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THVISTELMA

Nieluinfektion aiheuttaa yleensa streptokokki, joka ndkyy nieluviljelymaljoilla betahemolyyttisingd
pesékkeind. Yleisin naista on A-ryhman streptokokki. Nielun normaaliflooran bakteerit voivat myos
aiheuttaa betahemolyysié ja vaikeuttaa néin streptokokin tunnistusta verimaljalta. Myds alfahemolyysi
voi hairita betahemolyyttisten pesékkeiden |6ytamista puhtaana.

Tyo tehtiin HUSLABIN kliinisen mikrobiologian bakteriologian osastolle. Ty6ssa vertailtiin kolmen eri
vamistgan  nieluviljelymaljoja  streptokokin  aiheuttaman  betahemolyysin  tunnistuksessa.
Geelikuljetusputkissa olevista nieluviljelynaytteistd tehtiin suspensio, jota viljeltiin pumpulitikulla
viidelle eri merkkiselle lampaanverimaljalle. Naytteita oli 107. Samalla tutkittiin nieluviljelymaljoihin
tehtavien pistojen ja sille laitettavan peitinlasin  hyodyllisyytta betahemolyysin tunnistuksessa
lissdmalla ne jokaiselle maljalle. Tutkittavia maljoja viljeltiin 535, joista jokainen arvioitiin
silméméaardisesti. Arvioinnissa otettiin huomioon betahemolyysi, nielun normaalifloora, hemolyysin
kirkkaus seka pistojen ja peitinlasin hemolyyttisyys.

Tyon perusteella voitiin todeta, etteivét peitinlasit ja pistot yleensa auta betahemolyysin tunnistuksessa.
Peitinlasia on muutenkin vaikea kayttds, joten siitd on oikeastaan enemman haittaa kuin hyotya
Maljojen vertalusta selvisi, ettda Ssa-malja soveltui huonoimmin streptokokin aiheuttaman
betahemolyysin tunnistukseen. Muut maljat olivat keskendan tasavertaisempia, kuitenkin niin, ettd Tsa-
maljalla kasvoi eniten tunnistusta héiritsevdad muuta bakteerikasvustoa. HUSLABIn oma malja toimi
parhaiten. Tosn ero kolmeen muuhun ei ollut tilastollisesti merkitseva

Tybssa kartoitettiin myds basitrasiinkiekon kéyton yleisyyttd padkaupunkiseudulla haastattelemalla
kolmea laboratoriota, joihin tulee nielundytteitd. Basitrasiinikiekon kéyton kartoituksessa selvisi, etta
suurin osa paakaupunkiseudun laboratorioista kayttéa basitrasiinikiekkoa nieluviljelymaljoissa.
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ABSTRACT

The cause of tonsillitisis usually streptococci which can be seen in blood medium as beta hemolytic
colony. The most common type is streptococcus Group A. The bacteria in the normal throat flora can
also cause beta and alpha hemolysis. These can make it harder to identify streptococci.

The objective of this study was to compare five blood media from three companies for finding beta
hemolytic colonies caused by streptococcus. At the same time the necessity of the stings and micro-
glass were studied by adding them to the each medium. We also studied the use of bacitracin in the
metropolitan area by interviewing three laboratories receiving pharyngeal samples. 106 samples were
cultured from the suspension to all media. Beta hemolysis, normal throat flora, the brightness of
hemolysis and the hemolysis of stings and micro-glasses were estimated on each media.

The results showed that micro-glasses and stings did not usualy help to find beta hemolysis. In
adidition, micro-glass was difficult to use. We also found out that Ssa-medium was the least suitable for
the identification of beta hemolysis. The other media were more equal to each other, but the bacteria
that grew in Tsa- media disturbed the identification of beta hemolysisthe most. HUSLAB s mediawas
the best. The results showed that basitracin is used in most laboratories in the metropolitan area.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon aiheenaon” Verimaljojen vertailu streptokokkien tunnistuksessa ja tun-
nistusta helpottavien tekijoiden hyodyllisyys’. Tyo tehddan HUSLABIN Kliinisen mik-
robiologian bakteriologian osastolle. Padasiallisena aiheena vertaillaan eri lampaanve-
rimaljoja A-, G- ja C- ryhman streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa
Tyossa késitellaén pistojen tarpeellisuutta seké pistojen sijasta peitinlasi-menetelméa
streptokokin betahemolyysin tunnistuksessa. Lisdks kartoitetaan basitrasiinikiekon kay-
ton yleisyytta padkaupunkiseudulla haastattelemalla kolmea laboratoriota, jotka ohjeis-
tavat alueensa laboratorioita. Tyodssa vertalllaan Bio- Radin, Becton Dickinsonin ja
Oxoidin verimaljoja streptokokkien aiheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa. Becton
Dickinsonilla on kolmea erilaista verimaljaa streptokokkien tunnistukseen, joten vertail-
taviamaljoja on yhteensa viisi.

Nieluviljelymaljoihin tehd&an joskus pistoja naytteenoton yhteydessa. Pistojen uskotaan
helpottavan betahemolyysin tunnistamista. Joskus harvoin kaytet&an pistojen sijasta
peitinlasia, josta e ole |6ydettévissa aikaisempaa tutkimustietoa helpottaako se betahe-
molyysin tunnistusta. Kokeellisessa osiossa selvitetaan pistojen tarpeellisuutta. Pistojen
ja peitinlasin tarkoituksena on luoda maljalle vahahappinen tila, jolla hemolyysi on pa-
remmin tunnistettavissa. Betahemolyysin tunnistamisen helpottaminen keventéisi tyo-
maéréa huomattavasti ja nopeuttaisi diagnoosia.

Ty6 painottuu maljojen vertailuun, koska halutaan [6ytéa streptokokkien tunnistukseen
mahdollisimman hyva malja ja oletetaan, ettd maljoilla on suurempi merkitys betahemo-
lyysin tunnistamisessa kuin pistoilla ja peitinlasilla. Pistojen hyodyllisyyden selvittami-
sesta e tulla ssamaan paljoa uuttatietoa. Aiheesta on kdytannon kokemuksella huomat-
tu, etta pistoista on hyotya vain harvoin. Tasta on kuitenkin eridvia mielipiteitd. Pistojen
hyodyllisyydesta ei ole tehty aikaisempiatutkimuksia.

2 NIELUVILJELYNAYTTEENOTTO - JA TUTKIMUS

2.1. Nielun steptokokkiviljelyn ndytteenotto



Nielun streptokokkiviljely tehdaén kun tutkimusindikaationa on nielun streptokokkiton-
silliitin epaily yldhengitysteiden oireiden perusteella. Tutkimuksen tarkoituksena on
|6yt&a nielutulehdusta aiheuttavia A (Streptococcus pyogenes)-, G- ja C-ryhman beta-
hemolyyttisia streptokokkeja. (Jonsson — Karhumaki — Saros 2005: 192 - 193.) Ennen
ndytteenottoa potilaan on oltava sydmatta ja juomatta ainakin tunnin. My6s desinfioivi-
en huuhteiden ja kurkkupastillien kayttoa pitaisi valttada viimeisen tunnin aikana ennen
naytteenottoa. (Y16nen 2002: 104.) Néin bakteerit eivét huuhtoudu pois nielusta. Nayte
otetaan ndytteenottotikulla tonsilloista varoen koskemasta suun muihin alueisiin. Muilla
alueilla on normaaliflooraa, joka voi héirita tuloksen tulkintaa. (Lehto — Rautajoki —
Tuokko 2008: 93 - 94.)

Nayte voidaan laittaa geelikuljetusputkeen tai viljella heti ndytteenoton jalkeen verimal-
jalle. Jos nayte laitetaan kuljetusputkeen, se otetaan kuljetusputken korkissa kiinni ole-
valla pumpulitikulla. Kuljetusputkea voi sailyttéa huoneenlammadssg, mikali se ehtii
vuorokauden kuluessa tutkivaan yksikkdon. Jos kuljetusputki ei ehdi vuorokauden sisal-
l& tutkittavaksi, sdilytetéan sité j8kaapissa. (HUSLAB ohjekirja 2008.)

2.2. Nielun streptokokkiviljelynaytteen tutkiminen

Nayte viljelladn huoneenlampobiselle CO:lle eli kolistiinioksoliinihappoverimaljalle
kolmikenttdhajotustekniikalla (kuvio 1) niin, ettaaluksi levitetdan vanutikulla naytetta
tihedsti maljan ensimmaiselle kolmannekselle samalla naytetikkua pyoritellen. Geeli el
saa menna viljelyn aikana rikki, silla se haittaa tulosten tulkintaa. V anupuikko vaihde-
taan steriiliin viljelysauvaan. Sauvalla levitetdan viljellylta alueelta bakteereita viela
toiselle puolelle maljaa harvoin vedoin. Sauvalla jatketaan levittamista niin, ettd sauvaa
kuljetetaan harvojen alueiden [gpi ja tehdddn muutama harvempi veto lisag, niin etteivét
ne kosketa jo viljeltyja alueita. Nain saadaan kasvavat pesékkeet toisistaan erilleen.
(Miikkulainen-Lahti 2009.)
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KUVIO 1. Néaytteen viljeleminen verimaljalle kolmikenttahajoitustekniikalla (Aydar —
Holmstrom 2010).

Basitrasiinikiekkoa kaytettaessa asetetaan se pinsetellla tihedsti viljellylle alueelle kevy-
esti painaen agariin (Lehto — Rautajoki — Tuokko 2008: 93-94). Geeliin tehddan joskus
myos viljelysauvallareikid, joiden tarkoituksena on aiheuttaa vahahappinen tila, jossa
streptokokit kasvavat paremmin ja betahemolyysi voimistuu. Viljeltyjé verimaljoja kas-
vatetaan yon yli lampokaapissa, jossa on hiilidioksidiatmosfaéri jalampoa 35-37 ° C.
(Kotilainen — Syrjanen — Vuopio-Varkila 2010: 106.) Maljoja pitéa séilyttéa maljan
pohja ylospéin, tunnistetiedot maljan pohjassa. (Lehto — Rautajoki — Tuokko 2008:
93-94). Seuraavana paivana maljat tulkitaan. Maljoja tarkastellaan valoa vasten ja niista
on tarkoitus |6ytéa betahemolyysia. Positiivisiksi epdillyt maljat 1ahetetdan bakteriolo-
gian laboratorioon jatkotutkimuksiin. (Jonsson — Karhumaki — Saros 2005: 192—-193.)

toinen vuorokausi (Koskela— Lehtonen — Ojanen 1996: 264—267).

2.3. Basitrasiinitesti

Basitrasiini on rakenteeltaan monimutkainen peptidirakenteinen |&&ke, jokatappaa
grampositiivisia bakteereita. Basitrasiinin vaikutus perustuu bakteerin soluseinan pepti-
doglykaanisynteesin estoon. Se on hyddyllinen paikallishoidossa, mutta liian toksinen
systeemisesti kaytettyna. (Huovinen — Vaara 1998: 393, 338.) Basitrasiinitestilla erote-



taan A-ryhman streptokokki muista betahemolyyttisista streptokokeista. Basitrasiinilla
on kyky estéa bakteerin kasvua verimaljalla. Maljalla se nékyy basitrasiinin ymparoivé
na punaisena renkaana, josta punasolut eivét ole hajonneet ja A-ryhman streptokokit
eivét kasva. Basitrasiinikiekon virheldhteena on kuitenkin se, ettd myos osa B-, C- ja G-
ryhman streptokokeista on sille herkkid. Basitrasiinia kéytetdan, koska A-ryhman strep-
tokokit ovat sille herkkia. (Kotilainen — Syrjanen — Vuopio-Varkila 2010: 107.)

Aiemmin kaikki A-ryhman streptokokit olivat sensitiivisia basitrasiinille. C- ja G-
ryhmien streptokokit olivat taas padasiallisesti resistenttgja sille. Silloin oli helpompaa
loytaa A-ryhman streptokokit maljalta. (Miikkulainen-Lahti 2009.) Nykyaan osa C- ja
G-ryhman streptokokeista on myds sensitiivisia basitrasiinille ja jotkut A-ryhman strep-
tokokit taas resistentimpia sille. Siten tulkinta on vaikeutunut ja tulokset vastataan pel-
ké&n basitrasiinitestin perusteella mahdollisena A-ryhman streptokokkina. Testin kéaytto
on kyseenalaistettu, eivatka kaikki laboratoriot enda kéyta sitad. (Koskela— Lehtonen —
Ojanen 1996: 264 - 267.) Ongelmana on myos se, etta osa oireettomista kantaa nielus-
saan betahemolyyttisia streptokokkea, mutta voivat kuitenkin tartuttaa bakteerin toiseen
henkil66n (Huovinen — Putto-Laurila: 1769.) Tyossa kartoitetaan basitrasiinikiekon
kayton yleisyytta ja mielipiteitéa sen kayton hyodyllisyydesta eri laboratorioissa. Perus-
teluna télle kartoitukselle on se, etté basitrasiini oli aiemmin varma A- ryhman strepto-
kokin osoittaja, mutta nykyaan se on vain suuntaa-antava. Kartoituksessa halutaan
osoittaa basitasiinikiekon kayttd nykyadan ja onko se muuttunut.

2.4 Muut bakteerin tunnistustestit

Streptokokin ryhma mééritetéan agglutinaatiotestilla. Muutamasta puhtaasta tutkittavas-
ta pesdkkeesta tehddan suspensio ekstraktioentsyymiputkeen ja putkea inkuboidaan 10
minuuttia ldmpdhauteella 35 °C:ssa. Ekstraktiolla eli uuttamisella eristetéén baktee-
risolujen antigeenit (Oxoid 2009.) Reagenssien siséltémien muovipallojen pinnoissa on
antigeenia tunnistavia vasta-aineita. Kun reagenssi sekoitetaan naytteeseen, nama vasta-
aineet tarttuvat streptokokkien antigeeneihin ja saostuminen nakyy sakkana, jonkavoi
nahda paljain silmin. (Makela — M&keld 1994: 130.)

Voges- Proskauer eli Vp-testi erottaa Sviridans ryhman streptokokit oikeista A-, G- ja
C-ryhman streptokokeista. Testin periaatteena on mikrobin kyky tuottaa puryvaatista
asetoiinia. Asetoiini hapettuu diasetyyliksi hapen ja kaliumhydroksidin vaikutuksesta.



