymparistddn sopeutuvia. Toisaalta sal-
monella on huono kilpailja monia maitohappobakteereja vastaan, mitd on tutkittu
useissa eri tutkimuksissa (muun muassa Szala ym. 2012; Drago ym. 1997), joissa on
testattu eri Lactobacillus-kantojen antagonistisia eli kasvua ehkaisevia ominaisuuksia

eri salmonellakantoja vastaan.

2.3 1S0O 6579:2002 -standardimenetelméa

ISO 6579:2002 -standardimenetelma (Microbiology of food and animal feeding stuffs —
Horizontal method for the detection of Salmonella spp.) on kvalitatiivinen salmonella-
bakteerin osoittamismenetelmd. Menetelma voidaan jakaa neljddn osaan: naytteen
esikasittely- ja esirikastusvaiheeseen, rikastusvaiheeseen, maljaviljelyvaiheeseen seka
varmistusvaiheeseen. Kokonaisuudessaan ISO-menetelman mukaiseen naytteen ana-
lysoimiseen kuluu aikaa 4 - 7 vuorokautta. (ISO 6579:2002 2013.)

ISO-menetelméan esirikastusliemena kaytetdan puskuroitua peptonivettd (PPV), Ei-
selektiivisen esirikastuksen tarkoituksena on vahvistaa naytteessa mahdollisesti olevaa
salmonellaa siten, ettd se pystyy kasvamaan rikastusvaiheen selektiivisista yhdisteista
huolimatta. (ISO 6579:2002 2013.)

Rikastusvaiheessa naytteessa mahdollisesti oleva salmonella rikastuu, ja muiden mik-
robien kasvu estyy tai ne kuolevat rikastuslienten selektiivisten komponenttien ansios-
ta. ISO-menetelman mukaisessa salmonellan detektoinnissa kaytetdan kahta, periaat-
teiltaan erilaista rikastuslientd rinnakkain. Naméa salmonellarikastusliemet ovat Muller-
Kauffmann Tetrationaatti novobiosiini -liemi (MKTTn), jossa selektiivisind yhdisteina
toimivat suolat, briljantinvinred ja novobiosiini, seka Rappaport-Vassiliadis-soija-liemi
(RVS), jonka selektiivisyys perustuu malakiitinvinreddn, liemen magnesiumkloridipitoi-
suuteen seka matalaan pH:seen. Lisdksi RVS-liemen sisdltdma soijapeptoni edesaut-

taa salmonellan kasvua liemessa. (Corry ym. 2003.)

Salmonellan eristykseen ja viljelyyn kaytetaan 1SO-menetelméasséa kahta kiinteda kas-
vualustaa, joista pakollinen on XLD-agar. Toisena alustana voi kayttdd laboratorion

valitsemaa selektiivi- tai kromogeenialustaa. Rikastusliemiputkista siirrostetaan lienta



molemmille kasvualustoille, ja siirrostettuja maljoja inkuboidaan 1 - 2 vuorokautta
37 C:ssa. (ISO 6579:2002 2013.)

Tyypillisen néakdiset pesakkeet varmistetaan biokemiallisin ja serologisin testein. Bio-
kemiallisia varmistustesteja ovat esimerkiksi Triple-Sugar-lron (TSI) -putket, ja urea-
agarputket, joissa siirrostetun bakteerin tuottamat entsyymit saavat aikaan biokemialli-
sia reaktioita kasvualustan komponenttien kanssa. Reaktiot havaitaan varinmuutoksina
putkissa. (ISO 6579:2002 2013.)

Urea-agarputkissa salmonellat eivat aiheuta biokemiallista reaktiota, silla ne eivat
muodosta ureaasia eli ovat ureaasinegatiivisia. Ureaasia muodostavat bakteerit muut-
tavat kasvaessaan urea-agarin varin keltaisesta punaiseksi. Ureaputkiin bakteeri siir-
rostetaan agarin vinopinnalle, kun taas TSI-putkiin bakteeri siirrostetaan sek& agarin

vinopinnalle etta pistoviljelyna agarin sisaan. (ISO 6579:2002 2013.)

Tyypillisessa salmonellareaktiossa TSl-agarin pinta sailyy punaisena (laktoosi- ja sak-
karoosinegatiivinen), agarin keskiosa muuttuu mustaksi (rikkivedyn muodostus) ja put-
ken pohjalle muodostuu kaasua, joka aiheuttaa ilmakuplia agariin (kaasua glukoosista).
Liséksi pohjalla agarin véri on keltainen (happoa glukoosista), mutta tAma ei valttAmat-
té nay, mikali rikkivedyn muodostus on ollut voimakasta. (ISO 6579:2002 2013.)

Jos urea- ja TSl-putket ovat antaneet tyypillisen reaktion, tehdaan agglutinaatiokoe.
Koe suoritetaan polyvalenteilla seerumeilla ja salmonella-antiseerumeilla, joilla tarkas-
tellaan sakkautumista. Jos seerumi-bakteeriseoksessa muodostuu sakkaa, tulos on
positiivinen. (ISO 6579:2002 2013.)

2.4 BAX® System PCR -menetelmé& salmonellan detektointiin

BAX-PCR Salmonella -menetelméssa hyddynnetaéan PCR-tekniikkaa, johon on yhdis-
tetty fluoresoivien leimojen kayttd PCR-tuotteiden mittaamiseksi. Menetelma koostuu
seuraavista vaiheista: naytteen esirikastuksesta PPV:ssa samalla tavoin kuin 1SO-
menetelmassa, solujen hajotuksesta valmiilla reagensseilla ja puskurilla, BAX-PCR-
ajosta BAX-PCR-laitteella, PCR-tuotteen detektoinnista seka positiivisen tuloksen var-
mistamisesta viljelemalla. AFNOR Certificationin (AFNOR Certification 2002) suoritta-
massa validointitutkimuksessa BAX-PCR-menetelmén suhteelliseksi tarkkuudeksi

maaritettiin 98,4 %, suhteelliseksi spesifisyydeksi 99,6 % ja suhteelliseksi herkkyydeksi



96,9 %, kun referenssimenetelmana toimi ISO 6579:2002 -viljelymenetelma. Naytemat-
riisina oli 425 tuotenaytetta, joista 98 kpl oli luonnollisesti kontaminoituneita, 98 kpl kei-
notekoisesti kontaminoituja ja 232 kontaminoitumattomia. Analysoituihin naytteisiin
kuului maitotuotteita, lihaa, kalaa, vihanneksia, valmisruokia, leivonnaisia ja kananmu-
napohjaisia tuotteita. (AFNOR Certification 2002.)

2.5 Muut salmonellan detektointi- ja identifiointimenetelmat

Salmonellan detektointiin on saatavilla lukuisia eri menetelmia perinteisten viljelymene-
telmien lisdksi. Uusia menetelmia on pyritty kehittdmaan, koska viljelymenetelmét ovat
aikaa vievia ja tyolaita. (Odumeru & Ledn-Velarde 2012.) Tassa kappaleessa on luetel-

tu muutamia naistd menetelmista.

Immunomagneettisessa erottelussa (IMS) magneettiset partikkelit on paallystetty sal-
monellaspesifisilla vasta-aineilla, jotka tarttuvat esirikastettuun salmonellaan. Tama
salmonella-partikkeli-kompleksi erotetaan muusta naytteesta sahkdisen magneettiken-
tan avulla. Tata tekniikkaa hyddyntavat tuotteissaan ainakin Invitrogen (Dynabeads anti
Salmonella), LabM (Captivate Salmonella) ja 3M (Tecra Salmonella Unique). Menetel-
man voi myds yhdistdd muiden pikamenetelmien, kuten esimerkiksi ELISA tai PCR,

kanssa analyysin herkkyyden parantamiseksi. (Odumeru & Le6n-Velarde 2012.)

Agglutinaatiopikatesteja kaytetddn yleensa alustavien positiivisten salmonellatulosten
varmistamiseen. Kaupallisia agglutinaatiotestikitteja ovat muun muassa Remelin Remel
Wellcolex Test, Color Salmonella, Oxoidin Oxoid Salmonella Latex Test ja Microgenin

Microgen Salmonella latex confirmation assay. (Odumeru & Leén-Velarde 2012.)

Entsyymivalitteisesséd immunosorbenttimaarityksessa (ELISA) kuoppalevyn pohjalle on
kiinnitetty vasta-aine, jolla naytteessa mahdollisesti olevat salmonella-antigeenit sido-
taan  kuoppalevyn  pohjaan.  Sidottuun  antigeeniin  liitetddn  vasta-aine-
detektointientsyymi-kompleksi. Lopuksi kuoppalevyn kuoppiin lisatdédn entsyy-
misubstraatti-vari/fluoresoiva variaine-yhdiste-kompleksia. Kun detektioentsyymi pilk-
koo substraatin, variaine tai fluoresoiva variaine vapautuu, ja syntynytta varireaktiota tai
fluoresenssia mitataan kolorimetrisella laitteella, kuten esimerkiksi menetelmaan sovel-
tuvalla spektrofotometrilla. Talldin havaitaan, onko naytteessa salmonella-antigeenia
vai ei. Kaupallisia ELISA-testauskitteja ovat muun muassa BioControlin TRANSIA
PLATE Salmonella Gold, R-Biopharm AG:n RIDASCREEN Salmonella ELISA ja 3M:n



Tecra Salmonella Visual Immunoassay. Kaupallisia ELISA-testausjarjestelmia valmis-
taa esimerkiksi Biomérieux (Vitekilmmuno Diagnostics Assay System = VIDAS).
(Odumeru & Leon-Velarde 2012.)

Edella mainittujen menetelmien lisdksi salmonellan osoittamiseen voidaan kayttaa
useita molekyylidiagnostisia menetelmia. Naitd ovat mm. polymeraasiketjureaktio
(PCR), Multiplex PCR tai kdanteistranskriptaasi-PCR (RT-PCR), jolloin detektointi teh-
daan esim. geelielektroforeesilla, seka reaaliaikainen PCR (qRT-PCR). Multiplex PCR
on PCR-menetelma, jolla monistetaan useita PCR-tuotteita samassa ajossa, jolloin
voidaan detektoida naytteestd useita patogeenejd samanaikaisesti. PCR-menetelméan
ohessa voidaan kayttaa nukleiinihappohybridisaatiota. (Odumeru & Ledn-Velarde
2012))

2.6 Salmonellakromogeenialustojen toimintaperiaate

Kromogeenisten alustojen toiminta perustuu elatusaineessa olevaan entsyy-
misubstraattiin, johon on kiinnitetty variaine. Tama substraatti on valittu elatusainee-
seen siten, etta sitd hydrolysoivat vain tiettyjen bakteerisukujen tuottamat entsyymit.
Lisaksi bakteerin tunnistaminen voi tapahtua usean substraatti-kromogeeni-yhdisteen
avulla. Talléin bakteerilla tulee olla naitd kaikkia yhdisteitd hajottavia entsyymeja, jotta
muodostuu tietynvarinen pesdke. Mikali kromogeenimaljalla kasvaa muita mikrobeja,
jotka eivat tuota substraattia pilkkovaa entsyymia, muodostuu joko varittbmia tai ei-
tyypillisen vérisid pesakkeitd. Joillakin alustoilla on useampia substraatti-kromogeeni-
komplekseja, jotta eri bakteerit kasvavat alustoilla erivarisind riippuen siitd, mita
substraatti-kromogeeni-kompleksia ne pilkkovat. Tallin saavutetaan suurempi spesifi-
syys ja herkkyys kuin perinteisilla salmonellamaljoilla, joissa hyédynnetdan salmonello-

jen laktoosinegatiivisuutta ja kykya tuottaa rikkivetya. (Perry & Freydiére 2007.)

Yleensd salmonellakromogeenialustojen toiminta perustuu alustojen sisaltamiin a-
galaktosidaasi-, B-galaktosidaasi-, B-glukosidaasi- ja esteraasientsyymien kromogeeni-
substraatteihin. Naita kromogeenisubstraatteja ovat esimerkiksi X-Gal, X-a-Gal ja CHE-
Gal. (Manafi 2000: 212). Kuvasta 1 nahdaan, ettd sama salmonellakanta voi kasvaa eri
kromogeenimaljoilla erivarisend ja -nakoisena riippuen kasvualustan sisaltamista

substraatti-variyhdiste-komplekseista.



Kuva l. Sama salmonellakanta voi nayttda erilaiselta maljatyypisté riippuen. Salmonella spp.
ABC (vasen ylhaalld), Brilliance (keskella ylhaallda), ChromID (oikea ylhaalld), CHRO-
Magar (vasen alhaalla), Rambach (keskella alhaalla) ja XLD (oikea alhaalla) -maljoilla
yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen.

Rambach ja monet muut kasvualustat sisédltavat kromogeenistd substraattia B-
galaktosidaasille. Tama aiheuttaa sen, ettd ne patogeenit, jotka tuottavat [-
galaktosidaasientsyymid, hajottavat kromogeenisubstraatin vapauttaen tdman sisalta-
man variainemolekyylin: Tall6in muun muassa Escherichia coli -pesékkeet varjaytyvat
sinisiksi. Rambach-maljan kyky erotella salmonellakannat muista mikrobeista perustuu
siihen, ettd suurin osa salmonelloista ei tuota ollenkaan B-galaktosidaasia, mutta sal-
monelloilla on kyky fermentoida propyleeniglykolista, jolloin salmonella kasvaa maljalla
punaisina pesékkeina. Punainen vari tulee pH-indikaattorin osoittamasta happamuuden
muutoksesta (Rambach 1990.)

Esimerkiksi ABC-alustoissa on myo¢s kaytetty pB-galaktosidaasin kromogeenisubstraat-
tia salmonellakantojen ja muiden enterobakteerien erottelemiseksi salmonellan detek-
toinnissa. Talla alustalla salmonellat erottuvat hairitsevasta kasvusta niiden tuottaman
a-galaktosidaasin  ansiosta:  suuri  0sa  salmonellakannoista  tuottaa  a-
galaktosidaasientsyymid, joka pilkkoo alustan sisaltdaman toisen kromogeenisubstraa-
tin. Tasta seuraa se, ettd substraatissa oleva kromogeeni vapautuu bakteerin sisélla

varjaten sen vihreaksi. ABC-agarin toimivuustutkimuksissa on todettu, etta kyseinen



alusta on erittéin spesifinen, mutta ei kovin herkka, silla alustan selektiiviset ominai-
suudet ovat heikot. (Perry ym. 1999.) Lisdksi Perry ym. (2002) totesivat laajamittaises-
sa mannertenvalisessa tutkimuksessa, ettd 45 prosenttia Burkina Fasossa, Afrikassa,
eristetyistd salmonellakannoista eivat tuottaneet ollenkaan a-galaktosidaasia, jolloin
nama kannat olisivat jaaneet detektoimatta rutiininomaisessa tarkastelussa. Tutkijat
totesivat, ettd tasta syysta olisi ensiarvoisen tarkedd suorittaa kromogeenialustojen
testaus ja validointi useilla eri maanosista eristetyilla salmonellakannoilla, jotta testauk-

sessa voidaan huomioida kantojen véliset eroavaisuudet.

Kromogeenialustoissa hyodynnetddn myods useimpien salmonellakantojen kykyé tuot-
taa rasvahappoestereita esteraasientsyyminsa avulla. Harvoilla muilla enterobakteereil-
la on tdmé& entsyymi. Toisaalta muut mikrobit, kuten esimerkiksi pseudomonaat ja hiivat
tuottavat esteraasientsyymeja, mutta néiden kasvu kromogeenialustalla voidaan estaa
selektiivisten aineiden avulla. Tama voi tapahtua mm. siten, ettd kromogeeni-
substraatti -kompleksiin on liitetty tiettyjen salmonellan kanssa samaa substraattia pilk-
kovien mikrobien kasvua estdva komponentti. Talléin salmonellan kanssa samaa
substraattia pilkkova mikrobi inhiboituu tai sen kasvu alustalla hidastuu merkittavasti.
(Perry & Freydiére 2007.) Tasta esimerkkind on Oxoidin Brilliance Salmonel-
la -kromogeenialusta, jossa on kaytetty tata tekniikkaa vaarien positiivisten tulosten

karsimiseksi tunnistuksessa (Oxoid 2010).

