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Yersinia enterocolitica -bakteerin
eristamisessa kaytettyjen
viljelymenetelmien toimivuuden vertailu

Evaluation of some culture methods for recovery

of Yersinia enterocolitica

YHTEENVETO

Tutkimuksessa vertailtiin viiden viljelymenetelmdin tehokkuutta Yersi-
nia enterocolitica -bakteerin serotyyppien O:3 ja O:9 eristdmisessd jau-
belibasta. Serotyypit O:3 ja O:9 lbytyivdt ainoastaan irgasan-tikarsillii-
ni-kaliumkloraatti (ITC) rikastuksen jdlkeen. ITC-rikastus on osa 1SO
(International Organization for Standardization) -menetelmdid. Muut
tutkitut rikasteliemet olivat modifioitu Rappaport-liemi (MRB), peptoni-
sorbitoli-sappisuola (PSB)-liemi, sappisuola-oksalaatti-sorboosi (BOS)
-liemi, muunneltu tryptikaasi-soija-liemi (MTSB) sekd OSSMER-liemi.
Eristysalustana Rdytettiin seleRtiivisid Refsulodiini-irgasan-novobiosiini
(CIN) -alustaa, koska se osoittautui parbaaksi verrattuna salmonella-
shigella-desoksikolaatti-kalsiumkloriitti ($SDC) ja MacConkey-alustoi-
bin. Selektiivinen rikastus ITC-liemessdi ja sen jéilkeen eristys CIN-alus-
talla osoittatui parbaaksi menetelmdiksi serotyypin O:3 osoittamisessa
Jaubelibasta.

SUMMARY

Five different culture methods for isolation of Yersinia enterocolitica
strains belonging to serotypes O:3 and 0:9 were evaluated. These sero-
types were found from minced pork only after selective enrichment in
irgasan ticarcillin chlorate (ITC) broth, which is a part of the I1SO (Inter-
national Organization for Standardization) method. The other enrich-
ment broths studied were peptone sorbitol bile salts (PSB) broth, modi-
Jfied Rappaport broth (MRB), bile oxalate sorbose (BOS) broth, modified
trypticase soya broth (MTSB) and OSSMER broth. However, no yersinia
was found using these enrichment broths. Cefsulodin irgasan novo-
biocin (CIN) plates were used for yersinia isolation because this agar
was shown to be the best, compared to salmonella shigella deoxycho-
late calcium chloride ($SDC) and MacConkey agars. Selective enrich-
ment in ITC broth and isolation on CIN plates was shown to be an
useful method to recover Y. enterocolitica O:3 from minced pork.

JOHDANTO

Yersinia enterocolitica -bakteeri
aiheuttaa Suomessa vuosittain
useita satoja ihmisten sairastumi-
sia (Kansanterveyslaitos 2002).
Tarkeimpini serotyyppien O:3 ja
0:9 tartuntalihteend pidetiin
sianlihaa (Kapperud 1991). Bak-
teeri on vaikeampi eristid viljely-
menetelmilld elintarvikkeista kuin
sairastuneiden ulosteesta, silld
bakteerien lukumdiri on elintar-
vikkeissa yleensi pienempi ja
taustafloora on monipuolisempi
(Doyle ja Hugdahl 1983). Yersinia
pystyy lisidntymain lihelld 0 °C
(Kapperud 1991). Yersiniat ovat
huonoija kilpailijoita, mutta kilpai-
lukyky paranee hieman matalissa
lampotiloissa (Schiemann 1982).

Y. enterocolitica on bakteeri-
ryhmd, joka sisiltdd useita erilaisia
biotyyppeji. Bakteeri voidaan ja-
kaa myOs serotyyppeihin O-anti-
geenin perusteella. Vain osa sero-
tyypeistd ja biotyypeistd on pato-
geenisia. Tarkeimmait ihmiselle
tautia aiheuttavat yhdistelmit ovat
serotyyppi O:3 / biotyyppi 4, sero-
tyyppi O:3 / biotyyppi 3, sero-
tyyppi O:9 / biotyyppi 2, sero-
tyyppi O:8 / biotyyppi 1 B ja sero-
tyyppi O:5,27 / biotyyppi 2 (Bot-
tone 1999).

