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Tiivistema:

Yersinialajeja tunnetaan 11, joista kolme on ihmisille qugenisia. Y. enterocolitica ja Y.
pseudotuberculosisaiheuttavat yersinioosina tunnetun suolistoinfaktija Y. pestis tunnetaan ruton
aiheuttajana. Y. enterocolitica voidaan jakaa useisiin alatyyppeihin O-antigeer(serotyyppi) ja
biokemiallisen aktiivisuuden (biotyyppi) mukaan. oBiyppin 1A kantoja, johon kuuluu useita eri
serotyyppeja ja tyypittymattomia kantoja, on pezisésti pidetty ihmisille ei-patogeenisena. Ei-
patogeenisena pidetytersinialajit, joita kutsutaar¥. enterocoliticarkaltaisiksi lajeiksi, ovay. intermedia

Y. kristensenii Y.frederiksenii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. mollarefii bercovierisekaY. ruckeri

Monet epidemiologiset ja kokeelliset tutkimuksettaaat viitteitd ei-patogeenisina pidettyjen kantoje
mahdollisesta virulenssista ja nykyaan o¥arenterocoliticabiotyypin 1A kannoista tiedetdéan aiheuttavan
jonkin asteisen taudin ihmiselle. Biotyyppiin 1Atdttyjen infektioiden oireet eivéat juuri eroa pgéenisten
Y. enterocoliticébakteerien aiheuttamista oireista, vaikka ne dmagkeensa lievemmatyleisimmat oireet
ovat ripuli ja vatsakipu. Tutkimuksissa huomattaysa sairailta ihmisiltd eristetyistd yersiniakarstei
kuuluu Y. enterocoliticanbiotyyppiin 1A tai ei-patogeenisiin serotyyppeihiMyds Y. enerocolitican
kaltaiset kannat on yhdistetty vatsaoireisiin j@nreristetddn potilasnaytteista.

Y. enterocoliticebiotyypin 1A jaY. enterocoliticarkaltaisilta kannoilta puuttuvat perinteiset vimsigeenit
tai ne ovat toimimattomia. Lampokestoista entersiioia koodittavia geeneja on kuitenkin 16ydettyatba
ei-patogeenisina pidetyistéd kannoista, vaikka gaemiisndolo bakteerin genomissa ei valttamattaelarr

infektioiden aiheuttamaan ripuliin.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli Kkartoittaa katisten Y. enterocolitica biotyypin 1A ja Y.
enterocolitican kaltaisten kantojen geneettistda monimuotoisuuttiésgikenttageelielektroforeesin (PFGE)
avulla seka tutkia lampokestoisen enterotoksiimgee esiintyvyyttd kannoissa polymeraasiketjureakti
(PCR) ja DNA sekvensoinnin avulla. Saatuja tuloksiarrattiin lisédksi potilaiden oiretietoihin.
Tutkimuksessa oli mukana ihmisista ja elintarvilstai eristettyjaY. enterocoliticabiotyypin 1A jaY.
enterocoliticankaltaisia kantoja.

Tutkimuksissa paljastulY. enterocoliticabiotyypin 1A kantojen geneettinen heterogeenisiautamia
lahes samanlaisten PFGE-profiilien muodostamia iithkuitenkin esiintyi. Lahes kaikilta tutkituilta/'.
enterocoliticabiotyypin 1A kannoilta |6ytyi enterotoksiinigeemimologi kromosomista. Myos kahdel¥a
bercoviertkannalta 10ytyi toksiinigeenihomologi. Toksiiniggen nukleotidisekvenssit olivat etenkin
varsinaisen toksiinin osalta hyvin samanlaiset Dé&¢kvensoinnin mukaan. Merkittavia erdfaentercolitica
biotyypin 1A jaY. enterocoliticankaltaisten kantojen aiheuttamien oireiden valgiailmennyt. Mikaan
kysytyista oireista ei korreloinut PFGE- tai tokgijeenitulosten kanssa.

Avainsanat: Y. enterocoliticebiotyyppi 1A,Y. enterocoliticarkaltaiset kannat, PFGE, enterotoksiini
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Abstract:

The genusYersinais composed of 11 different species and threehefmt are considered pathogenic to
humans. Y. enterocolitica and pseudotuberculosisause gastroenteritis called yersiniosis &ngestiss

the bacterial agent of plaguél. enterocolitica strains are classified on the basis of biochemical
characteristics (biotype) and variability of thea@tigen (serotype). Of the six biotyp€senterocolitical A
strains which encompass a wide range of serotypdsuatypable strains are considered non-pathogenic
humans. Other Yersinia species which ardntermedia Y. kristensenii Y. frederiksenii, Y. aldovae, Y.
rohdei, Y. mollaretjiY. bercovieriandY. ruckeriare calledY. enterocoliticdike species and also generally
considered to be non-pathogenic.

There is considerable body of epidemiological axpkeeimental evidence to indicate that at least snore
pathogenic strains are able to cause gastrointéstymptoms which resemble those caused by patiogen
Yersinia Symptoms caused by strains considered non-patiogee milder and generally limited to
gastrointestinal tract with diarrhea and abdompsih. Y. enterocoliticabiotype 1A andY. enterocolitica
like strains are frequently isolated from humanthwgastrointestinal symptoms even though said todre
pathogenic.

Non-pathogenicrersiniastrains do not posses the known virulence-assatidéterminants which are found
in pathogenicyersiniaor these genes are inactive¥nenterocoliticabiotype 1A andY. enterocoliticdike
strains. Some non-pathogenfersiniastrains carry a heat-stabile enterotoxin genethitpresence of the
gene does not correlate to the production of etdeio Enterotoxin is considered to be an important
virulence factor in many bacteria and it may cdntté to the production of diarrhea.

The aim of this study was to investigate the genditiersity of domesti. enterocoliticebiotype 1A andy.
enterocoliticalike strains by pulsed-field gel electrophoresBFGE). Some of the strains were also
researched for the presence of heat-stabile eninogene by PCR and some of the genes furtherestumy
DNA sequencing. Results were compared to the symptof the patients. The strains of this study were
domesticY. enterocoliticabiotype 1A andY. enterocoliticdike strains isolated from humans and food
samples.

Research revealed a high degree of genetic heteeitgeamongY. enterocoliticabiotype 1A strains by
PFGE. Some groups of almost identical PFGE profilese discovered. Almost all Y. enterocolitica jo
1A strains that were examined possessed the eoxérajene. There were also tWo bercovieristrains that
gave positive results for enterotoxin PCR. Matw@rt gene sequences were highly similar in all istdid
strains according to DNA sequencing results. Sigaift differences between the symptoms Yof
enterocolitica biotype 1A andY. enterocoliticdike strains were not observed. None of the symmgto
correlated with PFGE or enterotoxin gene PCR result

Keywords: Y. enterocoliticebiotype 1A,Y. enterocoliticdike strains, PFGE, enterotoxin
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1 JOHDANTO

1.1Yersinia-suku

Yersiniasuku kuuluu Enterobacteriaceateimoon. Yersiniat ovat gramnegatiivisia,
psykrotrofisia, fakultatiivisesti anaerobeja sawddbereja, jotka eivat muodosta itidita.
Ihmisille patogeenisina pidettyj& ersinialajeja on kolme.Yersinia pestistunnetaan
pahamaineisen ruton aiheuttajafiva. pseudotuberculosig Y. enterocoliticaaiheuttavat
suolistoinfektion, jota kutsutaan yersinioosikéi.enterocoliticdaji voidaan jakaa useisiin
alaryhmiin  biokemiallisen  aktiivisuuden (biotyyppi) (Wauters ym.1987) ja
lipopolysakkaridien O-antigeenin (serotyyppi) muka¥. enterocoliticabiotyyppia 1A,
johon kuuluu useita eri serotyyppeja, on perinsgispidetty ei-patogeenisena. Ihmiselle
ei-patogeenisina pidetytersinialajit ovat Y. intermedia Y. kristensenij Y. frederiksenii,
Y. aldovae, Y. rohdei, Y. mollaretily. bercovierija Y. ruckerj joka on tarkea

kalapatogeeni (ks. yleiskatsaus Sulakvelidze 2000).

1.2 Yersinia enterocolitica

1.2.1 Biotyypit

Y. enterocoliticaaji voidaan jakaa biokemiallisen aktiivisuudenkaan kuuteen
biotyyppiin; 1A, 1B, 2, 3, 4 ja 5 (Wauters ym. 19§Taulukko 1). Eri biotyypit

korreloivat hyvin patogeenisuuden, serotyyppiemgantieteellisen esiintyvyyden mukaan
(Taulukko 2). Ei-patogeenisena pidetty biotyyppi dheterogeenisin biotyyppi ja se
sisdltdd monia serotyyppeja seka tyypittymattoradtdja. Muihin biotyyppeihin (1B-5)
kuuluu ihmiselle patogeenisina pidettyja serotyyaplkuten O:8 (biotyyppi 1B), O:9 ja
0:5,27 (biotyyppi 2) seka O:3 (biotyypit 3 ja 4).



Taulukkol: Y.enterocoliticebiotyyppien biokemialliset ominaisuudet*

TESTI BIOTYYPIN REAKTIO"
1A 1B 2 3 4 5
Lipaasiaktiivisuus (Tween-esteraasi) + + - - - -
Eskuliinin hydrolyysi (24h) +/ - - - - -
Salisiini (hapon tuotto 24h) +
Ksyloosi (hapon tuotto) + +
Pyratsiiniamidaasiaktiivisuus +
Indolin tuotto + + v - -
Voges-Proskauer-testi + +
Trehaloosi (hapon tuotto) + +
Sorboosi (hapon tuotto) + +
Inositoli (hapon tuotto) + + +
+ +
+ +

+
+
'

<

Nitraatin pelkistys

Ornitiinidekarboksylaasi

*Wauters ym. 1987 ja Bottone 1997 mukaan
T +, positiivinen; -, negatiivinen; (+), hidas ptiginen; v, vaihteleva

1.2.2 Serotyypit

Y. enterocoliticanserotyypitys perustuu bakteerin pinnalla olevaopiolysakkaridin O-
antigeenin rakenteen vaihteluihivi. enterocoliticaajilla tunnetaan yli 60 eri serotyyppié,
joista 11 on yhdistetty patogeenisuuteen (TauluRkdks. yleiskatsaus Bottone 1997).
Patogeenisia serotyyppeja on kuitenkin I0ydetty snpiuistaYersinialajeista (Aleksic,
1995). Y. enterocoliticabiotyypin 1A kannat edustavat useita serotyyppgjiéta O:5,
0:6,30, 0:6,31, O:7,8 ja O:10 ovat yleisimpiad eftigssa kannoissa (ks. yleiskatsaus
Tennant ym., 2003). Lisaksi esiintyy paljon sergijtymattomia kantoja. Serotyypin O:3
ja 0:9 kantoja on esiintynyt perinteisesti EurogaasSkandinaviassa ja Kanadassa, kun
taas serotyypin O:8 ja 0:5,27 kantoja Pohjois-ARagsa. Nykyaan serotyypin O:3 kannat
ovat kuitenkin jopa yleisimmin esiintyvia yersinaiteereja Yhdysvalloissa (Bisset ym.,
1990, Bottone 1983).

1.3Y. enterocolitican kaltaiset lajit

Y. intermedia Y. kristensenii Y. frederiksenii, Y. aldovae, Y. rohdei, Y. moliasey.
bercovierisekdY. ruckerieivat nykykasityksen mukaan yleensa aiheuta iHfaisautia.
Koska ne muistuttavat ilmiasultaa¥. enterocoliticaaja osa niistd on erotettty.

enterocoliticastaomiksi lajikseen 1980-luvun jalkeen, niitd kutsana'. enterocolitican
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kaltaisiksi lajeiksi.Y. enterocoliticarkaltaisia lajeja on tutkittu huomattavasti vahemma

kuin patogeenisidersinialajeja.

Taulukko?2: Y. enterocoliticammaantieteellinen ja ekologinen jakautuminen sgrdiotyyppien mukaan*

Biotyyppi Serotyyppi(t) Maantieteellinen ja ekologinen jakautiminen
1A 0:5, 0:6,30, 0:6,31, 0:7,8, 0:18,  Ympéristd, siat, elintarvikkeet, vesi, (oireettomie
0:46, tyypittymattomia kantoja elainten ulosteet
1B 0:8, 0O:4, 0:13a, 0:13bh, 0:20, 0:21 Ympaéristéat 8D:8) Yhdysvallat
Siat, Eurooppa (0:9), Yhdysvallat (O:5,27), Japani
2 0:9, 0:5,27 (0:5,27)
3 0:1,2,3, 0:5,27 Siat (0:5,27)
4 0:3 Siat, Eurooppa, Yhdysvallat
5 0:2,3 Janis

* Mukailtu yleiskatsaus Bottone 1997

1.4 Yersinioiden ekologia

Yersiniasuvun bakteereita tavataan maa- ja vesiekosysisgne eldimista,
elintarvikkeista ja vedesta lahes kaikkialta maasta. Esiintyminen vaihtelee eri lajien ja
sero- seka biotyyppien mukaan (ks. yleiskatsautoBet 1997). Tiettyjen patogeenistén
enterocoliticaserotyyppien reservoaarina pidetaan lahes yksinaaom sikaa ja
sianlihatuotteiden ajatellaan toimivan bakteerimutatareitteind ihmiseen (ks. yleiskatsaus
Carniel ja Mollaret, 1990; Fredriksson-Ahomaa ym20Q01a). Oireettomista sioista
eristettyjen serotyypin O:3 ja O:¥. enterocoliticékantojen on tutkimusten mukaan
todettu edustavan samoja biotyyppeja kuin ihmisest&tetyistd naytteista loydettyjen
kantojen (Kapperud ym., 1991). Myds koirista jaskista on eristetty patogeenista
enterocoliticakantoja, mutta niiden yhteytta ihmisten infektioihei ole todistettu
(Fredrikson-Ahomaa ym., 2001b)Y. enterocolitican patogeenisten serotyyppien
aiheuttamat epidemiat on usein jaljitetty maitoaerftyyppi O:8) ja maitotuotteisiin
(bioserotyyppi 4/0:3) (Black ym., 1978; Abraham yi097).
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Y. enterocoliticabiotyypin 1A kantoja esiintyy runsaasti luonnogsa oireettomissa
elaimissa. Naitéd kantoja on eristetty maaperasta seilaisista vesiymparistoista kuten
jarvista, kaivoista ja viemareista. Biotyypin 1Aritaja on eristetty myos elaimista, kuten
linnuista, kaloista, erilaisista hyonteisista, saakoista ja lukuisista nisakkaista. Lisaksi
kotielaimista kuten lehmistd, sioista ja lampagstka elintarvikkeista, kuten vihanneksista,
eri elainten lihasta, kala- ja ayriaisruoista saigitotuotteista, on I0ydetty. enterocolitica
biotyypin 1A kantoja. (ks. yleiskatsaus Tennanf)20

Y. enterocolitican kaltaisia kantoja on eristetty luonnonvesista,eyasista ja jopa
juomavedesta. Lisaksi niitd on Idydetty lemmikla- kotielaimista sekd luonnonelaimista,
kuten hiiristd ja myyristd. Myo6s linnuista, mateigta ja kaloista on eristetty.
enterocoliticankaltaisia lajeja. Elintarvikkeista maitoa ja vimeksia sekd sianlihaa on
epdilty Y. enterocoliticarkaltaisten lajien reservoaariksi. (ks. yleiskass&ulakvelideze,
2000)

1.5Y. enterocolitican virulenssitekijat

Y. enterocoliticekannat voidaan jakaa patogeenisuuden mukaan kolmybenaan hiirilla

tehtdvan kokeen perusteella (murine infection mod@ed. yleiskatsaus Bottone, 1997).
Hiirten infektiot muistuttavat laheisesti inmisilésiintyvia patogeeniste. enterocolitica

serotyyppien aiheuttamia infektioita (Carter, 1975Korkeapatogeeniset kannat
(bioserotyppi 1B/0O:8) aiheuttavat ihmisille systesién infektioita ja tappavat hiiria
pienindkin pitoisuuksina. Matalapatogeeniset karfbiaityypit 2-5, serotyypit O:2,3, O:3,
0:5,27 ja 0:9) aiheuttavat taudin, mutta eivat kykdappamaan hiirid. Biotyypin 1A
kannat (useita serotyyppeja) muodostavat kolmarnytenan, joka ei aiheuta tautia hiirille.
Korkea- ja matalapatogeeniset sekd ei-patogeemdenat eroavat toisistaan myos

geneettisesti (Howard ym., 2006).

Yersinioiden perinteisindn vitro patogeenisuuden merkkeina on pidetty muun muassa
tiettyja O-serotyyppeja, eskuliinin hydrolyysin galisiinin fermentaation puuttumista,
kalsiumriippuvaista kasvua (Gemski ym., 1980), kagnghan sitomiskykya (Prpic ym.,
1983), pyratsiiniamidaasiaktiivisuuden puuttumi@gandolo ja Wauters, 1985), invaasiota

HelLa-soluihin (Devenish ja Schiemann, 1981), ulkorbeanin proteiineja (Skurnik,



12

1985) ja seerumiresistenssia (Pai ja DeStephan82)19Jseimpia edella mainittuja
ominaisuuksia koodittavat geenit sijaitsevat pYMagmid of Yersinia Virulence) -

virulenssiplasmidissa (Zink ym., 1980). Sek& korketid matalapatogeenisilla kannoilla
on kyseinen plasmidi solussaan. Korkeapatogeemisiihnoilla on kromosomissaan liséksi
virulenssigeenisaareke HPI (High-Pathogenicity nid)a joka koodittaa geeneja jotka
littyvat raudan sitomiseen isannan elimistostatbakn kayttoon (Carniel ym., 1996).
Patogeeniset yersiniat tarvitsevat virulenssipldemilisaksi useita kromosomaalisia

tekijoita tayden virulenssin saavuttamiseksi (Milyen., 1989).

