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Opinnaytetyon aihe saatiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian
toimintayksikolta. Tavoitteena oli selvittad, voisiko kromogeeninen malja olla parempi
kuin talla hetkell&d salmonellan viljelyssad kaytettdva XLD-malja. Haluttiin etenkin
tietdd, voisiko kromogeeninen malja helpottaa tydskentelya ja nopeuttaa salmonellojen
diagnostiikkaa. Tutkimuksessa analysoitiin yhteensa 45 ulostendytetta.

Opinndytetyossa vertailtiin kahta salmonellan ulosteviljelyssa kaytettavaa viljelymaljaa.
Maljat, joita tutkimuksessa vertailtiin, olivat laboratorion itse valmistama XLD-malja
sekd BioMérieuxin valmistama kromogeeninen chromID® Salmonella-malja. Tutki-
muksessa selvitettiin, onko salmonelloja helpompi tunnistaa kromogeeniseltd maljalta
kuin  XLD-maljalta.  Tarkasteltiin ~ my0s eroavaisuuksia  salmonella- ja
normaalifloorapesakkeiden kasvussa maljojen valilla.

Tutkimuksen perusteella voidaan todeta, etta talla hetkelld kaytdssa olevaa XLD-maljaa
ei kannata vaihtaa kromogeeniseen ChromID® Salmonella-maljaan. Vertailtaessa naita
kahta maljaa keskenddn huomattiin, ettd salmonellat kasvavat XLD-maljalla paljon
paremmin, sekd ovat selkedmmin tunnistettavissa kuin ChromID® Salmonella-maljalta.
Normaalifloora kasvoi runsaana molemmilla maljoilla. ChromID® Salmonella-maljalla
se vaikeutti salmonella-bakteerin pesakkeiden tunnistamista ja hajotusviljelmén teke-
mista.
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In this thesis two culture media that are used for isolation of Salmonella species from
stool samples were compared. The two culture media were XLD agar that is made in the
laboratory, and chromogenic ChromID® Salmonella-agar made by Biomérieux. The
objective was to find out if it is easier to recognize Salmonella from the chromogenic
media and what differences there are between the two media.

The purpose of this study was to find out if the chromogenic agar is better than XLD
agar. XLD agar is used at the moment in the microbiological laboratory of Seindjoki
Central Hospital. We especially wanted to find out whether the chromogenic media
could reduce the workload and speed up diagnosis. A total of 45 stool samples were
investigated.

On the basis of these results, there is no reason to change XLD agar into chromogenic
ChromID® Salmonella-agar. XLD can be recommended for the isolation of Salmonella
species from stool samples in preference to ChromID® Salmonella-agar. When
comparing these two media, it was clear that Salmonella colonies were easier to distinct
and they grew better in XLD agar. There was a lot of competing flora in both media but
it was more disturbing in ChromID® Salmonella-agar.

Key words: Chromogenic media, XLD agar, salmonella.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyona tehtiin salmonellan viljelymaljojen vertailu Seindjoen keskussairaalan
kliinisen mikrobiologian toimintayksikolle. Opinnédytetyona tehtdva maljavertailu on
hyddyllinen mikrobiologian laboratoriolle, silla tutkimuksen avulla saadaan selville
kromogeenisen maljan ja XLD-maljan eroja salmonellan etsimisessd. Maljavertailun
tekeminen vie aikaa, eik& henkilokunta ehdi tekem&én tutkimusta normaalin laboratorio-
tyon ohella. Tavoitteena on tuottaa luotettavaa tietoa, jonka avulla mikrobiologian labo-
ratorio voi paattad, kannattaako nykyista salmonellan viljelyssa kéaytettavaa maljaa vaih-
taa. Tarkoitus on vertailla kahta bakteeriviljelymaljaa ja selvittad, voisiko BioMérieuxin
valmistama kromogeeninen chromID® Salmonella-malja olla parempi salmonellan et-
simisessa kuin nyt kaytossd oleva XLD-malja. XLD-maljan vaihtamista kromogeeni-
seen maljaan on harkittu, sill& kromogeenisen maljan kéytto on yleistymassé ja sen bak-
teerien tunnistamisominaisuuksia pidetadn parempina. Toisaalta perinteiset viljelymaljat
ovat edullisempia, ja niiden kayttoén on olemassa ammattitaito. Viljelymaljatyypin
vaihto kalliimpaan kromogeeniseen maljaan vaatii perusteltua ja tutkittua nayttoa siit,

etta maljatyypin vaihtamisesta koituu selke&é etua.

Aihe valittiin, koska se on mielenkiintoinen ja siitd on kaytannon hyétya laboratoriolle.
Liséksi aiheesta ei ole tehty aikaisempaa opinndytetyotd Suomessa. Kromogeenista ja
tavallista maljaa on vertailtu suomalaisissa opinnéytet0issd, mutta ne on tehty virtsavil-
jelysté tai bio- ja elintarviketekniikan alalta. Kortelaisen ja Ylisen (2013) opinnéyte-
tyossa vertailtiin kolmen eri valmistajan kromogeenista virtsanviljelymaljaa ja todettiin,
ettei niiden valilla ollut suuria eroja pesakemorfologiassa ja pesdkemaarassa. Myos vari-

reaktiot vastasivat valmistajan esitteitéa.

Ulosteen bakteeriviljelyd kaytetédan ripulitautien diagnosointiin ja seurantaan. Yleisim-
pié taudinaiheuttajia Suomessa ovat kampylobakteeri ja salmonellat. XLD-maljalla voi-
daan eristad ulostendytteesta salmonelloja ja shigelloja. Salmonellojen kasvu maljalla
perustuu niiden biokemiallisiin ominaisuuksiin, eli kykyyn kéyttad maljalla olevia hiili-
hydraatteja ja aminohappoja hyvakseen. Kromogeeninen malja mahdollistaa salmonel-
lojen tunnistamisen maljan siséltdmien kromogeenisten eli varid muodostavien yhdis-
teiden ansiosta. Kromogeeninen malja siséltda substraatteja, jolloin kyseista substraattia

kayttavat bakteerit muodostavat tietyn varisia pesakkeitd. Sopivia substraatteja valitse-
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malla pystytd&n yhdella maljalla tunnistamaan yhta tai useampia bakteereja tai bakteeri-
ryhmid. (Meurman 2011, 108.)

Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian toimintayksikén henkilokuntaan
kuuluu 20 tyontekija4, joista 12 on laboratorionhoitajaa. Liséksi yksikossa tyoskentelee
yliladkari, sairaalamikrobiologi, mikrobiologi, osastonhoitaja, apulaisosastonhoitaja,
kaksi osastonsihteerid ja valinehuoltaja. Toimintayksikdssa tutkitaan vuosittain noin 100
000 naytettd. Tutkimusvalikoimaan kuuluu bakteeriviljelyt erilaisista ndytemateriaaleis-
ta; nielu-, virtsa-, uloste- ja sieniviljelyt. Lisdksi mikrobiologian laboratoriossa tehdaén
tuberkuloosiviljelyitd, serologisia tutkimuksia sek& erilaisia nukleiinihappo-osoituksia.
Tutkimuksen tekoaikana ulosteen bakteeriviljelyiden méaara vaihteli péivittain 5-18 kap-
paleen Vélilld&. Vuonna 2013 Kliinisen mikrobiologian toimintayksikdssa tehtiin 1764
ulosteen bakteeriviljelyd (F-BaktVil) ja 1418 ulosteen salmonellaviljelyd (F-SalmVi).
(Etel&-Pohjanmaan sairaanhoitopiiri: Kliinisen mikrobiologian toimintayksikko 2014.)



2 SALMONELLA

Salmonellasukuiset bakteerit kuuluvat Enterobacteriaceae -heimoon. Salmonella on
gramnegatiivinen fakultatiivinen sauvabakteeri. Fakultatiiviset bakteerit voivat kasvaa
ja el&é seka hapellisissa, ettd hapettomissa olosuhteissa. Salmonellabakteereilla on vare-
karvoja, eli fimbrioita, joiden avulla ne voivat Kiinnittya kohteeseensa. Niilld on myos
flagella, jonka avulla bakteeri pystyy liikkumaan. Vaikka salmonella voi eldd monen eri
lajin elimistdssd, niin ne ovat patogeeneja vain varsinaiselle isantélajilleen, muille ne
eivét aiheuta sairauksia. Salmonellaa on 16ydetty ihmisista ja el&dimistd, eivatka ne kuulu
ihmisen eivatké tasalampdoisten eldinten suoliston normaaliflooraan. Varsinkin linnut,
matelijat ja nisdkkaat voivat olla oireettomia salmonellan kantajia, jotka levittavat tautia
ulosteidensa vélityksella. Vaihtolampoisiltd elaimilta, esimerkiksi kilpikonnilta, on 10y-
detty niiden normaaliflooraan kuuluvia salmonellan serotyyppejé. (Heikkila & Meur-
man 2005, 43; Siitonen & Vaara 2010, 184-186; Nataro ym. 2011, 617.)

Salmonellat jaetaan kahteen lajiin; Salmonella enterica ja Salmonella bongori. Molem-
piin kuuluu useita lajeja, joiden serotyyppeja on I6ydetty jo noin 2500 kappaletta. Sero-
tyyppijako tehddan bakteerin pinta-antigeenien O- ja H-perusteella. Salmonella enterica
-lajin serotyypeista Salmonella typhi aiheuttaa vaarallista lavantautia ja Salmonella pa-
ratyphi pikkulavantautia. S. typhi ja S. paratyphi ovat vain ihmisilla tavattavia tautia
aiheuttavia serotyyppeja ja ne eroavat muista salmonelloista siten, ett ne pystyvat 1&-
vistamaan suolen seindman ja etenemaan siita muualle elimistéon. Kehitysmaissa ndma
taudit ovat edelleen yleisia, kehittyneistd maista lavantauti ja pikkulavantauti ovat héa-
vinneet miltei kokonaan hyvasta hygieniasta johtuen. Kyseisia tauteja on Suomessa noin
20 tapausta vuodessa, ja niiden tartunnat on saatu ulkomailta. Maailmanlaajuisesti tar-
tuntoja on yhteensa noin 26 miljoonaa. Molempien oirekuva on samankaltainen, tauti
alkaa kuumeilulla joka jatkuu kolmesta seitsemééan péivaa. Sen lisaksi on paansarkya,
lihaskipuja, ylavatsakipuja, ummetusta tai ripulia. Ihottuma on mahdollinen. Yleistila
heikkenee ja potilas saattaa olla sekava. (Jalava ym. 2013; Heikkild & Meurman 2005,
43; Nataro ym. 2011, 616; Kantele 2013.)