Vaikka kromogeenialustat eivat ole hyviad detektoitaessa salmonellaa suoraan, ilman
esirikastus- ja rikastusvaiheita, maljalle viljellyista naytteista, joissa on paljon hairitse-
vaa kasvua, ne voidaan yhdistdd ISO-menetelmaén XLD-maljan ohessa kaytettavaksi;
ISO-menetelmén salmonellaselektiivinen rikastusvaihe karsii pois hairitsevaa kasvua,
jolloin eri mikrobien muodostamien pesakkeiden varierot on helpommin havaittavissa
kasvualustalla. Tasta johtuen salmonellan detektointi naytteestd on huomattavasti hel-
pompaa, koska talléin kromogeenialustojen selektiivialustoja parempi herkkyys ja spe-

sifisyys korostuvat. (Perry & Freydiére 2007.)

3 Tutkimuksessa kaytetyt selektiivi- ja kromogeenialustat

Tutkimuksessa kaytettiin kaupallisia jauheesta valmistettuja tai valmiita alustoja. XLD-
agaria kaytetaan ISO 6579:2002 -vilielymenetelmassa ensisijaisena kiintedna kasvu-

alustana. XLD:n rinnalla toisena alustana kaytetaan Valio Oy:n Mikrobiologinen laatu -
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laboratoriossa BPLS-agaria. Testattavia alustoja BPLS-agarin tilalle oli kuusi. Taulu-

kossa 1 on esitetty eri alustat, niilla valmistajien antamien tietojen mukaan tyypillisena

kasvavien salmonellapesakkeiden vari, kasvualustoilla epatyypillisen salmonellapesak-

keen nakoisena kasvavat salmonellat seka yleisimmat tyypillisten salmonellapesékkei-

den nakoisina kasvavat hairitsevat bakteerit.

Taulukko 1.

Tutkimuksessa testatut selektiivi- ja kromogeenialustat.

Kasvualustan

Tyypillisena
kasvavan sal-

Epatyypillisena

Tyypillisen salmo-
nellapeséakkeen

o Lyhenne N kasvavat salmo- S
nimi monellapeséak- nakoisind kasvavat
s nellat :
keen vari muut bakteerit
Ksyloosi-lysiini- Musta / Punai-
desoksikolaatti- XLD hen Ei tiedossa Proteus sp.
agar
Brpéigtllig\tl;gsa- Vaaleanpunai- . Jotkut laktoosi- ja
. BPLS Salmonella Typhi sakkaroosinegatiivi-
laktoosi- nen set bakteerit
sakkaroosi-agar
Salmonella Typhi /
Rambach-agar Rambach Punainen Salmonella Pa- Ei tiedossa
ratyphi
Vaaleanounai- Salmonella Dublin
ChromID PUNal™ |/ saimonella Abor- | Osa gramnegatiivi-
ChromID | nen/ Malvanva- ; ; .
Salmonella -agar . tusovis / Salmo- sista sauvoista
rinen ;
nella Gallinarum
. . Salmonella Dublin
Brilliance . Purppuranvari- . o L
Brilliance (hidas varinmuo- Ei tiedossa
Salmonella -agar nen
dostus)
IBISA-agar IBISA Vihrea Ei tiedossa Pseudomonas sp.
Harlequin Pseudomonas aeru-
Salmonella ABC ABC Vihred/(Musta) Ei tiedossa ginosa/ E. coli /
Medium -agar Klebsiella aerogenes
CHROMagar CHROM-
Salmonella Plus agar Malvanvéarinen | Salmonella Dublin Pseudomonas sp.

-agar
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3.1 Ksyloosi-lysiini-desoksikolaatti-agar

XLD-maljat valmistettiin jauheesta (LabM: tuotenro. LAB 32, Labema) valmistajan oh-

jeiden mukaisesti. Elatusaineen valmistusohjeet ovat liitteessa 2.

XLD-kasvualustan selektiivisyys perustuu elatusaineen siséltamien ravinteiden niuk-
kuuteen seka pieneen maaradan natrium-desoksikolaattia. Myos elatusaineen sisélta-
mat ksyloosi ja lysiini suosivat salmonellan kasvua. Useat enterobakteerit tuottavat
ksyloosista happoa, mutta salmonellat pilkkovat myés lysiinia pitddkseen kasvuympa-
ristbn pH:n neutraalina. Kun kasvuympariston pH on neutraali, salmonellat pystyvat
pelkistamaan rikkivetya tiosulfaatista. (LabM: XLD 2006.)

Laktoosinegatiiviset ja rikkivetypositiiviset salmonellat kasvavat maljalla tyypillising,
muodostaen punaisia pesakkeitd. Pesakkeessa voi olla myds lapikuultava vaaleanpu-
nainen reunus. Lisaksi tyypillisissd pesakkeissa on musta keskusta, joka aiheutuu
useimpien salmonellojen kyvysta pelkistaa tiosulfaattia rikkivedyksi. Harvinaisemmat,
laktoosinegatiiviset ja rikkivetynegatiiviset, salmonellat muodostavat vaaleanpunaisia
pesakkeitd, joissa on tummemman punainen keskusta. Laktoosipositiiviset ja rikkivety-
positiiviset salmonellat muodostavat keltaisia pesakkeitd, joissa on musta keskusta.
Escherichia coli seka Citrobacter sp. muodostavat alustalla keltaisia pesékkeita.
(LabM: XLD 2006.)

Kuvassa 2 on tyypillistd salmonellakasvua XLD-maljalla sek& varmistusviljelya vaativaa
hairitsevaad kasvua: tutkimuksessa héairitsevana bakteerina kaytetty Pseudomonas sp.
kasvoi XLD-maljoilla tyypillisen ja lahes tyypillisen nakdisina vaaleanpunaisina ja pu-

naisina pesakkeina.
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Kuva 2. Salmonella Abony (vasen) ja Pseudomonas sp. (oikea) XLD-maljoilla. Kuvan maljoja
on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

3.2 Briljantinvihred-fenolipuna-laktoosi-sakkaroosiagar

BPLS-maljat valmistettiin jauheesta (Merck Millipore: tuotenro. 1.07237.0500, VWR)

valmistajan ohjeiden mukaisesti. Elatusaineen valmistusohjeet ovat liitteessé 2.

BPLS-kasvualustan selektiivisyys perustuu alustan sisdltamaan briljantinvihredan, joka
estda grampositiivisten bakteerien, kuten esimerkiksi Bacillus cereus -bakteerin, ja
myds monien gramnegatiivisten bakteerien kasvua. Alusta sisaltdé kahta sokeria, lak-
toosia ja sakkaroosia. Fenolipuna on pH-indikaattori, joka muuttaa alustan varin kel-
taiseksi pH:n laskiessa: pH laskee, kun alustalla kasvavat mikrobit pilkkovat sokeria
tuottaen happoa. Suurin osa salmonelloista on laktoosi- ja sakkaroosinegatiivisia.
(Merck Millipore: BPLS 2008.)

Laktoosinegatiiviset ja rikkivetypositiiviset salmonellat kasvavat BPLS-maljalla Kiiltavi-
na, vaaleanpunaisina pesékkeind, joita ympardi vaaleanpunainen tai punainen vyéhy-
ke. Salmonellat kasvavat alustalla tyypillisind ja hyvin, mutta maljan spesifisyys on
heikko, silla myds useat muut bakteerit kasvavat BPLS-maljoilla tyypillisen salmonella-
kasvun nékdisind. Laktoosi- tai sakkaroosipositiviset mikrobit ovat BPLS-maljalla kelta-
vihreitd, ja niitd ympar6i maljalla keltavihrea alue. Tallaisia pesakkeitd muodostavia
bakteereita ovat muun muassa Escherichia coli sek& Citrobacterit ja klebsiellat. Alusta

ei sovellu Salmonella Typhin maarittdmiseen naytteesta. (Merck Millipore: BPLS 2008.)

Kuvassa 3 on tyypillisen ndkdinen salmonellakasvu verrattuna tyypillisen salmonella-
kasvun nakoiseen héiritsevadn kasvuun BPLS-maljoilla. Molemmat bakteerit kasvavat
vaaleanpunaisina pesakkeind, jolloin kuvan salmonellaa ja pseudomonasta on hyvin

vaikea erottaa toisistaan.
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Kuva 3. Salmonella Abony (vasen) ja Pseudomonas sp. (oikea) BPLS-maljoilla. Kuvan maljoja
on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

3.3 Rambach-agar

Rambach-alustat valmistettiin jauheesta seka lisdaineesta (Merck Millipore: tuotenro.
1.07500.0001, VWR) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Valio Oy:n Mikrobiologinen laatu
-laboratoriossa Rambach-alustaa on kaytetty apuna ISO-menetelman viljelytulosten

varmistamisessa. Elatusaineen valmistusohjeet ovat liitteessa 3.

Samoin kuin XLD-kasvualustassa Rambach-agarin selektiivisyys perustuu elatusai-
neen sisaltaméan natrium-desoksikolaattiin, joka inhiboi erityisesti grampositiivisten
bakteerien kasvua. Kuitenkin natrium-desoksikolaatin konsentraatio on alustassa niin
pieni, ettd se ei inhiboi gramnegatiivisten ja enterobakteerien kasvua. Beeta-
galaktosidaasientsyymia tuottavat koliformit pilkkovat alustan siséltamaa kromogeeni-
substraattia (X-Gal) siten, ettd ne muodostavat sinivihreita tai sinivioletteja pesakkeita.
Alustaan on lisatty propyleeniglykolia, jota salmonellat fermentoivat tuottaen siitd hap-
poa. Taméa aiheuttaa yhdessa pH-indikaattorivarin kanssa sen, ettd tyypilliset pesak-
keet (laktoosinegatiiviset ja rikkivetypositiiviset salmonellat) kasvavat maljalla punaisi-
na, violetteina tai vaaleanpunaisina pesékkeina. (Rambach 1990.) Muut enterobakteerit
ja gramnegatiiviset bakteerit, kuten esimerkiksi proteukset ja pseudomonaat, kasvavat

alustalla joko keltaisina tai varittémina (Merck Millipore: Rambach 2008).

Salmonella arizonae -kannat fermentoivat laktoosia, jolloin ne muodostavat Rambach-
alustalla violetteja tai sinisia pesakkeita. Salmonella Typhi ja Salmonella Paratyphi -

serotyypit seka harvinaisemmat Salmonella Moscow ja Salmonella Wassenaar -
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serotyypit kasvavat maljalla varittémina, koska ne eivat tuota happoa propyleeniglyko-
lista. (Manafi 2000: 212.)

Kuvassa 4 on tyypillisen nakéinen salmonellakasvu verrattuna lahes tyypilliseen sal-
monellakasvun nékoiseen hairitsevaan kasvuun Rambach-maljoilla. Molemmat baktee-
rit kasvavat vaaleanpunaisina pesakkeing, jolloin kuvassa vasemmalla olevaa salmo-
nellaa ja oikealla olevaa pseudomonasta on hyvin vaikea erottaa toisistaan. Vaikka
tassa tapauksessa tyypillinen salmonellakasvu ja hairitseva kasvu voidaan erottaa kas-
vun runsauden ja varireaktion voimakkuuden perusteella, hairitseva jouduttaisiin silti

varmistamaan jatkoviljelyiden avulla.

Kuva 4. Salmonella Abony (vasen) ja Pseudomonas sp. (oikea) Rambach-maljoilla. Kuvan
maljoja on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

3.4 ChromlID Salmonella -agar

ChromID Salmonella -maljat tilattiin valmiina maljoina Biomeriéux:ltd (Biomeriéux: tuo-
tenro. 43 621). ChromID-maljojen kromogeenisyys perustuu esteraasi-, B-glukosidaasi-
ja B-galaktosidaasientsyymeille tarkoitettuihin substraatteihin. Salmonellakannat tuotta-
vat esteraasientsyymid, mutta eivat -glukosidaasi- ja B-galaktosidaasientsyymeja.
Tama aiheuttaa sen, etta salmonellapesékkeet kasvavat maljalla vaaleanpunaisina
malvanvarisina tai violetteina, ja muut mikrobit muodostavat muun muassa turkooseja,
vaaleansinisia tai varittomia pesakkeita. Alusta inhiboi suurta osaa grampositiivisista
bakteereista seka hiivoja ja monia gramnegatiivisia bakteereja. Alustalla voidaan ero-
tella my6s laktoosipositiivisia salmonelloja, kuten esimerkiksi Salmonella Typhi ja Sal-
monella Paratyphi. Osa muista gramnegatiivisista bakteereista salmonellan lisaksi voi

muodostaa ChromID-alustalla tyypillisen nakoisia pesékkeita. Jotkin salmonellat, erityi-



15

sesti Salmonella Dublin, voivat muodostaa varittdomia tai vaaleita pesakkeita.
(Biomérieux 2007: ChromID.) Kuvasta 5 havaitaan, ettd Salmonella Dublin kasvaa
ChromID-maljalla varittémana eli epatyypillisen nékoéisena, kun tyypillisen nakdinen
salmonellakasvu on violetin tai malvanvarista. Kuvassa olevia maljoja on inkuboitu yh-
den vuorokauden ajan. Kun maljoja oli inkuboitu kahden vuorokauden ajan, Salmonella

Dublin -pesékkeisiin alkoi muodostumaan hailakkaa malvanvaria.

Kuva 5. Salmonella Abony (vasen) ja Salmonella Dublin (oikea) ChromID Salmonel-
la -maljoilla. Kuvan maljoja on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

Vuonna 2009 tehdyssa tutkimuksessa (Van Dijk ym. 2009) testattiin ChromID Salmo-
nella -agarin toimivuutta salmonellalla (n=34) ja muilla mikrobeilla (n=19). Tall6in malja-
tyypin herkkyydeksi maaritettiin 94,1 prosenttia (yhden ja kahden vuorokauden inku-
bointi) ja spesifisyydeksi 89,5 prosenttia (yhden vuorokauden inkubointi) seka 78,9
prosenttia (kahden vuorokauden inkubointi).

3.5 Brilliance Salmonella -agar

Brilliance Salmonella -maljat (Oxoid: tuotenro. CM1092) tilattiin valmiina Fisher Scienti-
ficilta. (Oxoid: Brilliance Salmonella 2010.) Brilliance-alusta sisaltda substraatit kapry-
laatti-esteraasi- ja B-glukosidaasientsyymeille. Salmonellat tuottavat kaprylaatti-
esteraasientsyymid, jolloin ne muodostavat alustalla violetin-, purppuran- tai malvanva-
risia pesakkeitd. On olemassa muitakin enterobakteereja, jotka tuottavat kaprylaatties-
teraasientsyymid, mutta myos B-glukosidaasientsyymid, jota salmonella ei tuota. Tasta
syysta nama enterobakteerit muodostavat alustalle sinisia, tummansinisia tai liiloja pe-
sékkeitd. Alusta siséaltaa erityisesti Escherichia colin, mutta myds muiden mikrobien
kasvua estavia molekyyleja, jotka on sidottu B-glukosidaasientsyymin substraattiin. Kun
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tama substraatti-inhiboiva molekyyli-kompleksi joutuu mikrobin sisdén, kompleksi hajo-
aa, ja inhiboiva molekyyli vapautuu estden mikrobin soluseindsynteesin ja nain ollen
aiheuttaen mikrobin kuoleman. Jos mikrobi ei tuota kompleksia pilkkovaa entsyymia,
kompleksi sailyy ehjana, eikd se talldin ole mikrobille haitallinen. (Oxoid: Brilliance
Salmonella 2010.)

Monet gramnegatiiviset bakteerisuvut voidaan erottaa alustalta salmonelloista niiden
muodostamien pesakkeiden varin perusteella. Esimerkiksi Citrobacterit kasvavat alus-
talla varittoming, ja klebsiellat enterobakteerit sekd serratiat kasvavat sinisind pesak-
keina. Jotkin pseudomonaat voivat kasvaa salmonellan néakdisind pesakkeina. Brillian-
ce Salmonella -alusta soveltuu elintarvikenaytteiden analysoimiseen ISO 6579:2002 -
standardin mukaisesti, mutta valmistaja ei suosittele sen kayttamista Salmonella Typhi
ja Salmonella Paratyphi -serotyyppien eristamiseen. Salmonella Dublin -kannat voivat
kasvaa Brilliance-alustalla varittémina tai vaaleina pesékkeina. (Oxoid: Brilliance Sal-
monella 2010.) Kuvasta 6 havaitaan, ettd Salmonella Dublin kasvaa Brilliance-maljalla
varittomana eli epatyypillisen nakodisenéd samalla tavoin kuin ChromID-maljoilla. Kuvas-
sa olevia maljoja on inkuboitu yhden vuorokauden ajan. Kun maljoja oli inkuboitu kah-
den vuorokauden ajan, Salmonella Dublin -pesékkeisiin alkoi muodostumaan hailakkaa

malvanvaria.