1.5.1 Plasmidin koodittamia virulenssitekijoita

Yhtena tarkeimpana yersiniakantojen patogeenisuuderkkind on pidetty 64-75 kb
suuruista virulenssiplasmidia pYV, joka bakteeeeitin soluissaan. Plasmidi koodittaa
useita lampotilasdadeltyja proteiineja, jotka awttabakteeria sopeutumaan elimiston
ympaéristoa korkeampaan lampotilaan, kolonisoimasimigta ja infektion edetessa
valttamaan isannan immuunipuolustuksen mekanisnNg#a ovat esimerkiksi Yops- ja
YadA-proteiinit. Ei-patogeenisina pidetyiltd’. enterocolitica biotyypin 1A ja Y.
enterocolitican kaltaisilta kannoilta ei yleensa 10ydy kyseistauilenssiplasmidia. (ks.
yleiskatsaus Bottone, 1997)

1.5.1.1yops-geenit

Virulenssiplasmidissa olevayopsgeenit koodittavat Yops-proteiinejaYdrsinia outer

membrane proteins), joita on ainakin 11 erilaianestdan huolimatta Yops-proteiinit
eritetdan ulos bakteerisolusta. Useat Yops-protemuttavat bakteeria vastustamaan
isannan immuunipuolustuksen syojasolujen hyokkayksEsimerkikisi YopH on

tyrosiinifosfataasi, joka defosforyloi syo6jasolujenproteiineja  héairiten  niiden

signaalijarjestelman reitteja ja nain ollen normeatoimintaa. YopB taas estada
syojasolujen sytokiinien eritystda. Sytokiineilla d@rked rooli immuunipuolustuksen
saatelyssa. Virulenssiplasmidi koodittaa myg®psgeenien saatelyyn tarvittavia
proteiineja seka niiden koodittamien proteiinieittémiseen tarvittavaa mekanismia (type
[ll secretion system). Yops-proteiinien syntetisbon lampétila- ja kalsium-saadeltya ja
niiden tuotanto on maksimissaan matalissa kalsinmio pitoisuuksissa +37 °C:ssa. (ks.

yleiskatsaus Cornelis ym., 1998)
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1.5.1.2yadA-geeni

Y. enterocoliticebakteerien Kiinnittyminen sekd& suolta peittavaaimabn etta
epiteelisolujen pinnalle tapahtuu virulenssiplasaisolevanyadA-geenin koodittaman
suuren pintaproteiini YadA:nYgrsiniaadhesin A) avulla. YadA Kiinnittyy iséantéasolun
pinnalla oleviin proteiineihin, kuten kollageenilaminiiniin ja fibronektiiniin (Flugel ym.,
1994). YadA:n syntetisointi bakteerisolun pinnatteiuttaa solun pinnan hydrofiilisesta
hydrofobiseksi ja parantaa nain bakteerin kiinmiistd epiteelisoluihin. YadA:n on
tiedetty osallistuvan myGs seerumiresistenssin ygynt estamalla komplementin
aktivoitumista (Balligand ym., 1985; Pilz ym., 1992 tutkimusten mukaan se saattaisi
olla téarkein prosessiin vaikuttava tekija (BiedZarek ym., 2005). YadA:ta syntetisoidaan
optimaalisesti +37 °C:ssa ja sen tuotanto on estyA$ °C:ssa (ks yleiskatsaus Bottone,
1997).

1.5.2 Kromosomaalisia virulenssitekijoita

1.5.2.1inv-geeni

Aktiivinen inv-geeniY. enterocoliticankromosomissa koodittaa ulkomembraaniproteiini
invasiinia, joka edesauttaa bakteeria kiinnittympgtunkeutumaan M-soluihin. Invasiinin
kiinnittymiskohtana isannén solun pinnalla toiminakin viisi erilaista p1-integriini-
reseptoria (Isberg ja Leong, 1990). M-solut ovamo#a ohutsuolen soluja, joiden
luminaalipinnalta 16ytyy pl-integriineja ja tama selittdnee bakteerien sgifien
kyseista solutyyppia kohtaamv-geenin avustama bakteerien invaasio aiheuttaandsén
solujen tukirangan uudelleenjarjestaytymistd jausoltukirangalla nayttaisi olevan
aktiivinen rooli invaasioprosessissa (Young ym.92) Invasiinilla on todettu olevan
merkitystd etenkin infektion alkuvaiheessa, ennam kirulenssiplasmidin koodittamia
proteiineja aletaan tuottaa (Pepe ja Miller, 19%3®)asiinia tuotetaan maksimaalisesti alle
+28 °C:ssa, mutta happamissa olosuhteissa my6$G:38a (Pepe ym., 1994). Invasiinin
merkitysta bakteerien patogeenisuudelle pidetadnkittieyand. Tutkimuksissa normaalisti
ei-invasiivinenE. colikanta on saatu invasoitumaan soluihin kehittamailgositiivinen

rekombinantti kanta (Young ym., 1990).
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1.5.2.2ail-geeni

Myds ail-geenin koodittama proteiini sijaitsee ulkomembissa ja auttaa bakteeria
Kiinnittymaan isannan soluihin seka tunkeutumarhinii (Miller ja Falcow, 1988).
Proteiinia pidetddn kuitenkin toissijaisena invassiijana. Ail-proteiini osallistuu
seerumiresistenssin syntyyn virulenssiplasmidin ditt@man YadA-proteiinin lisaksi
(Bliska ja Falkow, 1992; Biedzka-Sarek ym., 200%) gil-geenialue |6ytyy vain
patogeenisilta yersiniakannoilta (Miller ym., 1989pil-geenin transkriptio on

tehokkaimmillaan +37 °C:ssa.

1.5.2.3myf-geenialue

JotkinY. enterocoliticekannat tuottavat Myf-proteiineja (mucoiersiniaFibrillae), joista
muodostetaan polymeerisia fibrilli-rakenteita bakisolun pinnalle. Myf muistuttaa
rakenteeltaan enterotoksigeenigeéncolin (ETEC) kolonisaatiotekija CS3-pilusta. Myf-
proteiineja koodittavaan geenialueeseen kuuluutaisgeenejd, joistamyB ja myiC
koodittavat klassisia pilin asentamiseen tarvidasysteemejd; periplasman kaperonia ja
tunnelin muodostavaa membraaniproteiiniayfA-geeni koodittaa 21 kDa kokoista
rakenneyksikkoproteiinia, josta fibrilli koostuu riirte ym., 1993). myfgeenien
transkriptio on lampdtila ja pH saadeltya ja ni@étetaan vain +37 °C:ssa ja happamissa
oloissa. Myf-fibrilli edesauttaa bakteerin kiingithistad suolen soluihin ja avustaa nain

mahdollisen enterotoksiinin toimintaa (Iriarte jar@elis, 1995).

1.5.2.4yst-geenit

Y. enterocoliticékantojen on tutkimuksissa todettu tuottavan langsiista
enterotoksiinia (Pai ja Mors, 1978). Enterotoksiimvat monien bakteerien tarkeita
virulenssitekijoita aiheuttaen infektioihin liitetyripulin (ks. yleiskatsaus Nair ja Takeda,
1998). Enterotoksiinien aiheuttama ripuli rajoittobutsuoleen, jossa bakteeri kolonisoi
suolta peittavaa limaa erittdéen samalla toksiimiaksiinien reseptorit ovat epiteelisolujen
pinnalla ja spesifinen tarttuminen niihin johtasteéden erittymiseen suoleen hairitsemalla
solun ioni- ja vesitasapainon saatelymekanismejasirkmaiset |ampdkestoiset
enterotoksiinit I16ydettiin ETEC-kannoilta, mutta ésyjjotkin muute. colikannat ja vibriot
tuottavat kyseisia proteiineja. Lampokestoiset mnbksiinit ovat nimensa mukaisesti

lampoa kestavid, runsaasti kysteiinitahteitd <isét peptideja ja rakenteeltaan seka
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toiminnaltaan samankaltaisia eri bakteerilajeifa.enterocoliticallatoksiinia koodittavat
kromosomaaliseystgeenit {fersinia stabile toxin) (Delor ym., 1990). Niiden tuottamat
proteiinit ovat aminohapposekvenssiltdan, raketdanl ja toiminnaltaan ETEC:8T-
toksiinin (heat-stabile enterotoxin) kaltaisia (&akym., 1985)Y. enterocoliticekannoilla
tunnetaan kolme eri lampdokestoista enterotoksifiist), YstA, YstB ja YstC (Okamoto
ym., 1981;Yoshino ym., 1994; Yoshino ym., 1995) yKul). YstA-tyyppid on loydetty
padasiassaY. enterocolitican patogeenisilta serotyypeiltd ja YstB-toksiinia é&h
yksinomaan ei-patogeenisilta, biotyyppiin 1A kudltar Y. enterocolitica kannoilta.
Tutkimusten mukaan jopa 80 %:Na enterocoliticabiotyypin 1A kannoista ogsB-geeni
kromosomissaan (ks. yleiskatsaus Tennant ym., 20688} ja ysB-geenit koodittavat 71
aminohapon pituista proteiinin esiastetta, jokastoo kolmesta osasta: signaalipeptidista,
pro-domeenista ja varsinaisesta toksiinista. Pglyigm N-terminaalissa on
lampdkestoisille toksiineille tyypillinen 19 aminapon pituinen signaalipeptidt. colilla
signaalipeptidin proteolyyttinen katkaisu johtaaksiinin siirtymiseen periplasmaan
(Okamoto ym., 1981). Signaalipeptidin katkaisurkg&in jaljelle jddvan pro-domeenin
katkaisu vapauttaa varsinaisen toksiinin, muttakaiatupaikasta ja pro-domeenin
tehtavasta ei ole taytta selvyytt§sB-geenin koodittaman proteiinin esiasteen C-
terminaalissa on 30 aminohapon pituinen aktiiviromeeni eli varsinainen toksiini
(Ramamurthy ym., 1997) YstC, jota tavataan vainvéiar on suurin tunnetuista
lampokestoisista toksiineista ja tutkimusten mukaan aktiivinen domeeni koostuu 53
aminohaposta, pro-domeenin ollessa osa varsindistaiinia (Huang ym., 1997).
Varsinaisen  toksiinin  aminohapposekvenssi on  @rittd konservoitunut  eri
yersiniatoksiinien valilla (Kuva 2). C-terminaalif3 konservoitunutta aminohappoa
sisaltavat kuusi kysteiinitdhdettd, jotka muodoatdiolme molekyylin toksisuudelle seka
stabiiliudelle valttamatonta rikkisidosta (Shimdriigm., 1987). Toksiinigeenihomologeja
on loydetty mydsY. enterocoliticankaltaisilta kannoilta, kutery. kristenseniilta(Ykst)

(Ibrahim ym., 1997) ja Y. intermedialta (Kwaga  ym., 1992).
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20

YssA: AT GAAAAAGATAGTTTTTGTTCTTGT®G

yssB8 AT GAAAAAGATAATTTTGGCTC CTGGTA

ysscc AT GAAAAAAATCGTTTTTGTTCTGATCG

ATGAAAAAGATAGTTTTTGT TCTTGTG

Ykst:

40
YssA: T T AATGCTGTCTTCATTTGGAGCATTTC
yss 88 T T AATGCTGTTTTCATTTTGTACATTA
ysscc T T AATGCTGTTTTC CATTC CGGAACGTTA

TTAATGCTGTCTTCATTTGGAACATTTC

Ykst:

80

60
YstA: G G CCAAGAAACAGTTT CAGGGCAGTTC

yss88 G G CCAAGAGACGGCTTCAATGCATCTT

Yysstcc G G TCAGGAGACGGCTTC CAGGGCAGGTT

GGCCAAGAGACAGCTTCGAGGCAGTTT

Ykst:

100

YssA: AGT GATGCATTATCGACACCAATAACTC
yss B8 GA'T GATACATTATCGGCACCAATAGCTC
Yysscc G G T GATGTATCATCGTC CAACAATAGCT

GGTGATGCATTCTCGACACCTATT CGCTC

Ykst:

120
YsstA: G C T GA GGTATACAAGICAAGCTTGTGAT
ys B8 GC T GAGATAAACAGAAAAGCGT GCGAT
ysscc ACTGAGGTAAGTGAGIGCTGAGTG GCGGT

GCTGAGGTAAACAAAIAAAGCTTGCGAT

Ykst:

160

Ysss: CC T CCGTCGC CACCAGCCGAAGTTCAGT

140

yssB8 ACTCAGACCCCATCGCCTTC CAGAAGAA
ysscc ACTCAGTC CAGCAACAACCCAAGGCGAA

AICTGAATTGCCG -

Ykst:

180
T GCTGTGATGTA

YstA: A G T GATTGGGAT

YstB: A AT GA T

-GATTGGTGTTGTGAGGT A

Ysscc AATGATTGGGATTGGTGCTGTGAGTTA

-GATTGGTGCTGTGAGGTA

Ykst:

200
Yssa: T G T TGCAATCCCGCGTGTO GCTGGCTGZC
yvss88 T G T TGCAATCCTGCCTGTOGCGGGTTGZC
ysstc¢c T G T TGCAATCCTGCTTGTTTTGGTTGZC

TGCTGCAATCCCGCGTGTOGCTGGCTGC

Ykst:

YstA: ' T A G
YstB: T A G
ystC: T A A

T A G

Ykst:

Kuva 1: Yersinioiden l[ampdstabiilien enterotoksiinigeenierkleotidisekvenssien vertailu. Tummennetut
alueet samanlaisia. Varsinaisen toksiinin sekvera&u merkitty nuolella. -: puuttuva emés. yst2A00235),

ystB (D88145), ystC (D63578) ja ykst (X69218) -sehssit GenBank genomiteitokannasta. Mukailtu:

Ramamurthy ym. 1997.
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YstAA° M K K | V FVILVLML SSFGAFGQETV S GRQ
YsB: M K K I | L ALVLMLT FSFCTLGQETASMH
YstC M K K I V F VILTLMLFSFGTLGQETASGRQ
Ykst ' M K K I VFVLVILML SSFGTF FGQETASTRDOQ
—
YstA:\ F S DAL S TWPI TAEVYIKQACDZPVPSPPAE
YstB8 L. DD T L SAPI AAEI NRKACDTAO QQTU®PS P S
YstC v bV SS STIATEVSE EAECGTQSATTAQ
Yest F G DA F S TPI AAEVNKIKACDTETLUP - P S
YstA: v S S DwWD - CCDVCCNZPATCAGSC
YstB: E E D -DWCCEVCCNPACAGLC
YtC G E NDWD WCCELCCNPATCTFGSC
Ykst. - - - - -'DWCCEVCCNZPACAGRC

Kuva 2: Yersinia prekursori-toksiiniproteiinien aminohagpéivenssin vertailu. Tummennetut alueet
samanlaisia. Varsinaisen toksiinin alku on merkittyplella ja rikkisidokset muodostavat kysteiintegt
vahvennettu. -:puuttuva aminohappo. Mukailtu: Ramdhy ym. 1997.