Salmonella- bakteerin virulenssi eli kyky aiheuttaa tautia perustuu sen vérekarvoihin eli
fimbrioihin ja toksiinin muodostukseen. Toksiinin eritys perustuu bakteeria ymparoi-
vaan polysakkaridikapseliin, jollainen on esimerkiksi S. typhi -kannalla. Ihmisten sal-
monellainfektiot voidaan jakaa kahteen p&atyyppiin; hengenvaarallisiin, ja suolen sei-
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namaan rajoittuviin ripulitauteihin eli salmonellaenteriitteihin. Salmonellatartunnan
oireet ovat ripuli, vatsakipu ja kuumeilu. Salmonella ei ole vaarallinen perusterveelle
ihmiselle, jos bakteeri pysyy suolen seindmassa eika péaase verenkiertoon. Se saattaa
aiheuttaa suolenulkoisia tulehduksia kuten bakteremiaa (bakteerien esiintymista veres-
sd), virtsatietulehdusta tai luuydintulehdusta. Vaikka salmonella ei aiheuttaisi ripulia, se
saattaa silti aiheuttaa bakteremian. 5-8 prosentilla salmonelloosiin sairastuneista baktee-
ri levidé verenkiertoon. lhmisten saamat salmonellatartunnat tulevat yleensd ulosteen
saastuttamista elintarvikkeista. Kotimaiset elintarvikkeet ovat p&éosin puhtaita, ja Suo-
messa olleet epidemiat liittyvét yleensd joukkoruokailuun. Ruokien sailyttdminen pit-
k&an huoneenlampatilassa tai huonosti kylmennettyné edistdd mahdollisen salmonella-
kontaminaation lisddntymisté elintarvikkeessa. Salmonellabakteeri tuhoutuu jos ruoka
kuumennetaan yli +75 asteeseen. Se tarttuu kaikenikéisiin, mutta sitd esiintyy eniten
vauvoilla ja pikkulapsilla. Salmonellaa erittyy paranemisen jalkeenkin keskimaarin vii-
den viikon ajan, pisimmillaan sitd voi kuitenkin erittyd jopa vuoden ajan. Sairauteen ei
synny immuniteettia, vaan salmonellatartunnan voi saada monta kertaa uudelleenkin.
(Heikkila & Meurman 2005, 43; Siitonen & Vaara 2010, 187; Jarvinen & Mattila 2011,
480; Nataro ym. 2011, 617; Evira 2013.)

Suomessa Salmonella kuuluu yleisvaarallisiin tartuntatauteihin. Tartunnoista ilmoite-
taan Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) suolistoinfektioyksikkdon, joka valvoo
ihmisperdisten salmonellojen diagnosointia ja epidemiologiaa Suomessa. THL:n labora-
torioon l&hetetyista positiivisista salmonellandytteista tehdadn lajinvarmistus, serotyypi-
tys, faagityypitys ja DNA:n Xbal-pulssikenttaelektroforeesi. Epidemiologian selvittami-
seksi tuloksia vertaillaan maailmanlaajuisesti. Koska kyseessé on tartuntatauti, infektion
saanut henkild voidaan tarvittaessa pidattaa tyotehtavistdan niin kauan kun han erittaa
salmonellaa. Lavantautia vastaan on olemassa suun kautta otettava eldvéa rokote ja injek-
toitava rokote. Suun kautta otettava rokote suojaa osittain salmonellalta noin kolmen
vuoden ajan. Injektoitava rokote ei sekddn anna taydellista suojaa salmonellaa vastaan.
THL pitaa yll4 tilastoja, joista voi tarkistaa eri salmonella serotyyppien aiheuttamat tar-
tunnat Suomen eri sairaanhoitopiireissa vuosittain. (Terveyden- ja hyvinvoinnin laitos
2014b, Siitonen & Vaara 2010, 187-190; Kantele 2013.)

Vuonna 2013 salmonellatapausten ilmaantuvuus oli suurin Lapin sairaanhoitopiirissa ja
pienin Ahvenanmaalla. Salmonellatapauksia oli koko maassa yhteensd 1987 kappaletta,
mika on 200 vahemman kuin vuonna 2012. Eniten tartuntoja todettiin 20—24-vuotiailla.

Kaikista tartunnoista vain 19 % oli kotimaista alkupera, yleisimpia niista S. typhimuri-
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um (94 kappaletta), S. enteritidis (46 kappaletta) ja ryhmé B (38 kappaletta). Kotimai-
sissa tartunnoissa oli 60 eri serotyyppid, ulkomailta saaduissa tartunnoissa havaittiin 112
eri serotyyppié. Euroopasta ja sen ldhialueilta saatiin yleisimmin S. enteritidis (479 kap-
paletta), ryhma B (158 kappaletta), S. stanley (74 kappaletta) ja S. typhimurium (60
kappaletta). S. typhi todettiin yhdeksalla ja S. paratyphi kolmella. Kahta lukuun ottamat-
ta kaikki olivat matkustelleet ulkomailla ennen tartunnan saamista. WHO-euromaiden
ulkopuolelta tuotiin suunnilleen yhtd paljon S. enteritidis- ja ryhma B-kantoja, molem-
pia noin 16 %. Moniresistenttien kantojen osuus on noussut edellisvuodesta kaikissa
tartuntamaissa. THL:n tartuntatautirekisterin mukaan EPSHP:n alueella 16ytyi vuonna
2013 yhteensa 78 salmonella-tapausta ja vuonna 2014 42 tartuntaa. Kaikki Etel&-
Pohjanmaan tautitapaukset oli Iuokiteltu kohtaan salmonella, muut”, eli kyseessd on
jokin muu salmonellalaji kuin Salmonella typhi tai S. paratyphi. Lavantautia aiheuttavaa
S. typhi -bakteerin tai pikkulavantautia aiheuttavaa S. paratyphi -bakteerin aiheuttamia
tautitapauksia ei Etel&-Pohjanmaan sairaanhoitopiirissé ole lainkaan. (Terveyden- ja
hyvinvoinnin laitos 2012; Evira 2013; Jaakola ym.2014.)
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3 SALMONELLAN LABORATORIOTUTKIMUKSET

3.1 Ulosteviljely

Salmonellojen diagnosointi perustuu bakteeriviljelyyn, joka tehddén yleensé ulosteesta.
Salmonella voi 10ytyd myds veresté yleisinfektioissa, marké&eritteista ja joskus virtsasta.
Salmonellaa ei voi erottaa muista gramnegatiivisista sauvabakteereista mikroskopoimal-
la. Salmonellat séilyvat ulostenédytteessa suhteellisen hyvin ja ripulin aikana niita erittyy
ulosteeseen yleensa runsaasti. Muina aikoina salmonellan erittyminen ulosteeseen voi
olla ajoittaista, ja tdman takia seurantandytteitd otetaan useampia muutaman paivan va-
lein. Ulostenaytetta rikastetaan seleniittiliemessa vuorokauden ajan ennen viljelemistd,
jotta ulosteessa esiintyvien normaaliflooran bakteerien kasvu estyisi, ja saataisiin mah-
dollisimman paljon salmonellaa kasvamaan viljelya varten. Monet erottelevat elatusai-
neet ovat kayttokelpoisia salmonellan erottamiseen ulostendytteestd. Useat laboratoriot
kayttavat XLD-(xylose-lysine-deoxycholate agar) tai HE-maljoja (hektoen enteric agar),
koska niilla voidaan erottaa salmonella ja shigella. Lopulliseen tunnistamiseen kéyte-
taan biokemiallisia ja serologisia maaritysmenetelmia. (Heikkild & Meurman 2005, 43;
Nataro ym. 2011, 618; Saha 2014.)

Bakteerin aiheuttamaa ripulia epdiltdessa oireiselta potilaalta suositellaan pyytdméén
ulosteviljely 1 (F-BaktVil), joka siséltdd salmonella-, kampylo-, shigella- ja yer-
siniabakteerin viljelyt. Oireettomalta potilaalta, joka on esimerkiksi hakeutumassa toi-
hin alalle, jossa tartunnan levidmisriski on suuri, voidaan pyytaa pelkka salmonellavilje-
ly (F-SalmVi). Tutkimusnimikkeeseen vaikuttaa oireiden lisaksi henkilon viime aikoina

tekemét ulkomaanmatkat. (Kuusi, Jalava, Siitonen & Ruutu 2007.)

Ulostendyte otetaan yleensd kotona, asiakas saa naytteenottovalineet laboratoriosta.
Tarvittavia ndytteenottovalineitd ovat bakteerien kuljetusputki, kaarimalja ja néytepurk-
ki, jonka korkissa on kiinni ndytteenottolusikka. Ulostendyte otetaan puhtaalle kaarimal-
jalle tai vastaavalle. Uloste ei saa olla kosketuksissa wc-altaan veden tai virtsan kanssa.
Ulostetta tarvitaan noin puoli purkkia. Purkin liséksi néytettd otetaan kunnon nokare
bakteerien kuljetusputkeen. Jos ulosteessa on limaa, verta tai muuta huomioitavaa, niin

nayte pyritadn ottamaan sellaisesta kohdasta. Purkki tulee merkita asiakkaan tunniste-
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tiedoilla, tarrat tulevat naytteenottovalineiden mukana. (Matikainen, Miettinen & Was-
strom 2010, 104-105; Saarinen 2012.)

