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MIKROBIOLOGIAA BIOANALYYTIKKO-
OPISKELIJOILLE — KLIINISEN MIKROBIOLOGIAN
TYOOHJEIDEN PAIVITTAMINEN

Bioanalyytikko koulutukseen kuuluu viisi opintopistetta kliinisen mikrobiologian
opintoja. Niihin kuuluu seka teoriaopintoja, ettéd kaytannon harjoittelua. TA&méan
opinnaytetyon tavoitteena oli luoda tyoelamalahtdinen ja kaytannonlaheinen
mikrobiologian oppimateriaali. Tarkoituksena oli tehda yhtenainen oppimateriaa-
li Turun ammattikorkeakoulun bioanalyytikko-opiskelijoille mikrobiologian opinto-
jakson kaytannonharjoituksiin.

Mikrobiologiaa — Laboraatioiden tydohjeet bioanalyytikko-opiskelijoille sisaltaa-
Turun ammattikorkeakoulun kaytéssa olevien mikrobiologisten testien tydohjeet,
naytteenotto ohjeet seka bakteeriviljelyn perusteet. Materiaali on laajuudeltaan
23 sivua. Se siséltaa kolme kasin piirrettya kuvaa, kolme kuvankasittelyohjelmil-
la tehty& kuvaa ja viisi kaaviota tekstin visualisoimiseksi. Mikrobiologiaa — Labo-
raatioiden tydohjeet bioanalyytikko-opiskelijoille on tallennettu Cd-romille ja on
saatavilla Turun ammattikorkeakoulun Kkliinisen mikrobiologian opintojakson

opettajalta.

Oppimateriaali on tarked bioanalyytikko-opiskelijoille kliinisen mikrobiologian
opintojaksolle, koska talla hetkella yhtenaisia tydohjeita ei ole opiskelijoille saa-

tavilla.
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MICROBIOLOGY FOR BIOMEDICAL
LABORATORY SCIENCE STUDENTS - THE
UPGRADING OF THE WORK INSTRUCTIONS

The biomedical labroratory science studies consists of five credits in clinical mi-
crobiology that include both theoretical studies and practical training. The aim of
this study was to create a workplace-oriented and pragmatic microbiology learn-
ing material. The intention was to make a coherent learning material about the
practical training of microbiology for the biomedical laboratory science students
of Turku University of Applied Science.

Microbiology — the work instructions for biomedical laboratory science students
includes instructions for use of microbiological tests of Turku University of Ap-
plied Sciences, sampling instructions and basics of bacterial culture. The mate-
rial has 23 pages. It includes three hand-drawn pictures, three pictures made
with photo editing software and five charts to visualize the text. Microbiology —
the work instructions for biomedical laboratory science students is stored in the
CD-ROM, and is available for Clinical Microbiology course teacher of the Turku

University of Applied Sciences.

The learning material is important for biomedical laboratory science students in
their microbiological studies because currently there are no coherent work in-

structions available for students.
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1 JOHDANTO

Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa tutkitaan terveydelle haitallisten mikrobi-
en ominaisuuksia ja niiden kykya aiheuttaa tauteja ihmisessé ja epidemioita eri
vaestoryhmissa (Suomen Bioanalyytikkoliitto Ry 2014b). Mikrobien tunnistami-
seksi vaaditaan naytteelta hyvaa laatua. Nayte on otettava oikeasta paikasta,
oikeaan aikaan ja sailytettdva oikein ja oikeissa lampdtiloissa seka kuljettaa
mahdollisimman nopeasti mikrobiologian laboratorioon (Tuokko ym. 2008). Ta-
ma vaatii naytteenottajalta, —kasittelijalta ja analyytikolta hyvaa ammattitaitoa ja
tietdmysta. Mikrobeja voidaan tutkia naytteistda muun muassa mikroskoopin
avulla, kasvattamalla mikrobeja elatusalustalla ja geenitekniikan avulla. (Heikki-
& & Meurman 2005.)

Tama opinnaytetyd on kehittdmistyo, jonka tarkoituksena on laatia uusi, paivitet-
ty versio kliinisen mikrobiologian ty6ohjeesta Turun ammattikorkeakoululle.
Tyoohje tulee sisaltdamaan yleiset laboratorion toimintaohjeet, kliinisen mikrobio-
logian bakteerien tunnistuskokeita seka mikrobiologisten naytteidenotto- ja -
kasittelyohjeita. Tydohjeeseen tulee sellaisia harjoitustditad, joita Turun ammatti-
korkeakoulun mikrobiologian laboratoriossa voidaan suorittaa.

Aikaisempaa yhtendista kliinisen mikrobiologian tydohjetta ei ole, joten tdméan
opinnaytetydn tavoitteena on tuottaa kliinisen mikrobiologian oppimateriaali ja
helpottaa sen avulla bioanalyytikko-opiskelijoiden oppimista kliinisen mikrobio-
logian opintojaksolla. Tybohjeet tulevat olemaan s&hkoisessd muodossa ja
opiskelijat saavat itse ne tulostaa tai kopioida.
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2 OPINNAYTETYON TEOREETTISET LAHTOKOHDAT

2.1 Oppimateriaali

Nopeasti kehittynyt viestinta- ja tietotekniikka on vaikuttanut ja muuttanut joita-
kin perinteisid opetus-oppimistilanteisiin liittyvia teorioita ja kasitteiden maaritte-
lyja viime vuosikymmenina. Kéasite oppimateriaali on laajentunut, koska on han-
kalaa rajata erilaisia opetuksen ja oppimisen apuvdlineita kasitteen ulkopuolelle.
Mika osa kaikesta saatavilla olevasta informaatiosta on oppimateriaalia, on

myos vaikeaa maaritella. (Vainionpaa 2006.)

Usein oppimateriaalilla tarkoitetaan johonkin materiaan liitettyd oppiainesta,
jonka tarkoituksena on valittya oppijalle niin, etté se synnyttaisi heille myonteisia
oppimiskokemuksia. Nama kokemukset johtavat sitten pysyviin tietojen ja taito-
jen muutoksiin oppijassa. Oppimateriaali on siis oppiainesta sisaltava tiedon-
lahde. (Uusikyla & Atjonen 2000.)

Tyobohjeita kaytetaan koulutuksen apuvélineenéa uusille tyontekijoille. Niitd kay-
tetdan myos ongelmanratkaisuun, kehitykseen ja tiedon hakuun. (Tolvanen
2011.) Tybohje on siis myos hyva oppimateriaali opiskelijalle kaytannon harjoit-

teissa.

2.2 Kliininen mikrobiologia

Kliininen mikrobiologia on ihmisen infektiotauteihin keskittyva tieteenala. Tau-
dinaiheuttajien lisdksi kliininen mikrobiologia kasittelee elimistén puolustusme-
kanismeja, infektiotautien syntya, niiden diagnostiikkaa, hoitoa ja ehkaisymene-
telmia. Mikrobiologia jaetaan viiteen osa-alueeseen, jotka tutkivat eri taudinai-
heuttajia tai immuunijarjestelmaa. Osa-alueita ovat bakteriologia, virologia, pa-
rasitologia, mykologia ja immunologia. Erilaisia taudinaiheuttajia ovat bakteerit,

virukset, parasiitit ja sienet. (Heikkil& 2005.)
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2.2.1 Kliininen bakteriologia

Kliininen bakteriologia on bakteereja tutkiva tieteenala (Duodecim 2014). Bak-
teerit ovat yksisoluisia organismeja, joita voidaan luokitella ryhmiin niiden muo-
don, rakenteen, gramvarjaytyvyyden ja fysiologisten ominaisuuksien perusteella
(Heikkila & Meurman 2005). Lahes kaikki bakteerit ovat mikroskooppisen pie-
nia, eli niita ei paljaalla silméalla pysty havaitsemaan (Vaara ym. 2010). Baktee-
rien tutkimisessa kaytetaan erilaisia menetelmida. Bakteereja voidaan viljella
naytteesta kiinteille elatusmaljoille, joita sailytetddn yon yli lampokaapissa. Bak-
teerit ehtivat tdssa ajassa jakautua miljooniksi jalkelaisiksi ja kun ne kiintealla
alustalla eivat pysty liikkumaan vapaasti, niistd muodostuu silmin havaittavia
pesédkkeita. Bakteerien tunnistus ja nimeaminen tapahtuvat yleensa niiden bio-
kemiallisten ominaisuuksien perusteella tai niiden vasta-aineisiin perustuviin
immunologisiin reaktioihin. Kun bakteeri on tunnistettu ja nimetty, tehdaan sille
viela herkkyysmaarityksia, jotta tiedetaan, millaisella antibiootilla bakteeri saa-
daan haadettya. (Heikkila & Meurman 2005.)