Kuva 6. Salmonella Abony (vasen) ja Salmonella Dublin (oikea) Briliance Salmonel-
la -maljoilla. Kuvan maljoja on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 ‘C:ssa.

3.6 IBISA-agar

IBISA-agar (AES Chemunex: tuotenro. AEB520060) tilattin valmiina maljoina

Biomérieux:ltd. Maljan toiminta perustuu esteraasientsyymien substraatteihin. Salmo-
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nellat tuottavat esteraasientsyymejd, jotka pilkkovat kromogeenia siséltavaa substraat-
tia muodostaen vihreitd pesakkeita. Alusta siséltdéd esteraasientsyymisubstraattien Ii-
saksi B-galaktosidaasientsyymin substraattia, jolloin p-galaktosidaasia tuottavat muut
enterobakteerit muodostavat vaaleanpunaisia tai violetteja pesakkeitd. Salmonellat
eivat tuota B-galaktosidaasia. Jotkin mikrobit voivat kasvaa myds varittomina pesakkei-
na. IBISA-maljoilla voidaan erotella myos laktoosipositiivisia salmonellakantoja, kuten
esimerkiksi Salmonella Typhi ja Salmonella Paratyphi. Maljan keltainen vari helpottaa
tulosten lukemista maljalta luomalla kontrastia pesdkkeiden varin ja maljan valille.
IBISA-malja sisdltdda muiden enterobakteerien kasvua estavia yhdisteita. Kuitenkin
pseudomonaat voivat kasvaa IBISA-maljoilla salmonellan nakéisind pesakkeina. (AF-
NOR Certification 2011.) Kuvasta 7 voidaan havaita, ettd Pseudomonas sp. voi kasvaa

tyypillisen varisena IBISA-maljalla.

Kuva 7. Salmonella Abony (vasen) ja Pseudomonas sp. (oikea) IBISA-maljoilla. Kuvan maljoja
on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

AFNOR Certificationin (AFNOR Certification 2011) suorittamassa alustan validointitut-
kimuksessa IBISA-maljan suhteelliseksi oikeellisuudeksi saatiin 91,9 prosenttia, suh-
teelliseksi herkkyydeksi 89,7 prosenttia ja suhteelliseksi spesifisyydeksi 93,8 prosenttia
verrattuna ISO 6579:2002 -menetelmaan. Naytematriisina tutkimuksessa oli 395 tuote-
naytetta, joista 49 oli luonnollisesti kontaminoituneita, 149 kpl keinotekoisesti kontami-
noituja ja 197 kontaminoimattomia. Naytteisiin lukeutui liha- ja maitotuotteita, vihannek-
sia, merenelavia, eldinrehuja, kananmunia ja kananmunaa sisaltavia tuotteita seka
leivonnaisia. Samaisen validointitutkimuksen yhteydessa suoritetussa laboratorioiden
valisessa vertailukokeessa maljan herkkyydeksi méaritettin 99,5 prosenttia ja spe-
sifisyydeksi 100,0 prosenttia. Valmistajan mukaan alusta soveltuu eldinrehu- ja elintar-
vike- seké ymparistonaytteiden, poislukien alkutuotannon naytteet, analysointiin. (AF-
NOR Certification 2011.)
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3.7 Harlequin Salmonella ABC Medium -agar

Harlequin Salmonella ABC Medium -maljat valmistettiin jauheesta (LabM: tuotenro.
HALOO1, Labema Oy) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Elatusaineen valmistusohjeet

ovat liitteessa 3.

Tyypillisissad salmonellapesakkeissa on ABC-maljalla vihred keskusta ja vaaleanvihred
tai vaalea reunus. Pesdkkeiden vari muodostuu siten, ettd salmonellat hydrolysoivat
tuottamansa a-galaktosidaasientsyymin avulla X-a-galaktoosisubstraattia, joka pilkkou-
tuessaan vapauttaa sisaltaménsad kromogeenin. (LabM: Harlequin Salmonella ABC
2006.)

Maljatyypilla  epéatyypillisen  nakodisend  kasvavat  mikrobit  tuottavat  [3-
galaktosidaasientsyymid, joka hajottaa CHE-galaktoosisubstraattia, jolloin muodostuu
yhdessa alustan sisdltdman ammoniumrautasitraatin kanssa mustia pesakkeita. Mustia
peséakkeitd muodostavat esimerkiksi Escherichia coli, Citrobacter sp. ja Klebsiella ae-
rogenes. Shigellat kasvavat ABC-maljoilla varittbming, paitsi jos ne tuottavat -
galaktosidaasientsyymid, jolloin ne muodostavat mustia pesdkkeita. Proteukset ja
pseudomonaat kasvavat elatusaineella varittomina tai kellertavina pesakkeina, poik-
keuksena Pseudomonas aeruginosa, joka voi kasvaa myos vihreind pesakkeina.
(LabM: Harlequin Salmonella ABC 2006.)

Jotkin laktoosipositiiviset salmonellat, kuten esimerkiksi Salmonella arizonae, tuottavat
B-galaktosidaasientsyymid, ja kasvavat maljalla mustina pesékkeina. Tallaisia B-
galaktosidaasientsyymid tuottavia salmonellaserotyyppeja on hyvin vaikea erottaa

muista ABC-maljalla mustia pesakkeitd muodostavista mikrobeista. (Perry ym. 1999.)

Perryn ym. (1999) tutkimuksessa Harlequin Salmonella ABC -maljan herkkyys oli 99,7
prosenttia ja spesifisyys oli 90,5 prosenttia. Kuitenkin Nye ym. (2002) totesivat tutki-
muksessaan, ettd ABC-kasvatusalusta on erittdin spesifinen, mutta héairitseva kasvu
alustalla on voimakasta elatusaineen heikon selektiivisyyden vuoksi, mika vaikuttaa
heikentavasti myds maljan herkkyyteen. Lisdksi Perry ym. (2002) totesivat laajamittai-
sessa mannertenvalisessa tutkimuksessa, ettd 45 prosenttia Burkina Fasossa, Afrikas-
sa eristetyista salmonellakannoista eivét tuottaneet ollenkaan a-galaktosidaasia, jolloin

nama kannat olisivat jadneet detektoimatta rutiininomaisessa tarkastelussa.
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Kuvassa 8 ovat Salmonella arizonae ja Enterobacter cloacae -bakteerit, joiden muo-
dostamia pesakkeitd on mahdotonta erottaa toisistaan ABC-maljoilla. Salmonella ari-
zonaen kasvu ABC-maljalla on epatyypillisen nakdista eli pesakkeet ovat mustia ja
kiiltavia.

i

Kuva 8. Salmonella arizonae (vasen) ja Enterobacter cloacae (oikea) Harlequin Salmonella
ABC Medium -maljoilla. Kuvan maljoja on inkuboitu yhden vuorokauden ajan
37 C:ssa.

3.8 CHROMagar Salmonella Plus -agar

CHROMagar Salmonella Plus -maljat (CHROMagar: tuotenro. SA162, Labema) valmis-
tettiin jauheesta ja lisdaineesta valmistajan ohjeiden mukaisesti. Elatusaineen valmis-

tusohjeet ovat liitteessa 4.

Tyypilliset salmonellapesakkeet ovat alustalla violetteja tai malvanvarisia. Alustalla voi-
daan eristda myds Salmonella Typhi ja laktoosipositiivisia salmonelloja, mutta Salmo-
nella Dublin voi muodostaa varittémia tai vaaleita pesékkeitd. Muut gramnegatiiviset
bakteerit kasvavat maljalla yleensa sinising, turkooseina tai varittémina, kuten esimer-
kiksi jotkut proteukset ja Escherichia coli, pesakkeina. Jotkin Escherichia coli ja pseu-
domonas -kannat voivat kuitenkin kasvaa hailakan malvanvéarisina tai violetteina, mika
voi aiheuttaa vaaria positiivisia tunnistuksia maljojenlukuvaiheessa. (CHROMagar
2011.) Tama todettiin myds Gaillot:n ym. (1999) suorittamassa tutkimuksessa, jossa
Pseudomonas aeruginosa aiheutti vaaria positiivisia tunnistuksia maljojenlukuvaihees-

sa.

Kuvassa 9 on tyypillinen salmonellakasvu ja epatyypillinen salmonellakasvu. Tyypilli-

senvariset salmonellapesakkeet kasvavat CHROMagar-maljalla violetteina tai malvan-
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varising, mutta Salmonella Dublin kasvaa alustalla varittomana. Kuvassa olevia maljoja
on inkuboitu yhden vuorokauden ajan. Kun maljoja oli inkuboitu kahden vuorokauden

ajan, Salmonella Dublin -peséakkeisiin alkoi muodostumaan hailakkaa malvanvaria.

Kuva 9. Salmonella Abony (vasen) ja Salmonella Dublin (oikea) CHROMagar Salmonella
Plus -maljoilla. Kuvan maljoja on inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

Gaillot ym. (1999) tekeméassa tutkimuksessa CHROMagar Salmonella Plus -maljan
herkkyydeksi maaritettiin suoraan naytteesta viljeltynd 95 prosenttia ja esirikastuksen
jalkeen 100 prosenttia. Samassa tutkimuksessa maljan spesifisyydeksi maaritettiin
88,9 prosenttia. Naytematriisina toimi 508 ulostenaytetta, joista 20 oli salmonellapositii-

visia.

Liséksi de Beaumont ym. (2006) tutkimuksessaan testasivat maljan spesifisyytta 76
laktoosinegatiivisella salmonellaserotyypilld, joista CHROMagar Salmonella -maljalla
tyypillisen nakoisia pesakkeita muodosti 75 kantaa (99 prosenttia kaikista). Laktoosi-
negatiiviset serotyypit sisalsivat myds Salmonella Typhi ja Salmonella Paratyphi -
kantoja. Samaisessa tutkimuksessa testattiin maljan toimivuutta myds 33 laktoosipo-
sitiivisella kannalla. Talloin CHROMagar-maljoilla tyypillisend naistd kasvoi 27 salmo-
nellakantaa eli maljalta voitiin detektoida 82 prosenttia laktoosipositiivisista salmonella-

kannoista.
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4 Pseudomonaat

Pseudomonaat ovat suoria tai hieman kayria, gramnegatiivisia sauvoja. Yleensa niilla
on yksi tai useampi flagella. Pseudomonaat ovat padsaantoisesti aerobisia, mutta jotkin
kannat voivat kasvaa my0s anaerobisissa olosuhteissa, mikali ymparistdssa on nitraat-
tia. Jotkin pseudomonas-kannat ovat patogeenisia tai opportunistisesti patogeenisia.

Bakteeria esiintyy kaikkialla luonnossa. (Brenner ym. 2005: 323.)

Pseudomonaat kasvavat lampétila-alueella 4 - 45 C, ja suurimmalla osalla optimikasvu-
lampdtila on 28 'C. Pseudomonaat eivat sieda happamia olosuhteita, eli ne eivat pysty
kasvamaan ymparistossa, jonka pH on alle 4,5. (Brenner ym. 2005: 328-330.)

Kuten kuva 10 osoittaa, Pseudomonaat voivat kasvaa hairitsevéna kasvuna salmonel-
lan detektointiin kaytetyilla elatusaineilla ja l&hes tyypillisen salmonellapesékkeiden
nakoisina pesakkeina. Toisaalta, hyvin usein kasvu ei ole yhta runsasta kuin salmonel-
lalla, johtuen seuraavista tekijoista: elatusaineet usein sisdltavat myds pseudomon-
aiden kasvua inhiboivia yhdisteitda, ISO-menetelman salmonellaselektiivinen rikastus-
vaihe karsii hairitsevien bakteerien kasvua seka pseudomonaiden optimikasvulampoti-

lan alhaisuudesta.

Kuva 10. Pseudomonas sp. BPLS (vasen ylhaalla), XLD (oikea ylhaalla), Brilliance (vasen al-
haalla) ja CHROMagar (oikea alhaalla) -maljoilla. Kuvan maljoja on inkuboitu yhden
vuorokauden ajan 37 C:ssa.
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5 Citrobacter-suku

Citrobacterit ovat gramnegatiivisia sauvoja. Yleensa niilla on flagella. Citrobacterit ovat
fakultatiivisesti anaerobeja. Useimmat lajit pystyvat kayttamaan sitraattia yksittaisena
hiilenlahteena. Osa lajeista voi olla patogeenisia tai opportunistisesti patogeenisia. Cit-
robactereja esiintyy maaperassa, vedessa ja jatevedessa seka elintarvikkeissa. (Bren-
ner ym. 2005: 651.)

Citrobacterit eivat yleensa fermentoi laktoosia, mutta ne tuottavat B-galaktosidaasia, ja
fermentoivat muun muassa L-arabinoosia, maltoosia, D-ksyloosia, D-mannitolia ja D-
sorbitolia. Suurin osa kannoista tuottaa rikkivetya Triple-Sugar-Iron -agarilla (TSI), mik&
voi vaikeuttaa ISO-menetelmé&n mukaisten varmistustestien tulkintaa. Lisaksi Citrobac-
terit voivat kasvaa BPLS-kasvualustalla tyypillisen nakoising, mikali ne fermentoivat
laktoosia hitaasti. (Brenner ym. 2005: 651 - 652.)

Kuvasta 11 voidaan nahd&, miten tutkimuksessa kaytetty Citrobacter sp. (M5265) kas-
voi erilaisilla salmonella-alustoilla puhdasviljelmana. BPLS-alustalla bakteeri kasvoi
paikoitellen jopa tyypillisen salmonellakasvun nakdisend, mutta muilla alustoilla baktee-

ri kasvoi selkeasti epatyypillisen nékdisina pesakkeina.

Kuva 11. Citrobacter sp. BPLS (vasen ylhaalla), XLD (oikea ylh&alld), Brilliance (vasen alhaalla)
ja CHROMagar (oikea alhaalla) -maljoilla. Kuvan maljoja on inkuboitu yhden vuoro-
kauden ajan 37 C:ssa.
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KOKEELLINEN OSUUS

6 Materiaalit ja menetelmat

Ennen validointia tehtiin alustava maljavertailu, jonka perusteella oli tarkoitus rajata
pois huonoiksi havaitut kasvualustat. Valinnassa kiinnitettiin huomiota paaasiassa ela-
tusaineiden herkkyyteen ja spesifisyyteen. Eri maljojen toimivuuden valilla havaittiinkin
merkittavia eroja jo alustavan maljavertailun aikana, siirrostettaessa maljoille puhdasuvil-
jelmid. Tulosten perusteella alustavan maljavertailun jalkeen karsittiin pois nelja kasvu-
alustaa: ChromID Salmonella, Harlequin Salmonella ABC Medium, IBISA ja Rambach -

maljat.

Tutkimuksen varsinaisessa validointivaiheessa verrattin CHROMagar Salmonella Plus
ja Brilliance Salmonella -kasvualustojen toimivuutta seka keskenééan ettéd nykyisin ISO-
menetelmassé kaytossa olevien XLD- ja BPLS-maljojen toimivuuteen. Vertailu suoritet-
tiin ISO-menetelman mukaisessa viljelyssa eri matriiseilla, jotka oltiin keinotekoisesti
kontaminoitu salmonellalla ja héairitsevalla bakteerilla. Tulokseksi saatiin, ettd kro-
mogeenialustat olivat 1SO-menetelméssa kaytettyja selektiivialustoja huomattavasti
herkempid ja spesifisempia. Keskindisessa vertailussa paremmaksi osoittautui Oxoidin
valmistama ja Fisher Scientificin toimittama Brilliance Salmonella -malja, vaikka
CHROMagarin valmistama ja Labema Oy:n toimittama CHROMagar Salmonella
Plus -malja olisi soveltunut myés hyvin ISO-menetelm&n mukaiseen naytteiden tutkimi-

seen.