Laboratoriossa néaytetta kasitellaan siten, ettd nokare ulostetta sekoitetaan seleniittirikas-
tusliemeen huolellisesti, jonka jalkeen seleniittilientd inkuboidaan vuorokausi +36 as-
teessa tavallisessa lampokaapissa. Seuraavana paivana tehdadn maljahajotus 10 pl sil-
mukalla XLD-maljalle. Maljaa inkuboidaan vuorokausi +36 asteessa normaaliatmosfaa-
rissa. Jos maljalla kasvaa salmonellalle tyypillisia pesakkeitd, ne tunnistetaan biokemi-

allisia testeja kayttéen. (Saarinen 2012.)

Tutkimusta tehdessa opittiin, ettd jos XLD-maljalla ndkyy salmonella-peséakkeille tyy-
pillistd kasvua, eli punertavia, lapikuultavia pesakkeitd, joissa on musta keskusta, tai
keltaisia pesakkeitd, joissa on musta keskusta, tehdaén oksidaasitesti. Oksidaasitestin
ollessa positiivinen, kyseessa ei ole salmonella. Oksidaasitestin tuloksen ollessa negatii-
vinen tehddén bakteeritunnistuksen varmistamiseksi puhdasviljelmat XLD- ja Brolacin-
maljoille. Puhdasviljelman tekemiseen tarvitaan yksittdinen erillinen puhdas peséke,
jossa kasvaa vain yhta bakteeria. Tallaisesta pesédkkeestd saadaan bakteeri tunnistettua
luotettavasti. Jos maljalla ei ole yksittéisid pesdkkeitd, joudutaan tekemaan ensin hajo-
tusviljelma. Silla pyritddn saamaan esiin yksittéisid bakteeripesékkeitd, eiké se aina on-
nistu. Viljelyn inkubointiaika on vuorokausi, joten jos joudutaan tekemaan useampia

viljelyitd, bakteerin tunnistamiseen kuluva aika pitenee huomattavasti.

Bakteerikannan tunnistus voidaan tehdd myts API®20E-testiliuskalla tai VITEK-
analysaattorilla. Menetelmét pystyvat tunnistamaan bakteerin, jos puhtaita pesakkeita
on riittavasti. Tarvittaessa voidaan tehdad puhdasviljelma. Vitek ID-GN-tunnistuskortilla
pystyy tunnistamaan 135 merkittdvintd gramnegatiivista fermentoivaa ja ei-
fermentoivaa bakteeria. Fermentoinnilla tarkoitetaan bakteerin kykya pilkkoa agarin
sisaltamaa hiilihydraattia. Tunnistettavan bakteerin esitunnistus on tarkedd, etti osataan
valita oikea tunnistuskortti. Vitek ID-GN-tunnistusta varten bakteerista tehddan koeput-
keen suspensio, jonka McFarland-arvo on 0,50-0,63. McFarland-arvo kertoo baktee-
risuspension vahvuuden, joka 0,50-0,63 lukemilla on noin 10° bakteeria/ml. Kortin vii-
vakoodi luetaan laitteelle, ja néytteelle annetaan tunnistenumero. Putket ja kortit laite-
taan telineeseen, ja teline Vitek-analysaattoriin. Analysaattorin tekemd tutkimus perus-
tuu metabolisiin reaktioihin ja tulosliuskaan merkitadn biokemialliset yksityiskohdat.
(Pincus 2007.)
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API®20E on enterobakteerien ja muiden gramnegatiivisten sauvabakteerien tunnistuk-
seen tarkoitettu testiliuska. API®20E-testiliuskassa on 20 ndytekaivoa, joissa jokaisessa
tapahtuu biokemiallinen reaktio, joiden tulosten avulla bakteeri voidaan tunnistaa. Tut-
kittavasta bakteerista tehdaan suspensio 0,9 % NaCl-liuokseen. Tutkittavaa néytesus-
pensiota pipetoidaan ndytekaivoihin. API®20E-liuskaa inkuboidaan +36 asteessa 18-24
tuntia. Tassé vaiheessa tiputetaan tiettyj& reagensseja API®20E-liuskaan, jonka jalkeen
tulos luetaan néytekaivoissa tapahtuneen reaktion mukaan tulosta vérikarttaan verraten.
Saatu seitsenmerkkinen tunnistusrivi Kirjoitetaan tietokoneella olevaan ohjelmaan, joka
antaa bakteerin nimen, sekd prosenttiluvun bakteeritunnistuksen luotettavuudesta.
(BioMeérieux 2002.)

Positiivinen salmonellatulos ilmoitetaan aina naytteen pyytéaneelle yksikdlle tai potilasta
hoitavalle osastolle. Naytteelle tehd&én herkkyysmaaritys tutkimuksen tehneessa labora-
toriossa ja kanta ldhetetadn THL:een tyypitystéd varten. (Kuusi ym. 2007.)

Terveyden- ja hyvinvoinnin laitoksen laboratoriossa salmonella -bakteerin lajinvarmis-
tus tehdaan biokemiallisin testein ja tarvittaessa PCR-tekniikkaa kayttaen. S. enteritidis-
, S. typhimurium-, S. paratyphi B, S. paratyphi var Java -kannoille tehdaidn myos faagi-
tyypitys. Salmonella-kannoista mééritetddn myds epidemiologinen mikrobiladkeherk-
kyys. Kotimaisille kannoille ja epidemiaa epailtdessa tehdaan pulssikenttageelielektro-
foreesi (PFGE), jonka avulla saadaan eroteltua salmonella-kannat toisistaan bakteerin
pilkotun DNA:n koon perusteella. B-ryhmé&an kuuluvista monofaasisista S. typhimurium

-kannoista valtaosa on moniresistentteja. (Terveyden- ja hyvinvoinnin laitos 2014a.)

3.2  Muut tutkimukset

Mikali potilas on alle vuoden ikéinen, vanhus tai immuunipuutteinen, on salmonelloosin
aiheuttaman yleisinfektion ja bakteremian riski suurempi. Jos potilaalla on kuumetta ja
yleisinfektio, pitéisi hdnelta ottaa veriviljely taudin alkuvaiheessa. Mit4 pitempaan tau-
tia on sairastettu, sitd pienemmaéksi kdy veriviljelyn mahdollisuus taudin toteamiseen. S.
typhi ja S. paratyphi A, B ja C -bakteereja tutkitaan ulosteviljelyll&, joka voi j44da nega-
tiiviseksi yleisinfektion aikana. Luuydinndytteestd bakteeri voidaan tunnistaa 90 %

varmuudella, mutta se ei kuulu rutiinidiagnostiikkaan. Veriviljelyt tulisi ottaa ennen
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mikrobil&akityksen aloitusta. Jos henkilon todetaan sairastavan S. typhi- tai S. para-
typhin aiheuttamaa salmonellaa, hénestd otetaan seurantandytteitd, joilla varmistetaan
potilaan selvinneen infektiosta. Seurantanéytteet otetaan ulosteesta ja niiden ottaminen
voidaan aloittaa vasta viikon kuluttua mikrobildakityksen lopettamisesta. Oireiden péat-
tymisestd tulee olla kulunut kuukausi. Seurantandytteet otetaan véhintaan viikon valein
ja vasta kun negatiivisia ndytteitd saadaan kolme perékkain, potilaan katsotaan olevan
selvinnyt infektiosta. Jos potilas tekee riskity6td, han saa palata toihin vasta kun infektio
on todettu havinneeksi. Potilaan l&dhikontaktilta otetaan myds néytteitd, joilla varmiste-
taan, ettei tauti ole tarttunut. Lahikontakti katsotaan terveeksi, kun hédneltd on otettu
kolme negatiivista néaytettd. Oireettoman l&hikontaktin néytteet voidaan ottaa kahden
paivan valein. (Jalava ym. 2013; Jarvinen & Mattila 2011, 480.)
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4 TUTKIMUKSESSA VERTAILTAVAT MALJAT

Tassa tutkimuksessa vertaillaan keskendén kahta eri maljaa — XLD-maljaa sek& kromo-
geenistd chromID® Salmonella-maljaa. XLD-malja on tdménhetkinen kéaytéssa oleva
viljelymalja salmonellojen kasvatukseen Seingjoen keskussairaalan kliinisen mikrobio-
logian toimintayksikdssa. XLD-maljat valmistetaan itse mikrobiologian elatusainety6-
pisteessd. BioMérieuxin valmistamaa chromID® Salmonella-viljelymaljaa ei ole kéytet-
ty Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian toimintayksikdssé aikaisemmin,

ja se on kayttdvalmiina ostettava viljelymalja.

4.1 XLD-malja

XLD (xylose-lysine-natriumdeoxycholate) -malja on selektiivinen elatusaine, jolla eris-
tetdan salmonelloja ja shigelloja ulostendytteista seka elintarvikkeista. Alun perin malja
on kehitetty shigellojen eristimiseen ja tunnistamiseen ulostendytteista. Sittemmin
huomattiin, ettd maljaa voi kayttdd myds salmonellojen tunnistamiseen. Salmonellat
voivat kasvaa XLD-maljalla kirkkaina, punaisina tai punaisina mustakeskustaisina pe-
sékkeind. Yleensd maljalla kasvaa myos keltaisena pesakkeena Escherichia coli -
bakteeria ja toisinaan my0s limaista ja keltaista Klebsiella -bakteeria. Citrobakter -lajit
muistuttavat salmonella -bakteerin kasvutapaa maljalla, ja aiheuttavat usein turhia jatko-
tutkimuksia. My6s jotkut Proteus- ja Pseudomonas -lajit voivat kasvaa erehdyttavasti
punaisina pesakkeina maljalla. (Bridson 2006, 393.)