Kaikista tunnetuista bakteerilajeista vain noin sata aiheuttaa ihmiselle tauteja.
Ihminen alkaa syntymastaan asti keradmaan itseensa mikrobeja, joista osa jaa
pysyvasti ihon ja limakalvojen mikrobiston osaksi, normaaliflooraksi. Normaali-
flooraa on runsaasti ihon taivekohdissa ja aukkojen ymparilla seka limakalvoilla.
Ne toimivat aktiivisesti ihmisen vastustuskyvyn osana. Jotkin bakteerit tuottavat
meille elintarkeita vitamiineja ja toiset maitohappoa, joka suojaa limakalvoja
muilta mikrobeilta. (Karhumaki ym. 2005.) Normaaliflooraan kuuluvat bakteerit-
kin voivat joskus olla taudinaiheuttajina, jos ne joutuvat elimiston muille alueille
kuin kuuluvat. Esimerkiksi suoliston normaaliflooraan kuuluva E.Coli bakteeri on
yleisin virtsatieinfektioiden aiheuttaja. Normaaliflooran bakteerit voivat aiheuttaa
tauteja myos esimerkiksi haavainfektioissa. Joskus kehon vastustuskyvyn puut-
teen vuoksi normaaliflooran heikko taudinaiheuttaja voi saada aikaan taudin
ihmisella. Tallaista bakteeria kutsutaan opportunistiksi. (Karhuméki ym. 2005;
Siittonen & Vaara 2010.)
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Kliinisesti tarkeat bakteerit jaetaan niiden soluseindn rakenteen mukaan
grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin bakteereihin. Bakteerit voidaan jakaa myos
niiden muodon perusteella kokki- ja sauvabakteereihin. Pallomaiset
kokkibakteerit voivat olla pareittain (diplokokki), neljan solun neliomaisena
ryhmé&na, kahdeksan solun kuutiomaisena ryhmana (sarcina), ketjuina
(streptokokki) tai rykelmina (stafylokokki). My6s sauvabakteerit voivat ryhmittya
lyhyiksi ketjuiksi. (Heikkila & Meurman 2005; Sojakka & Valimaki 2011.)

Bakteerit ovat kehittyneet selviamaan erilaisissa olosuhteissa. Niiden taytyy
loytaa ymparistostaan kaikki ainekset, joita ne tarvitsevat energian tuottamiseen
ja solun toimintoihin. Toiset bakteerit ovat erittdin vaativia ravinteiden suhteen,
kun taas toisille riittda vain yksinkertaiset ravinteet. Bakteerien lisaantyminen on
rippuvaista myds lampdétilasta, kaasuolosuhteista, happamuudesta ja
kosteudesta. Suurin 0sa patogeeneista bakteereista kasvaa parhaiten
neutraalissa happamuudessa. (Sarvas, Skurnik & Vaara 2010, Heikkila &
Meurman 2005; Jonsson, Karhumé&ki & Saros 2005.) Jokaisella mikrobilla on
oma optimilampotila, jossa sen lisddntyminen on nopeinta. Tautia aiheuttavien
bakteerien optimilampdtila on yleensd ihmisen kehon lampétila eli 35-37 °C.
(Heikkila & Meurman 2005; Jonsson ym. 2005.) Bakteerien lisddntyminen on
riippuvaista myo6s niiden hapensietokyvysta. Aerobisille bakteereille happi on
valttamatonta, kun taas anaerobiset bakteerit eivat siedd happea lainkaan.
Fakultatiivisesti aerobiset bakteerit voivat kasvaa seka hapettomissa etta

hapellisissa olosuhteissa. (Jonsson ym. 2005.)

Bakteriologian tarkein diagnostinen menetelma on bakteeriviljely. Se on ainoa
menetelma, joka mahdollistaa bakteerin tunnistuskokeet ja monipuoliset
jatkotutkimukset. Yleensd bakteerindytteet viljella&n kiintedn agarpohjaisen
elatusaineen paalle, mutta viljely on mahdollista tehdda myods nestemaisessa
elatusaineessa tai vinopinnoilla koeputkissa. Yksi bakteeri jakaantuu
kasvatuksessa yon yli miljooniksi jalkelaisiksi. Kiinteélla alustalla ne eivat paase
likkumaan vapaasti ja niistd muodostuu silmin havaittava pesake. Eri bakteerit
muodostavat maljalla erilaisia pesakkeitd joiden perusteella bakteerit voidaan

tunnistaa toisistaan. Usein luontaisia naytteita viljeltaessa, maljalla kasvaa
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useampaa bakteeria, jotka muodostavat erindkdisid pesakkeita. (Heikkila &
Meurman 2005; Sojakka & Valimaki 2011.) Bakteeriviljelymaljaa tutkittaessa
katsotaan pesadkkeiden kokoa, muotoa, varia, rakennetta ja peséakkeiden
ymparoivaa aluetta. Pesakkeiden ympaérilla elatusaineessa tapahtuneet
muutokset voivat kertoa bakteeriyhdyskunnan aineenvaihdunnasta ja antaa
nain vinkkid maljalla kasvavasta bakteerilajista. Maljan tutkinnassa voidaan
kayttaa myos varoen hajuaistia. Osalla bakteereista on sille ominainen haju,
esimerkiksi Pseudomonas —bakteeri tuoksuu kukkaiselle. (Sojakka & Valimaki
2011.)

Bakteereja voidaan tutkia myds mikroskoopilla. Mikroskooppinen tutkimus
tehdaan yleensa gramvarjayksen jalkeen. Gramvarjays varjaa grampositiiviset
bakteerit sinisiksi ja gramnegatiiviset punaisiksi. Varjatysta naytteesta nahdaan
onko bakteeri grampositiivinen vai —negatiivinen ja onko se sauva vai kokki.
Gramvarjays on kaytetyin varjaysmenetelméa bakteriologiassa ja se perustuu
bakteerien soluseinien rakenne-eroihin. Mikroskooppinen tutkimus soveltuu
kliinisessa mikrobiologiassa parhaiten normaalisti  steriilien naytteiden
tutkimiseen. Esimerkiksi likvor ja nivelnesteistd mika tahansa bakteerildydos on
merkityksellinen, koska niista ei kuuluisi bakteereja I6ytya. Koska mikroskoopilla
ei pysty erottaa rakenteeltaan samanlaisia bakteerisukuja tai lajeja toisistaan,
se ei sovellu normaaliflooraa sisaltdvan naytteen tutkimiseen kovinkaan hyvin.
(Heikkila & Meurman 2005; Sojakka & Valimaki 2011.)

Bakteerien lopullinen tunnistaminen ja nimeaminen tapahtuu
pesdkemorfologian ja mikroskopoinnin lisdksi testaamalla niiden biokemiallisia
ominaisuuksia, esimerkiksi kykya kayttdd erilaisia sokereita energianlahteena
tai tuottaa jotain entsyymia. (Heikkila & Meurman 2005.) Biokemiallisia testeja
ovat muunmuassa katalaasi- ja koagulaasikoe. Katalaasitestilla erotetaan
streptokokit ja stafylokokit toisistaan perustuen stafylokokkien kykyyn hajottaa
vetyperoksidia vedeksi ja hapeksi katalaasientsyymin avulla. Koagulaasitestilla
taas erotetaan Staphylococcus aureus muista stafylokokeista. Oksidaasitestilla
testataan bakteerin kyky tuottaa sytokromioksidaasia. Oksidaasipositiivinen
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bakteeri on aerobibakteeri tai fakultatiivisesti aerobibakteeri. (Sojakka &
Valimaki 2011; Michigan State University 2010.)

Kun patogeeninen mikrobi on tunnistettu, tehdaan sille viela antibioottiherkkyys
maaritys. Tavallisin tapa maarittda bakteerikannan antibioottiherkkyyttd on
agardiffuusio, eli kiekkomenetelma. Siind herkkyysmaljalle levitetd&dn tasaisesti
bakteerisuspensiota ja kyseiselle bakteerille sopivat antibioottikiekot. Yon yli
kasvatetusta maljasta mitataan kiekkojen ymparille muodostuneiden
estorenkaiden halkaisijat. Estorenkaan koko kertoo bakteerikannan
herkkyydesta kyseiselle antibiootille. Kun estorenkaan halkaisija on liian pieni,
se on resistentti talle antibiootille. Antibioottiherkkyys maaritys kertoo laakarille
mitd antibioottia potilaan infektioon voi maaratad. (Sojakka & Valimaki 2011;
Michigan State University 2010.)