Liséksi oli tarkoitus suorittaa alustavaa validointia tuotantoympériston lattiakaivovesi-
naytteille Salmonella BAX-PCR -pikamenetelm&n mukaiseen analysointiin, maljavali-
doinnin ohessa. BAX-PCR-tulosten ja ISO-menetelmédn antamien tulosten perusteella
lattiakaivovesinadytteet soveltuvat analysoitaviksi BAX-PCR Salmonella -menetelmalla,
joten validointia on kannattavaa jatkaa taman naytetyypin osalta. Kappale kasittaa tut-
kimuksessa kaytetyt elatusaineet, bakteerit ja valineiston. Lisaksi kappaleessa on kayty

l&pi tutkimusmenetelmat, ja niiden toteuttaminen tutkimuksessa.
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6.1 Tutkimuksessa kaytetyt elatusaineet

6.1.1 Liemet

Kasvatusliemi: Brain-Heart-Infusion -rikastusliemi (BHI)
0 LabM: tuotenro. LAB049
o Toimittaja: Labema Oy
0 exp.2015/11
o]

Valmistusohje liitteessa 5

- Laimennosliemi: Peptonivesi (PV)
o LabM: tuotenro. MC024
o Toimittaja: Labema Oy
0 exp.2014/11

- Esirikastusliemi: Puskuroitu peptonivesi (PPV)
0 Merck: tuotenro. 1.07228.0500
o Toimittaja: VWR
o exp.2017/08
o}

Valmistusohije liitteessa 5

- Rikastusliemi: Muller-Kauffmann Tetrationaatti-novobiosiini (MKTTn)
0 bioTRADING: tuotenro. K820B0O10AA
o0 Toimittaja: Labema Oy
0 exp.2014/03

- Rikastusliemi: Rappaport-Vassiliadis-Soija (RVS)
0 LabM: tuotenro. LAB086
o0 Toimittaja: Labema Oy
0 exp.2016/04
o]

Valmistusohije liitteessa 5

6.1.2 Agaralustat

Tutkimuksessa kéaytettiin ISO-menetelmassa nykyisin kaytettavien XLD- ja BPLS-

maljojen lisdksi kuutta eri kromogeenialustaa. Taulukossa 2 on lueteltu tutkimuksen
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selektiivi- ja kromogeeniagarit, niiden valmistajat ja toimittajat. Taman liséksi taulukos-

sa on myo6s tutkimusta varten tilattujen elatusaineiden toimitusajat seké kaikkien kas-

vualustojen pakkausmuodot.

Taulukko 2.  Eri maljatyypit, ja niiden keskeiset tiedot.
Maljatyyppi | Valmistaja | Tuotenumero | Toimittaja | Toimitusaika Pakkausmuoto
XLD LabM LAB 32 La%‘;ma - Jauhe
BPLS Merck 1.07237.0500 VWR - Jauhe
Rambach Merck 1.07500.0001 VWR - Jauhe + suplementti
ChromID Biomérieux 43 621 Biomérieux - Valmismalja
Salmonella
Brilliance Fisher
Oxoid CM1092 Scientific 3-4vko Valmismalja
Salmonella
Oy
Harlequin
Salmonella LabM HALOO1 VWR - Jauhe
ABC Medium
CHROMagar Labema
Salmonella | CHROMagar SA162 o 2 - 3vko Jauhe + suplementti
Plus y
AES L . :
IBISA AEB520060 | Biomérieux 1,5 kk Valmismalja
Chemunex

Kantojen tuoreuttamiseen ja puhdasviljelyiden tekemiseen kaytettiin Tryptoni-soija-

agarmaljoja (TSA), jotka valmistettiin jauheesta (LabM: tuotenro. LAB 11, exp. 2016/10,

Labema Oy). Tama kasvatusalusta on yleisalusta, jolla kasvavat kaikki bakteerit. TSA-

kasvatusalustan valmistusohjeet |6ytyvat liitteesta 4.
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6.1.3 Varmistustestit

- Triple Sugar Iron -putket (TSI)
0 LabM: tuotenro. LAB0O53
o0 Toimittaja: Labema Oy
o exp.2014/10
o}

Valmistusohije liitteessa 6

- Urea-agar-putket (Urea)
0 LabM: tuotenro. LAB130
o Toimittaja: Labema Oy
o exp. 2016/07
o]

Valmistusohije liitteessa 6

6.2 Tutkimuksessa kaytettavat bakteerit

Tutkimukseen valittiin eri salmonelloja (n=12), muita gramnegatiivisia bakteereja (n=16)
sekd grampositiivinen bakteeri (n=1). Salmonellat valittiin siten, ettd saatiin eri kro-
mogeenialustoilla seka tyypillisia ettd epatyypillisia salmonellapesékkeitd muodostavia
bakteereja. Esimerkkind harvinaisemmista salmonelloista olivat laktoosipositiiviset sal-
monellat Salmonella arizonae ja Salmonella diarizonae. Muut bakteerit valittiin sen pe-
rusteella, miten niité esiintyy elintarviketeollisuudessa. Osa valituista muista bakteerila-
jeista, kuten esimerkiksi Citrobacter freundii ja Pseudomonas sp., kasvaa tutkimusten
(Gaillot ym. 1999; Cassar & Cuschieri 2003; Rambach 1990; Perry ym. 1999; Cooke
ym. 1999) perusteella yhdella tai usealla tutkimukseen valitulla kromogeenialustalla
salmonellan nakoisind pesakkeina. Grampositiivinen bakteeri oli mukana tutkimukses-
sa testaamassa alustojen selektiivisyytta. Taulukossa 3 on lueteltu tutkimuksessa kay-

tetyt bakteerit ja niiden alkupera.



Taulukko 3.

Tutkimuksessa kaytetyt bakteerit ja niiden alkupera.
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Bakteerin nimi

Kannan numero

Salmonella Abony

M3790*

Salmonella Infantis M3267*
Salmonella sp. M2275*
Salmonella Senftenberg M2278*
Salmonella Dublin M3266*
Salmonellat Salmonella Stockholm M3485*
Salmonella Agona M3615*
Salmonella Bovismorbificans M3331*
Salmonella arizonae ATCC 13314
Salmonella diarizonae ATCC 12325
Salmonella enterica ATCC 51741
Salmonella Enteritidis ATCC 13076
Acinetobacter baumannii ATCC 19606
Citrobacter freundii ATCC 6750
Proteus mirabilis ATCC 7002
Proteus vulgaris ATCC 8427
Pseudomonas sp. M5027*
Pseudomonas aeruginosa M3384*
Escherichia coli ATCC 25922
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Hairitsevat bakteerit Aeromonas hydrophila ATCC 7966
Bacillus cereus ATCC 11778
Serratia marcescens M3358*
Klebsiella oxytoca M3335*
Citrobacter sp. M5265*

Klebsiella pneumoniae

ATCC BAA-1705

Citrobacter koseri ATCC 27156
Citrobacter freundii ATCC 8090
Morganella morganii ATCC 25829

*Valio Oy:n kantakokoelma
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ATCC-kannat, jotka tilattiin Labema Oy:ltd, elvytettiin kantojen mukana tulleen Kwik-
stik-ohjeen mukaan. Valio Oy:n oman kantakokoelman bakteerit tuoreutettin TSA-

maljoille.

6.3 Keinotekoisesti kontaminoidut naytematriisit ja kontaminointibakteerit

Koska luonnollisesti kontaminoituneita naytteita on vaikea saada, naytteet kontaminoi-

tiin itse keinotekoisesti. Naytematriisit olivat:

Valio Oy:n herajauhe

Valio Oy:n kevytmaito

Lattiakaivovesi, Valio Oy:n Lapinlahden tuotantolaitos

Lattiakaivovesi 2, Valio Oy:n Lapinlahden tuotantolaitos

Alustavan maljavertailun perusteella tutkimuksen keinotekoisiin kontaminointeihin valit-
tiin Salmonella Abony (M3790) -kanta, joka kasvoi tyypillisen nakdisena kaikilla neljalla
(XLD, BPLS, Brilliance ja CHROMagar) kasvualustalla. Hairitsevaksi kannaksi valittiin
tuotenaytteisiin Citrobacter sp. (M5265) ja lattiakaivovesinaytteisiin Pseudomonas sp.
(M5027). Kontaminointien laskennalliset kontaminointiasteet olivat salmonellalla 5, 50
sekd 500 pmy:td ja hairitsevalld kannalla kymmenkertaiset eli 50, 500 seka 5000

pmy:td. Kukin ndyte kontaminoitiin sekd salmonellalla ettd hairitsevalla bakteerilla.

6.4 Tarvikkeet, laitteet ja tilat

Kaikki tyovaiheet, joissa kasiteltiin salmonellaa, tehtiin erikseen maaritetyssa Turvala-
boratorio-tilassa. Muissa tydvaiheissa noudatettiin toimipaikkakohtaista patogeenityds-
kentely-ohjetta, jossa on maaritetty tilat eri menetelmille ja tydvaiheille. Tutkimuksessa
kaytettin BAX-PCR-laitteistoa ja laboratorion perusvélineistéa ja -laitteistoa. Tydssa
tarkeimpié laboratoriovalineita ja -laitteita olivat siirrostussauvat ja -silmukat, koeputket,
erlenmeyerpullot, mittalasit, laminaarivirtauskaapit, lampotkaapit ja koeputkisekoittaja.

Maljojen valokuvaukseen kaytettiin Canon-merkkista jarjestelméakameraa.
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6.5 Alustava maljavertailu

Kannat tuoreutettiin TSA-maljoilla ennen viljelyd. Puhdasviljelmista siirrostettiin 1 pl
kutakin mikrobia tutkittaville kromogeeni- ja selektiivimaljoille. Maljoja inkuboitiin 2 vuo-
rokautta 37°C:ssa. Pesédkkeiden ulkomuotoa, varia ja kokoa seka maljan varia tarkas-
teltiin suhteessa elatusaineen valmistajan antamiin kuvauksiin yhden ja kahden vuoro-
kauden inkuboinnin jalkeen. Maljat myds valokuvattiin yhden ja kahden vuorokauden
inkuboinnin jalkeen. Alustavan maljavertailun perusteella jatkoviljelyyn valittin seuraa-

vat maljat: Brilliance Salmonella ja CHROMagar Salmonella Plus.

6.6 Naytteiden keinotekoinen kontaminointi

Salmonella Abony (M3790), Citrobacter sp. (M5265) ja Pseudomonas sp. (M5027)
tuoreutettiin siirrostamalle ne TSA-maljoille, joita inkuboitiin yhden vuorokauden ajan
37+1°C:ssa. TSA-maljoilta bakteerit siirrostettiin BHI-liemiputkiin, joita inkuboitiin yhden
vuorokauden ajan 37+1°C:ssa. Liemiputkista pipetoitiin laimennossarjat 10%:aan asti.
Laimennosputkista viljeltin TSA-agarille laimennokset 10 - 10° liemen pitoisuusmaari-
tysta varten. Maljoja inkuboitiin 37+1°C:ssa yhden vuorokauden ajan. Maljoilta lasket-
tiin pesadkkeet, ja pesakemaaran perusteella maaritettiin BHI-liemiputken mikrobipitoi-
suus (pmy/ml). BHI-liemen pitoisuuden suuruusluokka maaritettiin etukateen esikokei-

den avulla kullekin bakteerille erikseen.

Kymmenen rinnakkaista 25 g:n (Kkiinteat naytteet) tai 25 ml:n (nestemaiset naytteet)
naytettd homogenoitiin 225 ml:aan huoneenlampdista puskuroitua peptonivetta. Hera-
jauheen annettiin liueta PPV:een noin tunnin ajan. Keinotekoinen kontaminointi tehtiin
siten, etta esikokeen perusteella maaritettyja salmonellalaimennoksia (10, 107 ja 10°8)
pipetoitiin 300 pl:aa kolmeen rinnakkaiseen naytteeseen. Samoihin naytteisiin lisattiin
hairitsevaa bakteeria kymmenkertainen maara: tuotenaytteisiin lisattiin 415 ul:aa Citro-
bacter sp.:td ja lattiakaivovesinaytteisiin 1150 ul:aa Pseudomonas sp.:ta. Lisaksi jokai-
sesta naytteesta tehtiin kontaminoimaton nayte eli nollandyte. Naytteita inkuboitiin
37+1°C:ssa 1842 tuntia.

6.7 Keinotekoisesti kontaminoitujen naytteiden analysointi ISO-menetelmalla

Kuvassa 12 nakyy ISO-menetelman mukainen keinotekoisesti kontaminoitujen nayttei-

den analysointi tydvaiheittain. Tydvaiheet olivat keinotekoinen kontaminointi ja esirikas-
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tus, rikastus, naytteiden viljeleminen, pesakkeiden eristdminen ja puhdistaminen seka

varmistustestien teko.

RVS-rikastusliemiputket esilammitettiin 41,5+1 °C:een ja MKTTn-putket 37+1 °C:een,
minka jalkeen niihin pipetoitiin esirikastuslientd. RVS-putkiin pipetoitin PPV:ta 0,1
ml:aa, ja MKTTn-putkiin 1 ml. Nollanayte pipetoitiin ensimmaiseksi nollanaytteen kon-

taminaatioriskin valttamiseksi.

RVS-putkia inkuboitiin 41,5+1°C:ssa ja MKTTn-putkia 37+1°C:ssa 24+3 tuntia. XLD-,
BPLS-, CHROMagar- ja Brilliance-maljoja kuivattiin laminaarivirtauskaapissa 15 minuu-
tin ajan. Rikastusliemiputkista siirrostettiin 10 pl:n silmukallinen lienta maljoille steriililla

siirrostussilmukalla.

Siirrostetut maljat laitettiin inkuboitumaan [Ampdkaappiin 37£1°C:een, 24+3 tunnin
ajaksi. Seuraavana paivana suoritettiin ensimmainen tarkastelu, jolloin maljoista kirjat-
tiin ylos maljakuvaukset, ja maljoja tarkasteltiin siiméamaaraisesti sekd ne valokuvattiin.
Maljat laitettiin viela uudelleen inkuboitumaan lAmpdkaappiin 37£1°C:een, 24+3 tunnin

ajaksi, jonka jalkeen suoritettiin maljojen toinen tarkastelu.

Jokaiselta maljalta valittiin tyypillisen salmonellan ndkéinen pesake, joka siirrostettiin
TSA-maljalle. Tah&n paadyttiin, jotta varmistustesteihin otettavien pesakkeiden luku-
maéara ei nousisi lilan korkeaksi. Alkuperédiset maljat saastettiin negatiivisen tuloksen
varalta, jotta voitiin tarvittaessa valita toinen pesake varmistukseen. Maljoja inkuboitiin

37+1°C:ssa yhden vuorokauden ajan.

TSA-maljoilta tehtiin Urea- ja TSl-agarputkitestit siirrostamalla yksi pesake Urea-agar-
putken vinopinnalle, ja TSl-agarputken vinopinnalle seka silmukalla agarin sisaan put-
ken pohjaan asti. Testit tehtiin viljelmista, jotka olivat peraisin kromogeenialustoilta joko
RVS- tai MKTTn-rikastuksen kautta.

Putkia inkuboitiin yhden vuorokauden ajan 37+1°C:ssa. My6s Salmonella Abony, Cit-
robacter sp. ja Pseudomonas sp. -puhdasviljelmista viljeltiin Urea- ja TSI-putket. Reak-
tioita verrattiin naytteista viljeltyjen bakteerien reaktioihin. Rinnalla verrattiin siirrosta-
mattomia putkia. Naiden avulla voitiin havainnoida putkien sisdltdméan agarin luontaista

varinmuutosta inkuboinnin yhteydessa.
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Kuva 12. Keinotekoisesti kontaminoitujen naytteiden analysointi ISO

6579:2002 -standardimenetelmalla.

Herajauheen putkitesteissa havaittiin sekakasvua eli salmonellapesakkeen eristdminen
oli epaonnistunut. Koska Salmonella Abony ja Citrobacter sp. -pesakkeet ovat TSA-
maljalla samannéakdisida, TSA-maljoilta ei pystytty huomaamaan sekakasvua silmamaa-

raisesti. Tasta johtuen maljoilta siirrostettiin uudelleen mikrobimassaa Brilliance Sal-
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monella -maljoille. Maljoja inkuboitiin 37+1 °C:ssa yhden vuorokauden ajan, jonka jal-
keen niilta siirrostettiin tyypillisen ndkodinen pesake uudestaan TSA-maljoille, joita inku-
boitiin 371 °C:ssa yhden vuorokauden ajan. TSA-maljalta otettiin erillispeséke, ja tasta

tehtiin putkitestit positiivisen salmonellatuloksen todentamiseksi.