Diasteyyli muodostaa punaisen kompleksin. Alfanaftolireagenssilla parannetaan testin
herkkyytta ennen kaliumhydroksidin lisdysta. Bakteerista tehdaén samea suspensio nat-
riumkloridiputkeen, johon lisdtdan V P-kiekko. Putkea inkuboidaan 35 °C:ssa 4 tuntia,
jonka jalkeen lisétéén reagenssit. Testissa Sviridans ryhméén kuuluvat bakteerit ovat
positiivisia ja kliinisesti merkittéavét streptokokit negatiivisia. Positiivisuus nakyy put-

kessa punaisena varina

Katalaasitestin periaattena on bakteerin kyky muodostaa vetyperoksidia hgjottavaa kata-
laasientsyymia. Testissa kaytetty vetyperoksidi hajoaa katalaasientsyymin vaikutuksesta
vedeksi ja hapeksi, jokailmenee liuoksen kuohuntana. Katalaasitestill& erotetaan stafy-
lokokit streptokokeista. Stapfylokokit ovat katalaasipositiivisia ja streptokokit kata-
laasinegatiivisia. Maljalta otetaan hajotusalueelta muutama peséke puutikullatai silmu-
kalla ja se kastetaan vetyperoksidiin. Jos bakteeri on katalaasipositiivinen, alkaa liuos
heti kuplia. (Eviran tyoohje 2006: 1-3.)

3 HEMOLYYS

Betahemolyyttiset streptokokit aiheuttavat anaerobisessa tilassa voimakkaammin hemo-
lyysia kuin aerobisessa tilassa. Hemolyysi nékyy maljalla kirkkaana alueena. Siiné ei
ole punasoluja, koska ne ovat hajonneet. Streptokokit ja jotkin muut bakteerit tuottavat
punasoluja hajottavia entsyymej, jolloin verimaljalla syntyy hemolyysi& (Leinonen —
Sivonen — Vuopio-Varkila 1998: 396.)

Alfahemolyysi on epétaydellinen hemolyysi. Pesdkkeen ympérille muodostuu vihertava
pieni alue. Betahemolyysi taas on taydellinen hemolyysi. Siina kaikki punasolut ovat
hajonneet ja siten pesdkkeen ympaérilla kirkas lagja kentta (Kuvio 2). Kuviossa 2 on né-
kyvissd padasiallisesti betahemolyysid, mutta hajotusalueella nékyy myds vihertavaa
alfahemolyysia Kuviosta 3 on néhtavissa vain vihertava alfahemolyysi. Gammahemo-
lyysi on non-hemolyyttinen hemolyysi eli siind ei muodostu pesékkeen ympaérille kir-
kasta kenttda. (Leinonen — Sivonen — Vuopio-Varkila 1998: 396.)



/
KUVIO 3. Alfahemolyysi verimaljalla (Aydar — Holmstrom 2010).



Pistojen tarkoituksena on aiheuttaa maljaan anaerobinen alue eli naytetta menee syvélle
geeliin, jossa on pienempi happipitoisuus. Taman oletetaan antavan vahvemman beta-
hemolyysin. Samalla idealla on kaytetty myos peitinlasia, joka aiheuttaa mikroaerofiili-
sen tilan. (Miikkulainen-Lahti 2009). Kuviossa 4 on ndht&vissa tilanne, jossa peitinlasin
allaoleva betahemolyys korostuu. Kuviossa 5 taas on nahtévissa pistojen aiheuttama
voimakas betahemolyysi muuhun maljaan verrattuna. Ty0dssa tutkitaan néiden menetel-
mien kayton hyddyllisyytta ja miten ne vaikuttavat tulokseen ja tulosten tulkintaan.

KUVIO 4. Peitinlasin alla nékyvé betahemolyysi verimaljalla (Aydar — Holmstrom
2010).



KUVIO 5. Pistojen vahvistama betahemolyysi verimaljalla (Aydar — Holmstrom 2010).

4 VERIMALJAT

Verimaljat ovat joko valmiita kaupallisia maljojatai ne valmistetaan valmistajien |ahet-
tamista jauheista mikrobiologian laboratoriossa. (Penttiléa 2004: 352 - 356). Nieluvilje-
lymaljoissa kaytetdan yleensé lampaan vertata joskus myos hevosen verta. Maljojen
pinnan on oltava ehj&, kostea ja kiiltdva. Maljojen on oltavatuoreita, joten péivamaaria
pitéd seurata. Maljoja sdilytetddn jadkaapissa, mutta ndytteenoton aikana ja viljelyhet-
kella niiden tulee olla huoneenlampoéisia. (Lehto — Rautgjoki — Tuokko 2008: 93-94).
Nestemainen elatusaine hyydytetéén agarilla ja se valetaan petrimaljalle. Nain saadaan
kiinted elatusaine. Kiinteét verimaljat sisdltavét defibrinoitua verta. Verimalja on kasvu-
alusta monille aerobisille bakteereille. (Carlson — Koskela 2003: 23-24.)

Agar on punalevasté perdisin oleva sokeriyhdiste, jota kaytetéan muun muassa verimal-
jojen hyyteldimiseen (Tenhunen — Ulmanen — Y lanne 2004: 160). Agar-agarin keksivét
Fannie ja Walter Hess vuonna 1880 - 1881. Agar-agar on syrjayttanyt aiemmin ké&ytetyn
liivatealustan, koska liivatealusta menettda jdhmeytensa huoneenlammon yldpuolella
Bakteerit eivét hgjota agaria niin kuin ne pystyivét tekemaan liivatteelle. Agar liuotetaan
veteen 95 celsiusasteen yl&puolella ja se jahmettyy 45 celsiusasteen alapuolella. Richard



Petri (1852 - 1921) keksi viljelymaljojen kayton. Agarin jahmettymisen ansiosta voitiin
aloittaa bakteerien maljaviljelyt. (Salkinoja-Salonen 2002: 57 - 58.)

Becton Dickinson (BD) Columbia CNA Agar with 5 % Sheep Blood di Cna-malja on
grampositiivisille kokeille tarkoitettu verimalja. Se sisdltéa 10 mg kolistiinia ja 15mg
nalidiksiinihappoa litraa kohden. Siihen on lisdtty 5 % lampaan verta. Malja tukee stafy-
lokokin, hemolyyttisen streptokokin ja enterokokin kasvua kolistiinin ja nalidiksiiniha-
pon ansiosta. Se estda Proteus-, Klebsiella- ja Pseudomonas -1gjien kasvua. Malja sisal-
té& myos haiman kaseiinia, pepsiinig, hiivauutetta, lihauutetta, maissitarkkelysta, natri-
umkloridia. Maljan pH on 7.3. Maljalla on suhteellisen korkea hiilihydraattipitoisuus ja
siten betahemolyyttinen streptokokki voi aiheuttaa vihertavééa hemolyysig, jonka voi
sekoittaa afahemolyysiin. T&mavoi vaikeuttaa maljan tulkintaa ja positiiviset betahe-
molyysit voivat jééda huomaamatta. (Becton Dickinson Diagnostics 2009: 1-2.)

BD Group A Selective Strep Agar with 5 % Sheep Blood (ssA) eli Ssa- malja on tarkoi-
tettu Streptococcus pyogeneksen |6ytamiseen. Malja sisdltéa yhdistelmén selektiivisia
ainesosia, joiden on tarkoitus on estda nielun normaaliflooran kasvua ja edistéd siten S
pyogeneksen loytamistd Malja siséltéa haiman kaseiinia, soijapavun papaiinia, natri-
umkloridia, agaria, kasvutekijoitd, selektiivisia aineita ja defibrinoitua lampaan verta
SsA-maljan pH on 7.4. (Becton Dickinson Diagnostics 2009: 1-2.)

BD Trypticase Soy Agar Il with 5 % Sheep Blood eli Tsa- malja on tarkoitettu kasvu-
vaatimuksiltaan erilaisten bakteereiden |6ytamiseen ja hemolyyttisten reaktioiden ha-
vaitsemiseen. Se tarjoaa hyvan alustan betahemolyyttisille streptokokeille. Malja sisél-
té8 kaseiinia, soijapavun papaiinia, natriumkloridia, agaria, kasvutekijoité ja defibrinoi-
tua lampaan verta. Tsa-maljan pH on 7.3. (Becton Dickinson Diagnostics 2009: 1-2.)

Bio- Radin Columbia CNA +5 % Sheep Blood di Csb- maljan sisditdma Cna yhdistel-
ma (kolistiini ja nalidiksiinihappo) on selektiivinen grampositiivisille kokeille. Se osoit-
taa myos hemolyyttiset reaktiot. Malja sisdltda yhdistelméan peptoneita, tarkkelystg, nat-
riumkloridia, nalidiksiinihappoa, kolistiinia, agaria ja defibrinoitua lampaan verta. (Bio-
Rad Laboratories 2003: 1-2.)

HUSL ABIn bakteriologian laboratorion elatusaineysikkd valmistaa Oxoidin maljapoh-

jasta CO- maljan, joka sisdltéa myds lampaanveren ja antibiootit. CO- malja on selektii-
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vinen streptokokkimalja. Se sisdltda kolistiiniliuosta, oksaliinihappoliuosta, agaria ja
defibrinoitua lampaan verta. Maljan pH on 7.4 - 7.5. CO- malja est84 gramnegatiivisten
kokkien, stafylokokkien, basillusten ja difteroidien kasvua. Maljan sisdltdma kolistiini
estéd sauvojen kasvun ja oksaliinihappo stafylokin kasvua. (Sivonen 2008: 1.)

5 STREPTOKOKIT

Streptokokit ovat grampositiivisia katalaasinegatiivisia kokkeja, jotka nékyvét mikro-
skoopissa usein ketjuina (Penttila 2004: 352 - 356.) Grampositiiviset ja gramnegatiiviset
bakteerit eroavat soluseindn rakenteen perusteella. Grampositiivisella bakteerilla on
paksu peptidoglykaanikerros, kun taas gramnegatiivisilla bakteereilla on ohuen peptido-
glykaanikerroksen ulkopuolella viela ulkomembraanikalvo. (Sarvas — Skurnik — Vaara
2010: 25 - 26.) Streptokokit ryhmitelld8n hemolyysin perusteella afa-, beta- ja gamma-
hemolyyttisiin streptokokkeihin.

Streptokokien lisdks beetahemolyysia saattavat aiheuttaa muun muassa myos enteroko-
kit, Streptococcus anginosus- ryhman streptokokit ja stafylokokit sek& muun muassa
listeria ja arkanobakteeri. (Miikkulainen-Lahti 2009.) Streptokokit voidaan erottaa sta-
fylokokeista kataalasitestillg, jossa streptokokit ovat negatiivisia ja stafylokokit positii-
visia. (Penttila 2004: 352 - 356.)

Tyossa keskitytddn A-, C- ja G- ryhmén streptokokkien aiheuttamaan betahemolyysiin.
On olemassa myos muita streptokokki rynmia kuten B ja F, jotka eivét ole streptokokki
viljelyssa kliinisesti merkittavia. B-ryhman streptokokki on kuitenkin vastasyntyneille
infektioita aiheuttava ryhma ja siten térkea |6ydos. Muutkin kuin A-, C- ja G-ryhmén
streptokokit aiheuttavat myos betahemolyysin, joten ndma on erotettava nielutulehdusta
aiheuttavista A-, C- ja G-ryhmén streptokokeista. Normaalifloora aiheuttaa usein alfa-
hemolyysi&, joka vaikeuttaa beetahemolyysin tunnistusta, koska ne saattavat muistuttaa
toisiaan. Y leensa betahemolyyttisen streptokokin ryhma (A, C tai G) tunnistetaan agglu-
tinaatiotestin avulla. Agglutinaatiotestia varten bakteerin on oltava puhtaana eli se voi-
daan ottaa suoraan maljalta erillisesta peskkeesta. Puhdasviljelméatehddan, jos maljalla
ei ole erillisia pesékkeitd. Maljan avulla voidaan myos tarkistaa hemolyysin laatu eli
beta- tai alfahemolyysi. (Miikkulainen-Lahti 2009.)
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5.1 Betahemolyyttiset streptokokkilajit

5.1.1 A-ryhman streptokokki

A-ryhman streptokokki eli Sreptococcus pyogenes on grampositiivinen betahemolyyt-
tinen kokkibakteeri. Se aiheuttaa yleisimmin tonsilliittia, mutta myos useita erilaisia
sairauksiaiho- ja pehmytkudosinfektioiden ja vakavien yleisinfektioiden valilla Vaka
viayleisinfektioita voivat ollamm. pneumoniaja sepsis. A-streptokokki aiheuttaa eni-
ten infektioita lapsille, nuorille aikuisille ja vanhuksille. Bakteeri tarttuu helposti pisara-
ja kosketugeitse seka oireettomasta etta oireellisesta ihmisestad. (Kotilainen — Syrjanen
— Vuopio-Varkila 2010: 102 - 103.)

Streptokokin soluseina on hyaluronihappoa, joka on huonosti immunogeeninen, koska
sitéd on myds ihmisen sidekudoksessa. Siten bakteerisolu on suojassa fagosytoosilta.
Bakteerisolun M -proteiini on tarkein virulenssitekija ja vasta-aineet sitd kohtaan suo-
jaavat infektiolta opsonisoimalla. Opsonisaatiossa opsiinit paallystavét bakteerin pin-
nan, jolloin fagosytoosi tehostuu. (Kotilainen — Syrjanen — VVuopio-Varkila 2010: 102.)
Bakteerin pinnalla on myds proteiingja, jotka sitoutuvat immunoglobuliinien Fc-p&ahan.
Se estda vasta-aineiden vaikutusta sitomalla vasta-aineita pintaansa vaarin pain. Ryh-
maspesifinen polysakkaridi eli streptokokkeja alaryhmiin jakava C -polysakkaridi on
rakenteeltaan polyramnoosia, jossa on sivuhaaroina N-asetyyliglukosamiinia. (Sarvas —
Skurnik — Vaara 2010: 25 - 26.) Bakteerin kiinnittymista epiteelin pintaan auttaa lipo-
tetkkohappo (LTA). Lipoteikkohappoja on grampositiivisten bakteerien soluseinéssa ja
ne huolehtivat solun ionitasapainosta. Soluun kiinnittynyt peptidaasi pilkkoo C5ataja
Sic-proteiini estdd komplementin toimintaa. (Kotilainen — Syrjéanen — Vuopio-Varkila
2010: 102.)