Euroopassa yersinioosia aiheut-
taa lihes yksinomaan serotyypit
0:3 ja O:9. Pohjois-Amerikassa
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esiintyy lidhinni serotyyppeji O:3,
0O:8 ja 0:5,27 (Bottone 1999). Ja-
panissa serotyyppid O:3 esiintyy
yleisesti (Kapperud 1991). Eri se-
rotyypit sietivit eri tavalla selek-
tiivisid aineita, joita kidytetddn hy-
viksi bakteerin eristyksessi.

Suomessa on perinteisesti kiy-
tetty yersinian eristimiseen Poh-
joismaisen elintarvikkeiden meto-
diikkakomitean menetelmidi No
117 (1990), jota pidetiin sopiva-
na O:3-ja O:9-serotyyppien eristi-
miseen, mutta joka inhiboi voi-
makkaasti O:8-ja O:5,27-serotyyp-
peja (Schiemann 1983b).

Kirjallisuudessa on esitetty usei-
ta muitakin menetelmia, kuten
selektiivirikastus irgasan-tikarsillii-
ni-kaliumkloraatti (ITC) -liemessid
(Wauters ym. 1988) tai sappisuo-
la-oksalaatti-sorboosi (BOS) -lie-
messd (Schiemann 1982). Niistd
kumpikaan ei sovellu kaikkien
patogeenisten serotyyppien eris-
tamiseen (de Boer 1992). Timin
tyon tarkoituksena oli verrata vii-
den erilaisen menetelmin toimi-
vuutta Y. enterocolitica -serotyyp-
pien O:3 ja O:9 eristimisessd. Li-
siksi vertailtiin kolmea erilaista Y.
enterocolitican eristimiseen tar-
koitettua kasvualustaa keske-
naan.

AINEISTO JA MENETELMAT

Bakteerikannat ja matriisi

Tutkimuksessa kiytettiin seuraa-
via yersinia-kantoja: Y. enterocoli-
tica -kannat J51B, serotyyppi O:3
ja ATCC 55075, serotyyppi O:9.
Yhdeksin muuta gramnegatiivista
bakteerikantaa olivat Citrobacter
JSreundii 173, Enterobacter aero-
genes ATCC 13048, Enterobacter
agglomerans EELA 180, Esche-
richia coli ATCC 25922, Kleb-
siella pneumoniae 46, Proteus
mirabilis 82, Serratia marces-
cens 37, Pseudomonas fluores-
cens ATCC 13525 ja Pseu-
domonas aeruginosa ATCC
9027.

Matriisina oli vahittiiskaupasta
hankittu sianjauheliha, jonka ko-
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konaispesikeluku oli 7,4 x 10°
pmy/g.

MENETELMAT

Selektiivisten kasvu-
alustojen vertailu (koe 1)

Y. enterocolitica -kannat (serotyy-
pit O:3 ja O:9) ja yhdeksin muuta
gramnegatiivista bakteerikantaa
viljeltiin selektiivisille kefsulodii-
ni-irgasan-novobiosiini  (CIN),
salmonella-shigella-desoksikolaat-
ti-kalsiumkloriitti (SSDC) ja Mac-
Conkey-alustoille hajotusviljelyni.
Kaikkia alustoja inkuboitiin vuoro-
kausi 30°C:ssa. CIN-alustan selek-
tiiviset aineet ovat sappisuolat,
kefsulodiini, irgasan ja novobiosii-
ni. SSDC:n selektiiviset aineet
ovat briljanttivihred, natriumsit-
raatti, kalsiumkloriitti ja desoksi-
kolaatti. Kummankin alustan se-
lektiiviset aineet estivit tehok-
kaasti grampositiivisten bakteeri-
en kasvun ja osin myos gramnega-
tiivisten bakteerien kasvun. Mac-
Conkey-alustan selektiiviset aineet
ovat sappisuolat ja kristallivioletti,
jotka inhiboivat lihinnd gramposi-
tiivisten bakteerien kasvua.

Testatut eristys-
menetelmat

Vertailussa oli viisi erilaista Y. en-
torocolitica -eristysmenetelmai,
joista kaksi on kansainvilisistd
menetelmikokoelmista ja kolme
kirjallisuudesta (taulukko 1). Kai-
kissa menetelmissi jatkoviljely
tehtiin CIN-agarmaljoille, joita in-
kuboitiin vuorokausi 30°C:ssa.
Maljoilta varmistettiin vain tyypil-
liset hiardnsilmipesikkeet.
Pohjoismaisen elintarvikkeiden
metodiikkakomitean menetelmi
NMKL No 117 (Pohjoismainen
elintarvikkeiden metodiikkakomi-
tea, 1996) perustuu kylmirikas-
tukseen fosfaattipuskuroidussa
suolavedessd, johon on lisitty sor-
bitolia ja sappisuoloja (PSB) sekd
selektiiviseen rikastukseen modi-
fioidussa Rappaport-liemessi
(MRB), jossa selektiivisind aineina
on malakiittivihred ja magne-
siumkloridi. Jatkoviljely maljalle
tehdiin kolmessa eri vaiheessa, ja
pisimmillddn rikastusaika on yli
kolme viikkoa. Ensimmaiinen siir-
rostus maljalle tehddin PSB-lie-
mesti, jota on inkuboitu kolme