Y. enterocoliticarystgeenin ilmentdminen on monimutkainen prosessi. élgmpariston
fysikaaliset ja kemialliset tekijat seka kasvuvaihaikuttavat selvastiystgeenin
transkriptioon. Toksiinigeenin transkriptio tapahtuvahvimmillaan stationaarisessa
kasvuvaiheessa (Mikulskis ym., 1994). Tutkimuksissamaalilla kasvatusalustall¥.
enterocolitica viljelméat tuottivat havaittavia maaria toksiiniaaim alle +30 °C
lampdotiloissa (Pai ja Mors, 1978; Kapperud, 198@pka ajateltiin vahentavan toksiinin
merkitysta virulenssitekijana (ks. yleiskatsaust&o¢, 1997). Kuitenkin Mikulskis ym.
(1994) havaitsivat YstA-toksiinituotantoa +37 °Gs&un kasvatusalustan pH:ta ja
osmolaarisuutta muutettiin vastaamaan olosuhtelinisen suolistossa. Naissékin
olosuhteissa lampdtilan nousu vaikutti kuitenkirga@visesti ystgeenin transkriptioon.
Tiedetaan, etté patogeenidetenterocoliticskannat voivat menettda ominaisuuden tuottaa
YstA:ita kromosomaalisenymoA (Yersinia modulator) -séatelygeenin vaikutuksesta
(Cornelis ym., 1991)ymaA osallistuuystgeenin lampétilasta johtuvaan repressioon ja
kasvuvaihesaatelyyn seka geenin hiljentamiseerkkdaY. enterocoliticabiotyypin 1A
kannoilta tavataagsB-geenid, sen |6ytyminen ei valttamatta kuitenkkarreloi kannan
toksiinituotannon kanssa (Ramamurthy ym., 1997 nGyan., 1998) ja voi olla ettd geeni
on inaktiivinen joillain kannoilla. Singh ja Virdi(2004) havaitsivat kuitenkin
toksiinituotantoa myo6sY. enterocolitica biotyypin 1A kannoilla +37 °C:ssa suolen

olosuhteita vastaavassa kasvatusmediassa. My@sterocoliticabiotyypin 1A kantojen
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tiedetd&n kantavapmoAsaatelygeenia (Grant ym., 1998) mika voisi selittdyosysB-
geenin hiljentamisen (ks. yleiskatsaus Tennant $®03).ystgeenien saéatelyyn tarvitaan
myds muita tekijoita ja transkription voimakkuugppuu vallitsevien ymparistotekijoiden

lisaksi my6s bakteerikannasta (Mikulskis ym., 1994)

1.6 Yersinioosin oireet

Y. enterocoliticaaiheuttaa &killisen ohutsuolen tulehduksen, joHittyy kuumetta,
oksentelua ja varsinkin lapsilla jopa verista ngulLapset ovat yleisin ikaryhma, joilla
patogeenistelY. enterocoliticaserotyyppieraiheuttamia infektioita esiintyy (Caprioli ym.,
1978; Cimolai ym., 1994; Huovinen ym., 2006). Nilaraikuisilla bakteeri aiheuttaa myds
akuuttia sykkyrasuolentulehdusta ja suoliliepeenuranhastulehdusta, joka ilmenee
umpisuolen tulehdusta muistuttavana vatsakipuna s@attaa johtaa tarpeettomaan
umpilisakkeen poistoon. Myos verenmyrkytys on malntkn varsinkin potilailla, joilla
on heikentynyt vastustuskyky tai jokin perussairadélkitauteina esiintyy erilaisia
immunologisia komplikaatioita, kuten reaktiivistaiveltulehdusta ja kyhmyruusua.
Reaktiivista niveltulehdusta esiintyy useammin iifti, joiden kudosantigeenityyppi on
HLA-B27 (Dequeker ym., 1980). enterocoliticaraiheuttamat oireet ja niiden vakavuus
vaihtelevat isdnnan ian lisaksi myos isannan perusydentilan seka infektion aiheuttavan

bakteerin serotyypin mukaan. (ks. yleiskatsausddett 1997)

1.6.1 Infektion kulku

Y. enterocoliticapaasee ruoansulatuskanavaan yleensa ruoan tan wailgyksella.

Yersiniabakteerien henkilostd toiseen tapahtuvarviaheisen katsotaan olevan
epatodennakoista tarvittavan infektiivisen annokseuoruuden, jonka on arveltu olevan
10° bakteeria/ml, vuoksi (Edelman ja Levine, 1980)inf&toon passtydan bakteeri
kulkeutuu ohutsuolen loppuosaan tai paksusuoleessamse aiheuttaa yersinioosiin
liittyvat kliiniset oireet. Kolonisaatio alkaa ba&edrien kiinnittymiselld suolta suojaavaan
limakerrokseen, jossa ne myos lisdantyvat tehokkdsakteerit tunkeutuvat liman lapi ja
kiinnittyvat solujen epiteelipinnalleY. enterocoliticaetsiytyy suolessa Peyerin laikkujen
eli ohutsuolen imusolmukkeiden ylapuolisten M-sefuj pinnalle. M-solut ovat

fagosytoivia suolen epiteelisoluja, joiden ensisgaa tehtavana on antigeenien esittely
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immuunipuolustuksen soluille. Mikrobit kayttavat 8#ujen fagosytoosia invaasioreitteiné
alla olevaan kudokseen. Bakteerit kolonisoivat Reykikkuja tehokkaasti ja jakautuvat
imukudoksessa. Imusuoniston valityksella baktelewniavat laheisiin imusolmukkeisiin.
Bakteerit voivat levitd myds siséelimiin, kuten reakn ja pernaan. (ks. yleiskatsaus
Bottone, 1997).

1.7Y.enterocolitica biotyypin 1A kliininen merkitys

Perinteisesti ei-patogeenisena on pidetty niitasipekantoja, joilla ei ole pYV-
virulenssiplasmidia soluissaan. Myds tunnettujen  omksomaalisten
virulenssimarkkereiden puuttumista tai toimimattatta kehon lampdtiloissa on pidetty
ei-patogeenisuuden todisteena. Liséksi tallaistamtdien laaja esiintyminen luonnossa ja
oireettomissa eldimissa on puhunut ei-patogeen&uuguolesta.Y. enterocolitica
biotyypin 1A kantoja on pidetty ihmisille harmittana edell& mainituista syista. Kuitenkin
monet epidemiologiset ja kokeelliset tutkimuksetaaat viitteitd niiden mahdollisesta

virulenssista (ks. yleiskatsaus Tennant ym., 2003).

Nykyaan osanY. enterocoliticabiotyypin 1A kannoista tiedetaan aiheuttavan janki
asteisen taudin ihmiselle. Biotyyppiin 1A liitettyj infektioiden oireet eivat juuri eroa
virulenssiplasmidia kantavien bakteerien aiheutstanoireista, vaikka ne ovatkin yleensa
lievemmat ja rajoittuvat ruoansulatuselimistooneigimmin esiintyvat oireet ovat ripuli ja
vatsakipu. Verenmyrkytysta esiintyy erittéin harvks. yleiskatsaus Tennant ym., 2003).
Biotyypin 1A infektiot ovat yleisid kaikissa ikarghissa ja erityisesti niitd esiintyy
vanhuksilla ja ihmisilla, jotka ovat yleisesti &t infektioille (Cimolai ym., 1994).
Infektiot voivat kestdéd viikoista jopa kuukausiia psiintya akuuttien infektioiden ja
taantumajaksojen syklisind vaihteluina (Ratnam ym®82). Biotyyppin 1A on havaittu
tutkimuksissa aiheuttaneen epidemioita (Greenwaddgoper, 1990; Ratnam ym., 1982).
Akuuttien infektioiden lisdksiY. enterocolitica biotyyppi 1A on yhdistetty myds
jalkitauteihin (Ebringer ym., 1982).

Epidemiologisissa tutkimuksissa on saatu ristigte@tietoaY. enterocoliticebiotyypin 1A
patogeenisuudesta. Erdissa tutkimuksissa huomatiasasairailta ihmisiltd eristetyista

Kliinisistéd yersiniakannoista on kuulunut. enterocolitican biotyyppiin 1A tai ei-
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patogeenisiin serotyyppeihin, ja ne eivat ole iltderet tyypillisia patogeenisuuden
merkkeind pidettyja ominaisuuksia (Burnens ym., 69Bisset ym., 1990; Noble ym.,
1987). Chilessa tehdyssa tapaus-verrokkitutkimides&s enterocoliticabiotyyppi 1A
liitettiin lasten ripulin oireisiin, mutta my6s @ettomilta lapsilta eristettiin patogeenisia
enterocoliticaserotyyppeja seka biotyypin 1A kantoja (Morris ymi991). Belgiassa
tehdyssa tutkimuksessa ei sen sijaan |0ydetty yitelyiotyypin 1A ja vatsaoireiden

esiintyvyyden valilla (van Noyen ym., 1980).

Y. enterocoliticabiotyypin 1A kannoilla ei ole pYV-virulenssiplasdia solussaan. Niilta
puuttuvat mydés monet kromosomaaliset virulensgidékiai ne ovat inaktivoituneita.
Invasiinia koodittavainv-geeni I0ytyy yleensa kaikilt¥. enterocoliticakannoilta, mutta
sen on havaittu olevan inaktiivinen ei-patogeelaiditannoilla (Pierson ja Falkow, 1990).
Joiltain Y. enterocoliticabiotyypin 1A kannoilta I0ytyy myosil- ja/tai myfA -geenit,
mutta niiden lasn&olon ei ole havaittu vaikuttayeantojen adhesioon, invasioon tai
potilaiden oireisiin ja siten niiden ajatellaan\aa inaktiivisia (Grant ym., 1998; Falcao
ym., 2006). Virulenssiin liitetyt toimivat tekijgotka virulenssiplasmidittomilta kannoilta
|6ytyvat, ovat solun pinnan lipopolysakkaridin Otgeeni, joka vaikuttaa muun muassa
seerumiresistenssiin (Wachter ja Brade, 1989), relqsali dismutaasi (SodA), joka auttaa
bakteeria selviamaan kudoksessa (Roggenkamp yr87)18eké ureaasi, joka suojaa
bakteeria vatsahappoja vastaan (de Koning-Ward ¢dbirR-Browne, 1995). Myos
toksiinigeeniyst6ytyy usein ei-patogeenisilta kannoilta, vaikkaerotoksiiniaktiivisuutta
havaitaan vain osalla kannoista (Grant ym., 198)lukokeissa on huomattu, et¥a
enterocolitica biotyypin 1A kannat tunkeutuvat soluihin vaikkakihuomattavasti
heikommin kuin kannat, joilla on virulenssiplasmifichiemann ja Davenish, 1982).
Sairailta ihmisilta eristettyjen biotyypin 1A kajgo on tutkimuksissa todettu invasoivan
Hep-2 (human pharygeal epithelial cells) ja CHOi{ebe hamster ovary cells) -soluja
tehokkaammin kuin oireettomilta ihmisilta eristgdty samaa biotyyppia olevien kantojen,
seka kolonisoivan hiiren ruoansulatuskanavaa pii&raioja (Grant ym., 1998). Toisissa
tutkimuksissa taas ei ole havaittu eroja elaimatédhmisista eristettyjen kantojen kyvyssa
invasoitua Hep2 -soluihin  (McNally ym., 2006). Bjgpin 1A kantojen
invaasiomekanismi nayttaisi olevan erilainen veéurzd patogeenisiin kantoihin (ks.
yleiskatsaus Tennant ym., 2003). Sairailta ihnéisgltistettyjerlY. enterocoliticabiotyypin
1A kantojen on tutkimuksissa havaittu elavan jagkuvan makrofagien sisalla pitempia

aikoja kuin oireettomilta ihmisiltd eristettyjen dbyypin 1A kantojen sekd pystyvan
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poistumaan soluista, luultavasti eksosytoosia mtisstan prosessin avulla (Grant ym.,
1999). Ihmisista eristetyY. enterocoliticabiotyypin 1A kannat ovat my0s geneettisesti
laheisemp&a sukua keskendan kuin ymparistostétgtisaman biotyypin kannat (Burnens
ym., 1996). Tulokset voisivat viitata mahdolliseemisille patogeeniseen alaryhm&#n
enterocolitica biotyypin 1A kantojen sisalla, vaikka tunnettujevirulenssigeenien
esiintyvyyttd biotyypin 1A kannoissa tutkittaessa ate ilmennyt eroja Kliinisten ja
ymparistosta eritettyjen kantojen valilla (BhagaMirdi, 2007). Koko genomin vertailuun
perustuvilla menetelmilla eroja ei ole havaittu mk@in oireita aiheuttavien ja
oireettomilta ihmisilta eristettyjen biotyypin 1Aaktojen valilla, mika voisi viitata isdannan
immuunipuolustuksen merkitykseen naiden kantojarditeiheuttamiskyvyssa (Howard
ym., 2006).

Tutkimuksissa sairailta ihmisiltd eristetyildd enterocoliticabiotyypin 1A kannoilta on
l0ytynyt sekvensseja, joita ymparistosta eristéiyiotyypin 1A kannoilta ei 16ydy. Naista
sekvensseistd on tunnistettu hyonteistoksiinia Kt@oden geenien (TC-geenien)
homologeja, tcbA, tcaC ja tccC, joita loytyy monilta hyonteisia infektoivilta
bakteerilajeilta, joista osa voi olla opportunigtigpatogeeneja myds ihmisille (Tennant
ym., 2005). MydsY. pestikannoilla on TC-geenien homologeja ja niiden owxelu
auttavan bakteeria elamaan vektorissaan kirpuggesanaatta sitd (Parkhill ym., 2001).
Tutkimuksissa Y. enterocolitica TC -mutantit ovat kolonisoineet hiiren
ruoansulatuskanavaa heikommin kuin luonnolli¥eenterocoliticabiotyypin 1A kannat.
TC-geenien koodittamat proteiinit saattavat siiskwdaa kannan virulenssiin hiirella,
mutta niiden tarkkaa roolia ei tiedetda. TC-geenasiintyvyys ihmisista eristetyilléy.
enterocolitica biotyypin 1A kannoilla on suurempi kuin muualtaisestyilla yersinia-
kannoilla, mutta kuitenkin vain noin kolmasosa kgsta kannoista kantoi TC-geeneja
(Tennant ym., 2005). Lisaksi TC-geenien transkoipton lampdotilasaadeltya ja
minimissaan kehon lampdétilassa. Tutkimuksid&aenterocoliticantoksiiniaktiivisuutta
hyonteisille on havaittu vain matalissa lampotsais(+10 °C) kasvatetulla kannoilla
(Bresolin ym., 2006).
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1.8Y. enterocolitican kaltaisten lajien kliininen merkitys

Kuten Y. enterocoliticabiotyyppi 1A, myo6s jotkinY. enterocoliticankaltaiset lajit on
yhdistetty vatsaoireisiin ja niitd on tutkimuksissaristetty sairaiden ihmisten
ulostenaytteistd (Loftus ym., 2002; Bisset ym., @9Kannoilta puuttuvat perinteiset
patogeenisuuden merkit, kuten pYV-virulenssiplasmiwiltakin Y. kristenseniija Y.
intermediakannoilta on 10ytynyt toksiinigeenigist homologi (Delor ym., 1990; Kwaga
ym., 1992). Ja vaikka kyseiset kannat eiystgeenin lasndolosta huolimatta tuottaneet
toksiinia, Ramamurthy ym. (1997) raportoivadtpositiivisestaY. intermediskannasta,
joka myos tuotti toksiinia. My6sY. bercovierkannoilta on tutkimuksissa havaittu
l0ytyvan enterotoksiiniaktiivisuutta (Sulakvelidze]1999) samoin kuin joiltain.
frederiksenij Y. aldovaesekaY. intermedia-kannoilta (Kapperud, 1982). Toisaalta myos
enterotoksiini-negatiiviset kannat on yhdistettifagsiin oireisiin ja ne ovat tutkimuksissa
osoittautuneet eldimille tautia aiheuttaviksi. Gnkiletettu ettd kyseisilla kannoilla olisi
muita patogeenisuuteen vaikuttavia tekijoidl-geenin esiintyvyyttd ei ole kuitenkaan
voitu yhdistaaY. enterocoliticankaltaisten kantojen aiheuttamiin oireisiin ja myias-
geenin merkitys on ristiriitainen, vaikkd. enterocoliticankaltaisilta kannoiltainv-
homologi kromosomista l6ytyykin (ks. yleiskatsausila&velidze, 2000). Kuitenkin
toksiinia tuottava, muttanv- ja ail -negatiivinenY. bercovierkanta on tutkimuksissa
osoittautunut invasoituvan 3-5 kertaa tehokkaammswiuihin kuin patogeeninen
virulenssiplasmidia kantavaY. enterocoliticekanta (Sulakvelidze, 2000). lImion
mekanismeja ei tunneta, mutta tiettyjen elimistbalkesolujen epaillaan liittyvan
tapahtumaan. Polymorfonukleaaristen (PMN) leukdssyt on tutkimuksissa havaittu
pystyvan kuljettamaan elavid yersiniabakteereitandtiekoisten solurakenteiden I&pi
(Rissmann ym., 1996) j4. enterocoliticarkaltaiseten lajien kannat saattaisivat kayttaa
samanlaista mekanismia. Samoin kwhn enterocoliticabiotyypin 1A kannat, myo0s
Kliiniset Y. kristensenikannat ovat tutkimuksissa paljastuneet olevan dw@Sin
laheisemp&a sukua kuin ymparistosta erist¥tykristensenikannat (Dolina ja Peduzzi,
1993).
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1.9 Yersinioiden esiintyminen Suomessa

1.9.1 Esiintyminen ymparistossa

Y. enterocoliticaatavataan endeemisena Suomessa, mutta sen tadsiBteymisesta
luonnossa ei tiedeta. Salaatti-, maa- ja vesingydteon eristetty seka patogeenisiin
enterocolitica biotyyppeihin kuuluvia kantoja etta ei-patogedanisiYersinialajeihin
kuuluvia kantoja (Niskanen ym., 2001). Tutkimukaigsyos villielaimista on eristetty ei-
patogeenisina pidettyjdersinialajeja jaY. enterocoliticabiotyypin 1A kantoja (Kemper
ym., 2006; Niskanen ym., 2001). Kuten muualla nmasisa, myds Suomessa patogeenisia
Y. enterocoliticebioserotyypin 4/0:3 kantojen aiheuttamia infekiodbn yhdistetty sikaan
ja sianlihatuotteisiin (Fredriksson-Ahomaa ym., 280 My0s raakaa sianlihaa tai sian
sisdelimia syoneista koirista ja kissoista on etigtsamoja patogeenisia enterocolitica
serotyyppeja kuin sioista (Fredriksson-Ahomaa y#00Q1b). Pastoroimattomasta maidosta
on Suomessa eristettyy. enterocolitica bakteereja, mutta ne ovat kuuluneet ei-
patogeeniseen biotyyppiin 1A (Hanninen ja RaevuadtB8l). Y. enterocolitican

esiintyvyyttd muissa elintarvikkeissa on tutkittudgnessa vahan.

