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SALMONELLA -SUVUN BAKTEERIEN MAARITYS RIKASTUSMENETELMALLA

Yleista

Salmonella-sukuun kuuluu kaksi lajia Salmonella Enterica ja Salmonella Bongori. Salmonella Enterica
jakautuu kuuteen alalajiin ja ndmé edelleen serotyypeiksi, joita talla hetkelld tunnetaan yli 2300. Osa
salmonellatyypeistd on patogeenisia ihmisille ja monille eléinlajeille.

Salmonella aiheuttaa useita erilaisia tauteja nopeasti paranevista ripuleista vaikeisiin septisiin infektioihin.
Tartunta saadaan useimmiten ruuasta tai juomasta, ja tartunta on l&hes aina perdisin elédinkunnan tuotteesta tai
iduista. harvinaisempaa on, ettd tartunnan lahteend on oireeton salmonellan uloste-erittaja.

Tyypillisimmilladn oireet ovat pahoinvointi, 1-2 vrk kestédva kuume ja alle viikon ripuli. Vaikeat
taudinkuvat ovat tavallisia lapsilla ja vanhuksilla seké erilaisia perustauteja sairastavilla.

Salmonella pystyy lisadntymaan elintarvikkeissa lampétila-alueella 5-47°C ja pH-alueella 4-9.Salmonella
kestéd pakastamista, mutta tuhoutuu kuumennettaessa yli 65°C. Salmonella ei lisdanny kuivissa
elintarvikkeissa, mutta sailyy niissé hengissa.

Naytetyypit

Elintarvikkeet, rehut, ymparistonaytteet (tdhdn menetelméén on kirjattu ohjeet myds
salmonellavalvontaohjelmaan liittyvien ndytteiden tutkimiseksi). Jos tutkittavan elintarvikkeen kasittelysta on
olemassa standardi, joka poikkeaa téssa kuvatusta, kaytetdén elintarvikkeen omaa standardia, kuitenkin niin,
ettd poikkeamat tassa kuvatusta menetelméstd ovat mahdollisimman vahdiset.

Maaritelma

Salmonellat ovat Enterobacteriaceae -heimoon kuuluvia fakultatiivisesti anaerobeja, gramnegatiivisia sauvoja.
Salmonellat liikkuvat tavallisesti peritrikkisin flagelloin, mutta lilkkkumattomia kantoja tavataan. S. Gallinarun
ja S. pullorum ovat aina liikkkumattomia. Salmonella muodostaa happoa glukoosista ja mannitolista, mutta ei
sakkaroosista eik& yleensd laktoosista. Diagnostiikassa on kuitenkin erittain tarked muistaa, ettd on myos
laktoosipositiivisia salmonellakantoja. Salmonella on urea- ja indolinegatiivinen. Rikkivedyn muodostuskyky
vaihtelee. Salmonella -suku jaetaan antigeenisten ominaisuuksien perusteella serotyyppeihin (O, H, Vi,
Kauffman-White).

Periaate
Salmonellan osoittaminen on nelivaiheinen

1. Esirikastus

Punnittu maara naytetté esirikastetaan esi-selektiivisessé liemessa (puskuroitu peptonivesi) 37+1°C:ssa 16-20
tuntia. Rehundytteitd pitaa esirikastaa vahintaan 24 tuntia (-30 tuntia).

2. Rikastus

Tunnettu maaré esirikastettua naytetta siirrostetaan selektiiviseen rikastusliemeen (RV, seleniittikystiini) ja
inkuboidaan 41,5+1°C:ssa 18-24 tuntia/RV tai 37+1°C:ssa 48+4 tuntia/seleniittikystiini.

3. Rikastusliemen viljely selektiivisille maljoille

Silmukallinen selektiivisestd rikastusviljelmasta siirrostetaan XLD- ja Rambach- maljoille, joita inkuboidaan
37+1°C:ssa 2443 tuntia.

4. Varmistus

Salmonellaksi epaillyt pesédkkeet XLD:lla ja/tai Rambachilla varmistetaan biokemiallisin ja serologisin testein.
Lopullinen varmistus teetetd&n alihankintana Evirassa (tarvittaessa KTLssd).
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Elatusaineet, reagenssit ja valineet
Katso tarkemmin elatusainevalmistuksen agarkansio kunkin elatusaineen kohdalta.

