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Sammanfattning

Humanpatogena stammar av bakterien Yersinia enterocolitica kan orsaka akut gastroenterit.
For identifiering av bakterien odlas fecesprover ut pa CIN-agar. Pa senare ar har en kromogen
agarplatta framtagits som differentierar mellan patogena och apatogena stammar av Y.
enterocolitica. Syftet med studien ar att jamfora och utvardera tva CIN-agar, med agarbaser
och supplement fran tva olika foretag (Liofilchem och Oxoid), och CHROMagar Y.
enterocolitica (CHROMagar). Odling av fecesprover samt seriespadning av sex Y.
enterocolitica stammar och en Y. pseudotuberculosis utfordes. Vid utodlade fecesprover
jamfordes vaxt och hamning av 6vriga bakterier. Vid seriespadning raknades antal kolonier pa
plattorna for respektive spadning, samt utseende av kolonier pa plattor bedémdes. Resultatet
tyder pa att skillnad av hamningseffekt av Y. enterocolitica och utseende pa kolonierna finns
mellan de tva CIN-agarplattorna. Oxoid’s CIN-agar erholl storre kolonier, lagre hamningseffekt
av Y. enterocolitica och detektionsgrans dn Liofilchem’s CIN-agar. P& CHROMagar-plattan
vaxte de patogena stammarna med bleklila kolonier och de apatogena stammarna med blaa
kolonier. Hamningseffekt av Y. enterocolitica hos CHROMagar-plattan & densamma som
Oxoid’s CIN-agar. Slutsatsen &r saledes att Oxoid’s CIN-agar och CHROMagar har samma
hdmningseffekt av Y. enterocolitica men CHROMagar differentierar mellan patogena och
apatogena stammar. Liofilchem’s CIN-agar har hdogre hamningseffekt &n CHROMagar och
Oxoid’s CIN-agar.

Nyckelord: CAY, Yersinia pseudotuberculosis, seriespadning, fecesodling



Abstract

Comparison of CIN-agar and CHROMagar Y. enterocolitica in identification of

pathogenic Yersinia enterocolitica

Pathogenic strains of Yersinia enterocolitica can cause acute gastroenteritis in humans. To
identify the bacterium, cultivation of stool samples on CIN-agar are performed. A chromogenic
medium has been developed that differentiate between pathogenic and nonpathogenic strains
of Y. enterocolitica. The purpose is to compare and evaluate two CIN-agar, with agar bases and
supplements from two companies (Liofilchem and Oxoid), and CHROMagar Y. enterocolitica
(CHROMagar). Growth of stool samples and serial dilutions of six Y. enterocolitica strains and
one strain of Y. pseudotuberculosis were performed. Comparisons of the growth and inhibition
of other bacteria were done for the stool samples. Colonies for each dilution were counted and
appearance of the colonies was evaluated. The result indicates that a difference in inhibitory
effect on Y. enterocolitica and appearance of colonies exist between the two CIN-agar. All
strains grew with larger colonies on Oxoid CIN-agar than on Liofilchem’s. Oxoid CIN-agar
and CHROMagar have a lower inhibitory effect on Y. enterocolitica than Liofilchem’s. On
CHROMagar, the pathogenic strains grew with mauve colonies, whilst the nonpathogenic
strains grew with blue colonies. Thus, the conclusion is that CHROMagar and Oxoid CIN-agar
have less inhibitory effect on Y. enterocolitica than Liofilchem’s. CHROMagar can

differentiate between pathogenic and nonpathogenic strains.

Keywords: CAY, Yersinia pseudotuberculosis, serial dilution, stool cultivation
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Bakgrund

Patogenes

Yersinia enterocolitica ar en gramnegativ, fakultativt anaerob bakterie som tillhér familjen
Enterobacteriaceae, och kan tillvaxa i temperaturer fran -2°C och upp till 42°C, men den
optimala temperaturen ar vid 28-29°C. Hos manniskor kan bakterien orsaka akut gastroenterit,
med symtomen feber, buksmértor, och diarré, som kan vara blodig. Det finns 6ver 50
distinkta serotyper av Y. enterocolitica, men bara ett fatal av dem ar humanpatogena. De
frdmsta humanpatogena stammarna tillhér biotyperna 1B, 2, 3, 4, och 5 (1). Dessa biotyper kan
delas in i serotyper, varav den vanligast serotypen i Sverige &r serotyp O3 (2). Den apatogena
biotypen &r biotyp 1A. En annan medlem av Yersinia spp. ar Yersinia pseudotuberculosis. Ett
fatal Y. pseudotuberculosis stammar anses ocksa vara humanpatogena och kan orsaka milda
enteriska symtom, sa som diarré (1). De flesta fallen av en infektion med Yersinia spp.,
yersinios, anses vara sporadiska utan en tydlig kélla (3). Den frdmsta smittvagen for
Y. enterocolitica r vanligen fekalt-oralt via intag av kontaminerad foda eller vatten. Okad risk
for infektion ar vid intag av ratt eller otillrackligt tillagat flaskkatt, da kontamination av kottet
kan har skett vid bearbetning av kottet. Y. enterocolitica har aven pavisats hos andra
domesticerade djur, sa som hundar och katter. Bakterien har hittats i feces fran hundar. Det
spekuleras att narkontakt med djuren kan orsaka infektion, framst hos smabarn, men detta har
annu inte bevisats (1). Isolering av patogena Y. enterocolitica fran fecesprover har sina
svarigheter orsakad av en stor mangd bakterier i bakgrundsfloran (3, 4, 5), Yersinia spp.
langsamma tillvaxt, samt dess optimala tillvaxttemperatur som ar 28°C istallet for 37°C, som
vanligen ar den optimala tillvaxttemperaturen for 6vriga enteropatogena bakterier. Alltsa ar
odling, pa icke-selektiva medium, som utférs under forhallanden som &r lampliga for andra