1.9.2 Infektioiden esiintyvyys

Yersiniat ovat salmonellojen ja kampylobakteeriesilkgen yleisimpia kuumeisen
suolistoinfektion aiheuttavia bakteereita SuomeSsémonella tartunnoista tosin 80 % on
saatu ulkomailta samoin kuin yli puolet kampylolestitartunnoistaY. enterocolitican
esiintyvyys on ollut samaa suuruusluokkaa kotinesmistalmonellatartuntojen kanssayja
enterocoliticaavoidaankin pitaa yhtena tarkeimpana zoonoosinugif@na Suomess.
enterocoliticainfektiot ovat yleensd yksittdisia. Vuonna 1995 Italkunnalliseen
tartuntatautireksiteriin ilmoitettiin yhteensa 8%3 enterocoliticatapausta (www.ktl.fi).
Tapausten maara on sen jalkeen hieman vahentynjtenEpatogeenisien serotyyppien
aiheuttamiaY. enterocoliticaapauksia todetaan pienilla lapsilla (1-4 vuotta)kkakin
tapausmaarat ikaryhmassa ovat laskeneet. Vanhalgill 75 vuotta tayttaneet), joilla
my0s esiintyy runsaastyY. enterocoliticainfektioita, ovat tapaukset hiukan nousseet
(Huovinen ym., 2006)Y. enterocoliticanaiheuttamat epidemiat ovat Suomessa erittain

harvinaisia.Y. enterocoliticaserotyyppi O:3 aiheutti epidemian vuonna 1982ektibt
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yhdistettiin tyopaikkaruokalaan, mutta tartuntakittdl ei saatu selvitettya (Tuori ja
Valtonen, 1983). Viimeksi vuonna 2008 enterocoliticaserotyypi O:3 aiheutti myods
tyopaikkaruokailuun liitetyn epidemian. Tutkimuksishuolimatta epidemian valittdjana
toiminutta elintarviketta ei saatu selville (Hatak§m., 2004).

1.10 Laboratoriodiagnostiikka

1.10.1 Yersinian osoittaminen viljelylla kliinisis& naytteista

Yersiniabakteerit kasvavat useimmilla enterobakabestoilla, mutta jaavat hitaan
kasvuvauhtinsa takia usein muiden naytteessa olésjien alle +37 °C:ssa kasvatettaessa.
Yersinialajien valikoivaan ja erottelevaan eristamiseerdaan kayttad juuri siihen
tarkoitukseen kehitettya Cefsulodin-Irgasan-Novolrio-agaria (CIN-agar) (Schiemann,
1979), joka estdd useiden muiden bakteerilajiervuas Yersiniapesakkeet nakyvat
maljalla keskustastaan tummanpunaisiksi varjaytydei niin sanottuina
haransilmapesakkeina (bulls eye) seurauksena netinnfermentoinnista. Ennen CIN-
agarille viljelemista tai sen rinnalla kaytetadnrsygianaytteille myos kylmarikastusta
(esimerkiksi lihaliemessa +4 °C:issa 5-7 wvrk). Y pystyvat lisdantymaan
jaékaappilampdtilassa, jossa useat muut suolisigpahit eivdt menesty.
Kylmarikastuksen kayttd lisdaa yersiniabakteerienstémista, mutta voi suosia ei-
patogeenisina pidettyja kantoja (van Noyen ym.,01%®atnam ym., 1982; Noble ym.,
1987).

1.10.2 Yersinioiden lajimaaritys ja fenotyypitys

Yersinialajien erotus toisistaan tapahtuu perinteisestkdamiallisten testien avulla (ks.
yleiskatsaus Bottone, 1997) (Taulukko 3). Bakteeriennistaminen on tydlasta ja
tunnistukseen Kkliinisissa mikrobiologian laborabissa kaytetyt kaupalliset kitit, kuten
Vitek GNI Card (BioMerieux, Vitek, Inc., Hazelwoo#)O, USA), Micronaut E (Merlin,
Bornheim-Hersel, Saksa) seka API 20E ja APl Ra@dIBE (BioMerieux, Nurtingen,

Saksa), eivat tunnista ei-patogeenisina pidettygrsinialajeja ja liittdvat ne usein



Taulukko 3: Eri Yersinia lajien biokemialliset ominaisuudet*

LAJINOMAINEN REAKTIO'

TESTI Y. Y. Y. Y. Y. Y. Y. Y. Y. Y. Y.
enterocolitica pseudotuberculosis pestis  fredericksenii intermedia kristensenii mollaretii  bercovieri aldovae rhodei  ruckeri
Fermentaatio
Glukoosi + + + + + + + + + + +
Sakkaroosi + - - + + - + + - + -
Ramnoosi - + - + + - - - + - -
Raffinoosi - - - - + - - - - + v
Melibioosi - + v - + - - - - Y -
Sellobioosi + - - + + + + + - + -
Sorboosi \% - - + + + + _ } ET ET
obpc' + - - + + + + + + + +
VP?(+25°C) + - - + + - - - + - -
Indolin tuotto v - - + + v - - - - -
Ureaasin tuotto + + - + + + + + + + +
Liikkuvuus (+25°C) + + - + + + + + + + +

* Mukailtu yleiskatsaus Bottone 1997
t +, positiivinen; -, negatiivinen; v, vaihteleV&aT, ei tietoa;1,Ornitiinidekarboksylaasi; 2,Vogessskauer

T4
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Y. enterocoliticdajiin kuuluviksi (Linde ym., 1999; Neubauer ym1998). Hyvaksi
apukeinoksi patogeenisten yersinioiden erottamisaedispatogeenisista on havaittu
lajinomaisen pesékemorfologian tarkastelu CIN-digarimaljamikroskoopin avulla
(Hallanvuo ym., 2006). Patogeenisten ja ei-patogéEm kantojen erottamiseen toisistaan
kaytetaan lisaksi Kongopuna-magnesiumoksalaattgaria (CR-MOX -agar) (Riley ja
Toma, 1989). CR-MOX -agarin avulla pystytdén totaam pesakkeiden kalsiumista
riippuvainen kasvu +37 °C:ssa seka ominaisuus sikmago-punaa. Molempia
ominaisuuksia koodittavat geenit sijaitsevat pYMrulenssiplasmidissa, joka on vain
patogeenisillaY. enterocoliticakannoilla. Nykyaan myos erilaisia DNA:han peruséuv
menetelmia voidaan kayttad lajimaaritykseen. Ediiker Yersiniasuvun bakteereille
spesifista invasiini-geenialuettany) tunnistavaa aluketta on kaytetty erottamaan gesi
muista bakteereista (Robins-Browne ym., 1989). chtaent and invasion locus
geenialueeng(l) tunnistava aluke taas erottaa patogeensesinialajit ei-patogeenisista,
koska kyseinen geeni on lasna vain tautia aiheettakantojen kromosomissa (Miller ym.,
1989). Jos muilla keinoin bakteerien tunnistamirenonnistu tai halutaan varmistaa
lajinmé&arityksen tulos, kaytetddn apuvalineend russekvensointia. Lajinmaaritys
sekvensoinnilla  perustuu tiettyjen kaikissa baldssa  esiintyvien  geenien
nukleotidisekvenssien eroihin eri lajeilla. 16S rkieeni, joka koodittaa ribosomin 16S
alayksikdn RNA:ta, on yleisesti bakteerilajien tigtamiseen sekvensoimalla kaytetty
geeni. Kyseinen geeni on muuttunut hitaasti evodmutiikana ja se siis l0ytyy kaikilta
bakteerilajeilta. Sekvenssivertailut tehdaan suurelbS rRNA-geeni Kkirjastoon ja
menetelma on erittdin luotettava. Menetelmdn ongebm on, ettei se aina riita
erottelemaan hyvin laheistd sukua olevia lajejaistaan. Menetelmdéd on kaytetty myos

Yersiniatajien erottelemiseksi (Neubauer ym., 2000).

Biokemiallisesti bakteerin voidaan olettaa olevafi enterocolitica jos silla on
anaerogeeninen glukoosin ja tiettyjen muiden hiditaattien fermentaatio (Taulukko 3),
se tuottaa ureaasia, on liikkkuva +25 °C:ssa, mu@&i °C:ssa ja siltd puuttuvat oksidaasi-,
fenyylialaniinideaminaasi-, lysiinidekarboksylaaseka arginiinidinydrolaasiaktiivisuudet
(ks. yleiskatsaus Bottone, 1997). Biotyypitykseml Y. enterocoliticskannat voidaan
edelleen jakaa kuuteen biokemiallisesti eroavaahm@égan, jotka korreloivat myds
serotyyppien kanssa. Serotyypityksen ongelmana eit§ tarvitaan suuri valikoima

antiseerumeita, jotka ovat hankalia ja kallitarwestaa. Yleisesti kliinisissé laboratorioissa
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yersiniakannoilta tutkitaan vain serotyypit O:3,50:0:8, O:9 ja 0:27 mahdollisen

patogeenisuuden selvittamiseksi.

1.10.3 Pulssikenttageelielektroforeesi (PFGE) Yersioiden genotyypityksessa

1.10.3.1 Menetelman periaate

PFGE on agaroosigeelielektroforeesin variaatiokgoavulla voidaan erotella suuriakin
DNA-paloja. PFGE-menetelmassa kaytetddn harvaakkagyila restriktioentsyymeja,
joiden avulla bakteerin koko genomi voidaan katkoikokoisiksi palasiksi. Kun DNA-
paloja erotellaan pulssikentassa ne venyvét pitkekalkavat vaeltaa geelissa sahkdkentan
suuntaisesti. Ensimmainen sahkokenttéa kytketadars pmi seuraava kentta, joka on
suunnaltaan tietysséd kulmassa ensimmaiseen, alkdimoi Valissa DNA:n on muutettava
konformaatiota ja suuntaa voidakseen liikkua toisséihkokentdn suuntaisesti.
Suunnanmuutokseen kuluva aika on suoraan verrameolinolekyylin pituuteen, joten
suurilla molekyyleilla suunnan muutos kestaa kauemkuain pienemmilla. Kun vaihtuvat
kentat ovat samanlaisia pituuden ja volttien suilt&dNA kulkee geelissa suoraa linjaa,
joka on tehtyjen sdhkdkentdn suunnanmuutosten sunvieaetelmén avulla saadaan
suhteellisen helposti analysoitava profiili bakiedtoko genomista. PFGE:n erottelukyky
on hyvéa ja koneellistettu geelien analysointi jatagu tietokoneohjelmien avulla on
mahdollista. PFGE vaatii kuitenkin kehittyneen tiigton ja menetelma on suhteellisen

hidas suorittaa. Tulosten saamiseen kuluu useit@pa

1.10.3.2 Soveltuvuus Yersinioille

Y. enterocoliticarbio- ja serotyypit korreloivat hyvin keskendans@man bioserotyypin
kantoja on ldéhes mahdotonta erottaa toisistaarsiklas tyypitysmenetelmien avulla (ks.
yleiskatsaus Fredriksson-Ahomaa ym., 2006). PFGEetedmaad on kaytetty
karakterisoimaarY. enterocoliticekantoja tarkemmin ja se onkin osoittautunut hyvaks
epidemiologiseksi tyokaluksi. Eri lahteista ja euuolilta maailmaa eristetyt samaa
serotyyppia edustavat kannat erottuvat muista pgvetsta spesifisten PFGE-profiilien
perusteella (Buchrieser ym., 1994; Saken ym., 1Bubserotyypin 4/0:3 kantojen PFGE-
tyyppien samankaltaisuus on korkea ympéari maailtedyissa tutkimuksissa (Najdenski
ym., 1994; Saken ym., 1994; Iteman ym., 1996; Aspluym., 1998). Useita eri
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restriktioentsyymeja kaytettdessad saadaan kanmdéteera alatyyppeihin (Fredriksson-
Ahomaa ym., 1999). YleisimminY. enterocolitican tyypittamiseen kaytetty
restriktioentsyymi on olluNotl (Saken ym., 1994; Pilon ym., 2000; Thisted Lanzbga
Danielsson-Tham., 2005). Myds muita entsyymejaehkXba ja Spd, on kaytettyY.
enterocoliticakantojen tyypittdmiseen (Najdenski ym., 1994; fdieym., 2000).

Esimerkiksi sian nielurisoista eristettyjen sakisadm ja suomalaisten kantojen genotyypit
erosivat toisistaarNotl, Apa ja Xhd restriktioentsyymeilla tutkittaessa (Fredrisson-
Ahomaa ym., 2003).

PFGE erottele®'. enterocoliticarpatogeeniset serotyypit ja ei-patogeenisena pidgypit

ja lajit tehokkaasti toisistaan (Buchrieser ym.94p Vaikka patogeeniset serotyypit ovat
PFGE-tutkimuksissa varsin konservoituneita, voi @am serotyyppiin kuuluvillay.
enterocolitica biotyypin 1A kannoilla olla lukuisia eri PFGE-tygpja (Najdenski ym.,
1994).Y. enterocoliticarkaltaisia kantoja on tutkittu PFGE:n avulla vah@intkimuksissa
Y. enterocoliticarkaltaisten kantojen PFGE-tyypit ovat kuitenkireefl erilaisia verrattuna

Y. enterocoliticakantojen PFGE-tyyppeihin (Buchrieser ym., 1994).

1.10.4 Muita molekyyligeneettisia tyypitysmenetelnd

Monia muita DNA:han perustuvia molekyyligeneettisidenetelmia, kuten Amplified
Fragment Lenght Polymorfism (AFLP) -menetelm&d (\fos., 1995) on kaytettyy.
enterocolitica kantojen tyypittdAmiseen (Fearnley ym., 2005; Kudboghenbor ym.,
2006). AFLP-menetelmassa monistetaan selektiiviseskoko genomista
restriktioentsyymeilla pilkottuja kappaleita spesin alukkeiden ja
polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla. Menetelméttelee patogeeniset yersiniakannat
bio-ja serotyypin mukaan, ja biotyypin 1A kantojeeterogeenisuus on paljastunut myos
naissa tutkimuksissa (Kuehni-Boghenbor ym., 200Blyds Repetitive Extragenic
Palindrome (REP) seka Enterobacterial Repetitiveerggnic Consensus (ERIC) -
sekvensseihin perustuvia menetelmia on kaytettgigiakantojen tyypittamiseen. Myds
REP ja ERIC -menetelmissa kaytetadn PCR:ta ja altkkjotka tunnistavat toistuvan
sekvenssin bakteerien genomissa. Tutkimuksissa telend on Ioydetty ihmisesta ja
siasta eristetyist&. enterocoliticekannoista samanlaisia REP/ERIC-tyyppeja (Wojciech

ym., 2004) ja menetelmien on todettu ryhmittele\@atyypin 1A kantoja paremmin
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verrattuna PFGE-menetelmdan (Sachdeva ja Virdi,4R0Multiple Locus Variable
Number of Tandem Repeats (MLVA) -menetelma perusamoin tiettyjen toistuvien
sekvenssien esiintymiseen bakteerin DNA:ssa, mtiti uudella menetelmélla on
tutkimuksissa saatu parempi erottelukyKy enterocoliticabioserotyypin 4/0:3 kantoja

tyypitettaessa (Giercagki ym., 2007).
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Taman pro gradu tutkimuksen tavoitteena oli:

kartoittaa ihmisistda Suomessa eristettyjén enterocoliticabiotyypin 1A jaY.
enterocolitican kaltaisten kantojen geneettista monimuotoisuutta

pulssikenttageelielektroforeesin avulla

tutkia esiintyykd Y. enterocoliticabiotyypin 1A kannoilla jaY. enterocolitican
kaltaisten lajien kannoilla lampdkestoista entetsiinia koodittaviaystgeeneja

PCR:n ja DNA-sekvensoinnin avulla

tarkastella PFGE-tulosten, toksiinigeenien esiipjglen ja potilaiden oireiden

yhteyttéa toisiinsa.
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Bakteerikannat

Tutkimuksessa oli mukana yhteensa 105 Suomesgatisyersiniakantaa (Taulukko 4).
Kannat oli eristetty ihmisistd (n=98) ja elintarkéista (n=7). Ihmisista eristetyt kannat
jakautuivat seuraavastl. enterocoliticabiotyypi 1A (n=80), Y. bercovieri(n=7), Y.
frederiksenii(n=6), Y. mollaretii (n=3), Y. kristensenii(n=2), Y. intermedia(n=2) jay.
rohdei (n=1). Elintarvikkeista eristetyt kannat olivét enterocoliticabiotyyppi 1A (n=4),

Y. kristensenii(n=2)- jaY. bercovieri(n=1) -kantoja. lhmisista eristetyt kannat olivat
suomalaisten kliinisten mikrobiologian laboratoden ulostenaytteista eristamia
yersiniakantoja. Elintarvikekannat oli eristettylagdeista TavastLabissa (Hameenlinnan
seudun kansanterveystyon kuntayhtyman Ymparistélifgarvikelaboratorio) ja tutkimus
littyi Kouvolan terveysvalvonnan projektiin, jossaelvitettin yersiniabakteerien
esiintyvyyttd vanhainkodeissa tarjolla olleissa evdalaateissa ja raasteissa. Kyseisissa
vanhankodeissa oli todettu ripulinaytteidtéenterocoliticabiotyypin 1A kantoja. Kaikki
kannat olivat vuoden 2006 tammikuun ja toukokuumaléliseltd ajalta. Kylmarikastusta
oli kaytetty yhteensa 60 kannan eristyksessa jaasielyn avulla selektiiviselle CIN
agarille oli eristetty 45 kantaa. Neljd. enterocoliticabiotyypin 1A I0ydosta liittyi
tapauksiin, joissa potilailta oli 16ytynyt myoé. enterocoliticaO:3 (tutkimusnumero 6),
Salmonella entericgtutkimusnumero 29)Gtaphylococcus aureytutkimusnumero 51) ja
Campylobacter jejuni(tutkimusnumero 63) ja yksiY. frederiksenii |6ydos liittyi
tapaukseen jossa oli I0ytynyt my&Salmonella Typhimurium (tapausnumero 85).
Tutkimuksessa mukana oleville kannoille oli tehayirimaaritys biokemiallisten testien ja
pesakemorfologian avullaX. enterocoliticakannat oli biotyypitetty. Kantojen eristyksen
jalkeiset tutkimukset oli tehty Kansanterveyslagek suolistobakteerilaboratoriossa.
Kontrollikantoina kaytettiinSalmonella8Braenderup RHS 6098 kantaa (kappale 3.2.3) ja
enterocoliticaO:3 FE80704 kantaa (kappale 3.3.2). Kannat olb#gimaitoputkiin -70

°C:een pakastimeen.