XLD-malja siséltaé erilaisia ainesosia, joista tarkeimmaét ovat ksyloosi, lysiini ja natri-
umdeoksikolaatti. Maljan pH on 7,4. XLD-maljan punainen vari johtuu fenolipunasta,
joka on yksi maljan ainesosista. Ksyloosin siséltyminen maljaan on tarkeé& sen takia,
etté shigella -1ajit tunnistetaan maljalta niiden negatiivisen kdymis- eli fermentaatioreak-
tion avulla. Salmonella -lajit taas pystyvat fermentoimaan ksyloosia nopeasti. Koska
ulostendyte siséltdd aina myos ei-patogeenisia ksyloosin fermentoijia, tarvitaan lysiinia
erottamaan ne patogeenisista enterobakteereista. Salmonella dekarboksyloi lysiinia eli
hajottaa sen karboksyyliryhmia (-COOH) hiilidioksidiksi (CO2). Tama aiheuttaa maljan
pH:n muuttumisen eméksiseksi, jolloin reaktio alkaa muistuttaa shigella -lajien reaktio-

ta. Lopullisesti salmonella -lajit erotetaan shigelloista rikkivetyindikaattorilla. Rikkive-
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tyindikaattori aiheuttaa Salmonella -bakteeripesakkeiden mustumisen kaymisreaktion
tapahtuessa. Kuvassa 1 ndhdéan tyypillinen salmonella -pesékekasvu. Natriumdeoksiko-
laattia ké&ytetadn maljassa inhibiittorina, joka estéa koliformisten sauvojen kasvun. (Sa-
ha 2007; Bridson 2006, 393.)

|-
KUVA 1. Salmonella typhimurium ATCC 14028 kontrollikanta XLD-maljalla. (Kuva:

Miska Kaurisalo & Rosita Nivukoski 2014)

4.2 ChromID® Salmonella-malja

Kromogeenisten maljojen avulla pystytddn tunnistamaan haluttuja bakteereita maljan
siséltdamien kromogeenisten eli vérid muodostavien yhdisteiden ansiosta. Kromogeeni-
siin maljoihin lisdtadn myos jokin selektiivinen aineosa, joka rajoittaa ei-haluttujen mik-
robien kasvua. Usein selektion aiheuttaa esim. antibioottilisd. Kromogeeniset maljat
koostuvat tavallisesta elatusaineesta seké yhdesta tai useammasta kromogeenisesta sub-
straatista. Substraatit ovat yhdisteitd, joita bakteerit kayttdvat omassa aineenvaihdunnas-
saan. Kun bakteerin kdyttdmaan substraattiin on liitetty vériaine eli kromogeeni, syntyy
varillinen lopputuote, joka havaitaan maljalla tietyn vérillisena pesékkeend. Se, kuinka
bakteeripesékkeiden varit nakyvat maljalla, vaihtelee valmistajan mukaan. Mikali vari-
muutos johtuu pH:n vaihtelusta, malja ei ole kromogeeninen. Substraatteja ja selektiivi-
sid aineita oikein valitsemalla pystytddn samalta maljalta tunnistamaan monia erilaisia
bakteereita tai bakteeriryhmid. Kromogeenisen maljan tarkempi tuoteseloste on salai-
nen. (Karpéanoja 2007, 39; Meurman 2011, 108.)

Kromogeenisten maljojen suurin hy6ty saadaan siitd, ettd puhdasviljelyita ei valttamatta

tarvita. Herkkyysmaaritykset on talléin mahdollista tehdd suoraan kromogeeniselta mal-
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jalta. Parhaassa tapauksessa mikrobeja voidaan tunnistaa jo primaari- eli ensimmaiselta
maljalta. Se nopeuttaa laboratorioty6té ja diagnostiikkaa. Kliinisessé kdytossa kromo-
geeniset maljat eivat ole vield saaneet suurta suosiota, sill4 ne ovat melko kalliita. Suo-
messa niitd kaytetdan eniten virtsaviljelyssa, koska niilld pystytaan vieméan E. coli -
bakteerin ja enterokokkien tunnistus suku- ja jopa lajitasolle asti primaarimaljalta. Va-
rimaljat ovat nopeuttaneet virtsaviljelyn lukua ja véhentineet tyoméaarad. (Meurman
2011, 110; Ké&rpanoja 2007, 39-40.)

Vertailututkimuksessa kéytetty ChromID® Salmonella-malja on salmonellojen selektii-
viseen eristykseen ja erotukseen tarkoitettu viljelymalja. Malja on tarkoitettu Kliiniseen-
sekd elintarviketeollisuuden kayttéon. ChromID® Salmonella-malja siséltdd kolmea
erilaista kromogeenista substraattia, jotka mahdollistavat Salmonella typhin, Salmonella
paratyphin ja laktoosipositiivisten salmonella-kantojen kasvun ja erottumisen maljalla.
Jotkin gramnegatiiviset sauvat, kuten esimerkiksi Pseudomonas aeruginosa kasvaa mal-
jalla kuten salmonella. Myos jotkin salmonellat, kuten esimerkiksi Salmonella dublin,
kasvavat ChromID® Salmonella-maljalla epatyypillisen nakdising, kirkkaina pesakkei-
na. Normaalifloora kasvaa ChromID® Salmonella-maljalla kirkkaina tai turkoosinvari-
sind pesdkkeind. Grampositiivisten bakteerien seka hiivojen kasvu on estetty. Maljan
siséltdméa kolmea substraattia ei kerrota BioMérieuxin tuoteselosteessa. Tyypillisesti
salmonellapesakkeet varjaytyvat maljalla 18-24 tunnin kuluessa vaaleanpunaisiksi tai
malvan varisiksi (kuva 2). Muut bakteerit varjaytyvat selkeasti erivérisiksi. Malja tulee
séilyttad pakkauslaatikossaan +2-8 asteessa valolta suojattuna pakkaukseen merkittyyn
kayttopaivamaaraan saakka. Ilman laatikkoa sdilyvyys +2-8 asteessa valolta suojattuna
on kaksi viikkoa. Maljaa voidaan kayttaa salmonellan tutkimiseen uloste- ja perasuoli-
naytteistd, seka elintarvikkeista. Viljely tehdaan maljalle ndytteestd, jota on ensin rikas-
tettu yon yli seleniittiliemessa +36 asteessa. (BioMérieux 2010, BioMérieux 2014b;
Niiniméaki 2014.)
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KUVA 2. Salmonella Typhimurium ATCC 14028 kontrollikanta ChromID® Salmonel-
la-maljalla. (Kuva: Miska Kaurisalo & Rosita Nivukoski 2014)
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5 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA TUTKIMUSONGELMAT

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa luotettavaa tietoa, jonka avulla kliinisen mikrobio-
logian laboratorio voi pééattad, kannattaako salmonellan viljelyyn kaytettyd maljaa vaih-
taa. Kun opinndytetyd on julkaistu, tutkimustulokset ovat myods muiden kaytettavissa.
Oma tavoitteemme on saada kokemusta bakteeriviljelysta, erilaisista viljelymaljoista

sekd pesakemorfologian tarkastelusta.

Opinndytetyon tarkoitus on vertailla kahta erilaista bakteeriviljelymaljaa. Selvitimme
tutkimuksen avulla, onko kromogeeninen malja parempi salmonellojen tunnistamiseen
ulostenaytteista kuin talla hetkelld kdytossa oleva XLD-malja. Vertailututkimus tehdaan
Seindjoen keskussairaalan Kkliinisen mikrobiologian toimintayksikon pyynnosta. Tutki-
muksella halutaan selvittdd, nopeuttaako kromogeeninen malja salmonellojen diagnos-
tiikkaa.

Opinnaytetyon tutkimusongelmia ovat:
1. Millaisia eroja kromogeenisen ja XLD-maljan valill4 on salmonella- ja ulosteen

normaaliflooraan kuuluvien pesékkeiden kasvussa?

2. Onko salmonella helpompi tunnistaa kromogeeniselta maljalta?
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6 TUTKIMUSMENETELMA

Tutkimusmenetelmat ovat erilaisia tapoja, joilla kerataan tietoa. Tietojen kerddmisen ja
ongelmanratkaisun kautta yritetdan saada selville tutkittavan kohteen toimintaperiaattei-
ta. Tutkimus voi olla teoreettista tutkimusta, joka pohjautuu jo olemassa olevaan tie-
toon, tai empiirista tutkimusta joka perustuu havainnointiin. Empiiriseen tutkimukseen
tarvitaan kuitenkin myos teoriatietoa, jotta tuloksia voidaan késitelld ja analysoida. Em-
piirinen tutkimus jaetaan kvantitatiiviseen eli maaralliseen ja kvalitatiiviseen eli laadul-
liseen tutkimukseen. Kaikille tutkimusmenetelmille yhteistd on se, ettd niiden avulla
pyritddn saamaan vastaus asetettuihin hypoteeseihin tai tutkimusongelmiin. (Heikkila
2008, 13-14.)

Opinnaytetyossa kéaytetdan kvantitatiivista eli maaréllista vertailututkimusta, johon saa-
daan aineistoa kokeellisen tutkimuksen avulla. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa kayte-
taan tilastollisia menetelmid, jossa aineiston avulla pyritddn ymmartdmaan erilaisten
ilmididen syy-seuraus-suhdetta. Tutkimusaineiston eli otannan taytyy olla riittdvéan suuri
ja edustava, jotta tutkimuksesta voitaisiin tehdé luotettavia johtopaatoksia. Otos voidaan
hankkia tilastoista, rekistereistd, tietokannoista tai itse keradmalla. Tietojen kerddmiseen

kaytetaan yleensa satunnaisotantamenetelmaa. (Heikkild 2008, 16, 21.)

