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VIRTSAN BAKTEERIVILJELY TUTUKSI

- Oppimateriaali virtsan bakteeriviljelysta Seindjoen keskussairaalan
mikrobiologian osastolle

Virtsatieinfektiot ovat hengitystieinfektioiden jalkeen toiseksi yleisimpia infektioita Suomessa.
Vuosittain hoidetaan satojatuhansia virtsatieinfektioita. Tauti todetaan oireiden, liuskapikatestien
ja bakteerivilielyn perusteella. Bakteeriviljelyssd bakteeri viljellddn maljan kiinteélle
agarpohjaiselle elatusaineelle. Yksi lisdantymiskykyinen bakteeri jakaantuu yon yli tapahtuvassa
kasvatuksessa miljooniksi jalkeldisiksi ja muodostaa maljalle silmilla nahtavia pesakkeitd. Eri
bakteerilajit muodostavat erilaisia pesakkeitd. Naistd pesékkeista voidaan tehda erilaisia
tunnistustesteja, jotka perustuvat bakteerin biokemiallisiin ominaisuuksiin.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli valmistaa selked ja kattava oppimateriaali virtsan
bakteeriviljelystd Seingjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian osastolle. Oppimateriaali on
suunnattu paaasiassa harjoitteluun tuleville opiskelijoille ja uusille tyéntekijoille, mutta on myods
hyvéa kertausmateriaali pitkdén poissa olleille tydntekijoille. Oppimateriaalissa kaytettiin runsaasti
havainnollistavia kuvia virtsan bakteeriviljelyn suorittamisen menetelmista ja virtsatieinfektioita
aiheuttavien bakteerien pesékkeista viljelymaljoilla. Taméan opinnaytetydn tavoitteena oli
valmistaa yhtendinen ja selkea oppimateriaali, joka nopeuttaisi ja selkeyttéisi asioiden oppimista
virtsan bakteeriviljelyprosessista.

Opinnaytetyd toteutettin  toimeksiantosopimuksen luvalla Seindjoen keskussairaalan
mikrobiologian osaston kanssa. Tama opinnaytetyd on toiminallinen kehittdmistyd, koska
tuotoksena syntyi oppimateriaali ja prosessista tuotettiin raportti. Opinnaytety6 toteutettiin Turun
ammattikorkeakoulun opinnaytetyéohjeiden mukaan ja noudattaen hyvaa tieteellistd kaytantoa.
Lahdekritiikkiin kiinnitettiin tarkkaa huomiota ja lahteet merkittiin tarkasti. Eettisia ongelmia
opinndytetytéssa ei ollut, koska tutkimuksen kohteena olivat ainoastaan virtsan
bakteeriviljelymaljat. Maljat kuvattiin niin, etta naytteenantajaa ei ole mahdollista selvittaa.

Tuotoksena valmistui Kirjallinen oppimateriaali Virtsan bakteeriviljely tutuksi-oppimateriaali
Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian osastolle. Sivuja tuotoksessa on 50 ja kuvia 30
kappaletta. Tutkimustehtava suoritettiin onnistuneesti ja tuotoksena syntyi selkea ja laadukas
oppimateriaali, jota voidaan tulevaisuudessa hyodyntad virtsan bakteerivilielyn opetuksessa
Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa.

ASIASANAT:

Virtsatiet, bakteriologia ja oppimateriaali
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URINE CULTURE

- Guidebook for urine cultures for the Clinical Microbiology Laboratory of
the Seingjoki Central Hospital

In Finland urinary tract infections are the second common infections, as the respiratory infections
are the most common infections. Yearly hundreds of thousands urinary tract infections are being
treated in Finnish hospitals and health care centers. Urinary tract infections can be identified by
analysis of the symptoms, rapid tests or with the bacterial culture from patients™ urine sample. In
bacterial culture bacteria is set to grow plate on a solid agar-based growth medium. One living
bacteria can produce millions of offspring when it’s set to grow overnight. These bacteria will form
visible colonies. Every bacterium will create a different kind of colony and with these colonies it’s
possible to perform a series of identification tests that are based on the biochemical
characteristics of the bacteria.

The objective of this work was to make a simple and comprehensive guidebook of urine cultures
culture for Clinical Microbiology Laboratory of Seindjoki Central Hospital. The material is directed
for the students and for the new employees, but it also provides a good informative material for
employees that have been absent for a long time. Thesis was built together by using lots of
illustrative pictures of urine cultures and colonies of urinary tract infection causing bacteria on
culture plates the main objective of this thesis was to create a clear and consistent guidebook that
would educate and aid the process of urine culture.

This work is done with the an agreement of the Clinical Microbiology Laboratory department of
the Seindjoki central hospital. The described work is a functional development of the urethral
bacterial culture process and as the result of this assignment came the guidebook of the process
and also literal report was created of carrying out the assignment. The work was made to meet
the standards set by the University of Applied Sciences of Turku and using appropriate scientific
methods. Much attention was used for investigating the reliability of the sources and they were
listed thoroughly. During the project there were no ethical problems, as the study was based on
the information that was gathered from culture plates that were named with a serial number.

As the result of this project came the literal guidebook “Virtsan bakteeri-viljely tutuksi’- The
Guidebook of urine culture for the microbiological department of Seingjoki Central Hospital. The
guidebook consists of 50 pages and 30 illustrative pictures. The assignment was carried out
successfully and as the outcome came a high-quality guidebook that can be used in education of
urine culture at the laboratory of microbiological Clinical Microbiology Laboratory of Seingjoki
Central Hospital.

KEYWORDS:

Urinary tract infections, bacteriology and guidebook urine culture
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1. JOHDANTO

Virtsatieinfektiot ovat toiseksi yleisimpi& hoitoon johtavia infektioita ja vuosittain suorite-
taankin yli miljoona virtsan bakteeriviljelyd. Suomessa hoidetaan vuosittain noin 250 000
potilasta avohoidossa ja sairaalassa noin 20 000 virtsainfektiotapausta.(Kaypahoito
2015.) Selvasti yli puolet viljelyyn tulevista naytteistéa on kuitenkin negatiivisia (Sarkkinen,
Paattiniemi ja Karpéanoja. 2012).

Virtsatieinfektiolla tarkoitetaan mikrobin aiheuttamaa tulehdusta virtsateiden eri osissa.
Tavallisimmin infektion aiheuttavat bakteerit mutta myos virukset, mykoplasmat ja sienet
voivat aiheuttaa virtsatietulehdusta. Virtsatieinfektiot jaetaan sijainnin ja kliinisen taudin-
kuvan perusteella ylempien- ja alempien virtsateiden infektioihin.(Pasternack & Saha
2012.)

Naisilla virtsatietulehdus on miehia yleisempi vaiva, koska naisilla on lyhyempi virtsaputki
kuin miehilla. Infektio aiheutuu tavallisimmin ihon omien bakteerien joutumisesta virtsa-
rakkoon. Virtsandytteen otossa pyritddn noudattamaan naytteenotto-ohjeita, jotta nayte
olisi mahdollisimman laadukas ja edustava. Nayte voidaan tutkia virtsan bakteeriviljelylla
tai liuskatesteilla. (Luomio 2012.) Virtsan bakteeriviljelyn alustava tulos valmistuu noin
vuorokauden sisélla, jolloin bakteerit ovat ehtineet lisdéntya viljelyalustalla muodostaen
nakyvia pesakkeita. Eri bakteerit muodostavat elatusaineen pinnalle erilaisia pesékkeita,
jotka helpottavat tunnistusta. Jos virtsaviljelyssa kasvaa bakteereita niin paljon etta tu-
lehdus on mahdollinen, tutkitaan vield jatkoviljelyssa bakteerien herkkyys antibiooteille.
(Eskelinen 2014.)

Tama opinnaytetyd on toiminnallinen opinnéytetyd, mutta myds samalla kehittdmistyo,
jonka tarkoituksena on luoda yhtendinen oppimateriaali Seindjoen kliinisen mikrobiolo-
gian laboratorioon virtsan bakteeriviljelysta. Materiaali tulee sisaltdmaéan ohjeet virtsan
bakteeriviljelyn eri tydvaiheisiin, bakteerien tunnistusmenetelmien lapikayntiin seka ly-
hyet teoriakatsaukset ja kuvat yleisimmista virtsatieinfektioita aiheuttavista bakteereista.
Oppimateriaalin tarkoitus on olla mahdollisimman helposti ymmarrettava, looginen ja kat-
tava, jotta virtsaviljelyn periaatteen oppiminen olisi mielekasta. Valmis oppimateriaali
olisi hyva apu oppijan perehtyessa virtsan bakteeriviljelyn suorittamiseen. Nain oppijan

asioiden sisdistiminen virtsan bakteeriviljelysta voisi nopeutua.
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Aikaisemmat ohjeet Seingjoen mikrobiologian laboratorion virtsaviljelytydpisteessa tyos-
kentelyyn perustuvat laatukasikirjan yleisohjeisiin. Tamé&n opinnaytetytn tavoitteena on
tuottaa selkeammat ja tiivistetymmat ohjeet virtsan bakteeriviljelyyn, jotka helpottaisivat
ja nopeuttaisivat opetettavan asian ymmartamista. Oppimateriaali tulee kuitenkin poh-
jautumaan aikaisemmin kaytdssa olleisiin tydohjeisiin, koska virtsaviljelyn prosessi ei ole
muuttunut. Oppimateriaali julkaistaan painetussa muodossa, josta oppijat voisivat seu-

rata ohjeita tydskentelyn ohella.
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2. TEOREETTINEN TAUSTA VIRTSAN
BAKTEERIVILJELYPROSESSIN OPPIMISELLE

2.1 Virtsateiden rakenne ja virtsan eritys

Tarkein nesteen poistumistie elimistostd on munuaisten tuottama virtsa, joka poistuu eli-
mistosta virtsateitd pitkin. Virtsatiet alkavat kahdesta kaarevasta munuaisesta. (Niestedt
& Kallio 2012.) Munuaiset ovat pavunmuotoisia, noin 10—12 cm pituisia. Munuaisista voi-
daan erottaa kolme osaa: sisimpana munuaisen ydin, sitd ympéardi kuori-kerros ja uloim-
pana munuaisen kapseli. (Vierimaa & Laurila 2010.) Munuaiset sijaitsevat selkdrangan
molemmilla puolilla, vatsaontelon elinten takana. Niiden koveranpuolen keskikohdasta,
munuaisportista, kulkevat suuret verisuonet ja imusuonet. (Niented & Kallio 2012.)

Molemmissa munuaisissa on noin miljoona nefronia, jotka erottavat osan valtimoveren
veriplasmasta alkuvirtsaksi. Nefronit koostuvat munuaiskerésesta ja munuaistiehyesta.
Munuaiskeréasessa on kerésen kotelon suojissa hiussuonikerédnen eli glomerulus, johon
tuojasuoni tuo verta ja viejasuoni vie sitd pois. Naiden ohuiden valtimoiden valissa on
ohuita hiussuonimaisia suonia, jotka suodattavat veriplasmaa. Kerasessa vallitsevan
korkean verenpaineen vuoksi vain viidesosa veriplasmasta puristuu kerasen koteloon ja
verisolut ja proteiinit jaavat suuren kokonsa vuoksi verisuonistoon.(Nienstedt & Kallio
2012))

Alkuvirtsa muodostuu munuaiskeréasessa, kun hiussuonikerasen veriplasmasta suodat-
tuu kerasen koteloon noin 200 litraa alkuvirtsaa vuorokaudessa. Alkuvirtsa siirtyy kera-
sen kotelosta tubulukseen, joka on pitka ohut putki. Munuaiskerasen lahella mutkitte-
lee proksimaalinen kiemuratiehyt, jossa suurin osa alkuvirtsasta imeytyy takaisin veren-
kiertoon.(Nienstedt & Kallio 2012.) TAman jalkeen on Henlen linko, joka suuntautuu
aluksi kohti munuaisydinta ja palaa jyrkdn mutkan jalkeen takaisin kohti munuaisen pin-
taa (Duodecim 2016). Seuraavana osana on lahella glomerulusta kiemurteleva dentaa-
linen kiemuratiehyt, joka laskee kokoojaputkeen. Kokoojaputki kerda jo melkein lopulli-
sen virtsan useista tubuluksista. TAman jalkeen kokoojaputkiston kokoama virtsa siirtyy
munuaisaltaisiin. Alkuvirtsasta kuitenkin noin 99 % imeytyy takaisin tubuluksissa veren-
kiertoon ja lopullista virtsaa erittyy vuorokaudessa muutama litra. Normaalisti glukoosi,
aminohapot ja osa suoloista imeytyy takaisin verenkiertoon, eivatka erity virt-
saan.(Nienstedt & Kallio 2012.)
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Parillisten virtsajohdinten tehtavana on kuljettaa virtsa munuaisaltaista virtsarakkoon.
Virtsanjohtimien laskuaukot sijaitsevat virtsarakon keskiosan alapuolella. Niiden tehta-
vané on estaa virtsan nouseminen takaisin virtsanjohtimiin. Silealihaskudoksisen virtsa-
rakon tehtéavané on varastoida valmistettu loppuvirtsa. Virtsarakosta lahtee virtsaputki,
joka on naisella noin 3-5 cm ja miehelld 10-15 cm pitk&. (Vierimaa & Laurila 2010.)