2.3 Bioanalyytikko kliinisen mikrobiologian laboratoriossa

Bioanalyytikko on ammattikorkeakoulutuksen saanut terveysalan ammattilainen,
joka tydskentelee laboratorioissa. Bioanalyytikot tekevat potilastutkimuksia, ot-
tavat potilasnaytteitd seka analysoivat naitd naytteita eri laboratorioissa. Tama
edellyttaa bioanalyytikolta erikoisosaamista. Bioanalyytikko voi jatkokoulutuksel-
la ryhtya esimerkiksi opettajaksi, osaston- tai ylihoitajaksi. (Suomen bioanalyy-
tikkoliitto Ry 2014a.) Turun ammattikorkeakoulussa bioanalyytikko-opiskelijoilla
on opetussuunnitelmassa 5 opintopistettd mikrobiologian teoriaa ja 2 opintopis-

tetta mikrobiologian kaytannon harjoittelua (Bioanalyytikko (AMK) 2014).

Bioanalyytikot tydskentelevat monenlaisissa Kliinisissa laboratorioissa, kuten
kliinisen mikrobiologian laboratoriossa. Mikrobiologian laboratoriossa bioanalyy-
tikot tyoskentelevat muun muassa sairaalamikrobiologien ja mikrobiologian eri-
koislaakareiden kanssa. Mikrobiologian laboratoriossa tydskennellaan osana

moniammatillista tiimi&. (Suomen Bioanalyytikkoliitto 2015.)

Laboratoriotutkimusprosessi siséaltaa kaikki vaiheet tutkimuspyynnosta luotetta-
viin tuloksiin. Taman tutkimusprosessin hallinta on bioanalyytikon ammattipate-

vyyden perusta. Bioanalyytikon on hallittava laboratoriotutkimusprosessin prea-
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nalyyttiset, analyyttiset seka postanalyyttiset vaiheet, jotta voidaan paatya luo-
tettaviin tuloksiin. Preanalyyttisessa vaiheessa bioanalyytikon kuuluu toimia asi-
antuntijana naytteenottoon liittyvissa asioissa. Analyyttisessad vaiheessa bio-
analyytikon tehtava on suorittaa laboratoriotutkimus ottaen huomioon laatu ja
luotettavuus. Postanalyyttisessa vaiheessa bioanalyytikon pitdd osata arvioida
tutkimuksen onnistuminen ja tulosten luotettavuus. (Opetusministerio 2006;
Tuokko ym. 2009.)

Tekniikan kehittyessa laboratoriotydoskentely muuttuu koko ajan automatisoi-
dummaksi. Mikrobiologian laboratoriossa tehdaéan silti viela paljon toita kasin.
Bioanalyytikon tydnkuva vaihtelee mikrobiologian laboratoriossa paljon tyopis-
teen ja laboratorion koon mukaan. Bakteriologian osastolla tulkitaan ja vasta-
taan itsenaisesti muun muassa virtsa-, uloste- ja nieluviljelyitd. Immunologian
osastolla bioanalyytikot tekevat infektioserologisia ja autoimmunologisia tutki-
muksia. Virologian osastolla tutkitaan viruksia ja niiden tuottamia vasta-aineita
PCR-menetelmalla. Parasiitteja tai sienid tutkiakseen bioanalyytikon taytyy suo-
rittaa laboratoriossa pitkéa perehtyminen aiheeseen. Nama aiheet opitaan vain

kaytannon tydssa. (Suomen Bioanalyytikkoliitto 2015.)

Turun ammattikorkeakoulun opetussuunnitelman mukaan kliinisen mikrobiolo-
gian osaamistavoitteisiin kuuluu perustietojen hallinta tavallisimmista taudinai-
heuttajista, tuntea mikrobiologiset tunnistusmenetelmat sekd mikrobiologisen
valineiston. Liséksi opiskelijoiden tulisi oppia perusasiat mikrobiologisten nayt-
teiden otosta. Opintojaksolla kasitellaan bakteerit, virukset, sienet ja parasiitit
taudinaiheuttajina, mikrobiologisten naytteiden otto, tyoturvallisuus ja aseptinen

tyoskentely. (Turun ammattikorkeakoulu 2015.)

2.4 Aikaisemmat tutkimukset

Helenius, Kilpeldinen ja Taponen (2012) laativat opinnaytetybnaan Savonian
ammattikorkeakoululle tydohjeet mikrobiologian laboraatioihin. He kartoittivat
ensin kyselylomakkeella kaikkien Suomen keskussairaaloiden mikrobiologian

osastoilla kaytettavat bakteerien tunnistusmenetelmat ja naiden perusteella
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varmistivat, etta tekisivat vain ajankohtaisista tutkimuksista tyoohjeet. Opinnay-
tetydon tuloksena valmistui tyoohjeet, jotka kuvasivat tarpeellisten bakteerien-

tunnistuskokeiden ohjeet vaihevaiheelta sanallisesti seka kuvallisesti.

Tomperin (2013) opinnaytetydssa koottiin kuvallinen oppimateriaalin hiivojen ja
bakteerien tunnistusmenetelmista Eteléa-Karjalan keskussairaalan kliinisen mik-
robiologian laboratoriolle. Tavoitteena oli luoda oppimateriaali, jota voidaan
kayttad perehdytys- ja koulutusvéalineené. Ty0 koostui kolmesta osasta: rapor-
tista, kuvallisesta tuotoksesta seka materiaalin testauksesta bioanalytiikan opis-

kelijoilla ja tyontekijoilla.

Haatanen ja Hyvarinen (2013) laativat toiminnallisessa opinnaytetyéssaan op-
pimateriaalin Savonian ammattikorkeakoululle veriviljelyiden laboratoriotydpro-
sessista. Tavoitteena oli tuottaa oppimateriaali, joka helpottaa opiskelijoiden
oppimista. He tekivat kuvallisen materiaalin, jossa oli myos oppimista edistavia
kysymyksia.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TEHTAVAT

Tassa opinnaytetydssa pyritaan yhdistamaan kaytannontoteutus ja raportointi
tutkimusviestinnan keinoin toiminnallisen opinnaytetydon mallin mukaisesti. Ta-
man opinnaytetyon tarkoituksena on laatia yhtendinen oppimateriaali mikrobio-
logian bakteeritunnistuskokeiden tydohjeista ja mikrobiologisten naytteiden otto-
ohjeista Turun ammattikorkeakoululle. Tassa opinnaytetydssa kaytetaan hyvak-
si vanhoja ty6ohjeita seka Turun yliopistollisen keskussairaalan mikrobiologian
laboratoriossa kaytossa olevia tydohjeita. Tydssa eritelladn muun muassa seu-

raavat kliiniset mikrobiologian osa-alueet;

a) Laboratorion jarjestyssaannot

b) Virtsanaytteen bakteeriviljely

c) Yleisimmat virtsatieinfektioden aiheuttajat
d) Nielunaytteenotto ja bakteeriviljely

e) B-hemolyyttiset streptokokit

f) Gram-varjays

g) Koagulaasitesti

h) Katalaasitesti

i) Oksidaasitesti

j) API 20E enterobakteerien identifikaatiotesti
k) Basitrasiinikiekko

[) Streptokokkiagglutinaatiotesti

Taman opinnaytetydn tavoitteena on luoda ty6elamalahtdinen ja kaytdnnonla-
heinen mikrobiologian oppimateriaali bioanalyytikko-opiskelijoille, joka toteute-

taan ajankohtaisella tiedolla ja ammatillisesti. (Vilkka & Airaksinen 2004.)
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon toteutus

Talle opinnaytetyolle haettiin toimeksianto Turun ammattikorkeakoulun Bio-
analyytikkokoulutuksen koulutuspaallikolta tammikuussa 2015. Aineisto keréattiin
syksylla 2014 ja talvella 2015 ohjaavan opettajan tuella. TAma opinnaytetyo ei

aiheuttanut kustannuksia opinnaytetyota tarjoavalle organisaatiolle.