Kokeellinen tutkimus sijoittuu laboratorio- tai todelliseen tilanteeseen, jonka avulla
testataan tietyn olettamuksen paikkansapitavyyttd. Perustavana kysymyksend on usein
se, ettd onko jollain tekijalla vaikutusta tutkittavaan asiaan. Tyypillistd kokeelliselle
tutkimukselle on myds se, ettd vakioidaan kaikki muut tekijat ja tutkitaan vain yhta
muuttujaa. Tassé opinndytetydssa muuttuva tekija on viljelymalja. Johtopé&&tokset kKu-
vaavat tutkimushetkell& vallitsevaa tilannetta, jonka syy jaa yleensa selvittdmatta. Tu-
lokset havainnollistetaan sanallisesti tai kuvioiden ja taulukoiden avulla. Vertailututki-
muksen avulla selvitetddn maljojen valisia eroja ja yhtalaisyyksia. (Heikkild 2008, 33—
35; Niskanen 2008, 52; Taanila 2013.)
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7 MALJAVERTAILUN SUORITUS

7.1 Aineiston kerddminen

Tutkimusaineisto saatiin Seingjoen Keskussairaalan kliinisen mikrobiologian toimin-
tayksikostd, jonne saapui tutkimuksen aikana 5-18 ulostendytettd péivassd. Naytteita
keréttiin 20.5-25.5.2014 valisend aikana, eli yhteensa viitend péivana. Naytteiden késit-
tely ja tutkimusprosessi tehtiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian toi-

mintayksikon tiloissa, kun kaikki paivan naytteet olivat saapuneet.

Tutkimusaineisto kerattiin potilailta saaduista ulostenéytteista, pakastetuista positiivisis-
ta salmonellanéytteista seka tunnetuista kontrollikannoista. Laboratorioon tulevissa po-
tilasnaytteissd oli potilaiden tunnistetiedot, jotka ovat salassa pidettdvid. Naytteiden
sisdankirjaamisvaiheessa néytepurkkeihin merkittiin juokseva ndytenumero jonka avulla
nayte tunnistettiin tutkimuksen aikana. Naytenumeroa kaytettdessa néytteet eivét olleet
suoraan identifioitavissa, mika lisasi tyon eettisyyttd. Maljoista otetuissa valokuvissa
nakyvat vain ndytenumerot. Kontrollikannat olivat laboratorion oma Salmonella typhi-
murium ATCC 14028 ja Escherichia coli -bakteerin ATCC 25922 kontrollikannat.
Kontrollikantojen  elvytyksen jalkeen ne siirrostettiin - samaan  Selenite-F-
rikastusliemiputkeen. On tarkeéa tutkia, pystyyko salmonella kasvamaan ja erottumaan
ulosteen normaaliflooran joukossa. Sen vuoksi E. coli -bakteeria viljeltiin salmonellan
kanssa samalle maljalle, ettd pystyttiin tarkkailemaan S. typhimurium -bakteerin pesa-
kekasvun nakymistd E. coli -bakteerin alta. Viljelymaljoja oli tilattu tutkimusta varten
yhteensd 60 kappaletta. Muutama kromogeeninen- ja XLD-malja kaytettiin viljelytek-
niikan harjoitteluun, koska viljelytekniikan harjoittelu on tulosten luotettavuuden kan-
nalta tarke&a.

Otokseen saimme yhteensé 45 potilasnédytettd ja seitsemén pakastettua positiivista sal-
monellanéytettd. Potilasnéytteet tulivat mikrobiologian yksikkéon joko ulosteviljely- (F
— BaktVil) tai salmonellaviljelypyyntdina (F — SalmVi). Potilasnaytteet kerattiin pdivan
aikana laboratorioon saapuneiden ndytteiden joukosta. Tutkimukseen otettujen nayttei-
den antajilta ei kysytty lupaa, silla tutkimusmaljat viljeltiin rinnakkain normaalisti kay-
tossé olevan maljan kanssa, liséksi kliinisen mikrobiologian laboratoriolla on jatkuvasti

voimassa oleva tutkimuslupa tydémenetelmien kehittdmista varten.
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7.2 Tutkimuksen suoritus

Kéytettavisséd oli seitseman pakastettua naytettd, joissa oli viittd eri salmonellakantaa;
Salmonella sp., Salmonella mikawasima, Salmonella singapore, Salmonella infantis ja
Salmonella enteritidis. Kontrollikannat olivat Escherichia coli ATCC 25922 ja Salmo-
nella typhimurium ATCC 14028. Niiden lisaksi viljeltiin 45 potilasnaytettd. Pakastetut
salmonellakannat sekd kontrollindytteet esikésiteltiin eri tavalla kuin potilasnaytteet.
Potilasnaytteiden esikasittelyssa ulostetta rikastettiin Selenite-F-rikastusliemiputkessa
inkuboimalla yon yli +36 asteessa ennen viljelyd. Kontrollikantojen ja pakastettujen
naytteiden esikésittelyt ennen viljelyé sisélsivat useampia vaiheita.

Pakastettuja positiivisia salmonellakantoja elvytettiin viljelemalla ne XLD-maljalle ja
inkuboimalla niitd l&mpdkaapissa +36 asteessa yon yli. Seuraavana péivana niista teh-
tiin vield puhdasviljelmat uusille XLD-maljoille. Escherichia coli ATCC 25922 ja Sal-
monella typhimurium ATCC 14028 kontrollikannoista tehtiin puhdasviljelmat brolacin-
maljoille. Seuraavana paivana brolacin-maljoilla kasvaneista kontrollikannoista ja pa-
kastetuista positiivisista salmonellakannoista tehtiin 0,5 McFarlandin vahvuinen sus-
pensio 1ml:aan steriilid lihalientd. Niit4 kasvatettiin seuraavaan paivaan lampokaapissa

+36 asteessa.

Lihaliemessa kasvatettua Salmonella typhimurium -kontrollikantaa laimennettiin sekoit-
tamalla 10pl salmonellaviljelmag, seka 1 ml steriilia NaCl-liuosta puhtaaseen koeput-
keen. 1ul laimennettua salmonellaviljelmaa ja 1ml E. coli -viljelmaé pipetoitiin samaan
Selenite-F-rikastusliemiputkeen. Myos pakastetut positiiviset salmonellakannat pipetoi-
tiin Selenite-F-rikastusliemiputkiin. Rikastusliemiputkia inkuboitiin yon yli +36 astees-
sa. Inkuboinnin jalkeen kannat olivat valmiita viljeltaviksi tutkimuksessa kaytettaville

maljoille.

Potilasnaytteitd inkuboitiin  l[&mpodkaapissa +36 asteessa yo6n yli Selenite-F-
rikastusliemiputkissa. Seleniittiliemessa rikastetuista ndytteistd tehtiin viljelyt 10ul:n
silmukalla molemmille vertailussa oleville maljoille. Viljelyssa kaytetty XLD-malja oli
samalla myo6s laboratorion normaali salmonellatutkimus. Maljat luettiin ja kuvattiin
yhden ja kahden péivan kuluttua viljelysta. Tulkintaa varten tehtiin taulukko, jossa tyy-

pillisten pesékkeiden maaraa merkittiin seuraavalla tavalla: runsaasti (+++), kohtalaises-



22

ti (++), muutama peséke (+). Taulukot ovat néhtdvissd opinndytetyon liitteessa 1-2.
Kuvien avulla voitiin tehdd luotettavaa vertailua maljojen valilla myohemminkin. Nega-
tiivisista salmonellaviljelymaljoista saatiin vertailututkimusta normaaliflooran kasvusta
maljoilla. Muutamalla maljalla kasvoi salmonellan kaltaisia pesékkeitd, joista tehtiin
hajotus- ja puhdasviljelmid. Kahdesta tehtiin Vitek-tunnistus. Kumpikaan ei ollut sal-

monellaa.

Tutkimuksen suorittamiseen kului yhteensé kuusi arkipdivaa. Kaikkia tutkimusprosessin
vaiheita tehtiin paivittdin. Huolehdimme viljelyiden vertailukelpoisuudesta siten, etta
sama ihminen viljeli ndytteen molemmille maljoille. N&in valtimme erilaisen viljelytek-
niikan aiheuttamat vaikutukset. Viljelimme vuoropéiving, joten saimme runsaasti ko-
kemusta ulostenaytteiden viljelystd. Luimme maljoja yhdessda ohjaajan avustuksella
paivittdin. Viimeiseksi viljelypdivaksi osui perjantai. Viikonlopun tydntekija nosti mal-
jat lauantaina huoneenldmpdon. Maljat luettiin ja kuvattiin vasta maanantaina, joten

emme voi varmasti tietad sitd, millainen kasvu oli vuorokauden inkuboinnin jalkeen.



23

8 TUTKIMUSTULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

8.1 Normaaliflooran kasvu vertailussa olevilla maljoilla

Ihmisen suoliston normaalifloorassa on p&&osin obligatorisia anaerobibakteereja. Obli-
gatorinen eli ehdoton anaerobibakteeri kasvaa vain hapettomissa olosuhteissa. Koska
kyseiset bakteerit vaativat hapettomat elinolosuhteet, monet niistd eivat kasva elatus-
maljoilla. Suoliston normaaliflooran koostumus vaihtelee suoliston eri osissa. Erilaisia
bakteereita eld4 eniten paksusuolessa, joten niitd erittyy runsaasti myos ulosteeseen.
Erot normaaliflooran bakteerikasvustossa eri ihmisten valilla ovat suuria. Ulosteen bak-
teeriviljelylla voidaan osoittaa suolistossa elavat fakultatiiviset bakteerit, kuten sal-
monellat, yersiniat ja shigella. (Jalava 2010, 79; Siitonen & Vaara 2010, 177; Vesikari
2003.)

XLD-maljalla kasvava ulosteen normaalifloora haittaa salmonellan 16ytymistd, joten
diagnoosin varmistamiseksi joudutaan usein tekemaan hajotus- ja puhdasviljelmié. Jos
kromogeeninen malja olisi selektiivisempi, saataisiin positiiviset naytteet selville nope-
ammin. Tutkimuksen aikana huomattiin, ettd normaalifloora kasvoi runsaampana

ChromID® Salmonella-maljalla kuin XLD-maljalla.