2.2 Kliininen bakteriologia

Kliininen bakteriologia tutkii terveyttd uhkaavien bakteerien ominaisuuksia ja niiden tau-
dinaiheuttamiskykya (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry. 2016). Bakteerit ovat yksisoluisia
organismeja, joita esiintyy kaikkialla ymparistdssamme. Bakteerit lisdéntyvat jakautu-
malla sopivissa olosuhteissa. Bakteerit ovat kooltaan mikroskooppisia, mutta laborato-
rion sopivissa olosuhteissa ne saadaan kasvamaan nakyviksi pesakkeiksi, jotka sisalta-
vat tuhansia bakteerisoluja. Bakteerit ovat alkeistumallisia solumuotoja, koska niiden pe-
rintdainesta ei peita tumakotelo. Perintdainesta suojaa kuitenkin solukalvo ja sen ulko-
puolella on viela soluseina. Lisaksi bakteeria suojaa hyyteldmainen kapseli. Bakteereilla
voi olla myds liikkumiseen kaytettavia varekarvoja, flagelloja ja tarttumista helpottavia
tarttumiskarvoja, fimbrioita.(Heikkild, Hellsten & Koukkila-K&hkdld. 2005; Karhumaki,
Jonsson & Saros. 2005.)

Bakteerit voidaan jaotella niiden soluseinan rakenteen mukaan grampositiivisiksi ja
gramnegatiivisiksi. Gramnegatiivisten bakteerien soluseinaa peittdd ulkokalvo, joka te-
kee niista vastustuskykyisempia antibiootteja kohtaan, verrattuna grampositiivisiin bak-
teereihin. Grampositiivisilla bakteereilla on kuitenkin gramnegatiivisiin bakteereihin ver-
rattuna paksumpi peptidoglykaani-kerros soluseinamassaan, joka antaa bakteereille

muodon ja mekaanisen suojan.

Bakteerit voidaan jakaa myds muodon perusteella erilaisiin ryhmiin. Tavallisimmat muo-
dot infektiota aiheuttaville bakteereille ovat pallomaiset kokit ja pitkinomaiset sauvat.
Kokkibakteerit voivat esiintya yksin, pareittain, ryhminé tai ketjuina. Sauvabakteerit voi-
vat myos esiintyd ketjuina. (Heikkild, Hellsten & Koukkila K&ahkdla. 2005.) Muita baktee-
rien muotoja ovat kayrat vibriot ja kierteiset spirokeetat (Karhuméki, Jonsson & Saros.
2005).
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Vaikka noin sata bakteerilajia aiheuttavatkin ihmiselle vakavia infektioita, ovat bakteerit
my06s valttamattomia ihmisen terveyden ja hyvinvoinnin kannalta. Ihmisen elimistoon al-
kaa jo parin tunnin kuluttua syntymésta muodostua mikrobisto eli normaalifloora. Siihen
kuuluu ihmiselle vaarattomia bakteereita, joista erdat estavat haitallisten bakteerien li-
saantymisen. (Otavan opisto 2015; Karhumaki, Jonsson & Saros. 2005.) Normaalifloo-
ran bakteerit tuottavat myds veren hyytymisessa tarvittavaa K-vitamiinia ja suolistossa
tuotettua B-vitamiinia. Normaaliflooran bakteerit tuottavat myos emattimen limakalvoja
suojaavaa maitohappobakteereita. Normaaliflooraa esiintyy kehossa eniten iholla taive-
kohdissa ja elimiston aukkojen ymparilla seka limakalvoilla. Normaaliflooran bakteerit
voivat aiheuttaa myos infektion jouduttuaan muille alueille. Eraita tavallisimpia suoliston
normaaliflooran aiheuttamia infektioita ovat virtsatieinfektiot (Karhumaki, Jonsson & Sa-
ros 2005.) Bakteerivapaita alueita kehossa ovat normaalisti kaikki alueet, jotka eivat ole
kosketuksissa kehon ulkopuolelle. Téllaisia alueita ovat verenkiertojarjestelma, sisaeli-
met ja hermosto. (Heikkilda, Hellsten & Koukila-Kahkéla 2005).

Parhaat kasvuolosuhteet infektioita aiheuttaville bakteereille on ihmisen kehon lampétila.
Jotkin bakteerit sietavat kuitenkin erittain kylmia tai erittédin kuumia olosuhteita. Myo6s ra-
vintonsa suhteen bakteerit ovat erilaisia. Toiset kliiniset bakteerit ovat erittdin vaativia
kasvuolosuhteittensa vuoksi ja toiset tyytyvat huomattavasti vihempaan. Lisaksi baktee-
rien hapensieto vaihtelee, ja ne voidaan jakaa happea sietaviin eli aerobisiin ja happea
ei- sietaviin eli anaerobisiin bakteereihin. (Heikkila ym. 2005, 35.) Ympariston happa-
muus vaikuttaa myos bakteerien selviytymismahdollisuuksiin (Karhumaki, Jonsson &
Saros 2005).

Mikrobiologisista naytteista etsitdan tulehduksen aiheuttaneen bakteerin tai bakteerien
lajeja. Mikrobiologisia naytteita voidaan ottaa kaikista elimistdn nesteista ja eritteista ku-
ten verestd, virtsasta tai haavoista. Naytteita otettaessa tarkoituksena on saada infektion
aiheuttajamikrobi naytteeseen. Nayte pitéisi ottaa, sailyttéda ja kuljettaa niin, etta taudin-
aiheuttaja pysyy lisaantymiskykyisena. Naytteenotossa tulisi valttaa normaaliflooran jou-
tumista naytteeseen, koska se vaikeuttaa taudinaiheuttajabakteerin toteamista. Mikro-
biologiset naytteet olisi hyva saada laboratorioon mahdollisimman pian, jotta bakteerien
suhde naytteenottohetkeen pysyisi samana. Jaakaappilampdétila on kuitenkin hyva
useimmille naytteille, joiden kuljetus laboratorioon ei onnistu saman paivan aikana. (Kar-
humaki, Jonsson & Saros 2005.)
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Bakteerien viljely on tarkein diagnostinen menetelmé mikrobiologiassa. Viljely mahdol-
listaa monipuoliset jatkotutkimukset, erityisesti antibioottien herkkyystutkimukset. Bak-
teerit voidaan viljella elatusaineita siséaltaville agarmaljoille tai nestemaisessa elatusai-
neessa. Yksi lisdantymiskykyinen bakteeri jakaantuu yon yli kestavassa kasvatuksessa
miljooniksi jalkelaisiksi, jotka nékyvat maljalla pesékkeina. Eri bakteerit muodostavat
maljalle erindkoisia pesakkeita, jolloin niiden tunnistus helpottuu. Bakteerien tunnista-
minen ja nimeadminen perustuu usein niiden biokemiallisiin ominaisuuksiin tai vasta-ai-
neisiin perustuviin immunologisiin reaktioihin. (Heikkila, Hellsten & Koukila-Kéhkdnen
2005.)

2.3 Oppiminen ja oppimateriaali

Ihminen on luonteeltaan utelias. Elaméan ensihetkistd alkaen tallennamme uutta infor-
maatiota ja rakennamme sita jo vanhan koetun tiedon paalle. Taméa on oppimista, joka
kytkeytyy toimintaan ja edesauttaa sitd. Oppimisen avulla sopeudumme ymparistoon ja
saamme pohjan uuden oppimiselle. Oppiminen on aina aktiivista toimintaa, eika vain
tiedon passiivista rekisterdintia. (Rauste-von Wright. 2003.) Oppimisprosessia kuvataan
yhtena merkittavimpana maaratietoisena muutosprosessina, jota ihminen pyrkii itse oh-
jaamaan. Oppimisprosessissa ihminen tydstéaa eri aistikanavilla saatua tietoa tietoisesti
seka alitajuntaisesti. Oppimisella kuvataan opiskelijan henkisen rakenteen kehittymista,

jossa muokataan tietoja ja oppiminen on monitahoista ja muuntuvaa. (Kauppila 2004.)

Ihmiset oppivat eri tavoilla, ja parhaiten he oppivat, jos saavat itse hankkia tietoa itselle
sopivimmalla tavalla. Erilaisia oppimistapoja ovat auditiivinen-, visuaalinen-, taktillinen-,
ja kinesteettinen tiedon vastaanottaminen. Visuaalinen oppija oppii parhaiten nékdaistin
avulla. Visuaaliselle oppijalle kuvat ja varit ovat tarkeita muistamisen tukena. Auditiivi-
selle henkildlle taas danet ovat tarkeita ja han selittéda asioita mielellaan toisille. Kosketus
on tarkea oppimisen muoto taktilliselle ihmiselle. Fyysiset tuntemukset ovat hénelle tar-
keitd ja han on hyvin tunneherkkéd. Kinesteettinen henkild oppii parhaiten kehonliik-
keidensé avulla. Tekemalla oppiminen on paras oppimismuoto hanelle. (Laine, Salervo
& Siven 2012.)

Tiedon nopea lisd&ntyminen ja uusiutuminen tekevat opetuksen sisallon jatkuvan uudis-
tamisen pakolliseksi. My6skin eri ajanjaksoina kohdistetaan opetukseen hyvin erilaisia

odotuksia hyvasta oppimisesta. Kuitenkin kasitykset oppimisen luonteesta ja hyvaan op-
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pimiseen tahtaavista prosesseista kehittyvét tieteellisten tutkimusten kautta. Opetetta-
van asian sisalto ratkaisee millaista oppimisen mekanismia kaytettaan erilaisissa tilan-
teissa. (Lehtinen & Hiltunen. 2002.)

Opetusvélineiden valinta on yksi osa opetusjarjestelyd, joiden avulla oppija ohjataan
kohtaamaan oppiaineksen. On kuitenkin vaikea erottaa toisistaan oppiainesta, oppima-
teriaalia ja opetusvalineita.(Hellstrom, 2008.) Helsstromin mukaan (2008) oppiainesta
kuvataan tiedonldhteend, joka oppijalle opetustilanteessa annetaan. Oppiaines ei aina
ole vain tietoa, vaan se voi olla myos aania, kuvia, asenteita tai motorisia liikkeita. Oppi-
materiaali on virike ja arsyke, joiden avulla oppija pyrkii kehittymaan tarkoitettuun suun-
taan. Oppimateriaali on yleiskasite kaikelle materiaalille, jota kaytetdan oppimisen edis-
tamiseksi opetustilanteissa. Oppimateriaali on véline, jolla oppija kohtaa opeteltavan
asian. Oppimateriaalina voi olla oppikirjat, pelit, kuvat, videot, tietokoneohjelmat, digitaa-
linen materiaali yms.(Hellstrém, 2008.)
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3. OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TEHTAVA

Taméan opinnaytetyodn tarkoituksena on luoda kaytannonlaheinen oppimateriaali Seina-
joen keskussairaalan mikrobiologian yksikkoon toiminnallisen opinndytetyon ohjeistuk-
sen mukaan. Opinnaytety0 sisaltaa raporttiosuuden ja kaytannontoteutuksen. Tuotos on
suunnattu bioanalytiikan opiskelijoille ja uusille tydntekijoille oppimateriaaliksi, joka hel-
pottaisi virtsan bakteeriviljelytydpisteessa toimimista. Tassa opinnaytetydssa kaytetaan
materiaalina Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian osaston tyOohjeita ja laajasti
muuta Kirjallista sekd séhkdista materiaalia.

Taman opinnaytetydn tavoitteena on tuottaa oppimateriaali, joka helpottaisi opiskelijoita
ja uusia tyontekijoita sisdistamaan virtsan bakteeriviljelyn suorittamisprosessin. Materi-
aali soveltuu myds kertausvalineeksi pitkaan toista poissaolleille henkildille. Tavoitteena
on myos ohjeiden selkeys, jotta tydskentely voisi kaikilla oppijoilla olla yhdenmukaista.
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4. OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 OpinnaytetyOn toteutus

Taman opinnaytetydn toimeksiantaja on Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian
osasto, jonka kanssa on tehty toimeksiantosopimus. Toimeksiantosopimus on liitteena
raporttiosan lopussa. Taman opinnaytetyon tekeminen ei vaatinut tutkimusluvan hake-

mista.

Opinnaytetyoprosessi lahti kayntiin syksylla 2015, jolloin sopiva aihe annettiin Seingjoen
keskussairaalan mikrobiologian laboratoriosta. Sairaalan mikrobiologilta tiedusteltiin tar-
vetta virtsan bakteeriviljelyn oppimateriaalille ja aiheesta paatettiin toteuttaa opinnayte-
tyd. Kun aihe hyvaksyttiin myds koulun puolesta, laadittiin toimeksiantosopimus mikro-
biologian osaston kanssa. Tuona syksyna hankittiin materiaalia opinnaytetyéhon kuvai-
lemalla bakteerimaljoja ja bakteeriviljelyyn tarvittavia valineita. Syksylla aloitettiin lahde-

materiaalin hankkiminen.

Kevaalla 2016 opinndytetydprosessi kaynnistettiin tutkimussuunnitelman teolla ja tavoit-
teeksi otettiin opinnaytetyén valmistuminen viimeistdédn elokuussa. Opinnaytetyopro-
sessi kuitenkin eteni hyvin nopeasti ja opinnaytety6 oli jo lahes valmis huhtikuun lopussa,
jolloin se esitettiin Turun Ammattikorkeakoulun opinnaytetyéseminaarissa. Tarvittava ai-
neisto hankittiin internetista kayttden hyoddyksi tiedonhakuohjelmia. Liséksi kaytettiin am-
mattikirjallisuutta ja tieteellisia julkaisuja. Oppimateriaalissa hyddynnettiin myds Seina-
joen keskussairaalan mikrobiologian osaston laatukasikirjaa tydohjeiden Kkirjoitusvai-
heessa. Opinnaytety0 siséltaa myos paljon kuvia ja kaavioita, jotka opinnaytetyon tekija

on kaikki itse kuvannut tai piirtanyt, kayttden apuna Paint- ja Word-ohjelmia.