enteropatogena bakterier inte en effektiv metod for isolering av Yersinia spp. (4, 5).

Patogenesen hos Yersinia spp. attribueras till en plasmid, plasmid Yersinia Virulence (pYV).
PYV styr syntesen av Yersinia adhesin A (YadA). Apatogena Yersinia spp. saknar denna
plasmid och darmed formagan att bilda YadA. YadA som &r en adhesin kan binda till ett antal
eukaryota extracelluldara molekyler och cellytmolekyler, och spelar stor roll i skyddandet av
bakterien (6, 7). In vitro dkar YadA den hydrofoba effekten av ytan pa bakterien, samt framjar
autoagglutination (7). YadA ger dven resistens mot bakteriedddande aktivitet av humanserum

genom att frdmja fixering av faktor H, vilket leder till nedbrytningen av C3b avsatt vid
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bakterieytan. Som en foljd av det hér forhindras bildandet av membranattackkomplexet (6, 7).
YadA bidrar dven till den langvariga tiden av fekal utséndring av bakterien (7), vilket &r cirka

4-8 veckor efter genomgangen sjukdom (2).

Selektiva medium

Cefsulodin-lrgasan-Novobiocin-agar

Vid identifiering av Yersinia spp. kan Cefsulodin-irgasan-novobiocin (CIN) agar anvéndas,
vilket &r ett Yersinia selektivt medium (2). Detta medium som har utvecklats for isolering av
Y. enterocolitica innehaller antibiotikum cefsulodin, irgasan, och novobiocin for att inhibera
tillvaxt av andra Enterobacteriaceae, vilket ar till en fordel for Yersinia spp. da dessa ar mer
langsamvéxande. P4 CIN-agar bildar Y. enterocolitica kolonier som & mindre an 1 mm i
diameter. Kolonierna har en djuprod prick i mitten, pa grund av mannitol fermentation, och en
genomskinlig zon runt pricken, dessa kolonier kallas for "bull's-eye”. Den djuprtéda pricken ar
ojamn och upphdjd. CIN-agar rekommenderas att inkuberas vid 30°C. De begrénsningar som
CIN-agar har, &r att ett antal andra Enterobacteriaceae arter, som till exempel Citrobacter
freundii och Citrobacter braakii, kan vaxa och producera utseendemassigt liknande kolonier
som Y. enterocolitica kolonierna. Samt att CIN-agarn inte differentierar mellan patogena och
apatogena Y. enterocolitica stammar, samt andra Yersinia spp. (8). Detektionsgransen av
Y. enterocolitica p& CIN-agar dr 10° till 10° colony-forming units (CFU) per g feces (3).

CHROMagar™ Y. enterocolitica

Da differentiering av patogena och apatogena Y. enterocolitica inte & mojligt med CIN-agar
har kromogena medium utvecklats. Specifika enzymer hos malorganismen klyver av substratet
i mediumet och den frislappta kromoforen fargar mikroorganismen. CHROMagar™ Yersinia
(CAY) (CHROMagar™) dr en kromogen agarplatta specifik for identifiering av patogena Y.
enterocolitica stammar. De patogena (YadA*) stammarna erhaller en bleklila farg, medan de
apatogena (YadA") stammarna av Y. enterocolitica och 6vriga Enterobacteriaceae vaxer med
blametalliska kolonier. En tidigare studie har gjorts om CAY dér de dragit slutsatsen att CAY
ar lika sensitiv som CIN-agar men ar mer specifik med ett 1agt antal falskt-positiva resultat.
Samt att det tyder pa att CAY har en lagre hammande effekt pa rensuspension av Y.

enterocolitica an CIN-agar. Den CIN-agarplattan som anvandes i studien &r tillverkad av Oxoid.



Da nagra stammar av Y. pseudotuberculosis dr patogena testades 19 stammar pa CAY, ingen

utav de stammarna vaxte pa CAY (9).

Utvardering av agarplattor

Vid utvardering av agarplattor kan bland annat detektionsgréns beréknas i CFU/ml samt CFU/g
feces. En definition av detektionsgransen for Y. enterocolitica ar foljande - den l&gsta
koncentration av Y. enterocolitica med odlingsbar bakterie som kan detekteras vid minst 50%
av replikat, dar detektion vid sa lagt som en koloni detekteras i varje replikat, och minst tre av

sex positiva replikat (10). En lag detektionsgrans efterstravas.