Opinnaytetyo aloitettiin rajaamalla opinnaytetyén aihealue vain Turun ammatti-
korkeakoulussa kaytettaviin mikrobiologisiin tutkimuksiin. Kun aihealue oli rajat-
tu, aloitettiin luotettavien l&hteiden etsiminen. Lahteita etsittiin kayttaen apuna
erilaisia tietokantoja, kuten Turun ammattikorkeakoulun Aura-tietokantaa ja Nel-
li-tiedonhakuportaalia. Tietokantojen lisaksi lahteita etsittiin myés muun muassa

Terveysportin ja Medicin aineistoista.

Kun lahteet oli etsitty, laadittiin opinnaytetydlle viitekehys. Pohjana kaytettiin
tutkimussuunnitelmassa maariteltyja keskeisia kasitteita. Viitekehys laadittiin
vuorovaikutuksessa ohjaavan opettajan kanssa palautetta kuunnellen ja tarvit-
tavia korjauksia tehden. Kun viitekehys valmistui, tehtiin sen pohjalta tydohjeet

mikrobiologian laboraatioihin.

Myds tuotos tehtiin yhteistydssa ohjaavan opettajan kanssa. Siita tehtiin useita
versioita ja korjauksia. Lopuksi opinnaytetytraporttiin kuvattiin opinnaytetyén
vaiheet ja tuotoksen tekemisessa vastaan tulleet haasteet ja onnistumiset.

4.2 Opinnaytetyén metodologiset lahtokohdat

Toiminnallinen opinnaytety6 tavoittelee ammatillisessa kentassa kaytannon toi-

minnan ohjeistamista, opastamista, toiminnan jarjestelemista ja jarkeistamista.
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Tarkedd on yhdistad kaytannon toteutus ja sen raportointi tutkimusviestinnén
keinoin. (Vilkka & Airaksinen 2004.)

Tama opinnaytetyd on toiminnallinen, silla sen tuloksena syntyi erillinen, kirjalli-
nen oppimateriaali. Tuotosta kaytetddn Turun ammattikorkeakoulun bioanalyy-
tikkokoulutuksen kliinisen mikrobiologian kaytanndn opetuksessa. Opinnayte-

tyoraportissa kerrotaan tuotoksen tekemisen vaiheet, ongelmat ja onnistumiset.

4.3 Opinnaytetyon eettiset lahtokohdat

Talle opinnaytetytlle anottiin ammattikorkeakoulun ohjeiden mukaisesti toimek-
siantosopimus. Tassa opinnaytetydssa ei kaytetty plagiointia ja lahteiden luotet-
tavuuteen Kiinnitettiin huomiota. Tama opinnaytetyo tehtiin hyvia tieteellisia kay-
tantdja ja bioanalyytikon eettisia periaatteita noudattaen. (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta 2012; Suomen bioanalytiikkoliitto Ry. 2006a.) Taméan opinnay-
tetyon tekemiseen ei kaytetty potilaita tai potilastietoja, joten potilaiden yksityi-
syydesta ei tarvinnut huolehtia. Tama helpotti tydn etenemista eettisten lahto-
kohtien kannalta merkittavasti. Taman opinnaytetyon aihe on tarkeda, koska sii-
na syntynyt tuotos helpottaa bioanalyytikko-opiskelijoiden kliinisen mikrobiologi-

an opiskelua. Ennen yhtenaista tydohjetta ei ole ollut.
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5 TUOTOS

5.1 Tybohjeen laatiminen

Opinnaytetyon tuotos, Mikrobiologiaa —laboraatioiden tydohjeet bioanalyytikko-
opiskelijoille (23 sivua, 5 kuvaa ja 5 kaaviota) luovutetaan Turun ammattikor-
keakoulun kaytt6on sahkoiseksi oppimateriaaliksi, joka on opiskelijoiden va-
paasti tulostettavissa sadhkdisella opiskelualustalla. Se tehtiin vastaamaan bio-
analyytikkokoulutuksen kliinisen mikrobiologian perusopintoja. Tuotos tallennet-
tiin Cd-romille PDF-formaattiin, josta mikrobiologian opettaja voi sen opiskelijoil-

le jakaa.

Tuotoksen tekeminen aloitettiin suunnittelemalla tydohjeiden siséaltd ja muoto.
Tyobohjeet pyrittiin kirjoittamaan loogisessa jarjestyksessd, jotta niiden kayttd
olisi mahdollisimman helppoa. Tydohjeiden sisalloksi paatettiin rajata Turun
ammattikorkeakoulun kliinisen mikrobiologian opetuksen kannalta tarpeelliset
testit ja tyoohjeet, kuten mikrobiologisten naytteiden naytteenotto, bakteerivilje-
Iyt ja koulun kayttamat bakteerien tunnistustestit. Kun sisalto oli paatetty, etsit-
tiin luotettavia ja hyvia lahteitd. Loppujen lopuksi paadyttiin kayttamaan Tyksla-
bin Kliinisen mikrobiologian laboratorion ty6ohjeita, Turun ammattikorkeakoulun
kaytdssa olevien testien pakkausselosteita seka erilaisia aineistoja ja lahdekir-

jallisuutta.

Tyo6ohjeita kirjoitettiin yksi kerrallaan, pyrkien siihen, ettd kokonaisuudesta tulisi
mahdollisimman helppolukuinen ja hyvin jasennelty. Jokaiseen tydohjeeseen
kirjoitettiin pieni teoriaosuus pohjustamaan itse tydvaiheita ja kertomaan testien
toimintaperiaatteista. Joitain tydohjeita havainnollistettiin kuvin ja kaavioin. Ty6-
ohjeita hiottiin pitkaan ja niiden tekemiseen kaytettiin paljon aikaa. Tyoohjeista
haluttin ~ mahdollisimman  yksinkertaisia ja hyddyllisia bioanalyytikko-
opiskelijoille.

Kuvat ja kaaviot piirrettiin ja suunniteltiin itse luotettavia lahteitd apuna kayttaen.
Kuvien tekemiseen kaytettiin useampia kuvankasittelyohjelmia ja tekstinkasitte-
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lyohjelmia. Osa kuvista piirrettiin kasin, kun taas osa tehtiin kokonaan kuvanka-
sittelyohjelmilla. Kaaviot tehtiin tekstinkasittelyohjelmilla ja ne vaativat paljon
tyota. Kuvia tehdessa kiinnitettiin huomiota niiden selkeyteen seka varien kayt-
téon. Tarkoitus oli kayttaa sellaisia variyhdistelmia, etta niista saa hyvin selvaa,

riippumatta siita, tulostiko kuvat mustavalkoisena vai varillisené.

Tuotoksen ulkoasusta haluttin mahdollisimman selkea ja jasennelty. Siksi sii-
hen tehtiin siséllysluettelo, josta on helppo selata, mita kaikkea tyo pitaa sisal-
laan. Kuville on tehty oma luettelonsa, jotta tekstin viittaamiin kuviin 10yta& hel-
posti. Tekstin viittauksiin upotettiin myds suorat linkit, joita painamalla paasee
suoraan viitattuun kuvaan tai kaavioon. Fontiksi valittiin Arial, koska se on sel-

keé ja yksinkertainen fontti.
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6 POHDINTA

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli luoda tydelamalahtdinen ja kaytannonla-
heinen mikrobiologian oppimateriaali ammattitaitoisesti ja ajankohtaista tietoa
kayttaen. Tarkoituksena oli tehda yhtenainen oppimateriaali Turun ammattikor-
keakoulun bioanalyytikko-opiskelijoille mikrobiologian opintojaksolle. Taman
opinnaytetyon tuotoksen avulla bioanalyytikko-opiskelijat |0ytavat helposti yk-
sinkertaiset ja selkeat tydohjeet erilaisiin mikrobiologian menetelmiin ja testei-
hin.

Taman opinnaytetyon tuotos aloitettiin rajaamalla aihealueet, joita tyo kasittelee.
Paadyttiin sisallyttamaan oppimateriaaliin Turun ammattikorkeakoulun bioanaly-
tiilkkokoulutuksen mikrobiologian opintojaksoon kuuluvat bakteerien tunnistus-
testit, bakteeriviljelyt, mikrobiologisten naytteiden otto ja bakteerien tunnistami-
nen maljalta virtsa- ja nielunaytteiden osalta. Alun perin ty6ssa piti kasitella
myo6s yleisimmat hengitystieinfektion ja virtsatieinfektion aiheuttajabakteerit,
mutta opinnaytetyon tekija paatti rajata ne ulos tyostd, koska bakteereista on jo
aiemmin tehty laaja oppimateriaali Turun ammattikorkeakoululle. Opinnaytety6n
tekija paatyi sitten laatimaan jokaista osiota ennen pienen teoriaosuuden, josta

kay ilmi esimerkiksi yleisin virtsatie- ja hengitystieinfektioiden aiheuttaja.