TAULUKKO 1 TABLE

Yersinia enterocolitican eristdmisessd Rdytetyt viljelymenetelmedit.

Culture methods used for Yersinia enterocolitica isolation.

Menetelmid Laimennos Esirikastus Rikastus
Method Dilution Pre-enrichment Enrichment
ISO 1:100 ITC: 2 d, 25°C
1:10 PSB: 5 d, 25°C
1:10 PSB: 5 d, 25°C + 0,25%
KOH: 20 s
NMKL
1:10 PSB: 3 h, 25°C
No 117
1:10 PSB: 8 d, 4°C MRB: 4 d, 25°C
1:10 PSB: 22 d, 4°C
MTSB* 1:10 TSB: 1d, 12°C TSB+Irgasan: 1 d, 12°C
BOSP 1:10 PSB: 14 d, 4°C BOS: 5 d, 22°C

OSSMER*® 1:100

OSSMER: 1 d, 30°C

* Muunneltu tryptikaasisoijaliemi. Modified Trypticase Soy Broth
b Sappisuola-oksalaatti-sorboosiliemi. Bile Oxalate Sorbose Broth
¢ Yersinia Selective Enrichment Broth acc. to OSSMER



Suomen Eldinlddkarilehti

2003,109,9

tuntia huoneenlimmadssid. PSB-
lientd inkuboidaan edelleen kah-
deksan vuorokautta 4 °C:ssa, jon-
ka jilkeen siitd siirrostetaan MRB-
liemeen, jota inkuboidaan neljid
vuorokautta huoneenlimmossi
ennen siirrostusta maljalle. PSB-
lientd inkuboidaan vield 14 vuoro-
kautta 4 °C:ssa ja siiti tehdiin
viljely maljalle. Menetelmi antaa
mahdollisuuden kiyttii joko CIN-
tai SSDC-maljaa. Tdssd tutkimuk-
sessa Kkaytettiin ainoastaan CIN-
maljaa.

Kansainvilisen standardisointi-
jirjeston menetelma ISO/DIS
10273, 1994 (International Orga-
nization for Standardization 1994)
on Keski-Euroopassa kiytetty me-
netelmi, jossa on kaksi rinnakkais-
ta rikastusta. Selektiivinen rikastus
tehdidin ITC- eli irgasan-tikarsillii-
ni-kaliumkloraatti-liemessa (Wau-
ters ym. 1988) 25 °C:ssa kahden
vuorokauden ajan. Irgasanin maa-
ra ITCliemessd on 1 mg/l. Viljely
tehdidin SSDC-maljalle. Rikastus
peptoni-sorbitoli-sappisuola- eli
PSB-liemessi kestid kolme vuoro-
kautta 25 °C:ssa. PSB-liemesti vil-
jellian CIN-maljalle sekd suoraan
ettid emiksiselld kaliumhydroksidi-
liuoksella kisittelyn jilkeen (0,5
ml PSB-lienti sekoitetaan 4,5
ml:aan 0,25 % KOH-liuosta ja
liuoksesta viljellddn 20 sekunnin
kuluttua CIN-maljalle). Tdssi tutki-
muksessa poikettiin alkuperiises-
td menetelmisti siten, ettd myos
ITCliemesta viljely tehtiin ainoas-
taan CIN-maljalle.