Utover berakning av detektionsgrans kan hamningseffekten av malbakterien studeras. Vid
studien med jamforelse av CAY och CIN-agar berdknades vilken utav agarplattorna som
fraimjade vaxten av Y. enterocolitica mest. Med andra ord vilken platta som hade lagst
hamningseffekt av Y. enterocolitica. Antal kolonier pa respektive platta, CAY och CIN,
raknades och jamfordes med antal kolonier pa en icke-selektiv Mueller Hinton agar (MHA). Pa
sa vis drogs slutsatsen att hamningseffekten av Y. enterocolitica var nagot lagre pa CAY jamfort

med CIN-agar, da fler kolonier véxte pd CAY an pa CIN-agar vid samma mangd CFU/ml (9).

Fecesdiagnostik vid Lanssjukhuset Ryhov, Jonkdping

Ett fecesprov samlas och transporteras i eSwab, tillverkade av Copan. ESwab &r ett
vatskebaserat universal samlings och transportsystem, innehallande 1 ml véatska, som ér till for

att bevara viabiliteten hos bakterierna (11).

Vid identifiering av Yersinia spp i fecesdiagnostik pa Mikrobiologilaboratoriet vid
Lanssjukhuset Ryhov utfors forst fecesodling, med hjélp av Walk-away specimen processor
Daniele Triva (WASP®DT) ett automatiserat utodlingsinstrument, pd CIN-agarplatta. CIN-
agarplattan inkuberas aerobt i 30°C och avlasning sker tva ganger, forst efter 18-24 timmar och
sedan efter 36-48 timmar. Vid misstankt Yersinia spp. koloni pa CIN, fortsatter diagnostiken
med Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometer (MALDI-TOF
MS) for identifiering av bakterieslakte och art. Déarefter utfors eskulinhydrolys test, for att
beddma om bakterien &r patogen eller apatogen. De patogena biotyperna ar negativa for

eskulinhydrolys och den apatogena biotypen 1A dr positiv for eskulinhydrolys. Vid negativt



resultat av eskulinhydrolys testet utférs yersinia-agglutination for serotyp O3 och 09, vid

negativt resultat for de tva serotyperna skickas bakterien till Folkhadlsomyndigheten for typning.

Den nuvarande CIN-agarplattan som anvands i rutinen ar tillverkad med agarbas och

supplement fran Liofilchem (Roseto delgi Abruzzi, Italien).

MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS &r en avancerad kemisk teknik som anvénder laserexcitation for att jonisera
kemiska funktionella grupper som finns hos proteinerna hos en organism. Organismen
appliceras pa en platta och sedan tillsatts en kemisk matrix. Lasern exciterar provet och
matrixen absorberar energidverforingen till organismens proteiner och bildar joner. Dessa joner
separeras enligt jonernas massa, ju lattare joner desto snabbare fardas de genom en kammare,
som sedan mats med en detektor och ett proteinspektrum bildas for den aktuella organismen
och det hér proteinspektrum jamfors sedan mot en databas innehallande proteinspektrum for

diverse organismer (12).

Eskulinhydrolys
Vid eskulinhydrolys bryts eskulin ned till eskultin vilken vid narvaro av Fe** bildar en

morkbrun till svart fallning (12).



Syfte

Syftet med den hér studien ar att utvardera och jamfora tva CIN-agarplattor, med agarbas och
supplement fran tva olika fabrikat och en CHROMagar™ Y. enterocolitica platta, vid

identifiering av Y. enterocolitica.



Material och metod

Studiedesign och stammar

| den hér studien anvandes CIN-agarbaser och supplement fran tva olika fabrikat, Oxoid
och Liofilchem. Bada CIN-agarbaserna innehaller en blandning av bland annat agar, salter,
peptoner och mannitol. Skillnad mellan agarbaserna ar mangden av agar och typ av peptoner,
varav Oxoid inte avslojar typ av pepton (13, 14). Supplementen fran de tva fabrikaten &r de tre
antibiotikum - cefsulodin, irgasan, och novobiocin. CAY innehaller agar, peptoner, salter samt
kromogen och selektiv mix, mer specifikt om innehdllet av CAY ges inte da det &ar en
fabrikationshemlighet (9).

Seriespadning av patogena och apatogena Y. enterocolitica utfordes for att utvardera
detektionsgrans i CFU/ml samt hdmningseffekten av Y. enterocolitica CIN-agarplattorna och
CAY-plattan. Seriespadning tillsatt i eSwab innehallande feces utférdes for utvéardering av
detektionsgrans i CFU/g feces. Spadningarna utgick fran en suspension med en turbiditet pa 0.5
McFarland, vilket &r cirka 108 CFU/ml (4, 15). De tre agarplattorna anvindes temporart i

rutinutodlingen av fecesprover for att jamféra plattornas inhibering av 6vrig normalflora.