Turun ammattikorkeakoululla ei ole yhtenaista oppimateriaalia mikrobiologian
laboraatioihin. Taman opinnaytetyon tekija muokkasi kaikki Turun ammattikor-
keakoululla kaytossa olevat tydohjeet yhtenaiseen ja selkeddn muotoon ja lah-
dekirjallisuuden avulla laati ty6ohjeet erilaisille viljelytekniikoille ja néytteenotto
tilanteille. Opinnaytetyon tekija paivitti muun muassa streptokokkiagglutinaatio-
ja stafylokokkiagglutinaatiotestien tydohjeet testien pakkausselosteiden avulla.
Pakkausselosteet olivat englanniksi ja niiden suomentaminen oli valilla hanka-
laa. Englanninkielisille entsyymeille ja termeille oli valilla vaikea l6ytaa oikeaa
suomenkielista termia tai vastinetta, mutta lopulta opinnaytetyon tekija sai kai-

kista testeista selkeét ja hyvéat tydohjeet aikaiseksi.
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Opinnaytetydssa olevat kuvat ovat luotettavia. Ne piirrettiin luotettavien lahtei-
den tietojen perusteella. Kaikki kuvat ovat opinnaytetyon tekijan piirtamia. Kuvia
piirtdessa piti miettida, milta kuvat nayttavat valmiissa tuotoksessa. Koska tdméan
opinnaytetyon tuotos on tarkoitus antaa bioanalyytikko-opiskelijoille tulostetta-
vaksi laboraatioihin, piti kuvien varitys saada selkeaksi riippumatta siité, tulosti-
ko kuvat varillisina vai musta-valkoisina. Kuvien skannauksessa oli ongelmia,
koska kuvien varit haalistuivat niin paljon. Tdmé ongelma saatiin kuitenkin kor-
jattua kuvankasittelyohjelmilla. Kuvien varityksen takia kuvista tehtiin monta
versiota ja niiden vareja testattiin monesti niin musta-valko- kuin véaritulosteissa.
Myos kuvien sijoittelu tydhon toi oman haasteensa, koska kuvat oli pidettava
sen kokoisina, etta niista saisi tulostettuna selvaa ja ne haluttiin kuitenkin sijoit-
taa tyohon loogisesti tekstin lomaan. Tama ongelma saatiin ratkaistua pitkajan-

teisyydellad ja syvallisemmalla tutustumisella tekstinkasittelyohjelmaan.

Taman opinnaytetyon tuotoksen lopusta I6ytyy vuokaaviot, joiden avulla baktee-
rit lopulta tunnistetaan. Ne on tehty mukaillen Tykslabin kliinisen mikrobiologian
laboratorion kayttdmia vuokaavioita. Vuokaavioiden tekeminen osoittautui odo-
tettua haasteellisemmaksi ja niiden tekemiseen menikin monta kokonaista pai-
vaa. Vuokaaviot tehtiin Microsoft Word ohjelmalla ja apuna kaytettiin Paint oh-
jelmaa ja kuvankasittelyohjelmia. Vuokaavioiden tekeminen olisi luultavasti on-
nistunut helpommin ja joustavammin, jos tAman opinnaytetyon tekija olisi osan-
nut kayttaa jotain kaavioiden tekemiseen tarkoitettua ohjelmaa. Vuokaaviot tal-
lennettiin jpg -muotoon, joten niiden jalkeenpain muokkaus ei ole kaytannossa

enada mahdollista.

Jatkotutkimusaiheena voisi kyselytestilla tutkia oppimateriaalin hyddyllisyytta ja

toimivuutta.
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jaorganisaation nakoékulmasta.

OIKEUDET

Opinndytetyon tekijanoikeus kuuluu tekijalle eli
opiskelijalle. Tekijanoikeuden lisaksi myds muiden
immateriaalioikeuksien osalta noudatetaan
kulloinkin voimassa olevaa kyseessa olevaa
oikeutta koskevaa lainsaadantoa.

TULOSTEN JULKISTAMINEN JA LUOTTAMUK-
SELLISUUS

Opinndytetyosta laaditaan Turun ammattikorkea-
koulun ohjeen mukainen kirjallinen raportti.
Kirjallinen raportti luovutetaan toimeksiantajalle
Ja asetetaan kirjaston kokoeimiin tai julkaistaan
elektronisessa muodossa verkkokirjastossa.

Julkaistava opinndytetyoraportti on laadittava
niin, ettei se sisalla liike- tai ammattisalaisuuksia
tai muita julkisuuslaissa (laki viranomaisten
toiminnan julkisuudesta) salassa pidettavaksi

madrattyja tietoja, vaan ne jatetaan tydn tausta-
aineistoon. Opinndytetydn arvioinnissa otetaan
huomioon seké julkaistava ettd salassa pidettava
osa.

Opinndytety6n toimeksiantaja ja opiskelija sitoutuvat
pitémaan salassa kaikki opinndytetydn tekemisessa ja
sitd edeltavissa tai sen jalkeisissd neuvotteluissa esiin
tulevat luottamukselliset tiedot ja asiakirjat.

Toimeksiantajan edustajalle varataan mahdollisuus
tutustua opinndytetybraporttiin viimeistdan neljatoista
(14) paivaa ennen aiottua julkaisemista. Toimeksian-
tajalla on oikeus maaritella salassa pidettava osuus,
jota ei julkaista. Toimeksiantaja antaa tyosta ennen
edella mainittua julkaisemisajankohtaa lausunnon,
Jossa toteaa, etta opinndytetyoraportti voidaan jul-
kaista kokonaisuudessaan tai madrittelee, mika osuus
tydsta on salassa pidettavaa.

TYOSUHDE JA KUSTANNUKSET

Mahdollisesta tydsuhteesta, tydstd maksettavasta palkki-
osta ja tyostd mahdollisesti aiheutuvien kustannusten
korvaamisesta toimeksiantaia ja opinnadytetyén tekija
sopivat erikseen.
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1 VIRTSANAYTTEEN BAKTEERIVILJELY

Virtsanaytteen bakteeriviljelyssa etsitaan virtsatieinfektion aiheuttajaa. Nayt-
teeksi kay vahintaan 4 tuntia rakossa ollut keskivirtsa, katetrivirtsa, pussivirtsa
tai rakkopunktionayte. Keskivirtsan naytteenotossa tarkeaa on huomioida kun-
nollinen alapesu, koska genitaalialueennormaalifloora hairitsee bakteeriviljelyn
tulkintaa huomattavasti.

Virtsanayte viljelladan maljalle 1 pl:n silmukalla.
Kasta silmukka naytteeseen niin, etta silmukka menee naytepinnan alle koko-

naan ja silmukkaan jaa naytetta. Tee silmukalla yksi suora veto maljan paasta
paahan ja hajota nayte tihein vedoin koko maljalle Kuva 1.1

Ensimmainen veto

Kuva 1.1 Virtsaviljely ja hajotukset

Varo osumasta maljan reunoihin, niistd saattaa tulla kontaminaationa epapuh-
tauksia.

Viljelyn jalkeen maljaa kasvatetaan lampdkaapissa 1-2 vuorokautta.
Tavallisimmin virtsanaytteet viljellaan varimaljalle, esimerkiksi ORI-maljalle.

Siina tietyt bakteeripesakkeet varjaytyvat tietylla tavalla. Esimerkiksi E. coli var-
jaytyy pinkiksi ja E. faecalis turkoosiksi. Varimaljalta on helppo tehda johtopaa
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toksia jo pelkastaan bakteeripesakkeen ulkomuodon perusteella. Toinen mah-
dollinen virtsaviljelyyn kaytettava malja on Cled-malja. Siin& kaytetaan hyvaksi
joidenkin bakteerien kykya hajottaa laktoosia. Kun alun perin sinisella maljalla
kasvaa laktoosia hajottava bakteeri, esimerkiksi E. coli, hajottaa se maljan lak-
toosin happamiksi aineenvaihduntatuotteiksi. Nama tuotteet muuttavat maljan
pH-indikaattorin varin pesékkeiden ymparilta keltaiseksi
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2 NIELUNAYTTEENOTTO JA BAKTEERIVILJELY

Suurin osa nieluinfektioista on virusten aiheuttamia, mutta kun tulehduksen ai-
heuttajaksi epaillaan bakteeria, tehdaan nieluviljely. Nayte viljellaan lampaanve-
rimaljalle ja siita etsitaan B-hemolyyttisia streptokokkeja.