Selektiivinen rikastus BOS- eli
sappisuola-oksalaatti-sorboosilie-
messia (Schiemann 1982) on kehi-
tetty erityisesti serotyypin O:8
eristimiseen. Selektiivisind ainei-
na on natriumoksalaatti, sappisuo-
lat, irgasan ja nitrofurantoiini.
Liemen pohjan muodostaa dinat-
riumvetyfosfaatti, natriumoksa-
laatti, sappisuolat, natriumkloridi
ja magnesiumsulfaatti, (pH 7,0).
Autoklavoinnin jilkeen lisittiin
steriilisuodatettuina liuoksina sor-
boosi, asparagiini, metioniini, hii-
vauute, natriumpyruvaatti ja meta-

niilikeltainen. Kayttopadivana lisit-
tiin vield dimetylformamidiin liuo-
tettu nitrofurantoiini ja etanoliin
liuotettu irgasan, jonka pitoisuus
valmiissa liemessid on 4 mg/l. Niy-
tettd inkuboitiin ISO-menetelmin
mukaisessa PSB-liemessi 14 vuo-
rokautta 4 °C:ssa, jonka jilkeen
tehtiin siirrostus BOS-liemeen,
jota inkuboitiin viisi vuorokautta
22 °C:ssa.

Muunneltu tryptikaasi-soija-lie-
mi eli MTSB-liemi perustuu trypto-
nisojjaliemeen (trypticase soy
broth, Difco), johon lisittiin hiiva-
uutetta, sappisuoloja ja irgasania
(Toora ym. 1994b). Bhadurin ym.
(1997) kehittimassi ja tissi tutki-
muksessa kdytetyssi menetelmis-
sd ndytettd inkuboitiin TSB-liemes-
sd vuorokausi 12 °C:na, jonka jil-
keen liemeen lisittiin irgasania
nelja mg/l. Inkubointia jatkettiin
vield vuorokausi 12 °C:ssa.

OSSMER-liemi (Yersinia Selecti-
ve Enrichment Broth acc. to OSS-
MER, 1996) oli ainoa kaupallisena
clatusaineena saatava rikastuslie-
mi, valmistajana MERCK. Jauhe-
mainen kuivaelatusaine liuotetaan
tislattuun veteen ja autoklavoi-
daan. Selektiiviseni aineina ovat
irgasan (10 mg/1) ja basitrasiini.
Lienti inkuboitiin vuorokausi
30 °C:ssa. Valmis liemi sdilyy kiyt-
tokelpoisena kylmissi noin kuusi
kuukautta ja kuivaelatusaine huo-
neenlimmaossi useita vuosia.

Yersinia eristys-
menetelmien vertailu
puhdasviljelmilla (koe 2)
Eristysmenetelmid (taulukko 1)
verrattiin keskendin siten, ettd
niilld viljeltiin 10* yersiniasolua
(serotyypit O:3 ja O:9 erikseen) ja
10° muuta bakteerisolua kiyttien
viittd eri gramnegatiivista baktee-
rikantaa, jotka olivat C. freundii,
E. aerogenes, E. coli, K. pneumo-
niae ja P. fluorescens. Mikdin
niistid kannoista ei muodosta yer-
sinialle tyypillisid hirinsilma-pe-
sikkeitd CIN-alustalla, toisin kuin
esimerkiksi E. agglomerans (tau-
lukko 2). ITC- ja OSSMER-liemien

tilavuus oli 100 ml ja muiden lie-
mien 10 ml (taulukko 1).

Yersinia eristysmenetel-
mien vertailu jauhelihaa
kayttéden (koe 3)

Viitta eristysmenetelmii (tauluk-
ko 1) verrattiin keskeniin viljele-
mailld sianjauhelihaa, johon oli
inokuloitu yersiniaa 10 tai 100
pesiketti muodostavaa yksikkod
(pmy) grammaa kohti. Jauhelihan
kokonaispesikeluku oli 7,4 x 10°
pmy / g (PCA kolme vuorokautta
30 °C). Koe tehtiin rinnakkaisena
0O:3- ja O:9-serotyypeilld. Viljely-
alustana oli CIN-agar, jota inkuboi-
tiin 24 tuntia 30 °C:ssa. Lisiksi
kaikilla menetelmilld tehtiin rin-
nakkaiset viljelyt siten, ettd niytet-
td laitettiin rikastusliemeen seka
1:10 ettd 1:100. Negatiivisena
kontrollina tehtiin viljely inokuloi-
mattomasta jauhelihandytteestd
kaikkiin viiteen rikastusliemeen.