Hairitsevista bakteereista tuotenaytteiden keinotekoisissa kontaminoinneissa kaytetty
Citrobacter sp. antoi lahes tyypillisen reaktion TSI-putkessa (kaasun muodostus, rikki-
vety ja punainen pinta), mutta epatyypillisen reaktion ureaputkessa (punaisen vérin
muodostuminen). Lattiakaivovesinaytteiden keinotekoisissa kontaminoinneissa hairit-
sevana kantana kaytetty Pseudomonas sp. oli ureanegatiivinen (ei varinmuutosta),
jolloin ureaputkivarmistuksella ei voitu erotella salmonellakantaa ja pseudomonasta
toisistaan. Kuitenkaan pseudomonas ei aiheuttanut TSI-putkessa reaktiota (punainen
vari putkessa séilyi), joten salmonellakasvu voitiin erottaa TSI-putken avulla. Kaikkien
varmistusviljelyiden yhteydessa tehtiin salmonellapositiivikontrollit ja hairitsevien kanto-
jen kontrollit (tuotendytteiden keinotekoisissa kontaminoinneissa Citrobacter sp. ja lat-
tiakaivovesinaytteiden keinotekoisissa kontaminoinneissa Pseudomonas sp.), joihin
naytteiden varmistusviljelyputkia verrattiin. Lisaksi tehtiin nollaputket, joihin ei siirrostet-
tu mitdén, agarin luontaisen, inkuboinnin yhteydessa tapahtuvan, lampdétilasta aiheutu-

van varinmuutoksen havainnoimiseksi.

6.8 BAX-PCR-menetelma

Keinotekoisesti kontaminoidut naytteet analysoitiin ISO-menetelman liséksi BAX-PCR-
menetelmalla. BAX-PCR-menetelmdssa naytteen solut hajotetaan entsymaattisesti
lammon avulla. BAX® System PCR Assay for Salmonella -pakkaus (Dupont Qualicon)
siséltda solujen hajotukseen tarvittavat puskuri- ja proteaasiliuokset. Putkiin pipetoitiin
200 pl solujen hajotus-puskuriliuosta, johon oli lisatty proteaasiliuosta BAX-PCR-
menetelmaohjeen mukaan. Puskuroidusta peptonivedesta otettiin inkuboinnin jalkeen 5

pl:aa naytettd, joka pipetoitiin putkeen. (Valio Oy 2010.)

Putkia inkuboitiin 37+2°C:n kuivalampdhauteessa 20 minuuttia, jonka jalkeen 95+3°C:n
kuivalampothauteessa 10 minuuttia. Putkia jaahdytettiin kylmahauteessa viiden minuu-
tin ajan ja siirrettiin pakastimeen. Nayteputket sulatettin huoneenlammdsséd ennen
BAX-PCR-ajoa. Nayteputkista pipetoitiin 50 pl:aa BAX Salmonella PCR-putkiin, jotka

sisdlsivat PCR-reagenssipelletin. Naytteen lisaamisen jalkeen putket siirrettiin BAX-
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PCR-laitteeseen. Laitteen ohjelma siséltdda PCR-ajon ja monistuneen tuotteen detekti-

on. Laite antaa joko positiivisen (+) tai negatiivisen (-) tuloksen. (Valio Oy 2010.)

6.9 Laskut

Mikrobipitoisuus BHI-liemiputkessa laskettiin esikokeen ja kunkin naytteen kontami-
noinnin yhteydesséa bakteerikantojen laimennoksista (107 ja 10®) seuraavalla, painote-

tun keskiarvon kaavalla:

Y- 1077 + 1057 + 1078 + 1058
2 * V1 +2 'VZ

1077 = laimennoksesta 1077 siirrostetun 1. maljan pesakemaara (pmy)
1057 = laimennoksesta 1077 siirrostetun 2. maljan pesakemaara (pmy)
1078 = laimennoksesta 1078 siirrostetun 1. maljan pesakemaara (pmy)
1058 = laimennoksesta 1078 siirrostetun 2. maljan pesakemaara (pmy)
V, = BHI-liemen pipetointitilavuus maljalle laimennoksesta 10~7 = 0,0000001 ml

V, = BHI-liemen pipetointitilavuus maljalle laimennoksesta 108 = 0,00000001 ml

BAX-PCR-menetelman suhteellisen oikeellisuuden, spesifisyyden ja herkkyyden maa-
rittdmiseen lattiakaivovesinaytteille kaytettiin apuna taulukkoa 3, jolla tulokset luokitel-

tiin neljaan eri kategoriaan.

Taulukko 4. BAX-PCR- ja ISO-menetelmien tulosten validointitaulukko (Valio Oy 2009).

ISO Positiivinen (R+) ISO Negatiivinen (R-)

BAX Positiivinen (A+) +/+ positive agreement (PA) -/+ positive deviation (PD) (R-/A+)

BAX Negatiivinen (A-) | +/- negative deviation (ND) (A-/R+) -/- negative agreement (NA)

Alla on esitetty suhteellisten oikeellisuuksien (AC), spesifisyyksien (SP) ja herkkyyksien
(SE) laskutavat:
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Suhteellinen oikeellisuus: AC = @- 100 %
Suhteellinen spesifisyys: SP = :—’_‘- 100 %

Suhteellinen herkkyys: SP = :—‘i- 100 %

N = ndytteiden kokonaismdard (NA + PA+ PD + ND)
N—= vertailumenetelman antamien negatiivisten tulosten madara (NA + PD)

N+= vertailumenetelmén antamien positiivisten tulosten mééra (PA + ND)

7 Tulokset

7.1 Alustava maljavertailu

Alustavan maljavertailun jalkeen voitiin karsia pois nelja kromogeenialustaa (ABC,
ChromID, IBISA ja Rambach) alustojen selektiivisten ominaisuuksien ja herkkyyksien
perusteella. IBISA-agar karsiutui pois jatkosta sen heikon saatavuuden vuoksi. Varsi-
naiseen tutkimukseen valittiin Brilliance Salmonella ja CHROMagar-maljat XLD- ja

BPLS-maljojen lisaksi.

Suurin osa salmonelloista kasvoi eri kromogeenimaljoilla valmistajien antamien véri- ja
pesékekuvausten mukaisesti, jolloin muodostettiin kasitys tyypillisen nakdisesta salmo-

nellakasvusta eri kasvualustoilla. Kuvassa 13 on esitetty tyypillisen nakoéisten salmonel-

lapesakkeiden vari eri selektiivi- ja kromogeenimaljoilla.
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Kuva 13. Tyypillisen ndkéinen salmonellakasvu eri maljatyypeilla. Maljatyypit vasemmalta oike-
alle ylhaalla: XLD, BPLS, Rambach, ChromID, ja vasemmalta oikealle alhaalla:
CHROMagar, Brilliance, ABC, IBISA. XLD-maljalle oli viljelty Salmonella spp.:ta
(M2275), ja muille maljoille oli viljelty Salmonella Abony -kantaa (M3790). Maljoja ol
inkuboitu yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

Osa tutkimuksessa kaytetyistéa salmonelloista kasvoi joillakin alustoilla epatyypillisen
nakoisind pesékkeind verrattuna muihin salmonelloihin. XLD-alustalla epéatyypillisen
nakoisia salmonellapeséakkeitd muodostivat Salmonella Agona ja Salmonella enterica:

nama muodostivat XLD:lla keltaisia ja laakeita pesakkeita.

Rambachilla Salmonella arizonae, Salmonella diarizonae ja Salmonella Dublin muo-
dostivat muista salmonelloista poikkeavia pesakkeitéd: Salmonella arizonae ja Salmo-
nella diarizonae muodostivat maljalla violetteja ja liiloja pesakkeitd, ja Salmonella Dub-
lin muodosti lahes varitontd kasvustoa maljalle yhden vuorokauden inkuboinnin jal-
keen. Kahden vuorokauden inkuboinnin jalkeen varireaktio voimistui hieman, jolloin

Salmonella Dublin pesékkeiden vari oli hailakan vaaleanpunainen.

ChromID:lla ainoastaan Salmonella Dublin kasvoi epatyypillisena: kyseisen salmonel-
lan muodostamat pesakkeet olivat varittdmia ja lapikuultavia. Brilliancella yksi salmo-
nella muodosti epatyypillisen nakdisia peséakkeita: Salmonella Dublin muodosti varitto-
mid pesakkeita, ja varireaktio voimistui vain vahan kahden vuorokauden inkuboinnin

jalkeen.

ABC:llAa kolme eri salmonellaa muodosti poikkeavan varisida pesakkeitd: Salmonella
spp., Salmonella arizonae ja Salmonella diarizonae kasvoivat ABC-maljoilla mustina
pesékkeind, jolloin niitd oli vaikea erottaa monista hairitsevista bakteereista (Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., Enterobacter cloacae, Kleb-
siella oxytoca, Citrobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Citrobacter koseri ja Citrobacter

freundii), jotka kasvoivat maljatyypilla myods mustina pesakkeina.

CHROMagarilla epatyypillisen nakoisia pesakkeitd muodosti Salmonella Dublin, joka
kasvoi maljalla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen varittbmana samalla tavoin kuin
ChromID-maljalla. Kahden vuorokauden inkuboinnin jalkeen Salmonella Dub-
lin -pesakkeiden véri oli kuitenkin hailakan vaaleanpunainen. BPLS- ja IBISA-maljoilla
kaikki salmonellat kasvoivat tyypillisen nakoisind salmonellapesékkeind. Alustavan
maljavertailun tulokset on esitetty liitteessd 1. Kuvassa 14 on epéatyypillisen nakdista

salmonellakasvua eri maljatyypeilla.
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Kuva 14. Epatyypillisen nakdinen salmonellakasvu eri kasvualustoilla yhden vuorokauden inku-
boinnin jalkeen. Maljatyypit vasemmalta oikealle ylh&alla: XLD, Rambach, CHROMa-
gar, ja vasemmalta oikealle alhaalla: ChromID, Brilliance, ABC. XLD-maljalle on viljel-
ty Salmonella Agona -kantaa (M3615), Rambach, CHROMagar, ChromID ja Brillian-
ce -maljoille on viljelty Salmonella Dublin -kantaa (M3266), ja ABC-maljalle on viljelty
Salmonella diarizonae -kantaa (ATCC 12325).

Ainoa tutkimuksen bakteeri, joka ei kasvanut milladn maljatyypilld, oli Bacillus cereus.
Kyseisen grampositiivisen bakteerin ei oletettukaan kasvavan, mutta se sisallytettiin
tutkimukseen osoittamaan maljojen selektiivisyyden toimimista. Kuitenkin usealla mal-
jatyypilla joku tai useampi tutkimuksen hairitsevista bakteereista kasvoi tyypillisen tai
lahes tyypillisen salmonellapesékkeen nékoisind. Naméa hairitsevét bakteerit kasvoivat
eri maljatyypeillda samanvarisina tai lahes samanvarisind kuin salmonellakasvu. Toki
joillakin alustoilla, kuten esimerkiksi Brilliancella, alusta inhiboi tallaisten bakteerien
kasvua, jolloin kasvun heikkous voitiin luetella eroavaisuudeksi salmonellakasvun ja
hairitsevan kasvun vdlille. Toisaalta rutiinitarkastelussa heikkokin tyypillisen vérinen
kasvu maljalla jouduttaisiin joka tapauksessa varmistamaan. Eniten tyypillisen salmo-
nellapesékkeen nakdisena eri maljatyypeilla kasvoivat seuraavat héiritsevat bakteerit:
Pseudomonas sp., Citrobacter sp., Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa
ja Citrobacter koseri. Pesékkeiden ulkomuoto muuttui vain vahaisesti toisen vuorokau-

den inkuboinnin jalkeen. Kuvassa 15 nakyy eri maljatyypeille viljeltyja hairitsevia bak-
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teereja, jotka kasvoivat lahes tyypillisten tai tyypillisten salmonellapesakkeiden nékaisi-

na maljoilla.

Kuva 15. Tyypillisen ja léhes tyypillisen salmonellakasvun n&kéinen héairitseva kasvu eri malja-
tyypeilld yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Maljatyypit vasemmalta oikealle yl-
haalla: Rambach, CHROMagar, XLD, ja vasemmalta oikealle alhaalla: BPLS, Brillian-
ce, ChromID. Rambach- ja Brilliance-maljoille on viljelty Aeromonas hydrophi-
la -kantaa (ATCC 7966), ja CHROMagar-, XLD-, BPLS- ja ChromID-maljoille on viljel-
ty Pseudomonas sp.:ta (M5027).

7.1.1 Pesakkeiden ulkomuoto XLD:ll&

XLD-maljoilla tyypillisen nakodiset salmonellapesakkeet olivat kiiltavia, ja niissé oli mus-
ta keskusta. Pesakkeiden halkaisija oli noin 2 - 4 millimetri&, ja niiden reuna oli joko
l&pikuultava tai punertava. Agarin vari oli kasvun alueella joko punainen tai pinkki. Ku-

vassa 16 on esimerkki tyypillisen nakoéisesta salmonellakasvusta XLD-maljalla.
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Kuva 16. Tyypillisen ndkéinen salmonellakasvu XLD-maljalla yhden vuorokauden (vasen) ja
kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella
spp.:ta (M2275).

XLD-maljalla epatyypillisen salmonellapesdkkeen nékoisind kasvoivat Salmonella Ago-
na ja Salmonella enterica. Nama bakteerit muodostivat XLD-maljoilla laakeita keltaisia
ja hieman répeldisia pesakkeitd. Agarin vari oli kasvun alueella joko punainen tai pink-

ki. Kuvassa 17 ovat XLD-maljoilla epatyypillisind kasvaneet salmonellat.

Kuva 17. Epéatyypillisen nakdinen salmonellakasvu XLD-maljoilla yhden vuorokauden inkuboin-
nin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Salmonella Agona -kantaa
(M3615), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty Salmonella entericaa (ATCC 51741).

Lahes tyypillisen salmonellapesdkkeen nakdisind kasvavia hairitsevia bakteereja olivat
Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Pseudomonas sp., Citrobacter sp. ja Mor-
ganella morganii. Kuvassa 18 on kaksi esimerkkia lahes tyypillisen salmonellakasvun
nakoisesta hdiritsevastda kasvusta XLD-maljoilla. Vaikka kuvassa olevissa Pseudo-
monas sp. ja Morganella morganii pesdkkeissa ei ole mustaa keskustaa, ne olivat silti
lahes tyypillisen salmonellan nakdisia, silla salmonella voi kasvaa XLD-agarilla myos



39

punaisina, haransilméa muistuttavina pesakkeina, kun rikkivedyn muodostus on heik-

koa.

Kuva 18. Lahes tyypillisen salmonellakasvun nakoéinen hairitseva kasvu XLD-maljoilla yhden
vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Pseudo-
monas sp.:td (M5027), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty Morganella mor-
ganii -kantaa (ATCC 25829).

Hairitseva kasvu kasvoi XLD-maljoilla paasaantoisesti keltaisina pesakkeina, joiden
halkaisija oli suurempi kuin salmonellapesékkeiden halkaisija. XLD-agarin vari muuttui
kellertavaksi tai keltaiseksi maljalle viljellysta hairitsevasta bakteerista riippuen. Kuvas-
sa 19 on esimerkki hairitsevasta kasvusta XLD-maljalla. Kuten kuvassa, Citrobacterit

muodostavat yleensa XLD:lla keltaisia peséakkeita.

Kuva 19. Hairitseva kasvu XLD-maljalla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. XLD-maljalle
oli viljelty Citrobacter freundii -kantaa (ATCC 6750).
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7.1.2 Pesakkeiden ulkomuoto BPLS:Ila

BPLS-maljoilla tyypillisen ndkoiset salmonellapesakkeet olivat kiiltavia, vaaleanpunai-
sia ja lapikuultavia. Pesadkkeiden halkaisija oli 1 - 2 millimetria. Agarin vari oli kasvun
alueella joko punainen, oranssi tai pinkki. Kuvassa 20 on esimerkki tyypillisen nakoi-
sesta salmonellakasvusta BPLS-maljalla. Mik&aén viljellyistéd salmonelloista ei kasvanut
BPLS-maljoilla epatyypillisena tai hairitsevan nakoisena.

Kuva 20. Tyypillisen ndkéinen salmonellakasvu BPLS-maljalla yhden vuorokauden (vasen) ja
kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jéalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella
Senftenberg -kantaa (M2278).

Tyypillisen salmonellapeséakkeen nakoisina héairitsevistd bakteereista kasvoivat Pseu-

domonas sp. ja Citrobacter koseri. Lahes tyypillisen salmonellapesakkeen nakdisind
kasvoivat Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Pseudomonas aeruginosa, Citro-
bacter sp. ja Morganella morganii. Kuvassa 21 on kaksi esimerkkia tyypillisen salmo-
nellakasvun nékoisestd hairitsevastd kasvusta. Kun verrataan kuvan 21 hairitsevaa
kasvua kuvan 20 tyypilliseen salmonellakasvuun, huomataan, ettd hairitsevéd kasvua

ei voinut erottaa tyypillisestéa salmonellakasvusta.