Tarkein bakteeriperaisen nielutulehduksen aiheuttaja on A-ryhman streptokokki,
Streptococcus pyogenes. Muita nielutulehduksia aiheuttavia B-hemolyyttisia

streptokokkeja on C- ja G-ryhman streptokokit.

2.1 Nielunaytteenotto

Ennen naytteenottoa on suotavaa olla juomatta vahintaan tunnin ajan. Myos
syomista, kurkkutabletteja seké desinfioivia suuvesia tulisi valttda ennen nayt-

teenottoa.

e Ota tarvittavat valineet valmiiksi esille

¢ Desinfioi katesi, pue nendsuu-suoja ja kumihanskat

e Paina potilaan kieli alas spaattelilla. Voit pyytdd potilasta sanomaan
"AAA”.
e Nayte otetaan pyoérittamalla naytetikkua reippaasti nielurisojen pinnoilla
ja tulehtuneen nakaisilla alueilla takanielussa. Kuva 2.2 ja Kuva 2.1
o Nielurisojen puuttuessa nayte otetaan nielukaarien valiseltd alu-
eelta.
e Naytettd otettaessa on tarkeaa varoa koskemasta kieleen, kitapurjee-
seen, ikeniin tai hampaisiin.
o Niissa on paljon normaaliflooraa, joka héiritsee oikeiden patogee-

nien tunnistamista.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Enni Ahlroth



Liite 2/6 (23)

Nielu punoittaa

Nielukaari

Kitapurje Nielurisoissa
—

peitteita
x| Nielurisat

Kuva 2.2 Terve nielu Kuva 2.1 Tulehtunut nielu

2.2 Nieluviljely

Kun nayte on otettu, viljellaan se suoraan naytetikusta maljalle hajotustekniikal-
la.

e Naytetikkua pyoritellaan maljalla tihein vedoin kattaen noin ¥ maljasta.
e Otetaan puhdas hajotussauva ja tehdaan hajotukset Kuva 2.3

e Lopuksi asetetaan basitrasiinikiekko maljan paksuimmin viljellylle kohdal-
le.

Viljelyn jalkeen maljaa kasvatetaan lampdkaapissa 18—24 tuntia. Jos maljalta
kasvatuksen jalkeen l6ytyy B-hemolyyttisia pesakkeita, tehdaan tarvittavat jatko-

tutkimukset vuokaavion mukaisesti.
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Basitrasiinikiekko
asetetaan maljan
paksuimmin
viljellylle kohdalle

Ensimmadinen
hajotus %
maljasta

Naytetikulla
viljelty ndyte %

maljasta ;
Toinen

hajotus n. %
maljasta

Kuva 2.3 Nieluviljely ja basitrasiinikiekon paikka
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3 BAKTEERIEN TUNNISTUSKOKEET

Bakteereita voidaan tunnistaa niiden monien ominaisuuksien perusteella. Esi-
merkiksi soluseinaman rakenteen, kyvyn tuottaa jotain entsyymia tai antibiootti-
herkkyyden perusteella.

3.1 Gram-varjays

Gram-véarjays on tarkein bakteerivarjaysmenetelma, jonka perusteella bakteerit
jaetaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin bakteereihin. Se perustuu grampo-
sitiivisten ja gramnegatiivisten bakteerien soluseindmien rakenne-eroihin. Var-
jays perustuu grampositiivisten bakteerien paksuun peptidoglykaanikerrokseen,
joka alkoholikasittelyn aikana lukitsee varin sisaansa ja gramnegatiivisten bak-
teerien soluseinaman etanoliliukoisiin lipideihin, jotka alkoholikasittelyssa hajot-

tavat soluseindméaa paastaen varin huuhtoutumaan ulos solusta.
Suoritus:

1. Tehdaan suoraan naytteesta, maljalta bakteeripesakkeista tai viljely-
liemestéa ohut ja tasainen sively puhtaalle objektilasille.
2. llmakuivattu sively kiinnitetaan lasille 95 % metanolissa 2 minuuttia.
Kuivalle sivelylle lisdtdan emaksinen kristallivioletti 1 minuutiksi.
o Kaikki bakteerisolut varjaytyvat sinivioleteiksi
4. Huuhdellaan ylimaéarainen vari pois vedella. Kiinnitetdén vari lisaamalla
jodiliuos 1 minuutiksi.
o Kristallivioletti ja jodi reagoivat keskenaan muodostaen komplek-
sin.
5. Huuhdellaan jodiliuos pois vedella. Lisatdan etanoli-asetoniliuos 30 se-
kunniksi.
e Grampositiivisten bakteerien paksu peptidoglykaanikerros kutis-

tuu muodostaen tihean polymeeriverkon. Kiristallivioletti-
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¢ jodikompleksi ei mahdu polymeeriverkon lapi, joten se jaa baktee-
risolun sisédan ja bakteerisoluihin jaa sinivioletti vari.

e Gramnegatiivisten bakteerien soluseinamien etanoliliukoiset lipidit
hajoavat alkoholikésittelyssa ja kristallivioletti-jodikompleksi paa-
see huuhtoutumaan ulos bakteerisolusta seuraavan vesihuuhte-
lun aikana.

6. Huuhdellaan sively nopeasti vedella 5 sekuntia.
e Gramnegatiiviset bakteerit menettavéat sinivioletin varin.
7. Tehdaan jalkivarjays safraniinilla 30 sekuntia.

e Gramnegatiiviset bakteerit saavat lopullisen punaisen varinsa.

8. Huuhdellaan sively nopeasti vedella 5 sekuntia ja annetaan varjatyn si-

velyn kuivua.

Tulos: Punainen = Gramnegatiivinen

Sinivioletti = Grampositiivinen

(0}
o
3

Gram +

Kristallivioletti

Jodiliuos

Etanoli

Safraniini

90000
 NON N N©

Kuva 3.1 Bakteerisolujen varit
gram-varjayksen eri vaiheissa
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3.2 Katalaasitesti

Katalaasitestia kaytetddn pé&&asiassa erottamaan stafylokokit ja streptokokit
toisistaan. Stafylokokit tuottavat katalaasientsyymid, joka pilkkoo vetyperoksidin

kaasumaiseksi hapeksi ja vedeksi. Tama reaktio nakyy selkeana kuplimisena.
Suoritus:

1. Tiputa tippa 3 % vetyperoksidia objektilasille tai testikortille.
2. Ota steriililla silmukalla tai viljelysauvalla maljalta bakteeripesaketta.

3. Sekoita bakteeri kevyesti vetyperoksiditippaan ja tarkkaile reaktiota.

Tulos: Positiivinen = Selvia kaasukuplia

Negatiivinen = Ei kuplintaa

Huomaa, etta jos teet katalaasitestin verimaljalta, bakteeri on otettava maljalta
todella varovasti koskematta maljan pintaan. Punasolut saattavat aiheuttaa
pienta kuplintaa vetyperoksidin kanssa ja se voi johtaa vaaraan positiiviseen

vastaukseen.

3.3 Stafylokokkiagglutinaatiotesti

Stafylokokkiagglutinaatiotestissa erotetaan S. aureus muista stafylokokeista. S.
aureuksella on pinnallaan CIfA hyytymistekijoita, jotka agglutinoivat testin fibri-
nogeenin ja vasta-aineiden kanssa. Reaktio nékyy testikortilla selkeana aggluti-

naationa.
Suoritus:

1. Varmista ensin, ettd bakteeri on stafylokokki gram-varjayksen ja kata-
laasitestin avulla.
2. Sekoita huoneenlampaoiset reagenssin huolellisesti ennen kayttoa.

3. Tiputa tippa latex-reagenssia testikortin yhteen ympyraan.
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4. Tiputa tippa negatiivista kontrollia testikortin toiseen ympyraan.