Referensstammar var inkopta fran Culture Collection, University of Goteborg (Géteborg,
Sverige) var foljande; CCUG 8233 Y. enterocolitica serotyp O3 och CCUG 8239A Y.
enterocolitica serotyp O9 och &r patogena. Samt referensstam CCUG 17342 Y.
pseudotuberculosis. De har stammarna tinades och odlades ut pa blodagarplattor for att sedan
plocka bakterier fran blodagarplattorna till spadningen. Patientstammar av Y. enterocolitica,
bade patogena och apatogena stammar har isolerats till anvandning i denna studie, dessa
patientstammar bendmns som patientstam 1, 2, 3 respektive 4. Patientstammarna som anvands
har isolerats och identifierats med MADLI-TOF, eskulinhydrolys och agglutination.
Patientstam 1, 2 och 3 &r apatogena stammar och patientstam 4 &r patogen och tillhor serotyp
O3 enligt agglutination. Tva patientstammar av C. freundii och en stam C. braakii anvandes

ocksa vid utvardering av plattorna.
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Utodling av fecesprover och agarplattor

Fecesprover som samlats och transporterats till mikrobiologilaboratoriet i eSwab (Copan
Diagnostics Inc, Brescia, Italien) odlades ut med WASP®DT pad en CHROMagar™ Y.
enterocolitica platta (CHROMagar™, Paris, Frankrike) och pi tva CIN-plattor fran olika
fabrikat. Den forsta CIN-agarplattan med agarbas och supplement fran Liofilchem (Roseto
delgi Abruzzi, Italien), den andra CIN-agarplattan med agarbas och supplement fran Oxoid
(Hampshire, Storbritannien). CIN-agarplattan som tillverkas med agarbas och supplement fran
Liofilchem kommer hadanefter i texten att bendmnas YER och CIN-agarplattan som tillverkas
med agarbas och supplement fran Oxoid kommer fortsattningsvis bendamnas som CIN.
Plattorna tillverkades enligt foretagens anvisningar pa substratavdelningen vid
mikrobiologilaboratoriet, L&nssjukhuset Ryhov och genomgick kvalitetskontroll innan
anvandning och plattorna forvarades morkt i 2-8°C. Utodlingen av fecesprover skedde med

trestyrksmetoden.

MALDI-TOF

Material fran en aktuell bakteriekoloni plockades upp och applicerades, med en tandpetare, pa
en provposition pa provplattan och rordes ut. Darefter applicerades 1 pl Matrix (Brukeralfa-
cyano-4-hydroxycinnamic acid) (Bruker, Billerica, USA) pa provet och efter matrixen torkade
placerades provplattan in i instrumentet MALDI-TOF MS microflex (Bruker, Billerica, USA)
och analys startades. Resultat som erhdlls vid analys jamférdes automatiskt mot databasen
MALDI Biotyper (Bruker, Billerica, USA).

Eskulinhydrolys test

En renkulturkoloni av bakterie togs med en platinds och inokulerades pa en blodagarplatta med
trestryksmetoden och en eskulintablett (Rosco Diagnostica A/S, Taastrup, Danmark) placerades

i priméarstryket. Plattan inkuberades sedan aerobt i cirka 22°C 18 till 24 timmar.

Agglutination

En droppe av vardera agglutinationserum (Reagensia AB, Solna, Sverige) for serotyp O3 och
serotyp O9 placerades pa ett objektglas och en koloni rordes ut, med platings, i respektive

agglutinationserum. Objektglaset vickades, och eventuell agglutination noteras.
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Seriespadning

Seriespadning av foljande bakterier utférdes - CCUG 8233 Y. enterocolitica, CCUG 8239A Y.
enterocolitica, patientstam 1, 2, 3 och 4 och CCUG 17342 Y. pseudotuberculosis. Spadning av
bakterien utférdes i 0.9 % (w/v) NaCl till 0.5 McFarland, som méttes med en DensiCHEK™
Plus (bioMérieux, Marcy-I’Etoile, Frankrike), vilket ger ett teoretiskt antal pa cirka 10°
CFU/ml. Alltsd ar foljande spadningar baserat pa teorin att 0.5 McFarland &r 108
CFU/ml. Tiofaldig seriespadning till 10 CFU/mI utfordes och spadningar med 10°, 10%, 102,
102 samt 10* odlades ut genom pipettering av 100 pl till varje platta som racklades ut jamt
over agarn. Tva seriespadningar av varje bakterie utférdes och varje spadning odlades ut tva

ganger.

Seriespadning med tva stammar

Vid seriespadning med tva stammar poolades 1 ml fran varje spadning ihop med 1 ml fran
motsvarande spadning av den andra stammen och blandades med hjalp av vortex. 100 pl av
poolningen pipetterades och racklades ut pa plattorna. Varje poolning odlades ut tva ganger.
Stammarna CCUG 8233 Y. enterocolitica och patientstam 2 poolades tillsammans. Samt CCUG

8233 Y. enterocolitica och C. braakii.

Seriespadning tillsatt i eSwab

CCUG 8233 Y. enterocolitica och patientstam 4 anvéndes vid seriespadning tillsatt i eSwab. En
seriespadning av varje stam utfordes och 100l av spadningarna 10°, 104 103, 10? samt
10! tillsattes i varsitt eSwab dar cirka 10ul feces fran ett gammalt patientprov hade tillsats. 10pl
av eSwab losningen odlades ut pa alla tre plattor med trestryksmetoden. En spéadning pé 103

odlades aven ut pa en blodagarplatta som inkuberades aerobt i 36 + 1°C i 18-24 timmar.