4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Toiminnallinen opinnaytety6 on tydelaméan kehittamistyo, jonka tarkoituksena on kentalla
kaytannon toiminnan kehittdminen, ohjeistaminen, jarjestaminen tai jarkeistaminen. To-

teutustapana voi olla kohderyhman mukaan muun muassa kirja, CD tai nayttely mutta
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taman opinnaytetyon toteutustapa oli oppimateriaalin tuottaminen. Toiminnallinen opin-
naytetyo on kaksiosainen, sisaltden toiminnallisen osuuden ja opinnaytetydraportin. Am-
mattiteoria on pohjana toiminnalliselle opinnaytetydlle ja tyd sisdltdéd myds viiteke-
hysosuuden. (Virtuaali ammattikorkeakoulu 2006.)

Opinnaytetyo oli luonteeltaan toiminnallinen, koska tarkoituksena on tuottaa oppimateri-
aalia kaytantoon ja tarkoituksena oli kehittaa tydelaman yhtéa osa-aluetta mikrobiologian
osastolla. Valmista tuotosta voidaan tarvittaessa hyodyntad opetusmateriaalina uusille
tyontekijoille tai opiskelijoille virtsan bakteeriviljelyn opetusprosessissa.

4.3 Opinnaytetydn eettiset lahtokohdat

Etiikan peruskysymykset kasittelevat hyvaa ja pahaa, oikeaa ja vaaraa. Arjessa ihmisilla
on monia mielipiteitd oikean ja vaaran tekemisesta. Myods tutkimuksen tekemiseen liittyy
monia eettisia ongelmia. Eettisesti hyva tutkimus edellyttdd hyvaa tieteellistd kaytantd6a
ja ihmisarvon kunnioittamista. Myos eparehellisyyttd on valtettdva kaikissa opinnayte-
tydn tekovaiheissa. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009.) Opinnaytety6 valmistettiin eet-

tisten ohjeiden mukaan loukkaamatta kenenk&éan ihmisarvoa tai tunteita.

Suomen Bioanalyytikkoliitto ry:n eettisten ohjeiden mukaan (2006) ndytemateriaalia on
kasiteltava luovuttajan yksityisyytta ja oikeuksia kunnioittaen. Opinnaytety6 sisaltaa ku-

vamateriaalia potilasnaytebakteerimaljoista, joista potilastietoja ei voida selvittaa.

Tieteellinen tutkimus voi olla hyvaksyttava ja luotettava vain, kun tutkimus on suoritettu
hyvan tieteellisen kaytannon maaradamalla tavalla. Hyvaa tieteellistd kaytantt6a koske-
vien ohjeiden soveltaminen on tutkijoiden itsensa vastuulla, joille lainsdadanté maaraa
rajat. Hyva tieteellinen kaytantd on osa tutkimusjarjesttjen laatujarjestelmaa. (Tutkimus-
eettinen neuvottelukunta. 2012- 2014.)

Tutkimusetiikan nakokulmasta hyvan tieteellisen kaytannon mukaan tutkimustyéssa tu-
lee noudattaa rehellisyytta, huolellisuutta ja tarkkuutta tulosten tallentamisessa, esitta-
misessa, seka tulosten arvioinnissa. Tutkimuksessa toteutetaan tieteelisen tiedon mu-
kaista avoimuutta ja vastuullista tiedeviestintaa tutkimusten tulosten julkaisussa. Hy-
vassa tutkimuksessa on myos annettava arvoa muiden tutkijoiden saavutuksille ja viit-
taukset heidan toihinsd on tehtédva asianmukaisesti. Tutkimuksen eri vaiheet on rapor-

toitava tieteelliselle tiedolle asetettujen vaatimusten edellyttamalla tavalla. Lisaksi tutki-
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mukselle taytyy hankkia aina tutkimuslupa ja ennakkoarviointi on tehtavéa. Hyvan tieteel-
lisen kaytdnnon mukaan kaikkien tutkimuksessa tyota tekevien on sovittava kaytannon
asioista ennen tutkimuksen alkua. Kaikki rahoituslahteet ja muut sidonnaisuudet on il-
moitettava tutkimukseen osallistuville henkilGille ja raportoitava tuloksien julkaistaessa.
Keskeisena osana tutkimusetiikan ndkékulmasta on myds otettava huomioon tietosuoja-
asiat. Liséksi tutkijoiden on pidattaydyttava arviointi- ja paatoksenteko tilanteista, jos hei-
dan epaillaan olevan esteellisia. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012- 2014.) Opin-

naytetydssa tehtiin viittaukset asianmukaisesti ja vilpintekoa ei tydssa ollut.

Hyvan tieteellisen kaytannén toteutumisesta vastaa ensisijaisesti jokainen tutkija itse
mutta vastuu kuuluu myos koko tiedeyhteisolle. Samat kaytannot koskevat tutkijoita kuin
my0s erilaisten oppimateriaalien ja julkaisujen valmistamista. (Tutkimuseettinen neuvot-
telukunta, 2012- 2014.)
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5. OPINNAYTETYON TUOTOKSEN TARKASTELU

Opinnaytetyon tuotos, Virtsan bakteeriviljely tutuksi-oppimateriaali (50 sivua, 30 kuvaa
ja 2 kaaviota) luovutetaan Seingjoen keskussairaalan kaytt6on painettuna oppimateriaa-
lina. Oppimateriaali on vapaassa kaytossa kaikille sita tarvitseville, kuten harjoitteluun
tuleville opiskelijoille ja uusille tydntekijoille, jotka tulevat tydoskentelem&én virtsan bak-
teeriviljelytyopisteessa. Tuotos koostuu 5 otsikosta, jotka siséltavat useita alaotsikoita.
Oppimateriaali tehtiin Seingjoen mikrobiologian laboratoriossa kaytdssa olevia toiminta-
tapoja vastaavaksi.

Oppimateriaalin suunnittelu aloitettiin tutkimussuunnitelman valmistuttua maaliskuussa
2016. Tyoskentely alkoi perehtymalla Seingjoella kaytdssa oleviin tyo- ja testiohjeisiin
virtsan bakteeriviljelysta ja muun luotettavan lahdemateriaalin hankkimisella. Lahdekri-
tiikkia noudatettiin, jotta lopputulos olisi mahdollisimman luotettava. Tuotoksen tekemi-
nen alkoi suunnittelemalla tydohjeiden muotoa ja siséltéa. Tydohjeiden loogiseen jarjes-
tykseen kiinnitettiin huomiota, jotta ne tukisivat virtsan bakteeriviljelyn suorittamisproses-
sia. Tydohjeiden sisalloksi rajattiin Seindjoen keskussairaalassa kaytettavat virtsan bak-
teerien tunnistustestit ja tydohjeet, joiden teoreettisena pohjana noudatettiin laatukasi-
kirjan tydohjeita. Liséksi lahteind kaytettiin aihealueen lahdekirjallisuutta ja testien tyo-
selosteita. Oppimateriaalissa kaydaan lapi myos virtsatieinfektioita aiheuttavien baktee-

rien diagnostiikkaa.

Oppimateriaalin tyéohjeita kirjoitettiin tydohje kerrallaan, jotta kokonaisuudesta tulisi
mahdollisimman selkea ja jasennelty. Jokainen tydvaihe sisédltaa pienen teoriaosuuden,
joka luo teoriapohjaa suoritettavalle tydvaiheelle. Tuotos sisaltda paljon kuvia ja kaavi-
oita, joiden tehtavana on selkeyttdd asian ymmartamista ja helpottaa tydvaiheiden suo-
rittamista. Tydohjeet pyrittiin pitamaan mahdollisimman tiiviind ja helppolukuisina. Ly-

henteitd ei oppimateriaalissa kaytetty, koska ne olisivat voineet johtaa vaarinkasityksiin.

Oppimateriaalin valokuvat kuvattiin itse ja muotoiltiin kayttden apuna Paint-kuvankasit-
telyohjelmaa ja Word-tekstink&sittelyohjelmaa. Oppimateriaali sisaltdd myos itse tehtyja
kaavioita, jotka pohjautuvat luotettaviin l&hteisiin. Kaavioita ei suoraan kopioitu lahteista,
vaan opinnaytetydn tekijd muokkasi niitd Word-tekstink&sittely ja Paint-kuvankasittely

ohjelmalla. Kuvien muokkaus ja kaavioiden tekeminen vaati paljon aikaa, koska niista
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pyrittiin saamaan mahdollisimman selkeita ja edustavia. Tuotos on tarkoitettu vain vari-
tulosteena tulostettavaksi, koska bakteerimaljojen kuvien tarkastelu on mahdotonta, jos

kuvat ovat mustavalkoisia.

Oppimateriaalin ulkoasusta haluttiin tehda mahdollisimman helppolukuinen ja materiaa-
lin alkuun laitettiin sisallysluettelo, josta on helppo hahmottaa oppimateriaalissa kasitel-
tavat asiat. Sivunumerointi helpottaa oppimateriaalissa lapikaytavien asioiden loyta-

mista.
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6. POHDINTA

Virtsan bakteeriviljely tutuksi- oppimateriaalin tarkoituksena oli valmistaa selked ja yhte-
nainen oppimateriaali Seingjoen keskussairaalan mikrobiologian osastolle. Taméan tuo-
tos auttaa bioanalyytikko-opiskelijoita ja uusia tyontekijoitd perehtym&an ja oppimaan
virtsan bakteeriviljelyprosessin selkeiden kuvien ja ty6ohjeiden avulla. Materiaali on li-
séksi hyva kertausvaline tyontekijalle, joka on joutunut olemaan pitkaan poissa toista.
Tutkimustehtava saatiin onnistuneesti suoritettua, koska sen tuloksena syntyi laadukas
oppimateriaali Seingjoen keskussairaalan mikrobiologian osastolle. Opinnaytetytn teke-

minen kehitti myos sen tekijaa tulevana alansa ammattilaisena.

Opinnaytetydn tuotoksen tekeminen aloitettiin miettimalla lapikaytavia asioita oppimate-
riaalissa. Opinnaytetyontekija paatyi kasitteleméan loogisessa jarjestyksessa virtsan
bakteeriviljelyn vaiheet ja yleisimmat virtsatieinfektioita aiheuttavat bakteerit. Opinnayte-
tyota uhkasi koko ajan liiallinen paisuminen, mutta asioiden ja sivujen tiivistdminen olisi
voinut olla epaedullista oppimateriaalin kayttajille. Oppimateriaalin laatu olisi voinut myos

heiketd, jos sivut olisivat olleet tdydempia ja kuvia olisi kaytetty vahemman.

Seingjoen keskussairaalan mikrobiologian osastolla on kaytossa laatukasikirja, johon
opinnaytety0 pitkalti perustuu. Opinnaytetyontekijan mielesta tuo ohjeistus virtsan bak-
teeriviljelyprosessista kaipasi paivitysta ja hieman selkeampiad kuvallisia ohjeita. Opin-
naytetyontekija muokkasi laatukasikirjan testiohjeita, hankki lisa tietoa kirjallisuudesta,
liitti materiaaliin tdydentavaa kuvamateriaalia ja kdansi englanninkielistd materiaalia op-

pimateriaaliin.

Oppimateriaalissa esitetyt kuvat ovat luotettavia. Kaikki taulukot on tehty itse muokkaa-
malla luotettavien lahteiden esimerkkikuvia. Kaikki oppimateriaalin valokuvat ovat opin-
naytetyontekijan itse kuvaamia Seindjoen keskussairaalan mikrobiologian laboratori-
ossa tai Turun Ammattikorkeakoulun mikrobiologian oppitunnilla. Seindjoella kuvaus ta-
pahtui sairaalajakso-harjoittelun ohella tauoilla ja Turussa kuvaus suoritettiin oppitunnin
aikana. Kuvia voidaan pit&a luotettavana, silla Seingjoen keskussairaalassa kuvatut mal-
jat olivat potilaiden naytteita, jotka tunnistettiin ja nimettiin huolellisesti potilastuloksina,

kun taas Turun ammattikorkeakoululla kuvatut maljat kasvatettiin kontrollikannoista.
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Haastavin osa opinnéytetydn teossa oli oppimateriaalin ulkoasun muokkaus, johon kuu-
lui kuvien ja kaavioiden asettelua. Hankaluuksia tuotti kuvien asettelu rinnakkain ja ku-
vatekstien oikeille paikoille saaminen. My6s kaavioiden tekeminen oli aluksi hankalaa,
mutta perehtymalla tekstinkasittelyohjelmien kayttdon niidenkin tekeminen onnistui. Ku-
vien koon ja vérien valinta tuotti lisdksi vaikeuksia, koska valinnanvaraa oli niin paljon ja
maljojen kasvuston varit eivat saaneet vaaristyd, mutta niiden piti nayttda mahdollisim-

man selkeilta.

Myds ongelmia opinndytetydn teossa tuotti englanninkielisten ldhteiden kayttaminen.
Tekstit olivat ammattisanastoa ja asioiden ymmartadminen ja kasitteiden suomentaminen
oli hankalaa opinnaytetyontekijalle. Opinnaytetyontekija on kuitenkin melko tyytyvainen
k&annoksiinsa ja luottaa niiden oikeellisuuteen, koska opinnéytetydn on tarkastanut sai-
raalamikrobiologi ja Turun ammattikorkeakoulun mikrobiologian opettaja.