Léhes kaikissa naytteissa kasvoi runsaasti normaaliflooraa, vain muutamassa naytteessa
ei ollut lainkaan kasvua kummallakaan maljalla. Normaaliflooran kasvun puuttuminen
maljalta voidaan selittda esimerkiksi silla, ettd potilaalla on ennen néaytteenottoa ollut
antibioottikuuri, joka on tuhonnut suoliston normaalia bakteerikasvustoa. Toinen vaih-
toehto voi olla viljelyn epéonnistuminen tai bakteerikannan tuhoutuminen ennen vilje-
lyd. ChromID® Salmonella-maljalla pesakekasvu oli l&hes aina ensimmadisen viljely-
vuorokauden jalkeen véaritontd, vaaleansinista tai sinivihredd (kuva 3). Kahden vuoro-
kauden kuluttua kasvu oli tummunut ja muuttunut osin lilaksi 1&hes kaikilla ChromID®
Salmonella-maljoilla. Kuvassa 8 nédhdaan selkedsti normaaliflooran kasvun tummumi-
nen kahden paivan inkuboinnin jélkeen. Tdma ominaisuus vaikuttaa siihen, milloin
ChromID® Salmonella-maljalle kannattaa viljelld&. Malja pitdisi ehdottomasti lukea

vuorokauden inkuboinnin jalkeen.
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KUVA 3. Normaaliflooran kasvu ChromID® Salmonella-maljalla. (Kuva: Miska Kau-
risalo & Rosita Nivukoski 2014)

XLD-maljalla normaaliflooran pesékekasvu oli keltaista ja toisinaan limaista (kuva 4).
XLD-maljalla salmonellan kaltainen kasvu erottui yleensé selkeasti erillisind pesakkei-
né. Jos ulostendytteessé on Klebsiella -bakteeria, se kasvaa XLD-maljalla limaisina pe-
sékkeind. Klebsiella on gramnegatiivinen sauvabakteeri, jonka kasvu ei nayttanyt
ChromID® Salmonella-maljalla salmonellan kaltaiselta kasvustolta. Pseudomonas ae-
ruginosa on myos gramnegatiivinen sauvabakteeri, jonka pesakekasvu ChromID® Sal-
monella-maljalla on salmonellan kaltainen. P. aeruginosa voi kolonisoida terveita lima-
kalvoja, mutta ei yleensa aiheuta infektiota perusterveille ihmisille. XLD- maljan pH on
7,4 ja agar on normaalivériltadn punaista. Jos kasvava bakteeri aiheuttaa pH:n muuttu-
misen eméksiseksi fermentoimalla agarin hiilihydraatteja, maljan vari muuttuu keltai-
seksi. (Tissari & Anttila 2010, 196, 200.)

KUVA 4. Normaaliflooran kasvu XLD-maljalla. (Kuva: Miska Kaurisalo & Rosita Ni-
vukoski 2014)
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8.2 Salmonellan kasvu vertailussa olevilla maljoilla

Tutkimuksen suoritusaikana ei tullut yht&d&n positiivista potilasndytettd. Monella maljal-
la oli salmonellalle tyypillistad pesakekasvua, mutta ainoat todelliset positiiviset tulokset
olivat pakastetut salmonellakannat seka kontrollikanta. Salmonella kasvoi selkedmmin
erottuvina pesékkeina XLD-maljalla. Erityisen huolestuttavalta vaikutti se, ettei yhdiste-
tylla S. typhimurium ATCC 14028 ja E. coli ATCC 25922 - kontrollikantamaljalla kas-
vanut ensimmaisen vuorokauden jalkeen salmonellalle tyypillistd kasvua ChromID®
Salmonella-maljalla lainkaan. Maljalla oli vain vaaleaa normaaliflooran nakoisté kasvua
eli E. coli -pesékkeitd. Toisen kasvatuspéivéan jalkeen ChromID® Salmonella-maljalla
oli muutamia salmonellalle tyypillisia pesékkeitd. XLD-maljalla kasvoi vain S. typhimu-
rium -bakteeripesékkeita jo ensimmadisen kasvatusvuorokauden jalkeen, eiké lainkaan E.

coli -bakteeria.

Tutkimusaikana muutamalla maljalla oli salmonellan kaltaista pesdkekasvua molemmil-
la maljoilla. ChromID® Salmonella-maljalla salmonellan tyyppiset pesdakkeet kasvoivat
usein normaaliflooran joukossa ja alla (kuva 5), joten puhdasviljelman saaminen oli
useimmiten mahdotonta. Maljoista tehtiin oksidaasitesti, joka oli positiivinen. Salmo-
nella on oksidaasinegatiivinen bakteeri, joten kyseessa oli joku muu bakteeri kuin sal-

monella.

KUVA 5. Salmonellan kaltainen pesédkekasvu normaaliflooran seassa ChromID®- Sal-

monella-maljalla. (Kuva: Miska Kaurisalo & Rosita Nivukoski 2014)

Salmonellat kasvoivat XLD-maljalla mustakeskustaisina pesakkeind (kuva 6). Pseudo-
monakset voivat kasvaa mustina pesédkkeind XLD-maljalla. Tutkimuksen aikana Chro-
mID® Salmonella-maljalta 16ytynyt Pseudomonas aeruginosa ei erottunut kasvutapan-

sa perusteella XLD-maljalta.
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KUVA 6. Salmonella -bakteerin pesdkekasvu XLD-maljalla. (Kuva: Miska Kaurisalo &
Rosita Nivukoski 2014)

Muutamasta ChromID® Salmonella-maljalla salmonellan kaltaisena kasvavasta pesak-
keesta tehtiin hajotus- tai puhdasviljelIma XLD-maljalle. Tarkoitus oli saada selville,
mika bakteeri kasvaa ChromID® Salmonella-maljalla kuten salmonella. Kyseiset pe-
sékkeet kasvoivat XLD-maljoilla normaaliflooran kaltaisena kasvuna. Kromogeenisia
maljoja ei kaytetty hajotus- tai puhdasviljelyihin, koska haluttiin sd&stéa niita potilas-
naytteitd varten. Jalkeenpdin ajateltuna olisi ollut tutkimuksen kannalta parempi tehd&
hajotus- ja puhdasviljelmat kromogeenisille maljoille pesédkekasvun varin ja kasvutavan
tunnistamiseksi. Kahdesta ChromID® Salmonella-maljan salmonellan kaltaisesta pesé-
kekasvusta tehtiin jatkotutkimuksena Vitek GN-tunnistus. Vitek GN-tunnistus ehdotti
molemmille naytteille vain yht& bakteeria. Toinen osoittautui Pseudomonas stutzeri-

bakteeriksi 91 % todennakdisyydellad ja toinen oli Pseudomonas aeruginosa 95 % to-

dennékoisyydella (kuva 7).

KUVA 7. Pseudomonas aeruginosa ChromID® Salmonella-maljalla. (Kuva: Miska
Kaurisalo & Rosita Nivukoski 2014)
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Pincuksen (2007) mukaan Vitek-tunnistus ei ole taysin luotettava, jos varmuus jaa alle
95 %. Tunnistusprosenttien sanalliset kuvaukset ovat: erinomainen 96-99%, erittain
hyva 93-95%, hyvéa 89-92% ja hyvéksyttdva 85-88%. Jos Vitek laite antaa kolme bak-
teerivaihtoehtoa, tunnistuksen erottelukyky on huono. Jos vaihtoehtoja ei ole lainkaan

tai niitd on enemman kuin kolme, Vitek ei tunnista bakteeria lainkaan. (Pincus 2007.)

Jos Vitek-tunnistuksella saadaan riittdmaton tunnistusprosentti, syy voi olla siind, etta
naytteessd on useampaa kuin yhta bakteeria. Naytteen puhtaus varmistetaan aina teke-
malla peramalja XLD-maljalle, jolta pesdkekasvu tarkistetaan vuorokauden inkuboinnin
jalkeen. Tutkimistamme naytteistd tehdyt peramaljat osoittivat, ettd Vitek-laitteella tun-
nistetut néytteet sisalsivét vain yhtd bakteeria. Kummallakaan perdmaljalla ei nakynyt

salmonellalle tyypillista pesakekasvua.

Johtopéé&toksend voidaan todeta, ettd vertailussa kdytetty ChromID® Salmonella-malja
ei vastannut odotuksia. Maljaesitteessé luvattiin ChromID® Salmonella-maljan olevan
selektiivinen ja muiden bakteerien kasvua estdvd. My6s aiemmin tehdyissa kromo-
geenisen maljan vertailututkimuksissa tulokset olivat lupaavia, ja kromogeeninen malja
oli osoittautunut paremmaksi kuin muut maljat. Salmonellapesakkeiden olisi pitanyt
erottua selkeasti erivarisind kuin muiden bakteereiden pesakekasvu. ChromID® Salmo-
nella-maljalla kasvoi normaaliflooraa runsaammin kuin XLD-maljalla. ChromID®
Salmonella-maljalla normaaliflooran kasvu tummui inkubaatioajan pidentyessa lahes

aina (kuva 8). Jos tummuneen pesakekasvun alla olisi salmonellapesakkeita, ei niitd

voisi kasvun alta huomata.

KUVA 8. Normaaliflooran kasvu ChromID® Salmonella-maljalla kahden pdivéan kulut-
tua viljelysta. (Kuva: Miska Kaurisalo & Rosita Nivukoski 2014)
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Ulosteen normaalifloora kasvoi XLD-maljalla yleensé keltaisena, josta mustat salmo-
nella- ja salmonellan kaltaiset pesékkeet erottuivat selkedsti. ChromID® Salmonella-
maljalla salmonella- ja salmonellan kaltainen kasvu jai usein normaaliflooran alle tai ei
kasvanut lainkaan. ChromID® Salmonella-maljalta ei olisi saanut tehtyd suoraan puh-
dasviljelmad, vaan olisi pitanyt tehdd ensin hajotusviljelmé. Koska hajotusviljelmaa
pitéé inkuboida vuorokausi ennen pesékekasvun ndkymistd, useamman viljelyn tekemi-

nen vie aikaa ja hidastaa bakteerin tunnistamista ja diagnoosin tekemisté.

Pakastettu positiivinen salmonellandyte muodosti vuorokauden inkuboinnin jalkeen
ChromID®-maljalla samankaltaisia pesakkeita kuin Vitek GN-menetelmall& tunnistettu
Pseudomonas aeruginosa -bakteeri. Pesékkeiden erottaminen kasvutavan tai vérin pe-
rusteella ei olisi ollut mahdollista ChromID® Salmonella-maljalta. XLD-maljalla sama
nayte muodosti mustia pesakkeitd, mutta muutti agarin varin keltaiseksi. Salmonella ei

muuta agarin varia XLD-maljalla.