A-ryhman streptokokin tuottamat eksoentsyymit ja -toksinit parantavat sen mahdolli-
suuksia aiheuttaa tauti. Hemolysiini O ja S saavat aikaan hemolyysin verimaljalla. Li-
séksi C- ja G-ryhman streptokokit tuottavat O-hemolysiinia. Se voi siten vaikeuttaa A-
streptokokin tunnistamista. Bakteeri tuottaa myds pyrogeenisia eli kuumetta aiheutta-
vaa eksotoksiinegja ja erityisesti tyyppiin A liittyy toksisen sokin tyyppinen oireyhtyma
sekéa vakava tulirokko. Eksotoksiinien heikkous on superantigeeneina toimiminen eli ne
aktivoivat T-lymfosyytteja ilman makrofagien apua. (Kotilainen — Syrjénen — Vuopio-
Varkila2010: 102 - 103.)
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5.1.2 B-ryhman streptokokki

B-ryhman streptokokki eli Streptococcus agalactiae on grampositiivinen betahemolyyt-
tinen kokkibakteeri. Sitd on tavallisesti eméttimessa ja alemmassa suolistossa. B-
streptokokki aiheuttaa infektioita vastasyntyneille. Bakteeri voi aiheuttaa aikuisilia
muun muassa virtsatieinfektion, keuhkokuumeen, niveltulehduksen, sepsiksen, aivokal-
vontulehduksen sekaihon- ja pehmytkudosten infektion. Y'li 60-vuoden ik&tai perustau-
ti, kuten diabetes, maksasairaudet, HIV tai syOpasairaudet voivat altistaa vakaville in-
fektioille. Tartuntatapahtuu ihmisesté toiseen ja vastasyntynyt voi infektoitua @din
synnytyskanavan bakteerista. (Saxén — Vuopio-Varkila 2010: 110 - 111.) Bakteerillaon
polysakkaridikapseli, joka parantaa sen taudinaiheuttamiskykya. Kannat jaetaan kapse-
lin rakenteen perusteella eri antigeenityyppeihin. Y leisimpiaihmisten antigeenityyppeja
ovat la, Ib, Il jalll. (Saxén — Vuopio-Varkila 2010: 110.)

5.1.3 C-jaG -ryhman streptokokki

C- jaG-ryhman streptokokit ovat suuripesakkeisid betahemolyyttisia streptokokkeja,
joilla on Lancefieldin ryhmén C- tai G -antigeeni. Basitrasiinitestilla voidaan alustavasti
tunnistaa A-ryhman streptokokki, mutta joskus myds C- ja G- ryhman streptokokit ovat
sensitiivisia basitrasiinille. G- ja C-ryhman streptokokkegja on eri lajeja. Naista esim.
yleisesti infektioita ihmisille alheuttaa Str. equismilis. C- ja G-ryhman streptokokkea
[6ytyy ihon ja nenanielun normaalifloorasta. Ne aiheuttavat yleensa nielutulehduksen
sekd iho- ja pehmytkudosinfektioita. C- ja G- ryhman streptokokit tuottavat streptolysii-
ni O- eksotoksiinia, jonka takia ne voivat aiheuttaa kahden viikon kuluttua antistrepto-
lysiini- tittereiden kasvun. (Anttila— Suppola 2003: 127.)

5.1.4 Anginosus- ryhman streptokokit

Sreptococcus anginosus ryhméaan kuuluu alfa-, beta- ja el -hemolyyttisia kantoja. S,
anginosus kasvaa pienempana betahemolyyttisena pesdkkeena kuin S. pyogenes. Joilla
kin S. anginosus kannoilla on Lancefieldin F-, C.- tai G-pinta-antigeeni. Joiltakin kan-
noilta se puuttuu. Agglutinaatiotesti saattaa valilla antaa nielun normaaliflooraan kuulu-
vista ei-patogeenisista streptokokeista C- tai G -ryhman. Lisatestillg, ns. VP -tetilla eli
V oges-Proskauer- testilla tutkitaan onko C- tai G -ryhmén streptokokki patogeeninen
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val el. (Anttila— Rantakokko-Jalava 2010: 124.) Betahemolyysin takia se voidaan kui-
tenkin joskus sekoittaa S. pyogenekseen.

6 TUTKIMUSASETELMA

6.1 Aikaisemmat tutkimukset

A-ryhman streptokokin tunnistaa basitrasiinitestin avulla?’, kirjoittanut Antti Nissinen.
Téassa tutkimuksessa todettiin, ettd A-ryhman liséksi myods C- ja G-ryhman streptokokit
voivat olla herkkid basitrasiinille. Yleisin basitrasiinille herkk&ryhmaoli A (67 %).
Toiseksi yleisin ryhméoli G (23 %) javiimeisena C-ryhma (10 %). Tutkimustuloksissa
todettiin, etté basitrasiinitesti el yksindan aina varmasti osoita onko kyseessa A-ryhman
streptokokki. Siksi kirjoittaja ehdottaa, ettd jos bakteeri on basitrasiinille herkka, vasta-
taan se "todenndkoinen A-ryhman streptokokki”. Kirjoittajan mielestad ryhmatulis aina
varmistaa agglutinaatiotestilla. (Nissinen 1998.) Nykyaan téta kaytant6a noudatetaan ja
basitrasiinitestin avulla voidaan vastata alustavasti mahdollinen A-ryhméa.

6.2 Tutkimusongelmat

Tyo6ssa vertaillaan eri verimaljoja betahemolyysin tunnistuksessa. Tarkoituksena on
selvittég, mika on sopivin ja parhain malja nielutulehdusta aiheuttavien streptokokkien
tunnistuksessa. Ty6ssa selvitetéan myos, hyodyttavatkd maljoihin laitettavat pistot ja
peitinlasi betahemolyysin tunnistamisessa

TyoOssa selvitetéan basitrasiinikiekon seka pistojen ja peitinlasin kayton lagjuutta paé-
kaupunkiseudulla. Haastattelu pidetaéan kolmelle laboratoriolle kartoitusta varten. Jokai-
selta laboratorion mikrobiologian asiantuntijalta kysytaan, miten he edella mainituista
menetel mista ohjeistavat omia laboratorioitaan, jotka lahettavét hellle naytteita. Se on
kartoittava tutkimus.

Seuraaviin tutkimusongelmiin haetaan vastauksia:

1) Mikaverimajoista Csh, Cna, Tsa-s, Ssavai Co soveltuu parhaiten A-, C- ja G-

ryhman streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistukseen?
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2) Miten nieluviljelymaljoihin teht&vét pistot vaikuttavat A-, C- ja G-ryhman

streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistukseen?

3) Miten nieluviljelymaljaan laitettava peitinlasi vaikuttaa A-, C- ja G-ryhman

streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistukseen?

4) Kuinkayleista basitrasiinikiekon kaytt6 padkaupunkiseudun laboratoriossa on?

5) Kuinkayleigta pistojen ja peitinlasin kayttd padkaupunkiseudun laboratoriossa

on?

7 TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

Tyo6ssa on kaksi osag, jotkaovat kokeellinen tyd ja haastattelu. Kokeellisessa tydssa
vertailemme eri maljoja seka pistojen ja peitinlasin tarpeellisuutta. Toisena osiona on
haastattelu basitrasiinin, pistojen ja peitinlasin kayton yleisyydesta

7.1 Verimaljojen vertailu

Maljojen vertailussa tutkimusmenetelmana on kvantitatiivinen tutkimus. Kokeellisessa
tyossa saatiin tutkimustulokset vertailemalla maljojatoisiinsa. Tyd on myos kartoittava,
slla sita tiedetdan hyvin vahan entuudestaan. Verimaljojen valmistajat |ahettivat tutki-
musmaljat hyvissa ajoin ennen tutkimuksen suorittamisen aloittamista, kuitenkin niin,
etteivét ne ehtineet vanhentua ennen sitd. Tutkittavat bakteerindytteet saatiin HUSLA-
Bin mikrobiologian laboratoriosta. Suurin osa bakteriologian laboratorioon l&hetetyista
naytteista on valmiiksi viljelty maljoille. Kokeellisessa tydssa kaytettiin kuitenkin vain
geelikuljetusputkessa olevia néytteitd, joten naytteiden maéra oli rajallinen. Potilaiden
henkilGtiedot pysyivét salassa, kun tydssa kaytettiin vain ndytteiden ndytenumeroita.
Tulokset kirjattiin ylos ndytenumeron mukaan, mutta edes ndytenumeroita e kaytetty

tydssa Tyon tekoon varattiin muutama viikko aikaa.

Kustakin ndytteestéa valmistettiin bakteerisuspensio, jotta naytteet olivat samanvahvui-

sia. Y hteen millilitraan 0,9 % natriumkloridia sekoitettiin vortexilla ndyte naytetikusta.



15

Kokeellisessa tytssa oli ennen tyon aloittamista tarkoitus viljella noin 90 néaytetta, mutta
siinaviljeltiin kuitenkin 107 naytetta virheiden varalta. Naytteet viljeltiin kolmen val-
mistgjan viidelle eri maljalle, joten maljoja viljeltiin yhteensi 535. Tuloksiin otettiin
tehtyjen virheiden takia kuitenkin mukaan vain 528 maljan tiedot. Maljojaoli BD:Ita
kolme erilaista ja kahdelta muulta valmistgjalta yksi kultakin eli erilaisia maljojaoli
yhteensaviisi. Viljelyvaiheessa naytteiden tulosta ei tiedetty etuké&teen ja tyon jalkeen

ne tarkastettiin potilastietojérjestelméasta. Tyohon toivottiin saatavan noin 40 positiivista
naytettd, jotta se olisi luotettava. Tyohon saatiin 54 positiiviseksi vastattua naytetta.
Kolme néytetta oli vastattu negatiivisena, mutta niista saatiin positiiviset vastaukset.
Yksi nayte hyléttiin, koska maljoillaei kasvanut betahemolyyttisia bakteeripesakkeita,

vaikka naytteen olisi pitanyt olla positiivinen.

Naytteet viljeltiin jokaiselle eri maljalle laminaarivirtauskaapissa maljojen kontaminaa-
tion estamiseksi jaomaksi suojaksi. Suspensiosta viljeltiin jokaiselle maljalle puhtaalla
pumpulitikulla primaarialue. Jokaiselle maljalle tehtiin hajotukset puhtaalla sauvalla,
etteivét maljan sisdltdmét aineet paésseet siirtymaan muille maljoille. Samoin pistot
tehtiin aina puhtaalla sauvalla. Peitinlasit asetettiin primaarialueelle steriileilla pinseteil-
lakontaminaation estamiseksi. Pistojen hyddyllisyytta maljalla selvitettiin siten, etta
tihed alue jaettiin kahteen osaan. Toiselle puolelle tehtiin pistot ja liséttiin peitinlasi,
muttatoiselle puolelle niita ei laitettu. Maljalla kaytettiin pienté peitinlasia (18 x 18

mm), joka mahtui primaarialueelle.

Naytteita kasvatettiin yon yli hiilidioksidipitoisessa (pitoisuus 5 %) ja 35 °C:ssa lampo-
kaapissa. Seuraavana péivana tulkittiin néytteet. Maljoilta tehtiin tarpeen vaatiessa hajo-
tukset verimaljoille ja kasvatettiin toinen vuorokausi. Muutoin betahemolyyttisen pe-
sékkeen ryhma méaritettiin agglutinaatiotestilla C-ryhman patogeenisuus varmistettiin
V oges Proskauer- testilla Huonosti kasvaneita ja negatiivisia néytteita kasvatettiin tar-
kastelun jalkeen viel& toinen vuorokausi. Y hden ndytteen maljoja vertailtiin kerrallaan
ja sen ominaisuudet kirjoitettiin taulukkoon. Maljoilta etsittévid ominaisuuksia olivat
streptokokkiryhma, betahemolyysin ja normaaliflooran méarg, pistojen ja peitinlasin
hemolyysi, hemolyysin koko ja kirkkaus sek& muut havainnot. Betahemolyysin ja nor-
maaliflooran méara ilmoitettiin plussilla. Y hdell& plussalla tarkoittaa, ettéa bakteeri-
pesdkkeita oli vain primaarialueella, kahdella plussalla niité oli primaarialueen liséksi
ensimmaisel |4 hagjotusalueella ja kolmella plussalla niita oli primaarialueella, ensimmai-

sella jatoisella hajotusalueella (Kuvio 6). Muihin havaintoihin kirjoitettiin esimerkiksi
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kuinka helppoa maljalta oli tehda jatkotutkimuksia ja |6ytyikoé maljalta muuta bakteeria
kuin streptokokkia.

Stafylokokkiepailyissa kéaytettiin katalaasitestia. Lisaks taulukkoon merkittiin oliko
naytteelle tehty agglutinaatiotesti ja oliko ndytteesta jouduttu tekemaén hajotus tai lisa-
kasvattamaan primaarimaljaa. Apua saatiin bakteriologian laboratorion laboratoriohoita-
jiltajamikrobiologilta. Epé&selvissa tapauksissa testit toistettiin uudestaan. Tulokset
kirjattiin ylos taulukkoon jalopuksi niista tehtiin tilastolliset tutkimukset SPSS- ohjel-
malla. Seuraavalla sivulla on kaavio kokeellisen tydn suorittamisesta (Kuvio 7). Kaavi-
0ssa jokainen péiva on kuvattu eri varilla Sininen vériset palkit kuvastavat ensimmai-

tapahtumia

KUVIO 6. Bakteeripesakkeiden levinneisyys maljalla (Aydar — Holmstrom 2010).
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KUVIO 7. Kaavio maljojen vertailun suorittamisesta (Aydar — Holmstrém 2010).
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7.2 Haagtattelu basitrasiinista, pistoistaja peitinlasista

Kartoittavan tutkimusmenetelméan avulla selvitettiin basitrasiinikiekon kayton seka pis-
tojen ja peitinlasin yleisyytta eri laboratorioissa. Kartoittava tutkimusmenetelma selvit-
téé vahan tunnettuja ilmidita ja etsii uusia ndkokulmia. Tyossa kaytettiin aineistonke-
ruumenetelmana kvalitatiivista eli laadullista haastattelua. Haastattelumuotona kaytet-
tiin strukturoitua haastattelua eli lomakehaastattelua. Haastattelun etuna on se, ettalisé
kysymyksilla voidaan saada epéselvaan tai niukkaan vastaukseen selvyytta. Ongelmana
voi kuitenkin olla se, etta haastatteija voi tulkita eleiden ja &nenpainojen perusteella
haastateltavan antamat vastaukset vaarin ja Siten antaa tutkimukseen virheellista tietoa.
Nain laadukkuus kéarsii. Strukturoidussa haastattelussa kysymysten muoto jajarjestys on
tarkkaan ennalta mietitty, joten aiheessa on helpompi pysya kuin esimerkiksi avoimessa
haastattelussa. Koska haastattelun tekeminen ja vastausten purku voi vieda paljon aikaa,
soveltuu tdma haastattelumuoto parhaiten pienelle kohdejoukolle. (Hirsijarvi — Remes —
Sajavaara 2009: 208— 212.) Tyossi haastateltavia oli vain kolme. Haastattelu toteutet-
tiin yksilohaastatteluna ja haastateltavat pysyivat nimettomind Kun nimid el paljasteta,
haastateltavat vastaavat todenndkoisemmin totuudenmukaisesti.