OSSMER-liemen
tutkiminen (koe 4)

Kaupallisena kuivaelatusaineena
saatavan OSSMER-liemen tehoa
tutkittiin siten, etti 100 ml:aan
lientd lisittiin yksi gramma sian-
jauhelihaa ja 102, 10%, 10* tai 10°
pmy O:3- tai O:9-serotyyppid, jon-
ka jilkeen liemid inkuboitiin ela-
tusaineen valmistajan ohjeen mu-
kaisesti vuorokausi 30 °C:ssa. Tid-
min jilkeen liemisti viljeltiin sil-
mukallinen hajotusviljelynd CIN-
agarmaljoille, joita inkuboitiin 24
h 30 °C:ssa.

TULOKSET

Kasvualustojen vertailussa (koe 1)
CIN-agar osoittautui kaikkein te-
hokkaammaksi estien E. aeroge-
nes, E. coli, K. pneumoniae ja P.
mirabilis -bakteerien kasvun ko-
konaan (taulukko 2). Yersinialle
tyypillisind hirinsilmi-pesikkeini
kasvoi E. agglomerans. SSDC-
alustalla estyi tutkituista baktee-
reista vain E. coli -bakteerin kasvu.
Kellertivind pesikkeinid kasvoivat
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TAULUKKO 2 TABLE

Eri bakteerikantojen pescikkeiden ulkondikoé CINY-, SSDC*- ja MacConkey-alustoilla.
Colony morboplogy of different bacterial strains on CIN®-, SSDC- and MacConkey -plates.

Bakteerikanta CIN SSDC MacConkey
Bacterial strain
Y. enterocolitica O:3 Punainen ”hirinsilmi” Kellertiavi Vaaleankeltainen
Red "bull’s eye” Yellowish Pale yellow
Y. enterocolitica O:9 Punainen ”hirinsilmi” Kellertiavi Vaaleankeltainen
Red "bull’s eye” Yellowish Pale yellow
C. freundii Vaaleanpunainen Vaaleanpunainen Vaaleanpunainen
Pale red Pale red Pale red
E. aerogenes EB* Kellertavi Vaaleanpunainen
Yellowish Pale red
E. agglomerans Punainen ”hirinsilmi” Kellertiavi Vaaleankeltainen
Red "bull’s eye” Yellowish Pale yellow
E. coli EB - Vaaleanpunainen
Pale red
K. pneumoniae EB Kellertiavi Vaaleanpunainen
Yellowish Pale red
P. mirabilis EB Kellertiavi Vaaleanharmaa
Yellowish Pale grey
S. marcescens Vaaleanpunaisia Vaaleanpunertava Tummanpunainen
Pale red Pale reddish Dark red
P. aeruginosa Vaaleanpunaisia Kellertivi Vaaleankeltainen
Pale red Yellowish Pale yellow
P. fluorescens Keltainen Kellertiavi Vaaleankeltainen
Yellow Yellowish Pale yellow

* Ei bakteerikasvua. No bacterial growth
b Kefsulodiini-irgasan-novobiosiini agar. Cefsulodin Irgasan Novobiocin agar

¢ Salmonella-shigella-desoksikolaatti-kalsiumkloriitti-agar. Salmonella Shigella Deoxycholate Calcium Chloride agar

yersinian lisiksi E. aerogenes, E.
agglomerans, K. pneumoniae, P.
mirabilis, P. aeruginosa ja P.
Sluorescens, ja niisti yersinian
ndkoisind lapikuultavina pesikkei-
nd kasvoivat E. aerogenes, E. agg-
lomerans ja P. fluorescens. Kaikki
tutkitut bakteerikannat kasvoivat
MacConkey-alustalla. Yersinian
nikoisini vaaleankeltaisina pesik-
keind kasvoivat E. agglomerans,
P. aeruginosa ja P. fluorescens.
Eristysmenetelmid vertailtaessa
puhdasviljelmid kiyttien (koe 2)
ITC-liemi osoittautui kaikkein te-
hokkaimmaksi serotyypin O:3
eristimisessi (taulukko 3). Sero-
tyyppi O:9 rikastui ITC-liemessi
selvisti heikommin. MRB-liemessi
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rikastuivat kummatkin serotyypit
yhti hyvin. Muilla menetelmilli ei
yersiniaa pystytty eristimiin lain-
kaan.

Y. enterocolitica O:3 ja O:9
pystyttiin osoittamaan jauhelihas-
ta ainoastaan ITC-rikastuksen jil-
keen (taulukko 4). Serotyyppi
0:3 10ytyi yhtd hyvin riippumatta
bakteerin miiristd jauhelihaniyt-
teessi. Serotyyppi O:9 loytyi myos
ITC-rikastuksen jilkeen, mutta ai-
noastaan suurinta ymppid kiytta-
en, kun niytettd oli rikasteessa
1:100. Muilla menetelmilld ei yer-
siniaa jauhelihasta 10ytynyt edes
suurimmalla ympilli. Kontrolli-
naytteesti ei 10ytynyt yersiniaa.