Inkubering och avlasning

CIN, YER och CAY inkuberadesi 30 + 1°C aerobt. Plattorna avlastes efter 18-24 timmars

inkubation och aterinkuberades efter avlasning och lastes av efter ytterligare 18-24 timmars



inkubation. Antal kolonier raknades och utvérdering av koloniutseenden, samt kontroller av

inhibering av Ovriga bakterier utfordes.

Databearbetning

Statistisk bearbetning, Mann-Whitney U test, med programmet IBM SPSS Statistics 25 (IBM
corporation, New York, USA) utfordes, med signifikansniva pa 5% (p <0.05).

Etiska 6vervaganden

Da utodling av fecesprover skedde genom automatiserat utodlingsinstrument hos laboratoriets
rutinutodling, och ges ett lokalt identifikations (LID) -nummeretikett som fésts pa plattorna.
Dessa LID-nummer kan enbart kopplas till patienter av personal vid laboratoriemedicin, Region
Jonkopings lan. Plattorna avlastes forst av personal pa laboratoriet och de svarar ut resultat av
odlingen till lakare. Utvardering av plattorna skedde efter avlasningen av personal, och ingen
ny eller &ndring av diagnos stalldes vid utvarderingen. Vid anvandandet av patientstammar
identifierades stammarna genom ett nummer och kunde inte kopplas till en person.

Tystnadsplikt gallde under och efter studien.



Resultat

Patogena stammar av Y. enterocolitica var transparenta pa CAY efter 18-24 timmar inkubation
och véxte med bleklila kolonier efter 36-48 timmar (figur 1). De apatogena stammarna av Y.
enterocolitica, samt C. freundii och C. braakii vaxte med blaa kolonier efter 18-24 timmar
inkubation. Stam CCUG 17342 Y. pseudotuberculosis vaxte inte paA CAY. Pa CIN och YER
vaxte samtliga Y. enterocolitica stammar med bull’s-eye kolonier efter 18-24 timmar
inkubation. Y. pseudotuberculosis véxte med bull’s-eye kolonier efter 18-24 timmar inkubation
pa CIN och efter 36-48 timmar inkubation pa YER.

CIN och YER plattorna erh6ll samma resultat vid véaxt av Yersinia spp. i patientprover, att vid
vaxt av Yersinia spp. pa ena plattan noterades aven véxt av Yersinia spp. pa den andra plattan.
Skillnad mellan YER, CIN och CAY erholls vid avlasning av patientprover da CAY

differentierade mellan patogena och apatogena Y. enterocolitica. Hd&mning och véxt av

normalflora var densamma for alla tre plattor.

Figur 1. Patogen Y. enterocolitica pa CAY efter 18-24 timmar inkubation (1), efter 36-48 timmar
inkubation (2)

Seriespadning

Vid avléasning av plattorna vid seriespadning noterades en skillnad av koloniutseendet mellan
CIN och YER plattorna. Efter 18-24 timmar inkubation var kolonierna pa CIN dubbelt s stora
jamfort med kolonierna pa YER (figur 2). Efter 36-48 timmar inkubation var kolonierna pa
bada plattor storre an tidigare, dock forblev forhallandet av storleken pa kolonierna mellan CIN

och YER densamma som for efter 18-24 timmar inkubation. Utdver storlekséndring
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forandrades utseendet, da kolonierna blev mer diffusa och fick en ljusare farg som saknar bull’s-
eye. Resultat av antal kolonier vid de olika spadningar av Y. enterocolitica stammarna anges i
tabell 1, och for Y. pseudotuberculosis anges i tabell 2. Det fanns en signifikant skillnad (p

<0.05), enligt Mann-Whitney U test, av detektionsgransen for Y. enterocolitica mellan YER
och CAY, men inte mellan YER och CIN, eller CIN och CAY. Detektionsgransen for CAY ar
lagre &n for YER.

Figur 2. Y. enterocolitica pa CIN (1), Y. enterocolitica pa YER (2)
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Tabell 1. Medelvérde av antal kolonier vid seriespédning av Y. enterocolitica stammar.