Tyossa haastateltiin kolmea laboratoriota, joihin tulee naytteita pienemmisté sen alueen
laboratorioista. Jokainen haastateltava laboratorio ohjeistaa alueensa laboratorioitatie-
tyllatavalla nielundytteenoton jalkeisessa ndytteen viljelyssa. Nain saatiin selville muu-
tamalla haastattelulla suuri osa pédkaupunkiseudun laboratorioiden kaytannoista. Liit-
teend on haastattelukysymykset, jota kaytettiin haastattelussa apuna (liite 1).

8 TULOKSET

8.1 Kokedlisen tydn tulosten késittely

Tulokset nielutulehdusta aiheuttavien streptokokkien tunnistuksesta kasiteltiin SPSS-
ohjelmalla suuren aineiston takia. SPSS- ohjelma on tilasto-ohjelma ja silla sai helposti
laskettua prosenttiosuudet ja maarét eri muuttujille. Ohjelmalla saatiin selvitettya, miten
eri muuttujat jakautuivat eri maljoilla. Lisdksi selvisi tilastollinen merkitsevyys maljo-
jen muuttujien valilla Khiin nelidtestin avulla. Monet tyon tulokset on saatu silmamaa-

réisesti arvioimalla, eika suurimmasta osasta muuttujista voida méarittda mitaan tarkkaa
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arvoa, elkatulos ole numeerinen. Siind mielessa tilastolliseen merkitsevyyteen tulee
suhtautua vain suuntaa antavana tietona. Kaikkia ty0ssa saatujatietoja el ollut jarkevaa

syottéa tilasto-ohjelmaan, joten niitéa kéasiteltiin kirjallisesti tilasto-ohjelmaan syotettyjen
tietojen ohella.

8.1.1 Mann-Whitney testi jaristiintaulukointi

SPSS- ohjelman Mann-Whitney testi on tarkoitettu kahden riippumattoman otoksen
suuruuden vertailuun. Mann-Whitney- testiin voi sy6ttda arvoja, joilla on suuruusjérjes-
tys. Tulosten purkamisessa p&adyttiin kayttdmaan Mann-Whitney- testia T-testin sijasta,
sllakaytossaei ollut parametrisesti mitattuja arvoja. Mann-Whitney -testi mittaa muut-
tujan mediaaneissa olevaa eroa. Mediaani on joukon keskimmaéinen luku. (Karjaluoto
2007.) SPSS- ohjelmallatestattiin Mann-Whitney- testilla maljojen vélisid eroja eri teki-
jéiden vdlilla. Siina voi vertaillavain kahta eri maljaa kerrallaan, joten jokaista maljaa
vertailtiin jokaisen maljan kanssa. Mann-Whitney- testin avulla tulkittiin muuttujia be-
tahemolyysi, nielun normaaliflooraja betahemolyysin kirkkaus.

Ristiintaulukoimalla tutkitaan kahden muuttujan valista riippuvuutta. Khiin neliotestilla
selvitetédn, kuinka paljon odotetut ja havaitut frekvenssit eroavat toisistaan. Odotettu
frekvenssi tarkoittaa sitd, ettéa frekvenssien vélilla el ole eroja. Jos odotettujen ja havait-
tujen frekvenssien erot ovat tarpeeks suuret, voidaan olettaa, ettd havaitut erot patevét
my06s perusjoukossa. Néin erot eivét johdu pelkastéan sattumasta. (KvantiMOTV 2004).
Khiin nelidtestissi odotetuista frekvensseista korkeintaan 20 % saa olla alle viisi ja yk-
sikaan niista ei saaollaalle yksi. P-arvo kertoo tilastollisen merkitsevyyden testisuurei-
den eroavaisuuksien vélilla Ero ontilastollisesti erittéin merkitsevd kun p < 0,001. Ero
on tilastollisesti merkitsevé kun 0,001 < p< 0,01ja 0,01 < p < 0,05 ero on tilastollisesti
melkein merkitseva. Jos p-arvo on 0,05 < p < 0,1 on ero tilastollisesti oireellinen €l

sSuuntaa antava.

Tutkimuskysymyksena on " Mika verimaljoista Csh, Cna, Tsa, Ssavai Co soveltuu par-
haiten betahemolyysin tunnistukseen?’ Halutaan siistietdd, onko maljojen vélilla eroja.
Mahdolliset erot saadaan selville ristiintaulukoimalla ja Khiin nelidtestillg, joita téssa
tyossa kaytetaan.
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8.1.2 A-, C-jaG-ryhman streptokokin aiheuttama betahemolyysi

Ristiintaulukoimalla selvitettiin, milla maljalla A-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheut-
tamaa betahemolyysid esiintyi eniten, milla vahiten ja milla silta valilta. Taulukon 1. "Ei
hemolyysi&” tarkoittag, etta maljallael ollut A-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheutta-
maa betahemolyysia " Y hdella plussalla’ tarkoittaa, etta nielutulehdusta aiheuttavien
streptokokkien aiheuttamaa betahemolyysia oli maljan primaarialueella. ” Kahdella plus-
sala’ tarkoittaa, etta vastaavaa betahemolyysia oli myds ensmmaéisella hajotusalueella
ja”kolmellaplussalld’, etta sita oli toisella hajotusalueella primaarialueen ja ensimmai-
sen hajotusalueen lisdksi. Taulukon” S. anginosus’ tarkoittaa, ettd maljalla kasvoi S
anginosus ryhmaan kuuluvaa bakteeria tai kliinisesti merkityksettomien streptokokkien
aiheuttamaa betahemolyysia. Taulukon tiedot on esitetty havainnollisuuden vuoksi

myos pylvaskuviona (liite 2, kuvio 1).

TAULUKKO 1. A-, C- jaG-ryhman streptokokin aiheuttaman betahemolyysin esiinty-
vyys eri maljoilla

Betahemolyysi

Yhdella Kahdella Kolmella
Ei hemolyysia plussalla plussalla plussalla S. anginosus | Yhteens&
Malja cha n 29 11 35 12 19 106
% 27,4% 10,4% 33,0% 11,3% 17,9% 100,0%
csb n 27 9 27 22 20 105
% 25,7% 8,6% 25,7% 21,0% 19,0% 100,0%
tsa n 32 9 32 18 15 106
% 30,2% 8,5% 30,2% 17,0% 14,2% 100,0%
ssa n 51 17 16 11 11 106
% 48,1% 16,0% 15,1% 10,4% 10,4% 100,0%
co n 28 11 22 26 19 106
% 26,4% 10,4% 20,8% 24,5% 17,9% 100,0%
Yhteensa n 167 57 132 89 84 529
% 31,6% 10,8% 25,0% 16,8% 15,9% 100,0%

Ylla olevasta taulukosta (taulukko 1) ndhdaan, etta Ssa-maljalla esiintyi vahiten beta-

hemolyyttisia pesékkeita ja se oli huonoin malja betahemolyysin I0ytamiseen. Muut

maljat olivat keskendan aika lailla samaa tasoa, mutta Co-maljalta |6ytyi eniten betahe-

molyysia kolmella plussallajaoli siten paras malja betahemolyysin havaitsemiseen.

Cna-, Csb- ja Co- maljataloytyi 1&hes saman verran S anginosuksen tai kliinisesti mer-

kityksettomien streptokokkien aiheuttamaa betahemolyysid. Tsa-maljalta sité 10ytyi

vahan vdhemman, mutta tilanne saattaa olla toddllisuudessa toinen. Tdma siksi, ettéa

Tsa-maljalla kasvoi usein runsaasti stafylokokkia, joka on saattanut peittaa alleen kliini-
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sesti merkityksetonta betahemolyysia ja néin vaaristéa taulukon tuloksia. Vahiten S
anginosuksen tai kliinisesti merkityksettomien streptokokkien aiheuttamaa betahemo-
lyysiaoli Ssa-maljalla. Khiin neliétestin mukaan viiden maljan valinen ero yhdesséa on
tilastollisesti erittéin merkitseva (P-luku 0,002). Taméatarkoittaa, ettajossakin maljojen
valilla on ero, mutta kaikkien maljojen vélilla e valttamétta ole merkitsevéa eroa.

Mann-Whitney testin perusteella Co-maljallaoli eniten A-, C- ja G-ryhman streptoko-
kin aiheuttamaa betahemolyysia kaikista tutkituista maljoista, toiseksi eniten sité oli
Csb-maljalla ja kolmanneksi eniten Tsa-maljalla. Toiseksi vahiten betahemolyysiaoli
Cna-maljalla ja Ssa-maljalta sita |oytyi kaikkein vahiten. Khiin neliétestin mukaan Cna
-jaSsa-maljojen, Csb- ja Ssa-maljojen, Tsa- ja Ssa-maljojen seka Co- ja Ssa- maljojen
valinen ero betahemolyysin suhteen oli tilastollisesti erittéin merkitseva (P-luku 0,000).

Nielutulehdusta ai heuttavien streptokokkien aiheuttamaa betahemolyysin maarda ver-
tailtiin sen mukaan kuinka lagjasti se oli levinnyt maljalle ja |6ytyiko sita ylipdétansa
maljalta. Pelkk& betahemolyysin levinneisyys maljalla el kuitenkaan kerro koko totuutta
A-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheuttaman betahemolyysin méérasta. Taulukko 1 ei
paljasta kuinka tiheésti pesakkeita kasvoi maljalla, mutta antaa suuntaa antavan tuloksen
siitd, onko etsttya betahemolyysia 16ytynyt maljalta paljon vai vahan suhteessa muihin
maljoihin.

8.1.3 Nielun normaalifloora

Nieluviljelymaljoille joutuu usein varsinkin huonosti otetun naytteen takia normaali-
flooraa, joka voi hairita patogeenisen streptokokin Ioytamista Ristiintaulukoimalla sel-
vitettiin, mill& maljalla nielun normaaliflooraa esiintyi eniten, mill& vahiten ja milla silta
vdlilta Mita vahemman normaaliflooraa kasvaa maljalla sen parempi. Pelkk& normaali-
flooran levinneisyys maljalla ei kuitenkaan kerro koko totuutta sen oikeasta méarasta
maljalla. Taulukossa 2 ”Ei normaaliflooraa’ tarkoittaa, etta maljallaei ollut nielun nor-
maaliflooraa. ” Y hdella plussalla’ tarkoittaa, etta normaaliflooraa oli maljan primaari-
alueella "Kahdellaplussalla’ tarkoittaa, etta normaaliflooraa oli ensimmaisella hajotus-
alueellaja”kolmellaplussalla’, etté sitd on ollut toisella hajotusalueella. Taulukko 2 &
paljasta kuinka tiheésti pesakkeita kasvoi maljalla, mutta antaa suuntaa antavan tuloksen
siitd, onko normaaliflooraa |0ytynyt maljalta paljon vai vahan suhteessa muihin maljoi-
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hin. Taulukon tiedot normaalifloorasta on esitetty havainnollisuuden vuoksi myo6s pyl-
vaskuviona (liite 2, kuvio 2).

TAULUKKO 2. Nielun normaaliflooran esiintyvyys eri maljoilla

Normaalifloora

Ei Yhdella Kahdella Kolmella
normaaliflooraa | plussalla plussalla plussalla Yhteensa
Malja cha n 15 3 50 38 106
% 14,2% 2,8% 47,2% 35,8% 100,0%
csb n 18 3 51 33 105
% 17,1% 2,9% 48,6% 31,4% 100,0%
tsa n 17 3 48 38 106
% 16,0% 2,8% 45,3% 35,8% 100,0%
ssa n 39 51 13 3 106
% 36,8% 48,1% 12,3% 2,8% 100,0%
co n 20 17 36 33 106
% 18,9% 16,0% 34,0% 31,1% 100,0%
Yhteensa n 109 77 198 145 529
% 20,6% 14,6% 37,4% 27,4% 100,0%

Y 114 olevasta taulukosta (taulukko 2) voidaan ndhdg, ettd Ssa-maljataloytyi vahiten
normaaliflooraa, joka héiritsi A-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheuttaman betahemo-
lyysin havaitsemista. Ssa-maljalla betahemolyysi oli siis puhtaimpana. Taulukon kolme
ensimmaistéd maljaa Cna, Csb ja Tsa olivat hyvin samankaltaisia normaaliflooran esiin-
tyvyyden suhteen. Co-maljallaoli normaaliflooraa yhdella plussalla eniten Ssa-maljan
jalkeen javahemman kahdella plussalla kuin Cna-, Csb-ja Tsa-maljoilla. Nain Co- mal-
jan normaalifloorajai useammin primaarialueelle kuin Cna-, Csb-ja Tsa-maljoilla. Co-
maljan hajotusalueella oli siis vahiten normaaliflooraa héiritsemassa streptokokkipesak-
keiden poimimista jatkotutkimuksia varten. Khiin neliétestin mukaan viiden maljan
valinen ero yhdessa on tilastollisesti erittain merkitseva (P-luku 0,000).