Kokeessa 4 testattiin kaupalli-

sen OSSMER-liemen tehokkuutta.
Serotyypit O:3 ja O:9 loytyivit
vasta, kun niitd oli lisitty jauheli-
haan vihintiin 10* pmy/g. Kaikil-
la maljoilla kasvoi erittdin paljon
suurehkoja, punaisia ja vaaleanpu-
naisia pesikkeiti, jotka vaikeutti-
vat yersianiapesikkeiden 10yti-
mistd.

POHDINTA

Vertailtaessa eri bakteerikantojen
kasvua eri selektiivialustoilla CIN-
alusta inhiboi useamman kontami-
nanttibakteerin kasvua kuin SSDC
ja MacConkey. Tilloin yersiniape-
sakkeilld on pienempi todenni-
koisyys jiidda muun kasvuston
alle. Tutkituista kannoista E. agg-
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TAULUKKO 3 TABLE

Yersinia enterocolitica -pescikkeiden mdidirdt CIN-maljoilla eri rikastus-
menetelmien jdlkeen Rdytetidessd Rontaminantteina viitld gramnega-
titvista bakteeriRantaa.

Number of Yersinia enterocolitica colonies on CIN plates after different
enrichment methods and using five gram negative bacterial strains.

pmy/malja
cfu/plate
Menetelma
0:3 0:9
Method
1SO ITC >150 4
PSB 0 0
PSB-KOH 0 0
NMKL PSB-3h 0 0
PSB + MRB ~100 ~100
PSB-22d 0 0
MTSB* 0 0
BOSP 0 0
OSSMER® 0 0

*Muunneltu tryptikaasisoijaliemi. Modified Trypticase Soy Broth
b Sappisuola-oksalaatti-sorboosiliemi. Bile Oxalate Sorbose Broth
“Yersinia Selective Enrichment Broth acc. to OSSMER

TAULUKKO 4 TABLE

lomerans oli ainoa joka muistutti
CIN-maljoilla erehdyttivisti yersi-
niapesikkeiti.  SSDC-maljoilla
monet kannat kasvoivat yersinian
lailla kellertivind. Erityisesti P.
Sluorescens- ja E. aerogenes-pe-
sikkeitd oli vaikea erottaa yersi-
niapesiakkeistd. SSDC-alustan
kiytto vaatii enemmin kokemusta
kuin CIN-alustan, koska tyypilliset
pesikkeet eivit erotu yhti helpos-
ti kuin CIN-maljoilla. SSDC-agarilla
on kuitenkin saatu enemmin yer-
sinia O:3 serotyypin 10ydoksid
ITC-liemessa rikastuksen jilkeen
kuin CIN-agarilla (Wauters ym.
1988). Koska varmistettavien pe-
sikkeiden tunnistaminen oli hel-
pointa CIN-levyilld, sitd kaytettiin
eristysmaljana vertailtaessa eri ri-
kastusmenetelmid keskendin.
Vertailluista eristysmenetelmis-
td ainoastaan ISO-menetelmin se-
lektiivinen rikastus ITC-liemessi
osoittautui tehokkaaksi Y. entero-
colitica -bakteerin eristimisessi.

Yersinia enterocolitica -pesdikkeiden lukumdidrd CIN-maljoilla Réytettdessd viittd eri rikastusmenetelmdid ja

kabta eri laimennussubdetta jaubelibamatriisissa.

Number of Yersinia enterocolitica colonies on CIN plates after different enrvichment methods using two different

inoculum levels in minced pork.

0:9 0:3
Menetelma 10 pmy/g 100 pmy/g 10 pmy/g 100 pmy/g
Method 10 cfu/g 100 cfu/g 10 cfu/g 100 cfu/g
1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100

ISO/DIS ITC 0 0 0 8 ~100 >150 ~100 >150
10723 PSB 0 0 0 0 0 0 0 0
(1994) PSB- 0 0 0 0 0 0 0 0

KOH
NMKL PSB- 0 0 0 0 0 0 0 0
117 (1996) MRB

PSB-22 d 0 0 0 0 0 0 0 0
MTSB* 0 0 0 0 0 0 0 0
BOSP 0 0 0 0 0 0 0 0
OSSMER® 0 0 0 0 0 0 0 0

*Muunneltu tryptikaasisoijaliemi. Modified Trypticase Soy Broth
b Sappisuola-oksalaatti-sorboosiliemi. Bile Oxalate Sorbose Broth
“Yersinia Selective Enrichment Broth acc. to OSSMER
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TAULUKKO 5 TABLE

Yersinia enterocolitica -pescdikkeiden mdidrd CIN-maljalla OSSMER-lie-

messd rikastuksen jilkeen.

