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1 JOHDANTO

Opinnaytetydémme oli kehittdmistyd, jonka tarkoituksena oli tuottaa uusi paivitetty ver-
sio kliinisen mikrobiologian ty6ohjeesta Savonia-ammattikorkeakoulun kayttéon. Kilii-
ninen mikrobiologia on erikoisala, joka on keskittynyt ihmisien infektiotauteja aiheut-
tavien mikrobien tutkimiseen. Kliininen mikrobiologia jaetaan bakteriologian, virologi-
an, parasitologian, mykologian ja immunologian osa-alueisiin. (Heikkila 2005, 9.) Kilii-
nisen mikrobiologian tyéohje on osa bioanalytiikan koulutusohjelman kliinisen mikro-
biologian opintojakson oppimateriaalikokonaisuutta. Tydohje siséltdd paaasiassa
bakteriologiaan eli bakteerien tutkimiseen liittyvia tunnistuskokeita. Ty6ohjeista puut-
tuvat esimerkiksi virologian tutkimukset, koska kyseessé on erikoisosaamista vaativa
osa-alue. Harjoitustunneilla tehtavien tdiden tulee olla sellaisia, etta ne pystytaan
toteuttamaan koulumme laboratorioluokissa kayttssa olevilla resursseilla. Tavoit-
teenamme oli tuottaa oppimateriaali, jonka avulla voidaan kehittda koulumme mikro-
biologian opintojakson harjoitustdiden sisaltda, seka edistdd bioanalyytikko-
opiskelijoiden oppimista kliinisen mikrobiologian opintojaksolla. Tyoohje tulee ole-

maan sahkdisessa muodossa ja jokainen opiskelija saa tulostaa tai kopioida sen itse.

Ohjeet lopulliseen tydohjekokonaisuuteen valitsimme teoriatietouden ja kyselylomak-
keella tekemamme kartoituksen perusteella. Kartoitimme kyselylomakkeella silla het-
kelld kaytdssa olleita bakteriologian perustutkimuksia, jonka perusteella teimme paa-
tokset tydohjeeseen tulevista ohjeista. Kyselylomake lahettiin kolmeen yliopistollisen
keskussairaalan mikrobiologian laboratorioon (Kuopio, Oulu, Tampere). Kyselyloma-
ke paadyttiin lahettamaan yliopistollisten keskussairaaloiden laboratorioihin, koska
nama toimivat usein referenssilaboratorioina alueidensa muille Kliinisille laboratorioille

ja maaraavat nain ollen hyvin pitkalti ndissa kaytetyt menetelmat.

Tahan raporttiin kokosimme tydmme teoreettisen taustan kliinisestéa bakteriologiasta,
tydohjeiden laatimisesta, erilaisista oppimistyyleista seka kehittdmistyosta. Lisaksi
esitimme tydmme toteutuksen seka arvion siitd kuinka mielestamme onnistuimme

tasséa tyossa.



2 KLIININEN BAKTERIOLOGIA

Kliininen mikrobiologia on ihmisten infektiotauteihin liittyva tieteenala, joka on keskit-
tynyt taudin aiheuttajaorganismeihin, elimiston puolustusmekanismeihin, infektiotau-
tien syntymisen, sekd naiden diagnostiikan, hoidon ja ehkdisymenetelmien tutkimi-
seen (Heikkilda 2005, 9). Mikrobiologian osa-alueisiin kuuluvat bakteriologia, virologia,
mykologia, parasitologia ja immunologia. Bakteriologiassa tutkimuskohteena ovat
bakteerit, virologiassa virukset, parasitologiassa parasiitit (loiset), mykologiassa sie-
net ja immunologiassa immuunijarjestelman toiminta. (Katila & Laatikainen 2003,
338; Heikkila 2005, 9.)

Kliinisen mikrobiologian laboratoriotutkimuksia hyddynnetaan infektio- ja immuunisai-
rauksien diagnosoimisessa ja hoidossa. Mikrobiologian tutkimukset perustuvat mik-
robin, mikrobin rakenneosien tai mikrobin aineenvaihdunnassa syntyvien tuotteiden
tunnistamiseen. (Katila & Laatikainen 2003, 338.) Valtaosa mikrobiologisista tutki-
muksista tehdaan Kkliinisen mikrobiologian erikoislaakarin tai tutkinnon suorittaneen
sairaalamikrobiologin vastuussa olevissa erikoislaboratorioissa. Suurin osa mikrobio-
logian tutkimuksista on luvanvaraisia eli laboratoriolla tulee olla toimilupa niiden te-
kemiseen. (Katila 2003a, 339.)

