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Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittad, vaikuttaako sailytysaika tai -lampdtila nielurisandyt-
teista eristettyjen A-, C- ja G-ryhman beetahemolyyttisten streptokokkien sdilyvyyteen ES-
wab®- nestekuljetusputkessa. Lisiksi haluttiin saada selville, vaikuttaako nielurisojen normaa-
liflooran mukana olo streptokokkien sailyvyyteen nestekuljetusputkessa. Tyo tehtiin HUSLA-
Bin bakteriologian osastolle.

Tutkittavana aineistona oli 40 streptokokkikantaa, jotka oli eristetty nielurisandytteistd. Nai-
den lisaksi aineistona kaytettiin seitsemda A-ryhman beetahemolyyttista streptokokkikantaa
ja nielurisojen normaaliflooraa sisaltdavaa ndytetta seka kolmea ominaisuuksiltaan tunnettua
ATCC- kantaa. Naytteet sdilytettiin huoneenldmmdssa ja jadkaappilampdtilassa ja viljeltiin
elatusainemaljoille 0, 24, 48 ja 72 tunnin kuluttua siitd, kun néytteet oli siirretty ESwab®-
nestekuljetusputkeen.

Puhtaat A-, C- ja G-ryhman beetahemolyyttiset streptokokit lisaéntyivat huoneenldmmdssa
sailytetyissa putkissa huomattavasti ensimmaisen sailytysvuorokauden aikana ja liséantymi-
nen jatkui myos taman jdlkeen. Jadkaappilampdtilassa bakteerimadran muutokset olivat va-
haisia, eika sailytysajalla ollut suurta vaikutusta viljelysta saataviin tuloksiin. Huoneenlam-
mossa sailytettyjen nielurisojen normaaliflooraa siséltdvien nadytteiden bakteerimaara vaheni
suurimmassa osassa naytteitd tutkimuksen aikana. Jadkaappilampdtilassa sdilytettyjen ndyt-
teiden bakteerimaara pysyi samana koko tutkimuksen ajan.

ATCC- kannoista tehdyissa viljelyissa bakteeripesdkkeitd kasvoi maljoilla runsaasti jo ensim-
maisen viljelyn jalkeen joten yksittdisia pesdkkeitd oli mahdotonta laskea. Huoneenlampdti-
lassa sailytettyjen ndytteiden pesakemadrien laskeminen oli mahdotonta kaikissa aikapisteis-
sa pesakkeiden suuren lukumdaaran vuoksi. Jadkaappildmpdtilassa bakteerimdara vahentyi
hieman toisen sadilytysvuorokauden aikana, mutta kolmannen vuorokauden jalkeen tehtyjen
viljelyjen tuloksissa bakteerimaarat olivat taas ennallaan.

Tydn tulosten perusteella voidaan todeta jadkaappilampdtilan soveltuvan parhaiten A-, C- ja
G-ryhmén beetahemolyyttisia streptokokkeja sisaltdvien ESwab®- nestekuljetusputkien saily-
tyslampdtilaksi. Tutkittujen naytteiden maara oli suppea, joten tuloksia voidaan pitaa suuntaa
antavina.

Avainsanat streptokokki, sailyvyys, ESwab®- nestekuljetusputki
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The purpose of our study was to determine how the storage temperature and storage time
affected on the stability of beta-haemolytic streptococci groups A, C and G in the ESwab®-
transport system. The purpose was also to determine how the normal throat flora affected
the stability of streptococci in ESwab®.

The material for our study was collected from patience specimens that were positive to be-
ta-haemolytic streptococci group A, C or G. The streptococci were isolated from the samples
and transferred to the ESwab® transport system. The effect of the normal throat flora was
examined with seven samples containing group A streptococci and normal throat flora. Also
three known streptococci ATCC samples were examined. After the transfer, the samples
were cultured to maintenance medium after 0, 24, 48 and 72 hours. The specimens were
stored both at the room temperature and refrigerator temperature.

The isolated group A, C and G streptococci stored at the room temperature increased heavi-
ly during the first day of preservation and continued to increase during the second day. The
isolated group A, C and G streptococci stored at the refrigerator temperature stayed close to
the baseline through the entire study.

The bacteria level in specimens with normal throat flora and group A streptococci stored at
the room temperature decreased evenly during the study in most samples. On the contrary,
the specimens containing normal throat flora and group A streptococci stored at the refrig-
erator temperature stayed close to the baseline the entire study.

The streptococci ATCC samples stored at the room temperature gave high levels of bacteria
from the first culture and stayed the same during the entire study. The streptococci ATCC
samples stored at the refrigerator temperature stayed relatively steady during the study.

The results of our study indicated that the ESwab® transport systems containing throat
specimens for streptococci culture should be stored at the refrigerator temperature. The
sample material of our study was relatively small, so the results were indicative.

Keywords streptococcus, preservation, ESwab® transport system
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1 Johdanto

Opinnaytetydmme aiheena on nielurisoista eristettyjen beetahemolyyttisten strepto-
kokkien sdilyvyyden testaaminen nestemaisessa kuljetusaineessa. Aihe liittyy bakterio-
logisen viljelyprosessin automatisointiin HUSLABIn bakteriologian laboratoriossa. Vilje-
lyautomaatit viljelevat naytteet ainoastaan nestemadisesta kuljetusaineesta, joten auto-
maattien kayttdonoton myota geelikuljetusputkista tullaan osittain luopumaan ja kayt-
téon otetaan nestemadistd kuljetusainetta sisaltavia putkia. Taman vuoksi on tarkeaa
varmistua nestemadisen kuljetusaineen soveltuvuudesta nielurisojen streptokokkien sai-

lytykseen.

Opinndytetydmme liittyy nesteméistd kuljetusainetta sisiltévien putkien (ESwab®) veri-
fiointiin HUSLABIn kliinisen mikrobiologian toimialan bakteriologian laboratoriossa. Kun
putket on verifioitu, voidaan niita kayttaa nielun streptokokkiviljelyn naytekuljetukses-

Sa.

HUSLABIlla on ndytteenottopisteitd, joissa ndytteet nielurisojen streptokokkiviljelya var-
ten otetaan kuljetusputkiin, joissa ne toimitetaan bakteriologian laboratorioon. Bakte-
riologian laboratoriossa naytteet viljelladn elatusainemaljoille. Yhtena opinndytetydmme
tehtdvana on selvittda, sailyvatké streptokokit nestemadisessa kuljetusaineessa toimi-
paikassa viikonlopun yli, jos nayte ei jostain syystéa ehdi mukaan pdivan viimeiseen
naytekuljetukseen. Lisaksi tarkoituksena on selvittaa, missa lampdétilassa ndytteet tulee
sailyttaa. Selvitamme tyéssamme lisaksi, vaikuttaako nielurisojen normaalifloora nayt-

teen sdilyvyyteen nestemadisessa kuljetusaineessa.

2 Nestekuljetusputki

Luotettavan bakteriologisen laboratoriodiagnostiikan kulmakivia ovat ohjeiden mukai-
nen naytteenotto, sailytys ja kuljetus seka laboratorioanalytiikka. Aiemmin bakteerikul-
jetusputkina on kaytetty geelimadista sailytysainetta sisaltavia putkia, mutta viime vuo-
sien aikana markkinoille on tullut kuljetusputkia, jotka sisdltavat nestemaista kuljetus-

ainetta.



Copan on kehittanyt kuljetusta varten ESwab® - nestekuljetusputken, jossa néyte séi-
lytetédn nestemdisessa kuljetusaineessa. Kuljetusaineessa voidaan sdilyttaa seka aero-
bi-, ettd anaerobi-bakteereja. Copan ESwab® - nestekuljetusputki koostuu kahdesta
osasta: polypropyleeniputkesta, joka sisaltaa yhden millilitran nestemaista kuljetusai-
netta seka ndytetikusta, jonka paahan on kiinnitetty pehmeité nailonkuituja. (Copan
2010: 2.) Naytteenoton jalkeen naytetikku katkaistaan putkeen, jolloin naytetta irtoaa
tikusta putkessa olevaan nesteeseen. Nain saadaan yksi millilitra homogeenista seosta,
joka voidaan kayttda kokonaisuudessaan laboratoriossa testien suorittamiseen. (Copan
Italia. LBM.)

Eswab®- nestekuljetusputken tikku on oleellinen osa tuotetta. Vaikka tikkua ei kaytet-
tdisi ndytteenotossa, tulee se katkaista putkeen ndytteenoton yhteydessa. Tikku sisal-
t44 kasviproteiinia, joka vaikuttaa huomattavasti ndytteen sailymiseen Eswab® - neste-
kuljetusputkessa. (Kati Pentikdinen 2012.) Bakteeriviljelyad varten ESwab® - nestekulje-
tusputkeen otetut ndytteet tulisi analysoida laboratoriossa mahdollisimman nopeasti,
kuitenkin viimeistadn 48 tunnin kuluttua ndytteenotosta. ESwab® - nestekuljetusputket
voidaan ennen nadytteiden analysointia sdilyttda jadkaappilampdtilassa (+4 - 8°C) tai
huoneenlammdssa (+20 - 25°C). (Copan 2010: 2.)

Copanin ESwab® - nestekuljetusputken nukkatikku on valmistettu nukkakuitujen ruis-
kutustekniikalla. Tama poikkeaa perinteisen vanutikun valmistuksesta, jossa kdytetaan
yleensa dacronia tai puuvillaa. Tama teknologia mahdollistaa vahvan kapillaari-ilmion,
jonka ansiosta nukkatikkuun kerdantyy enemman naytettd kuin perinteisiin vanutikkui-
hin. Muotoilu mahdollistaa nukkatikun suuren ndytteenluovutusmaaran, eika naytetta
jaa kiinni tikkuun, kuten perinteisiin vanutikkuihin. (Van Horn — Audette — Sebeck —
Tuckert 2008: 1655.)

Kuljetusputkissa kaytettavien ndytetikkujen eroista on tehty monia tutkimuksia, joissa
verrataan uutta nukkatikkua perinteiseen vanutikkuun. Esimerkiksi verrattaessa nukka-
tikkua vanutikkuun Herpes simplex ~viruksen diagnosoinnissa havaittiin nukkatikun se-
kd keradvan etta luovuttavan huomattavasti enemman viruksia sisdltavia soluja kuin
vanutikun. Vanutikun luovuttama solumaara oli 18 % - 30 % keratysta naytteestd, kun
taas nukkatikku luovutti naytteesta 70 % - 80 %. Nain ollen nukkatikusta saadut tulok-

set olivat hyvia tai erinomaisia 49.7 prosentissa tutkituista ndytteista vanutikusta saa-



tavien hyvien tai erinomaisten tulosten jaadessa 23.9 prosenttiin. (Vare — Hedman —

Lappalainen 2007.)