TEORETISKT | Y. CIN YER CAY

ANTAL ENTEROCOLITICA

CFU/ML STAM

10t CCUG 8233 1,25 0,25 1,25
CCUG 8239A 1 0,5 2,25
Patientstam 1 1 0,25 1
Patientstam 2 0,25 0,25 0,5
Patientstam 3 0,5 0,25 1,75
Patientstam 4 0,5 0 0,25

102 CCUG 8233 11,25 0,75 18
CCUG 8239A 9,25 3,75 10,5
Patientstam 1 6 2,75 6,25
Patientstam 2 5,25 7,5 6
Patientstam 3 8,5 4,25 12,5
Patientstam 4 2,5 0 3

108 CCUG 8233 76,5 9,25 128,5
CCUG 8239A 86,75 50 89,75
Patientstam 1 62,25 31,5 67,5
Patientstam 2 77,5 60,75 83,25
Patientstam 3 96,75 61,25 96,25
Patientstam 4 13,75 0,25 53,25

104 CCUG 8233 n/a 32 n/a
CCUG 8239A n/a n/a n/a
Patientstam 1 n/a n/a n/a
Patientstam 2 n/a n/a n/a
Patientstam 3 n/a n/a n/a
Patientstam 4 204,75 7,25 n/a

10° CCUG 8233 n/a n/a n/a
CCUG 8239A n/a n/a n/a
Patientstam 1 n/a n/a n/a
Patientstam 2 n/a n/a n/a
Patientstam 3 n/a n/a n/a
Patientstam 4 n/a 264,75 n/a

n/a = Inte tillamplig pa grund av dvervaxt

Tabell 2. Medelvérde av antal kolonier vid seriespadning av CCUG 17342 Y. pseudotuberculosis

Teoretiskt CIN YER
antal CFU/ml

10t 1 0,25
102 6,75 6
103 65 78

Seriespadning med tva bakteriestammar

Vid seriespadning med CCUG 8233 Y. enterocolitica och patientstam 2 differentierades dessa

inte vid rakning av kolonier pa CIN och YER plattorna, dock observerades det att tva sorters
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kolonier vaxte (figur 3). Den visuella skillnaden pa dessa tva sorters kolonier var storleken och
utseendet pa dess bull’s-eye. De storre kolonierna hade en mer diffus bull’s-eye visuellt jamfort
med de mindre kolonierna vars bull’s-eye var mérkare och mer skarpt avgransad. Pa CAY
kunde stammarna urskiljas da den patogena stammen vaxte med bleklila farg och den apatogena
stammen véxte med bla farg. Antal kolonier som erhélls for varje spadning finns i tabell 3

nedan. Det var ingen signifikant skillnad av vaxt mellan plattorna.

Figur 3. ;batientstam 2 (1) och CCUG 8233 Y. enterocolitica (2) pa YER

Tabell 3. Medelvérde av antal kolonier vid seriespéddning med patogen (CCUG 8233 Y. enterocolitica)

och apatogen (Y. enterocolitica patientstam 2) stam.

Teoretiskt CIN YER CAY

antal CFU/ml Patogen | Apatogen
10t 1,5 0,5 1 0,5

10? 11,75 12,75 6 55

10® 121,5 114,5 57 54,75

Vid rakning av kolonier vid seriespadning med CCUG 8233 Y. enterocolitica och C. braakii
differentierades dessa tva stammar pa alla tre plattor. Pa CIN och YER véxte C. braakii med
kolonier med en morklila mitt omgiven av en transparent ojamn gréns. Dessa kolonier var
visuellt jamforelsevis storre &n CCUG 8233 Y. enterocolitica kolonierna som vaxte med sma
kolonier med en tydlig bull’s-eye. P& CAY vixte C. braakii med bldmetalliska kolonier efter
18-24 timmar inkubation. CCUG 8233 Y. enterocolitica erhdll bleklila kolonier efter 36-48
timmar inkubation. Antal kolonier for varje bakterie pa de tre plattorna anges i tabell 4. Det
var en signifikant skillnad (p <0.05) av vaxt mellan CCUG 8233 Y. enterocolitica och C. braakii
pé alla tre plattor vid spadning 10? och 10® CFU/ml.
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Tabell 4. Medelvérde av antal kolonier vid seriespadning med CCUG 8233 Y. enterocolitica och C.

braakii

. CIN YER CAY
Teoretiskt  "coyg [ c. CCUG | C. ccuG | C.
antal 8233 | braakii | 8233 | braakii | 8233 | braakii
CFU/ml
10! 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5
10? 5,75 0,5 2,75 0,25 6 2,75
103 52 14,75 2525 | 16,5 54,25 | 30,25

Eskulinhydrolys test

Da tva kolonityper observerades pa CIN och YER vid seriespadning av tva Y. enterocolitica
fick de genomga eskulinhydrolys test for att identifiera vilken av kolonierna tillhérde vilken av
de tva stammarna. De mindre kolonierna erhéll ett negativt resultat vid eskulinhydrolys testet,
alltsa ingen svart fallning runt eskulintabletten och de storre kolonierna erhdll ett positivt

resultat, med en svart fallning runt eskulintabletten (figur 4). Alltsa tillhérde de mindre

kolonierna till stam CCUG 8233 Y. enterocolitica och de storre kolonierna till stam patientstam
2.