Kliininen bakteriologia tutkii nimensa mukaisesti bakteereja. Bakteerit ovat yksisolui-
sia organismeja, jotka voidaan jaotella muodon, rakenteen, gram-varjaytyvyyden ja
fysiologisten ominaisuuksien perusteella. (Heikkilda & Meurman 2005, 31-32.) Baktee-
reita 16ytyy ihmisestd normaalifloorana, opportunisteja infektioita aiheuttavina tai pa-
togeenisina eli tautia aiheuttavina bakteereina (Rowland 1995, 5). Bakteereita 16ytyy
esimerkiksi iholta ja limakalvoilta, naita bakteereita kutsutaan normaaliflooraksi. Nor-
maalifloora ei aiheuta infektiota terveellda ihmisella, mutta elimiston puolustusmeka-
nismien pettdessa voi normaaliflooran bakteereistakin aiheutua infektio. (Granato
2003, 44.)

Kliinisesti tarkeat bakteerit on jaoteltu karkeasti gram-positiivisiin ja gram-negatiivisiin
bakteereihin. (Heikkila & Meurman 2005, 31-32.) Toinen yleinen jaottelutapa on jako
kokki- ja sauvabakteereihin. Pallomaiset kokkibakteerit voivat esiintya yksittaisina,
parettain (diplokokki), ketjuina (streptokokki) tai rykelmind (staphylokki). Sauvabak-

teerit voivat esiintya yksittain, ketjuissa tai rinnakkain. (Rowland 1995,11)
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Bakteerit ovat kehittyneet selvidmaan erilaisissa ravinne- ja ymparistéolosuhteissa.
Ravinteellisesti kaikki bakteerit vaativat kasvaakseen vahintaan hiilta, typpea ja ener-
giaa solujen rakenteisiin ja solutoimintojen yllapitamiseen, mutta osa bakteereista on
vaativampia ja tarvitsevat kasvaakseen esimerkiksi vitamiineja. Bakteerien kasvami-
nen on riippuvaista myoés lampotilasta, pH:sta ja kaasuolosuhteista. Suurin osa pato-
geenisista bakteereista kasvaa parhaiten neutraalissa pH:ssa. Eri bakteereilla on eri
[Ampdotilat, missd ne lisaantyvat parhaiten. (Rowland 1995, 4-5, 14-15.) Kliinisesti
merkittévat bakteerit kasvavat parhaiten kehonldmpdtilaa vastaavassa lampoétilassa
eli 35- 37 °C:ssa (Heikkild & Meurman 2005, 35). Bakteerien kasvaminen on myds
riippuvaista niiden hapensietokyvysta. Aerobibakteerit tarvitsevat kasvamiseen hap-
pea, kun taas anaerobibakteerit eivat siedad happea ollenkaan. Fakultatiivisesti anae-
robibakteerit voivat kasvaa sekd hapellisissa ettéd hapettomissa olosuhteissa. (Row-
land 1995, 15.)

Bakteeriviliely on tarkein bakteriologinen tunnistusmenetelma. Iliman viljelya ei ole
mahdollista suorittaa bakteerin tunnistamiskokeita. (Heikkila & Meurman 2005, 95.)
Bakteerindytteet viljellaén yleensé elatusainemaljoille, mutta naytteitd on mahdollista
kasvattaa myos elatusaineita sisaltavissa liemissa tai vinopinnoilla koeputkissa. (So-
jakka & Valiméaki 2011, 18.) Koska maljalla lisdéntyneet bakteerit eivat paase liikku-
maan Kiintedlla elatusainemaljalla, muodostavat ne bakteeripesdkkeitd. Bakteeri-
pesékkeiden ulkondkd riippuu siitd, minka bakteerin muodostama se on. (Heikkila &
Meurman 2005, 95.) Bakteerivilielymaljaa tarkasteltaessa kiinnitetdan huomiota bak-
teeripesakkeen kokoon, muotoon ja pesakettd ymparoivaan alueeseen. Elatusai-
neessa tapahtuneista muutoksista voidaan paatella bakteerin aineenvaihduntaan ja
saada nain vinkkeja mista bakteerista on kyse. Maljan tarkastelussa voidaan hyddyn-
tdd myo6s hajuaistia, nimittdin osalla bakteereista on my®ds ominainen haju, kuten
esimerkiksi Pseudomonas tuoksuu kukkaiselle. (Sojakka & Valimaki 2011, 132, 134.)