Esirikastus:  puskuroitu peptonivesi
maitojauheelle 1% briljanttivihreéliuos ja steriili puhdistettu vesi
kaakaota siséltaville tuotteille kuorittu maito-ravintoliemi-brilj.vihred
(jos ndin sovitaan tutkimuksen tilaajan kanssa)

Rikastus: Rappaport-Vassiliadis-rikastusliemi (RV)

Agarit: Ksyloosi-lysiini-desoksikolaatti-agar (XLD)
Rambach
TSI
Urea

Antiseerumi:  Omnivalent

API 20 E tunnistusjarjestelma

Inkubointikaapit: 41,5+1°C
37+1°C

Suoritus

Naytteiden tutkiminen aloitetaan viimeistdn saapumista seuraavana paivana. Jos niité ei pystyta heti
tutkimaan, ne séilytetédén jadkaapissa tutkimuksen aloittamiseen asti. Yli 3 vrk matkalla viipyneet naytteet
eivat endd ole tutkimuskelpoisia. T&std ilmoitetaan viipymatta tutkimuksen tilaajalle.

Otettaessa viljelyndytettd salmonellan varalta tehtdvid tutkimuksia varten on tarkeda ennalta tietaa
salmonellasaastutuksen todenndkdiset kohteet. Esimerkiksi jaadytetysta lihasta ndyte on otettava
mahdollisimman laajalta alueelta, koska mahdollinen saastutus voi olla pinnalla. Otettaessa viljelyndytetta
kuivista jauhoista tai muroista on ndytteen maara ratkaiseva. Ta&man tyyppisisté ndytteista on suotavaa ottaa
suurempia ndytteitd, esim. 100 g. Jos saatavilla on runsaasti pakkauksia, on syyté ottaa ndyte useasta
pakkauksesta. Ndmé& naytteet tutkitaan joko erikseen tai sekoitetaan hyvin ja tutkitaan kokoomanéytteena.
Happamien tuotteiden esirikasteen pH ei saa laskea alle 4,5.

Otettaessa viljelyndytetté kokonaisista raaoista siipikarjaruhoista tai nahkaa sisaltavista ruhonosista
kasvaa maaritysherkkyys, jos esirikastukseen otetaan koko ruho tai sen osa. Vaihtoehtoisesti voidaan
ndytteeksi ottaa pinta-alaltaan vahintain 25 cm?n pala niskanahkaa - tai muuta nahkaa ellei niskanahkaa ole
saatavilla. N&ytteenottotavasta sovitaan mikrobiologin kanssa.

Yleisohje (huom. erikseen mainitut ndytetyypit kts. jaljempana).

Esirikastus

Punnitse elintarviketta 10g/25 g naytettd 90 g/225 g:aan puskuroitua peptonivetté pulloon.

Salmonellavalvontaohjelman mukaisia naytteitd koskee naytteenkasittelyohje ”Salmonellavalvontaan kuuluvien
naytteiden késittely ja koostaminen”, Eviran ohje 6002-1/6, 31.6.2012
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Jos ndytem&ara poikkeaa edelld mainituista, valitaan puskuroidun peptoniveden tilavuus siten, ettd ndytemaérén
suhde rikasteen tilavuuteen on 1:9 (eli ndyte laimenee 1:10, yksi osa ndytettd + 9 osaa rikastetta). Kirjaa
rikastettu ndytemaara tyoraportille.

Inkubointi: N&yte sekoitetaan puskuroituun peptoniveteen ravistelemalla pulloa kevyesti. Rikastetta
inkuboidaan 37+1°C:ssa 16-20 tuntia. Rehunéytteita pita esirikastaa véahintaan 24 tuntia (-30 tuntia).
Esirikaste voidaan siirtéda inkuboinnin jélkeen jaédkaappiin enintddn kahdeksi vuorokaudeksi, mikali sité ei
voidaan valittdmasti inkuboinnin jalkeen jatkoviljelld (esim. viikonloppu). Tallgin esirikastetta on
inkuboitava 37+1°C:ssa 2 tuntia ennen jatkoviljelya.

Rikastus

Lammita 10 ml Rappaport-Vassiliadis- rikastuslienta (RV) 37+1°C:een. Mikéli puskuroitu peptonivesirikaste
on ollut viikonlopun takia jaakaappildmpétilassa, inkuboi sitd 37+1°C:ssa 2 tuntia ennen siirrostamista.