Taulukko 4: Tutkimuksen kannat

tutk. laji kanta- naytteen eristetty] tutk. laji kanta- naytteen eristetty tutk.laji kanta- naytteen eristetty

nro. nro. ottopvm. nro. nro. ottopvm. nro. nro. ottopvm.

1 Y. enterocolitica 80044 5.1.2006 ihminen 36 Y. enterocolitica 80418 10.2.2006 ihminen 71* Y. enterocolitica 81004 4.4.2006 ihminen

2 Y. enterocolitica 80045 9.1.2006 ihminen 37* Y. enterocolitica 80429 12.2.2006 ihminen 72 Y. enterocolitica 81005 10.4.2006 ihminen

3* Y. enterocolitica 80053 2.1.2006 ihminen 38* Y. enterocolitica 80430 12.2.2006 ihminen 73* Y. enterocolitica 81006 1.4.2006 ihminen

4* Y. enterocolitica 80079 3.1.2006 ihminen 39 Y. enterocolitica 80444 21.2.2006 ihminen 74* Y. enterocolitica 81007 31.3.2006 ihminen

5% Y. enterocolitica 80082 5.1.2006 ihminen 40 Y. enterocolitica 80447 20.2.2006 ihminen 75* Y. enterocolitica 80987 1.4.2006 ihminen

6* Y. enterocolitica 80088 5.1.2006 ihminen 41 Y. enterocolitica 80446 20.2.2006 ihminen 76 Y. enterocolitica 81009 6.4.2006 ihminen

7* Y. enterocolitica 80055 3.1.2006 ihminen 42 Y. enterocolitica 80468 20.2.2006 ihminen 77* Y. enterocolitica 81473 28.4.2006 elintarvike
8* Y. enterocolitica 80054 3.1.2006 ihminen 43* Y. enterocolitica 80469 17.2.2006 ihminen 78 Y. enterocolitica 81490 4.5.2006 elintarvike
o* Y. enterocolitica 80138 2.1.2006 ihminen 44* Y. enterocolitica 80470 16.2.2006 ihminen 79 Y. enterocolitica 81491 4.5.2006 elintarvike
10 Y. enterocolitica 80140 3.1.2006 ihminen 45 Y. enterocolitica 80533 27.2.2006 ihminen 80 Y. enterocolitica 81494 4.5.2006 elintarvike
11 Y. enterocolitica 80150 16.1.2006 ihminen 46* Y. enterocolitica 80556 22.3.2006 ihminen 81* Y. bercovieri 80153 11.1.2006 ihminen

12* Y. enterocolitica 80152 12.1.2006 ihminen 47* Y. enterocolitica 80588 22.2.2006 ihminen 82* Y. intermedia 80200 12.1.2006 ihminen

13 Y. enterocolitica 80175 17.1.2006 ihminen 48* Y. enterocolitica 80647 27.2.2006 ihminen 83* Y. frederiksenii 80151 5.1.2006 ihminen

14 Y. enterocolitica 80178 19.1.2006 ihminen 49 Y. enterocolitica 80648 10.3.2006 ihminen 84 Y. intermedia 80253 22.1.2006 ihminen

15 Y. enterocolitica 80183 19.1.2006 ihminen 50 Y. enterocolitica 80646 7.3.2006 ihminen 85* Y. frederiksenii 80258 13.1.2006 ihminen

16* Y. enterocolitica 80202 17.1.2006 ihminen 51* Y. enterocolitica 80728 6.3.2006 ihminen 86* Y. mollaretii 80304 25.1.2006 ihminen

17~* Y. enterocolitica 80216 19.1.2006 ihminen 52* Y. enterocolitica 80729 7.3.2006 ihmine 87* Y. kristensenii 80334 30.1.2006 ihminen

18 Y. enterocolitica 80217 25.1.2006 ihminen 53* Y. enterocolitica 80727 6.3.2006 ihmine 88* Y. bercovieri 80392 3.2.2006 ihminen

19* Y. enterocolitica 80255 18.1.2006 ihminen 54 Y. enterocolitica 80757 14.3.2006 ihminen 89 Y. frederiksenii 80477 20.2.2006 ihminen

20 Y. enterocolitica 80257 24.1.2006 ihminen 55* Y. enterocolitica 80766 14.3.2006 ihminen 90* Y. intermedia 80517 13.2.2006 ihminen

21 Y. enterocolitica 80259 24.1.2006 ihminen 56 Y. enterocolitica 80775 20.3.2006 ihminen 91 Y. mollaretii 80518 21.2.2006 ihminen

22 Y. enterocolitica 80260 24.1.2006 ihminen 57* Y. enterocolitica 80791 15.3.2006 ihminen 92* Y. bercovieri 80555 22.2.2006 ihminen

23* Y. enterocolitica 80261 21.1.2006 ihminen 58* Y. enterocolitica 80792 15.3.2006 ihminen 93* Y. bercovieri 80587 21.2.2006 ihminen

24* Y. enterocolitica 80287 20.1.2006 ihminem 59 Y. enterocolitica 80800 21.3.2006 ihminen 94 Y. bercovieri 80940 31.3.2006 ihminen

25* Y. enterocolitica 80328 27.1.2006 ihminen 60* Y. enterocolitica 80819 20.3.2006 ihminen 95* Y. frederiksenii 80758 9.3.2006 ihminen

26* Y. enterocolitica 80367 30.1.2006 ihminen 61* Y. enterocolitica 80837 21.3.2006 ihminen 96* Y. bercovieri 80989 29.3.2006 ihminen

27 Y. enterocolitica 80313 1.2.2006 ihminen 62 Y. enterocolitica 80890 27.3.2006 ihminen 97* Y. bercovieri 80870 16.3.2006 ihminen

28 Y. enterocolitica 80303 3.2.2006 ihminen 63* Y. enterocolitica 80891 20.3.2006 ihminen 98* Y. rohdei 80667 6.3.2006 ihminen

29 Y. enterocolitica 80355 7.2.2006 ihminen 64* Y. enterocolitica 80931 22.3.2006 ihminen 99* Y. frederiksenii 80860 20.3.2006 ihminen

30* Y. enterocolitica 80377 6.2.2006 ihminen 65* Y. enterocolitica 80936 28.3.2006 ihminen 100*Y. kristensenii 80982 24.3.2006 ihminen

31 Y. enterocolitica 80335 1.2.2006 ihminen 66* Y. enterocolitica 80937 28.3.2004 ihminen 101*Y. frederiksenii 80988 3.4.2006 ihminen

32 Y. enterocolitica 80384 13.2.2006 ihminen 67* Y. enterocolitica 80938 26.3.2006 ihminen 102*Y. intermedia 80939 27.3.2006 ihminen

33 Y. enterocolitica 80385 13.2.2006 ihminen 68 Y. enterocolitica 80950 2.4.2006 ihmine 103 Y. kristensenii 81334 20.4.2006 elintarvike
34 Y. enterocolitica 80420 15.2.2006 ihminen 69* Y. enterocolitica 80960 28.3.2006 ihmine§ 104 Y. kristensenii 81492 4.5.2006 elintarvike
35 Y. enterocolitica 80419 15.2.2006 ihminen 70 Y. enterocolitica 80961 3.4.2006 ihmine 105 Y. bercovieri 81493 4.5.2006 elintarvike

Kaikki Y. enterocoliticskannat kuuluivat biotyyppiin 1A. * rikastuksen dlaueristetyt kannat. Tummennetulla kannat joilanen |6ydds; 6Y. enterocoliticeD:3, 29:

Salmonella enterica51:S.aureus63: C. jejuni 85:S Typhimurium

A
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3.2 PFGE

3.2.1 DNA:n eristaminen

Bakteerikantojen DNA eristettiin  PFGE-tutkimustartem seuraavan ohjeen mukaan.
Yhden vuorokauden +30 °C:ssa R1l-agarilla (Liite) svameista tutkittavista
puhdasviljelmista otettiin CBS-putkeen (Liite) be#timassaa sen verran etta fotometrin
(Gene-Trak Systems, Hopkinton, MA, USA) lukema@@B8-0,39 A aallonpituudella 480
nm. Putkista pipetoitiin taman jalkeen 4Q0 suspensiota 1,5 ml eppendorf-putkeen ja
lisattiin 25 ul lysotsyymia (19 mg/ml) (Roche Diagnostics GmbHarviheim, Saksa).
Eppendorf-putket sekoitettiin ja inkuboitiin +37 :3Sa noin 15 minuuttia. Taman jalkeen
putket siirrettiin +50 °C:een lampodhauteeseen jaimipipetoitiin 400ul 1 % agaroosia
(SeaKem Gold Agarose, Cambrex Bio Science Rocklared, Rockland, ME, USA) ja 13
ul proteinaasi K:ta (15,3 mg/ml) (Roche DiagnostésibH, Mannheim, Saksa). Putket
sekoitettiin hyvin ja pipetoitiin pestyihin ja kuirr muotteihin, jotka olivat lasilevylla jaan
paalla. Seoksen jahmetyttya muotteihin palasetetiin spaattelin avulla putkiin, joissa
oli 3 ml lyysis-puskuria (Liite) ja 19,7l proteinaasi K:ta. Paloja inkuboitiin +54 °C:een
ravistelevassa vesihauteessa kaksi tuntia, jorlkegé ne pestiin kaksi kertaa 20-25 ml
steriililla vedella ja kolme kertaa steriililla TRdskurilla (Liite) +50 °C:een lampdtilassa
ravistelevassa vesihauteessa, noin 15 minuuttigpesun. Lopuksi geelin palat siirrettiin

sdilytysputkiin, jossa oli steriilid TE-puskuria.

3.2.2 DNA:n pilkkominen restriktioentsyymilla

Digestiopuskuri 3 (New England BioLabs, Inc. IpsiwidMA, USA) laimennettiin 1:10
steriilin veteen. Eppendorf-putkeen pipetoitiin0LQl puskuria ja liséttin noin 1 mm
levyinen geelin palasta leikattu siivu. Naiden gj@én annettiin tasapainottua puskurissa 30
minuuttia, jonka jalkeen puskuri vaihdettiin jadigin 0,8 ul Notl-restriktioentsyymia
(New England BiolLabs, Inc., Ipswich, MA, USA). Pistksekoitettiin varovasti ja
inkuboitiin +37 °C:ssa yon yli. Menetelman testasahsi kakslY. enterocoliticebiotyypin

1A kantaa tutkittin tutkimusten aluksi myoXba restriktioentsyymilla (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Saksa).
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3.2.3 Geelielektroforeesi

Seuraavana paivana PFGE-ajoa varten valmistetifdl-agaroosigeeli (SeaKem® Gold,
Cambrex Bio Science Rockland, Inc., Rockland, MBAY 0,5 x TBE-puskuriin (Liite).
Sula agaroosi tasapainotettiin +50 °C:ssa lampd&sap Geelinvalukaukalo koottiin ja
pyyhittiin steriililla vedella. Geelistad leikattuingu, joka siséltama DNA oli pilkottu
restriktioentsyymin avulla, nostettiin spaattelvuia kamman paalle ja annettiin kuivua
noin 5 minuuttia. Taméan jalkeen paalle pipetoitiippa tasapainotettua ajogeelia, ettei
siivu paassyt likkumaan valun aikana. Tipan jahytigé kampa asetettiin kaukaloon
paikalleen ja geeli valettin. Kun geeli oli jahratyt, kampa irrotettiin varovasti ja
kamman Kkuopat taytettin agaroosigeelilla. Molekysinostandardina kaytettiinS.
Braenderup RHS 6098 kantaa, joka digestoKima-restriktioentsyymilla mutta kasiteltiin
muuten samoin kuin tutkittavat kannat. PFGE-ajt@ageen valmistettin 2 | 0,5 x TBE-
puskuria, jonka annettin jadhtya +14 °C.een. Jdtymg agaroosigeeli asetettiin
ajolaitteeseen ja annettiin tasaantua noin 30 ntilgyyonka jalkeen ajo laitettiin paalle.
Ajon pulssiaika oli 1-8 s, jannite 6,0 V/cm ja al@ 20 h. Kun ajo oli valmis, geelia
varjattin 45 minuutin ajan 0,5 x TBE-puskurissahgn oli lisatty etidiumbromidia
(konsentraatio noin 0,5 mg/ml). Taman jalkeen gg®éstin MQ-vedella noin 30
minuuttia. Geeli kuvattiin varjaamisen jalkeen kotzmislaitteella UV-valossa (Alpha

Innotech Corporation, San Leandro, CA, USA).

3.2.4 Geelien analysointi

PFGE-geelien kuvat analysoitiin tietokoneella Bioerics-ohjelmalla (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgia). Ohjelmaan luotiin diednta, johon geelikuvat tallennettiin.
Jokaisen tutkittavan kannan erikokoisten DNA-palojmuodostama kuvio, eli profiili

tarkastettin  silmamaaraisesti ja linjattin  kokastlardin  avulla.  Geneettista
samankaltaisuutta tutkittin DICE-kertoimen avuljaka vertaa kantojen PFGE-profiilien
DNA-palojen yhtenevaisyyksia ja eroja toisiinsaldggneettinen puu tehtiin etaisyyksiin

perustuvan unweighted pair-group (UPGMA) -metodialia.
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3.3yst-geenien osoittaminen

Kaikkiaan 70/98 ihmisista eristettyd kantaa tuiikittyst-geenin osoittamiseksi PCR-
menetelmélla. Kannat otettin  mukaan muutamaa muikla lukuun ottamatta
aikajarjestyksessa alkaen vuoden 2006 alusta. Muk#nb8Y. enterocoliticabiotyypin
1A kantaa ja 12Y. enterocoliticankaltaista kantaaY. enterocoliticankaltaiset kannat
olivat: Y. bercovierin=4),Y. frederikseni{n=3),Y. intermedign=3),Y. kristenseni{n=1)

ja’Y. mollaretii(n=1).

3.3.1 DNA:n eristdminen

Tutkittavilta bakteerikannoilta eristettin DNA:f@histed Lambertz ja Danielsson-Tham,
(2005) mukaan kasvattamalla pesakkeita yon yli &sig-Conrad -agarilla (Liite) +30
°C:ssa ja poimimalla 5-10 peséaketta eppendorfputiessa oli 9Qul steriilia vettd ja 10
ul 0,8 M natriumhydroksidia. Putkia inkuboitiin 10imauttia +70-75 °C:ssa, jonka jalkeen
lisattiin 24l 0,8 M suolahappoa ja 24 1,0 M Tris-puskuria (pH 8,3). Putket sekoitettiin
hyvin ja sentrifuugattin 1 minuutti 14 000 x g. BM sisadltava kerros pipetoitiin
puhtaaseen  eppendorf-putkeen. DNA:n  pitoisuus  tmitat Nanodrop-1000
spektrofotometrilla (NanoDrop Technologies, Inc. IMihgton, DE, USA) eristyksen
onnistumisen varmistamiseksi ja konsentraation itéériseksi. Eristetyt DNA:t
sdilytettiin -20 °C:ssa.