Mann-Whitney testin mukaan nielun normaaliflooraa esiintyi eniten Cna-maljallaja
seuraavaksi eniten Tsa-maljalla. Csb-maljalla oli kolmanneksi eniten normaaliflooraa,
Co-maljallatoiseksi vahiten ja Ssa-maljalla vahiten. Maljojen erot normaaliflooran suh-
teen elvét kuitenkaan olleet tilastollisesti merkitsevia lukuun ottamatta joitakin maljoja.
Khiin nelitestin mukaan Cna -ja Ssa-maljojen, Csb- ja Ssa -maljojen, Tsa- ja Ssa-
maljojen sekad Co- ja Ssa-maljojen véalinen ero nielun normaaliflooran suhteen oli tilas-
tollisesti erittain merkitseva (P-luku 0,000).
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8.1.4 Betahemolyysin kirkkaus

Maljalla olevan betahemolyysin kirkkaus arvioitiin pesdkkeen ympérilla olevan beta-
hemolyysin suuruudesta ja kirkkaudesta. Mita parempi kirkkaus on, sita helpommin
voidaan betahemolyysi havaita ja |0ytaa streptokokki normaaliflooran seasta. Selvitté-
mall& betahemolyysin kirkkaus saatiin tietag, oliko betahemolyysi selvempi jollain tie-
tylla maljala. Kirkkauden arvioiminen voi riippua aika paljon henkilostg, joka sita arvi-
oi jase el siks annatédysin luotettavaa kuvaa betahemolyysin todellisesta kirkkaudesta.

Mann- Whitney testin mukaan Csb-maljalta loytyi selkedmpia eli suurempiajakirk-
kaampia betahemolyyseja kuin muilta maljoilta. Cna- maljalta 16ytyi selkedmpiaeli
suurempia ja kirkkaampia betaemolyysejd kuin Tsa-, Ssa- ja Co- maljalta. Tsa-ja Co-
maljojen hemolyysit olivat kirkkaampia kuin Ssa-maljalla. Tsa-maljan hemolyysi oli
miltei yhta kirkas kuin Co-malja, mutta kirkkaampi.

Csb-maljalta loytyi siis suurempia ja kirkkaampia betahemolyyseja kuin milldan muulla
maljalla. Seuraavaksi kirkkain oli Cna-maljan betahemolyysi, kolmanneksi Tsa- malja,
neljanneksi Co-maljaja vahiten hemolyysin kirkkautta I6ytyi Ssa-maljalta. Khiin nelio-
testin mukaan Cna -ja Ssa-maljojen, Csb ja Ssa-maljojen, Tsa- ja Ssa-maljojen sekd Co-
ja Ssa-maljojen valinen ero betahemolyysin kirkkauden suhteen oli tilastollisesti erittéain
merkitseva (P-luku on 0,000). Kaikkien muiden maljojen valilla kirkkauden ero oli niin
pieni, etta silla e ollut tilastollista merkitysta
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Kirkkaus
Véahan
kirkas/ pieni Erittain kirkas/
Ei kirkas hemolyysi Kirkas iso hemolyysi | Yhteensa
Malja cna n 37 15 23 29 104
% 35,6% 14,4% 22,1% 27,9% 100,0%
csb n 34 17 24 28 103
% 33,0% 16,5% 23,3% 27,2% 100,0%
tsa n 37 20 24 23 104
% 35,6% 19,2% 23,1% 22,1% 100,0%
ssa n 58 31 13 3 105
% 55,2% 29,5% 12,4% 2,9% 100,0%
co n 34 22 30 18 104
% 32,7% 21,2% 28,8% 17,3% 100,0%
Yhteensa n 200 105 114 101 520
% 38,5% 20,2% 21,9% 19,4% 100,0%

Taulukosta 3 voidaan havaita, etta Ssa-maljalla betahemolyysin kirkkaus poikkeaa

muista maljoista suuresti. Ssa-maljalta I0ytyi eniten sellaisia pesakkeitd, joissa el ollut

betahemolyysi& Liséksi Ssa-maljalta [6ytyi eniten vahan kirkkaita ja halkaisijaltaan

pienia betahemolyysejd Kolme ensimmaista maljaa olivat hyvin samankaltaisia kirk-

kauden suhteen, mutta Co-maljalla kirkas hemolyysi oli yleisempi kuin erittéin kirkas.

Mikaén maljoista ei ollut ylivoimainen kirkkauden suhteen. Khiin neliotestin mukaan

viiden maljan valinen ero yhdessa on tilastollisesti merkitseva. Taulukosta 3 voidaan

nahdg, ettd Ssa-malja eroaa suuresti muista maljoista. Muiden maljojen vélilla ei juuri
ole eroja. Taulukon tiedot betahemolyysin kirkkaudesta on esitetty havainnollisuuden

vuoks myds pylvaskuviona (liite 2, kuvio 3).

8.1.5 Hajotukset

Tyossa merkittiin ylos kaikki tarvittavat hajotukset eri maljoille. Ristiintaulukoimalla

maljojen valisista hagjotusten eroista saatiin tulokset. Hgotuksia eli puhdasviljelmia tar-

vittiin, kun maljallaoli liian vahén betahemolyyttisia pesdkkeitd, joista olisi voinut teh-

dajatkojatal jos streptokokki pesdkkeet olivat normaaliflooran joukossa. Mita vahem-

man hajotuksia maljasta jouduttiin tekemaan, sen parempi malja.

Cna-malja vaati enemman hgjotuksia kuin muut maljat. Csb-malja vaati enemman hajo-

tuksiakuin Tsa-, Ssa- ja Co-malja. Tsa-malja vaati enemman hajotuksia kuin Ssa- ja
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Co-malja. Ssa-malja ja Co-malja vaativat miltel yhtd pajon hgjotuksia, mutta Ssa-malja

hiukan enemman.

Cna-malja vaati siis eniten hgjotuksia, toisena Csb, kolmantena Tsa, neljantend Ssa ja
viimeisena Co-malja. Co-maljaoli siis parhain maljaturhan tyon ja ajan tuhlaamisen

valttdmiseksi ja Cna-malja maljoista huonoin.

TAULUKKO 4. Eri maljoiltatehdyt hajotukset

Hajotus

Ei tarvittu Tehty 2
hajotusta | Tehty hajotus | hajotusta | Yhteensa
Malja cha n 65 38 3 106
% 61,3% 35,8% 2,8% 100,0%
csb n 66 34 5 105
% 62,9% 32,4% 4,8% 100,0%
tsa n 68 35 3 106
% 64,2% 33,0% 2,8% 100,0%
ssa n 78 25 3 106
% 73,6% 23,6% 2,8% 100,0%
co n 78 27 1 106
% 73,6% 25,5% ,9% 100,0%
Yhteensa n 355 159 15 529
% 67,1% 30,1% 2,8% 100,0%

Y4 olevasta taulukosta (taulukko 4) ndkee, etta hgjotuksen tulokset ovat kaikilla mal-

joillamelko yhtenevéiset. Ssa- ja Co-malja vaativat vahiten hajotuksia eli ne kasvoivat

puhtaimmin. Taulukon tiedot tehdyisté hajotuksista on esitetty havainnollisuuden vuok-

s myos pylvaskuviona (liite 2, kuvio 4).

8.1.6 Lisdkasvatukset

Normaalisti nieluviljelymaljoja kasvatetaan kaksi vuorokautta hiilidioksi dikaapissa,

muttatuloksen voi saada jo yhden vuorokauden jalkeen ndytteen viljelemisestd. Halut-

tiin selvittdd, mitk& maljat vaativat harvemmin ja mitk& useammin toisen vuorokauden

kasvatuksen eli niin sanotun lisdkasvatuksen ennen tuloksen saamista. Niilla maljoilla,

joilla streptokokit kasvoivat niukemmin, piti kasvattaa viela toisen vuorokauden ajan.

Kaikki muut maljat vaativat enemman lisdkasvatuksia kuin Cna-malja. Csb-malja vaati

enemman lisékasvatuksia kuin Tsa- ja Co-malja. Ssa-malja vaati enemman lisdkasva
tuksia kuin kaikki muut maljat. Co-malja vaati enemman lisdkasvatuksia kuin Tsa

malja
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Ssa-malja vaati siis eniten lisdkasvatuksia kaikista maljoista ja se vel siten eniten aikaa
tuloksen loytamisessa. Seuraavaks eniten lisdkasvatuksia vaati Csb-malja, kolmanneksi
Co-malja, neljanneksi Tsa-maljajaviimeiseksi Cna-malja. Téten Cna-maljaatarvitsi
lisdkasvattaa vahiten ja se oli paras malja nopeuden suhteen. Khiin neliétestin mukaan
Cna- ja Ssamaljojen védinen ero lisdkasvatuksen suhteen oli tilastollisesti merkitseva
(P-luku on 0,006). Tsa ja Ssa-maljojen valinen ero on lisdkasvatuksen suhteen tilastol-
lisesti merkitseva (P-luku on 0.009).

TAULUKKO 5. Eri maljojen lisskasvatukset

Lisédkasvatukset
Ei

lisdkasvatusta | 1 lisékasvatus | Yhteensa
Malja cha n 62 44 106
% 58,5% 41,5% 100,0%
csb n 54 51 105
% 51,4% 48,6% 100,0%
tsa n 61 45 106
% 57,5% 42,5% 100,0%
ssa n 42 64 106
% 39,6% 60,4% 100,0%
co n 59 47 106
% 55,7% 44,3% 100,0%
Yhteensa n 278 251 529
% 52,6% 47,4% 100,0%

Y 114 olevasta taulukosta (taulukko 5) voidaan néhdd, ettd maljojen lisdkasvatukset olivat
yhtenevéiset lukuun ottamatta Ssa-maljoja, joita jouduttiin lisékasvattamaan eniten.
Khiin nelidtesti osoitti, ettel muuttujien eroissa ollut tilastollista merkitsevyytta Taulu-
kon tiedot lisdkasvatuksista on esitetty havainnollisuuden vuoksi myds pylvaskuviona
(liite 2, kuvio 5).

8.1.7 Agglutinaatio

Jokaiselta maljalta arvioitiin, kuinka helposti niisté paasi selvittamaan streptokokin
ryhman agglutinaatiotestilla ja kuinka usein agglutinaatiotesti piti toistaa. Taulukosta 6.
selvidd myos, kuinka eri maljoilta on saatu ryhma, vaikka néyte on ollut negatiivinen.
Taulukossa 6. " Ei tarvittu agglutinaatiota” tarkoittaa sitg, ettel maljalla kasvanut strep-
tokokin aiheuttamia betahemolyyttisia pesékkeitd. Taulukossa” Agglutinaatio pdivana
1" tarkoittaa sitd, etta ryhma saatiin selville yhden vuorokauden kasvatuksen jalkeen.
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" Agglutinaatio toisena péivand’ taas tarkoittaa sitg, etta ryhma saatiin selvitettya vasta
kahden vuorokauden kasvatuksen jalkeen. Kohta™ Ei agglutinoinut péivéna 1’ tarkoit-
taa 9t4, ettd agglutinaatiotesti on padsty tekemaan yhden vuorokauden kasvatuksen jal-
keen, mutta e saatu tulosta. ” Ei agglutinoinut toisena pdivand’ tarkoittaataas sitg, ettéa
on péasty agglutinoimaan vasta toisen vuorokauden kasvatuksen jalkeen, mutta ei saatu
tulosta. Taulukon " Negatiivinen ndyte, mutta saatu ryhma, paiva 1” tarkoittaa, etté yh-
den vuorokauden kuluttua viljelystéa on saatu jokin ryhmista B, véara C, D tal F eli nayte
on kuitenkin ollut negatiivinen. Agglutinaatiossa saadut C-ryhmét varmistetiin VVoges
Proskauer-testill8, koska vaara C on Kliinisesti merkitykseton. ” Negatiivinen nayte,

saatu selville vasta kahden vuorokauden kasvatuksen jalkeen.

TAULUKKO 6. Eri maljoille tehdyt agglutinaatiotestit

Agglutinaatio

Ei Negatiivinen |Negatiivinen

Ei tarvittu Agglutinaatio Ei agglutinoinut |nayte, mutta |nayte, mutta

agglutina [Agglutinaatio| toisena |agglutinoinut| toisena [saatu ryhma,[saatu ryhma,
atiota paivana 1 paivana paivana 1 paivana paival paiva2 |Yhteensa
Malja cna n 31 43 16 2 10 1 3 106
% 29,2% 40,6% 15,1% 1,9% 9,4% ,9% 2,8% | 100,0%
csb n 29 40 25 1 4 2 4 105
% 27,6% 38,1% 23,8% 1,0% 3,8% 1,9% 3,8% | 100,0%
tsa n 32 41 17 3 7 3 3 106
% 30,2% 38,7% 16,0% 2,8% 6,6% 2,8% 2,8% | 100,0%
ssa n 46 30 13 5 4 4 4 106
% 43,4% 28,3% 12,3% 4,7% 3,8% 3,8% 3,8% | 100,0%
co n 29 48 13 1 9 2 4 106
% 27,4% 45,3% 12,3% ,9% 8,5% 1,9% 3,8% | 100,0%
Yhteensa n 167 202 84 12 34 12 18 529
% 31,6% 38,2% 15,9% 2,3% 6,4% 2,3% 3,4% | 100,0%

Y l1& olevasta taulukosta 6. voidaan ndhda eri maljoille tehdyt agglutinaatiotestit. Muut-

tujien valisissa eroissa ei ollut tilastollista merkitsevyyttd. Ssa- maljaa piti useimmiten

kasvattaa kahden vuorokauden gjan, jotta saatiin tehtya agglutinaatio. Usein lisdkasva-

tuksen jalkeenk&én Ssa-maljalta el saatu tehtyad agglutinaatiota pesékkeiden puuttuessa.