Number of Yersinia enterocolitica colonies on CIN plates after selective

enrichmnet in OSSMER broth.

Ympin suuruus (pmy)
Inoculum level (cfu)

Serotyyppi 10? 10° 104 10°
Serotype

0:3 0 0 2 5
0:9 0 0 2 2

Erityisesti O:3-serotyyppi rikastui
hyvin, vaikka yersiniaa oli vain 10
pmy/g jauhelihaa. Serotyyppi O:9
1oytyi, kun ymppi oli 100 pmy/g
jauhelihaa, mutta yersiniapesak-
keiden maiird oli oleellisesti pie-
nempi kuin kiytettiessd O:3-sero-
tyyppid. ITC-liemen on todettu
soveltuvan huonosti O:9-serotyy-
pin eristimiseen ympitysti jauhe-
lihasta, koska kaliumkloraatin pi-
toisuus liemessi (1g/1) on suurem-
pi kuin kyseisen aineen MIC (mi-
nimal inhibitory concentration)
serotyypille O:9. Jattimalla kalium-
kloraatti pois liemestd serotyyppi
0:9 kasvoi paremmin (de Zutter
ym. 1994). Erddn tutkimuksen
mukaan kaliumkloraatti ja tikarsil-
liini eivit lisid ITC-liemen selektii-
visyyttd lainkaan vaan irgasan toi-
mii paremmin ilman niitd (Toora
ym. 1994a). Kaliumkloraatin inhi-
boiva vaikutus perustuu siihen,
etti monilla enterobakteereilla
esiintyvi A-nitrataasi hajottaa klo-
raattia, joka tilloin muuttuu toksi-
seksi kyseisille bakteerikannoille.
Yersinioilla esiintyvalld B-nitrataa-
silla ei ole vaikutusta kloraattiin
(Wauters ym. 1988). ITC-rikastuk-
sen jilkeen CIN-maljoilla kasvoi
kuitenkin tuskin ollenkaan muuta
kuin yersinia-pesikkeitd, vaikka
irgasanin maird ITC-liemessi oli
pienempi kuin BOS-, OSSMER- ja
MTSB-liemissi. Ilmeisesti irgasa-
nin lisiksi tarvitaan myos muita
selektiivisid aineita inhiboimaan
muiden gramnegatiivisten baktee-

rien kasvua. Titd tukevat myos
tissi tutkimuksessa MTSB- ja OSS-
MER-liemilla saadut tulokset. Irga-
sanin mdirian lisidminen ei pelkis-
tddn johda yersinian parempaan
16ytymiseen. ITC-liemen etuihin
kuuluu myos lyhyt rikastusaika.
Liemi on kohtuullisen helppo val-
mistaa, ja se 10ytyy nyt myos kau-
pallisena jauheena (www.merck.de).

ISO-menetelmin ei-seletiivises-
si rikastuksessa PSB-liemesti yer-
siniaa ei pystytty eristimiin. Tu-
los oli sama KOH-kisittelysti riip-
pumatta. Kaliumhydroksidikasit-
tely perustuu siihen, ettid Y. ente-
rocolitica sietid emiksisid olosuh-
teita paremmin kuin muut gram-
negatiiviset bakteerit (Aulisio ym.
1980). On kuitenkin osoitettu,
etti monet muut tekijit, kuten
elatusaine, limpotila ja bakteerien
kasvuvaihe, vaikuttavat emiksen
sietokykyyn ja vihentivit emaska-
sittelyn  tehoa  (Schiemann
1983a).