3.3.2 Monistus PCR:lla

Alukkeet suunniteltin PCR-menetelmaa vartstgeenialueen nukleiinihapposekvenssin
mukaan siten, ettéd ne tunnistaisiyatB:n lisaksi myodsystA ja ykst geenien sekvenssit.
Sekvensointia varten alukkeet suunniteltiin tartiam myos mahdollisimman l&helle
geenin alkua ja loppua. Monistuvan alueen pituus@h 200 emasparia. Alukkeet olivat
seuraavat; Yst-F: TGAAAAAGATARTTTTKGYTCT, Yst-R:
CTAGCARCCMGCACASGC (R=A/G, K=G/T, Y=C/T, M=A/C, S¥G) ja ne tilattiin
Oligomer Oy:lta (Helsinki, Suomi). PCR-reaktio témtl x PCR-puskurissa, 2@l
reaktiotilavuudessa. Reaktion nukleotidikonsenioa@Einnzymes, Espoo) oli 250M,

alukekonsentraatiot 0,5uM ja DNA polymeraasia (DyNAzyme™, Finnzymes,
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Espoo)kaytettiin 0,4 U. Betaiinin (Sigma, Saint iuMl, USA) kayttbkonsentraatio
reaktioseoksessa oli 1 M ja sen tarkoituksena alid& alukkeiden epéaspesifista
pariutumista. Templaattipitoisuudet vaihtelivat 208 ng{l. PCR-reaktiot suoritettiin
Peltier Thermal Cycler PTC 200 (MJ Research, M@Jtham, MA, USA) PCR-laitteella.
Ajo-olosuhteet olivat +94 °C 1 minuutti, +45 °C 2inmuttia ja +72 °C 2 minuuttia
yhteensa 30 syklid, jonka jalkeen +72 °C 10 minau®ositiivisena kontrollina kaytettiin
Y. enterocolitica0:3 FEB0704 kantaa. Naytteet sail6ttiin ajon jatkgadkaappiin (+4 °C)

odottamaan agaroosigeelielektroforeesia.

3.3.3 Agaroosigeelielektroforeesi

Agaroosigeelielekroforeesissa kaytettiin ajopusiard,5 x TBE:td ja 1 % agaroosigelia
(SeaKem® ME agarose, Cambrex Bio Science Rockl&utkland, ME USA), jota
valmistettiin 200 ml per geeli 0,5 x TBE:hen. PGRiteesta pipetoitiin @l:n nayte johon
lisattiin 1,5ul 6 x naytepuskuria (Fermentas, Vilna, Liettua). |&kyylipainostandardina
oli Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus (FermentéB)a, Liettua), jota pipetoitiin
kaivoon 6pl. Naytteet ajettiin sisdan geeliin noin 5 minuattioo V, jonka jalkeen jannite
nostettiin 120 V ja ajoa jatkettiin viela noin tunrverran. Virtaldhteena toimi Pharmasia
LKB GPS 200/400 (Biotechnology AB, Uppsala, Ruoijsi)ajolaitteena Horizon 11.14
GIBGO BRL (Life technologies, Inc. Gaitherburg, MMJSA). Geelin ajauduttua se
varjattiin 0,5 pg/ml etidiumbromidiliuoksessa noin 20 minuuttia hauhdeltiin vedessa

noin 5 minuuttia. Geeli kuvattiin UV-valossa.

3.4yst-geenien sekvensointi

Yhteensa 3¥stpositiivista PCR-naytetta tutkittiin edelleen sekgoimalla. Naytteista 30

oli Y. enterocoliticabiotyypin 1A kliinisia kantoja ja kaksi. bercovierkantoja.

ystgeenin PCR-reaktiotuotteet konsentroitiin ja pshettiin alukkeista seka ylimaaraisista
nukleotideista Montage™ PCR Centrifugal Filter ®# (Millipore Corporation,

Billerica, MA, USA) kitilla. Menetelma perustuu négen suodattamiseen membraanin
lapi ja halutun DNA:n kerdaédmiseen membraanista @i#tiuna. Taman jalkeen

suoritettiin  syklinen sekvensointireaktio ABi Pri@nDigDye terminator v1.1 -kittia
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(Applied Biosystems, Warrington, Iso-Britannia) k&gn. Alukkeina kaytettin samoja
oligonukleotideja kuin toksiinigeeni PCR-tutkimuksa (ks. edelld), mutta laimennettuna
1:10 ja vain yhtd aluketta per reaktio. Reaktio tilkh1l x DigDye-puskuriin
kokonaistilavuuteen 10ul. DigDye terminator ReadyReaction Mix -entsyymisgo
kaytettiinl pl, alukekonsentraatio oli 350 nM jang@aattina oli 1ul puhdistettua PCR-
reaktiotuotetta. Syklinen sekvensointireaktio tiehleltier Thermal Cycler PTC 200 PCR-
laitteella. Ohjelma oli +96 °C 2 minuulttia, jonkalkeen +96 °C 10 sekuntia, +50 °C 5
sekuntia ja +60 °C 4 minuuttia yhteensd 25 sykliaman jalkeen sekvensointireaktio
saostettiin pipetoimalla PCR-putkeemi23 M natriumasetaattia ja 50 96 % etanolia ja
inkuboimalla putkia huoneenlammaossa 15 minuuttigkét fuugattiin 5 minuuttia 13 000
X g jonka jalkeen supernatantti pipetoitiin poisll€tti pestiin 25Qul:lla 70 % etanolia ja
sentrifugoitiin uudestaan 5 minuuttia 13 000 x gp&natantti pipetoitiin pois ja pelletti
kuivattin +90 °C lampoblokissa yksi minuutti koiklauki. Sekvensointiajoa varten
pelletin paalle lisattin 2Qu Hi-Di-formamidi liuosta (Applied Biosystems, FestCity,
CA, USA), johon pelletti liuotettin sekoittaen jseos siirrettiin sekvensointiputkeen.
Sekvensointi suoritettiin ABI Prism 310 Genetic Avzer-laitteella (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Sekvenssit tarkastettiinkaiuBioEdit (Hall, 1999) ohjelmalla,
jonka jalkeen ne rinnastettin BioNumerics-ohjellmal Sekvensseja verrattiin
Yhdysvaltojen biotekniikan informaatiokeskuksen N@B (National Center for
Biotechnology Information) genomitietokannasta hakin Y. enterocolitican yst

toksiinigeenien sekvensseihin (http://www.ncbi.gdév pvm).

3.5 Potilaskyselyt

Yersinia-tutkimuksen aikana kaikille yersiniainfekt sairastaneille seké verrokkiryhmaélle
tehtiin  tapaus-verrokkitutkimus KTL:n infektioepitéologian osastolla. Potilaille

lahetettiin kyselykaavake, jossa tiedusteltin muunassa infektion aiheuttamia oireita.
Potilaita pyydettiin vastaamaan kylla, ei tai eittia jokaisen kysytyn oireen osalta. Olen
tassa tutkimuksessani kayttanyt tietoja potilaidatsakivun, ripulin, oksentelun, kuumeen
ja verisen ulosteen osalta. Kyselytutkimukseenarastiden oiretietoja verrattiin taman

tutkimuksen mikrobiologisiin tuloksiin.
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4 TULOKSET

4.1 PFGE tulokset

4.1.1 Restriktioentsyymin valinta

Ennen PFGE-tyypitysten aloittamista testattidoti ja Xbad restriktioentsyymien
soveltuvuutta tutkimukseM. enterocoliticabiotyypin 1A kantojen profilointiin kyseisella
menetelmallda. Kaksi kantaa tyypitettiin molemmalatsyymeilla samoilla ajo-olosuhteilla.
Testin tuloksista ilmenNotl restriktioentsyymin hiukan parempi erottelukyktettaessa

huomioon syntyneiden profiilien selkeys ja analieaius.

4.1.2Y. enterocolitica biotyypin 1A PFGE-tyypit

Kaikki tutkimuksen 80y. enterocoliticabiotyypin 1A kantaa tutkittin PFGE:n avuliot
restriktioentsyymia kayttaen. Kannoista nelja aiistetty erilaisista salaateista ja loput
olivat ihmisten ulostenaytteista eristettyja kigidi kantoja. Kaksi ihmisista eristetysta
kannoista ei tyypittynyt ilmeisesti DNaasin vaikksesta. PFGE-ajojen tuloksista ilmeni
Y. enterocoliticabiotyypin 1A kantojen suuri geneettinen monimustois (Kuva 3).
Yhteensd ilmeni 62 eri PFGE-tyyppia. Nelja erikatai samankaltaisten profiilien

muodostamaa ryhmaa tai paria oli havaittavissa 8&jv

Suurin samanlaisten PFGE-profiilien muodostama g&hmostui 11 kannan profiilista,
jotka olivat lahes 95 % samankaltaisia (Kuva 3, Kannat olivat ihmisten ulosteista
eristettyja kantoja. Helsingissa tai Vantaalla elistetty kuusi kantaa, Oulussa tai
Kempeleella kolme kantaa ja loput kaksi muuallarBessa. Potilaat olivat kolmea yli 70 -
vuotiasta lukuun ottamatta 24-60 -vuotiaita. Kasteoikuusi oli eristetty tammikuun
aikana ja loput viisi helmi-maaliskuun aikana. Teyinsamanlaisten profiilien ryhma
koostui neljasta kliinisesta kannasta, joiden pioblivat yli 95 % samanlaisia (Kuva 3,
I1). Kannoista kolme oli eristetty Helsingissa j&sy Espoossa. Potilaat olivat 51-61-
vuotiaita lukuun ottamatta yhté yli 80 -vuotiasta.
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Y. ent_IA
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A

Vantaa
Vantaa
Helsinki
Kempele
Kotka
Helsinki
Kempele
Oulu
Helsinki
Kuhmoinen
Vantaa

FE80053
FE80961

Y. ent_1A
Y. ent_1A

ROykka
Hollola

FEB0447
FE80646
FE80937
FE81004

Y. ent_IA
Y. ent_1A
Y. ent_1A

ESpoo

Helsinki
Helsinki
Helsinki

e AR

FEB0950
FE80429
FE80150
FE80588
FE80045
FE80261
FE80152
FE80837
FE80469
FE80800

Porvoo
Helsinki
Kokkola
Kajaani
Mikkeli
Loviisa
Helsinki
Suolahti
Helsinki
Tampere

FE80444
FE80446

Lahela
Turku

T

Wﬁmm

(|
§) R BN
xéﬁg 882 g g8 £ g8¢
a3RE I 588 § R B 8RN

FE80257
FE80728
FE80648
FE80792
FE80890
FE80775
FE80044
FE80384
FE80140
FE80328.
FE80255
FE80088
FE80313
FE80729
FE80419
FE80533
FE80259
FE80420
FE80385
FE80766
FE80931
FE80727
FE80178
FE80355
FE80987
FE80079
FE80054
FE80960
FE80938
FE81473
FE80175
FE80757
FE81490
FE81007
FE81491

Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A
Y. ent_1A

Oulu
Anjalankoski
Lohja
Helsinki
Kuusamo
Helsinki
Helsinki
Keih&rinkoski
Nirala
Jokirinne
Kouvola
Helsinki
Kalajoki
Sippola
Kauttua
Helsinki
Kokkola
Savonlinna
Helsinki
Helsinki
Oulu
Anjalankoski
Kemi
Tammisaari
Korpilahti
Kajaani
Helsinki
Heinola
Vantaa
elintarvike
Helsinki
Kajaani
elintarvike
Vantaa
elintarvike

RHS6098S. Braenderupmarkkeri
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Kuva 3: Y. enterocoliticabiotyypi 1A kantojen PFGE-profiilien vertailu (BMumerics, DICE korrelaatio).

Kuvasta ilmenee kantojen PFGE-tyyppien heterogeenimonne sekd samanlaisten PFGE-tyyppien
muodostamat ryhmat (I ja 1) ja parit (lllja 1V).ikealla potilaiden kotikunta/elintarvikeperaisyydinna

molekyylipainostandardina kaytet8/Braenderup RHS 6098 kokojakauma.
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Kannat oli eristetty helmikuun lopun ja huhtikuulura vélisend aikana. Naiden lisaksi
ilmeni kaksi kahden identtisen PFGE-profiilin mustiomaa paria (Kuva 3, 1l ja IV).
Toisen parin kannat oli eristetty Helsingissa jarifeleella tammikuun aikana ja toisen

Tuusulassa ja Turussa helmikuun loppupuolella.

Salaateista eristety. enterocoliticabiotyypin 1A kannat olivat kaikki PFGE-profiililean
erilaisia (Kuva 3). Kantojen profiilit erosivat Biumerics-ohjelmalla analysoituna myos
Kliinisten kantojen profiileista eivatkd ne liittgget samankaltaisten profiilien
muodostamiin ryhmiin. Ne eivat myodskaan olleet kesiarin samanlaisempia keskenaan

kuin kliiniset kannat.

4.1.3Y. enterocolitican kaltaisten kantojen PFGE-tyypit

Kaikki 25 Y. enterocoliticarkaltaista kantaa tutkittin PFGE:n avulla. Inmidigristetyista
Y. bercovierikannoista 1/8 jaY. frederikseniikannoista 2/6 ei tyypittynyt kaytetylla
menetelmalld luultavasti DNaasin vaikutuksesta. Sg@man kaikki muut 19 ihmisista

eristettyd kantaa ja kaikki kolme elintarvikekantagpittyivat.

Y. enterocoliticarkaltaisten kantojen PFGE-profiilit olivat keskenda® % samanlaisia
(Kuva 4). Taysin identtisia PFGE-profileja ei ilmeyt, mutta jonkin asteista
ryhmittymista eri lajien mukaan oli havaittavissé. bercovierkantojen PFGE-tyypit
erottuivat silmamaaraisesti muiden lajien profétai ja olivat yli 75 % samanlaisia
keskenaén, lukuun ottamatta yMabercovierikantaa, joka ryhmittyi tutkimuksen ainoan
Y. rohdeikannan kanssa. Tutkimuksessa mukana ollut eliktegista eristetty Y.
bercovierikanta ryhmittyi muiden saman lajin edustajien jootn. Elintarvikkeista
eristettyjenY. kristensenikantojen PFGE-profiilit ryhmittyivatY. intermedigkantojen
kanssa samoin kuin toisen kliiniseh kristensenikannan PFGE-profiili. Molempien
tutkimuksessa mukana olleidéh mollaretitkantojen PFGE-profiilit olivat lahes 75 %
samanlaisia. Y. frederiksenii kannat ryhmittyivat vierekkain, mutta keskinainen

samankaltaisuus jai alle 50 %.
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Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]  PFGE_Notl

40 60 80 lpO

I HHHHHHHHHHHH FEB0939  V.intermedia  Vantaa

| [T \ FE81492  Y.kristensenii  elintarvike
R \ \ \ I FE80517 Y.intermedia Himanka
|| RN ‘ FE81334  Y.kristensenii  elintarvike
[l FUT T I T T FE80304 Y.mollaretii Kajaani
[] FIF L | FE80518  Y.mollaretii Martinniemi
FLID I TN T FE80200 Y.intermedia Reisjarvi
[T I T LIl FE8B0253  Y.intermedia  Ruukki
[ P TI1 THEI] |] FE80334  Y.kristensenii  Hyrynsalmi
| RN FE80555  Y.bercovieri Helsinki
W L HE IRy FE80667  Y.rohdei ~ Heinola
L1 PITHIHEL ) | f) | FEBOS87 - Y.bercovieri  Oulu
\ [PV || FE80940  Y.bercovieri Espoo
[ TP || FE80989  Y.bercovieri Kontio
| RN R FE80153  Y.bercovieri Helsinki
| T T T FE81493  Y.bercovieri elintarvike
ﬂ: | H M LI [ | FE8B0870  Y.bercovieri Oulu
— 1
—

| [ 11| | FEB0988 Y.frederiksenii Viitasaari
[l H I LIl FE80258  Y.frederiksenii Oulu
T P T FE80477. Y.frederiksenii Helsinki
[ I [ ]]1l]]l] FE80758 Y.frederiksenii Helsinki
FEB0982  Y.kristensenii Kemi
RHS6098 S. Braenderup markkeri

Kuva 4: Y. enterocoliticarkaltaisten kantojen PFGE-profiilien vertailu (Bioherics, DICE korrelaatio).
Kuvasta ilmenee jonkin asteista ryhmittymista ajieln mukaan. Oikealla potilaiden kotikunta/
elintarvikeperaisyys. Alinna molekyylipainostandaalkéaytettyS. Braenderup RHS 6098 kokojakauma.

4.2 yst-geenien esiintyminen yersinioissa

4.2.1Y. enterocolitica biotyyppi 1A

Kaikkiaan 58 KliinisestaY. enterocolitica biotyypin 1A kannasta tutkittin PCR
menetelmalla kromosomaalisgsttoksiinigeenin lasnéolo (Taulukko 5). Kannoista 52
(90 %) osoittautui selvasiysttoksiinigeeni positiiviseksi. Heikon positiivisetuloksen

antoi lisdksi kolme kantaa. Tutkituista kannoisé@wkolme oli selvasti negatiivisia.

4.2.2Y. enterocolitican kaltaiset kannat

Yhteensa 12Y. enterocoliticankaltaisesta kannasta tutkittiysttoksiinigeenin lasnaolo
(Taulukko 6). KolmeY. bercovierkantaa antoi heikon positiivisen tuloksen. Kaikikiiut
tutkitut kannat olivat selvasti negatiivisia.