Taman opinnaytetydn hyodyllisyytta tukevat myos aikaisemmin tehdyt tutkimukset. Ruo-
kolaisen (2010) tekeméssa tutkimuksessa hyvan oppimateriaalin kriteereista kay ilmi,
ettd hyvan oppimateriaalin kriteereind pidetd&dn ammattialakohtaisuutta, sopivan haas-
teellista ja monipuolista ja selkedd materiaalia. Taméan oppimateriaalin teossa on pyritty
noudattamaan ndita edellytyksid. Taman lisdksi oppimateriaalin aihe pyrittiin valitse-
maan mahdollisimman tarkeésta asiasta. Virtsan bakteeriviljelyn tarpeellisuutta kuvaa
Mikstra-tyoryhman (ks. Mikstra 2004) tekeméssa tutkimuksessa, jossa kay selvaksi virt-
san bakteeriviljelyn tarpeellisuus naisten komplisoitumattoman kystiitin epailyissa, huoli-
matta Kaypa Hoito-suosituksen kyseenalaistaessa virtsan bakteeriviljelyn tarpeelli-
suutta. Liséksi aiheen tarkeydesta kertoo Turun ammattikorkeakoulun mikrobiologian
opintojaksolle tehty oppimateriaali (ks. Ahlroth 2015.) kurssin sisallgsta, jossa virtsan

bakteeriviljely on yhtena lapikaytavana asiana.

Opinnaytety6 onnistui kokonaisuudessaan hyvin ja sen tekemisen kanssa ei suurempia
ongelmia ollut. Oppimateriaali ei kuitenkaan ole testattu kdytdnnossa tiukan aikataulun

vuoksi, joten se heikentaa oppimateriaalin onnistumisen arviointia.

Opinnaytetyon jatkotutkimusaiheena voisi olla opetusvideo virtsan bakteeriviljelyn suo-
rittamisesta Seindjoen keskussairaalassa. Lisaksi oppimateriaalin teko Seinajoen kes-
kussairaalan mikrobiologian toiseen tyopisteeseen, kuten veriviljely- tai ulostepisteeseen
voisi olla hyva opinnaytetydn aihe. Jatkotutkimusaiheena voisi myos kasitella taméan op-

pimateriaalin hyodyllisyytta ja toimivuutta kdytdnnossa.
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1 VIRTSATIEINFEKTIOITA AIHEUTTAVAT BAKTEERIT

1.1 Gramnegatiiviset sauvabakteerit

1.1.1 Enterobakteerit

Enterobakteereiksi kutsutaan kaikkia Enterobacteriaceae-heimoon kuuluvia bakteereita.
Useimpien kasvuymparistd on ihmisten tai elainten suolisto, josta yleisnimitys entero-
bakteerit tulee. Tarkeimmat virtsatieinfektioita aiheuttavat suvut ovat Escherichia-, Kleb-
siella- ja Enterobacter-suvut. Virtsatieinfektioita aiheuttavat myos Serratiat-, Citrobacter-
, Proteus-, ja Morganella-sukuihin kuuluvat bakteerit. Kaikki heimon bakteerit ovat gram-
negatiivisia sauvoja, joiden rakenne ja kasvutapa muistuttavat toisiaan. Enterobaktee-
rien kasvuolosuhteet ovat vaatimattomat ja niiden viljely on helppoa. Enterobakteerit
ovat kuitenkin tehokkaan ulkomembraaninsa vuoksi usein resistentteja useille antibioo-

teille.

Escherichia coli (E.coli)

E.coli- bakteerikannat ovat aineenvaihdunnaltaan samanlaisia, mutta niiden taudinai-
heuttamiskyky vaihtelee. Suoliston normaalifloora sisaltda useita erilaisia E.coli-kantoja.
E.coli on gramnegatiivinen sauva. Useilla E.coli- kannoilla on liikkkumista helpottavia fla-

gelloja ja soluihin tarttumista helpottavia fimbrioita.

E.coli on normaaliflooran yleisin aerobinen bakteeri, joka suojaa elimistéa muilta baktee-
reilta. Liséksi tdma bakteeri tuottaa ihmiselle valttamatonta K-vitamiinia. E.coli pystyy
kuitenkin aiheuttamaan infektioita paastessaan parenteraalitilaan vastustuskyvyn heike-
tessa tai vamman kautta. Virtsatieinfektio on tavallisin E.colin aiheuttama infektio, koska
yli 90 % virtsatieinfektioista on E.colin aiheuttamia. E.coli on yleensa herkka antibiooteille

ja siihen yleensa tehoavat gramnegatiivisille bakteereille tarkoitetut antibiootit.

Todennakoisesti lisddntyneen matkailun vuoksi enterobakteerit kuten esimerkiksi E.coli
ja Klebsiellat ovat hankkineet ESBL-resistenssigeeneja, jotka voivat siirtyd bakteerista
toiseen, mutta myoskin eri bakteerilajien valilla. NAma& ESBL-geenit aiheuttavat laajakir-

joisten beetalaktamaasientsyymien (ESBL= extended spectrum betalactamase) tuoton,
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jotka pilkkovat yleisesti kaytdssa olevia mikrobild&kkeita ja ndin hankaloittavat infek-

tioiden hoidettavuutta.

Kuva 1 E.coli Cled-maljalla.

Klebsiellat

Klebsiellat kuuluvat ihmisen suoliston normaaliflooran bakteerikantaan ja aiheuttavat
vain harvoin tauteja perusterveille henkil6ille. Nama bakteerit ovat liikkumattomia, gram-
negatiivisia sauvoja. Ne muodostavat virulenssitekijana polysakkaridikapselin, joka na-
kyy limaisena pesakkeina viljelymaljalla. Klebsiella-bakteerilajeja on useita mutta yleisin
Klebsiella pneumoniae aiheuttaa keuhkokuumetta, virtsatietulehdusta ja haavainfekti-
oita. Klebsiellat ovat luontaisesti resistentteja ampisilliinille tuottamansa beetalaktamaa-

sin vuoksi

Kuva 3. Klebsiella Cled-maljalla.
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Enterobacter-lajit

Enterobacter-lajit ovat liikkuvia, eivatka tavallisesti muodosta paksua polysakkaridikap-
selia. Nama bakteerit ovat opportunisteja, eli aiheuttavat infektiota ihmisen vastustus-
kyvyn heikentyessa. Enterobacter-lajien aiheuttamille sairaalainfektioille altistavat mo-
net vakavat perussairaudet ja kaikki puolustuskykyé vahentavat sairaudet. Yleisin En-
terobacter-lajin edustaja kliinisissa naytteissé on Enterobacter cloacae ja seuraavaksi
ylisin Enterobacter aerogenes. Naita lajeja 10ytyy tavallisimmin haavoista, hengitys-
teisté ja virtsasta. Enterobacter-lajit ovat yleensa resistentteja useille mikrobilaakkeille,

kuten ampisilliinille ja ensimmaisen polven kefalosporiineille.

Kuva 2. Enterobacter cloacae Cled-maljalla.

Citrobacter-lajit

Citrobacter-lajit ovat gramnegatiivisia, aerobisia bakteereja, joita esiintyy elinympéristos-
samme vedessa ja maaperassa, seka ruoassa ja ihmisten ja eldinten suolistossa. Citro-
bacter-infektiolle altistaa virtsaputken katetrointi tai muut virtsateihin kohdistuvat toimen-
piteet. Lisdksi Citrobacter-lajeja esiintyy opportunisteina sairaalapotilaiden hengitystie-
ja virtsatieinfektioissa, mutta kolonisoivat my6s immuunipuolustukseltaan heikentyneita

potilaita.
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Proteukset

Proteeae-ryhmaan kuuluu proteuksen lisaksi myos Morganella-lajit, jotka aiheuttavat
virtsatieinfektioita. Proteukset ja Morganellat ovat gramnegatiivisia sauvabakteereita.
Proteuksen tunnistaa yleensa leviavasta ja hunnuttavasta pesakkeesta maljalla ja sen
rikkivedyn tuotantokyvysta. Nama bakteerit kolonisoivat usein suolistoa ja ovat taudinai-
heuttamiskyvyltd&n opportunisteja. Bakteerit pystyvat hajottamaan ureaa, joka selittaa
niiden taipumuksen aiheuttaa virtsatieinfektioita. Proteuksen aiheuttama virtsatieinfektio
voi kroonistua ja aiheuttaa munuaisvaurioita. Yleisid virtsatieinfektioita aiheuttavia Pro-
teus lajeja ovat P.mirabilis ja P.vulgaris, joista P.vulgaris on yleensa resistentimpi antibi-
ootteja kohtaan.

Kuva 4. Hunnuttava proteus

Kuva 5. Proteus vulgaris

Kuva 6. Proteus mirabilis
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1.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa on ohut gramnegatiiviseksi varjaytyva sauvabakteeri, joka ai-
heuttaa virtsatieinfektioita tavallisesti sairaalapotilaille. Potilailla on usein operoidut virt-
satiet tai heilla on katetri. Talla bakteerilla on likkumista helpottava flagella. Kasvuvaati-
muksiltaan P.aeruginosa on vaatimaton, mutta kosteus lisé& sen kasvua. Maljoilla sen
kasvutapa on helposti tunnistettavissa litteiden metallinhohtoisten peséakkeiden vuoksi ja
sen tuoksua voi verrata tuomenkukkaan tai greippiin. P.aeruginosa on infektioiden ai-

heuttajana opportunisti, joka ei pysty aiheuttamaan infektioita perusterveille henkiléille.

P.aeruginosalla on useita virulenssitekijoita. Silla on erilaisia tarttumisrakenteita, joiden
avulla se pystyy tarttumaan isantéelion soluihin. Silla on my6s bakteerisolua ympéaroiva
polysakkaridikapseli, joka suojaa sitéa elimiston puolustusyrityksiltd. P.aeruginosa on
luonnostaan resistentti useille antibiooteille, silla sen ulkomembraani toimii tehokkaana
esteend ja sen soluseindmasséa on antibiootteja ulos kuljettavia pumppuja. Resistenssi
talle bakteerille kehittyy suhteellisen helposti. Avohoidon P.aeruginosa-kannat ovat
usein herkkia mikrobiladkkeille, mutta sairaalaymparistén kannat voivat olla hyvinkin re-

sistentteja kalikille tutkituille antibiooteille.

Kuva 7. Pseudomonas aeruginosa Cled-maljalla.
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1.2 Grampositiiviset kokkibakteerit

1.2.1 Stafylokokit

Staphylococcus aureus (S.aureus)

Staphylococcus aureus on yleisin markébakteeri ja taudinaiheuttaja niin terveilla kuin
vastustuskyvyltdén heikentyneilla sairaalapotilailla. Ainakin puolet ihmisista kantaa S.au-
reusta normaaliflooran bakteerina. Osa ihmisisté on S.aureuksen kantajia, eli tamé bak-
teeri esiintyy vdliaikaisesti normaaliflooran bakteerina. Valtaosa ihmisista kantaa S.au-
reusta ajoittain nenassa, iholla tai emaéttimen ja pesésuolen alueella. Tama bakteeri on
tyypillinen grampositiivinen kokkibakteeri, jolle tyypillista on kullankeltaiset pesakkeet
maljalla. Sen soluseindn p&arakennekomponentteja ovat peptidoglykaanit ja teikkoha-
pot. S.aureukselle ominaista on myds sen koagulaasipositiivisuus, kun taas kaikki muut
stafylokokit ovat koagulaasinegatiivisia. S.aureuksen tunnistamiseen on kehitetty pika-

agglutinaatiotesti, joka tunnistaa S.aureuksen luotettavasti muutamassa minuutissa.

Kaikkiaan noin 80 % S.aureus kannoista tuottaa penisilliinia hajottavaa entsyymia ja osa
kannoista on myos resistentteja stafylokokkipenisilliinille. Nama niin sanotut metisilliini-
resistentit S.aureukset (MRSA) ovat resistentteja myds monelle muulle antibiotille.
MRSA- kannat eivat ole taudinaiheuttamiskyvyltaan vaarallisempia, vaan infektiot ovat
taudinkuvaltaan ja vaikeusasteeltaan samanlaisia. Naiden infektioiden hoito on kuitenkin
vaikeampaa mikrobilaakeresistentin vuoksi. Ongelmia aiheuttaa myés MRSA:n kyky le-

vitd sairaaloissa aiheuttaen tartuntaepidemioita.

Kuva 8. Staphylococcus aureus Cled-maljalla.
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Staphylococcus saprophyticus

S.saprophyticus on hyvin yleinen virtsatieinfektioiden aiheuttaja erityisesti nuorilla sek-
suaalisesti aktiivisilla naisilla. Se aiheuttaa usein oireetonta bakteerivirtsaisuutta mutta
voi aiheuttaa myds munuaistulehdusta, verenmyrkytysta ja munuaiskiven muodostu-
mista. S.saprophyticus on koagulaasinegatiivinen- stafylokokit, jota voi esiintya keltai-

sina tai valkoisina pesékkeina.

S.saprophyticus on helppo tunnistaa muista stafylokokeista sen novobiosiiniresistenssin
vuoksi. Tama bakteeri on yleenséa herkka tavanomaisille virtsatieinfektioiden hoidossa

kaytettaville l1aékkeille, paitsi mesillinaamille se on resistentti.

Kuva 9. Staphylococcus saprophyticus Cled-maljalla
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Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis on yleisimpia ihmisen normaaliflooran stafylokokkilajeista.
Sita tavataan erittain runsaasti muun muassa nenassa, nivusissa ja genitaalialueella.
Nama kannat ovat usein resistentteja monille mikrobilaakkeille. Ominaista koagulaasine-
gatiivisille stafylokokeille on myds niiden kyky Kiinnittya vierasesineiden pintaan ja ym-
parilleen erittdma klykokalyksiserros, joka suojaa antibioottejen vaikutukselta ja elimiston

puolustusmekanismeilta.

S.epidermidis on grampositiivisesti varjaytyva katalaasipositiivinen kokkibakteeri. Veri-
maljalla kasvaessaan ne muodostavat yleensa pienia valkoisia pesakkeita. Lisaksi S.epi-

dermidis on my6s koagulaasinegatiivinen kokkibakteeri.