Tutkimuksen perusteella voidaan todeta, ettd nyt kaytossa olevaa XLD-maljaa ei kanna-
ta vaihtaa kromogeeniseen ChromID® Salmonella-maljaan. Salmonella oli helpompi
tunnistaa XLD-maljalta kuin kromogeeniseltd maljalta. Salmonella erottui paremmin
erillisind pesékkeina nyt kéytdssa olevalta XLD-maljalta, eikd normaalifloora hairinnyt
salmonellan tunnistamista tai jatkotutkimuksia. ChromID® Salmonella-maljalla sal-
monellan Kkaltaisten pesakkeiden erottaminen oli hankalampaa, ja pesdkekasvu oli usein
runsaana kasvavan normaaliflooran seassa ja alla. Yksittaisten pesédkkeiden puuttuminen
hankaloitti jatkotutkimusten tekemistd ja pidensi vastauksen saamiseen kuluvaa aikaa.
liImeisesti kromogeeniseen maljaan on oltu tyytyméattdmid myos muualla, silla
BioMérieuxin ChromID® Salmonella-malja on poistettu kliinisesta kéytosta. Nykyaan
ChromID® Salmonella-maljaa kéytetddn enéda elintarviketeollisuudessa salmonellan
tunnistamiseen. Kliiniseen kayttdén on tuotu markkinoille uusi ChromID® Salmonella
ELITE-malja. (BioMérieux 2014a.)
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9 POHDINTA

Opinndytetyon tekeminen oli mielenkiintoista ja haastavaa. Aihe oli molempien mieles-
t& kiinnostava ja ajankohtainen. Ennen opinndytetyon tekemista kummallakaan ei ollut
aikaisempaa kokemusta ulosteviljelyprosessista. Seindjoen keskussairaalan kliinisen
mikrobiologian toimintayksikon henkilokunta ohjasi ja tuki opinndytetydmme tekemista
aina tarvittaessa. Saimme tukea ja neuvoja ulostendytteen tutkimusprosessiin liittyen
seka kirjallisen tuotoksen tekemisessa. Ammatillinen osaamisemme kehittyi huomatta-

vasti opinndytetydprosessin aikana.

Kromogeenisistd maljoista 10ytyi melko huonosti suomenkielista kirjallisuutta, ja suurin
osa suomalaisista tutkimuksista koski virtsaviljelyd. Englanninkielistd materiaalia ja
tutkimustietoa 16ytyi hyvin etenkin internetistd. Suurin osa kromogeenisten maljojen
vertailututkimuksista oli tehty 2000-luvun alussa. Internetldhteitd valittaessa kiinnitet-
tiin erityistd huomiota niiden luotettavuuteen. Salmonellasta oli tarjolla paljon tietoa

my06s suomeksi.

Opinnaytety6tdmme varten teimme ensin suunnitelman, jossa hahmottelimme tulevan
opinnaytetyon sisalta ja aikataulutusta. Tiedonkeruuvaiheessa etsimme yhdessa aineis-
toa ja arvioimme sen luotettavuutta. Pyrimme tekemaan opinnaytetyéstimme mahdolli-
simman luotettavan kasittelemalld ja raportoimalla tiedot huolellisesti ja luottamukselli-
sesti salassapitovelvollisuuden huomioiden. Aikataulua suunnitellessa varasimme eniten
aikaa kirjallisen tuotoksen tekemiseen. Itse tutkimuksen suoritus kesti noin viikon. Mal-
joista otettuja valokuvia kertyi satoja, joiden lapikdayminen ja tulosten tulkinta vei yllat-

tavan paljon aikaa, vaikka kirjasimme tietoja lomakkeille k&sin paivittéin.

Kliinisen mikrobiologian laboratorio tarjosi meille mahdollisuutta vertailla kahta kro-
mogeenistd maljaa XLD-maljan rinnalla. Tutkimuksen kannalta tdma olisi ollut kannat-
tavaa, mutta se olisi vaatinut huomattavasti enemmaén aikaa tutkimuksen tekemiseen.
Nyt olemme tyytyvéisid tekemddmme ratkaisuun, silld jo kahden maljan vertailu oli
ty6lasté ja aikaavievad. Maljojen viljely ei vienyt paljon aikaa, kun viljelytekniikka tuli
tutuksi. Haasteellisinta ja vaativinta oli maljojen lukeminen, valokuvaaminen sek& ha-
vaintojen kirjaaminen lomakkeille. Kummallakaan opinndytetyon tekijoista ei ollut ai-
kaisempaa kokemusta bakteeriviljelyjen suorittamisesta tai pesdkekasvun vertailusta.

Sen takia oli hankalaa miettid, miten vertailisimme pesékkeita ja niiden kasvua eri mal-
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joilla. Pohdimme, vertailemmeko pesékkeita niiden mééran vai ulkon&on (salmonellalle
tyypillinen kasvu) perusteella. Pesédkkeiden madrdn numeerinen arviointi osoittautui
ldhes mahdottomaksi, koska ChromID® Salmonella-maljalla pesdkkeet kasvoivat myods
normaaliflooran alla. Salmonellalle tyypillinen kasvu erottui selkeésti vain XLD-
maljalta. Lopulta paddyimme luokittelemaan pesdkekasvun salmonella-bakteerille tyy-
pillisten pesékkeiden maaran seuraavalla tavalla (liite 1. ja 2.): runsaasti (+++), kohta-
laisesti (++), muutama pesdke (+). Esimerkiksi Pseudomonas aeruginosa -bakteerin
pesékekasvu ChromID® Salmonella-maljalla on kohtalaista kasvua kuvassa 7, ja nor-

maaliflooran kasvu ChromID® Salmonella-maljalla on runsasta kuvassa 8.

Tutkimuksen alussa oli tiedossa, ettei positiivisia ndytteitd valttamétta tule, koska sal-
monellatapauksia on vuoden aikana reilusti alle sata. Terveyden- ja hyvinvoinnin laitok-
sen tartuntatautirekisterin mukaan Eteld-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin (EPSHP) alueel-
la oli vuonna 2013 tartuntoja 78 kappaletta. Viimeisten 10 vuoden aikana EPSHP:n alu-
eella salmonellatartuntoja on ollut keskimadrin 72 tapausta vuodessa. Vuonna 2014
tartuntoja todettiin 42 kappaletta, eli huomattavasti vahemman kuin aikaisempina vuo-

sina. (Terveyden- ja hyvinvoinnin laitos 2014.)

Tutkimusta varten kliinisen mikrobiologian henkilokunta oli kerdnnyt meille pakasti-
meen seitseméan positiivista potilasnaytettd. Pakastettujen ndytteiden liséksi kaytossam-
me oli kontrollikanta Salmonella typhimurium ATCC 14028. Mééra oli pieni kattavan
tutkimuksen tekemiseen, toisaalta taas kaikilla kromogeenisilla maljoilla kasvoi run-
saasti normaaliflooraa, joista muutama salmonellan kaltaisena. Pienesta positiivisesta
otoksesta huolimatta ChromID® Salmonella-maljan erottelukyky osoittautui selvéasti
XLD-maljaa huonommaksi. Kaikki potilasnaytteet oli merkitty tunnistenumeroilla, jo-
ten potilastiedot pysyivat suojattuina. Koska néytteitd ei otettu tutkimusta varten, mei-
dén ei tarvinnut erikseen pyytéa potilaiden lupaa tutkimuksen tekemiseen. Liséksi Ky-
seessa oli tutkimusmenetelméan kehittdmistyo, jolle kliinisen mikrobiologian laboratori-

olla on jatkuva lupa.

Tutkimusta tehdessa huomattiin, etta lahes jokaisella maljalla kasvoi runsaasti normaali-
flooraa. Muutamalla potilasndytteestd tehdylla maljaparilla (sek& XLD ettd ChromID®
Salmonella) ei ollut lainkaan kasvua. Meitd ohjannut laboratoriohoitaja kertoi, etté jo-
tain kasvua pitdisi aina olla, koska uloste sisaltdd normaalisti runsaasti bakteereja. Kas-

vun puuttuminen voi johtua mm. siitd, ettd henkilon suoliston normaaliflooran tila on
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heikentynyt mikrobilaakityksen takia. Toinen mahdollisuus on se, ettd néytteessa olleet
bakteerit ovat kuolleet jonkin prosessissa tapahtuneen virheen takia. Esimerkiksi nédyt-
teenoton jélkeinen sdilytys on yksi kriittinen vaihe bakteerien hengissa séilymisen kan-
nalta. Luulemme ongelman olleen naytteessd, silld muut péivan viljelyt onnistuivat hy-
vin. Kaikki pakastetut salmonella-positiiviset naytteet kasvoivat XLD-maljalla selkeasti
erottuvina pesékkeind, joten naytteissa olleet bakteerit olivat elinkelpoisia. Positiivinen
kontrolli sisélsi Salmonella typhimurium ATCC 14028 ja Escherichia coli ATCC 25922
— bakteerikantoja. Yhden vuorokauden inkuboinnin jalkeen kasvu ChromID® Salmo-
nella-maljalla oli Kirkaspesakkeistd, joten se tulkittiin normaaliflooraksi. Seuraavana

paivana maljalla kasvoi myds muutamia salmonellalle tyypillisia pesékkeita

Ulkomailla tehtyjen maljavertailujen tutkimustulokset olivat lupaavia, joten odotukset
kromogeenisen maljan toimivuudesta olivat korkealla. Jo vuonna 2002 tehdyssé maljo-
jen vertailututkimuksessa Maddocks, Olma ja Chen totesivat kromogeenisen maljan
olevan herkempi ja tarkempi kuin XLD-malja salmonellan osoittamiseen ulostenayt-
teestd. Kromogeenisen maljan kéaytté vahensi kustannuksia ja lyhensi tutkimukseen kay-
tettyd aikaa. Roope Niiniméen (2014) insindority0d bio- ja elintarviketekniikan alalta
kasitteli salmonellakromogeenialustoja. Han vertaili salmonellan kasvua kuudella kro-
mogeeniselld maljalla ja poisti vertailusta herkkyydeltd&dn ja spesifisyydeltddn huo-
noimmaksi toteamansa alustat. Tutkimuksessaan han totesi, ettd Salmonella dublin —
bakteeri kasvoi ChromID® Salmonella-maljalla varittdmina ja lapikuultavina pesakkei-
nd, joiden vérireaktio tuli lievand esiin vasta kahden vuorokauden inkuboinnin jalkeen.
Poistetuksi joutui nelja maljaa, joista yksi oli ChromID® Salmonella-malja. Tutkimuk-
seen mukaan jaéneet kaksi kromogeenista maljaa osoittautuivat herkemmiksi ja spesifi-
semmiksi kuin kéaytetyt XLD- ja BPLS (briljantinvihreéd-fenolipuna-laktoosi-sakkaroosi)
-maljat. (Niinimaki 2014; Maddocks, Olma & Chen 2002.)