Taulukko 5: Y. enterocoliticebiotyyppi 1A kantojen yst-PCR -tulokset ja sekwaidst naytteet

tutk. kanta-  ystPCR- ystgeenin tutk. kanta- ystPCR-  ystgeenin
nro. nro. tulos sekvensointi nro. nro. tulos sekvensointi
1 FE80044 + X 30 FE80377 + X
2 FE80045 + X 31 FE80335 - es
3 FE80053 + X 32 FE80384 + X
4 FE80079 + X 33 FE80385 + X
5 FE80082 + X 34 FE80420 + es
6 FE80088 + X 35 FE80419 + X
7 FE80055 + X 36 FE80418 + X
8 FE80054 + X 37 FE80429 + es
9 FE80138 + X 38 FE80430 + es
10 FE80140 + X 39 FE80444 + es
11 FE80150 + X 40 FE80447 + es
12 FE80152 + X 41 FE80446 + es
13 FE80175 + X 42 FE80468 + es
14 FE80178 (+) es 43 FE80469 + es
15 FE80183 + es 44 FE80470 + es
16 FE80202 + X 45 FE80533 + X
17 FE80216 + X 46 FE80556 + X
18 FE80217 + X 48 FE80647 - es
19 FE80255 + X 49 FE80648 (+) X
20 FE80257 (+) es 50 FE80646 + X
21 FE80259 + es 51 FE80728 + es
22 FE80260 + es 52 FE80729 + es
23 FE80261 + X 53 FE80727 + es
24 FE80287 + es 54 FE80757 + es
25 FE80328 + es 55 FE80766 + es
26 FE80367 + X 56 FE80775 - es
27 FE80313 + es 57 FE80791 + es
28 FE80303 + es 58 FE80792 + es
29 FE80355 + X 60 FE80819 + X

+: positiivinen, -: negatiivinen, (+): heikko padaitnen, X: sekvensoitu, es: ei sekvensoitu

Taulukko 6: Y. enterocoliticarkaltaisten kantojen yst-PCR -tulokset ja sekveh#ondytteet

tutk. laji kanta- ystPCR- ystgeenin
nro. nro. tulos sekvensointi
83 Y. intermedia FE80200 - es
84 Y. frederiksenii FE80151 - es
85 Y. intermedia FE80253 - es
86 Y. frederiksenii FEB80258 - es
87 Y. mollaretii FE80304 - es
88 Y. kristensenii FE80334 - es
89 Y. bercovieri FE80392 (+) es
93 Y. bercovieri FE80555 +) X

94 Y. bercovieri FE80587 +) X

98 Y. bercovieri FEB80870 - es
100 Y. frederiksenii FEB80860 - es
103 Y. intermedia FE80939 - es

-: negatiivinen, (+): heikko positiivinen, X: sekwitu, es:

ei sekvensoitu
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4.3 yst-geenien nukleotidisekvenssit

Yhteensa 33¥stpositiivista PCR-naytetta tutkittiin edelleen sekgoimalla. Naytteista 30
oli Y. enterocoliticabiotyypin 1A kliinisia kantoja (Taulukko 5). Sagn sekvenssien
laatu ja pituus vaihtelivat suuresti. Nukleotidigeksseja vertailtaessa havaittiin kaikkien
tutkimuksessa mukana olleidenY. enterocolitica biotyypin 1A  kantojen
toksiinigeenisekvenssien olevan ldhes identtisisk&eaan niiltd osin kun ne olivat
onnistuneet. Vertailtaessa tutkimuksessa saatujgslakoko toksiinigeenin Kkattavia
sekvensseja yhteen genomitietokannasta haetfuuenterocoliticanysB-toksiinigeenin
sekvenssiin  (D88145)  havaittin  vain  yksittdisten mésten  eroja.  Erot
nukleotidisekvenssissad aiheuttivat eroavaisuuksignaglipeptidin ja pre-domeenin
aminohapposekvenssiin, mutta varsinaisen toksiiaminohapposekvenssiin ne eivat
vaikuttaneet (kuva 5). Signaalipeptidin osalta rolsét olivat isoleusiinista valiiniksi
(aminohappo 5) ja alaniinista  valiiniksi  (aminohaph  Pre-domeenin
aminohapposekvenssissa glutamaatti (aminohappo @L) tutkimuksen kannoilla
glutamiini. Toisaalta yksittaiset erot nukleiinipEgsekvenssissa voivat kuitenkin osaltaan

selittyda myos sekvensoinnin epatarkkuudesta.

Naytteistd kaksi oli positiivisen tulokseysttoksiinigeeni kartoituksessa antaneiYa

bercovierikantoja (Taulukko 6). Naiden kahdefi bercovierkannan sekvenssit olivat
keskenddn hyvin samanlaisia niiltd osin kun ne ablionnistuneet, mutta erosivat
genomitietokannasta haetuista toksiinigeenisekwsiss selvasti. Kuitenkin varsinaisen
toksiinin osalta sekvensseissa oli selvida yhtaldsi muiden toksiinigeenien kanssa
(Kuva 6). Aminohapposekvenssit osoittautuivatkinviitheisen aminohapon osalta taysin
identtisiksi. Tamd on ensimméinen kerta kdh bercovierkannoilta on I6ydetty

enterotoksiinigeenihomologi.
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-|[AAAJIAAGIATAIGT T|T TINIGIT TICTG|GTA

YstB: |[A T GIA A AJAAGIATAATT|T TGIGC T|ICTG|GTA

80533:

YstB: |T T A|JA T G|[CTG|TTT|ITCA|TTT|ITGTIACATTA

80533:|T T AJA T G|ICTG|TTT|TCA|TTT|ITGTACATTA

YstB: |G G C|C A A|[G A GIACGGCT|T CAIATGCAT|CTT

80533:|/G G C|C A A|[C AGIACGIGCT|IT CAIATGICAT|ICTT

YstB: |[G A T|IG A TIACA|TTATZCGG CA|CCAATAGCZC

80533;|/G A T|G A T/IA CA|T T A|T CG|G CA|C C AIATA|IGCC

YstB: |[G C T|G A GIA T A|/AACAGAIAAAIGC GTGC|GAT

80533:|/G C T|G A GIA T A|JA A C/IAGA|A AA|IGC GITGC|IGAT

YstB: |[A C T|[C A GIA C C|C C AT C G|C CT|T C A|[G AA|GAA

80533;]/A C T|C A GIA C C|C C AT CGIC CT|T C A|IGAA|GAA

YstB: |[A A T|IG A TIGAT|T GGITGT|T GT|GAGGTA|TGT

80533;/A A T|[G A TIGA T|T GGITGT|T GT|GAGIGTA|TGT

YstB: |[T G C/IAAT|ICCT|GCCTGT|G CG|GG T|TGC|TAG

80533;]T G C/IAAT|ICCT|GCCTGT|G CT|GGC|TGC|TAG

Kuva 5: Erot genomitietokannasta haetsB-toksiinigeenin (D88145) ja tutkimuksessa mukalteen Y.

enterocoliticabiotyyppi 1A kannan FE80533 toksiinigeenin nukidiotkeskirivit)- ja

aminohapposekvenssien (yla- ja alarivit) valilléoEhukleotidisekvenssissd tummalla pohjalla ja& ero

aminohapposekvenssissa vahvennettu (aminohapp®%).AVVarsinaisen toksiinin alku merkattu nuolella
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YstA: C A AGCTTGTGATCCTC CCGTC CGCTCACTC
YstB: AAAGCGTGCGATACTC CAGACCCCATC
YstC: G CTGAGTGCGGTACTC CAGT CAGCAAC
Ykstt AAAGCTTGCGATACTGAATTGCCG-C
805565 C G AG - TTGCGATA-TGAATTACCCGC
80587: CG AG - TTGCGATA-T TAATTACCCGLC
YstA: AGCCGAAGTC CAGTAGTGATTGG-GAT
YstB: G CCTTCAGAAGAAAATGAT - - - -GAT
YstC: AACCCAAGGCGAAAATGATTGG-GAT
Ykst - - cCcT - - - -C- - - - -T - - - - - - -GAT
80555: C ACTT TTG- - GAAACAGATTATC CGAC
80587 C A CTT TTG- - GAAACCGATTATCGACLC
YstA: - - - TGCTGTGATGTATGTTG GCAATTCTC
YstB: T G GTGTTGTGAGGTATGTTGCAATT CC
YstC: TGGTGCTGTGAGTTATGTT GCAATTCC
Ykstt TG GTGCTGTGAGGTATGCTGCAATTCTC
80555: T GGTGCTGTGAGCTATGTTGCAATCLC
80587: T GG TGCTGTGAGCTATGTTGCAATCLC
YstA: CGCGTGTGCTGGCTG GCTAG

YstB: TGCCTGTGCGGGTTGCTAG

YstC: TGCTTGTTTTGGTTGCTAA

Ykstt C G CGTGTGCTGGCTGCTAG

805565: G GCCTGTGCTGGCTGCTAG

gk s s ccT GcTGCTGGC - - - - - -

Kuva 6: Erot geenipankista haettujgattoksiinigeenien ja tutkimuksessa mukana ollei¥ebercovieri
kantojen FE80555 ja FE80587 varsinaisten toksiinigkleotidisekvenssien vélilla. Eroavat ja ylimaseh
nukleiinihapot seka ylimaaraiset valit tummalla jadia.

4.4 Potilaiden ika- ja oirejakauma

Potilaiden joiden ulostenaytteesta [0ylyi enterocoliticabiotyyppi 1A, keskimaarainen
iké sairastumishetkelld oli noin 51 vuotta ja media51. Y. enterocoliticankaltaisilla
kannoilla keski-ika oli noin 54 vuotta ja media&ii (Kuvaaja 1). Tutkimuksessa mukana
olleista potilaista 57 % (56/98) oli naisia. Allelivuotiaita oli sairastuneista yhteensa
kolme, joista kahdelta oli eristetty. enterocoliticabiotyypin 1A kanta ja yhdeltd'.
frederikseniikanta. Yli 75 -vuotiaita sairastuneita oli yhte@r?2 ja 16ydoksista 15 oW.

enterocoliticabiotyyppia 1A.
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Potilaiden (n=98) ikdjakauma

Y. enterocolitica biotyyppi 1/l Muut Yersinia—lajiﬁ

60

50

40+

ik&/lkm 30

20

10 + _|
0 |

keskiarvo mediaani 1-4 vuotiaat  5-19 vuotiaat  20-74téaad yli 75 vuotiaat

Kuvaaja 1: Potilaiden ikdjakauma

Kyselytutkimuksessa potilailta tiedusteltiin yeiglidydokseen liittyen mahdollisesta
vatsakivusta, ripulista, oksentelusta, kuumeestaijsesta ulosteesta. Tassa tutkimuksessa
mukana olleesta 98 potilaasta kyselytutkimukseestagayhteensa 66 potilasta (67 %). Yl
75-vuotiaista 59 % (13/22) ja 20-74 -vuotiaista 28 (16/69) jatti vastaamatta
kyselytutkimukseen. Vastanneista 63:lla (95 %) itliennyt ainakin yksi kysytyista
oireista. Yleisimmat oireet olivat vatsakipu jauiip josta kummastakin karsi yhteensa 52
(79 %) potilasta. Kuumeesta karsi 18 (27 %) pdtlga oksentelusta 15 (23 %) potilasta.
Verista ulostetta ilmeni kolmella potilaalla, jasyhdelta oli eristettyy. enterocolitica
biotyypin 1A kanta, toiselt¥ .bercovier ja kolmanneltay. frederiksenirkanta. Potilaat
olivat 64, 23 ja 79 -vuotiaita ja tapauksiin eftyinyt toista I0ydosté. Yleisin ainoa oire oli
vatsakipu (7 potilasta), mutta l&hes yhta paljorsik@in ripulista (6 potilasta) ilman muita
oireita. Vahintdan kahdesta oireesta oli karsirgtpétilasta ja yleisimmat naista olivat
vatsakipu ja ripuli. Kaikista tiedustelluista ot oli karsinyt yksi potilas ja samoin yksi
kyselytutkimukseen vastannut ei ollut karsinyt @ist kysytysta oireesta. Merkittavia
erojaY. entercoliticabiotyypin 1A jaY. enterocoliticarkaltaisten kantojen aiheuttamien

oireiden valilla ei ilmennyt (Kuvaaja 2).
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Potilaiden oiretiedot

O vatsakipul ripuli O oksentelud kuume B veriuloste

Oireet yhteensa (n=66) Oireet Y.enterocolitica Oireet Y.enterocolitican
biotyyppi 1A (n=49) kaltaiset kannat (n=17)

Kuvaaja 2: Potilaiden oirejakauma. Yhdella potilaalla ei ilmmgt kysyttyja oireita ja yhden potilaan oireista
ei ole tietoa.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

5.1 Kantojen monimuotoisuus

Tutkimuksessani suomalaisteM. enterocolitica biotyypin 1A kantojen geneettista
monimuotoisuutta tarkasteltin PFGE:n avulla enstiistd kertaa. Saadut PFGE-
tyypitystulokset olivat osoitus suuresta genotygpié vaihtelusta ja olivat samansuuntaisia
kuin muualla maailmassa tehdyissa tutkimuksissatyBpin 1A -kantojen heterogeenisyys
on ilmennyt PFGE-tyypityksissa muun muassa rangista (Najdenski ym., 1994;
Iteman ym., 1996) seka brasilialaisissa (Falcao, #006) tutkimuksissa. Myds muilla
menetelmilla, kuten AFLP:lla on saatu samansuuiataigloksia ihmisistd ja eldimista
eristettyjen Y. enterocoliticabiotyypin 1A kantojen geneettisestd heterogeeiissia
(Fearnley ym., 2005; Kuehni-Boghenbor ym., 2006).yoM geenisirutekniikalla
suoritetussa kokogenomivertailuséaenterocoliticebiotyypin 1A kannat ovat paljastuneet
patogeenisiin serotyyppeihin kuuluvia lajitoveraita heterogeenisemmaksi ryhmaksi
(Howard ym., 2006).

Tutkimuksissa samarY. pestiskannan eri pesakkeista eristetystd DNA:sta onusaat
toisistaan poikkeavia PFGE-tyyppeja (Guiyoule yir894). Muiden tutkimusten mukaan
ainakin patogeeniste¥i. enterocoliticakantojen genomi on kuitenkim vitro stabiilimpi
kuin Y. pestiskantojen, vaikka geneettista monimuotoisuutta taaaesiintyain vivo
(Najdenski ym., 1994). Genomin epavakalftaenterocoliticabiotyypin 1A kannoilla ei
ole tutkittu, mutta se saattaisi selittdd kantojPRGE-tyyppien heterogeenisuutta.
Toisaalta, Y. enterocolitica biotyypin 1A kannat ovat levinneet laajalti erdamn
kasvuymparistoihin, ja ovat mahdollisesti vain astuneet tehokkaasti aikojen kuluessa,

mik& selittaisi kantojen heterogeenisen luonteen.

Heterogeenisuuden lisaksi, tutkimuksessani l1oytybsnerikokoisia, lahes samanlaisten tai
identtisten PFGE-profiilien ryppéita ja pareja. Sautaisten PFGE-tyyppien ryppaisiin ja
pareihin liittyneet kannat olivat tyo- ja elakeig@&itéa ihmisista eristettyja, jakautuivat
ajallisesti muutaman kuukauden ajalle seka erigitoolSuomea. Kuitenkin suurimmassa

ryppaassa (11 kantaa) oli selvasti enemman kaHhtgigingin ja Oulun seuduilta ja toiseksi
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suurimmassa (4 kantaa) kaikki kannat olivat Helsitdg tai Espoosta. 1Imid on
mielenkiintoinen ja viittaa mahdolliseen maantiéiiseen yhteyteen tartuntalahteesya,
enterocolitica biotyypin 1A kantojen PFGE-tyyppien yleisen heggenisyyden takia.
Yersiniabakteereilla ihmisestda toiseen tapahtuvaidieinen on epatodenndkoista
tarvittavan infektiivisen annoksen suuruuden vupksiikd myds puhuisi yhteisen
tartuntalahteen puolesta. Samanlaisten PFGE-tygppieodostamilla kannoilla saattaisi
olla ominaisuuksia, jotka vaikuttavat niiden pategisuuteen tai ainakin mekanismeja,
joiden avulla ne pystyvat aiheuttamaan tallaisippéitd. Vastaavanlaisia, ihmisista
eristettyjen Y. enterocolitica biotyypin 1A kantojen muodostamia keskenaan varsin
samanlaisia PFGE-tyyppeja on l6ydetty myds aiemiajdenski ym. (1994) tutkivat 16
Y. enterocoliticaserotyypin O:5, biotyypin 1A kantddot restriktioentsyymilla ja saivat

14 erilaista PFGE-tyyppia, kolmen kannan olleskadésamanlaisia keskenaan.

Tassd tutkimuksessa oli mukana vain nell enterocolitica biotyypin 1A
elintarvikekantaa. Ne olivat PFGE-tyypeiltdan kaikkilaisia kesken&én ja vertailtaessa
ihmisista eristettyjen kantojen PFGE-tyyppeihin.ikka kannat oli eristetty salaateista
vanhainkodeissa, joissa ripulipotilaiden ulostetgigta oli todettuY. enterocolitica
biotyyppia 1A, eivat salaatit olleet samaa eraakaaainetta tai valttamatta edes samalta
toimittajalta, kun ne joita sairastuneet olivat sgét. Oireiden valittaja saattoi myos olla
jokin aivan muu elintarvike. Myo6skddn varmuutta eaen aiheuttajasta ei saatu.
Vihanneksia ja juureksia pidetddn ei-patogeenistantojen reservoaarina, mika voisi
selittda sen, ettd keskenddn tai potilaskantojamsdea samanlaisia PFGE-tyyppeja ei
elintarvikekannoista 16ytynyt. Tutkimuksessa mukamiaiden elintarvikekantojen maara

on kuitenkin niin vahainen, ettei tulosten merkijtgdesta voida sanoa juuri mitaan.