] TANYVIRD
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Kuva 10. Staphylococcus.epidermidis Cled-maljalla.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Hanna-Kaisa Montonen



Liite 2/13 (50)

1.2.2 Streptokokit

B-ryhman streptokokki

B-ryhman streptokokki eli Streptococcus agalactiae on yleinen emattimen ja alemman
suoliston normaaliflooraan kuuluva bakteeri. B-streptokokki on vastasyntyneiden eras
yleisimpia taudinaiheuttajia, joka aiheuttaa vakavia yleisinfektioita, kuten sepsista. Aikui-
silla B-streptokokki voi aiheuttaa muun muassa virtsatietulehdusta, sepsista, niveltuleh-
dusta ja ihoinfektioita. Vakavan infektion taustalla on usein jokin perussairaus. Str.aga-
lactie saadaan helposti tunnistettua latex-agglutinaatiota kayttden seka tiettyja biokemi-
allisia testeja, kuten Vitek GP:n avulla. Streptokokit kasvavat hyvin tavallisella verimal-
jalla hiilidioksidipitoisessa ymparistossa. Str.agalactiae on herkk& muun muassa penisil-

liinille ja kefalosporiineille.

Kuva 11. Streptococcus agalactiae Cled- maljalla

¢

Kuva 12. Beetahemolyysia (+) ja nonhemolyysia (-) kantoja nielumaljalla.
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1.2.3 Enterokokit

Enterococcus faecalis ja Enterococcus faecium

Enterokokit ovat kasvuvaatimuksiltaan hyvin vaatimattomia virtsatieinfektioita aiheutta-
via grampositiivisia kokkibakteereita. Ne sietavat sappisuoloja ja pystyvat hajottamaan
eskuliinia. Ne kasvavat yleensa nonhemolyyttisind pesakkeina. Bakteeri muodostaa pa-
reja ja lyhyitd ketjumuodostelmia. Entorokokit kuuluvat ihmisen suoliston normaalifloo-
raan ja aiheuttavat infektioita vasta kun isdnnan immuniteetti on heikentynyt. Infektioon
liittyy kuitenkin usein anatominen poikkeavuus tai katetrisaatio. Perusterveen naisen virt-
satietulehduksen aiheuttaja on todella harvoin enterokokki. Enterokokit ovat luontaisesti
resistentteja monille antibiooteille.

Kuva 13.E.faecalis Cled- ja Arabinoosi-maljalla Kuva 14. E.faecium Cled ja Arabinoosi-maljalla.
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2 VIRTSAN BAKTEERIVILJELY

2.1 Virtsan bakteeriviljelya varten otettava nayte virtsatieinfektiota epailtaessa

Virtsan bakteeriviljely suoritetaan virtsatieinfektioepdilyissa. Tavoitteena on saada hyva
vakioitu virtsanayte (ks. kuvat 15 ja 16). Aina kun mahdollista, virtsanayte pyritdan an-
tamaan mahdollisimman vakioiduissa olosuhteissa. Paras aika naytteen ottamiseen on
ensimmainen aamuvirtsa, jolloin paastossa on oltu edellisesta illasta asti. Talloin virtsa
on tarpeeksi vakevaa ja parantaa tutkimuksen herkkyytta. Edellisesta virtsaamiskerrasta
olisi hyva olla vahintdan nelja tuntia aikaa, joka parantaa mahdollisten mikrobien 16yty-
mista naytteesta. Naytteenotto-ohjeesta tulee selvitd oikea naytteenottotapa, jotta nayte
olisi mahdollisimman vahan kontaminoitunut ihon normaaleille bakteereille. Nayteenot-
toaika olisi hyva ajoittaa mahdollisimman lahelle tutkimuksen suorittamista, jotta baktee-
rit eivat lisaantyisi naytteessa liian paljon. Mikrobiladkkeiden- ja omahoitotuotteiden kayt-
toa olisi hyva valttda ennen naytteenottoa, koska ne voivat hairitd maaritysta. Lisaksi
fyysista rasitusta on valtettava ennen naytteenottoa, koska proteiineja voi erittya virt-

saan.

Myds lasten pussi- tai tyynyvirtsanayte tai katetrilla otettu nayte kelpaa naytteeksi. Virt-
sanayte voidaan ottaa tarvittaessa myods rakkopunktiolla. Talla menetelmélla varmiste-
taan imevaisikaisten positiiviset pikatestiloydokset mutta rakkopunktiota voidaan kayttaa
my0s aikuisilla. Rakkopunktiolla valtetaan virtsan kontaminoituminen perinaaliseudun
bakteereilla. Nayte otetaan ohuella punktioneulalla hapyliitoksen ylapuolelta virtsara-
kosta. Naytteeksi pyritdan saamaan vahintaddn 10 ml virtsaa, joka siirretaan kahteen 10

ml virtsaputkeen seka lisdksi aerobiseen ja tarvittaessa anaerobiseen veriviljelypulloon.

Virtsanaytteiden saapuessa laboratorioon, naytteet numeroidaan ja kirjataan mikrobiolo-
gian atk-jarjestelmdan ja lahetteen tiedot tarkastetaan. Jos néytteessa ei ole potilaan
tietoja, sité ei viljella. Jos naytteen laadussa on puutteita esimerkiksi jos se on otettu
vaaranlaiseen astiaan tai lahetetiedot eivat ole riittavat, otetaan yhteyttd naytteen otta-

neeseen yksikkdon.

Naytteet otetaan mieluiten sailbntdainetta sisaltaviin putkiin. Virtsanayteputki tulee
saada tayteen virtsanaytteestd, jotta kasvuolosuhteet kaikille bakteereille olisivat oikeat.

Jos naytemaara saildntaaineellisessa putkessa jaa vajaaksi, sdilontdaineen suhteellinen
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osuus naytteessa kasvaa ja voi estdd herkkien bakteerien kasvun. Naytteiden sailytta-
minen tapahtuu jadkaappilampotilassa. Naytteet on viljeltava vuorokauden sisalla nayt-

teenotosta.|
+ Eteld-Pohjanmaan Potilasohje
sairaanhoitopliri
Kliininen kemia 2322016 1(2)

Virtsaniytteenotto (aamuvirtsa)
Naytteenottotarvikkeet saatte Seindjoen keskussairaalasta tai kotipaikkakuntanne terveyskeskuksesta.

Virtsandyte otetaan aamulla siten, etta edellisestd virtsaamisesta on kulunut vahintaan 4-6 tuntia, Veden
juomista on valtettavd yon yli, jotta virtsasta ei tulisi liian laimeaa, ja aamullakin saa juoda enintaan lasil-
lisen vetta.

Yolevon jalkeinen aamunayte on suotava, koska fyysinen rasitus saattaa valkuttaa virtsan koostumuk-
seen. Naisilla tulee vilttaa virtsanaytteen ottoa kuukautisten alkana,

Naytteenotto (puhtaasti laskettu virtsa eli PLV) bakteeritutkimuksiin
Bakteeritutkimusta varten virtsanayte otetaan seuraavasti:

1. Pese kadet ja alapda huolellisesti. Naiset levittaviit hapyhuulet efilleen Jja miehet vetivat esinahan
taakse. Terska tai ulkosynnytin pestain liman saippuaa kasisuihkulla tal marilla we-paperilla. Yhta
we-paperia saa kiyttad vain kerran. Virtsaputken suu pestaan edesta taaksepdin vetaen. Toista pesu
vahintaan nelja kertaa kadenlampaiselld vedella ja kuivaa lopuksi kertakayttopyyhkeelld.

2. Aloita virtsan laskeminen WC-altaaseen, jotteivat alkusuihkussa mukana tulevat virtsaputken suun
bakteerit tule naytteeseen,

3. Vie virtsasuihkua katkalsematta nayteastia virtsasuihkuun, ota n. % dl:n nayte ja laske loppuvirtsa
WC-altaaseen.

4. Sulje kansi ja siirra ndyte nayteputkiin seuraavalla sivulla olevan ohjeen mukaisesti,

Virtsanayte lapsilla

Leikki-ikaisilta lapsilta saadaan PLV-nayte kiinnittamalla naytemuki potan etuosaan, jolloin luonnostaan
voimistuva virtsasuihku osuu mukiin virtsaamisen keskivaiheilla, Imevaisikaisiita nayte otetaan lhoon
liimattavalla pussilla.

Virtsanaytteen kuljetus

Toimittakaa nayteputket mahdollisimman pian {saman aamupdivan kuluessa) huoneenlamméssi, muo-
vipusslin pakattuna Seiniéjoen keskussalraalan laboratorioon tal kotipaikkakuntanne terveyskeskukseen
(samaan paikkaan, missa mahdolliset verindytteet otetaan).

Palauttakaa tima ohje niytteen mukana ja taydentikaa naytetiedot:

Nimi —
Sosiaaliturvatunnus _
Edellisestd virtsaamisestanne oll kulunut wntia.
Virtsanayte saatiin ___ / 20 klo
2162-2011-P www.epshp.fi

Kuva 15. Virtsanaytteenotto, Seindjoen keskus-sairaala
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+ Etela-Pohjanmaan Potilasohje
sairaanhoitopiiri

Khininen kemia 23.2.2016 2(2)

Virtsanaytteenotto ohjainpurkin avulla

1. Naytteenottovilineet:

- Ndytepurkki
Kannen suojateipin alla on néyteoh/ain, jossa on
nayteneula.

- Tyhjioputki (1-2 kpl)
Huom! Tyhjioputken korkkia ei saa avata.

2. Naytteenanto

- Pese kadet.

- Tee alapesu pelkalld vedelld, kuivaa hyvin.

- Avaa naytepurkin kierrekannellinen kansi.

- Kerdd keskivirtsaa n. 2/3 naytepurkin tilavuudesta.
= Sulje purkin kansi tiukasti,

3. Naytteen siirto putkeen

- Avaa purkin kannessa oleva teippl,

- Paina nayteputkl korkki edelld niyteohjaimen neulaa
vasten pohjaan saakka.

- Anna nayteputken tayttyi virtsalla.

- Kun putki on tiynna, poista se ohjaimesta.

4. Putken kasittely

- Sekoita putki kddntamailla se ylésalaisin 8-10 kertaa.

- Kiinnita mahdollinen nimitarra putkitarran paslle pitkittain.

- Toimita putki laboratorioon huoneenlimmaossi
mahdollisimman pian.

5. Havita naytepurkki varovaisuutta noudattaen kodin sekajatteissa,

2162-2011-P wwav.epshp fi

Kuva 16. Virtsanaytteenotto ohjainpurkin avulla, Seingjoen keskus-sairaala
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2.2 Virtsan viljely Cled-maljalle

Tarkein diagnostinen menetelméa bakteriologiassa on mikrobin viljely, joka mahdollistaa
monipuoliset jatkotutkimukset. Viljelymenetelma kuitenkin edellyttaa, ettéd maljalle saa-
daan elinkykyisia bakteereita, jotka kykenevat lisdantymaan kiintealla agarpohjaisella

elatusaine maljalla.

1. Sekoita virtsaputket naytetelineessa kymmenen kertaa kaantelemalla ja lisaksi
muutama kerta juuri ennen viljelya yksitellen.
Numeroi huoneenlampdiset Cled-maljat virtsanayte putkien numeroilla.
Kasta 1 pl:n silmukka virtsaan juuri ndytepinnan alapuolelle, jotta silmukkaan jaa
naytettd. Kosketa silmukalla Cled-maljan yldosaa ja katso etta silmukan pisara
jaa maljalle. Veda pisarasta suora veto alaspain mutta ala koske maljan reunaa.
Hajota nayte toisella vedolla koko maljalle koskettamatta edellisida vetoviivoja.
Tarkoituksena on saada maljalle kasvamaan erillispesakkeita. Varo reunojen
koskettamista kontaminaatiovaaran vuoksi.

4. Viljeltyja maljoja kasvatetaan lampodhuoneessa +36 °C 16- 18 tuntia ja tarvitta-

essa lisdkasvatus yksi vuorokausi.

1. Silmukan pisara

3. Hajotus

Kuva 17. Virtsaviljelytekniikka A. Saarinen, Seindjoen keskussairaala mikrobiologia, laa-
tukasikirja, muokannut Hanna-Kaisa Montonen.
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2.3 Puhdasviljely

Virtsaviljelymaljoilla kasvaa usein monia bakteerilajeja. Mikali tutkittavalla virtsan bak-
teeriviljely maljalla kasvaa kolmea tai useampaa erinakoista bakteeripeséketta, jatkotut-
kimuksia ei ole syyté tehd&, koska kyseessa sekafloora. Jatkotutkimuksia varten baktee-
rit on saatava erotettua toisistansa kayttdmalla puhdasviljelymenetelm&a. Puhdasviljelyn
tarkoituksena on saada bakteerimassa hajotettua maljalle, jotta maljan pinnalle saatai-
siin yksittaisia bakteerisoluja erilleen toisistaan. Tamé& onnistuu tekemalla useita hajotuk-
sia vaihtamalla viljelysauvaa hajotusten vélissa. Viimeiselle hajotusalueelle tulee vain
hyvin pieni osa ensimmaisen hajotuksen bakteereista. Kukin maljan pesake on lahtoisin

yhdesta ainoasta alkumaljan bakteeripesakkeesta.