Sekoita puskuroitu peptonivesirikaste ja siirrosta siitd 0,1 ml 10 ml:aan RV-lienta.

Séilytd esirikasteet jadkaapissa, kunnes tutkimustulos yhteisndytteesta on valmis. Jos toteat salmonellan
yhteisndytteestd, tutki jokainen yhteisndytteen osandyte erikseen salmonellan varalta.

Inkubointi
RV-lienta inkuboidaan 41,5+1°C:ssa 24+3 tuntia.

Viljely agarmaljoille
Sekoita rikastusliemi. Siirrosta silmukalla (10 pl) rikastusliemestd XLD-maljalle ja -Rambach -maljalle
hajotusmenetelmalla, jolloin saadaan selvasti erillisid pesakkeita.

Maljojen inkubointi
Inkuboi XLD- ja Rambach maljoja 37+1°C:ssa 24+3 tuntia.

Maljojen tarkastelu

XLD: tyypillinen salmonellapeséke on punertava, lapindkyvahko ja silla on musta keskusta. L&hes aina
(erityisesti voimakkaan salmonellakasvun yhteydessd) on pesakettd ympéroivassa elatusaineessa laajempi tai
kapeampi vaaleanpunainen/punainen vyohyke.

Rambach maljalla tyypillinen salmonellapeséke on voimakkaan vaaleanpunainen, fuksianpunainen, tasaisen
pyored tai levidva pesdke kasvuston ymparilla voi olla alustassa vaaleanpunainen saostuma. Huomioi myos
epatyypilliset pesakkeet: variton/persikanvarinen (esim. epatyypillinen S. parathypi) tai rakeinen
epéatasaisesti levidva kasvusto (esim. epatyypillinen S. senftenberg).

Pesékkeiden varmistaminen

Epaillyt pesédkkeet varmistetaan biokemiallisin ja serologisin menetelmin.

Valitse kummaltakin maljalta 2-10 (mikali mahdollista) tyypillista tai epdiltyd pesékettd jatkotutkimuksiin.
Mikali peséke on selvasti erilladn muista pesékkeistd, siirrosta samalla pesakkeesté ensin urea-putki, sitten
TSI-putki ja lopuksi selektiivinen malja jaljempéana olevan ohjeen mukaan.
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Miké&li maljalla ei ole erillisia pesakkeitd, viljele selektiiviselle agarille jatkoviljelma siten, ett4 saadaan
erillisid pesékkeitd varmistustestien suorittamista varten. Inkuboi 37+1°C:ssa 24+3 tuntia.

Tarkista viljelmien puhtaus ja siirrosta siitd pistoviljelmand TSI- ja pintaviljelynd ureaputkeen Mikali ne eivéat
ole puhtaita, valitse kultakin taas tyypillinen tai epéilty peséke ja viljele sitd edelleen selektiiviselle agarille ja
siirrosta samalla TSI- ja urea-putkiin.

Kéyta tarvittaessa biokemiallisten testien tulosten tulkinnan varmistamiseksi positiivista ja tarvittaessa
negatiivista testikantaa. Kirjaa testikantojen antamien reaktioiden tulokset tyoraporttiin.

TSI- ja ureaputkien inkubointi:
37+1°C 24+3 tuntia.

TSI-putken tarkastelu:

Salmonella kéyttaa glukoosia, muttei laktoosia ja sakkaroosia sek& muodostaa yleensé rautasulfidia, jolloin
tyypillinen salmonella-reaktio TSI-putkessa on:

pinta punainen (eméksinen)- pohja keltainen (hapan) - keskiosa musta (rauta-(11)-sulfidi)

Voimakas rautasulfidin muodostus voi peittdd alleen pohjan keltaisen vérin (putki punamusta).
Rikkivetynegatiiviset salmonellat eivat muodosta rautasulfidia, ja aiheuttavat pelkén punakeltaisen reaktion.
Laktoosipositiiviset salmonellat muuttavat vinopinnan keltaiseksi. Varmista epéselvat tapaukset AP120 E:lI4.

Urea-putken tarkastelu:
Salmonella ei hydrolysoi ureaa, joten urea-putken véri sdilyy keltaisena.

Mikéli XLD/Rambach tyypillinen pesdke antaa salmonellalle tyypilliset reaktiot TSI/Urea:lla, testataan kanta
API20E:II4.