Figur 4. Patogen, eskulinhydrolys negativ (1), apatogen, eskulinhydrolys positiv (2)

Seriespadning av Y. enterocolitica tillsatt i eSwab

Enbart véxt av de tillsatta Y. enterocolitica stammarna erholls pa plattorna. Antal kolonier anges
i tabell 5. P& blodagarplattan véxte 6vrig normalflora. Detektionsgrans pa 1.25 x 10° CFU/g
feces for CIN och CAY, 1.75 x 10° CFU/qg feces for YER.
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Tabell 5. Medelvérde av antal kolonier vid seriespadning tillsatt i eSwab

Teoretiskt

antal Y. enterocolitica

CFU/ml ) CIN YER CAY

; . | stam

tillsatt i

eSwab

102 CCUG 8233 0,5 0 0
Patientstam 4 0 0 0,5

103 CCUG 8233 1 1,5 1,5
Patientstam 4 15 2 1

104 CCUG 8233 13 10 10
Patientstam 4 14 10 11,5

10° CCUG 8233 90 89 84,5
Patientstam 4 132,5 106 97,5
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Diskussion

Syftet med den har studien var att utvardera och jamfora vilken av plattorna, CIN, YER och
CAY vid diagnostik av Yersinia spp. Darfor infordes CIN och CAY temporart som anvéandes
parallellt med den ordinarie YER i rutinen vid utodling av fecesprover. Seriespadning av tre
patogena och tre apatogena Y. enterocolitica samt en Y. pseudotuberculosis utfordes for att
bedoma plattornas hdmningseffekt av Y. enterocolitica och Y. pseudotuberculosis samt
detektionsgrans.

Resultatdiskussion

En utseendemassig skillnad mellan CIN och YER ar att samtliga Y. enterocolitica stammar och
Y. pseudotuberculosis erhéll storre kolonier pa CIN an pa YER. Aven Citrobacter spp. véxte
med storre kolonier pa CIN, dar de aven var ljusare i fargen samt hade en mer oregelbunden
form. Detta underlattade vid bedémning da deras utseende skiljde sig mer fran Yersinia spp.’s
bull’s-eye pa CIN &n pa YER. Personalen som avlaste patientproverna observerade ingen

utmarkningsbar skillnad av hdmning eller véxt av dvriga bakterier mellan de tre plattorna.

Seriespadning

Enligt resultatet visar pa att hos de provade stammarna sa har CIN nagot lagre hamningseffekt
pa Y. enterocolitica & YER. Enligt en studie som beskrevs i bakgrunden dar de jamforde CAY
med en CIN-agarplatta tillverkad av Oxoid, erh6ll de resultatet att CAY var lika k&nslig som
CIN-agarplattan. Samt att CAY hade en nagot mindre hamningseffekt av Y. enterocolitica &n
CIN-agarplattan (9). Hamningseffekten av Y. enterocolitica i den har studien var densamma for
CIN och CAY. Det var dock en skillnad mellan YER och CAY, dar YER hade en storre
hamningseffekt av Y. enterocolitica.

Da enbart 100l av respektive spadning racklades ut pa plattorna bor antal kolonier pa plattan
multipliceras med tio for att erhalla antal CFU/ml. Alltsa skall antal kolonier som erhalls vid

t.ex. vid spadning 10* vara 1 koloni/0.1 ml.

En tidigare studie av jamforelse mellan CIN-agar och en modifierad CIN-agar har utforts. En
av metoderna var att faststdlla detektionsgrédnsen for Y. enterocolitica. Deras resultat av

detektionsgrans for CIN-agar var alltsa 10 CFU/ml vid seriespadning med enbart Y.
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enterocolitica (10). Vid seriespadning pa CIN erhélls ett resultat av en koloni pa >50% av
replikaten vid spadning 10 CFU/ml, alltsa erhélls samma detektionsgrans som hos studien med
10 CFU/mI pa CIN. Detektionsgransen for CAY ar ocksa 10 CFU/mI. For YER erholls ett annat
resultat d& en koloni pd <50% av replikaten vid spadning 10' CFU/ml, alltsd &r
detektionsgransen pa YER >10 CFU/mI. Dock sa ar den skillnad av detektionsgransen inte
signifikant mellan CIN och YER. Déremot erholls en signifikant skillnad (p <0.05) av
detektionsgransen mellan YER och CAY, men inte mellan CIN och CAY.

Seriespadning med tva bakteriestammar

Trots att tva olika sorters kolonier observerades vid seriespadning av. CCUG 8233 Y.
enterocolitica och patientstam 2 sa differentierades dessa inte vid rakning pa CIN och YER.
Anledningen bakom det beslutet var att det &ven fanns kolonier som inte gick att avgéra om de
tilln6rde de storre och ljusare kolonierna eller de mindre och mérkare kolonierna. Alltsa kunde
det bli en felmarginal som kunde paverkat eventuella berakningar vid jamforelse. Dock bor inte
nagon slutsats dras om att den observerade skillnaden i utseendet mellan de tva stammarna kan
tillampas for dvriga apatogena och patogena stammar av Y. enterocolitica. Daremot sa beskrivs
det i en annan studie att kolonier av apatogena Yersinia stammar tenderar vara lite stérre an
kolonier av patogena stammar (5). Ingen skillnad av antal kolonier pa CIN, YER och CAY

erhdlls vid den har seriespadningen.