1. Bakteeripesdkkeen
siirrostus puutikulla

2. Ensimmaéinen tihed
hajotus
3. Toinen hajotus

5. Neljds hajotus

Kuva 18. Virtsan puhdasviljelytekniikka, K. Saha, Seindjoen keskussairaala, muokannut

Hanna-Kaisa Montonen.
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2.4 Bakteerien kasvun maéarén arviointi ja alustava bakteerin tunnistus

Usein bakteerit ovat vuorokauden kasvatuksen jalkeen muodostaneet maljalla n&kyvia
pesakkeitd. Maljoja tarkastellaan hyvassa valaistuksessa mahdollisten pesakkeiden ha-
vaitsemiseksi. Jos maljalla kasvaa kolmea tai useampaa erinakoista pesaketta, jatkotut-
kimuksia ei ole syyté tehda, koska kyseessa on ihon normaaliflooraa, joka on tullut virt-
saan iholta huonosti onnistuneen naytteenoton yhteydessa. Mikrobikasvun maaran arvi-
ointi tapahtuu silmamaaraisesti maljalta ja tulos kirjataan mikrobiologian atk-jarjestel-

maan.
Alustava vastaus:

1. Merkitse viljelykohtaan, onko nayte positiivinen vai negatiivinen, eli kasvaako
maljalla pesakkeita

2. Arvioi kasvun maaraa viljelymaljalta ja merkitse mikrobi-kohdan peraéan seuraa-
vasti:

e Ei pesakkeitd = negatiivinen

e 1-10 pesaketta = < 10* bakt/ml

e 10-100 pesaketta = 10*° bakt/ml

e >100 pesaketta = > 10° bakt/ml

Tarkastele maljan kasvua:

Tutki, onko testattavalla kannalla kykya laktoosifermentaatioon eli tuottako se beeta-
galaktosidaasientsyymid Cled (cystine-lactose-deficient agar)-maljalla. Positiivinen
tulos ndhdaan maljalla keltaisena véarireaktiona. Negatiivisessa tuloksessa keltaista

varireaktiota ei muodostu tai Cled-malja varjaytyy muun variseksi

e laktoosipositiiviset (keltainen varimuutos Cled-maljalla), E.colin nakdiset: KOLI-
FORMINENSAUVA

¢ laktoosinegatiiviset (maljalla ei varimuutosta), ei- E.colin nakdiset sauvat: GRAM-
NEGATIIVINEN SAUVA

¢ laktoosinegatiiviset, Pseudomonaksen nakdiset, ox+: PSEUDOMONAS SP.

e grampositiiviset kokit: GRAMPOSITIIVINEN KOKKI

e hiiva:HIIVA
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Jatkotutkimukset Cled-maljalta on syytd tehda seuraavissa tilanteissa:

e 1-2 erindkoista pesaketta maljalla

¢ Yli kymmenen samanlaista pesékettd maljalla, rakkoaika yli 4 h

¢ Alle kymmenen pesakettd maljalla, rakkoaika alle 4 h ja potilaalla oireita

¢ Rakkopunktionaytteessa yksikin pesake on merkittava

¢ Raskaana olevilla naisilla oireeton bakteeriuria on merkittava

¢ Miespotilaan katetrinaytteen pienempi maara bakteereita on merkittéava 16ydos.
Naisen katetrinaytteessa saa olla yli kymmenen peséakettd, jotta nayte olisi mer-
kittava

Bakteerien tunnistus aloitetaan selvittdmalld, onko se kokki- vai sauvabakteeri. Grampo-
sitiiviset kokit kasvavat usein todella pienina pesékkeina maljalla. Bakteerin tunnistus
tapahtuu bakteeripesakkeita tarkastelemalla ja jatkotutkimuksia tekemalld. Bakteerin
tunnistuksessa on tarked arvioida pesakkeen ulkondkda. Huomiota kannattaa kiinnittéaa
pesakkeen kokoon, muotoon, variin, pesakkeen pintaan ja reunaan seké hajuun ja mah-
dolliseen hemolyysiin. Gramvarjaykselld voidaan erottaa mikroskooppisesti, onko ky-
seessa sauva- vai kokkibakteeri (ks.Gramvarjays). Bakteerien tunnistuksessa kaytetaan
my0s erilaisia jatkotutkimuksia, jotka perustuvat bakteerien entsyymien tai aineenvaih-

duntatuotteiden osoitukseen, resistenssiin tietylle aineelle ja kasvutekijavaatimuksiin.
Lopullinen vastaus jatkotutkimusten jalkeen:

¢ MIKROBI: saatu tunnistustulos + kasvun maara bakt/ml + herkkyys
e Merkitse aina alustavat tutkimustulokset muistilapulle.
e Lopullinen vastaus mikrobista tallennetaan atk-jarjestelmaan ja kommentoidaan,

jos kanta on ollut resistentti jo kaytdssa olleille mikrobilaakkeille.
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3. VIRTSATIEINFEKTIOITA AIHEUTTAVIEN
BAKTEERIEN TUNNISTUS

3.1 Gramvarjays

Gramvarjays on yleinen mikrobiologinen menetelma bakteerien luokittelemiseksi. Gram-
varjayksessa bakteerit varjaytyvat niiden solurakenteen mukaisesti. Varjayksessa bak-
teerit kasitellaan kristallivioletti-varilla, joka ja& pysyvéksi bakteereihin kun niita kasitel-
l&an jodilla. Jodi muodostaa kristallivioletin kanssa liukenemattomia partikkeleita, jotka
poistuvat bakteerisoluista, jos soluseinama vaurioituu. Grampositiivisilla bakteereilla on
paksumpi soluseind, joten sinivioletti vari jaa niiden soluihin ja ne varjaytyvat violeteiksi.
Gramnegatiivisilla bakteereilla taas on ohuempi soluseina ja ulkokalvo, joten alkoholik&-
sittely tekee helposti reikia niiden seindmaan ja violetti vari poistuu gramnegatiivisista
bakteereista. Lopuksi kaikki bakteerit varjataan punaisella safraniinilla, jolloin gramnega-

tiiviset bakteerit varjaytyvat punaisiksi.

Gram-positiivinen Gram-negatiivinen

1. Kiinnitys (kuumennus) (______ ]
2. Kristallivioletti vrjays -
3. Jodikiinnitys ]
4. Varinpoisto alkoholilla :J
5. Safraniinivarjays S

1l

Kuva 19. Gram-varjays. Biotieteiden opetuksen keskus Helsingin yliopisto, muokannut
Hanna-Kaisa Montonen.
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Gramvarjayksen suoritus:

1.

© N o o

10.
11.
12.
13.
14.

Merkitse objektilasin hiospaahan vahakynalla naytenumero ja tee ympyra la-
sin nurjalle puolelle siihen kohtaan, johon tutkittava bakteerimassa on tarkoi-
tus laittaa.

Sekoita hieman bakteerimassaa tippaan aquaa ja levita kasvusto lasin oike-
alle puolelle ympyroéimallesi alueelle hajotussauvalla.

Anna naytelasien kuivaa lampdlevylla kuivaksi.

Kiinnitd naytteet viemalla objektilasi nopeasti 3-4 kertaa bunsenlampun liekin
l&pi, varoen polttamasta naytetta.

Aseta objektilasit varjaystelineeseen ja peita ne kristallivioletilla 1 min ajan.
Huuhtele kristallivioletti pois Lugolin jodiliuoksella ja peité lasit silla 1 min ajan.
Huuhdo jodiliuos pois vedella 5 s ajan.

Poista laseihin jaanyt variylijadma asetoni-etanoli-seoksella, kunne violettia
varia ei enda liukene ja huuhtele lopuksi vedella 5 s ajan.

Peita lasit safraniinilla 1 min ajan.

Huuhtele lasit vedella 5 s ajan.

Kuivaa lasit paperin valissé kevyesti painaen.

Tarkastele preparaatteja 50x ja 100x 6ljyimmersio-objektiivilla.

Puhdista kayttamasi objektiivit puhdistusaineella kayton jalkeen.

Kirjaa tulos atk-jarjestelmaan.

Tulkintaa voi vaikeuttaa lilan paksu preparaatti tai liiallinen kuumennus kiinnityksessa,

jolloin varjaytyvyys ja mikrobimorfologia karsii. My6s liian vahainen tai voimakas huuh-

telu aiheuttaa yli- tai alivarjaytymistd. Tulkinta ei aina ole helppoa ja selkeaa.

Kontrollikantana varjatddn Haemophilus influenzae ja Streptococcus pneumoniae kan-

nat aina gramvarien kantaliuosten vaihtuessa.
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3.2 Oksidaasitesti

Oksidaasitestid kaytetddn gramnegatiivisten sauvabakteerien erottamiseen toisistaan.
Oksidaasientsyymit ovat valttaméaton vaihe elektroninsiirtoketjua aerobisessa hengityk-
sessd. Bakteerin kyky tuottaa sytokromioksidaasia voidaan selvittdd oksidaasitestilla.
Testi suoritetaan tiputtamalla muutama tippa oksidaasia paperinpalalle ja vetamalla hie-
man tutkittavaa bakteerimassaa puutikulla sen paalle. Oksidaasireaktion tuottama vari-
reaktio tapahtuu valittomasti muuttumalla siniseksi. Kontrollit tehdaan paivittain valmis-
tettavasta uudesta kayttoliuoksesta ja aina uudesta kantaliuoserasta. Positiivisena kont-

rollina toimii N. gonorrhoeae ja negatiivisena kontrollina E.coli. Merkitse tulokset Atk:lle.
Testin suoritus:

1. Tiputa muutama pisara 1 % oksidaasireagenssia imupaperille viljelymaljan kan-
nen paalla ja hiero puutikulla tutkittavaa bakteerimassaa tahan kostutettuun imu-
paperiin. Positiivisessa tuloksessa varireaktio tulee heti.

Tuloksen tulkinta:

e Sini/violetti vari - Oksidaasi positiivinen-> Pseudomonas

e Varitdon - Oksidaasi negatiivinen - Enterobakteerit tai akinetobakteerit
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3.3 Katalaasitesti

Katalaasitestin tarkoituksena on saada erotetuksi enterokokit, streptokokit ja stafylokokit
toisistaan. Katalaasitestilla voidaan selvittda, onko bakteerissa katalaasi-entsyymia. Ae-
robit ja fakultatiiviset anaerobit bakteerit siséltavat entsyymia, joka nopeuttaa superoksi-
din hajoamista hapeksi ja vetyperoksidiksi. Liséksi ne sisaltavat joko katalaasia tai pe-
roksidaasia, jotka katalysoivat vetyperoksidin hajoamista vedeksi ja hapeksi. Entsyymien
tehtavana on suojella solua hapen vaikutuksilta. Anaerobeilla mikrobeilla ei ole happira-
dikaaleilta suojaavia entsyymeja, ja siksi ne eivat kestd happea. Katalaasi aktiivisuus
voidaan todeta lisddmalla bakteerikasvustoon vetyperoksidia. Katalaasitesti saa stafylo-
kokkibakteeri kasvuston kuplimaan. Laadunvarmistus suoritetaan kun otetaan kayttéon
uusi kayttéliuos. Positiivisena kontrollina kaytetaan tunnettua Stafylococcus aureus- kan-

taa.
Testin suoritus:

1. Tiputa muutama tippa 3 % vetyperoksidia viljelymaljan kannelle ja siirrosta tdhan pi-
saraan puutikulla tutkittavan bakteerin bakteerimassaa. Sekoita hyvin. Positiivisessa tes-
tissa kuplia pitaisi muodostua valittdmasti. Jos kuplia alkaa muodostua 20- 30 sekunnin
viiveelld, tulos on negatiivinen. VAaltd tamén testin tekemistd verimaljalla kasvaneista

bakteereista, koska punasolut saavat aikaan kuplintaa.
Tuloksen tulkinta:

o Kuohuu-> Katalaasi Pos. - Stafylokokit
e Ei kuohu - Katalaasi Neg. = Enterokokit ja Streptokokit
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3.4 Bakteerien tunnistus biokemiallisesti

3.4.1 Chromagar orientation-malja ("CHROMO”)

Chromo-malja on kromogeeninen kasvatusmalja virtsapatogeeneille. Maljan elatusaine
siséltaa erilaisia substraatteja, joita eri bakteerilajit pystyvat hajottamaan. Bakteerit muo-
dostavat erivarisia pesékkeitéd metabolisen lopputuloksen mukaan. Maljat on suojattava

valolta, koska cromogeenit voivat tuhoutua valon vaikutuksesta.
Tulosten tulkinta:

e Punertava/marjapuuron varinen pesake = E.coli. Voidaan vastata E.colina.
e Muut varit = Muu kuin E.coli (vain alustava tunnistus, vaatii jatkotutkimuksia)

o Vaéritdn, ruskea halo ymparilla = Proteus sp.

o Metallinsininen = Enterobakteerit, Klebsiellat ja Citrobacter

o Turkoosinsininen = Enterococcus

o Kerma, lapikuultava = Pseudomonas

o Kullankeltainen (lapikuultamaton) = S.aureus

o Pinkki (Iapikuultamaton) = Staph. saprophyticus

Kuva 20. E.coli Chromo-maljalla
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3.4.2 Vitek

Vitek 2 on automaattinen bakteerien tunnistus- ja herkkyysautomaatti. Sen toiminta pe-
rustuu biokemiallisiin reaktioihin. Laite kayttda bakteerien tunnistukseen reagenssikort-
teja, jotka koostuvat 64 erilaisesta substraattikaivosta. Alipaineistuksen avulla korttiin
saadaan imettya tutkittavaa bakteerisuspensiota ohuen pillin avulla. T&mén jalkeen Vitek
2 katkaisee pillin, jonka jalkeen laite aloittaa testikortin inkuboinnin. Laite lukee inkuboin-
nissa olevat testikortit 15 min vélein, tarkkaillen substraattien ja bakteerisuspension ai-
heuttamaa varireaktiota. Vitek 2 tunnistaa bakteerin vertaamalla saatuja tuloksia siihen
ohjelmoituun tietokantaan. Testikorteissa on myos kontrollikaivoja, joita laite kayttaa ver-
tailukohteena bakteeritunnistuksessa. Laite mittaa bakteeri-identifikaation kolorimetri-

sesti ja antibioottiherkkyydet kayttden transmittanssia.