Serologinen varmistus

Tee selektiivisella maljalla olevasta puhdasviljelméan pesékkeestd objektilasilla agglutinaatiotesti omnivalentilla
antiseerumilla seuraavasti:

1. Tiputa tummalla taustalla olevalle puhtaalle objektilasille tippa antiseerumia

2. Siirrd tutkittavaa bakteerimassaa tasaiseksi suspensioksi seerumipisaraan. Bakteerimassan voi ensin liettad
pisaraan fysiologista (0,9%) suolaliuosta seerumipisaran vieressé ja kun suspensio on tasainen, sekoita sité
antiseerumiin.

3. Kallista objektilasia edestakaisin.

4, Tummaa taustaa vasten tarkasteltuna salmonella-solut liimautuvat vaaleiksi kokkareiksi tai hiutaleiksi,
negatiivisessa tapauksessa samennus on tasainen.

5. Tee myos kontrollindyte niin, ettd antiseerumin tilalla kaytat fysiologista keittosuolaliuosta
(autoagglutinaation toteaminen).

6. Kayta testissa kontrollina positiivista salmonellakantaa.

7. Kirjaa tulokset tydraportille.

Biokemiallisin testein (TSI- ja urea, APl 20E ja serologisesti) varmistettu bakteerikanta

lahetetédn EVIRA:an (Kuopio/Henry Kuronen) lopullisesti varmistettavaksi, erityistapaukissa my6s
KTL:&an.

L&hetd kanta (tavallisesti 5 viljelmédé/kanta) maljoilla asianmukaisesti pakattuna EVIRA:an kéyttden
EVIRAN:n lahetettd. Lahetd myds ne kannat, jotka autoagglutinoivat. Kirjaa lahetteeseen tutkimuspyynnoksi
”Salmonella-serotyypitys”.
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Jos kyseessd on omavalvontandyte, on sekin mainittava lahetteessd, koska muuten tulos menee tiedoksi
ulkopuolisille tahoille.

Salmonellavalvontaohjelman mukaisissa ndytteissa I&hetetddn aina myds karjojen uusintatutkimuksissa todetut
salmonellakannat. L&hetteeseen kirjataan myds omistajan kunta ja 1a4ni.

L&hetd puhdas kanta suoraan EVIRAN:n salmonellalaboratorioon (nimi pakkauksen paalle), niin tulos
saadaan nopeammin.

Toimita tyoraportti mikrobiologille mahdollisen vélivastauksen kirjoittamista varten.

Tuloksen ilmoittaminen
Tulos ilmoitetaan seuraavasti:

Negatiivinen tulos: Salmonella  Ei todettu./10 g tai 25 g
Positiivinen tulos: Salmonella  Todettu /10 g tai 25 g

Huuhtelun&ytteiden tulos ilmoitetaan madritysrajan mukaan.
Mikéali ndyteméaéra on poikkeava, myo6s tutkittu ndytemaara ilmoitetaan ja esim. pinta-ala, jos se on saatavilla.
Liséksi ilmoitetaan ndytteiden tutkimisesta yhteisndytteend.

Virhelahteet

Joskus Proteus -kannat voivat aiheuttaa TSI-putkessa samanlaisen reaktion kuin salmonellat. Proteukset ovat
kuitenkin ureaasipositiivisia (ureaputki muuttuu punaiseksi).

Jotkut Citrobacter-, Proteus ja Enterobacter -lajit voivat agglutinaatiotestissa aiheuttaa ristireaktion, joka
ilmenee heikkona kokkaroitumisena.

Maaritysmenetelmén laadunvarmistus

Kyseessa on kansainvalinen standardimenetelman muunnos. Laboratorio osallistuu menetelmalla laboratorioiden
valisiin vertailututkimuksiin. Mikali vertailututkimusta ei jonain vuonna jérjestetd, laboratorio osoittaa
tulostensa oikeellisuuden siirrostetun ndytteen kvalitatiivisella (herkkyys) tutkimuksella. Elatusaineiden
toimivuus tarkistetaan toimintaohjeiden mukaisesti.

Viitemenetelma
NMKL 71:1999

ATK-jarjestelmi N:\MikrobiologiaMENETELMAT\Elintarvikkeet\Salmonella NMKL 71.doc