5. Ota silmukalla tai sauvalla 1-3 bakteeripesakettd ja sekoita niitd latex-
reagenssin kanssa 10 sekuntia.

6. Ota silmukalla tai sauvalla 1-3 bakteeripesakettd ja sekoita niitd negatii-
visen kontrollin kanssa 10 sekuntia.

7. Kallistele testikorttia 30 sekuntia ja tarkkaile reaktioita.

Tulos: Positiivinen = Testilateksiin tulee selkea punainen sakka
20sekunnin aikana ja negatiivinen kontrolli ei sakkaa

Negatiivinen = Kumpikaan lateksi ei muodosta nakyvaé sakkaa

Huom! Vaaria positiivisia tuloksia voi tulla, jos korttia ei lueta tarpeeksi nopeas-
ti. 40 sekunnin kuluttua negatiivinenkin tulos voi sakata. Vaaria positiivisia tu-

loksia voi tulla my@s, jos testattava bakteeri ei ole stafylokokki.

3.4 Oksidaasi

Oksidaasitestilla erotetaan gramnegatiivisia bakteereja toisistaan. Oksidaasipo-
sitiivisia bakteereja ovat esimerkiksi Pseudomonakset, Neisseriat ja Moraxella.
Ne tuottavat sytokromioksidaasia, joka hapettaa oksidaasireagenssin (tetrame-
tyyli-p-fenyleenidiamiini dihydrokloridi) indofenoliksi. Se ilmenee siniviolettina
varina.
Suoritus:

1. Valmista paivittain kayttoliuos laimentamalla kantaliuosta 1:3.

2. Tiputa laimennettua reagenssiliuosta imupaperille.

3. Ota silmukalla tai sauvalla bakteeripesékettd maljalta ja hiero se imupa-

perille.

4. Tarkkaile varinmuutosta 10 sekunnin ajan.

Tulokset: Positiivinen = sinivioletti

Negatiivinen = ei varinmuutosta
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Huomaa, ettd vaaria positiivisia tuloksia voi tulla, jos testia ei tulkita tarpeeksi
nopeasti. Oksidaasireagenssi vanhenee nopeasti. Jos liuos on valmiiksi violet-

tia, se on vanhentunut, eikd anna luotettavia tuloksia.

3.5 API 20E enterobakteerien identifikaatiotesti

APl 20E enterobakteerien identifikaatiotestida kaytetddn nimenséd mukaisesti
tunnistamaan eri enterobakteerit toisistaan. Ne erotetaan niiden biokemiallisten
ominaisuuksien perusteella. API 20E liuskassa on 20 mikrotaskua, jotka sisalta-
vat kuivattuja substraatteja. Mikrotaskuihin lisatdan bakteerisuspensiota, ja bak-
teerinaineenvaihdunta aiheuttaa varinmuutoksia, joita tulkitaan testin mukana

tulevan taulukon avulla.
Suoritus:

1. Ennen API 20E testin tekoa, tee oksidaasi testi ja merkkaa tulos API ko-
telon paahan.

2. Valmistele API kotelo laittamalla sen pohjalle noin 5 ml laboratoriovetta
kosteuden yllapitamiseksi. Kirjoita naytteen tunnistetiedot kotelon piden-
nettyyn paahan. Poista testiliuska paketistaan ja aseta se koteloon.

3. Ota yksi bakteeripesédke ja suspensoi se 5 ml:aan steriilia vetta.

4. Pipetoi bakteerisuspensiota liuskan mikrotaskuihin. Estat ilmakuplien
syntymista kallistamalla liuskaa ja asettamalla pipetin paan kupolin sei-
namaa vasten.

e Pipetoi CIT, VP ja GEL mikrotaskut tayteen, niin ettd kupolikin
tayttyy.
e Muista testeista taytetaan vain taskut.

5. ADH, LDC, ODC, H,S ja URE mikrotaskujen kupolit taytetddn oljylla.
Né&in luodaan anaerobi ilmasto.

6. Sulje kotelo kannella ja inkuboi 34-38°C 18-24 tuntia.
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Tulokset:

1. Inkubaation jalkeen lue tulokset paketin mukana tulleen taulukon mu-
kaan.
2. Jos alle 3 testia on positiivisia, inkuboi testiliuskaa viela 24 tuntia.
3. Jos 3 tai useampi testeista on positiivisia, merkitse reaktiot vastausarkil-
le.
4. Lisaa TDA-testitaskuun tippa TDA-reagenssia
e Punaruskea vari tarkoittaa positiivista reaktiota, kirjaa tulos vasta-
usarkille
5. Lis&& IND-testitaskuun tippa JAMES-reagenssia
e Koko taskuun syntyva pinkki vari tarkoittaa positiivista reaktiota,
kirjaa tulos vastausarkille
6. Lisaa VP-testitaskuun tippa VP1-reagenssia ja tippa VP2-reagenssia. In-
kuboi huoneenlammadssa 10 minuuttia ja lue tulokset
e Pinkki tai punainen vari tarkoittaa positiivista tulosta. Taskuun voi
kymmenen minuutin jalkeen synty& haalea pinkki vari, se tulkitaan
negatiiviseksi. Kirjaa tulokset vastausarkille.

7. Lue lopulliset tulokset taulukon mukaan.

3.6 Basitrasiinitesti

Basitrasiinitestia kaytetdan Streptococcus pyogeneksen tunnistamisessa. Silla
erotetaan A ryhman streptokokki muista B-hemolyyttisista streptokokeista. Str.
pyogenes on basitrasiiniherkkd, joten se ei pysty kasvamaan basitrasiinin las-

naollessa.

Basitrasiinitesti tehddan nieluviljelyn yhteydessa. Basitrasiinikiekko asetetaan
varovasti maljan paksuimmin viljeltyyn kohtaan. Kuva 2.3 Inkubaation jalkeen

tarkastellaan bakteerien kasvua kiekon ymparill&.
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Jos basitrasiinikiekon ymparille on syntynyt halkaisijaltaan yli 15 mm estoren-
gas, bakteeri on basitrasiini herkkd. Jos estorengasta ei ole lainkaan, tai se on
alle 15 mm, bakteeri on resistentti, eikd nain ollen ole Str. pyogenes. (ks. vuo-
kaavio 4.5.5).

3.7 Streptokokkiagglutinaatiotesti

Streptokokkiagglutinaatiotestilla selvitetdan mita serotyyppia tutkittava strepto-
kokki on. Testilateksien vasta-aineet reagoivat bakteerin pinnalla olevien anti-
geenien kanssa ja agglutinoivat naytteen. Jos esimerkiksi tutkittava bakteeri on
A-ryhman streptokokki, se sakkaa A-ryhman testilateksin kanssa. Jos taas tut-
kittava bakteeri on B-ryhméan streptokokki, sakkaa se B-ryhman testilateksin

kanssa.
Suoritus:

1. Otareagenssit ajoissa huoneenlampdon.

2. Tiputa koeputkeen 1 tippa reagenssia 1.

3. Lis&a silmukalla tai sauvalla 1-4 bakteeripesaketta koeputkeen ja sekoita
tasaiseksi.

4. Lisaa koeputkeen 1 tippa reagenssia 2 ja sekoita 5-10 sekuntia.

5. Lis&é koeputkeen 5 tippaa reagenssia 3 ja sekoita 5-10 sekuntia.

6. Tiputa reilun kokoinen tippa (40-50 pl) bakteerisuspensiota pasteurpipe-
tilla kuuteen testikortin ympyraan.

7. Sekoita testilateksipullot huolellisesti ennen kayttda. Tiputa tippa A-
lateksia ensimmaiseen ympyraan, tippa B-lateksia toiseen ympyréan ja
niin edelleen.

8. Sekoita kunkin ryhman tipat keskendan sauvan avulla kayttaen jokaises-

sa ympyrassa puhdasta sauvaa. Kun olet sekoittanut tipat keskenaan,
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9. Kkallistele testikorttia noin 30 sekuntia ja tarkkaile reaktioita. Heti, kun jos-

sakin ympyrassa on nakyvissa selkea sakka, lopeta kallistelu.