Laite antaa bakteerien tunnistukselle todennadkoisyysprosentin esimerkiksi 95 %, jota

voidaan pitaa suhteellisen luotettavana bakteerin tunnistuksena.

Kuva 21. Vitek 2 Kuva 22. Densitometri ja Smart Carriertydasema
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Testin suoritus:

Vitekin tunnistus GN-kortilla:

Numeroi koeputki bakteerimaljan naytenumerolla.

2. Ota tutkittavalta bakteerimaljalta hieman yksittaisia bakteeripesakkeita vanutik-
kuun tutkittavalta maljalta ja sekoita tikkua 3 ml NaCl koeputkessa. Sekoita put-
kea vield mixerissa.

3. Tarkoituksena on saada valmistettua 0.50-0.63 McF vahvuinen suspensio. Mit-
taa suspension vahvuus sille densiometrilla. Jos suspensio on yli 0.63 McF vah-
vuinen, poista hieman suspensiota pipetilla ja lisdd saman verran puhdasta
NaCl-liuosta.

4. Kun suspensio on saatu halutun vahvuiseksi, aseta putki ndytekasettiin ja aseta
kasetti Smart Carrier-tydbasemaan.

5. Kirjaa naytteen tiedot Smart Carrier-tydasemaan ja lue viivakoodi sinipillisesta
GN-kortista, jonka jalkeen aseta kasetti Vitek2-analysaattoriin.

6. Tee peramalja suspensioputkista Vitek-tunnistuksen jalkeen eli viljele suspen-
siota Cled-maljalle.

Herkkyysmaaritykset Vitekilla:

Testi suoritetaan muuten samalla lailla kuin Vitekin tunnistus mutta bakteerisuspen-
sioputken viereen laitetaan naytekasetissa tyhja putki. Tyhjaan putkeen Vitek 2 lai-
mentaa haluamansa vahvuisen suspension. Kayta korttina harmaapillisia Ast- herk-

kyys-korttia.
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3.43API20E

API20E on metaboliaominaisuuksiin perustuva bakteerien tunnistustesti. Testilla voi-
daan tunnistaa enterobakteereja ja muita kasvatusolosuhteiltaan vaatimattomia gram-
negatiivisia sauvabakteereita. API20E sisaltdd 21 biokemiallista testid, jotka perustuvat
muun muassa substraattien hyodyntadmiseen, entsymaattisiin reaktioihin, kemiallisten

yhdisteiden tuottoon ja kaymiseen.

API 20 E koostuu 20 mikrokaivosta, joissa on erilaisia substraatteja. Naihin kaivoihin
laitetaan tutkittavaa bakteerisuspensiota ja inkuboinnin aikana bakteerien aineenvaih-
duntatuotteet muodostavat erilaisia varireaktioita substraattien kanssa.

Suoritus:

1. Laita noin 5 ml tislattua vetta Api- testikoteloon kosteuden yllapitimiseksi. Laita
testiliuska laatikkoon kaivot ylospain. Kirjoita tunnistustiedot kotelon paahan.
Ota tutkittavalta maljalta yksi bakteeripeséke ja lisda se 5 ml:aan steriilia vetta.

3. Tayta kaivot bakteerisuspensiolla kaivon kaulaan asti valttamalla ilmakuplien
syntymista. limakuplien syntymisté voit vahentaa pipetoimalla kaivon reunaa pit-
kin ja kallistamalla koteloa.

e Pipetoi CIT (trisodium citrate), VP (sodium pyruvate) ja GEL (Gelatin) kai-
vot tdyteen suspensiota.

4. Pipetoi 6ljyd ADH (L-arginine), LDC (L-lysine), ODC (L-ornithine), H>S (Sodium
thiosulfate) ja URE (urea) kaivoihin, jotta kaivot tulevat tayteen.

5. Sulje kotelo kannella ja inkuboi lampdhuoneessa yon yli.

6. Viliele viela perdmalja tutkittavasta naytesuspensiosta Cled-maljalle, josta voit
tarkistaa viljelman puhtauden.

o Kasta pumpulitikku testattavaan bakteerisuspensioon ja viljele Cled-malja

puhdasviljelymenetelmalla. Inkuboi maljaa lamp6huoneessa yon yli.
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Tulosten tulkinta:

1.

Kun inkubointiaika on kulunut, lue tulokset paketin mukana tulleen taulukon
mukaan. Tarkista perdmaljan puhtaus..

Testin voi lukea, jos kolme tai useampi kaivoista on positiivisia. Tarvittaessa
jatka inkubointiaikaa.

Lisaa TDA (L-tryptophane) kaivoon tippa TDA (L-tryptophane)-reagenssia.
Jos reaktion vari muuttuu punaruskeaksi, on tulos positiivinen. Kirjaa tulos
muistiin.

Lisaa IND (L-tryptophane)-kaivoon James-reagenssia yksi tippa. Varin muut-
tuessa pinkiksi on tulos positiivinen. Kirjaa tulos muistiin.

Lisaa VP (sodium pyruvate) kaivoon yksi tippa VP1 (sodium pyruvate)-rea-
genssia ja tippa VP2 (sodium pyruvate)-reagenssia. Pinkki tai punainen vari
on positiivinen tulos. Jos kaivoon 10 minuutin jalkeen tulee punaista varia,
tulos on silti negatiivinen. Kirjaa tulos muistiin.

Lue muiden kaivojen tulokset ohjeen mukaan ja kirjoita tulokset testin kan-
teen.

Syotéa tulokset Apiweb-ohjelmaan ja kirjoita tulokset liuskaan ja potilaan tu-

loksiin mikrobiologian atk-jarjestelmaan.
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3.5 Novobiosiini-testi

Novotestin avulla saadaan helposti tunnistettua Staphylococcus saprophyticus muista
stafylokokeista, koska se on novobiosiinille resistentti.

Suoritus:

Katso perusherkkyysmaarityksen suoritus.

Tulosten tulkinta:
e Estorenkaan halkaisija >12 mm = negatiivinen, muu stafylokokki kuin
S.saprophyticus

e Estorenkaan halkaisija <16 mm = positiivinen (S. saprophyticus)

3.6 C-390- kiekkotesti

Testi C390 (9-chloro-9-4-diethylaminophenyl-10-phenylacridan) on Pseudomonas aeru-
ginosan tunnistukseen tarkoitettu kiekkotesti. Testilla voidaan erottaa Ps.aeruginosa

muista Pseudomonas- lajeista.

Suoritus:
1. Dreijaa Mueller-Hinton- malja kuten herkkyysmenetelmissa (ks.herkkyysmene-
telmét) ja aseta pinseteilla C-390-kiekko dreijatun maljan pinnalle.

2. Inkuboi maljaa 18-24 tuntia +35-37 °C lampbkaapissa.
Tulosten tulkinta:

e Estorenkaan halkaisija 212 mm = muu kuin Pseudomonas aeruginosa
o Ei estorengasta, kasvusto kiinni C-390-kiekon reunassa - Pseudomonas aeru-

ginosa
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3.7 Stafylokokkiagglutinaatiot

Stafylokokkiagglutinaation tarkoituksena on saada erotetuksi Staphylococcus aureus
muista stafylokokeista. Testin periaatteena on bakteerin solusidonnainen koagulaasin ja
proteiini A:n saada fibrinogeenilla ja immunoglobuliinilla paallystetyt latex-partikkelit sak-

kautumaan.

Testin suoritus:
1. Sekoita tippaan testireagenssia tutkittavaa stafylokokkipeséketta ja sekoita ne-
gatiiviseen kontrollitippaan tutkittavaa stafylokokkipesaketta.

2. Kallistele testialustaa noin 20- 30 sekuntia.

Tulosten tulkinta:

Positiivinen: Selva rakeinen kirkastaustainen sininen agglutinaatioreaktio, joka

on muodostuu 30 s kuluessa. = S.aureus

Negatiivinen: Tasainen sininen suspensio = Muu kuin S.aureus.
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3.8 Sappieskuliinitesti

Testi perustuu enterokokkien ja joidenkin streptokokkien kykyyn hydrolysoida eskuliinia
sapen lasné ollessa. Vapautuva eskuliini iimenee maljalla mustana variné. Sappieskulii-
nimaljan eskuliini hajoaa happamiksi aineenvaihduntatuotteiksi, jotka muodostaa tum-
maa varia alustan sisdltdman raudan kanssa. Vain korkeaa sappipitoisuutta sietavat mik-
robit pystyvat kasvamaan sappieskuliini maljalla. Jokaisen testauksen yhteydessé suo-
ritetaan laadunvarmistus, positiivisena kantana toimii Enterococcus faecalis ja negatiivi-

sena kantana Enterococcus faecium. Kirjaa tulokset Atk-jarjestelmaan.

Tuloksen tulkinta:

e Positiivinen (SE+): Bakteeri kasvaa maljalla ja aiheuttaa selvdn mustan
varireaktion > Enterococcus, muu D-ryhman streptokokki

e Negatiivinen(S+E-): Bakteeri kasvaa maljalla, ei mustaa véarireaktiota -
esim. Streptococcus agalactiae

e Negatiivinen (SE-): Bakteeri ei kasva maljalla, ei mustaa véarireaktiota. >
Muut streptokokit

Kuva 24. Sappieskuliinimaljalla positiivisia ja negatiivisia enterokokki-kantoja.
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3.9 Arabinoositesti (Ara)

Arabinoositestin tarkoituksena on enterokokkien erottaminen. Maljan elatusaine sisaltaa
L-arabinoosia ja pH-indikaattorina on bronkresolivioletti. Jos tutkittavan bakteerin ai-
neenvaihdunnassa syntyy k&ymisreaktiota arabinoosin kanssa, maljan vari muuttuu vio-
letista keltaiseksi pH:n muuttuessa. Jokaisen testauksen yhteydessa viljelldaan ara-
binooso-maljalle positiivisena kontrollina E. faecium ja negatiivisena kontrollina E. faeca-
lis.

Tulosten tulkinta:
o Positiivinen: Bakteeri kasvaa Ara-maljalla, keltaista kasvua - esim. Enterococ-
cus faecium.

e Negatiivinen: Bakteeri kasvaa maljalla, violetti vari - esim.: Enterococcus faeca-
lis.

Negatiivinen: Bakteeri ei kasva maljalla

Kuva 25. Arabinoosimaljalla Ara + positiivisia ja Ara- negatiivisia enterokokkikantoja.
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3.10 Nielumaljan hemolyysitesti

Streptokokit kasvavat hyvin tavallisella nielumaljalla hiilidioksidipitoisessa ja vahahappi-
sessa lampokaapissa. Streptokokit voivat hajoittaa punasoluja maljalla tuottamillaan tok-
siineilla, eli hemolysoida tai olla hemolysoimatta. Streptokokit voidaan jakaa hemolyysin
perusteella kolmeen ryhmaan: a -, -, ja non-hemolyysi.

Tuloksen tulkinta

¢ Kirkas hemolyysi - Beetahemolyyttinen streptokokki
¢ Vihertava hemolyysi > Alfahemolyyttinen streptokokki
e Ei hemolyysia = Nonhemolyyttinen streptokokki

2

Kuva 26. Beetahemolyysia (+) ja nonhemolyyttisia (-) kantoja nielumaljalla.
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3.11 Streptokokkiagglutinaatio eli Streptex

Streptokokkiagglutinaation tarkoituksena suorittaa streptokokkien serologinen
ryhmittely, jolla saadaan ne alustavasti ryhmiteltya Lancefieldin ryhmiin A, B, C, D, F tai
G. Latexagglutinaatio-kitteihin kuuluu yleensa uuttoentsyymi, jonka tarkoituksena on
irroittaa bakteereista pinta-antigeeneja ja niiden kanssa spesifisesti reagoivia

antiseerumeita.

Suoritus:

1. Ota testireagenssit ajoissa huoneenlamp6on ja sekoita ravistelemalla niitd kevy-
esti.

2. Poimi tutkittavia pesakkeita ja lisda niitd 0,4 ml:aan entsyymiliuosta. Inkuboi sus-
pensiota +35°C vahintdan 10 min ja sekoita valilla.

3. Tiputa muutama tippa latex-reagenssia testikortille ja tiputa tippa testisuspen-
siota latex-tippaan.

4. Sekoita reagenssi- ja naytetippa hyvin puutikulla.
Lue agglutinaatio minuutin kuluessa. Jos bakteerin antigeeni reagoi vasta-aineen
kanssa, seoksessa tulee nakya selkeda sakkautumista noin minuutin kuluttua ai-

neiden sekoituksesta.

Tulosten tulkinta:

e Positiivinen: Rakeiden muodostuminen ja taustaltaan kirkas agglutinaatio

e Negatiivinen: Maitomainen samea seos
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4. HERKKYYSMAARITYKSET

Naytteista eristettyjen bakteerien herkkyys hoidossa kaytettaville antibiooteille méaaritel-
laan herkkyysmaaritysten avulla. Bakteerien todellinen herkkyys kaytettavalle antibioo-
tille rippuu bakteerien maarasta, kasvunopeudesta ja elimiston olosuhteista kuten
pH.sta ja markaeritteen maarasta. Bakteerilaakkeen tehon arvioinnissa kaytetaan MIC-
arvoa (minimal inhibitory concentration), joka on pienin ladkepitoisuus, joka viela kyke-
nee estdmaan bakteerien kasvun. Kudoksissa saavutettavien laékepitoisuuksien perus-
teella ja bakteerilajien herkkyystutkimusten perusteella on luotu Kkliiniseen kaytt66n herk-
kyysluokitus.