Néan maljojajouduttiin hylk&8maan ja siksi ”el agglutinoinut toisena paivand’ - luku-

méaéra jai pieneksi Ssa-maljan kohdalla. Ssa- malja siis aiheutti eniten turhaa ty6ta ag-

glutinaatiotegtiin liittyen ja tuloksen saaminen viivéastyi. Ssa- maljalta saatiin harvem-

min ryhmé& agglutinoimalla ensimméi send paivana kuin muilta maljoilta
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8.1.8 Streptokokkiryhmét
Tyossa arvioitiin, kuinka eri maljoista saatiin streptokokkiryhma agglutinaatiotestissa ja
oliko maljojen antamissa ryhmissa eroja. Lisdksi arvioitiin, kuinka moni maljoistail-

mensi vaaria ryhmia ja aiheutti téten turhaa tyota Taulukosta 7. voidaan nahda eri strep-
tokokkiryhmien jakautuminen eri maljoilla

TAULUKKO 7. Streptokokkiryhmien jakautuminen eri maljoilla

Ryhma

Vaara
Negatiivinen | A-ryhma B-ryhma C-ryhma D-ryhma C-ryhma [ Yhteensa
Malja cha n 42 40 3 3 0 3 106
% 39,6% 37,7% 2,8% 2,8% ,0% 2,8% 100,0%
csh n 38 40 3 3 3 4 105
% 36,2% 38,1% 2,9% 2,9% 2,9% 3,8% 100,0%
tsa n 42 39 3 3 1 3 106
% 39,6% 36,8% 2,8% 2,8% ,9% 2,8% 100,0%
ssa n 56 39 7 0 0 0 106
% 52,8% 36,8% 6,6% ,0% ,0% ,0% 100,0%
co n 39 42 3 3 0 4 106
% 36,8% 39,6% 2,8% 2,8% ,0% 3,8% 100,0%
Yhteensa n 217 200 19 12 4 14 529
% 41,0% 37,8% 3,6% 2,3% ,8% 2,6% 100,0%

Taulukosta 7 voidaan havaita, etta Ssa-malja antoi agglutinaatiotestissd enemman strep-
tokokin B-ryhmaa kuin muut maljat. Khiin nelidtestin mukaan maljojen ero e ollut ti-
lastollisesti merkittéva. Maljat siis antoivat aikalailla yht& usein samaa ryhmaa eri nayt-
tellla Jokaiselta maljalta saatiin melkein yhta paljon A-ryhma&. Ssa-malja antoi huo-
mattavasti véahemman G-ryhmaa kuin muut maljat. Syy saattoi olla siing, etta Ssa-
maljan ominaisuuksiin kuului se, etta se on selektiivinen A-ryhman streptokokellle.
Taulukosta voidaan ndhda kuitenkin, etté Ssa-malja [6ytda A-ryhméaé saman verran kuin
muutkin maljat, jotka eivét ole selektiivisia pelkastéén A-ryhmélle. Ssa-malja el 16yt&
nyt yhtéan C -ryhman streptokokkia, miké on huono asia, silla C-ryhman streptokokki
on yks haettavista nielutulendusta aiheuttavista bakteereista. Véaria C-ryhmiéjaD-
ryhmié se ei [6ytanyt, mika oli Ssa-maljan hyva puoli turhan tyon valttéamiseksi. Taulu-
kon tiedot streptokokkiryhmistd on esitetty havainnollisuuden vuoksi my6s pylvasku-
viona (liite 2, kuvio 6).
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8.1.9 Peitinlasin hyddyllisyys

Tyossa selvitettiin, auttaako peitinlasi [6ytaméan A-, C- ja G -ryhman streptokokin ai-
heuttamaa betahemolyysia Tulokset saatiin ristiintaulukoimalla. Mann- Whitney testi ei
sopinut tahan testiksi, koska ominaisuuksia el voinut tassa tapauksessa laittaa suuruus-
jarjestykseen.

Taulukossa 8 "kirkas® tarkoittaa, etta koko tai 1ahes koko peitinlasi oli kirkas, mutta
"kirkastumat” taas Sitd, ettalasin alaoli pienid betahemolyyttisia pesakkeita. Taulukon
8 "auttaa’ tarkoittaa Sitg, ettd vain peitinlasin alta |6ytyi betahemolyysiéjasiita tehtiin
hajotus, josta agglutinaatiotestin avulla I6ydettiin A -, C - tai G -ryhman streptokokKki.
Sarakkeiden” el auta’ tarkoittaa Sitg, etta peitinlasi el auttanut nielutulehdusta aiheutta-
van streptokokin 10ytamisessa, koska streptokokki pesake oli ndhtévissa maljalla ilman
peitinlasiakin.

Taulukon 8 " Pienid kirkastumia, turhaa ty6td’ tarkoittaa, etta peitinlasin alta kirkastu-
mista tehtiin hajotukset, mutta betahemolyyttisid pesékkeita el ilmaantunut hajotusmal-

jaleta neolivat S. anginosus ryhmaan kuuluvia. Peitinlasin alta tehtévét jatkotutki-

mukset veivét paljon aikaa, koska hajotusmaljoja piti kasvattaa vuorokauden verran

ennen agglutinaatiotestin tekemista. Lisaksl ne teettivét turhaa tyota silloin kun kyseessa

ei ollutkaan nielutulehdusta aiheuttava streptokokki.

TAULUKKO 8. Peitinlasin hyddyllisyys A -, C- ja G -ryhman streptokokin aiheuttaman

betahemolyysin havaitsemisessa eri maljoilla

Peitinlasi
Lasin alla Lasin alla Pienia
kirkastumia, | kirkastumia, | kirkastumia,
Ei hemolyysidKirkas, ei autaKirkas, auttaa ei auta auttaa turhaa ty6td | Yhteensd
Malja cna n 42 43 9 6 4 1 105
% 40,0% 41,0% 8,6% 57% 3,8% 1,0% | 100,0%
csb n 44 41 6 4 3 6 104
% 42,3% 39,4% 5,8% 3,8% 2,9% 5,8% | 100,0%
tsa n 45 40 12 4 2 2 105
% 42,9% 38,1% 11,4% 3,8% 1,9% 1,9% | 100,0%
ssa n 72 27 2 2 1 1 105
% 68,6% 25,7% 1,9% 1,9% 1,0% 1,0% | 100,0%
co n 52 35 5 3 5 5 105
% 49,5% 33,3% 4,8% 2,9% 4,8% 4,8% | 100,0%
Yhteensa n 255 186 34 19 15 15 524
% 48,7% 35,5% 6,5% 3,6% 2,9% 2,9% | 100,0%
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Taulukosta 8 voi nahd, etta peitinlasi el yleensa auta betahemolyysin tunnistuksessa.
524 maljastavain 49 maljalla peitinlasit auttoivat A-, C- ja G-ryhman streptokokin ai-
heuttaman betahemolyysin tunnistusta. Maljoilla, joilla kasvoi eniten normaaliflooran
pesdkkeita (tsa- jacna-maljat), peitinlasi auttoi useammin kuin muilla maljoilla. Koska
maljoilla, peitinlasi auttoi havaitsemaan betahemolyysin muun kasvuston seasta pa-
remmin. Koska Ssa-maljallataas ei oikein kasvanut muuta kuin betahemolyyttisia pe-
sakkeitd, peitinlasista ei oikein ollut hyotya, silla betahemolyysi nékyi ilman peitin-
lasiakin. Co- ja Csb-maljojen peitinlasit aiheuttivat eniten turhaa ty6ta siten ,etta beta-
hemolyysin aiheuttaja el ollutkaan patogeeninen streptokokki. Peitinlasin alta jouduttiin
turhaan tekeméén hajotukset ja odottamaan taas yhden vuorokauden kasvatuksen takia.
Khiin nelidtestin mukaan maljojen valiset erot eivét ole tilastollisesti merkittavia Pei-
tinlasin hyodyllisyyden selvittelyssa tarkoituksena el varsinaisesti ollut selvittda milla
maljalla peitinlasista oli eniten hyotya Tydssa pohdittiin sitg, etté voisiko maljoille lai-
tettavat peitinlasit hyodyttda erilaisissa maljoissa paremmin kuin toisissa ja siksi peitin-
lasin hyodyllisyydestd on muodostunut eridavia mielipiteitd. Taulukon tiedot peitinlasin
hyodyllisyydesta on esitetty havainnollisuuden vuoksi myos pylvéaskuviona (liite 3, ku-
vio 1 ja3).

Kuviosta 6 voidaan néhda selkeasti kuinka harvoin peitinlasi auttoi A -, C- jaG -
ryhman streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa. Kuviossa ei ole ero-
teltu eri maljoja, vaan se on kaikkien maljojen yhteenveto peitinlasin hyddyllisyydesta.
Maljojen vertailussa el pyritty vertailemaan peitinlasin hyddyllisyyttd, vaan se on itse-
nédinen tutkimus. Peitinlasitutkimuksessa térkeinté oli selvittda, auttaako peitinlasi yli-
padtaan A-, C- ja G -ryhman streptokokin atheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa

vai €l.
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KUVIO 6. Peitinlasin hyoddyllisyys A-, C- ja G -ryhman streptokokin aiheuttaman beta-

hemolyysin havaitsemisessa

8.1.10 Pistojen hyddyllisyys

Csb- ja Co-maljalla pistojen ympérilla oli useammin kirkkautta kuin Cna-maljalla
Cna-maljalla oli useammin kirkkautta pistojen ympérilla kuin Tsa-ja Ssa-maljalla. Csb-
maljalla oli useammin kirkkautta pistojen ympérilla kuin Tsa-ja Ssa-maljalla. Co-
maljallaoli pistojen ymrpérilla useammin kirkkautta kuin Csb-, Tsa- ja Ssa-maljalla
Ssa-maljalla oli useammin kirkkautta pistojen ympérilla kuin Tsa=-maljalla

Co-maljallaoli siis useimmin kirkkautta pistojen ympéarilla kuin muilla maljoilla. Toi-
seksi useimmin niitéa oli Csb-maljalla ja kolmanneksi useimmin Cna-maljalla. Toiseksi
harvimmin pistojen ymparilla kirkkautta oli Ssa-maljalla ja kaikista harvimmin Tsa-
maljalla
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TAULUKKO 9. Pistojen hyddyllisyys A-, C- ja G -ryhman streptokokin aiheuttaman
betahemolyysin havaitsemisessa eri maljoilla

Pistot

Kirkkaat, Kirkkaat,
Ei hemolyysia ei auta auttaa Yhteensa
Malja cha n 62 37 6 105
% 59,0% 35,2% 5,7% 100,0%
csb n 58 42 4 104
% 55,8% 40,4% 3,8% 100,0%
tsa n 65 35 5 105
% 61,9% 33,3% 4,8% 100,0%
ssa n 63 38 4 105
% 60,0% 36,2% 3,8% 100,0%
co n 50 53 2 105
% 47,6% 50,5% 1,9% 100,0%
Yhteensa n 298 205 21 524
% 56,9% 39,1% 4,0% 100,0%

Y 114 olevasta taulukosta (taulukko 9) voidaan ndhda, etta pistot eivét juuri auta betahe-
molyysin tunnistusta. 524 maljasta vain 21 maljalla pistot auttoivat havaitsemaan beta-
hemolyysin. Suuressa osassa maljoja pistot olivat kirkkaat, mutta eivét auttaneet tunnis-
tamisessa, silla betahemolyyttiset pesékkeet olivat muutenkin ndhtavissa maljalta. Khiin
nelidtestin mukaan maljojen valiset erot eivét ole tilastollisesti merkittavid. Pistojen
pistoistaoli eniten hyotya. Tyodssa paadyttiin kuitenkin selvittaméan sitg, koska jos tyos-
saolis [6ytynyt parempi malja betahemolyysin tunnistukseen, olisi pistojen merkitys
voinut ollatoinen kuin Co-maljalla. Tydssa pohdittiin sitd, etté voisiko maljoille laitet-
tavat pistot hyodyttda erilaisissa maljoissa paremmin kuin toisissa ja siksi pistojen hy6-
dyllisyydesta on muodostunut eriavia mielipiteita. Taulukon tiedot pistojen hyddylli-
syydesté on esitetty havainnollisuuden vuoksi myds pylvaskuviona (liite 3, kuvio 2 ja
4).

Kuviosta 7 ndkyy, miten harvoin pistot auttavat betahemolyysin tunnistuksessa. Kuvion
"el- hemolyysi&’ tarkoittaa, ettel pistojen ympérilla ollut hemolyysia " Kirkkaat, e au-
ta’ tarkoittaa, etta pistojen ympérilla oli betahemolyysid, mutta niista ei ollut apua beta-
hemolyysin havaitsemisessa, silla hgjotusalueella oli betahemolyyttisia pesdkkeitd, jois-
ta streptokokki oli muutenkin |oydettavissa. " Kirkkaat, auttaa’ taas tarkoittaa, etté pisto-
jen ympérilla oli betahemolyysia ja ne auttoivat betahemolyysin havaitsemisessa ja

streptokokin loytamisessa. Kuviosta voidaan havaita, ettéd useimmiten pistojen ymparilla
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ei ollut betahemolyysiatai pistot olivat kirkkaat mutta eivét auttaneet. Vain pieni osa

kirkkaista pistoista auttoi betahemolyysin havaitsemisessa.

60
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KUVIO 7. Pistojen hyddyllisyys A-, C- ja G -ryhman streptokokin aiheuttaman beta-

hemolyysin tunnistuksessa

8.1.11 Patinlasin japistojen hyodyllisyyden vertailu

Allaon vertailtu pistojen ja peitinlasin hyodyllisyyttad A-, C- ja G -ryhman streptokokin
aiheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa. Alla olevista taulukoista voidaan ndhda
kuinka monta prosenttia pistoista ja peitinlaseista auttavat tunnistuksessa ja kumpi niista

auttaa enemman.



TAULUKKO 10. Peitinlasin hyodyllisyys mé&érina ja prosentteina.

Peitinlasi
N Prosentti
Ei hemolyysia 255 48,1
Kirkas, ei auta 186 35,1
Kirkas, auttaa 34 6,4
Lasin alla
kirkastumia, ei auta 19 3.6
Lasin alla
kirkastumia, auttaa 15 2.8
Pienia kirkastumia,
turhaa tyota 15 2.8
Yhteensa 524 98,9
Puuttuu 6 1,1
Yhteensa 530 100,0

TAULUKKO 11. Pistojen hyddyllisyys méariné ja prosentteina

Pistot

N Prosentti

Ei hemolyysia 298 56,2

Kirkkaat, ei auta 205 38,7

Kirkkaat, auttaa 21 4,0

Yhteensa 524 98,9

Puuttuu 6 1,1
Yhteensa 530 100,0

Taulukoista 10 ja 11 voidaan havaita, etté peitinlasit auttoivat A -, C- ja G -ryhman
streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa useammin kuin pistot, vaikka
ne auttoivatkin vain harvoin. Taulukosta 10 ja 11 voidaan laskea, ettd auttavia peitin-
lasgja oli 9,2 % kun taas auttavia pistoja oli vain 4 %. Taulukossa 10 "kirkas’ tarkoittaa
ettd koko tai lahes koko peitinlasi oli kirkas, mutta ”kirkastumat” taas Sitg, ettélasin ala
oli pienia betahemolyyttisia pesdkkeita. " Pieni& kirkastumia, turhaa tyotd” tarkoittaa,
etta peitinlasin alta kirkastumista tehtiin hajotukset, mutta betahemolyyttisia pesékkeita
el ilmaantunut hajotusmaljalle tai ne olivat S anginosusta. Peitinlasin jatkotutkimukset
veivét paljon aikaa jateettivét turhaa tyota.