Taman tutkimuksen mukaan enterocoliticarkaltaisten kantojen PFGE-profiilit erosivat
Y. enterocoliticabiotyypin 1A profiileista. Kahta samanlaista PF@&fgppia ei [6ytynyt,
vaikka jonkin asteista ryhmittymista lajien mukaanii havaittavissa. Esimerkiksi
tutkimuksen Y. bercovierkantojen PFGE-tyypit olivat jopa silmémaaraisestilaisia
verrattuna muihin, vaikka lajien valiseksi erottaknetelméaksi PFGE:sta ei kuitenkaan
ehké olisi.Y. enterocoliticarkaltaisia kantoja on tutkittu PFGE:n avulla vahéantta on
kuitenkin todettu, ettéd niiden PFGE-profiilit et patogeenistelY. enterocolitican
vastaavista (Buchrieser ym., 1994). Liséksi ainakin bercovierlajin geneettinen

heterogeenisuus on paljastunut PFGE- tutkimuksigsamin (Sulakvelidze 2000).
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5.2 yst-toksiinigeenin esiintyvyyden merkitys

Lahes kaikilta nyt tutkituilta Y. enterocolitica biotyypin 1A kannoilta 16ytyi
kromosomaalinerystenterotoksiinigeeni. Tulokset ovat yhtépitavia dan tutkimusten
kanssa, joissa suurelta osattaenterocoliticabiotyypin 1A kannoista on 16ytynygstB-
geeni (Grant ym., 1998). Toksiinigeenia pidetaarsipgiden tarkeana virulenssitekijana
(Mikulskis ym., 1994). Koska'. enterocoliticabiotyypin 1A kannoilta puuttuvat monet
muut virulenssimarkkerit, on enterotoksiinin meykit ndiden kantojen mahdollisen
patogeenisuuden aiheuttajana potentiaalinen. Lis&ks enterocolitica biotyypin 1A
infektiot on yhdistetty ripulin oireisiin (Morris ig., 1991), johon enterotoksiinilla
katsotaan olevan suuri merkitys. Tassa tutkimuksesskana olleiden, kyselytutkimuksen
mukaan oireettoman sek& muista kuin ripulin oieei&érsivien potilaiden naytteista
eristettyjen. yersiniakantojen kromosomista |6ygtgeeni ja toisaalta kaikkia kysyttyja
oireita karsineeltd potilaalta eristetystd kannasiaystgeenia |0ytynyt. Toisaalta
toksiinigeenin lasnéolo kromosomissa ei valttamédi&oita toksiinituotantoa bakteerin
infektoidessa isantadnsa (Ramamurthy ym., 1997ntGymn., 1998).Y. enterocolitica
biotyypin 1A kantojen patogeenisuuteen liittyy maltidesti myds muita, ehka viela

tuntemattomia tekijoita

Y. enterocolitican kaltaisilta kannoilta vainY. bercovierlajiin kuuluvilta 16ytyi
toksiinigeenin homologi kromosomista. Aiemmin e2 eaportoitu vastaavasta l10ydosyta.
bercovieritkannoilta on [6ytynyt toksiiniaktiivisuutta (Suleédidze, 1999) ja muiltay.
enterocoliticankaltaisilta lajeiltaystgeeni homologeja kromosomista (Delor ym., 1990;
Kwaga ym., 1992). Kaikilta testatuilta taméan tutkiksenY. bercovierkannoilta ei geenia
kuitenkaan |0ytynyt. Toisaalta oiretiedotstgeeni positiivisten ja negatiivistery.
bercovierikantojen vélilla eivat eronneet ja myo0s naiden t&g@m patogeenisuuteen
saattaisi littya muita tekijoitd. Toksiinia kootdiva alue joidenkinY. enterocolitican
kaltaisten kantojen kromosomissa saattaa myo6s ralldeiinihapposekvenssiltaan sen
verran erilainen etteivat kayttamamme alukkeetymestt kiinnittymaan siihen ja jai nain

ollen l6ytymatta.
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5.3 Toksiinigeenin rakenteen tarkastelu

Tutkimuksen aikana tutkittujen 3¥. enterocoliticabiotyypin 1A kannanystgeenien
sekvenssit olivat hyvin samankaltaisia keskendén vyarsinaisen toksiinin
nukleotidisekvenssi oli lahes identtinen ja amimy@sekvenssi taysin identtinen
genomitietokannasta  haettuunysB-toksiinigeeniin  verrattaessa.  Aikaisemmissa
tutkimuksissa on havaittu, etta lampoOkestoisen retdksiinin nukleotidi- ja
aminohapposekvenssi on konservoitunut jopa ererajdlilla (ks. yleiskatsaus Nair ja
Takeda, 1989). Ja yersinialla eri toksiinigeenitatowarsinkin varsinaisen toksiinin
sekvenssin osalta erittdin samankaltaiset (Ramamugm.,1997). Erot kantojen
signaalipeptidin ~ aminohapposekvenssissd  taman niuksen kantojen ja
genomitietokannasta haetwysB-sekvenssin valilla eivat luultavasti vaikuta @iotin
rakenteeseen, koska seké isoleusiini etta alajgimiiden tilalla tutkimuksen kannoissa
oleva valiini ovat kemiallisilta ominaisuuksiltasamankaltaisia muodostaen proteiinien
rakennetta tukevia hydrofobisia sidoksia. Pre-darmee aminohapposekvenssissa
glutamaatti oli tutkimuksen kannoilla vaihtunut gmiiniksi. Glutamaatti on negatiivisesti
varautunut aminohappo, joka muodostaa proteiinikemaetta tukevia suolasiltoja
positiivisesti varautuneiden aminohappojen kan&latamiini on puolestaan polarinen,
sahkoiseltéd varaukseltaan neutraali aminohappo.eifgs muutos saattaisi vaikuttaa

toksiinin pre-domeenin rakenteeseen ja mahdollisglstiinin eritykseen solusta.

Toksiinigeenien sekvensoinnissa saatujen sekvanssiu ja pituus vaihtelivat suuresti.
Syyna saattoi olla syklisen sekvensointireaktion &ogmistuminen paksumpien
reaktioputkien kayton takia. Yli puolella tutkittés Y. enterocolitica biotyypin 1A

kannoista oli kuitenkin 1&dhes taydellinen entersiokgeeni kromosomissaan.
Enterotoksiinigeenin  lasndolo kromosomissa ei kkisan valttamattd tarkoita
ym., 1998). Lisatutkimukset toksiiniaktiivisuudentkimiseksi toisivat tietoa kantojen

patogeenisuudesta ja yhteydesté havaittuihin dimeis

TutkimuksenY. bercovierkantojen toksiinisekvenssit erosivéat enterocoliticabiotyypin
1A kantojen vastaavista. Verrattaessa geenipankisteettuihin  yersinia-
toksiinigeenisekvensseihigstA, ysB, ystC ja ykst havaittin myds eroja. Varsinaisen

toksiinin osalta yhtalaisyyksia kuitenkin [6ytyi jaimeiset 14 aminohappoa olivat taysin
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identtiset ysB-toksiinigeenin kanssa. N&ihin 14 aminohappoordlgivdt myds kuusi
kysteiinitdhdettd, jotka ovat valttamattomia l|amestoisten enterotoksiinien toksisuudelle
ja rakenteen stabiiliudelle (Shimonishi ym., 198Kantojen varsinaisen toksiinin
nukleotidisekvenssida kokonaisuutena tutkittaessavaitian, ettd sekvenssien erot
vaikuttivat aminohapposekvenssiin ja myo6s lukuraashi muuttunut. Y. bercovier
kannoilta siis |0ytyi enterotoksiinigeenihomologimutta onko sen koodittama

enterotoksiini toimiva, kaipaa lisatutkimuksia.

5.4 Tutkimuksen tulosten vertailu potilaiden oireisin

Lahes kaikki kyselytutkimukseen vastanneet olivéarskneet yhdesta tai useammasta
tiedustelluista oireista. Viiden tassa tutkimuksessukana olleen kannan naytteesta oli
eristetty myos toinen suolistopatogeeni, joka sigsi osaltaan vaikuttaa mahdollisiin
oireisiin. Mitdan eroja oiretiedoissa ei kuitenkdwvaittu, tosin oireet voisivat olla hyvin
samankaltaisia. Aiempien tutkimuksen mukaan eigegaisina pidetylY. enterocolitica
biotyypin 1A kannat sekd. enterocoliticarkaltaiset kannat aiheuttavat ihmisille jonkin
asteisia oireita. Morris ym. (1991) on tutkimuksias saanut samansuuntaisia tuloksia
eristamalla ripulista karsivilta lapsiltd. enterocoliticabiotyypin 1A kantoja. Kyseisessa
tutkimuksessa kannoilta ei kuitenkaan |0ydetty iiokgeenia hybridisaatiokokeissa, mutta
osalla kannoista havaittiin enterotoksiiniaktiivigsta menetelmalld, jossa mitataan nesteen

kertymisté hiirenpoikasen suolistoon (Robins-Browne, 1979).

Yhteyttd PFGE-tutkimuksissa ilmenneiden samanlaigtefilien muodostamien ryhmien
ja oiretietojen valilla ei ilmennyt. Samassa ryhs#ssaattoi olla kantoja, jotka
kyselytutkimuksen mukaan eivat olleet aiheuttane@Bén oireita sek& useita oireita,
mukaan lukien oksentelua tai kuumeilua aiheuttank#ntoja. Tulokset voisivat tukea
kasitysta isannan immuunipuolustuksen osuudéstnterocoliticabiotyypin 1A kantojen

aiheuttamissa infektioissa (Howard ym., 2006). Tawwisi osaltaan selittdd myos
vanhuksilla todettujen oireiden j&. enterocoliticabiotyypin 1A-ldydosten yhteytta
varsinkin, kun potilailta ei |6ydetty perinteisidipulinaiheuttajia. Toisaalta tassa
tutkimuksessa tiettya elintarvikkeista eristettyBGE-tyyppia ei pystytty yhdistamaan

potilasldydoksiin.
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Kyselytutkimuksen mukaan oire&f. enterocoliticabiotyypin 1A ja Y. enterocolitican
kaltaisten kantojen aiheuttamien infektioiden Vélgivat juuri eronneet. Tulokset voisivat
puhua samankaltaisten virulenssimekanismien toiagtsnkummallakin ryhmalla kantoja.
Toisaaltaysttoksiinigeeni I6ytyi l&hes kaikilta tutkituilt¥'. enterocoliticabiotyypin 1A
kannoilta, mutta vain murto osaldd enterocoliticankaltaisia kantoja. Tuloksista voisi
paatella ysttoksiinigeenin olevan merkittdvéa patogeenisuugieky. enterocolitica
biotyypin 1A kannoilla, mutta silloirY. enterocoliticarkaltaisten kantojen aiheuttamiin
oireisiin tutkitulla enterotoksiinigeenilla ei olimerkitysta. Toisaalta seR& enterocolitica
biotyypin 1A kantojen sekdY. enterocoliticankaltaisten kantojen patogeenisuuteen
luultavasti vaikuttaa myds aivan muita tekijoitakgiinigeenin sekvenssin erot eri lajeilla
saattavat myos selittdd, mikgi enterocoliticankaltaisilta kannoilta vairY. bercovier

lajilta 10ytyi toksiinigeenihomologi tutkimuksesg&aytetyilla alukkeilla.

Y. enterocolitica biotyypin 1A ja Y. enterocolitican kaltaisten kantojen kliinisesta
merkitsevyydesta on eriavia mielipiteita. Epideraghen todistusaineisto merkitsevyyden
puolesta on lisaantynyt eri maissa tehtyjen tutlstan myéta (Burnens ym., 1996; Morris
ym., 1991; Bisset ym., 1990; Noble ym., 1987). Kgent taudinaiheuttamismekanismeja
ei kuitenkaan tunneta tarkasti, vaikka myos tagédniuksessa suurelta osalta kannoista
|6ytyi toksiinigeenihomologi. Suomessa suurin osasittain eristetyist&. enterocolitica
kannoista kuuluu biotyypiin 1A (Suolistobakteertaatorion rekisteri,
Kansanterveyslaitos). Isannan immuunipuolustuksen aikutusta kantojen
taudinaiheuttamiskykyyn on esitetty (Howard ym.,08)) mikd voisi selittady.
enterocolitica biotyypin 1A infektioita joissain potilasryhmissa.dssa tutkimuksessa
kyselytutkimuksen mukaan lahes kaikilla potilaif@aijta 16ytyi Y. enterocoliticabiotyypin
1A tai Y. enterocoliticarkaltainen kanta aiheuttivat jonkinasteisia oirgitailaille, ja lahes
kaikilta biotyypin 1A kannoilta I6ytyi toksiinigegnkromosomista. Siten kannoilla

mahdollisesti on jonkin asteista kliinista merkitggtta.

5.5 Jatkotutkimusehdotuksia

Y. enterocoliticabiotyypin 1A kantojen PFGE-tutkimuksissa on ongaha ollut kantojen
suuri geneettinen heterogeenisyys, jolloin mendielon enemman yksildinyt kuin

ryhmitellyt kantoja. Vield harvempaan pilkkovan trégioentsyymin kaytt6 PFGE-
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tutkimuksissa voisi teoriassa ratkaista ongelmanetedman silloin ryhmitellessé kannat
paremmin. Téllaiset entsyymit ovat kuitenkin haargia ja kalliita sek& siksi vdhemman
kaytettyja. Myds muilla molekyyligeneettisilla tyygsmenetelmilld, kuten Multilocus
sequence typing (MLST)-tekniikalla, joka karakterisbakteereja niiden hitaasti
muuttuvien housekeeping-geenien nukleotidisekvenssnukaan, olisi mielenkiintoista
tutkia Y. enterocoliticabiotyypin 1A kantoja menetelm&n paremman ryhmikelyn

toivossa.

Y. enterocoliticabiotyypin 1A kantojen genomin stabiilisuutta eedutkittu. Genomin

epastabilisuus voisi selittdéda kantojen genomin rogienista luonnetta. Genomin
stabiilisuutta voitaisiin tutkia saman kannan exs@kkeiden PFGE-profiileja tutkimalla tai
siirrostamalla samaa kantaa useita kertoja ja $takaalla muuttuvatko PFGE-profiilit

siirrostuksen myota.

Y. enterocoliticabiotyypin 1A jaY. enterocoliticarkaltaisten kantojen patogeenisuutta ja
virulenssitekijoita tulisi tutkia enemman. Toksgeenin merkitysta oireiden aiheuttajana
voisi tutkia kantojen toksiiniaktiivisuutta esimé&i soluviljelykokeiden avulla
mittaamalla. Myos Myf-fibrillinia koodittavien geemn esiintyvyyttdY. enterocolitica
biotyypin 1A kannoilla olisi mielenkiintoista tutkj koska sen tiedetddn edesauttavan
bakteerin kiinnittymista suolen soluihin ja avustaventerotoksiinin toimintaa (Iriarte ja
Cornelis, 1995). Myo6s uusien virulenssigeenien diaminen esimerkiksi
kokogenomivertailujen avulla saattaisi paljastaa hdadlisia

taudinaiheuttamismekanismeja.
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LIITE Kasvatusalustat ja reagenssit

(L&hde: KTL, Laboratoriotyon tukipalveluyksikko)

R1-agari

Lab-lemco powder OXOID
Bacteriological peptone OXOID
Yeast extract BD

NaCl YO APTEEKKI
Agar YO APTEEKKI

Purified water
saadetaan pH 7,5; autoklavoidaan 121 °C, 20 miauutt
CBS-putki

Tris-HCI
EDTA

pH 8.0

Lyysis-puskuri

EDTA
N-layroyl-sarcosine
Tris-HCI

pH 8.0; steriilisuodatetaan

TE-puskuri

Tris-HCI
EDTA

5 x TBE

Boric acid MERCK
Tris ultra pure ICN
Titriplex IlI MERCK
Purified water

pH 8.3; autoklavoidaan 121 °C 20 minuuttia

2,449

10,09
459
5009
10,09
1000 ml

100 mM
100 mM

50 mM
1%
50 mM

10 mM
1mM

27,50 g
54,00 g

3,72 g
1000 ml
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Drigalski-Conrad —agatri

Agari:

Lab-lemco powder
Bacteriological peptone
Yeast extract

NacCl

Agar

Purified water

saadetaan pH 7.5; autoklavoidaan 121 °C, 20 miauutt

Laktoosi:
Lactos. Monohydr.
Purified water

autiklavoidaan 115 °C, 15 minuuttia

Bromikresolipurppura 1,6 %
Bromkresol purple

Etanoli, 96 %

Sterile purified water

valmistetaan aseptisesti

Yhdistdminen ennen majojen valua:

Agari
Laktoosi-liuos 33 %
Bromikresolipurppuraliuos 1,6 %

OXOID
OXOID
BD
YO APTEEKKI
YO APYEEKKI

YO APTEEKKI

MERCK

2449

10,09
459
5009
10,0g
1000 ml

330,0 g
1000 ml

16,0 g
600 ml
400 ml

1000 ml
30 ml
1,9 ml
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