Kuva 27. Herkkyysmaljoja ja dreija.

Herkkyysmaarityksen tulkintaluokkia on kolme: S, | ja R.

S (susceptible) — Bakteeri on herkka antimikrobilddkkeelle, jota voidaan kayttaa infektion
hoitoon tavanomaisena annoksena.

| (intermediate) — Bakteerin herkkyys on alentunut tai herkkyydesta ei ole taytta
varmuutta.

R (resistant) — Laake ei tehoa.

Kiekkodiffuusiomenetelma on yleisimmin kaytetty herkkyysmaaritelma. Tutkittavasta
bakteerikannasta valmistetaan suspensio, joka levitetaan dreijalla elatusainemaljalle, jo-
hon asetetaan antimikrobilaékeita sisaltavia kiekkoja antibioottiannostelijalla. Bakteerit
alkavat kasvamaan maljalla ja laékeaineet levita kiekoista elatusaineeseen. Kiekon ym-

parille syntyy estorengas, jonka halkaisija on sita suurempi, mita herkempi bakteeri mik-
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robilddkkeelle on. Resistenteille bakteereille estorengasta ei synny tai estorengas on ko-
vin pieni. Maljoja inkuboidaan 16-18 tuntia ja sen jalkeen mitataan estorenkaat. Talla
tiedolla voidaan herkkyysmaarityksessa maarittdd SIR-luokitus, jota voidaan hyddyntaéa
potilaan saamaan antibiottinoidon valinnassa. Laadun varmistuksessa kaytetaén kont-
rollina tunnettuja kontrollikantoja ja tulokset kirjataan ATK-jarjestelmaan.

Herkkyysmaarityksen voi tehda myds E-testin avulla, joka on yksinkertainen menetelma
maarittaessa MIC-arvoa. E-testi on kaupallinen ohut liuska, johon on imeytetty laéke-
aine. Liuska sisaltaa mitta-asteikon MIC-arvon lukemista varten. Arvo luetaan suoraan
mitta-asteikolta estovydhykkeen ja liuskan estopisteen kohdalta. Liuska asetetaan bak-
teerisuspensiota sisaltavalle maljalle ja MIC-arvo luetaan inkuboimisajan jalkeen.

Perusherkkyysmaarityksen suoritus:

1. Poimi viljelymaljalta tutkimasi bakteeri viljelysauvalla koskettamalla muutamaa
samanlaista erillispesaketta.

2. Sekoita viljelysauva 0.9 % keittosuolaliuos koeputkeen, jotta suspension vahvuus
vastaisi 0.5 McFarland-standardia.

3. Kasta steriilia vanutikkua bakteerisuspensioon ja poista tikusta ylimaarainen
neste pyorittamalla vanupéata koeputken reunassa.

4. Veda bakteerisuspensioon kastetulla vanutikulla viiva Muller-Hinton- maljalle reu-
nasta reunaan ja dreijaa sitten bakteeria koko maljalle. Dreijaus tapahtuu jatka-
malla samalla vanutikulla laittamalla sen karki pyérivalle maljalle ja vetamalla rau-
hallisesti keskikohdasta kohti reunaa ja samaa reittia takasin maljan keskelle,
jotta saadaan maljalle levitettyd tasainen bakteerisuspensio. Maljalle olisi tarkoi-
tus tulla tasaiset kehén jaljet.

Dreijauksen jalkeen kiekota maljat antibioottiannostelijoilla.

Tarkista etta kiekottaja ei tyénna kiekkoja lilan syvalle agariin ja etté kiekot jadvat
kiinni agarin pintaan. Jos kiekot jaavat poikittain agariin, siirrd ne pinseteilla sa-
maan paikkaan, johon ne ensin osuivatkin.

7. Laita kiekotetut maljat 15 minuutin sisalla lampdkaappiin ja inkuboi yon yli 1am-
pokaapissa.

8. Tarkastele maljaa inkuboinnin jalkeen. Onnistuneessa maljassa kasvu on ta-
saista koko maljalla ja tiheydeltd&n jatkuvaa. Malja ei ole lukukelpoinen jos erilli-
sid peséakkeita on havaittavissa.

9. Lue takaa heijastuvan valon avulla tai mustaa taustaa vasten estorenkaiden hal-

kaisijat tyontotulkilla millimetrin tarkasti. Valitse mittauspiste mahdollisimman

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Hanna-Kaisa Montonen



Liite 2/39 (50)

kaukaa naapurikiekosta ja reuna-alueesta. Jos luotettavaa halkaisijaa ei ole, mit-
taa sade kiekon keskelta estorenkaan reunaan ja kerro tulos kahdella.
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5. VIRTSAVILJELY MALJOJEN TUNNISTAMINEN
VAIHEITTAIN

5.1 Sauvabakteerien tunnistaminen

Sauvabakteerin pesakkeet ovat yleensa limaisempia ja kosteampia kuin kokkibakteeri-
pesékkeet. Laktoosipositiiviset keltaiset sauvapesakeet Cled-maljalla ovat koliformisia

sauvoja ja laktoosinegatiiviset ei-E.colin nakdiset ovat gramnegatiivisia sauvoja.

1. Ensin tarkastellaan maljan kasvuston varia, ovatko pesakkeet keltaisia vai muun

varisia?

» Keltaiset pesakkeet eli laktoosia hajottavat bakteerit

Kuva 28. Koliforminen sauva.

» Sitten katsotaan ovatko pesékkeet E.colille ominaisia vai eivéat. Jos pesakkeet omi-
naisia E.colille: Cled- maljalla keltainen peséke ja Chromo-maljalla punertava pe-
sake.

e Vitekin herkkyys

e Peramalja chromolle, eli tee Vitekissa olleesta bakteerisuspensiosta viljely chro-
mon yhdelle sektorille
Jos Chromo-maljalla kasvaa marjapuuron-punainen peséake - E.coli
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» Jos Chromo-maljalla kasvaa muun kuin marjapuuron varista punertavaa pesa-
ketta:
o Vitek GN eli tunnistus tai APl 20 E-tunnistus - nimet&én Vitekin tai APl 20
tuloksen mukaan.
o Pesake on marjapuuron varinen mutta ei E.colin ndkéinen tai hajuinen niin

tehd&aéan Vitekin tunnistus tai Api 20 E - nimet&én tunnistuksen mukaan

2. Muu gramnegatiivien sauva -> ei keltainen sauvapesake, laktoosi -

» Ensin on mietittava nayttaakd sininen sauvapesake proteukselta eli hunnuttaako
se? Proteuksen pesadkkeet ovat tunnistettavissa maljalta aaltoilevan hunnutuk-
sen vuoksi. Leviava hunnutus voi nakya agarilla sdanndllisena tai epasaannolli-
sen muotoisena kasvuna.

Kuva 29. Hunnuttava proteus.

» Jos pesédkkeet nayttavat proteukselta ja hunnuttavat:

e Vitekin tunnistus
e Chromo malja
o Jos Chromo-maljalla variton kasvu ja ruskea halo ja herkk& - Proteus
mirabilis + herkkyys CH
o Jos Chromo-maljalla ei keltaista kasvua

¢ Vitek tunnistus (vitek GN) tai APl 20 - vastataan tuloksen mukaan

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Hanna-Kaisa Montonen



Liite 2/42 (50)

» Jos pesédke ei nayta proteukselta ja ei hunnuta
e Tehd&én oksidaasitesti
+« Jos oksidaasi on positiivinen eli muuttuu siniseksi
tehdaan C-390-kiekkotesti herkkyysmaljoilla
e Jos R<12 mm - Pseudomonas aeruginosa

e Jos S 212 mm > Pseudomonas sp.+ herkkyys HD

+ Oksidaasi on negatiivinen eli ei muuta varia
= Vitekin tunnistus ja Vitekin herkkyys tai APl 20 E - tulos testin

mukaan

» Jos peséke on E.colin nakdinen, mutta laktoosi neg. (sininen) Cled-maljalla
e Vitekin herkkyys ja Chromo-malja
o Chromo: pesédke marjapuuron-punainen > E.coli
o Chromo: muu kuin marjapuuron-punainen -> tee Vitekin

tunnistus tai API 20 E + Vitekin herkkyys - vastaa tulos
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6.2 Kokkibakteerien tunnistaminen

Kokkibakteerit ovat pienia, kuivahkoja pyoreitd pesdkkeitd maljalla. Koko vaihtelee
piensta pesdkkeestad (esim.Str.agalactiae) selvasti havaittavaan isompaan pesakkee-

seen (esim. Staph.saprophyticus).

Kuva 30. Kokkibakteereja Cled-maljalla.

1. Ensin tehddan kokkipesékkeelle katalaasitesti

» Katalaasi + (kuohuu) - Stafylokokki
e Tehda&n kokkipesakkeille herkkyyspaneeli R, jossa mukana NOVO-
kiekko. Tee myds Vanco-malja.
o Jos NOVO-rengas alle 16 mm > Staph. saprophyticus
o Jos NOVO- rengas yli 16 mm
tee Stafylokokkilatex.
e Jos Staph. latex sakkaa rakeita mustalle kortille > S.au-
reus

e Jos stafylokokkilatex ei sakkaa - Staph. sp

2. Jos katalaasitesti on negatiivinen (ei muodostu ilmakuplia)

¢ Viljele seuraavat maljat:

a. HB (herkkyys)
b. Sappieskuliini-malja (ruskea)
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c. Arabinoosi-malja (violetti)
d. Nielumalja (punainen)

¢ Ensin tarkastellaan vuorokauden kasvatuksen jalkeen sappieskuliini-maljaa:
o Jos sappieskuliini-malja positiivinen (kasvaa mustaa kasvus-
toa) SE+ ja ARA-malja positiivinen (kasvaa keltaista pesa-
kettd) - Ent. faecium
o Jos sappieskuliini-malja positiivinen (kasvaa mustaa kasvus-
toa) ja ARA-malja negatiivinen (ei kasva keltaista) - Ent.

faecalis

e Jos sappieskuliini-maljalla positiivinen, Ara-malja negatiivinen:
o ja nielumalja beetahemolyysia (lapindkyvyys) tehdaan Streptokokki
B-latex testi

» B-latex + - Str. agalactiae
» B-latex — - Tee vield Streptex joissa tulokset ovat:

Str. pyogenes (A)
Str. agalactiae (B)
c. Str.ryhmé G (G)

¢ Nielumalja kasvaa mutta ei beettahemolyysia

o tee B-latex

a. jos + - Str.agalactiae
b. jos —tee Streptex B
jos B + = Strep.agalactia
jos B - 2 Nonhemolyyttinen streptokokki

e Jos sappieskuliini-malja on negatiivinen (-), ARA negatiivinen (-) ja nielumalja
alfahemolyyttinen (vihredd hemolyysid) - Alfahemolyyttinen streptokokki,
kommentiksi "Todennakdisesti ihokontaminaatio”.

e Jos bakteerikasvu on stafylokokkimaista, katalaasitesti hidas positiivinen ja

kasvusto haisee pullahiivalta, kyseessé voi olla hiiva.
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Grampositiivisten kokkien tunnistuskaavio

Katalaasi -
Katalaasi +
v
‘ HB
Sappieskuliini
(stal:r?erk) Arabinoosi
. Nielumalja

Vanco-malja

N
rd A / \ Nielumalja +

Sappieskuliini + . L _
NOVO NOVO Sappieskuliini - Alfahemolyysi
S<16mm S>16mm Arabinoosi -
A a ¥
¢ n ARA - ARA + NM + rgd N NM + Alfahemolyytt
E . inen
) Entfeag)ccaolfscus n'%grecz:?gﬁ_]cus Beetahemol. + ei hemol. Streptokokki
S.saprophyt Stafylokokki ;
icus latex v v
« N B-latex B-latex
POS NEG 7 ¥ M
S.aureus Staph.sp. N + -
; - Str.agalac Streptex
Str.aagg lacti Streptex tiae P
J ¥
¥ B+
Str.pyogenes (A) Str.agalacti -
; Nonhemolyyttinen
.agal
Str.agalactiae (B) ae streptokokki

Str.ryhma G (G)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Saarinen, A. Vuokaavio GR-sauva/GR+kokki. Seindjoen keskussairaala, muokannut Hanna-Kaisa Montonen



GRAMNEGATIIVISTEN SAUVOJEN TUNNISTUSKAAVIO

Koliforminen sauva
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Muu Gramnegatiivinen sauva

Laktoosi —
(sin.pes)

Ei proteuksen nakai-
nen (ei hunnuta),
gramnega.sauva

\

Oksidaasi

N

/ |

E.colin n&-
kdinen

.

Proteuksen na-
koinen, hajuinen
ja hunnuttava

:

Vitek herk. ja chromo

}

!

Laktoosi +
/ (Kelt.pes)
E.colin ndkoéinen ja
hajuinen N —
, Jos vain vahan
l puhtaita pe-
sakkeita tee
Vitekin herkkyys API20E ja HC
ja peram. cromolle
4
Cromo
Punertava Ei puner-
tava
Vitek 1D
E.coli tai
Api20E

©
l

!

O
1

Chromo -

-

\

Nimeaminen Vitek-
tuloksen mukaan tai
API20E mukaan

HD ja C390 HC + Vitek ID
tai API20E
C390 C390S212
R<12 mm
Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa sp.

Nimi Vitek-tulok-
sen tai API20E
mukaan

HC ja
l Chromo
Chromo+ l
l Ei keltainen
Chromo ja
E.coli resistentti
' kanta
Chromo kel- Vitek ID tai
tainen ja API20E
herkka kanta
Proteus mi- Nimeaminen
rabilis Vitekin tai
API20E mu-
kaan
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