Sailytysaineen tulee pitda mikro-organismit lisaantymiskykyisind, mutta minimoida nii-
den metabolisia tapahtumia ja hidastaa niiden lisdantymista. Sdilytysaine, jossa on lii-
kaa ravintoa, nopeuttaa mikro-organismien lisdantymista. Suotuisinta koostumusta
sailytysaineelle ei ole madritetty ja se luultavasti vaihtelee lajista toiseen. (Petti — Car-
roll 2011: 124.) ESwab® - nestekuljetusputki on yleiskuljetusputki, joka on suunniteltu
sailyttdmaan lisdantymiskykyisend monia bakteerilajeja. N&in ollen ESwab® - nestekul-
jetusputken kuljetusaine ei sisdlla tiettyja ravinteita yksittaisille bakteerilajeille. (Miikku-
lainen-Lahti 2012.)

ESwab® - nestekuljetusputken neste siséltdd natriumkloridia, kaliumkloridia, kalsium-
kloridia ja magnesiumkloridia. Lisaksi nesteessa on monokaliumfosfaattia, dinatriumfos-
faattia, tioglykolaattia ja tislattua vettd. (Copan 2010:2.) Suolat auttavat pitdmaan os-
moosia Ylla, ja helpottavat ndin bakteerien hengissa sailymistd. Fosfaatit toimivat pus-
kureina, jotka pitdvat nesteen pH:n sopivana. Tioglykolaatti on pelkistava aine joka
sitoo happea ja tekee nesteeseen suotuisat olosuhteet myds anaerobisille bakteereille.
(Miikkulainen-Lahti 2012.)

3 WASP®- viljelyautomaatti

Walk Away Specimen Processor eli WASP® on Copanin viljelyautomaatti, joka viljelee
nestemadisessa muodossa olevan mikrobiologisen naytteen maljalle. Copan valmistaa
naytteenottoon ja -kuljetukseen tarvittavia valineita ja putkia jotka soveltuvat viljelyau-
tomaatille, mutta analysaattorilla voidaan kayttdaa myds muiden valmistajien ndytteen-
kuljetusputkia. WASP®- viljelyautomaatilla voidaan viljelld useimmat bakteriologiset
naytteet, kuten virtsandytteet seka ulostendytteet. Viljelyautomaattia ja sen toimintoja
ohjataan tietokoneohjelmalla. (WASP® viljelyautomaatti, kayttdohje 2011: 10-11.)

Viljelyautomaatti tunnistaa naytteet viivakoodin perusteella ja hakee sen avulla nayt-
teen tiedot laboratorion tietojarjestelmasta. Tietojen avulla laite valitsee oikeat toimin-

tavaiheet maariteltyjen asetusten mukaisesti. Toimintavaiheisiin kuuluvat muun muas-



sa naytteen sekoitus seka oikean maljan ja viljelykuvion valinta. Laitetta voidaan ohjata
my6s manuaalisesti. WASP® - viljelyautomaatti tunnistaa ndytteen ja néyteastian ja
tekee taman jalkeen ohjelmoidut toimintavaiheet: poistaa korkit, ottaa naytetta vilje-
lysilmukalla, varmistaa etta silmukassa on naytetta valokuvaamalla silmukan, tekee
valitun viljelykuvion, kiinnittaa viivakoodin maljaan, lajittelee maljat ennalta maaritel-
tyihin luokkiin esimerkiksi inkubointiolosuhteiden mukaan ja steriloi lopuksi silmukan.
(WASP® - viljelyautomaatti, kdyttdohje 2011: 10-11.)

HUSLABIn bakteriologian laboratoriossa olevassa viljelyautomaatissa on erilaisille vilje-
lysilmukoille kolme erillistd paikkaa. WASP® - viljelyautomaatti viljelee naytteet maljoille
kahden robottikdden avulla. Ensimmainen robotti tarroittaa ja liikuttaa nayteastian kor-
kinavaukseen seka tuo tarvittavat viljelymaljat viljelya varten. Toinen robotti viljelee
naytteen maljalle. (WASP® - viljelyautomaatti, kayttdohje 2011: 17-58.)

Jos naytetta ei jostain syysta voida analysoida, viljelyautomaatti siirtda kasittelematto-
mat tai osittain kasitellyt ndytteet automaattisesti hylatyille naytteille tarkoitettuun teli-
neeseen. WASP® - viljelyautomaatti hylk&& néytteet joissa on lilan véhan nestettd, vii-
vakoodin lukeminen on epdonnistunut tai jokin halytys on keskeyttéanyt ndytteenkasit-
telyn. Viljelyautomaattia on mahdollista muokata tilaajan tarpeiden mukaan. Esimer-
kiksi sentrifuugi ja gramvarjayaluslasin valmistaminen on mahdollista lisata laitteen
toimintavaiheisiin. (WASP® - viljelyautomaatti, kdyttdohje 2011: 17-58.)

4 Beetahemolyyttiset streptokokit

Streptokokit ovat fakultatiivisesti anaerobisesti kasvavia grampositiivisia kokkibakteere-
ja, jotka sietdvat sailytystd melko hyvin (Bisno - Ruoff 2005:2360; Spellberg - Brandt
2011:332). Verimaljalla beetahemolyysida aiheuttavat streptokokit voivat olla ryhmal-
taan joko nielutulehdusta aiheuttavien A-, C- tai G-ryhmien streptokokkeja tai varsinkin
vastasyntyneille paljon infektioita aiheuttavaa B- ryhman streptokokkia (Streptococcus
agalactiae). Myods nielurisojen normaaliflooraan kuuluva pienipesakkeinen Streptococ-
cus anginosus saa verimaljalla aikaan beetahemolyysia, mutta sita ei pideta nielurisatu-
lehdusta aiheuttavana lajina. (Rantakokko- Jalava - Anttila 2010: 123-124; Spellberg -
Brandt 2011:331-332.)



A- ryhman beetahemolyyttinen streptokokki (St pyogenes) on yleinen taudinaiheutta-
ja, joka aiheuttaa eniten infektioita lapsille (yli 3-vuotiaat) ja nuorille aikuisille mutta
myo6s muille ikdluokille. Yleisin A-ryhman streptokokin aiheuttamista taudeista on yli-
voimaisesti nielurisatulehdus (tonsilliitti), jonka oireisiin kuuluvat muun muassa kurkku-
kKipu, suurentuneet ja aristavat imurauhaset kaulan ja leuan alueella seka korkea kuu-
me, paansarky ja pahoinvointi. (Vuopio-Varkila - Syrjanen - Kotilainen 2010: 102-103;
Bisno - Stevens 2011:2364.)

C- ja G-ryhmaan kuuluvat streptokokit eivat ole yhta tiettya lajia, vaan ryhmat luokitel-
laan pinta-antigeenien perusteella. Suurin osa C- ja G-ryhman beetahemolyyttisista
streptokokeista kuuluu kuitenkin Streptococcus dysgalactiae - 1ajiin. C- ja G-ryhman
beetahemolyyttiset streptokokit kuuluvat ihmisen normaaliflooraan, mutta voivat myds
aiheuttaa nielurisatulehduksen, jonka oireet ovat hyvin samankaltaiset A-ryhman strep-
tokokin aiheuttamaan tulehdukseen verrattuna. Oireilevalta ihmiseltd viljelyssa loyty-
neet C- ja G-ryhman streptokokit hoidetaan kdytdnndssa aina, vaikka jalkitauteja esiin-
tyykin huomattavasti harvemmin kuin A- ryhman streptokokin aiheuttamissa infektiois-
sa. C- ryhman ja G-ryhman streptokokkien taudinaiheuttamiskyky on hyvin samankal-
tainen kuin A-ryhman streptokokilla. (Rantakokko ym. 2010: 122-124; Spellberg -
Brandt 2011:333.) Nielurisatulehdusta aiheuttavat C- ja G-ryhman beetahemolyyttiset
streptokokit erotetaan normaaliflooraan kuuluvasta streptokokkikannasta Voges-

Proskauer-testin avulla.

A-, C- ja G-ryhman beetahemolyyttiset streptokokit tarttuvat useimmiten pisara- tai
kosketustartuntana ja tartunta saadaan ldhes aina toisesta ihmisestd. Streptokokkien
varmin osoittamiskeino on viljely. Nielurisatulehdusta aiheuttavat A-, C- ja G-ryhman
streptokokit tuottavat O-hemolysiinid, joka saa aikaan hemolyysin verimaljalla. Beeta-
hemolyyttiset streptokokit pystytaan erottamaan maljalta pesdkkeen ymparilld nékyvan
kirkkaan kehan ansiosta 18-48 tunnin viljelyn jdlkeen, mutta beetahemolyyttisten
streptokokkien erottamiseen toisistaan tarvitaan koagglutinaatiotestia, jonka avulla

ryhma saadaan heti selville. (Vuopio - Varkila ym. 2010: 106-109.)



Kuvio 1. Beetahemolyysia verimaljalla (Hautala 2012).

Streptokokit kasvavat hyvin tavallisella verimaljalla +35- 37 °C:ssa (Kuvio 1). Koska
streptokokit ovat fakultatiivisia anaerobeja, ne kasvavat parhaiten hiilidioksidipitoisessa
ymparistdssa, mutta ne eivat vaadi sita. (Spellberg - Brandt 2011: 332; Bisno - Stevens
2005:2366.)

5 Maljaviljely

Streptokokkiviljelyt tulisi tehda elatusainemaljoille nelikenttdhajotuksena (Kuvio 2).
Nelikenttahajotuksessa nayte levitetaan tiheaksi matoksi noin 1/3 osaan maljaa. Taman
jalkeen vedetaan viljelysauvalla pari kertaa viljelyalueen yli jatkaen vetoja viljelemat-
tomalle alueelle. Tama toistetaan viela kaksi kerta niin, etta uusi viljely aloitetaan aina
jo viljellyltd alueelta ja viljely loppuu viljelemattémalle alueelle. Nain viljely on tehty
neljaan eri kenttaan maljalla. (Carlson — Koskela 2011: 41.) Talla tavalla hajotuksen



aikana sekd ndytemdara etta bakteerien maara vahenee koko ajan ja lopuksi pitdisi
syntya erillisia pesakkeita.