Vid seriespadning med CCUG 8233 och C. braakii differentierades kolonierna da skillnaden
mellan kolonierna var mycket tydligare dn hos seriespadning med tva Y. enterocolitica. Darav
blir eventuell felmarginal mindre &n den skulle blivit hos differentiering av seriespadning med

tva Y. enterocolitica.

Seriespadning av Y. enterocolitica tillsatt i eSwab

For att undersoka ifall enbart vaxt av Y. enterocolitica pa plattorna berodde pa att den feces som
tillsattes saknade normalflora odlades en av spadningarna ut pa en blodagarplatta som fick
inkuberas aerobt 18-24 timmar i 36°C. Pa den hér plattan sags da ovrig bakterievaxt och darav
konstaterades det att den feces som tillsattes inte saknade normalflora. Dock sa ar det mojligt
att den feces inte inneh6ll andra bakterier som vanligen kan vaxa pa CIN-agarplattor. I en annan
studie tillsattes 1 g feces till 10 ml 0.9 % (w/v) NaCl, alltsa 0.1 g feces/ml, dar de erholl
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detektionsgréns pa 3 x 10° CFU/g feces p& CIN-agar tillverkad av Merck (Dramstadt, Tyskland)
(5).

| den hér studien dar cirka 10 pl feces tillsattes i eSwab, innehallande 1 ml vatska. 1 ml flytande
feces antas var 1 g (16), alltsa tillsattes cirka 0.001g feces till eSwab. Detektionsgransen, for
seriespadning tillsatt i eSwab innehéllande feces, som erholls i denna studie ar cirka 1.25 x 10°
CFU/g feces och 1.75 x 10° CFU/g feces pa CIN respektive YER. Det ar ingen signifikant
skillnad av detektionsgrénsen for fecesprover mellan plattorna. Dock bor ytterligare eSwab-
prover med fler spadningar och olika mangder feces for att kunna erhalla ett mer korrekt

resultat.

Metoddiskussion

Som namndes i bakgrunden jamférdes CIN-agar och CAY med MHA vid utvardering av
hdmningseffekten av Y. enterocolitica (9). Daremot gjordes det hér inte i den har studien, utan
jamforelsen av hamningseffekten av Y. enterocolitica och Y. pseudotuberculosis gjordes direkt
mellan CIN, YER och CAY. Vilket resulterade i en mindre férbrukning av agarplattor, dd MHA
inte anvandes, samt mer tidsbesparing, da rakning av antal kolonier var tidskravande. Vid
ytterligare studie av CIN-agarplattor och CAY kan det vara aktuellt att géra jamforelsen med

MHA for en mer noggrann utvérdering.

En paverkande faktor av resultatet ar hur farsk stammen ar vid spadning, det vill siga ifall
stammen ar dagsfarsk eller inte. Det har kan ses hos resultatet vid seriespadning av patientstam
4. Da tydlig skillnad i antal kolonier av patientstam 4 mellan alla tre plattor fanns. Véxten pa
YER var signifikant farre an hos bade CIN och CAY. En trolig orsak till den har skillnaden &r
att bakterien inte var dagsfarsk vid seriespadningen. D& patientstam 4 aven anvéndes vid
seriespadning tillsatt i eSwab dar skillnaden mellan antal kolonier var mindre och stammen var
dagsfarsk vid seriespadningen tillsatt i eSwab. Ju &ldre stammen &r desto storre risk for att
antalet viabla CFU ar minskad (17). Aven hantering av spadningarna, s& som blandning med

vortex, kan paverka viabiliteten av bakterierna.

Vid rakning av stor mangd kolonier pa en platta 6kar risken for felrakning, att antingen kolonier
raknas med tva ganger eller att vissa kolonier inte raknas. Antal CFU/ml vid seriespadning kan

variera beroende pa spadningens homogenitet vid pipettering, samt vid inokulering av plattorna
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(17). Vid matning av 0.5 McFarland for samtliga grundspédningar anvéndes en DensiCHEK,
for att antalet CFU/ml skulle vara densamma, dock sa mater DensiCHEK enbart turbiditeten av
spadningen och inte ifall bakterierna ar viabla (18). Alltsa kan det faktiska antal CFU/ml avvika

fran det teoretiska antal CFU/ml.
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Slutsatser

Den hér studien visar pa att CIN-agarplattan med agarbas och supplement fran Oxoid har
mindre hammande effekt pa Y. enterocolitica, an CIN-agarplattan med agarbas och supplement
fran Liofilchem. Dock ar det ingen signifikant skillnad av detektionsgransen for V.
enterocolitica mellan Oxoid’s CIN-agar och Liofilchem’s CIN-agar. H&mningen av 0vriga
bakterier pd Oxoid’s CIN-agar och Liofilchem’s CIN-agar ar densamma. CHROMagar Y.
enterocolitica &r en anvéndbar platta for direkt identifiering av patogena Y. enterocolitica och
har samma hamningseffekt av Y. enterocolitica som CIN-agarplattan fran Oxoid, dock &r den
inte anvandbar vid identifiering eller isolering av Y. pseudotuberculosis. En ytterligare studie
bor utforas for en mer omfattande utvardering och jamforelse av CIN-agarplattor, fran olika
fabrikat, och CAY.
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