Pohjoismaisen elintarvikkeiden
metodiikkakomitean menetelmal-
14 yersinia loytyi kiytettiessd bak-
teeripuhdasviljelmii ja silloinkin
vain selektiivirikastuksen jilkeen.
Menetelmalld ei pystytty eristd-
main jauhelihaan lisittyd yersini-
aa. Menetelmidn mukaan valmii-
seen elatusaineeseen voidaan lisi-
td karbenisilliinid 2,5 mg/1.Tdssd
tutkimuksessa karbenisilliinia ei
kiytetty. Aineen on todettu inhi-
boivan tiettyji serotyypin O:3
kantoja (Schiemann 1982). Karbe-

nisilliinilla ja tikarsilliinilla on sa-
manlainen selektoiva vaikutus ja
aineiden jittiminen pois rikastus-
liemistd vihentdd liemien selektii-
visyyttd (Wauters ym. 1988).

BOS-liemirikasteesta ei tdssd
tutkimuksessa pystytty eristimiin
yersiniaa. BOS-liemen on todettu
sopivan erittdin hyvin serotyypin
0:8, mutta myos serotyypin O:3
rikastamiseen (Schiemann 1982).
Kuitenkaan toisessa tutkimukses-
sa ei 29 sian kielindytteestd yksi-
kidn ollut positiivinen BOS-liemel-
1a tutkittuna, mutta ITC-liemelld
19 niytteestd eristettiin serotyyp-
pi O:3 (Wauters ym. 1988). Mene-
telmda on melko hidas, rikastus
kestdd yhteensd 19 vuorokautta.
BOS-liemi on monimutkainen ja
hidas valmistaa ja siksi se ei sovel-
lu hyvin rutiinityoskentelyyn. Pe-
ruselatusaine on hyvin emiksinen
ja tarvitsee pH:n sdiatimisen suola-
hapolla. Elatusaineeseen lisitiin
yhteensi kuutta steriilisuodatettua
liuosta ja kahta seletiivisti ainetta.
Nitrofurantoiini liukenee vain di-
metylformamidiin, joka on haital-
lista hengitettyna ja iholle joutues-
saan.

MTSB-liemi on todettu tehok-
kaksi muun muassa serotyyppien
0:8, 0:5,27 ja O:8 eristimisessa
(Toora ym. 1994b, Bhaduri ym.
1997). Liemi on helppo valmistaa
ja sopisi siksi hyvin myos rutiini-
kayttoon. Kokonaisinkubointiaika
on vain kolme vuorokautta. Talld
menetelmilld yersiniaa ei kuiten-
kaan pystytty eristimidin tdssi
tutkimuksessa. Ilmeisesti irgasan
ei yksin riitd estimddn riittavasti
muiden bakteerien kasvua.

Selektiivinen rikastus OSSMER-
liemessd on testatuista menetel-
misti ylivoimaisesti yksinkertaisin
ja nopein. Niistd eduista huoli-
matta sitd ei voi suositella ainoaksi
menetelmiksi eristettiessi yersi-
niaa elintarvikkeista. Menetelmii
voi kdyttdd rinnakkain jonkin hi-
taamman ja selektiivisemmin
menetelmin kanssa. Alustava po-
sitiivinen tulos (tyypilliset pesik-
keet CIN-maljalla) on mahdollista
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saada kahdessa vuorokaudessa,
jos yersiniaa on naytteessa enem-
min kuin 10 pmy/g ja taustakas-
vuston miird on kohtuullinen.
Tosin ISO-menetelmin selektiivi-
rikastus kestdd vain vuorokauden
pitempidn ja menetelmd on sel-
vasti herkempi.

Jos etsitidin sekid O:3 ettd O:9-
serotyyppejd, on varminta kiyttid
rinnan ISO- ja Pohjoismaisen elin-
tarvikkeiden metodiikkakokoel-
man (PEMK) menetelmid. Rikas-
tusta PSB-liemessd oli kiytetty
kahdessa menetelmissi ennen
selektiivirikastusta (PEMK ja BOS)
ja kahdessa menetelmissi ainoana
rikastustapana (PEMK ja ISO). Ei-
selektiivinen rikastus ei kuiten-
kaan niytd olevan riittivin teho-
kas yersinian eristyksessi, vaikka
kiytettiisiin pitkda kylmirikastus-
aikaa. Kylmairikastuksella on pys-
tytty eristimdin ei-patogeenisia
kantoja, mutta O:3-serotyypin
16ytyvyys on huono (Wauters ym.
1988). Pitki rikastusaika on sinin-
si epikiytinnollinen esimerkiksi
tutkittaessa ruokamyrkytysepii-
lyyn liittyvid ndytteitd. Esirikastus
voi kuitenkin olla eduksi silloin,
jos bakteerisolut ovat vaurioitu-
neita tai rasittuneita.
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