Kuvio 2. Nelikenttahajotus (Hautala, Johansson 2012).

Streptokokkiviljelyssa tulisi kayttaa verimaljaa, joka on valmistettu joko lampaan- tai
hevosenveresta. Verimalja valmistetaan lisdamalla verta agarpohjaan niin, ettd sen
osuus elatusaineesta on 5%. Viisiprosenttisella verimaljalla hemolyysin havaitseminen
on helppoa. Matalampi pitoisuus saattaa tehdd hemolyysin erottamisesta vaikeaa ja
korkeampi pitoisuus voi peittdd hemolyysin taysin. Kun ndytteet on viljelty maljalle,
maljoja inkuboidaan hiilidioksidipitoisessa ymparistdssa yleensa 24- 48 tuntia, jonka
jalkeen pesdkkeitd ja niiden ymparille syntynyttd hemolyysia voidaan tarkastella. (Ko-
neman - Allen - Janda - Schreckenberger - Winn 2006: 710.)

HUSLABIn bakteriologian laboratorion elatusaineosasto valmistaa itse mm. veri- ja CO-
maljoja. Verimaljaa kutsutaan yleismaljaksi, joka sopii hyvin muun muassa streptoko-
keille. Verimaljan seospohja on tutkittu ja ndin ollen sen tiedetdadn antavan sopivan
hemolyysin. Malja tehdaan liuottamalla agar tislattuun veteen, ja lisdamalla siihen he-
vosen verta. Seosta autoklavoidaan agarkeittimessa ja jaahdytetdan. Jadhtymisen jal-



keen, pH:n ollessa sopiva seos jaetaan maljoille. Maljat sdilytetddn kylmahuoneessa
jossa ne sailyvat nelja viikkoa. (Sivonen 2010.)

CO- malja on selektiivinen streptokokkimalja. Maljan agarpohja koostuu lampaanveres-
ta, tislatusta vedesta ja antibiooteista. Antibiootit ovat kolistiini ja oksoliinihappo. Nai-
den lisdksi seospohjaan lisataan defibrinoitua lampaanverta. Antibiootit estavat gram-
negatiivisten bakteerien, stafylokokkien, basillusten ja difterioiden kasvua maljalla.
Seos autoklavoidaan agarkeittimessa ja jadhdytetadan. Taman jalkeen pH tarkastetaan
ja sen ollessa sopiva seos jaetaan maljoille. Maljat sdilytetdaén kylmdhuoneessa jossa
ne sailyvat nelja viikkoa. (Sivonen 2010.)

6 Tutkimusasetelma

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittdd, soveltuuko ESwab®-nestekuljetusputki nielu-
risojen streptokokkiviljelyn ndytekuljetusputkeksi ja missa lampdtilassa naytteet tulisi
ESwab®- nestekuljetusputkessa sailyttda. Viljelyt tehddan naytteists joista oli aiemmin
saatu positiivinen tulos A-, C-, tai G-ryhman beetahemolyyttisista streptokeista. Lisaksi
viljelldan kolme ominaisuuksiltaan tunnettua ATCC- kontrollikantaa ja testataan, miten
nielurisojen normaaliflooran mukanaolo vaikuttaa seitseman A-ryhman streptokokki-

kannan séilyvyyteen ESwab® - nestekuljetusputkessa.

Tutkimuskysymykset
1. Miten naytteiden sailytyslampdtila vaikuttaa streptokokkien sdilyvyyteen nestekulje-

tusputkessa?

2. Miten viljelyn tuloksiin vaikuttaa naytteen sailytysaika nestekuljetusputkessa ennen

viljelya?

3. Miten nielurisojen normaaliflooran mukanaolo vaikuttaa naytteen sailyvyyteen neste-

kuljetusputkessa?

ESwab®- nestekuljetusputkesta on viime vuosien aikana tehty paljon tutkimuksia.
Omaan aiheeseemme liittyvia tutkimuksia ei kuitenkaan juuri 16ytynyt, vaan tutkimuk-

set joissa aineistona oli kaytetty streptokokkeja, kasittelivat useimmiten erilaisten nayt-



teenottotikkujen vertailua tai eri kuljetusaineiden vertailua. Yhden tutkimuksen 16y-
simme aiheeseemme liittyen, jossa tutkittiin A-ryhman beetahemolyyttisen streptokokin
sailyvyyttd ESwab®- nestekuljetusputkessa.

Koska emme I0ytaneet streptokokkien sailyvyystutkimuksia, kasittelemme tydssamme
tutkimuksia, joissa on tutkittu muidenkin mikro-organismien kuin streptokokkien saily-
vyyttd ESwab®- nestekuljetusputkessa. Omaan aiheeseemme liittyvien tutkimusten
|6ytdminen saattoi olla hankalaa siitd syystd, ettd ESwab®- nestekuljetusputki on melko

uusi tuote ja jotkin siihen liittyvat tutkimukset saattavat jaada vain valmistajan tietoon.

Tutkimuksessa, jossa oli tutkittu A-ryhman beetahemolyyttisen streptokokin sdilyvyytta
kuljetusputkissa, A-ryhman beetahemolyyttisen streptokokin (S.pyogenes) havaittiin
sailyvdn ESwab® - nestekuljetusputkessa hyvin. Nestekuljetusputkea sailytettiin jaa-
kaappilampdtilassa (+4 ° C) ja huoneenlammdssa ja ndytettd viljeltiin 0, 6, 24 ja 48
tunnin kuluttua naytteenotosta. S.pyogenes kasvoi lampaanverimaljalla jokaisen vilje-
lyn jalkeen eikd merkittavia eroja havaittu. Nestekuljetusputken sailytyslampdtila ei
vaikuttanut viljelyn tuloksiin merkittavasti. (Van Horn — Audette — Sebeck — Tuckert
2008: 1655- 1658.)

Toisessa tutkimuksessa ESwab®- nestekuljetusputkissa ja geelimaistd kuljetusainetta
sisaltavissa kuljetusputkissa sailytettiin kolmea mikro-organismia (£. colj, C. albicans ja
S. agalactiae), joiden sdilyvyytta tutkittiin seka huoneenldmmdssa, etta jaakaappilam-
pétilassa 0, 6, 24 ja 48 tunnin kuluttua ndytteenotosta tekemalld naytteista viljelyt Co-
lumbia-verimaljalle. Huoneenldmmdssa sailytetyista 0 ja kuuden tunnin jalkeen ndyt-
teenotosta otetuissa viljelyissé tulokset olivat paremmat ESwab®- kuljetusputkesta teh-
dyissa viljelyissa kuin geelikuljetusputkista tehdyissa viljelyissa. Huoneenlammadssa £.
coli ja C. albicans alkoivat lisdantya nopeammin kuuden tunnin kasvatuksen jalkeen
molemmissa kuljetusputkissa. S. agalactiaen lisdantyminen sdilyi koko ajan samana.
Jadkaappildmpdtilassa sdilytetyissa naytteissa £. colin ja C. albicansin nopeaa lisaanty-
mistd ei havaittu missaan vaiheessa tutkimusta ja ESwab®- nestekuljetusputken todet-
tiin soveltuvan mikro-organismien sailytykseen paremmin kuin geelikuljetusputken.
(Nys — Vijgen — Magerman — Cartuyvels 2010: 453-456.)
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Pohjois-Karjalan Ammattikorkeakoulussa tehdyssa opinnaytetydssa tutkittiin yleisimpien
bakteeriripulin aiheuttajien sdilyvyytta kahdessa eri kuljetusputkessa, joista toinen oli
Copanin FecalSwab® - nestekuljetusputki, joka kuuluu samaan Liquid Based Microbiolo-
gy (LBM) tuoteperheeseen kuin ESwab®- nestekuljetusputki. Tutkimusaineistona kay-
tettiin puhdasviljeltyja ATCC-bakteerikantoja, joita sailytettiin jadkaappilampdtilassa
kuljetusputkissa 72 tuntia. Naytteista tehtiin laimennossarjat 0, 24, 48 ja 72 tunnin
kuluttua niiden siirtdmisesta kuljetusputkeen. Laimennosten teon jdlkeen naytteet vil-
jeltiin elatusainemaljoille ja maljoja inkuboitiin kullekin bakteerilajille otollisimmassa
lampdtilassa 24 tai 48 tuntia jonka jdlkeen bakteeripesakkeet laskettiin elatusainemal-
joilta. Yleisimpien bakteeriripulin aiheuttajien havaittiin séilyvan FecalSwab®- nestekul-
jetusputkessa hyvin 72 tuntia ja ndin ollen putkea voidaan suositella bakteeriripulin
aiheuttajien kuljetusputkeksi. Tutkimuksen tulokset ovat kuitenkin suuntaa antavia,
silla tutkittavat ndytteet eivat sisaltdaneet ulosteen normaaliflooraa, vaan tutkimus teh-

tiin puhdasviljellyista bakteerilajeista. (Forsman 2011.)

7 Tyon suorittaminen

Suoritimme opinndytetydmme kaytanndn osuuden HUSLABin bakteriologian osastolla
tammi-helmikuussa 2012. Tulosten analysointi tapahtui maaliskuussa 2012. Ennen kay-
tanndn osuuden suorittamista olimme harjoittelussa HUSLABIn bakteriologian osaston
nieluviljelypisteessa, jossa harjoittelimme maljojen lukemista seka opettelimme kayt-

tdmaan WASP®- viljelyautomaattia.

Opinndytetydmme ndytemateriaalina kaytettiin beetahemolyyttisia streptokokkikantoja.
Streptokokkikannat saatiin positiivisista analysoiduista nieluviljelyistd poimimalla mal-
joilta pesakkeita ja tekemalld niista puhdasviljelmat verimaljoille. Streptokokit tunnistet-
tiin A-, C- tai G-ryhman beetahemolyyttisiksi streptokokeiksi niiden aiheuttaman beeta-
hemolyysin avulla, seké tekemalld tunnistustesti OXOIDin Streptococcus grouping kit-
menetelmalla. A-ryhman beetahemolyyttisia streptokokkeja viljeltiin 20 kantaa ja C- ja
G-ryhman beetahemolyyttisia streptokokkeja viljeltin 10 kantaa kumpaakin. Naiden
lisdksi viljeltiin kolme ominaisuuksiltaan tunnettua ATCC- kantaa, seka seitsemaa A-
ryhmén beetahemolyyttista streptokokkia sisaltavaa naytetta tutkittiin niin, ettd putkes-

sa oli mukana myds nielurisojen normaaliflooraa. Nielurisojen normaaliflooran vaikutus-
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ta streptokokkien sdilyvyyteen tutkittiin, silla oikeassa potilasndytteessa on nielurisojen

normaalifloora aina mukana ja nain ollen tilanne vastasi todellista naytetta.