Kuva 21. Tyypillisen salmonellakasvun nékdinen héiritseva kasvu BPLS-maljoilla yhden vuoro-
kauden inkuboinnin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Pseudomonas
sp.:td (M5027), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty Citrobacter koseri -kantaa
(ATCC 27156).
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Hairitseva kasvu kasvoi BPLS-maljoilla paasaantoisesti keltaisina tai kellertavina, 1api-
kuultavina ja kiiltavind pesakkeing, joiden halkaisija oli noin 1 - 3 millimetria. BPLS-
agarin vari muuttui kellertavéksi tai keltaiseksi hairitsevan kasvun alueella maljalle vil-
jellysta hairitsevasta bakteerista riippuen. Kuvassa 22 on esimerkki hairitsevasta kas-

vusta BPLS-maljalla.

Kuva 22. Hairitseva kasvu BPLS-maljalla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. BPLS-
maljalle oli viljelty Enterobacter cloacae -kantaa (ATCC 13047).

7.1.3 Pesakkeiden ulkomuoto Rambach:lla

Rambach-maljoilla tyypillisissd salmonellapesdkkeissa oli punainen tai vaaleanpunai-
nen keskusta seké vaalea tai lapikuultava reunus. Halkaisijaltaan pesékkeet olivat noin
1 - 2 millimetrid. Kuvassa 23 on esimerkki tyypillisesta salmonellakasvusta Rambach-

maljalla.

Kuva 23. Tyypillisen nékoinen salmonellakasvu Rambach-maljalla yhden vuorokauden (vasen)
ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella
Abony -kantaa (M3790).



42

Rambach-maljoilla epatyypillisen salmonellapesékkeen nékdisina kasvoivat Salmonella
arizonae ja Salmonella diarizonae. Kuvasta 24 voidaan havaita, etta kyseiset salmonel-
lat kasvoivat maljoilla liiloina ja violetteina pesékkeind. Osassa Salmonella diarizonae -
peséakkeista oli musta tai harmaanruskea keskusta. Lisdksi Salmonella Dublin -kannan

varinmuodostus oli Rambach-maljalla heikkoa.

Kuva 24. Epatyypillisen ndkdinen salmonellakasvu Rambach-maljoilla yhden vuorokauden in-
kuboinnin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Salmonella arizonae:a
(ATCC 13314), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli vilielty Salmonella diarizonae:a (ATCC
12325).

Rambach-maljoilla ei kasvanut tyypillisen salmonellapesékkeen nakdisind kasvavia
hairitsevia bakteereja, mutta punertavaa véariad esiintyi Pseudomonas sp., Aeromonas
hydrophila, Citrobacter sp. ja Citrobacter koseri -bakteerien kasvustoissa. Osalla héirit-
sevista bakteereista pesakkeiden vari muistutti Salmonella arizonae ja Salmonella dia-

rizonae pesakkeiden véria.

Hairitseva kasvu kasvoi Rambach-maljoilla paasaantdisesti vihreina tai liiloina pesak-
keina, joiden halkaisija oli noin 1 - 2 millimetrid. Kuvassa 25 on esimerkkeja hairitse-

vasta kasvusta Rambach-maljoilla.
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Kuva 25. Hairitsevd kasvu Rambach-maljoilla yhden vuorokauden inkuboinnin jélkeen. Va-
semmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Citrobacter freundii -kantaa (ATCC 6750), kes-
kimmaiselle maljalle oli viljelty Enterobacter cloacae -kantaa (ATCC 13047), ja oike-
anpuoleiselle maljalle oli viljelty Citrobacter koseri -kantaa (ATCC 27156).

7.1.4 Pesakkeiden ulkomuoto ChromID:lla

ChromID-maljoilla tyypillisissa salmonellapesakkeissd oli malvanvéarinen, violetti tai
vaaleanpunainen keskusta, jota ymparoi lapikuultava vybhyke. Pesakkeet olivat kiilta-
via ja halkaisijaltaan noin 2 - 3 millimetria. Agarin vari pysyi muuttumattomana. Kuvas-

sa 26 on esimerkki tyypillisen nakoéisesta salmonellakasvusta ChromID-maljalla.

Kuva 26. Tyypillisen nakdinen salmonellakasvu ChromID-maljalla yhden vuorokauden (vasen)
ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella In-
fantis -kantaa (M3267).

ChromID-maljalla epatyypillisena eli hairitsevan kasvun nakodisena kasvoi Salmonella
Dublin -kanta (M3266). Kuvasta 27 voidaan havaita, ettd kyseinen salmonellakanta
kasvoi maljalla varittomana seka yhden ettd kahden vuorokauden inkuboinnin jalkeen.
Salmonella Dublin -kannan heikko varinmuodostus ChromID-agarilla oli kuitenkin erik-

seen mainittu valmistajan ohjeissa.
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Kuva 27. Epatyypillisen nakdinen salmonellakasvu ChromlID-maljalla yhden vuorokauden (va-
sen) ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonel-
la Dublin -kantaa (M3266).

Tyypillisen salmonellapesakkeen nékoisinéd kasvavia hairitsevid bakteereja olivat Aci-
netobacter baumannii ja Pseudomonas sp. Lahes tyypillisen salmonellapesakkeen
nakoisina kasvoivat Pseudomonas aeruginosa ja Aeromonas hydrophila. Kuvassa 28
on esimerkkeja tyypillisen nékoisen salmonellakasvun nékoisesta hairitsevasta kasvus-

ta ChromID-maljoilla.

Kuva 28. Tyypillisen salmonellakasvun nékdinen hdiritseva kasvu ChromID-maljoilla yhden
vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Acineto-
bacter baumannii -kantaa (ATCC 19606), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty
Pseudomonas sp.:td (M5027).

Hairitseva kasvu kasvoi ChromID-maljoilla paasaantoisesti turkooseina, vaaleansinisi-
na tai sinisind pesakkeing, joiden halkaisija oli noin 1 - 3 millimetria. Kuvassa 29 on

esimerkki hairitsevasta kasvusta ChromID-maljalla.
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Kuva 29. Hairitseva kasvu ChromID-maljalla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. ChromID-
maljalle oli viljelty Citrobacter koseri -kantaa (ATCC 27156).

7.1.5 Pesakkeiden ulkomuoto CHROMagarilla

CHROMagar-maljoilla tyypillisissa salmonellapesékkeissa oli vaaleanpunainen tai mal-
vanvarinen keskusta, jota ymparoi vaalea, lapikuultava vydhyke. Halkaisijaltaan pesak-
keet olivat noin 1 - 3 millimetria, poislukien Salmonella Agona ja Salmonella enteri-
ca -pesakkeet, joiden halkaisijat olivat hieman suuremmat. Agarin vari pysyi viljelyssa
muuttumattomana eli varittémana. Kuvassa 30 on esimerkki tyypillisen nékoisesta sal-

monellakasvusta CHROMagar-maljalla.

Kuva 30. Tyypillisen nakdinen salmonellakasvu CHROMagar-maljalla yhden vuorokauden (va-
sen) ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonel-
la Bovismorbificans -kantaa (M3331).

CHROMagar-maljalla epatyypillisena eli hairitsevan kasvun nakdisena kasvoi Salmo-
nella Dublin -kanta. Kuvasta 31 voidaan havaita, ettd kyseinen salmonellakanta kasvoi
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maljalla varittdmana yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen, mutta kahden vuorokau-
den inkuboinnin jalkeen peséakkeissd alkoi nékya hailakkaa malvanvaria. Salmonella
Dublin -pesékkeiden heikko varinmuodostus tai varitttmyys CHROMagar-agarilla oli

kuitenkin erikseen mainittu valmistajan ohjeissa.

Kuva 31. Epatyypillisen nakdinen salmonellakasvu CHROMagar-maljalla yhden vuorokauden
(vasen) ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmo-
nella Dublin -kantaa (M3266).

Tyypillisen salmonellapesékkeen nakdisené kasvoi Pseudomonas sp. (M5027). Kuvas-
ta 32 voidaan havaita, ettd Pseudomonas sp. kasvoi CHROMagar-maljalla vaaleanpu-
naisina pesakkeina. Joillakin salmonellakannoilla pesékkeiden varinmuodostus maljalla
oli hidasta, mika aiheutti ongelmia salmonellojen ja hairitsevien bakteerien erottelussa.
Esimerkiksi verratessa Pseudomonas sp. ja Salmonella diarizonae (ATCC 12325)-

pesékkeiden varia keskendan, ei naiden valilla voitu havaita merkittavaa eroa.

Kuva 32. Tyypillisen salmonellakasvun nékoinen hairitseva kasvu CHROMagar-maljalla yhden
vuorokauden (vasen) ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jéalkeen. Maljalle oli
viljelty Pseudomonas sp.:ta (M5027).
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Hairitseva kasvu kasvoi CHROMagar-maljoilla paasaantoisesti turkooseina, sinising,
kellertavina tai varittomind pesékkeind, joiden halkaisija oli noin 1 - 3 millimetria. Ku-

vassa 33 on esimerkkeja hairitsevasta kasvusta CHROMagar-maljoilla.

Kuva 33. Hairitseva kasvu CHROMagar-maljoilla yhden vuorokauden inkuboinnin jélkeen. Va-
semmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Proteus mirabilis -kantaa (ATCC 7002), kes-
kimmaiselle maljalle oli viljelty Escherichia coli -kantaa (ATCC 25922), ja oikeanpuo-
leiselle maljalle oli viljelty Citrobacter koseri -kantaa (ATCC 27156).

7.1.6 Pesakkeiden ulkomuoto Brilliance:lla

Brilliance-maljoilla tyypillisisséd salmonellapeséakkeissa oli violetti tai malvanvéarinen
keskusta ja vaaleampi reunus. Pesakkeiden halkaisija oli noin 1 - 3 millimetria. Kuvas-
sa 34 on esimerkki tyypillisestd salmonellakasvusta Brilliance-maljalla.

Kuva 34. Tyypillisen nékoinen salmonellakasvu Brilliance-maljalla yhden vuorokauden inku-
boinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella Agona -kantaa (M3615).

Brilliance-maljalla epéatyypillisena eli hairitsevan kasvun nakoisena kasvoi Salmonella
Dublin -kanta, jonka pesakkeiden varinmuodostus oli hidasta: yhden vuorokauden in-
kuboinnin jalkeen peséakkeet olivat varittémia ja lapikuultavia, mutta kahden vuorokau-

den jalkeen pesakkeisiin oli tullut hailakka malvanvéri. Kuvasta 35 nakyy Salmonella
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Dublin -kannan varinmuodostus Brilliance-maljalla. Hidas vérinmuodostus Brilliance-

agarilla oli kuitenkin erikseen mainittu valmistajan ohjeissa.

Kuva 35. Epatyypillisen nakdinen salmonellakasvu Brilliance-maljalla. Maljalle oli viljelty Salmo-
nella Dublin -kantaa (M3266), ja pesakkeiden varia tarkasteltin yhden vuorokauden
(vasen malja) ja kahden vuorokauden (oikea malja) inkuboinnin jalkeen.

Tyypillisia salmonellapesakkeen nakoisina kasvavia héairitsevia bakteereja ei ollut, mut-
ta kaikki varittdmina tai l[Ahes varittdmin& kasvaneet hairitsevéat bakteerit olivat yhden-
nakoisia Salmonella Dublin -kannan muodostamien pesakkeiden kanssa yhden vuoro-

kauden inkuboinnin jalkeen.

Hairitseva kasvu kasvoi Brilliance-maljoilla paasaantdisesti varittomina, kellertavina tai
sinertdvind pesakkeind, joiden halkaisija oli noin 1 - 2 millimetrid. Lisaksi hairitseva
kasvu inhiboitui melko tehokkaasti: osa hairitsevista bakteereista kasvoi maljalla erittain
heikosti, mika selkeytti maljojen tarkastelua. Kuvassa 36 on esimerkkeja héairitsevasta

kasvusta Brilliance-maljoilla.

Kuva 36. Hairitseva kasvu Brilliance-maljoilla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Vasem-
manpuoleiselle maljalle oli viljelty Klebsiella oxytoca -kantaa (M3335), keskimmaiselle
maljalle oli viljelty Citrobacter sp.:td (M5265), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty
Morganella morganii -kantaa (ATCC 25829).
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7.1.7 Pesakkeiden ulkomuoto ABC:lla

ABC-maljoilla tyypillisisséa salmonellapesakkeissa oli vaaleanvihred tai turkoosi keskus-
ta ja vaalea reunus. Halkaisijaltaan pesakkeet olivat noin 2 - 4 millimetria. Kuvassa 37

on esimerkki tyypillisesta salmonellakasvusta ABC-maljalla.

Kuva 37. Tyypillisen nakoinen salmonellakasvu ABC-maljalla yhden vuorokauden (vasen) ja
kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella Abony
-kantaa (M3790).

ABC-maljoilla epéatyypillisen salmonellapesdkkeen nakdisind kasvoivat Salmonella ari-
zonae (ATCC 13314) ja Salmonella diarizonae (ATCC 12325). Naméa salmonellat kas-
voivat agarilla mustina pesakkeina. Kuvassa 38 on Salmonella arizonae ja Salmonella

diarizonae ABC-maljoilla.

Kuva 38. Epatyypillisen nakdinen salmonellakasvu ABC-maljoilla yhden vuorokauden inkuboin-
nin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Salmonella arizonae:a (ATCC
13314), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty Salmonella diarizonae:a (ATCC
12325).
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Tyypillisen salmonellapesékkeen ndkodisena ei kasvanut yksikaan hairitsevista baktee-
reista, mutta seuraavat bakteerit muodostivat ABC-maljalla mustia pesakkeité: Citro-
bacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Citrobacter
sp., Citrobacter koseri ja Citrobacter freundii. Edella mainittujen bakteerien muodosta-
mat pesakkeet olivat taysin tai lahes samannékdisia kuin Salmonella arizonae:n ja
Salmonella diarizonae:n ABC-maljalla muodostamat pesékkeet. Kuvassa 39 on esi-

merkkeja ABC-maljalla mustia pesékkeitd muodostavista hairitsevista bakteereista.

Kuva 39. Epatyypillisen salmonellakasvun nékéinen héiritseva kasvu ABC-maljoilla yhden vuo-
rokauden inkuboinnin jalkeen. Vasemmanpuoleiselle maljalle oli viljelty Enterobacter
cloacae -kantaa (ATCC 13047), keskimmaiselle maljalle oli viljelty Citrobacter koseri -
kantaa (ATCC 27156), ja oikeanpuoleiselle maljalle oli viljelty Citrobacter freundii -
kantaa (ATCC 8090).

Hairitseva kasvu kasvoi ABC-maljoilla paasaantoisesti paitsi mustina myos kellertavina
tai vaaleina pesékkeina, joiden halkaisija oli valilla 1 - 4 millimetrid. Kuvassa 40 on
esimerkkeja hairitsevasta kasvusta ABC-maljoilla. Monilla héairitsevilla bakteereilla va-
rinmuodostus oli todella heikkoa, ja ne oli tAstd syysta helppo erottaa salmonella-
pesékkeista.

Kuva 40. Hairitseva kasvu ABC-maljoilla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Vasemman-
puoleiselle maljalle oli viljelty Acinetobacter baumannii -kantaa (ATCC 19606), kes-
kimmaiselle maljalle oli viljelty Proteus mirabilis -kantaa (ATCC 7002), ja oikeanpuo-
leiselle maljalle oli viljelty Morganella morganii -kantaa (ATCC 25829).
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7.1.8 Pesakkeiden ulkomuoto IBISAlla

IBISA-maljoilla tyypilliset salmonellapeséakkeet kasvoivat hailakan vihreind. Salmonel-
lakasvu oli maljoilla melko heikkoa viela kahden vuorokauden inkuboinnin jalkeenkin,
mutta kaikki salmonellat kasvoivat alustalla tyypillisen salmonellan varisina. Toisaalta
my6s hairitsevien bakteerien kasvu maljoilla inhiboitui suurelta osin. Kuvassa 41 on

esimerkki tyypillisestad salmonellakasvusta IBISA-maljalla.

Kuva 41. Tyypillisen ndkéinen salmonellakasvu IBISA-maljalla yhden vuorokauden (vasen) ja
kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty Salmonella ente-
rica:aa (ATCC 51741).

Tyypillisen salmonellapesdkkeen nakdisend kasvoi ainoastaan Pseudomonas sp.
(M5027), jonka kasvu oli maljalla todella heikkoa. Kuvassa 42 on kyseinen bakteeri
IBISA-maljalla.