Tulokset: Tulos on positiivinen, kun jokin testilateksi muodostaa bakteerisus-
pension kanssa selkean, taustaltaan kirkkaan sakan 60 sekunnin sisalla. Jos

mikaan testilatekseista ei sakkaa, on tulos negatiivinen.
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4 MALJOJEN LUKU

Kun bakteerindytteet on viljelty maljoille ja maljoja inkuboitu vaadittava aika,
voidaan lukea maljat ja suorittaa tarvittavat jatkotutkimukset. Kaikkien maljojen
luku alkaa viljelyn ja naytteen laadun arvioinnilla. Katsotaan, kuinka montaa eri
bakteerilajia maljalla kasvaa, kuinka runsaasti bakteerit kasvat ja kasvaako vilje-
lyalueen ulkopuolella bakteereita. Eri bakteerilajit luovat maljalle erilaisia pesak-
keitd. Bakteerilajien maaréé voidaan siis arvioida tunnistamalla erilasia pesak-
keitd maljalta. Jos viljelyalueen ulkopuolella on bakteeripesékkeitd, viittaa se
siihen, ettd maljalla on ollut bakteereita jo ennen naytteen viljelya. Kyseiset bak-

teerit eivat siis ole tulleet naytteesta.

4.1 Virtsamaljan tulkinta

Virtsamaljaa tulkittaessa ensin arvioidaan, kuinka montaa eri bakteerilajia mal-
jalla kasvaa. Jos virtsanaytettéa otettaessa alapesu on laiminly6ty, maljalla kas-
vaa paljon erilaisia bakteereja. Nama ovat genitaalialueen normaaliflooraa, ei-
vatkéa ole patogeeneja. Maljalla normaalifloora vaikeuttaa oikeiden patogeenien
l[6ytamista ja tunnistamista. On tarkeaa tunnistaa, ovatko maljalla kasvavat bak-

teerit mahdollisia patogeeneja vai ei.

Kun maljalta on katsottu montako bakteerilajia siina kasvaa, arvioidaan baktee-
ripesakkeiden lukumaara. Lukumaara ilmoitetaan kymmenpotensseina. 10*-10°.
Yleensa virtsamaljalla yksittaiset bakteeripesakkeet eivat ole merkittavia. Virtsa-
tieinfektion aiheuttanutta bakteeria on virtsassa runsaasti ja se kasvaa maljalla

yleensa 10%-10°.

Virtsamaljojen tulkinnassa kaytetaan apuna vuokaavioita. Jos nayte on viljelty

ORI-maljalle, kaytetadn ORI-maljoille tehtyja vuokaavioita (ks. vuokaavio 4.5.1,

vuokaavio 4.5.2). Cled-maljalle on oma vuokaavionsa (ks vuokaavio 4.5.3).

Bakteerien  tunnistus tapahtuu vuokaavioiden ohjeiden  mukaisesti.
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4.2 Nielumaljan tulkinta

Nielun streptokokkiviljelysta haetaan B-hemolyyttisia streptokokkeja. Maljan tul-
kinta aloitetaan siis etsimalla B-hemolyyttisia pesakkeitd. Jos niita 16ytyy, tulki-

taan basitrasiinitestin tulos vuokaavion mukaisesti (ks. vuokaavio 4.5.5). Muu-

ten nielumaljan tulkinnassa kaytetddn apuna streptokokkiverimaljalle tehtya

vuokaaviota (ks. vuokaavio 4.5.4).

4.3 Puhdasviljely

Puhdasviljely eli PV tehdaan, kun maljalla kasvaa useampia bakteerilajeja ja
tutkittavaa bakteeria ei ole tarpeeksi erillisind pesakkeina jatkotutkimuksia var-
ten. PV tehdaan ottamalla varovasti viljelysauvalla haluttua bakteeripesaketta ja
vilielladn se uudelle maljalle. Maljaa inkuboidaan tarvittava aika. PV-maljalla
kasvaa vain siihen viljeltyd bakteeria, joten siitd on helppo tehda tarvittavia jat-

kotutkimuksia.

4.4 Hajotusviljely

Hajotusviljely tehddan, kun maljalla kasvaa useampia bakteerilajeja, mutta niis-
t& ei ole muodostunut erillaén olevia yksittaisia pesakkeita. Hajotusviljelyn tar-
koituksena on hajottaa maljalla kasvavat bakteerilajit maljalle niin, ettéa kaikista
kasvavista bakteerilajeista olisi saatavilla yksittdisia pesakkeita. Hajotusviljely
tehdaan ottamalla varovasti viljelysauvalla kaikkia tutkittavia pesakkeita ja viljel-
la&n se uudelle maljalle. Hajotusviljelyssa on tarke&aa vaihtaa hajotuksien vélilla
aina uuteen, puhtaaseen hajotussauvaan. Nain saadaan viljelysta mahdolli-

simman ohut ja bakteerit mahtuvat kasvamaan erillaédn toisistaan.
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45 Vuokaaviot

4.5.1 Varillinen peséke ORI-maljalla
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Varillinen pesdke

; _— Vaaleansininen <
< : Beige-variton, Tumman- ai .
Vaaleanpunainen Vaaleanpunainen : R 1mm, Sininen-turkoosi,
k A k I oranssi-ruskea sinivihrea, : ]
iso tai keskikoko pieni B > mahdollinen pieni
keha keskikoko
halo
/ \ PMP? KECS?
Cneg. sauva) Cpos. kokki)
E. coli Staph. -laji p— Str-agglutinaatiotesti _G)d
Pika-indoli Novo v ! ! Sekakasvua
Nimi Str. agalactiae saE | Ara
Nimi
Staph. Koagulaasitesti 7 it
saprophyticus
m E. faecalis E. faecium

1 proteus/Morganella/Providencia
2 Klebsiella/Enterobacter/Citrobacter/Serratia
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Tykslab, Kliinisen mikrobiologian laboratorion ohje, muokannut Enni Ahlroth.
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4.5.2 Variton pesake ORI-maljalla

Variton pesake

(Neg. sauva) Q’osit. sauva) CPosit. kokki) C Hiiva )

7\

Oksidaasi + x A Sekakasvua Katalaasi + Katalaasi— Sekakasvua
Oksidaasi—

T—
(imeld haju) Staph. -laji Str. -laji
Pseud. l l Gram-neg

aji

sauva —— : : ;
Koagulaasitesti Str-agglutinaatiotesti
PS-kiekko API 20E
Sekakasvua

e e l S. aureus Koo Str. agalactiae | sag | Ara
Nimi
Pseudomonas A== +/+
aeruginosa
Staph. Sekakasvua tai i i
saprophyticus  gtaph. —laji, E. faecalis E. faecium

koag. neg, ei
saprophyticus

Tykslab, Kliinisen mikrobiologian laboratorion ohje, muokannut Enni Ahlroth.
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4.5.3 Cled-malja

Cled-malja

Laktoosi Sekakasvua Katalaasi+ Katalaasi— Sekakasvua

Staph. -laji \
v
Koagulaasitesti Str-agglutinaatiotesti
Varimalja (pv) 4"@— Oksidaasi _61
X /@’\@\
(Pinkki ) (Muu) Sekakasvua

\ S. aureus Keis Str. agalactiae | <3 | Ara
E. coli API 20E PS-kiekko o "
l Staph. Sekakasvua tai 5 .
o saprophyticus Staph. —laji, E. faecalis E. faecium
o Pseudomonas koag. neg, ei
aeruginosa saprophyticus

Tykslab, Kliinisen mikrobiologian laboratorion ohje, muokannut Enni Ahlroth.
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45.4 Streptokokkiverimalja
Nielun streptokokkiviljely

Viljely selektiiviselle
streptokokkiverimaljalle
Luku 1 vrk kuluttua

!

B-hemol. pesakkeita

Kylla ( Ei ; > 1vrk:n jalkeen negatiivinen (Alustava vastaus)

Tutkitaan || Kasvatus2vrk

! !

B-hemol. pesdke '—( Ei )—) Negatiivinen

¢ Kylla

Pv

!

Gram-varjays Muu Negatiivinen

Katalaasitesti —@—) Negatiivinen

; B-hemolyyttinen streptokokki, ei A, C tai G.

Streptokokkiagglutinaatiotesti ( ) . Epatodennakoinen patogeeni.

(A, Cja G antiseerumit) Streptococcus pyogenes

C+/G+

B

VP-testi _@—) Streptococcusanginosus —ryhmé,

’ epatodennédkdinen patogeeni.

B-hemolyyttinen streptokokki, ryhma G

B-hemolyyttinen
streptokokki, ryhma C
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455 Basitrasiinitesti

Onko B-hemolyyttisia .
pesakkeita? ( : ’_" Negatiivinen

Kylla

ats

Onko basitrasiinikiekon
ymparilld estorengas?

Kylla
? B-hemolyyttinen streptokokki, ei A-ryhma

ats

Onko estorenkaan halkaisija

Kylla

V
[N
93]
' 3
=
-J

Streptococcus pyogenes
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