Jokaisesta bakteerista tehtiin MacFarland 0,5 vahvuinen bakteerisuspensio jota laimen-
tamalla saatiin sopivan vahvuinen laimennos, josta viljelyn jalkeen maljalla kasvoi yksit-
taispesdkkeita jotka olivat helposti luettavissa. Kun bakteerisuspensiota oli laimennettu
riittévasti, laimennosta siirrettiin ESwab® - nestekuljetusputkeen josta tehtiin viljelyt.

Naytteet viljeltiin 0, 24, 48 ja 72 tunnin kuluttua streptokokkien siirtdmisestd ESwab®-
nestekuljetusputkeen rinnakkaisina (seka huoneenlammdssa etta jaakaappilampdtilassa
sailytetyistd). Viljely tehtiin WASP® - viljelyautomaatilla. Néytteet viljeltiin CO-maljoille
nelikenttdhajotuksena. HUSLABIn Bakteriologialla nelikenttdhajotus on validoitu viljely-
tekniikka ja ndin ollen heilld kdytdssa, joten myds me teimme viljelyn kaytanndn tyos-
samme nelikenttahajotuksena. Viljelyn jdlkeen maljat siirrettiin  hiilidioksidi-
inkubaattoriin kasvamaan vuorokauden ajaksi. Kasvatuksen jalkeen maljat luettiin las-
kemalla pesakemaadrat jokaiselta maljalta. Pesdakemaarat kirjattiin lukemisen yhteydes-

sa taulukkoon (Liite 1).

Ennen kaytannon osuuden suorittamista teimme esitestauksen, jonka avulla varmis-
tuimme siitd, ettd kaikki tyon vaiheet on suunniteltu oikein eikd tyén aikana ilmene
yllattavia asioita. Teimme esitestauksen kahdella eri kannalla, joista toinen oli A-
ryhman beetahemolyyttista streptokokkia ja toinen G-ryhman beetahemolyyttista strep-
tokokkia. Kavimme opinndytetydmme kdytanndn osuuden lapi vaihe vaiheelta ja esites-

tauksen onnistuttua aloitimme kaytannoén osuuden suorittamisen.

8 Tulokset

Opinndytetydbmme suoritettiin kvantitatiivisena tutkimuksena, jolla saadaan vastauksia
kysymyksiin mika, missd, paljonko tai kuinka usein. Kvantitatiivista eli maarallista tut-
kimusta kutsutaan myos tilastolliseksi tutkimukseksi. Tutkimuksella saadaan vastauksia
lukumaariin ja prosenttiosuuksiin liittyviin kysymyksiin. Tutkittavat asiat kuvataan nu-
meeristen suureiden avulla ja tuloksia havainnoidaan taulukoin ja numeroin tai sopivin
kuvioin. Tyypillista kvantitatiiviselle tutkimukselle on selvittda eri asioiden keskeista

riippuvuutta tai asioiden mahdollista muuttumista. (Heikkila 2008: 16-19.)
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Tutkimuksen suorittamisen aikana nadytteista saadut viljelytulokset kirjattiin taulukkoon
pesakemaarind maljojen luvun yhteydessa jokaisessa aikapisteessa (Liite 1). Koska
moni nadyte rikastui putkessa ja yksittaisten pesdkemadrien lukeminen maljoilta kavi
mahdottomaksi, kirjasimme pesdkemadarat vain sataan pesdkkeeseen asti, jonka jal-
keen merkitsimme maljat >100. Tilasto-ohjelmilla téman kaltaisia tuloksia ei voida ana-
lysoida, joten jaoimme maljat ryhmiin 0-4 pesakemadrien mukaan ja kirjasimme ryh-
mat uuteen taulukkoon (Liite 2). Ryhmaan 0 kuuluvissa maljoissa ei kasvanut yhtaan
pesakettd. Ryhmaan 1 kuuluvissa maljoissa pesdkkeita oli 1-30, ryhmaan 2 kuuluvissa
maljoissa 31-60, ryhmadan 3 kuuluvissa maljoissa 61-100 ja ryhmaan 4 laskettiin ne
maljat, joilla oli yli 100 pesdketta. Nain tulosten analysointi tilastonkasittelyohjelmalla

saatiin helpommaksi.

Tulokset A-, C- ja G-ryhman beetahemolyyttisten streptokokkien sailyvyydestd neste-
maisessa kuljetusaineessa analysoitiin PASW18-tilasto-ohjelman avulla. Ohjelman avul-
la sai helposti selville missa tutkittavista aikapisteistd ndytteissa oleva bakteerimaara
kasvaa tai vahenee huomattavasti seka lampdtilan vaikutuksen viljelytuloksiin. Ohjel-
malla saatiin selville myds maljojen muuttujien tilastollinen merkitys. Tulokset kasitel-
tiin Wilcoxon-jarjestystestin avulla. Wilcoxon-jarjestystesti etsii eroja kahden toisistaan

riippuvan muuttujan valilla. (Field 2009: 796.)

Laatikko-janakuvion avulla saadaan yleiskuva muuttujien jakaumasta ja siitd miten ja-
kaumat muuttuvat eri aikapisteiden valillda. Myds muuttujien hajonta tulee laatikko-
janakuviossa hyvin esiin. (Karhunen — Rasi — Lepola — Muhli — Kanniainen 2011: 42-
43.) Laatikkojanakuviossa jana kertoo tulosten hajonnasta eli janan paat merkitsevat
minimid ja maksimia. Alakvartaali merkitsee laatikon alareunaa ja sen alle sijoittuu kor-
keintaan 25% tuloksista. Yldkvartaali merkitsee laatikon ylareunaa ja sen alle sijoittuu
korkeintaan 75% tuloksista. Laatikon sisadn sijoittuu 50% tuloksista. Jos laatikko ja
jana puuttuvat kuviosta kokonaan, merkitsee se sita etta kaikki tulokset sijoittuvat ku-
viossa nakyvan tumman viivan merkitsemaan kohtaan. (Leppala 2006.) Janan ulko-
puolelle sijoittuvat, muusta ryhmadsta poikkeavat tulokset nakyvat kuviossa tahti- tai
rengas-symbolina (Graafinen esitys 2004). Tulokset on esitetty tydssa laatikko-

janakuvioiden avulla.
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8.1 A-, C-ja G-ryhman streptokokkikannat huoneenlammadssa

Kuviosta 3 kay ilmi A-, C- ja G-ryhman streptokokkeja sisaltdvien nadytteiden viljelytu-
lokset eri aikapisteissa, kun ndytetta on sailytetty huoneenlampdtilassa. Kuviossa 4
nakyy eri aikapisteiden valilla tapahtuneet erot.
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Kuvio 3. A-, C- ja G-ryhman streptokokkien viljelytulokset huoneenlampdtilassa

Oh aikapisteessa nakyy, paljonko nestekuljetusputkissa on ollut bakteeria laht6tilan-
teessa. Vaihteluvali on ollut ryhmastd 1 ryhmaan 4. Suurin osa tutkittavista tuloksista
sijoittui ryhmiin 2 (20kpl) ja 3 (15kpl). Vain viisi tulosta sijoittui ryhmiin 1 (3kpl) tai 4
(2kpl).

24h aikapisteessa ryhmaan 4 sijoittui 29 kappaletta tutkittavista tuloksista. Ryhmaan 3
sijoittui nelja kappaletta ja ryhmaan 2 viisi kappaletta. Ryhmaan 1 sijoittui vain 2 tulos-
ta. 48h aikapisteessa kaikki tulokset (40 kpl) sijoittuivat ryhmaan 4, kuten my6s 72h
aikapisteessa.
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Kuvio 4. A-, C- ja G-ryhman streptokokkien sdilyvyydessa aikapisteiden valilla tapahtuneet erot

huoneenlammossa

Oh ja 24h aikapisteiden valilla kasvua tapahtui 31 kappaleessa tutkittavista ndytteista.
Laskua tapahtui kolmessa ndytteessa ja bakteerimdara pysyi samana kuudessa nayt-
teessd. Keskimadrdinen ero 24h aikapisteessa Oh aikapisteeseen verrattuna oli 1,1 eli
kasvua tai vahenemista pesdakemadrissa tapahtui noin yhden ryhman verran. Suurin
tapahtunut ero oli kuitenkin +3, eli ndytteen ryhma muuttui aikavalilla 0h-24h ryhmas-
téd 1 ryhmaan 4.

24h ja 48h aikapisteiden valilla kasvua tapahtui 11 ndytteessa ja 29 ndytteen viljelytu-
lokset pysyivat 48 tunnin viljelyssa samassa ryhmassa kuin edellisessa aikapisteessa.
Keskimaarin ryhma muuttui 0,5 ryhman verran, mutta kahdessa tapauksessa ero 24 ja

48 tunnin viljelyiden valilla oli jopa +3, eli pesakemaadra kasvoi huomattavasti.

48h ja 72h aikapisteiden valilla muutosta ei tapahtunut yhdessdkaan naytteessa, vaan
kaikki pysyivat ryhmassa 4.
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8.2 A-, C-ja G-ryhman streptokokkikannat jadkaappilampdtilassa

Kuviosta 5 kay ilmi A-, C- ja G-ryhman streptokokkeja sisaltavien nadytteiden viljelytu-
lokset eri aikapisteissa, kun naytetta on sdilytetty jaakaappilampdtilassa. Kuviossa 6
nakyy eri aikapisteiden valilla tapahtuneet erot.
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Kuvio 5. A-, C- ja G-ryhman streptokokkien viljelytulokset jaakaappildmpdtilassa

Oh aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmastda 1 ryhmaan 4. Oh aikapisteessa ryhmaan 1
sijoittui kuusi naytetta, ryhmaan 2 sijoittui 13 naytetta, ryhmaan 3 sijoittui 19 naytetta
ja ryhmdan 4 kaksi naytetta.

24h aikapisteessa ryhmaan 2 sijoittui 20 nadytettd. Vaihteluvali oli ryhmasta 1 ryhmaan
4. Ryhmaan 1 sijoittui yhdeksan naytetta, ryhmaan 3 kymmenen ndytetta ja ryhmaan
4 yksi nayte.
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48h aikapisteessa ryhmaan 2 sijoittui 19 naytetta. 48h aikapisteessa vaihteluvali oli
ryhmasta 1 ryhmaan 3, eli yhdelldkadan maljalla ei kasvanut yli sataa pesaketta. Ryh-
maan 1 sijoittui 12 nadytetta ja ryhmaan 3 yhdeksan naytetta.