Kuva 42. Tyypillisen salmonellakasvun nakdinen héiritseva kasvu IBISA-maljalla yhden vuoro-
kauden (vasen) ja kahden vuorokauden (oikea) inkuboinnin jalkeen. Maljalle oli viljelty
Pseudomonas sp.:ta (M5027).
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Hairitseva kasvu kasvoi IBISA-maljoilla paasaantdisesti harmaina, ruskeina tai puner-
tavina pesakkeina. Kuvassa 43 on esimerkkeja hairitsevasta kasvusta IBISA-maljoilla.
Monet hdiritsevistd bakteereista kasvoivat maljoilla todella heikosti. Kuitenkin ne bak-

teerit, jotka kasvoivat maljoilla hyvin, olivat selkeasti epatyypillisen varisia ja nakoisia.

Kuva 43. Hairitseva kasvu IBISA-maljoilla yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen. Vasemman-
puoleiselle maljalle oli viljelty Citrobacter freundii -kantaa (ATCC 6750), keskimmaisel-
le maljalle oli viljelty Enterobacter cloacae -kantaa (ATCC 13047), ja oikeanpuoleiselle
maljalle oli viljelty Klebsiella pneumoniae -kantaa (ATCC BAA-1705).

7.2 Naytteiden keinotekoinen kontaminointi

Esikokeen perusteella bakteerit kasvoivat BHI-liemessa 37 °C:ssa yhden vuorokauden
kasvatuksen jalkeen seuraavasti: Salmonella Abony:n pitoisuus oli 2,0 - 10° pmy/ml,
Citrobacter sp.:n pitoisuus oli 1,7 - 10° pmy/ml ja Pseudomonas sp.:n pitoisuus oli 6,9 -
108 pmy/ml. Bakteerien pitoisuus BHI-liemessa naytteiden kontaminointia varten vaih-
teli Salmonella Abony:lla valilla 1,5 - 10° - 1,7 - 10° pmy/ml, Citrobacter sp.:lla valilla 1,4
- 10° - 1,7 - 10° pmy/ml ja Pseudomonas sp.:lla valilla 7,7 - 108 - 8,2 - 108 pmy/ml. Tau-

lukossa 5 on esitetty kaikkien BHI-lienten bakteeripitoisuudet.

Taulukko 5.  BHI-liemen bakteeripitoisuudet esikokeessa ja kontaminoinneissa.

BHI-liemen pitoisuus (pmy/ml)

Bakteeri Esikoe | Herajauhe | Kevytmaito | Lattiakaivovesi 1 | Lattiakaivovesi 2
Salmonella 2,0 10° 1,6 - 10° 1,5-10° 1,7 - 10° 1,6 - 10°
Abony
C'”‘;%a‘:ter 1,7-10° | 1,4-10° | 1,7-10° - -
Pseudomonas

6,9 - 108 - - 7,7 108 8,2 - 108
sp.
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Esikokeesta saatujen BHI-lienten bakteeripitoisuuksien perusteella laskettiin tuotenayt-
teisiin pipetoitujen bakteerilaimennosten tilavuudet. Kyseiset tilavuudet, kontaminoin-
nissa kaytetyt bakteerilaimennokset seka tavoitesoluméaarat ja laskennalliset solumaa-

rat naytteissa on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6.  Tuotenaytteiden keinotekoinen kontaminointi.

Laimennosten Kontami- Laskennalli- | Laskennalli-
ipetointitila- noinnissa Tavoiteso- nen solu- nen solu-
Bakteeri vpuﬂs Kontami- kaytetyt lumaara maaré hera- maaré ke-
noinnissa laimennok- (pmy) jauheessa | vytmaidossa
set (pmy) (pmy)
108 5-10 5 4
Sa*”;gg)e/"a 300 pl 107 50 - 100 47 44
10 500 - 1000 470 440
107 50-100 58 69
Citrobacter sp. 415 ul 10© 500 - 1000 580 690
10° 5000 - 10000 5800 6900

Esikokeen perusteella laskettiin myds ymparistonaytteisiin pipetoitujen bakteerilaimen-
nosten tilavuudet. Kyseiset tilavuudet, kontaminoinnissa kaytetyt bakteerilaimennokset

seka tavoitesolumaarat ja laskennalliset solum&arat naytteissa on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Ymparistdnaytteiden keinotekoinen kontaminointi.

. Kontami- Laskennalli- | Laskennalli-
Laimennosten noinnissa nen solu- nen solu-
Bakteeri pipetointitila- kaytetyt Tavoitesolu- | a4 jattia- | maara lattia-
vuus kontami- . maéara (pmy) . . . ;
L laimen- kaivovesi kaivovesi
noinnissa o .
nokset 1:ssé (pmy) | 2:ssa(pmy)
10 5-10 5 5
Salmonella -
Abony 300 pl 10 50 - 100 50 48
106 500 - 1000 500 480
107 50 - 100 88 82
Pse“ds‘:)monas 1150 i 10 500 - 1000 880 820
10° 5000 - 10000 8800 8200
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7.3 Salmonellan kasvu rikastetuista ja keinotekoisesti kontaminoiduista tuotenaytteis-
ta kromogeenialustoilla

Salmonella todettiin kaikista keinotekoisesti kontaminoiduista tuotenaytteistd 1SO-
menetelmalld. Kontaminoimattomista tuotenaytteista (nollandytteet) ei l6ydetty salmo-

nellaa. Taulukossa 8 on esitetty ISO-menetelméan mukaisen tuotenaytteiden viljelyiden

tulokset.

Taulukko 8.  Tulokset tuotenaytteiden ISO-menetelman mukaisesta salmonellan detektoinnis-

ta.

@)
w I
. < w = A
Tuotenaytteet - e 5 O
Sl v | 2| 5
(9] «Q
o

Kontaminoidut naytteet (9 kpl *
Herajauhe ytteet (9 kpl) v v v v
Nollanayte X X X X

. Kontaminoidut naytteet (9 kpl *
Kevytmaito y (© kph v v v v
Nollanayte X X X X

v = POSITIIVINEN/VARMISTETTU SALMONELLATULOS
v* = POSITIIVINEN/VARMISTETTU SALMONELLATULOS, MUTTA MALJOJA TARKASTELTAES-

SA HAIRITSEVA KASVU TYYPILLISTA TAI LAHES TYYPILLISTA
X = NEGATIIVINEN/EI TODETTU SALMONELLATULOS

Kuvasta 44 voidaan todeta, ettd salmonellapesakkeiden tunnistettavuus eri maljatyy-
peillda vaihteli huomattavasti; BPLS-maljoilla salmonellapesékkeitéd oli todella vaikea
erottaa hairitsevan bakteerin muodostamista pesékkeistda. XLD-maljoilla salmonella-
pesékkeiden tunnistaminen onnistui paaséantoisesti hyvin, mutta maljatyypilla oli jonkin
verran hairitsevaa kasvua. Brilliance-maljoilla héiritsevaa kasvua oli joko erittain vahan
tai ei ollenkaan, joten salmonella oli helppo eristda kyseiselta maljalta. CHROMagar-
maljoilla hairitsevad kasvua oli jonkin verran enemman kuin Brilliance-maljoilla, mutta

silti huomattavasti vihemman kuin XLD- ja BPLS-maljoilla.
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Kuva 44. 1SO-viljely herajauhenaytteesta BPLS (vas. yl&d), XLD (oik. yl&), Brilliance (vas. ala) ja
CHROMagar (oik. ala)-maljoilla. TYYP. = tyypillisen salmonellapesidkkeen ndkdinen
peséke, EPATYYP. = epatyypillinen hairitseva pesake. Maljoja oli inkuboitu yhden
vuorokauden ajan 37 C:ssa.

Kuvassa 45 on eri maljoille 1ISO-menetelman mukaisesti viljelty kevytmaitonayte. Kun
verrataan kuvia 44 ja 45 keskendan, voidaan havaita, ettd maljat nayttavat suhteellisen
samalta. Herajauhenayte- ja kevytmaitondytematriisit eivat vaikuttaneet pesakkeiden
ilmentymiseen eri maljatyypeilla.



56

Kuva 45. 1SO-viljely kevytmaitonaytteestd BPLS (vas. yld), XLD (oik. yl&), Brilliance (vas. ala) ja
CHROMagar (oik. ala)-maljoilla. TYYP. = tyypillisen salmonellapesidkkeen ndkdinen
peséke, EPATYYP. = epatyypillinen hairitseva pesake. Maljoja oli inkuboitu yhden
vuorokauden ajan 37 C:ssa.

7.4 Salmonellan kasvu rikastetuista, keinotekoisesti kontaminoiduista ymparistonayt-
teistd kromogeenialustoilla

Salmonella todettiin kaikista keinotekoisesti kontaminoiduista ympéristonaytteista 1SO-
menetelmalld. Kontaminoimattomista ymparistonaytteista (nollanaytteet) ei |6ydetty
salmonellaa. Taulukossa 9 on esitetty ISO-menetelmé@n mukaisen ymparisténaytteiden

viljelyiden tulokset.
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Taulukko 9.  Tulokset ymparistonaytteiden 1SO-menetelman mukaisesta salmonellan detek-

toinnista.

O
w T
e < w =1 Py,
Ymparistonaytteet = T 5 O
W) . 5 <
wn ) )
(] «Q
Q

Kontaminoidut naytteet (9 kpl *
Lattiakaivovesi 1 y (9 kpl) v v v v
Nollanayte X X X X

Kontaminoidut naytteet (9 kpl *
Lattiakaivovesi 2 Y (9 kph v v v v
Nollanayte X X X X

v = POSITIIVINEN/VARMISTETTU SALMONELLATULOS
v* = POSITIIVINEN/VARMISTETTU SALMONELLATULOS, MUTTA MALJOJA TARKASTELTAES-

SA HAIRITSEVA KASVU TYYPILLISTA TAI LAHES TYYPILLISTA
X = NEGATIVINEN/EI TODETTU SALMONELLATULOS

Kuvasta 46 nadhdaéan, ettd hairitsevaa kasvua oli eri maljatyypeilla suhteellisen vahai-
sesti, mutta kasvua oli vaikea erottaa salmonellakasvusta XLD-, BPLS- ja CHROMa-

gar-maljoilla. Sen sijaan Brilliance-maljoilla hairitseva kasvu oli selkeésti erotettavissa

tai sita ei ollut ollenkaan.
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Kuva 46. 1SO-viljely 1. lattiakaivovesindytteestd BPLS (vas. yld), XLD (oik. yld), Brilliance (vas.
ala) ja CHROMagar (oik. ala)-maljoilla. TYYP. = tyypillisen salmonellapesékkeen né-
koinen pesdke, EPATYYP. = epatyypillinen hairitseva pesake. Maljoja oli inkuboitu
yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

Kuvassa 47 on eri maljoille ISO-menetelman mukaisesti viljelty lattiakaivovesi 2 -nayte.
Kun verrataan kuvia 46 ja 47 keskenaéan, voidaan havaita, ettd maljat nayttavat suh-
teellisen samalta. Lattiakaivovesi 1 ja lattiakaivovesi 2 -ndytematriisit eivat vaikuttaneet

pesakkeiden ilmentymiseen eri maljatyypeilla.
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Kuva 47. 1SO-viljely 2. lattiakaivovesindytteestd BPLS (vas. yld), XLD (oik. yld), Brilliance (vas.
ala) ja CHROMagar (oik. ala)-maljoilla. TYYP. = tyypillisen salmonellapesékkeen né-
koinen pesdke, EPATYYP. = epatyypillinen hairitseva pesake. Maljoja oli inkuboitu
yhden vuorokauden ajan 37 C:ssa.

7.5 Salmonellan kasvu rikastetuista, keinotekoisesti kontaminoiduista tuote- ja ympa-
ristbnaytteistéa kromogeenialustoilla verrattuna BAX-PCR-tuloksiin

BAX-PCR-menetelma antoi kaikista keinotekoisesti kontaminoiduista lattiakaivovesi- ja
herajauhenaytteistd salmonellapositiivisen tuloksen, joten tulokset olivat yhtenevat
ISO-viljelymenetelmén kanssa kaikilla alustoilla. BAX-PCR antoi negatiivisen tuloksen
kaikista kontaminoimattomista naytteistd (nollanaytteet). Taten nailla matriiseilla kaikki
validointiparametrit (suhteellinen oikeellisuus, suhteellinen herkkyys ja suhteellinen

spesifisyys) olivat 100 prosenttia (Taulukko 10).
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7.6 BAX-PCR-menetelman suhteelliset oikeellisuudet, spesifisyydet sekd herkkyydet
verrattuna 1ISO-menetelmaéan

ISO-menetelmalla pystyttiin detektoimaan ja eristimdan salmonella kaikista keinote-
BAX-PCR-

menetelma antoi lattiakaivovesien seka herajauheen osalta tismalleen samat tulokset

koisesti kontaminoiduista lattiakaivovesi- sekd herajauhenaytteista.
kuin 1SO-menetelméa eli kaikki BAX-PCR:lla analysoidut keinotekoisesti kontaminoidut
ympaéristonaytteet (n = 18) sekda herajauhenéytteet (n = 9) olivat positiivisia, ja kaikki
kontaminoimattomat ymparistonaytteet (n = 2) seké tuotenayte (n = 1) olivat negatiivi-
sia. Kummassakaan menetelméssa hairitsevan mikrobin kymmenkertainen maaré suh-
teessa salmonellan maarddn ymparistd- ja herajauhenaytteissa ei aiheuttanut vaaria
negatiivisia tuloksia. Taulukossa 10 on esitetty eri naytematriiseille tulosten pohjalta

maaritetyt suhteelliset oikeellisuudet, spesifisyydet ja herkkyydet.

Taulukko 10. BAX-PCR-menetelmén suhteelliset oikeellisuudet, spesifisyydet sekd herkkyydet

tuote- ja ymparistonaytteille.

BAX-PCR-menetelméa

N o Naytteiden Suhteellinen Suhteellinen | Suhteellinen
Naytematriisi . : o
[km oikeellisuus spesifisyys herkkyys
Herajauhe 10 100,00 % 100,00 % 100,00 %
Lattiakaivovesi 1 10 100,00 % 100,00 % 100,00 %
Lattiakaivovesi 2 10 100,00 % 100,00 % 100,00 %
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8 Tulosten tarkastelu

8.1 Salmonellakromogeenialustan valinta BPLS-alustan tilalle

Salmonellakromogeenialustojen vertailututkimuksessa paadyttiin siihen tulokseen, etta
Oxoidin valmistama Brilliance Salmonella -malja soveltuu parhaiten Valio Oy:n mikro-
biologisen laboratorion ISO-menetelman toiseksi maljaksi XLD-agarin rinnalle, BPLS-
agarin tilalle. Brilliance-maljalla peséakkeiden varierot olivat selkeita, ja maljatyyppi inhi-
boi voimakkaasti hairitsevien mikrobien kasvua. BPLS-maljan suurimpana ongelmana
olivat juuri vaarat positiiviset tunnistukset viljelyvaiheessa, ja tasta aiheutuneet turhat
varmistustestit; Tehdyn validointitutkimuksen perusteella voidaan olettaa, etta Brillian-
ce-kromogeenimaljan avulla turhien varmistusten maara tulee putoamaan murto-osaan

entisesta.

8.2 Salmonellakromogeenialustojen valinen vertailu

Salmonellapesakkeet olivat huomattavasti helpommin havaittavissa Oxoidin Brilliance
Salmonella -elatusaineelta kuin XLD, BPLS ja CHROMagar Salmonella
Plus -elatusaineilta. Liséksi Brilliance Salmonella -maljan selektiiviset ominaisuudet
olivat merkittavasti paremmat kuin CHROMagar Salmonella Plus -maljan: Brilliance
Salmonella -agar esti Citrobacter sp.:n ja Pseudomonas sp.:n kasvua. Tama johti muun
muassa siihen, etta tuote- ja lattiakaivovesinaytteitd analysoitaessa hairitsevaa kasvua
oli todella va&héisesti tai ei ollenkaan. Toisaalta CHROMagar-elatusaineen etuna on sen
sdilyvyys: koska elatusaine voidaan tilata jauheena (jauhe + suplementti) ja valaa vain
tarvittaessa maljoille, silla on pidempi sailyvyysaika kuin Brilliance-valmismaljoilla. Kui-
tenkin ensisijaisena kriteerind kromogeenialustan valitsemisessa oli maljan spesifisyys
ja herkkyys. Huolimatta siita, etté spesifisyys ja herkkyys eivat olleet alustavassa mal-
javertailussa Brilliance Salmonella -agarin osalta parhaat, se osoittautui kuitenkin kei-
notekoisesti kontaminoitujen lattiakaivovesi- ja tuotenaytteiden analysoinnissa todella
spesifiseksi ja herkaksi maljaksi. Vaikka CHROMagar Salmonella Plus -agar osoittautui
my6s Valio Oy:n ISO-menetelman mukaiseen viljelyyn hyvin soveltuvaksi elatusai-
neeksi, sen selektiiviset ominaisuudet eivat olleet yhta hyvat kuin Brilliance-agarilla, ja
tama oli ratkaiseva ero nadiden kahden eri kromogeeniagarin valilla. Liitteena olevassa
yhteenvetotaulukossa (Liite 7) on esitetty yhteenveto Brilliance Salmonella ja CHRO-

Magar Salmonella Plus -elatusaineista ja niiden ominaisuuksista.
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8.3 BAX-PCR- ja ISO-menetelmien vertailu

BAX-PCR-menetelma antoi kaikkien lattiakaivovesi- ja herajauhenaytteiden osalta ISO-
menetelman kanssa yhtenevét tulokset. Taten voidaan todeta, ettad lattiakaivovesinayt-
teitd voitaisiin ainakin tdman alustavan validoinnin perusteella analysoida BAX-PCR-
menetelmalla. Kuitenkin BAX-PCR-menetelman validointi Valio Oy:n lattiakaivovesi-
naytteille vaatii viela lisdtutkimuksia, joissa saadaan lasketuksi kaikki validointiparamet-
rit suuremmasta otannasta. Talléin saataisiin luotettavampaa tietoa BAX-

PCR-menetelman soveltuvuudesta lattiakaivovesinaytteiden analysointiin.