ChromID® Salmonella-malja ei siis toiminut myoskaan elintarviketeollisuuden kéytos-
sd. Viimeisin tieto kyseisestd maljasta on, ettd BioMérieuxin ChromID® Salmonella-
malja on poistettu kliinisesta kaytosta. Sen tilalle on tullut uusi ChromID® Salmonella
ELITE-malja.

Vastaavaa maljavertailua tehdessa tulisi huomioida alusta saakka se, ettd hajotus- ja
puhdasviljelmét kannattaa tehdé sille maljatyypille, jolla kasvu oli salmonellan kaltaista.

Esimerkiksi ChromID® Salmonella-maljalla salmonellan kaltaisena kasvaneet pesak-
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keet olisi pitanyt jatkoviljelldi ChromID® Salmonella-maljalle, eikd XLD-maljalle.
Néissd tapauksissa pesédkekasvu oli XLD-maljalla normaaliflooran kaltainen jo primaa-
riviljelyssa. Jatkoviljelyn tekeminen ChromID® Salmonella-maljalle olisi auttanut 10y-
tdmaan primaarimaljalla kasvaneen salmonellan kaltaisen bakteerikasvun, ja bakteeri

olisi voitu tunnistaa.

Viljelyt tulisi tehda vain sellaisina péiving, etta maljat voidaan lukea vuorokauden inku-
boinnin jalkeen. Tutkimuksen suorittamiseen kannattaisi varata pitempi aika kuin viik-
ko. Jatkotutkimuksena ehdotamme samankaltaisen tutkimuksen tekemista esimerkiksi
ChromID® Salmonella ELITE-maljan, jonkun toisen valmistajan kromogeenisen mal-
jan ja XLD-maljan valill4. Varmoja positiivisia kontrollindytteit4 voisi olla enemman, ja
tutkimuksen ajoittaminen lomakauden jélkeiseen aikaan lisdisi mahdollisuutta saada

positiivisia potilasnaytteita.
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LITTEET
Liite 1. Taulukko salmonellan kaltaisesta pesakekasvusta yhden ja kahden vuorokauden
kasvatuksen jalkeen

nayte | ChromID®- | Chro- XLD XLD Huomioitavaa
nro Salmonella | mID® salmo- salmonel-
1 vrk Salmo- nella la
nella 1 vrk 2 vrk
2 vrk

1 + + +++ +++ ChromID® muutama
lila pesdke, joista Vi-
tek- tunnistus

2 - - - -

3 - - - -

4 - + - - ChromID® pienié
tummansinisia pesak-
keitd norm.flooran alla

5 - - - - ei kasvua

6 - - - - ei kasvua

7 - - - -

8 +/- + - +++ PV XLD-maljalle
(naytenro 49, hajotus
nro 50)

9 - - + ++ XLD 15 pientd mustaa
peséketté

10 - + - - Hajotus XLD- maljalle
(ndytenro 48)

11 - ++ + + XLD 1 musta peséake,
oksidaasi +, PV (hajo-
tus naytenro 53)

12 - - - -

13 - - - -

14 - - - -

15 - - - -

16 - + ++ ++ XLD hentoja, mustia
pesakkeitd, oksidaasi +
(hajotus naytenro 51m
PV néytenro 52)

17 - - - -

18 - +/- ++ ++ Hajotus néytenro 54

19 - - - -

20 - - - -




21 - - -

22 ++ - - ChromID® tumman
lila pesdkekasvu

23 - + + XLD yksi musta pesa-
ke, PV

24 - - ++

25 - - -

26 + - -

27 - - -

28 + - - oksidaasi pos., hajotus
ChromID®:113 selkeés-
ti salmonellalle tyypil-
linen kasvu

29 - - -

30 - - - ei kasvua

31 - - -

32 ++ - - ChromID® limainen
kasvu

33 - + +

34 - - - ei kasvua

35 - - - ei kasvua

36 ++ + + XLD kaksi mustaa
pesaketta

37 - - - ei kasvua

38 +++ + + XLD 1 musta pesake.
Vitek-tunnistus.
ChromID® runsas
salmonellan tyyppinen
kasvu

39 +++ ++ +++ Positiivinen kontrolli
Salmonella typhimuri-
um ATCC 14028 ja
Escherichia coli
ATCC 25922 — haktee-
rikantoja. XLD-
maljalla selkedmpi
kasvu ja erillisia pe-
sakkeita

40 + ++ ++ ChromID® -maljalla

42 salmonella pesaket-
ta/XLD-maljalla yli
100

Salmonella infantis
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41 ++ +++ +++ +++ Salmonella enteritidis

42 +++ +++ +++ +++ XLD-maljalla irto-
pesékkeita puhdasvil-
jelyyn/ ChromID®:11&
pesékkeet normaali-
flooran alla
Salmonella sp.

43 +++ +++ +++ +++ Salmonella mika-
wasima

44 +++ +++ ++ ++ Salmonella singapore

45 +++ +++ ++ ++ Salmonella infantis

46 ++ ++ ++ ++ Salmonella sp.

47 +++ +++ PV XLD-maljan mus-
tasta pesékkeesta nayt-
teesta nro 9

48 - - Hajotus néytteesta nro
10

49 - - PV XLD-maljan mus-
tasta pesékkeesta nayt-
teesta nro 8

50 - - Hajotus ChromID® -
maljalta ndytteesta nro
8

51 - - Hajotus néytteesta nro
16

52 - - PV néytteesta nro 16

53 - - Hajotus néytteesta nro
11

54 + ++ Hajotus néytteesta nro

18
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Liite 2. Taulukko normaaliflooran

kasvatuksen jalkeen

39

pesédkekasvusta yhden ja kahden vuorokauden

nayte | ChromID® | ChromID® | XLD- | XLD- | Huomioitavaa
nro Salmonella- | Salmonella- | malja | malja
malja malja 1vrk | 2vrk
1 vrk 2 vrk

1 ++ +++ + +

2 +++ +++ +++ +++

3 +++ +++ +++ +++

4 +++ +++ +++ +++ XLD limainen

5 - - - - ei kasvua

6 - - - - ei kasvua

7 +++ +++ +++ +++

8 +++ +++ +++ +++

9 +++ +++ +++ +++

10 +++ +++ +++ +++ ChromID® vaaleita pesékkeita,
osin turkoosia

11 +++ +++ +++ +++

12 +++ +++ +++ +++

13 +++ +++ ++ +++

14 ++ +++ ++ ++

15 + +++ +++ +++

16 +++ +++ +++ +++

17 ++ +++ + +

18 ++ ++ ++ ++

19 +++ +++ ++ ++

20 ++ ++ ++ ++

21 +++ +++ ++ ++

22 +++ +++ ++ ++

23 ++ ++ + ++

24 ++ ++ ++ +++

25 ++ +++ + +

26 +++ +++ +++ | +++ | ChromID®:lld 2 vrk:n jalkeen

tummaa lilaa kasvua, XLD:lla




40

limainen kasvu

27 - - - - ei kasvua

28 ++ ++ - +++ Oksidaasi pos, ei salmonellaa,
ChromID®-maljalla selkea
salmonellalle tyypillinen kasvu

29 ++ +++ + +++

30 - - - - ei kasvua

31 +++ +++ + +++ XLD:11a limainen

32 +++ +++ ++ +++ XLD:lla limainen

33 ++ +++ ++ +++

34 - - - - ei kasvua

35 - - - - ei kasvua

36 +++ +++ + +++ 2 mustaa pesdkettda XLD-
maljalla, limainen kasvu

37 - - - - ei kasvua

38 +++ +++ + +++ 1 musta pesake XLD-maljalla,
tehty VITEK-tunnistus, ei sal-
monellaa, ChromID®-maljalla
runsas salmonellan tyyppinen
kasvu

39 +++ +++ ++ +++ Positiivinen kontrolli ~ Salmo-
nella  typhimurium  ATCC
14028 ja Escherichia coli
ATCC 25922 — bakteerikanto-
ja.,

40 +++ +++ +++ +++ Salmonella infantis

41 +++ +++ +++ +++ Salmonella enteritidis

42 +++ +++ +++ +++ Salmonella sp.

43 ++ ++ +++ +++ Salmonella mikawasima

44 +++ +++ +++ +++ Salmonella singapore

45 ++ ++ +++ +++ Salmonella infantis

46 ++ +++ +++ +++ Salmonella sp.

47 +++ +++ PV XLD:n mustasta peséak-
keesta naytteestd nro 9

48 +++ +++ Hajotus néaytteesta nro 10

49 +++ +++ PV XLD-maljan mustasta pe-
sékkeesta naytteestd nro 8

50 +++ +++ Hajotus ChromID® -maljalta

naytteesta nro 8
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51 +++ +++ Hajotus néytteesta nro 16
52 +++ +++ PV néytteesta nro 16

53 +++ +++ Hajotus néytteesta nro 11
54 +++ +++ Hajotus néytteesta nro 18