72h aikapisteessa ryhmaan 2 sijoittui 13 ndytettd. Ryhmadan 1 sijoittui 17 naytetts,
ryhmaan 3 yhdeksan naytetta ja ryhmaan 4 yksi ndyte. Vaihteluvali oli siis ryhmasta 1

ryhmaan 4.
39 25 15 2012
1,04 —_1 * *
' 30
0,57
0,0 — —
-0,57
a6 40 2030 37 25
-1 04 * *
' 36
T T T
ero_jk24_0 ero_jk45_24 ero_jk72_48

Kuvio 6. A-, C- ja G-ryhman streptokokkien sdilyvyydessa aikapisteiden valilld tapahtuneet erot

jaakaappilampdtilassa

Jadkaappildmpdtilassa kasvua Oh ja 24h aikapisteiden valilla tapahtui yhdessa nayt-
teessda. Vahenemista tapahtui 15 ndytteessa ja bakteerimaara pysyi samana 24 nayt-
teessd. Enimmillaan naytteesta saatu viljelytulos eli pesékemaara maljalla vaheni tai

kasvoi sen verran, ettd ryhma nousi tai vaheni yhdella.
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24h ja 48h aikapisteiden valilld kasvua tapahtui kahdessa ndytteessa. Vahenemista
tapahtui kahdeksassa ndytteessa ja bakteerimadra pysyi samana 30 ndytteessa. 24h ja
48h aikapisteiden valilla kasvua tai vahenemista tapahtui enimmillddn yhden ryhman

verran.

48h ja 72h aikapisteiden valilld kasvua tapahtui kuudessa naytteessa. Vahenemista
tapahtui yhdeksassa naytteessa ja bakteerimaadra pysyi samana 25 naytteessa. Kasvua

tai vahenemista tapahtui enimmilldan yhden ryhman verran.

8.3 Nielurisojen normaaliflooraa sisaltavat naytteet huoneenlammdssa

Kuviosta 7 kay ilmi nielurisojen normaaliflooraa sisaltavien naytteiden viljelytulokset eri
aikapisteissa, kun naytetta on sailytetty huoneenlammdssa. Kuviossa 8 nakyy eri aika-

pisteiden valilla tapahtuneet erot.
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Kuvio 7. Nielurisojen normaaliflooraa sisaltévien naytteiden viljelytulokset huoneenldmpdtilassa

Vaihteluvali Oh aikapisteessa on ryhmasta 1 ryhmdan 3. Ryhmaan 1 sijoittui nelja nay-

tetta. Ryhmaan 2 sijoittui yksi ndyte ja ryhmaan 3 kaksi naytetta.
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24h aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmasta 2 ryhmaan 4. Ryhmaan 2 sijoittui viisi nay-

tettd. Ryhmaan kolme sijoittui yksi ndyte ja ryhmaan 4 yksi nayte.

48h aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmasta 1 ryhmaan 4. Ryhmaan 2 sijoittui kolme
naytettd. Ryhmaan 1 sijoittui kolme naytetta ja ryhmaan 4 sijoittui yksi nayte.

72h aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmasta 0 ryhmaan 2. Ryhmaan 0 sijoittui kaksi nay-
tettd, ryhmaan 1 kolme naytetta ja ryhmaan 2 sijoittui kaksi naytetta.
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Kuvio 8. Nielurisojen normaaliflooraa sisaltévien ndytteiden sailyvyyden muutos eri aikapisteiden
vélilld huoneenlammossa

Aikapisteiden Oh ja 24h valilla vahenemista tapahtui enimmilldan yhden ryhman verran,
kun taas kasvua tapahtui enimmilldan kahden ryhman verran. Kasvua tapahtui viidessa
naytteessa, vahenemista yhdessa ndytteessa ja bakteerimaara pysyi samana yhdessa

naytteessa.
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24h ja 48h aikapisteiden valilla vahenemista tapahtui enimmillaan kahden ryhman ver-
ran, kasvua ei tapahtunut. Vahenemista tapahtui kolmessa naytteessa ja bakteerimaa-

ra pysyi samana neljassa nadytteessa.

48h ja 72h aikapisteiden valilla vahenemista tapahtui enimmilldan kahden ryhman ver-
ran, kasvua ei tapahtunut. Vahenemista tapahtui viidessa naytteessa, kahdessa nayt-
teessa bakteerimaara pysyi samana.

8.4 Nielurisojen normaaliflooraa sisaltavat naytteet jaakaappilampdtilassa

Kuviosta 9 kay ilmi nielurisojen normaaliflooraa sisdltavien naytteiden viljelytulokset eri
aikapisteissa, kun naytetta on sailytetty jadkaappilampdétilassa. Kuviossa 10 nakyy eri

aikapisteiden valilla tapahtuneet erot.
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Kuvio 9. Nielurisojen normaaliflooraa sisaltdvien naytteiden viljelytulokset jaakaappilampdtilassa

Aikapisteessa Oh vaihteluvali oli ryhmasta 1 ryhmaan 2. Ryhmaan 2 sijoittui nelja nay-

tetta. Ryhmaan 1 sijoittui kolme naytetta.
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24h aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmasta 1 ryhmaan 2. Ryhmaan 2 sijoittui nelja nay-

tetta ja ryhmaan 1 sijoittui kolme naytetta.

48h aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmasta 1 ryhmaan 2. Ryhmaan 2 sijoittui viisi nay-

tetta ja ryhmaan 1 sijoittui 2 naytetta.

72h aikapisteessa vaihteluvali oli ryhmasta 1 ryhmaan 2. Ryhmaan 2 sijoittui nelja nay-

tetta ja ryhmaan 1 sijoittui kolme naytetta.
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Kuvio 10. Nielurisojen normaaliflooraa sisaltavien naytteiden sailyvyyden muutos eri aikapistei-
den vélilld jadkaappildampdtilassa

Oh ja 24h aikapisteiden valilla vahenemista tai kasvua ei ollut tapahtunut yhdessakaan

naytteessa.

24h ja 48h aikapisteiden valilla kasvua tapahtui enimmilldan yhden ryhman verran,
vahenemista ei tapahtunut. Bakteerimaara pysyi samana kuudessa ndytteessd, kasvua

tapahtui yhdessa naytteessa.
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48h ja 72h aikapisteiden valilla vahenemista tapahtui enimmilldan yhden ryhman ver-
ran, kasvua ei tapahtunut. Bakteerimaara pysyi samana kuudessa naytteessa, vahe-
nemista tapahtui yhdessa ndytteessa.

8.5 ATCC- kantojen viljelytulokset

Kuviosta 11 kay ilmi ATCC-kannoista saadut viljelytulokset eri aikapisteissa, kun ndytet-
ta on sailytetty huoneenlampdtilassa. Oh aikapisteessa kaksi ATCC-kantoja sisaltavista
naytteista sijoittui ryhmaan 4 ja yksi sijoittui ryhmaan 3.

24h aikapisteessa kaikki ndytteet sijoittuivat ryhmaan 4. Tilanne ei muuttunut 48h ja

72h aikapisteissd, vaan kaikki naytteet sijoittuivat ryhmaan 4.
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Kuvio 11. ATCC- kantojen viljelytulokset huoneenlammadssa
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Kuviosta 12 kay ilmi ATCC-kantoja sisaltdvien naytteiden viljelytulokset eri aikapisteis-
sa, kun naytteita on sdilytetty jaakaappilampdtilassa. Oh aikapisteessa kaksi ATCC-

kantoja sisaltavista naytteista sijoittuu ryhmaan 4, yksi ndyte sijoittuu ryhmaan 3.

24h aikapisteessa tilanne pysyy samana Oh aikapisteeseen verrattuna. 48h aikapistees-
sa kaikki kolme naytetta sijoittuvat ryhmaan 3, eli vdhenemista tapahtuu kahdella nayt-
teella yhden ryhman verran. 72h aikapisteessa kaikki naytteet sijoittuvat taas samoihin
ryhmiin kuin Oh ja 24h aikapisteissa, eli kaksi naytetta ryhmaan 4 ja yksi nayte ryh-

maan 3.
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347
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Kuvio 12. ATCC-kantojen viljelytulokset jaakaappilampdtilassa

8.6 Yhteenveto tuloksista

Nielurisoista eristetyt A-, C- ja G-ryhman streptokokit rikastuivat huoneenlammdssa
ESwab®- nestekuljetusputkessa. Oh ja 24h aikapisteiden vélilld kasvu oli huomattavaa
ja pesakkeiden maara maljalla saattoi olla jopa nelinkertainen aikaisempaan viljelytu-
lokseen verrattuna. 24h ja 48h valilla rikastumista tapahtui yha huomattavasti. 48h ja
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72h aikapisteiden valilla kasvua ei taulukosta nde, silla kaikki maljat joilla kasvoi yli 100
pesaketta laskettiin ryhmaan 4. Rikastumista on kuitenkin voinut tapahtua viela tassa-

kin vaiheessa.

Jadkaappilampdtilassa nielurisoista eristetyt A-, C- ja G-ryhman streptokokit vahenivat
tai kasvoivat kaikkien aikapisteiden valilld korkeintaan sen verran, ettd pesakemaarat
kirjattiin yhta pienempaan tai yhta suurempaan ryhmaan kuin aikaisemmista viljelyista
saadut tulokset. Vaikka ero oli Oh ja 24h aikapisteiden valilla tilastollisesti merkitseva,
ei eroa pidetty merkitsevana tydssamme kasvun tai vahenemisen ollessa suhteellisen
vahaistd. Suurimmaksi osaksi ndytteet sailyivat jadkaappilampdtilassa hyvin, eika rikas-
tumista tapahtunut.

Nielurisojen normaaliflooraa sisaltdvien naytteiden bakteerimdara kasvoi ensimmaisen
vuorokauden aikana viidessa naytteessa huoneenlammdssd, mutta taman jalkeen kas-
vua ei enaa tapahtunut. 48h aikapisteen viljelytuloksissa vahenemista tapahtui kolmes-
sa naytteessa ja 72h aikapisteessa vahenemistad tapahtui edelleen viidessa naytteessa.
Kahden ndytteen kohdalla 72h viljelytulokset olivat negatiivisia, vaikka bakteeripesak-
keita oli aiemmissa aikapisteissa molemmista naytteista maljoilla kasvanut. Bakteeri-
madran vahenemista tapahtui kaikilla, paitsi yhdelld ndytteelld, jossa tulokset pysyivat

Samana.