8.2 Haastattelun tulosten kéasittely

Kvalitatiivisista tekijoista tehtiin sanallinen yhteenveto, josta tuli ilmi mahdolliset kehi-
tysideat. Tyossa haastateltiin kolmea |laboratoriotaja saatiin seuraavat tulokset. Ensim-
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maisend haastateltavilta kysyttiin onko laboratoriolla jokin valmis ohje nielunayt-
teenoton jalkeiseen ndytteen kasittelyyn eli ohje siitd, miten naytteen viljely maljalle
tapahtuu. Kahdella laboratoriolla kolmesta oli olemassa siihen ohje. Laboratoriolta ky-
syttiin lupaa tulla haastattelemaan sahkdpostin valityksellé ja haastatteluun osallistumi-
nen oli vapaaehtoista. Haastateltavien tulokset luvattiin ksitella tydssa nimettomasti ja
laboratoriot nimettiin kirjaimilla A, B jaC.

8.2.1 Baditrasiinikiekon kaytt6d paédkaupunkiseudulla

Ensiksi kysyttiin ohjeistavatko laboratoriot alueensa laboratorioita kdyttamaan basitra-
siinikiekkoa Pakassa A ja B ohjeistetaan k&yttamaan basitrasiinikiekkoa, ndin labora-
toriot voivat antaa alustavan vastauksen mahdollisesti A. Paikka C valvoo laboratorion
ohjeistusta ja ohjaa kayttdmaan basitrasiinikiekkoa, jolloin saadaan suuntaa antava tulos
eli todenndkoisesti A. Tama jouduttaa asiakkaan hoitoa. Liséksi kysyttiin miten he ovat
paétyneet tahan kaytantoon ja onko heilla ollut aikaisempia tutkimuksia kaytantoon liit-
tyen. Haastateltava A arveli, etté basitrasiinikiekon on huomattu kéytéannéssa hel potta-
van ja nopeuttavan A-ryhman streptokokin tunnistusta. Lisaksi tiedetaan, ettd A-ryhman
streptokokki on herkké basitrasiinille. Haastateltavilla ei ollut tietoa aikaisemmista tut-
kimuksista. Haastateltava B kertoi basitrasiinin k&yton olevan Labqualityn suositus.
Haastateltava C kertoi, etta heille naytteita |ahettavilla laboratorioilla on omaohje nie-
luviljelymaljan viljelyyn. Laboratorio C kertoi vain valvovansa laboratorioiden ohjeita,
niin etté ne ovat Kéypahoitosuosituksen mukaisia. Jokaiselle maljalle, joka laboratori-
oon C tulee, laitetaan basitrasiinikiekko. Jotkut laboratoriot seulovat maljat itse jalahet-
tavét positiiviset ndytteet sitten laboratorioon C tarkistettavaksi, mutta jotkut lahettavét
ne seulomattomana. Kaikkiin kolmeen laboratorioon (A, B ja C) tulee my6s naytteita
geelikuljetusputkissa.

Haastateltavilta kysyttiin onko kdytéanndssa jotakin kehitettévad. Paikat A ja B olivat
Sitd mieltd, etta naytteen viljelemisen perehdytys on tarkeaa, jotta basitrasiinikiekko
osataan laittaa oikealle kohdalle maljalla. Haastateltava A:n mielestd koulutuksessa on
kehitettavad ja Sité pitdis jarjestdd enemman. Haastateltava B oli sitd mieltg, etta heilla
koulutus toimii hyvin, paits silloin kuin henkilokunta vaihtuu ja uusia tyontekijoita el
ole vield ehditty perehdyttéd. Lisdks han totes, ettd yleisesti mikrobiologian laboratori-
oiden tulisi panostaa enemman perehdyttamiseen. Haastateltava C:n mielesta olisi pa-
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rempi, jos heille |8hetettéisiin kaikki nieluviljelyndytteet geelikuljetusputkessa, jotta
viljelyssa ja maljojen tulkinnassa e tulisi virheita.

8.2.2 Pigtojen japeitinlasin kayttd padkaupunkiseudulla

Haastattelussa kysyttiin ohjeistavatko laboratoriot tekeméaan pistoja nieluviljelymaljoille
jamiksi. Laboratorio A ohjeistaa laittamaan pistot, mutta haastateltavan mielesté ohjeis-
tavoi t&ssa poiketa. Pistoja kéytetdan, koska kaytanntssa on huomattu, etté ne helpotta-
vat betahemolyysin tunnistusta esmerkiksi silloin kun betahemolyyttinen pesake on
muun bakteerimassan alla. Paikat B ja C eivéat ohjeista tekemdan pistoja, koska niisté ei
kokemuksen perusteella ole huomattu olevan hy6tya. Tutkimuksia pistojen hyddylli-
syydesta el missaan haastateltavista laboratorioista ole ollut. Haastateltavilta kysyttiin
[6ytyyko pistokéytantoihin jotakin kehitettavdd. Haastateltava A:n mielesta pistokaytan-
toihin el ole mitéan kehitettévad ja pistot on tehty hyvin.

Lopuksi kysyttiin kayttavatko laboratoriot peitinlaseja pistojen ohella. Mikaan laborato-
rioista ei ohjeista kayttdmaan peitinlasia. Haastateltava A mainitsi lasien olevan tyo6tur-
vallisuusriski ja niitd on hankala kayttda. Peitinlasin kaytdsta on haastateltavien A jaB

mielestd enemman haittaa kuin hyotya.

8.3 Y hteenveto tuloksista

Maljoja arvioitiin erilaisten ominaisuuksien suhteen, jotta |0ydettéisiin paras malja A-,
C- ja G- ryhmén streptokokin lIoytamiseen. Eri maljoista on kuvat liitteessa 4, kuvioissa
1-5. Co-maljalla esiintyi eniten A-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheuttamaa betahemo-
lyysia kolmella plussalla, joten se oli paras malja tédméan ominaisuuden suhteen. Co-
maljalla betahemolyyttisia pesakkeita |6ytyi useimmin hajotusalueelta, joten pesakkei-
den poimiminen jatkotutkimuksiin oli helpointa. Muut kolme maljaa (Csb, CnajaTsa)
olivat aikalailla samaatasoa ja niistékin oli helppo tehda jatkotutkimuksia. Ssa-maljalla
kasvoi vahiten betahemolyysia ja pesakkeet olivat hyvin pienia Kliinisesti merkitykset-
tomien bakteerien aiheuttamaa betahemolyysia [6ytyi maljoilta |&hes saman verran, to-
sin Ssa-maljalta muita vahemman.

Cna-, Csb- jaTsa- maljaolivat hyvin samankaltaisia normaaliflooran esiintyvyyden

suhteen. Co-maljan normaalifloora jai useammin primaarialueelle kuin Cna-, Csb-ja
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Tsa-maljoilla. Co-maljan hajotusalueellaoli siis vahiten normaaliflooraa héiritsemassa
streptokokkipesékkeiden poimimista jatkotutkimuksia varten. Ssa-maljalla kasvoi vahi-

ten normaaliflooraa.

Maljat arvioitiin myds betahemolyysin kirkkauden suhteen. Ssa-maljalla oli selvasti
vahiten kirkkaita ja kooltaan pienempia betahemolyysejé ja sen ja jokaisen muun maljan
vdillaoli tilastollisesti merkitseva ero. Csb-maljalta |0ytyi suurempia ja kirkkaampia
betahemolyyseja kuin milt&an muulta maljalla, mutta Csb-maljan ero muihin maljoihin
verrattuna el ollut merkittava. Kaikki maljat paitsi Ssa-malja olivat hyvin samankaltaisia
betahemolyysin kirkkauden suhteen.

Ssa- ja Co-malja vaativat vahiten hgjotuksia eli ne kasvoivat puhtaimmin. Co-maljalta
saatiin tehtya jatkotutkimukset nopeammin kuin muista maljoista. Ssa-maljalla kasvoi
yleensa hyvin vahan betahemolyysig, joten siitéd oli vaikea tehdd agglutinaatiotesti ja

tunnistaa bakteeri silmaméaéraisesti. Mitd véhemman hajotuksia maljasta jouduttiin te-

kemé&an, sen parempi.

LisAkasvatusten suhteen maljojen lisdkasvatukset olivat muuten yhtenevaiset, mutta
Ssa- maljoja jouduttiin lisdkasvattamaan eniten kaikista muista maljoista, koska pesik-
keet olivat usein hyvin pienid Joskus muilla maljoilla saattoi olla kirkkaat betahemo-
lyyttiset pesdkkeet, kun Ssa-maljalla hemolyysid el ndkynyt ollenkaan. Taman takia
malja joudulttiin laittamaan viela toiseksi vuorokaudeks kasvamaan. Khiin nelittesti

osoitti, ettel maljojen eroissa ollut tilastollista merkitsevyytta

Maljojen valisissa eroissa ei ollut agglutinaation suhteen tilastollista merkitsevyytta eli
maljat olivat samankaltaiset. Ssa-maljalta saatiin harvemmin ryhma agglutinoimalla
kasvatuksen jalkeisena paivanatai ryhmaa el saatu ollenkaan. Tydssa arvioitiin, kuinka
hyvin agglutinaatiotestissa saatiin ryhma eri maljoistaja oliko maljojen antamissa ryh-
missa eroja. Khiin neliotestin mukaan maljojen ero ei ollut tilastollisesti merkittava.
Maljat siis antoivat aikalailla yht& usein samaa ryhméaé. Ssa-malja antoi huomattavasti

vahemman G-ryhm&a kuin muut maljat ja se antoi valilla B-ryhmaa G-ryhman sijaan.

Tyossa péadyttiin siihen, etta Cna- ja Csb-maljat olivat melko samanlaisia hemolyysien
jajatkotutkimusten suhteen. Cna- ja Csb-maljat vaativat yhta paljon hajotuksia ja maljat
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olivat muutenkin hyvin tasavahvuisia. Maljat toimivat hyvin betahemolyysin tunnistuk-
sessa.

Tsa-maljallakasvoi tiheasti nielun normaaliflooraa, joka vaikeutti betahemolyyttisten
pesakkeiden poimimista puhtaana aggl utinaatiotesteihin. Havaintojen perusteella Tsa-
maljalla kasvoi useimmin ja maarallisesti eniten stafylokokkia. Taméa vaikeutti strepto-
kokki pesakkeiden havaitsemista ja niiden poimimista puhtaana jatkotutkimuksia var-
ten. Tasta huolimatta Tsa-maljalta saatiin tehtya agglutinaatiotesti ja saatiin selville
ryhma lahes yhtéa usein kuin Cna-, Csb- ja Co-maljalta. Tsa-maljalla kasvoi eniten strep-
tokokki pesakkeiden [oytamista hairitsevad bakteerikasvustoa.

Tyo6ssa pdadyttiin siihen, ettd Ssa-malja on huonoin malja betahemolyysin tunnistuk-
seen, koska siiné kasvoi vahiten betahemolyyttisia pesakkeita eika siitd aina |6ytynyt
streptokokkia vaikka muilta maljoilta sitéa |6ytyi. Normaaliflooraa ja kliinisesti merki-
tyksettomien bakteerien aiheuttamaa betahemolyysia esiintyi maljalla hyvin vahan, mi-
kéa oli Ssa-maljan parhain ominaisuus muihin verrattuna. Lisdksi betahemolyyttiset pe-
sakkeet olivat yleensa todella pieniéja niista oli vaikea selvittda ryhmé. Taman takia
maljaa jouduttiin kasvattamaan usein toisenkin vuorokauden ajan, miké vei turhaan ai-
kaa

Co-maljaoli paras maljaA-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheuttaman betahemolyysin
loytamiseen, silla siind oli eniten betahemolyyttisia pesdkkeita verrattuna muihin mal-
joihin jasiind oli véhemman normaaliflooraa kuin Csb, Cna- ja Tsa-maljoilla Co-malja
oli selked maljajasita sai tehtya helposti jatkotutkimukset. Sitd el tarvinnut kasvattaa
toista vuorokautta yleensd sen useammin kuin Csb, Cna- ja Tsa-maljoja. Ssa-malja oli
my0s selked, mutta Sité el saatu niin helposti tehtya jatkotutkimuksia. Co-malja sovel-

tuu parhaiten nielutulehdusta aiheuttavien streptokokkien tunnistukseen.

Tyossa selvis, etteivét pistot ja peitinlasi yleensa auta A-, C- ja G-ryhman streptokokin
aiheuttaman betahemolyysin tunnistuksessa. Peitinlasi auttoi useammin havaitsemaan
betahemolyysié kuin pistot. Peitinlasi koettiin kokeellisen tyon aikana hankalaksi kéayt-
téd. Lisdksi siihen liittyy tyoturvallisuusongelmia lasin terdvyyden takia ja peitinlasien
kéytosta aiheutuisi lisaa lasijétetta. Peitinlasi ja pistot vaikuttavat harvoin hyodyllisesti
nielutulehdusta aiheuttavien streptokokkien tunnistuksessa.
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Haastattelun perusteella kaikki laboratoriot, jotka ldhettévét nielundytteitd haastateltui-
hin laboratorioihin, kayttavét basitrasiinkiekkoa nieluviljelymaljoilla. Suurin osa pa&
kaupunkiseudun laboratorioista siis kayttaa basitrasiinikiekkoa ja myds vastaa sen pe-
rusteella” Todenndkdisesti A-ryhmd’. Mikaan haastatelluista laboratorioista el ohjeista-
nut kayttdmaan peitinlasia. Pistoja maljoille ohjeistettiin tekemaan vain yhdessa kol-
mesta |aboratoriosta. Basitrasiinikiekon kayttd on yleista pddkaupunkiseudulla ja melko

yleistéd on myds pistojen kaytto.