9 Pohdinta

Kromogeenialustojen ylivertaisuus selektiivialustoihin ndhden ISO-menetelman mukai-
sessa salmonellatestauksessa antoi aihetta pohtia, olisiko myés XLD-agar mahdollista
korvata tulevaisuudessa jollakin kromogeenialustalla. Toki XLD-agar on vakiinnuttanut
paikkansa 1SO-menetelmassd, mutta mikali ISO-menetelmaan saataisiin kaksi luotet-
tavaa ja selkedsti luettavaa alustaa, menetelma nopeutuisi ja helpottuisi huomattavasti.
Toki jokaisella kromogeenialustalla on omat heikkoutensa, eivéatka varireaktiot ole jo-
kaisen bakteerin kohdalla kovin selke&t, mutta mikali kromogeenialustojen kehitystyo
jatkuu samanlaisena kuin tahankin asti, voidaan olettaa, etta tulevaisuudessa markki-

noille tulee kasvualusta, joka on todella herkka ja spesifinen.

Toisaalta 1SO-viljelymenetelma on melko vanhanaikainen menetelm4, ja viime vuosien
aikana on kehitetty lukuisia salmonellapikamenetelmid, joilla salmonella voidaan detek-
toida analysoitavista naytteistd huomattavasti nopeammin. Lisaksi naiden vaihtoehtois-
ten menetelmien herkkyys ja spesifisyys ovat parantuneet huomattavasti. Vaikka 1SO-
menetelma on vakiinnuttanut paikkansa salmonellatestauksen standardina, tulevaisuu-
dessa taméa menetelma tulee todennakdisesti osittain harvinaistumaan uusien huomat-
tavasti helpompien ja nopeampien salmonellamenetelmien tielta. ISO-menetelmén etu
pikamenetelmiin ndhden on se, etta viljelymenetelmalld mahdollinen salmonellabaktee-

ri saadaan suhteellisen helposti eristettya naytteesta tyypitysté ja jatkotesteja varten.
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Alustava maljavertailu (1 ja 2 vuorokauden inkuboinnin jalkeen, 37+1°C)
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Salmonella Abony 0] 0] (0] 0] 0 o 0] 0] @) 0] 0 O 0] 0] 0 O
Salmonella Infantis (@) (e} (0] (@) (@) O (@) (@] O (@] (@] @] @] (@] (e} @]
Salmonella spp. O (@] (@] o O |O/X] O (@] @] (0] @) O O |O/X] O @)
b rclasenten 1o | ol o | o olo|lolo]|o olo|lo]lo| o
Salmonella Dublin (@] (@] (@] O JO/X|O/IX]) X X O O JO/X|O/X]) O O X O/X
Salmonella Stockholm @) (0] (@) (@) (@) @] (@) (@] 0] (@) (@] O @] @] O @]
Salmonella Agona X X (@] O O (@] O (@] (@] O O o O O o O
samonellaBovismob-} 6 |l ool o]Jo|oJo|ofJo|lo]lo|olo|o]o| o
Salmonella arizonae (0] @] 0] @] X | O/X] O 0] 0] @] (@] @] X X (@] 0]
Salmonella diarizonae (0] @] @] @] X |O/X] O (@] 0] (@] (@] @) X X (@] @]
Salmonella enterica X X (@] (e} O (@] O (@] (@] 0] O o O O o O
Salmonella Enteritidis @) (@) (@) (0] O |O/X] O (@] 0] (@] 0] (@] O @] O O
pdnetobacterbauman- | o | o | x fox| x | x Lo jox| x | x | x| x| x| x| x| x
Citrobacter freundii X X X X X X X X X X JOX|OXJO/X|OX]) X X
Proteus mirabilis O O X X X X X X X X X X X X X X
Proteus vulgaris X X X X X X X X X X X X X X X X
Pseudomonas sp. (@] (@] (@] O JO/X|O/X}) O (@] (@] (@) X |O/X] X X JO/X (@]
g;i‘;‘;"m“as aeru X | x ox|ox]| x | x Jox|oxjox|joxjox|ox] x | x| x | X
Escherichia coli X X X X X X X X X X X X JO/X|OX| X X
Enterobacter cloacae O/X | O/IX]| X X X X X X X X X | O/XJO/X|OIX]| X X
Aeromonas hydrophila X X X X X |OXJOIX|OX]) X X JO/X|O/IX] X X 1 O/X| O/X
Bacillus Cereus - - - - - - - - - - - - - - - -
Serratia marcescens X X X X X X X X X X X |O/X] X X X X
Klebsiella oxytoca X X X X X X X X X X X X JO/X|O/X]) X X
Citrobacter sp. (@] O JO/X|OIX]O/X]| X X X X X X |O/X]O/X|O/IX] X X
Klebsiella pneumoniae X X X X X X X X X X X X X [O/X]) X X
Citrobacter koseri X X (@) O JO/X| X X X X X X X JO/X|OX| X X
Citrobacter freundii X X X X X X X X X X JOX|OXJO/X|OX]) X X
Morganella morganii O O X |O/X]) X X X X X X X X X X X X

Tyypillinen kasvu = O (tyypillisen salmonellapesékkeen nékdinen)

Epatyypillinen kasvu = X (haritsevan kasvun nékdinen)

Varmistettava kasvu/epéselvéa kasvu = O/X

Ei kasvua = -

Eniten tyypillisen salmonellapesdkkeen nékdisenéd eri maljatyypeilld kasvoivat seuraavat héiritsevat bakteerit: Pseudomonas sp.,

Citrobacter sp., Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa ja Citrobacter koseri.
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XLD ja BPLS, valmistusohjeet

XLD-agar

Perusalusta:

Ksyloosi 3.754¢
L-lysiini 5.04d
Laktoosi 7549
Sakkaroosi 7549
Natriumkloridi 5.049
Hiivauute 3.049
Fenolipuna 0.08 g
Natrium-desoksikolaatti 1049
Natrium-tiosulfaatti 6.8d
Ammoniumrauta(lll)sitraatti 0.89d
Agar 13049
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan kiehauttamalla. Annetaan jadhtyd 47 °C:n vesihauteessa. Alustan pH:n tulee olla

steriloinnin jalkeen 7,4+0,2.

BPLS-agar

Perusalusta:

Peptoni 504
Tryptoni 504d
Lihauute 504
Natriumkloridi 3049
Dinatriumvetyfosfaatti 2049
Laktoosi 10049
Sakkaroosi 10049
Fenolipuna 0,084d
Brillianttivihred 0,0125¢
Agar 12049
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 121+1 °C. Alustan pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen
6,9+0,2.
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ABC ja Rambach, valmistusohjeet

Harlequin Salmonella ABC -agar
Perusalusta:

Peptoni 5,09
Lihauute 504d
Natriumsitraatti 854d
Natriumdesoksikolaatti 5049
Ammoniumrauta(lll)sitraatti 0,549
X-a-galaktoosi 0,089
CHE-galaktoosi 0,349
IPTG 0,039
Agar 12049
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan kiehauttamalla. Annetaan jaahtya 47 °C:n vesihauteessa. Alustan pH:n tulee olla

steriloinnin jélkeen 7,2+0,2.

Rambach-agar

Perusalusta:

Peptoni 804
Natriumkloridi 504d
Natriumdesoksikolaatti 104g
Kromogeenisubstraatit 1549
Agar 1504g
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan kiehauttamalla. Annetaan jaahtya 45 - 50 °C:n vesihauteessa. Alustan pH:n tulee

olla steriloinnin jalkeen 7,3+0,2.

Lisaaine: Propyleeniglykoli 10,5 g.
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CHROMagar ja TSA, valmistusohjeet

CHROMagar Salmonella Plus -agar

Perusalusta:

Peptoni ja hiivauute 804d
Suolat 854d
Kromogeenisubstraatit 1349
Agar 15049
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan kiehauttamalla. Annetaan jaahtya 45 - 50 °C:n vesihauteessa. Alustan pH:n tulee

olla steriloinnin jalkeen 7,5+0,2.

Lisdaine: Suplementti SA162(S) 6 g.

TSA-agar

Perusalusta:

Tryptoni 1504g
Soijapeptoni 5049
Natriumkloridi 5049
Agar 12049
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 121+1 °C. Alustan pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen
7,310,2.



BHI, PPV ja RVS, valmistusohjeet

Brain Heart Infusion -liemi

Perusalusta:

Brain Heart Infusion (siasta) 17549
Tryptoosi 10049
Glukoosi 204g
Natriumkloridi 5049
Dinatriumvetyfosfaatti 2549
Tislattu vesi 1000 ml

Liite 5
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Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 121+1 °C. Liemen pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen

7,420,2.

Puskuroitu peptonivesi

Perusalusta:

Peptoni (kaseiini) 10,049
Natriumkloridi 5049
Dinatriumvetyfosfaatti dodekahydraatti 909
Kaliumdivetyfosfaatti 1549
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 121+1 °C. Liemen pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen

7,0+0,2.

Rappaport Vassiliadis Soya -liemi
Perusalusta:

Soijapeptoni 4549
Natriumkloridi 7249
Kaliumdivetyfosfaatti 1264
Dikaliumvetyfosfaatti 0,189
Magnesiumkloridi anhydridi 13,58 g
Malakiittivihred 0,033 ¢
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 115+1 °C. Liemen pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen

5,2+0,2.



TSI ja Urea, valmistusohjeet

Triple Sugar Iron -agar
Perusalusta:

Liite 6
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Lihauute 304g
Hiivauute 3,049
Tasapainotettu peptoni 20,09
Natriumkloridi 5049
Laktoosi 1004g
Sakkaroosi 1004g
Glukoosi 1049
Rauta(lll)sitraatti 0,349
Natrium-tiosulfaatti 0,349
Fenolipuna 0,025¢g
Agar 12049
Tislattu vesi 1000 ml

Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 121+1 °C. Alustan pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen

7,4+0,2.

Urea-agar

Perusalusta:

Peptoni 10049
Glukoosi 104g
Natriumkloridi 5049
Dinatriumfosfaatti 1249
Kaliumdivetyfosfaatti 0,849
Fenolipuna 0,012 ¢
Agar 12049

Seosta liuotetaan 2,1 g 95 ml:aan tislattua vetta. Steriloidaan autoklavoimalla 15 min 121+1 °C.

Annetaan jaahtya 45 - 50 °C:n vesihauteessa, jonka jalkeen lisataan aseptisesti 5 ml urealiuos-

ta. Alustan pH:n tulee olla steriloinnin jalkeen 6,8+0,2.
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Yhteenvetotaulukko Brilliance Salmonella ja CHROMagar Salmonella Plus -kromogeenialustoista

Alusta

Brilliance Salmonella (Oxoid)

CHROMagar Salmonella Plus (CHROMagar)

Alustan toimittaja

Fisher Scientific Oy

LABEMA Oy

Toimitusmuoto

Valmiit maljat
10 maljaa / pakkaus

Jauhe+suplementti
Voidaan valmistaa 250 - 300 maljaa

Toimitusaika

2 - 3 vko.

1- 2 vkoa

Alustan hinta (netto + alv.)

12,15 €/ 10 maljaa

11,2 €/10 maljaa

Maljojen kayttéonotto

Maljoja ei tarvitse valmistaa, joten séas-
tetdan valmistukseen meneva aika.
Maljoja tarvitsee kuivata 15 minuutin

ajan tai kauemmin runsaan kondenssi-
veden maaran vuoksi.

Maljojen valmistukseen menee aikaa kokonaisuudessaan
n. 1 h. Maljat on helppo valmistaa.

Maljojen ulkomuoto

Maljat ovat valkoisia, eika niista nay lapi.

Maljat ovat lapinakyvia ja varittomia.

Maljojen kayttomukavuus

Maljat on helppo lukea (selkeét varireak-
tiot ja kasvun inhibointi).

Kondenssivettd muodostuu  maljojen
sisdlle runsaasti, ja maljat kuivuvat
todella nopeasti (alkavat halkeilla reu-
noilta jo 1 vrk jalkeen 37°C:ssa). Kon-
denssiveden muodostuminen aiheuttaa
sen, ettd kansi voi olla tiukasti kiinni
maljassa, mik& voi olla kontaminaatioris-
ki maljan kantta avattaessa.

Maljojen kuplat ja répeldisyys voivat aiheuttaa ongelmia
maljoille viljeltdessa ja maljojen lukemisessa. Maljat ovat
suhteellisen selkeat lukea (selkeét véarireaktiot).

Maljojen kansiin muodostuu kondenssivetta, joka voi ai-
heuttaa kontaminaatioriskin.

Maljojen séilyvyys

Maljat sailyvat 1,5 - 3 kuukautta valmis-
tajan antaman viimeisen kayttopaiva-
maaran mukaisesti.

Jauhe ja suplementti sailyvat n. 1 vuoden ajan huoneen-
lammaossa. Valmiit maljat séilyvat 2 vkoa laatikkoon pakat-
tuina kylmidssa.

Keinotekoisesti
kontaminoidut tuotendytteet

Maljoilla ollut salmonellakasvu oli selke-
aa ja erottui hyvin hairitsevasta kasvus-
ta, jota oli véhan. Salmonella onnistuttiin
havaitsemaan ja eristdmaan molemmis-
ta kontaminoiduista tuotenaytteista.

Maljoilla ollut salmonellakasvu oli selke&a ja erottui hyvin

hairitsevasté kasvusta. Salmonella onnistuttiin havaitse-

maan ja eristamaan molemmista kontaminoiduista tuote-
naytteista.

Keinotekoisesti
kontaminoidut ympéaristonaytteet

Maljoilla ollut salmonellakasvu oli selke-
a4 ja erottui hyvin. Hairitsevaa kasvua ei
ollut ollenkaan. Salmonella onnistuttiin
havaitsemaan ja eristdmaan molemmis-
ta kontaminoiduista ymparistonaytteista.

Maljoilla ollut salmonellakasvu oli selkeda ja erottui hyvin.
Hairitseva kasvu oli todella heikkoa, ja paikoitellen sita ei
ollut ollenkaan. Salmonella onnistuttiin havaitsemaan ja
eristdmaan molemmista kontaminoiduista ymparisténayt-
teisté. Toisesta ymparistonaytteesté kasvoi nollamaljalla
lahes salmonellan nékdisia pesékkeité, joiden kuitenkin

todettiin olevan jotain muuta bakteeria.

Muuta

Maljat saattavat olla kosteita pakkauk-
sessaan, ja niita taytyy kuivata 15 mi-
nuuttia ennen kayttoa. Maljat voivat
myds olla rikkoontuneita kuljetuksessa.

Elatusaine kuplii melko paljon maljoille valettaessa ja sekoi-
tettaessa, mika aiheuttaa kuplia ja répeldisyytta valmiille
maljoille.

Yhteenveto

Erittain selektiivinen ja toimiva malja
ISO-menetelm&n mukaiseen salmonel-
lan osoittamiseen ja eristimiseen nayt-
teesta. Soveltuu Valio Oy:n naytemat-

riiseille erinomaisesti.

Toimiva ja melko selektiivinen malja ISO-menetelméan
mukaiseen salmonellan osoittamiseen ja eristamiseen
naytteestd. Soveltuu Valio Oy:n naytematriiseille hyvin.