Jadkaappildmpdtilassa sdilytetyt nielurisojen normaaliflooraa sisdltavat naytteet sailyi-
vat koko tutkimuksen ajan hyvin, eika rikastumista tapahtunut. Yhden naytteen viljely-
tulokset nousivat ryhmasta 1 ryhmaan 2 48h viljelyssa, muuten naytteista saadut vilje-

lytulokset pysyivat samoissa ryhmissa koko tutkimuksen ajan.

Kahdesta huoneenlammdssa sailytetysta ATCC-kannasta saatiin jo ensimmaisessa vilje-
lyssa niin paljon pesakkeita, ettei niita ollut mahdollista laskea maljoilta. Kolmas ATCC-
kantaa sisaltdva nayte sijoittui ensimmaisessa viljelyssa ryhmaan 3, mutta nousi 24h
viljelyssa jo ryhmaan 4. Kaikki naytteet sadilyivat ryhmassa 4 tutkimuksen loppuun asti,

eika niiden rikastumisesta ndin ollen voida olla varmoja.

Jadkaappilampdtilassa kaksi ATCC-kantaa sisdltavaa naytetta sijoittui jo alkutilanteessa
ryhmaan 4, jossa ne pysyivat myds 24h viljelytuloksissa. 48h viljelyn tuloksissa mo-
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lemmat naytteet sijoittuivat ryhmaan 3, mutta viimeisessa viljelyssa pesakkeita oli taas
niin paljon, ettd naytteet sijoittuivat ryhmaan 4. Kolmas ATCC-kantaa sisdltdva ndyte

pysyi tutkimuksen alusta loppuun ryhmassa 3.

9 Luotettavuus, toistettavuus ja eettisyys

Tutkimusta voidaan sanoa hyvaksi ja laadulliseksi tutkimukseksi mikali tutkimuksen
avulla saadaan luotettavat vastaukset tutkimuskysymyksiin. Muita kriteereitd laaduk-
kaalle kvantitatiiviselle tutkimukselle on validiteetti, eli tutkimuksen on mitattava sit3,
mita oli tarkoitus selvittdd. Tama edellyttaa tarkkoja tavoitteita tutkimukselle, muuten
tutkitaan helposti vaaria asioita. Reliabiliteetti, eli luotettavuus taytyy myds huomioida.
Tama tarkoittaa, etteivat tutkimuksen tulokset saa olla sattumanvaraisia. Tutkimuksen
taytyy antaa toistuvia tuloksia ja tekijan tulee olla tarkka ja kriittinen. (Heikkila 2008:
29-32.)

Obijektiivisuus eli puolueettomuus on myos tarkeda, eli tutkija ei saa antaa omien mie-
lipiteiden vaikuttaa tutkimusprosessiin. Hyva tutkimus on myds tehokas ja taloudelli-
nen, tama kay toteen parhaiten silloin kun tutkimuksen hyéty ja kustannukset ovat
oikeassa suhteessa. Tietosuoja on tarked ottaa huomioon tutkimusta tehdessa ja tulok-
sia raportoidessa. Tietosuojalla tarkoitetaan, ettei kenenkaan yksityisyytta tai ammatil-
lisuutta vaaranneta. Tarkeinta tutkimuksessa on sen hyddyllisyys ja kayttokelpoisuus
niin, ettd tutkimuksen avulla saadaan selville jotakin uutta ja relevanttia. (Heikkila
2008: 29-32.)

Tyon avulla saatiin vastaukset ennalta maariteltyihin tutkimuskysymyksiin. Tyon tavoit-
teet oli maaritelty tarkasti ja tydelamaohjaajan kanssa pidetyissa tapaamisissa varmis-
tettiin, ettd tutkitut asiat olivat oikeita. Tyon luotettavuuteen vaikuttaa naytteiden pieni
maard. Naytemaaran ollessa ndin suppea tydn tuloksia voidaan pitaa ainoastaan suun-
taa antavina, silld on mahdollista, etta tulokset ovat sattumanvaraisia. Suuremman
naytemadran kanssa sattuman mahdollisuus voitaisiin sulkea pois ndytteista saatavien

tulosten ollessa samansuuntaisia.

Tyo tehtiin positiivisina vastatuista potilasnaytteistd, mika oli tarkeaa jotta saatiin tietoa

nimenomaan HUSIn alueen streptokokkikantojen sailyvyydesta. Tydta tehdessamme
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emme missaan vaiheessa ndhneet potilastietoja, vaan positiivisina vastatuista potilas-
naytteista tehtiin meitd varten puhdasviljelmat, joista oli poistettu potilastiedot ja kan-
nat oli numeroitu. Ty6ta tehdessamme olimme tietoisia siis vain kannan jarjestysnume-

rosta, emme siitd, kenesta nayte alun perin on otettu.

Mikrobiologian laboratoriossa kdytdssa olevien elatusaineiden korkea laatu on tarkeda
tulosten luotettavuuden kannalta. Valmistusprosessia on seurattava tavoilla, joilla var-
mistetaan eri vaiheiden toimivuus prosessissa. Lopputuotteiden steriiliys ja toimivuus
on varmistettava. (Metrologian neuvottelukunta 2006: 8.) Elatusainemaljat valmiste-
taan aina samalla tavalla, HUSLABIn elatusaineosaston tydohjeen mukaan, jolloin koos-
tumus on samanlainen jokaisessa maljaerdssa. Tybohjeessa annetaan ohjeet myds
asianmukaiseen sailytykseen. Jokaiselle maljaeralle tehdaan valmistuksen jalkeen puh-
tauskontrolli, jonka avulla todetaan, ettei era ole kontaminoitunut tekovaiheessa ympa-

riston bakteereilla.

Bakteerikannoista tehtiin 0,5 MacFarlandin vahvuiset laimennokset, joiden avulla pyrit-
tiin saamaan maljoille helposti laskettavissa olevia yksittdisia bakteeripesdkkeita. Lai-
mennosten vahvuus mitattiin densitometrilla, seka silmamaaraisesti verraten laimen-
nosta 0,5 MacFarlandin vahvuiseen liuokseen. Densitometrin toimivuus tarkastettiin
ennen laimennosten tekoa kahdella erivahvuisella kontrolliputkella. N&in varmistuttiin

siita, etta laimennokset olivat saman vahvuisia.

Toistettavuutta tarkastelimme opinndytetydssamme rinnakkaisten ndytteiden avulla.
Jokaisesta laimennoksesta siirrostettiin saman verran bakteerisuspensiota kahteen eri
putkeen, joista toista sdilytettiin huoneenlammadssa ja toista jadkaappilampétilassa.
Ennen kuin putket siirrettiin eri lampdtiloihin, molemmista putkista viljeltiin viljelyauto-
maatilla 10ul naytettd maljoille ja viljelyiden tuloksia verrattiin toisiinsa. Hyvien rinnak-
kaisten viljelytulosten perusteella voitiin varmistua pipetoinnin onnistumisesta ja tark-
kuudesta laimennosten teon aikana. Yksi ihminen vastasi pipetoinnista, jolloin varmis-

tuttiin siita, etta pipetointijalki oli samanlainen jokaisen naytteen kohdalla.

Tyon luotettavuutta lisasi se, etta kaikki ndytteet viljeltiin viljelyautomaatilla, joka vilje-
lee jokaisen ndytteen samalla tavalla. Ihmisten viljellessa naytteita eri viljelmat saatta-

vat olla jopa saman ihmisen viljelemina erilaisia. Automaatilla viljellessamme voimme
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olla varmoja viljelyiden tasalaatuisuudesta. Ennen viljelya laite sekoitti jokaisen nayt-
teen, jolloin bakteerimadra jakautui nesteessa tasaisesti ja saatiin homogeeninen seos.
Putkesta viljeltiin maljoille vain pieni maara, joten sekoituksen avulla varmistuttiin siita,

etta viljelty ndytemaara vastasi koko putkessa vallitsevaa tilannetta.

Viljeltyja maljoja inkuboitiin 24 tuntia hiilidioksidi-inkubaattorissa, jonka hiilidioksidipi-
toisuus oli saadetty viiteen prosenttiin ja lampdtila 35 °C. Hiilidioksidipitoisuutta ja lam-
potilaa kontrolloidaan laboratoriossa paivittdin. Jadkaappilampétilassa sdilytetyt nayt-
teet sailytettiin jadkaapissa jonka lampdtila on my6s kontrolloitu. Tydssamme tutkitta-
vat bakteerikannat oli jo tunnistettu ja eristetty potilasnaytteistd, joten muun kuin halu-
tun bakteerin kasvaminen maljalla oli tyéssamme epatodennakdista.

Maljojen luvun teimme aluksi ristiinlukuna, jotta varmistuimme siita, etta lukutapamme
on sama eika kahden eri henkildn suorittamasta maljojen lukemisesta aiheudu virheita
tuloksiin. Pyrimme laimennoksen avulla saamaan maljalle helposti luettavissa olevia

yksittaispesakkeitd, jolloin lukeminen helpottui ja virheiden teon mahdollisuus pieneni.

Viljelyt tehtiin seitsemaa naytettd lukuun ottamatta puhdasviljellyistd streptokokeista,
joten normaaliflooran mukana oleminen ei aiheuttanut virheita tuloksiin. Niiden seitse-
man naytteen viljelytulokset, joissa oli mukana nielurisojen normaaliflooraa, luettiin
ristiinlukuna. Maljojen luku suoritettiin hyvassa valaistuksessa vaaleaa taustaa vasten,
jolloin yksittaisten pesdkkeiden laskeminen oli helppoa ja pesdkkeiden ymparilld nakyva

beetahemolyysi erottui hyvin.

Tydn aikana eettisyys otettiin huomioon muun muassa siten, ettd tyon kaikki vaiheet
suunniteltiin tarkasti ja toteutettiin suunnitelman mukaan. Tyon vaiheista ja etenemi-
sesta tiedotettiin tydelamaohjaajalle saanndllisesti. Tyd pyrittiin suorittamaan mahdolli-
simman avoimesti ja tydyhteison yhteisia saantdja noudattaen. Raportointi suoritettiin

rehellisesti.