9 TULOSTEN LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Kokeellisessa tydssa pyrittiin viljelemaan naytteet jokaiselle maljalle steriilein valinein
jasamoissa olosuhteissa, jotta saatiin mahdollisimman luotettavat tulokset. Ty6ta varten
saatiin paljon naytteitd, joka tuki tulosten luotettavuutta. Kokeelliseen osioon kaytettiin
enintaan viikon vanhoja geelikuljetusputkessa olevia ndytteitd, koska liian vanhoja nayt-
teitéd el voida enda pitda luotettavina. Naytteita tulee vain vahan geelikuljetusputkessa,
joten tutkimukseen el voitu k&ytté4 aivan tuoreita ndytteitd. Naytteista oli tehty labora-
toriossa jo viljelyt ja vasta sen jalkeen ne saatiin tydhdn mukaan. N&in ndytteeseen voi
tulla kontaminaatio vaikka naytteet viljeltaisiinkin huolellisesti laminaarivirtauskaapis-
s, jolloin tulosten luotettavuus voi karsia.

Viljelya varten tehtiin suspensiot, josta sitten vasta viljeltiin bakteeria maljoille. Nain
jokaiselle maljalle saatiin saman verran bakteereita. Jos viljely olisi suoritettu suoraan
geelikuljetusputkesta, olisi naytettatullut eniten ensimméisille maljoille jasitaei olisi
valttamatta enda riittanyt viimeisille. Suspensiot tehtiin aina juuri ennen viljelyn aloit-
tamista, jotta ne eivat kontaminoituisi ja bakteerit pysyisivat elossa. Suspensio valmis-
tettiin aina samaan natriumkloridi- mééaraan, jotta nayte el laimenisi liikaa ja jokaiselle
maljalle riittéisi naytetta.

Ennen viljelyn aloittamista sovittiin yhteinen viljelytyyli. Viljelyssa saattoi olla eroavai-
suuksia, koskaviljelijoita oli kaks javiljelykokemusta el ollut paljon. Viljely suoritet-

tiin jokaiselle maljalle steriililla pumpulitikulla, joka vaihdettiin jokaisen maljan valissa
Myos hgjotus tehtiin jokaiselle maljalle aina steriilia sauvaa vaihtaen. Samoin toimittiin

pistojen kanssa. N&in estettiin eri maljoilla olevien aineiden siirtyminen muille maljoille
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seksi. Pinsetit vaihdettiin aina, kun ne likaantuivat esimerkiksi kosketettuaan naytettéa.
Viljeltavia naytteita viljeltiin aina jokin tietty mééra ja ne laitettiin kaikki samaan aikaan
lampokaappiin. Jokainen malja merkittiin ndytenumerolla ja naytteiden viljelypéivéa
maarat merkittiin ylos. Seuraavana paivana maljat tutkittiin silmamaaréisesti ja tulokset
kirjattiin taulukoihin. Maljat séilytettiin jadkaapissa, mutta ne nostettiin huoneenlam-

ettei niissd kasvanut mitdan ennen viljelyé ja, ettane olivat muutenkin kunnossa. Lisak-

si maljojen pdivamaara ja lot- numero tarkistettiin aina ennen viljelyd, jotta varmistettiin
maljojen olevan aina samaa eréa. My0s reagenssit olivat voimassa.

Tulkitsemisessa vaikeuksia tuotti peitinlasin hemolyysin arviointi, silla sen tulkitsemi-
sesta ei ollut ollenkaan kokemusta etukéteen. Vaikeuksia tuotti joissakin tilanteissa
myos eri hemolyysien ja bakteeripesdkkeiden tunnistus kokemuksen vahyyden takia.
Tyota edeltéava bakteriologian tyoharjoittelu kuitenkin antoi hyvan pohjan viljelyyn ja
streptokokkien tunnistukseen. Maljat arvioitiin silméamaéraisesti, joten ominaisuuksia el
voitu kirjoittaa niin tarkasti ja toinen arvioi aina hieman eri tarkkuudella kuin toinen.
Tulokset eivét sis ole koskaan bakteriologiassa aivan tarkkoja kun on arvioitu silmé-
maaraisesti. Katalaasitesti auttoi erottamaan stafylokokin streptokokeista tarvittaessa.
Agglutinaatiotestia varten suspensioputkia inkuboitiin oikea aika lampohauteella, jotta
testi antaisi oikeat ryhmét. Tydskentelyssa toimittiin huolellisesti ja noudatettiin tutki-
muksen ohjeita tarkasti.

Tyossa pyrittiin kéyttdmaan luotettavia lahteitd vaaristelemattd alkuperdista tietoa ja
teoriatietoon tutustuttiin etukéteen, jotta ymmarrettiin mité oltiin tekeméssa. Tyon pur-
kamisvaiheessa tuloksista tehtiin tilastollisiatestga Testgé el voida kuitenkaan pitéa
taysin luotettaving, silla bakteriologinen maljojen arviointi on [dhinna sanallista eika
numeerista. Tyossa tehtiin kuitenkin taulukoita, koska haluttiin verrata selkeésti eri mal-
jojen erojaja koska naytemaard oli hyvin suuri.

Haastattelu tehtiin kasvotusten, silla sdhkdpogtilla olisi saattanut saada liian suppeita tai
asian vieresta olevia vastauksia. Koska haastattelu oli suullinen, sai epaselviksi jééneet
asiat varmistettua sind samalla haastateltavalta, jolloin vaarinkasitykset minimoitiin.
Samalla saatiin lisaselvitysté vastauksiin jos ne jaivét suppeiksi. Strukturoitu haastattelu
onnistui, silla haastattelussa oli mukana haastattelukysymykset, joiden avulla pysyttiin

aiheessa ja elka mitéan jaanyt kysymétta. Kahden haastattelijan avulla saatiin paremmin
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kysymysten vastaukset kirjoitettua yl6s ja toinen saattoi tdydentda toisen muistamia
vastauksia. Nain vastauksista jai vahemman pois tietoa kuin jos haastattelijoita olisi
ollut vain yksi. My6s yhden haastattelijan vaarét kasitykset vastauksista ja haastatteli-
jasta itsestdan johtuvat tulkinnat vahenivét, silla kaksi haastattelijaa yhdisti tulkintansa
vastauksista

10 POHDINTA

Opinnaytetyon aihe tarkentui mikrobiologin jalaboratoriohoitgjan avustuksella pelkkien
pistojen tutkimisesta maljojen vertailuun ja peitinlasin tutkimiseen. Myds basitrasiinin,
pistojen ja peitinlasin kayton kartoitus tuli osaksi opinnaytetyota Opinndytetydssa péé-
paino oli maljojen vertailussa, silla pistoista ja peitinlasista ei oltu huomattu olevan pal-
joa hyotya. Opinndytetyo vahvisti pistojen ja peitinlasin hyddykkyyden oletuksen.

Tyohon saatiin lagja naytemaéra ja paljon maljoja, koska viljelijoita oli kaksi. Nain saa-
tiin lagjempi naytekirjo maljojen vertalulle. Viljeltavia ndytteita oli 107, joista’54 oli
positiivisia. Y hteistydssa on plussaa se, ettd toinen voi havaita virheen, jotatoinen ei ole
valttamatta huomannut. Lisdksi keskustelemalla voi yhdessa saada erilaisia nékokulmia
tyohon liittyen. Kun molemmat yhdistavét tietonsa ja taitonsa, saadaan aikaiseks pa-
rempi kokonaisuus. Pistojen ja peitinlasin tutkiminen hoitui maljojen vertailun yhtey-
dessg, joten Siita el tarvinnut tehda erillista tyota.

Tyossa selvitettiin, mikd oli paras malja A-, C- ja G-ryhman streptokokin aiheuttaman
betahemolyysin tunnistukseen. HUSL ABin bakteriologian laboratorion oma Co-malja
osoittautui parhaimmaksi kaikista maljoista, mutta se ei kuitenkaan ylivoimaisesti pel-
tonnut muita maljoja. Tyon tulosten perusteella todettiin, etté siihen asti kaytetty Co-
maljaoli laadullisesti hyva, eiké maljaa tarvitse vaihtaa. Maljan vaihtaminen e olisi

muuttanut toimintatapoja, mutta se olisi aiheuttanut ylimaaraista tyota.

Toisena tutkimusongelmana oli pistojen ja peitinlasin hyodyllisyys nielutulehdusta ai-
heuttavan streptokokin betahemolyysin tunnistuksessa. Pistojen ja peitinlasien on ha-
vaittu hyoddyttéavan huonosti streptokokin aiheuttaman betahemolyysin tunnistusta ja
t&ssi opinndytetydssa se tulee vahvistettua. Haastattelun perusteella pistoja kéayttéa kui-
tenkin vield moni paékaupunkiseudun laboratorio. Haastattelun perusteella peitinlasgja
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el oikein enda kayteta paddkaupunkiseudulla, joten se on ilmeisesti vanhentunut vaihto-
ehtoinen kaytanto pistoille. Taman perusteella voisi kuvitella, ettéa pistot voisivat viela
joskus jaada kokonaan pois maljoilta p&8kaupunkiseudulla, jos niisté el ole havaittu
olevan kovinkaan paljoa hy6tya. Kokeellisessa osiossa peitinlasista oli enemman hyotya
kuin pistoista, mutta silti pistot ovat vield kaytossa. |Imeisesti pistot ovat viela kaytossa
peitinlasin sijasta, koska pistojen tekeminen on helpompaa ja nopeampaa. Liséks sau-
voista ei tule lisdkustannuksia, jos pistot tehdaén samalla sauvalla kuin néyte on hajotet-

tu.

Lopuksi haastattelemalla kartoitettiin, kuinka yleista basitrasiinkiekon ké&yttd on nielun
streptokokkiviljelymaljoilla. Haastattelun perusteella suurin osa péddkaupunkiseudun
laboratorioista kdyttéd basitrasiinkiekkoa. Kartoitus tehtiin, koska ennen A-ryhmén stre-
tokokki oli sensitiivinen basitrasiinikiekolle, mutta nyky&én osa niistd ei enda ole sille
niin sensitiivisia Lisdksi aiemmin G- ja C-ryhman streptokokit olivat resistentteé basit-
rasiinille, mutta nykyaan myos osa niista on sensitiivisia basitrasiinille. Kartoituksessa
haluttiin tietéa kuinka yleista basitrasiinikiekon kéyttd tdman takia nykyaan on.

Tyo6ssa selvitettiin monia epadselviks jaaneitd asioita, vaikka se ei muutakaan mitdan
laboratorion toiminnassa. Nahtavaksi j&&, tullaanko pistoja kayttdmaan vield pitkaan
tulevaisuudessa, vai tullaanko pistojen k&yttoa miettimaédn uudestaan ja kéytantéa muut-

tamaan.

TyoOssa oltaisiin voitu tehda toisin jarjestamalla vahan useammin tapaamisia ohjagjien
kanssa. Tybelaméohjagjan kanssa olisi voinut j&rjestda useammin tapaamisia niin, etta
oltaisiin kéyty [&pi maljoilta saatuja tietoja kokeellisen tyon alkuvaiheessa ja uudestaan
kun aloitettiin tulosten tulkitseminen. Maljojen tutkimusvaiheessa maljoilta etsittiin
erikseen alfahemolyyttiset ja ei-hemolyyttiset pesakkeet. Taméa olisi voinut tehdatoisin,
koskatyossa jouduttiin jalkikateen yhdistdmaan alfahemolyyttiset ja ei-hemolyyttiset
pesdkkeet normaaliflooran pesdkkeiksi. Se vaati lisétyota javei aikaa. Lisdksi ennen
tulosten koodaamista SPSS-ohjelmaan olisi voitu kysya apua ajoissa, kuinka tilastolliset
tedtit pitdis mainita tekstissa ja kuinka ne vaikuttavat tuloksiin. Loppuvaiheessa niita
jouduttiin muokkaamaan paljon, joten olisi pdasty vahemmalla vaivalla kunnon suunnit-
telun ansiosta. Tasta opittiin, etta suunnitelma pitaisi tehda perusteellisemmin.
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Kiitokset taméan tyon avustamisesta kuuluu opinnaytetyon ohjagjalle Terttu-LiisaLin-
dellille jatydelaman ohjagjille Heli Nisoselle ja Terhi Miikkulainen- Lahdelle.
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LITE1
HAASTATTELUKYSYMYKSET

Laboratorioiden ohjeistus nielu streptokokkiviljelyyn

1. Onko teillajokin valmis ohje alueenne laboratorioille nielundytteenoton

jakeiseen ndytteen kasittelyyn? Eli onko teilla ohje siitd, miten néytteen viljelyn

maljalle tulee tapahtua?

basitrasiinikiekkoa?

a. Miksi ohjeigtatte kayttdmaan kiekkoa, miksi ette?

b. Miten olette pdatyneet tahan, onko teilld ollut tutkimuksia téhan liittyen?

c. Loytyisiko kaytantéonne jotakin kehitettavaa?

3. Onhjeistatteko aueenne laboratorioita tekemaan pistoja nieluviljelymaljoille?

a. Miksi ohjeistatte tekemaan pistoja ja miksi ette? Helpottavatko
nieluviljelymaljoihin tehtévét pistot betahemolyysin tunnistusta?

b. Miten olette pdatyneet tahan, onko teilld ollut tutkimuksia téhan liittyen?

c. Loytyisiko kaytantbonne jotakin kehitettavaa?

4. Ohjeigtatteko alueenne laboratorioita kaytattamaan peitinlaseja pistojen ohella
nieluviljelymaljoille?
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MALJOJEN VALISET EROT
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KUVIO 1. Betahemolyysi eri maljoilla
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KUVIO 2. Normaaliflooran esiintyvyys eri maljoilla
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KUVIO 3. Eri maljojen betahemolyysin kirkkaus
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KUVIO 4. Eri maljoilta tehdyt hajotukset
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KUVIO 5. Eri maljojen lisdkasvatukset
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KUVIO 6. Streptokokkiryhmien esiintyvyys eri verimaljoilla
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LIITES

PEITINLASIN JA PISTOJEN HYODYLLISYYS 1(2)
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KUVIO 1. Peitinlasin alla olevan hemolyysin esiintyvyys eri maljoilla
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KUVIO 2. Pistojen aiheuttama hemolyysi eri maljoilla
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KUVIO 3. Peitinlasin alla olevan hemolyysin esiintyvyys eri maljoilla
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KUVIO 4. Pistojen aiheuttama hemolyysi eri maljoilla
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MALJOJEN VERTAILU

KUVIO 1. Cna- malja
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KUVIO 2. Csb-malja
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KUVIO 3. Tsa- malja
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KUVIO 4. Ssa-malja
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KUVIO 5. Co-malja