Eettisyys otettiin huomioon myds tekijanoikeusasioiden kannalta ja muiden kirjoituksis-
ta lainatut osat tydssa on merkitty selkedsti. Kuvat teimme raporttiamme varten itse,
jolloin niiden suhteen ei tarvinnut tekijanoikeusasioita miettid. Tyossa ei plagioitu mui-
den teksteja. Tyodohjeiden kayttda varten kysyttiin lupa HUSLABIn elatusaineosastolta.
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10 Pohdinta

Tyon tulosten perusteella voidaan sanoa streptokokkien sailyvan ESwab®- nestekulje-
tusputkessa hyvin jadkaappilampétilassa. Huoneenlammossa potilasndytteiden strepto-
kokkimaara vaheni sdilytyksen aikana ja puhtaat streptokokkikannat taas lisadantyivat
huoneenlammossa, joten jadkaappilampdtilaa voidaan suositella nestekuljetusputken
sailytykseen, kun sinne on lisatty potilasnaytetta. Streptokokit sailyivat jaakaappilampo-
tilassa nestekuljetusputkessa hyvin 72 tuntia eikd suuria muutoksia bakteerimadrassa
tapahtunut. Tyolla saatiin vastaukset tutkimuskysymyksiin ja tyon tuloksia voidaan
kayttaa hyodyksi nestekuljetusputkien kayttéonotossa.

Opinndytetyon tarkoituksena oli alun perin selvittda erikseen A-, C- ja G-ryhmien bee-
tahemolyyttisten streptokokkien sailyvyyttd ESwab®- nestekuljetusputkessa. Tyon kay-
tanndn osuuden jalkeen huomattiin ryhmien tulosten olevan yhtenevid, joten ryhmia
paatettiin kasitellda yhtena kokonaisuutena aineiston analysointivaiheessa. Myds ATCC-
kannat oli alun perin tarkoitus kasitella tdman ryhman yhteydessa, mutta niiden tulos-
ten ollessa alusta lahtien korkeita paatettiin ne kasitelld omana ryhmanaan. ATCC-
kannoista saadut tulokset olivat odotettavissa, silla kantojen bakteerimadran tiedettiin
olevan suuri. Lisaksi ATCC-kantojen tiedettiin sailyvan hyvin.

Tyo tehtiin potilasnaytteista eristetyilld streptokokeilla ja pienemmalla ryhmalla kokeil-
tiin, ovatko tulokset samansuuntaisia jos putkessa on mukana myds nielurisojen nor-
maaliflooraa eli putkessa vallitsee oikeaa potilasnaytetta vastaava tilanne. Tulosten
mukaan puhtaat streptokokkikannat sailyvat putkessa eri tavoin kuin ndyte, jossa on
mukana nielurisojen normaaliflooraa. Molempien ryhmien tulokset osoittavat jadkaappi-
lampdtilan olevan suositeltava sailytyslampdtila streptokokkien sdilytysta varten, mutta
huoneenlampdtilassa sailytettyjen putkien viljelytuloksista kdy ilmi ero ryhmien valilla.
Puhtaat streptokokkikannat rikastuvat nestekuljetusputkessa huoneenldammdssa, kun
taas normaaliflooraa sisaltavista putkista saatavat viljelytulokset pienenevat ajan kulu-

€SSa.

Monissa aikaisemmissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu bakteerilajien sailyvyyttd, on
aineistona kaytetty tunnettuja ATCC-kantoja. Oman tutkimuksemme tulosten perus-
teella ATCC-kannat kayttaytyvat eri tavoin kuin potilasnaytteet, joissa on mukana nielu-

risojen normaaliflooraa. Koska useilla tutkimuksilla pyritddan saamaan selville, mika olisi
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potilasndytteiden kasittelyyn tai sdilytykseen paras menetelmd, olisi suotavaa tehda
tutkimukset potilasnaytteilld. Potilasndytteiden kayttd tutkimuksessa vaatii kuitenkin
enemman resursseja ja tulokset saattavat olla ennalta arvaamattomampia kuin tunne-
tuista ATCC-kannoista saatavat tulokset, silla potilasndytteiden bakteeripitoisuuksia ei
tiedetd etukateen. Taman vuoksi tutkimuksissa paadytaan usein kayttdmaan ATCC-
kantoja.

Opinndytetydmme kaytdnndn osuuden aikana huomasimme Eswab®- nestekuljetusput-
ken naytteenottotikun kayton tarkeyden. Suoritimme tydn kaytanndn osuuden ensim-
maisen kerran tammikuussa 2012. Tyon tulokset eivat olleet odotettuja ja aloimme
etsia syyta erikoisille tuloksille. Pian aloimme pohtia, johtuisivatko tulokset siita, ett-
emme olleet tyon aikana katkaisseet tikkua putkeen. Pipetoimme nestekuljetusputkiin
tietyn maaran bakteerisuspensiota emmeka ndin ollen kayttaneet tikkua. Tiesimme
tikun sisaltdvan kasviproteiinia, mutta ndytteenottotikun kayttamisen valttamattomyy-

desta ei ollut mainintaa valmistajalta saamissamme materiaaleissa.

Maahantuojaan yhteyttd otettuamme kavi kuitenkin selvéksi, ettd ESwab®- nestekulje-
tusputken ndytteenottotikun kaytté on valttdmatontd bakteerien sdilymisen kannalta
sen sisaltdman kasviproteiinin vuoksi. Valmistajalta emme saaneet tarkempaa tietoa
kasviproteiinista, silla tikun koostumus on liikesalaisuus. Tehdessamme tydmme kay-
tanndn osuuden toiseen kertaan katkaisimme tikun nestekuljetusputkeen bakteerisus-
pension pipetoinnin yhteydessa. Talla kertaa bakteerit sdilyivat putkessa pidempaan
lisdantymiskykyisind ja koska ty6 tehtiin muuten samoin kuin ensimmaiselld suoritus-
kerralla, voidaan muutoksen tuloksissa olettaa johtuvan naytteenottotikun kayttamises-
td. Samalla huomasimme myds esitestauksen tarkeyden. Jos olisimme suorittaneet
esitestauksen jo ennen ensimmadista kertaa kun teimme kdytannén tyén, olisimme

huomanneet virheen jo siind vaiheessa eika ty6ta olisi tarvinnut toistaa.

Ennen toisen kdaytannoén osuuden suorittamista teimme esitestauksen kahdella eri kan-
nalla, joista toinen oli A-ryhman beetahemolyyttista streptokokkia ja toinen G-ryhman
beetahemolyyttistd streptokokkia. Tulokset olivat hyvat, silla yksittdisia erillisia pesak-
keita syntyi ja ne olivat helposti laskettavissa maljoilta. Kdytannén osuudessa bakteeri-
kannoista tehtiin esitestauksen perusteella 0,5 MacFarlandin vahvuisia laimennoksia.
Joidenkin tulosten perusteella laimennokset olivat kuitenkin lilan vahvoja. Rikastumista
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tapahtui runsaasti eika yksittaispesakkeita voitukaan laskea, nain ollen tulokseksi tuli yli
100 monessa tapauksessa. Niissa tapauksissa missa tulokseksi tuli yli 100 jo varhaises-
sa vaiheessa oli mahdoton seurata yksittdispesakkeiden kasvua tai laskua. Suunta kavi
kylla ilmi ja mahdollinen rikastuminenkin nakyi selvasti maljoilta, yksittaispesdkkeiden

vahenemisesta ei voitu kuitenkaan olla enaa varmoja.

Mietimme tydn suorituksen jalkeen, olisiko laimennosten pitanyt olla laimeampia, jotta
olisimme voineet seurata yksittdisia pesakemaaria vieldkin tarkemmin. Toisissa nayt-
teissd pesakemaarat olivat kuitenkin koko ajan laskettavissa, joissain ndytteissa pesa-
kemaarat jopa laskivat sailytyksen edetessa. Jos laimennokset olisivat olleet laimeam-
pia, on mahdollista, ettei naiden ndytteiden kohdalla olisi maljoilla kasvanut lainkaan
bakteeripesakkeitda. Niukempi bakteerimadra ei mydskaan automaattisesti olisi tarkoit-
tanut, etta pesakkeet olisivat olleet laskettavissa silla rikastuminen olisi saattanut olla

hyvin voimakasta myds laimeampia naytteita tutkittaessa.

Maljojen luvussa paatimme melko nopeasti, etta yksittdispesakkeita maljalta laskettai-
siin sataan pesdkkeeseen asti. Sadan pesakkeen laskeminen maljalta oli vield mahdol-
lista mutta luvun noustessa runsaasti siita oli laskeminen melkein mahdotonta. Tilasto-
ohjelmaan sy6timme tulokset ryhmissa 0-4 jotka maardytyivat pesakemadran mukaan.
Ryhmat olisi myds voinut nimetd eikd numeroida. Nain ollen tuloksissa olisi valtytty
runsaalta numeromaaraltd. Ryhmien numerointi aiheutti hieman sekavuutta tulosten

analysointivaiheessa.

Monen ndytteen rikastuessa runsaasti ja pesakemadrien noustessa reippaasti yli sadan
olisi yksittaispesakkeitd voitu laskea vielakin enemman esimerkiksi 0-150, jolloin run-
saasti rikastuneita naytteitd olisi voitu seurata tarkemmin. Ryhmajako olisi siis voinut
olla vieldkin laajempi yksittdisten pesakemadrien perusteella. Monissa nadytteissa bak-
teeripesakkeitd kasvoi kuitenkin tiheana mattona, jolloin yksittaispesdkkeiden laskemi-

nen olisi joka tapauksessa jaanyt nailta maljoilta laskematta.

Tehdessamme tydmme kdytanndén osuuden ensimmaisen kerran viljelyautomaatti lo-
petti toiminnan ensimmaisen viljelykerran jalkeen. Tasta johtuen viljelimme naytteita
kasin. Vaikka suoritimme viljelyn niin, etta yksi ja sama henkil6 viljeli kaikki maljat,

olivat tulokset hieman arveluttavia. Kaden jalki ei antanut valttamatta niin luotettavaa
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lopputulosta. Nain ollen oli hyva, etta suoritimme kaytannoén osuuden vield toisen ker-
ran jolloin viljelyautomaatti viljeli kaikki maljat jokaisella viljelykerralla. Viljelyautomaa-
tin viljely oli tasalaatuista ja lisasi tydssamme toistettavuutta ja tulosten luotettavuutta.

Tyémme suunnitteluvaiheessa pohdimme, teemmekd kaikille viljelykerroille oman put-
ken, vai teemmeké kaikki viljelyt samasta putkesta. Pelkdsimme kontaminaatiovaaran
olevan suuri, kun kaikki viljelyt tehdaan yhdesta putkesta ja sitd joudutaan ndin ollen
avaamaan ja sulkemaan monta kertaa. Myds bakteerimaaran vaheneminen putkessa
jokaisen viljelykerran aikana huolestutti meitd. Suunnittelimme tekevamme jokaisesta
kannasta yhden laimennoksen, joka sitten jaettaisi neljaan putkeen joista viljelyt teh-
taisiin. Lopulta paadyimme kuitenkin tekemaan kaikki viljelyt yhdesta ja samasta put-
kesta, silla halusimme saada selville nimenomaan, kuinka sailytysaika tai ldmpdtila vai-
kuttaa kyseisen putken bakteerimaaraan. Koska putket sekoitettiin aina ennen viljelya
eli neste oli homogeenista ja viljelty nestemaara oli jokaisella kerralla sama, ei baktee-
rimaaran vahentyminen putkessa haitannut silld ndimme aina viljelyn jalkeen ela-
tusainemaljalla sen, minka verran bakteeria oli nesteessa kymmenessa mikrolitrassa.

Mydskaan kontaminaatiota ei tydn suorituksen aikana havaittu.

Vaikka tydssa tutkittavat bakteerikannat oli eristetty potilasnadytteista ja niista tehtiin
tdman jalkeen puhdasviljelmat yhdesta bakteeripesdkkeesta, emme olleet tydbmme ai-
kana taysin varmoja siitd, ettéd kannat olivat puhtaita. Kahden naytteen kohdalla ela-
tusainemaljalla kasvoi vuorokauden inkuboinnin jalkeen kahden nakdisia pesakkeita ja
luulimme ettd ndytteet ovat kontaminoituneet. Vuorokauden lisdinkuboinnin jalkeen
bakteeripesakkeet nayttivat kuitenkin samanlaisilta ja koagglutinaatiotestin avulla var-
mistettiin niiden olevan samaa streptokokkiryhmda. Tastd huomasimme, etté samaa
kantaa olevat bakteeripesdkkeet saattavat nayttéa maljalla erilaisilta esimerkiksi jos
toisilla pesakkeilld on enemman tilaa kasvaa kuin toisilla. Talldin erityinen tarkkaavai-
suus ja lisatestit ovat tarpeen, jotta voidaan varmistua siita etta tiedetaan tarkasti, mita

bakteeria maljalla kasvaa.

Streptokokkeihin viitattiin toisissa lahteissa anaerobeina, kun taas toisissa lahteissa
niiden kerrottiin olevan fakultatiivisia anaerobeja mika tarkoittaa streptokokkien kasva-
van paremmin anaerobisissa olosuhteissa kuin ollessaan tekemisissa hapen kanssa.

Tallaisissa tilanteissa asioista piti ottaa tarkemmin selvaa ja pohtia, miksi joissain lah-
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teissa kerrottiin virheellista tietoa. Kun monesta lahteesta 16ydettiin sama tieto, oli asi-
aa helpompi pitaa totena. Kun ldhteesta havaittiin jokin virheellinen tieto, saattoi se
koko lahteen hieman epadluotettavaan valoon, emmeka kayttaneet kyseisia lahteita
tydmme lopullisessa raportissa lainkaan. Tasta huomasimme, kuinka tarkedaa on esittaa
asiat oikein ja varmistaa tietojen oikeellisuus joka vaiheessa.

Analysoimme tydmme tulokset tilasto-ohjelmalla. Kun tarkastelimme tuloksia, tulimme
siihen lopputulokseen etta tulokset oltaisi voitu kasitelld jollain muulla tavalla. Tilasto-
ohjelman kayttd ei tuntunut aivan tarkoituksenmukaiselta, silld esimerkiksi tilastollisesti
merkitseva ero ei tybmme kannalta ollut valttdmatta merkitseva. Tydssamme tulokset
jaettiin vain viiteen ryhmaan ja naita ryhmia oltaisi voitu kasitelld helposti myds ilman
tilasto-ohjelmaa. Monet arvot, joita eri testien avulla tuloksista saatiin selville, olivat
hyddyttdémid. Esimerkiksi p-arvo, joka kertoo muuttujien valisen tilastollisen eron, ei
kertonut todellisen tilanteen merkitsevaa eroa mikrobiologian tydssa, jossa merkitseva
ero saattaa olla eri kuin tilastotieteessa. Tulosten kasittelyn jalkeen havaitsimme etta
ainoat tydbmme kannalta merkitsevat asiat, joita saimme tilasto-ohjelmalla selville, oli-

vat kuinka paljon vahenemista tai kasvua on tapahtunut ja missa vaiheessa.

Tydn luotettavuuden kannalta olisi ollut kannattavaa tehda tutkimus suuremmalla nay-
temaaralla, jolloin oltaisi voitu varmistua siita, etteivat tulokset ole sattumanvaraisia.
Tama olisi hyva jatkotutkimusaihe oman tyémme tulosten varmistamiseksi. Voimme
myos suositella, etta tulevissa tutkimuksissa kaytettdisiin suurempia naytemaaria jolloin

tulosten oikeellisuus tulee varmemmaksi.

Mahdollisia jatkotutkimusaiheita nousi tydmme aikana esille monessa vaiheessa. Aikai-
sempia tutkimuksia etsittdessa huomasimme ettd melkein kaikki tutkimukset oli tehty
puhtailla ATCC-kannoilla eika naytteisiin ollut lisatty ihmisen normaaliflooraa. Omien
tulostemme perusteella normaalifloora vaikuttaa streptokokkien sailyvyyteen putkessa
ja jatkotutkimusaiheeksi ehdotamme puhtaiden bakteerikantojen ja potilasnaytteiden
vertailua myds muiden bakteerilajien osalta. My6s streptokokkien jatkotutkimus tahan
aiheeseen liittyen on tarpeellista, silld omassa ty6ssamme tutkimme vain seitseman

naytteen sailyvyytta.
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Eri nestekuljetusputkien eroista ja niiden soveltuvuudesta eri bakteerilajien kuljetuk-
seen voidaan suositella tehtavan tutkimuksia. Nestekuljetusputkia on tullut markkinoille
viime vuosien aikana ja niiden eroja olisi hyva selvittdd. ESwab®- nestekuljetusputken
naytteenottotikussa on esimerkiksi kasviproteiinia, jota muissa kuljetusputkissa (esim.
Sigma-Swab) ei ole. Olisi kiinnostavaa tietdd, kuinka kasviproteiini vaikuttaa bakteerien
lisdantymiseen ja miten se on muissa kuljetusputkissa huomioitu. Kasviproteiinista ei
saatu valmistajalta tietoa ja olisi myds kiinnostavaa saada selville, voiko ndytteenottoti-
kun kasviproteiini allergisoida ihmisia ndytteenoton yhteydessa, jos kasviproteiinia jou-
tuu esimerkiksi silman verkkokalvolle sivelyndytetta otettaessa.

Omassa tydssamme teimme kaikista tutkittavista bakteerikannoista saman vahvuiset
laimennokset, jolloin tydmme tulokset kertovat vain tietyn vahvuisen bakteerikannan
sailyvyydesta nestekuljetusputkessa. Jatkotutkimusaiheena ehdotamme, ettd tutkittai-
siin vaikuttaako bakteerien sdilyvyyteen ndytteessa olevan bakteerin maara. Yhdesta
kannasta voitaisiin siis tehdd monta eri vahvuista laimennosta, joiden sdilyvyytta tutkit-

taisiin.
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Liite 1

1(2)

Taulukko maljojen pesdakemaarista

Kanta RT JK

A-ryhm 0 24 48 72 0 24 48 72

pes. pes. pes. pes. pes. pes. pes. pes.

1 67 38 (>100 >100 90 48 65 76
2 32 (>100 >100 >100 22 25 9 14
3 77 |>100 >100 >100 78 56 56 29
4 50 69 [ >100 >100 54 33 28 28
5 57 [>100 >100 >100 66 33 14 16
6 22 >100 >100 >100 29 26 20 17
7 73 [>100 >100 >100 73 43 31 41
8 55 [>100 >100 >100 55 47 60 51
9 52 [>100 >100 >100 49 26 15 4
10 64 57 [>100 >100 58 42 33 41
11 54 [ >100 >100 >100 66 42 30 52
12 57 [>100 >100 >100 46 60 38 69
13 83 [>100 >100 >100 78 74 72 66
14 89 [>100 >100 >100 88 75 73 71
15 93 [>100 >100 >100 >100 >100 100 | >100
16 70 [>100 >100 >100 78 62 74 54
17 73 [>100 >100 >100 75 69 65 55
18 57 [>100 >100 >100 69 39 45 27
19 39 [>100 >100 >100 50 38 31 28
20 96 [ >100 >100 >100 >100 92 60 92

C-ryhma
1 78 [>100 >100 >100 72 53 40 46
2 |>100 >100 >100 >100 100 100 90 80
3 74 |>100 >100 >100 80 73 81 95
4 46 55 [>100 >100 41 53 50 37
5 92 [>100 >100 >100 69 52 70 44
6 50 [ >100 >100 >100 64 45 51 31
7 56 | >100 >100 >100 58 12 11 13
8|>100 >100 >100 >100 100 98 96 74
9 78 |>100 >100 >100 70 45 43 43
10 98 [ >100 >100 >100 75 72 56 66
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2(2)
G-ryhma
1 45 66 | >100 >100 52 36 32 31
2 28|>100 >100 >100 26 17 14 11
3 52|>100 >100 >100 39 23 17 10
4 17 35|>100 >100 13 9 5 6
5 34 12 (>100 >100 28 29 13 8
6 78 86 |>100 >100 62 67 32 20
7 43 66 | >100 >100 38 32 32 30
8 32|>100 >100 >100 17 43 50 38
9 42 27 |>100 >100 47 23 37 8
10 44 35|>100 >100 47 32 26 24
ATCC
1|>100 >100 >100 >100 >100 >100 80| >100
2 69 |>100 >100 >100 72 86 71 68
3|>100 >100 >100 >100 >100 >100 99 |>100
Pooli
1 69 65 12 0 58 60 56 40
2 28 50 12 0 46 60 53 46
3 4 42 25 2 11 28 34 30
4 63 50 21 2 56 57 54 54
5 56 |>100 >100 52 38 46 46 43
6 21 35 48 20 14 13 23 8
7 5 21 22 2 6 3 8 1
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Taulukko pesdakemaarista lajiteltuna ryhmiin 1-4

JK_24h | JK_48h | JK_72h

HL_Oh | HL_24h | HL_48h | HL_72h | JK_Oh
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