Mikroskooppinen tarkastelu on yksi kliinisen bakteriologian perustutkimus. Mikrosko-
pointi on nopea tehda ja kustannuksiltaan edullinen. Mikroskopointi voi tapahtua niin
sanottuna natiivitarkasteluna ilman mita&n variaineita tai sitten erilaisten varjayksien
jalkeen. Gram-varjays on kaytetyin varjaysmenetelmé Kkliinisessa mikrobiologiassa.
Gram-varjayksesta on eniten hyotya tutkittaessa naytteitd, joissa ei ole normaalisti
bakteereja kuten esimerkiksi selkaydinnesteessa. Naissa naytteissa kaikkien baktee-
rin [6ytaminen on aina merkityksellinen 16ydos, eikd mikroskopoitaessa joudu mietti-
maan voisiko bakteeri olla elimiston normaaliflooraan kuuluva bakteeri. (Heikkild &
Meurman 2005, 94.) Mikroskopoinnissa tarkastellaan bakteerin muotoa, jarjestayty-

mista ja sekd maarad yhdessa nakokentédssa. Mikroskooppinen tarkastelu vaatii har-
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jaantumista, koska naytteessa voi esiintya mikrobeja muistuttavia varjaantyneita arte-
faktoja. Artefaktoilla tarkoitetaan mikroskopointia hairitsevia tekijoita. (Katila 2003b,
346-348, 351.)

Bakteerien tunnistaminen ja nimeaminen perustuu pesdkemorfologian ja mikro-
skooppisen tarkastelun lisaksi erilaisten biokemiallisten testien tuloksiin. Biokemialli-
set testit perustuvat bakteerin biokemiallisiin toimintoihin esimerkiksi kykyyn tuottaa
jotain entsyymia. (Katila 2003b, 354; Thomson & Miller 2003, 288.) Biokemiallisia
testejd ovat esimerkiksi katalaasi- ja koagulaasikoe (Katila 2003b, 354). Katalaasiko-
keella voidaan esimerkiksi selvittdd pystyykd bakteeri hajottamaan katalaasi-
entsyymin avulla vetyperoksidia vedeksi ja hapeksi. Katalaasikokeella voidaan erotel-
la muun muassa Staphylokokit ja Streptokokit toisistaan. (Sojakka & Valimaki
2011,168-169)

Bakteriologisiin tunnistusmenetelmiin kuuluu myds bakteerien ladkeaineherkkyys-
maaritykset. Ladkeaineherkkyyden perusteella paatetaan milla laékkeelld bakteerin
aiheuttama infektio tulisi hoitaa. Ladkeaineherkkyys tutkitaan rutiinidiagnostiikassa
kiekkomenetelmalld, jossa herkkyysmaaritysmaljalle lisatdan bakteerisuspensiota ja
kyseiselle bakteerille sopivat ladkeainekiekot. Maljaa kasvatetaan yon yli, jonka jal-
keen mitataan estorenkaiden halkaisija. Kun estorenkaan halkaisija on liian vahainen,
puhutaan resistentista bakteerista eli kyseinen ladkeaine ei tehoa bakteeriin. (Katila
2003b, 357.)
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3  BIOANALYYTIKKO KLIINISEN MIKROBIOLOGIAN LABORATORIOSSA

Bioanalyytikon ammattitaito rakentuu teoriatiedon hallinnasta ja sen soveltamisesta
kaytantoon. Teoriatieto pohjautuu Kliiniseen laboratoriotieteeseen ja muihin sita tuke-
viin tieteenaloihin. Bioanalyytikon ammattipatevyyteen kuuluu laboratoriotutkimuspro-
sessin hallinta seka ty6turvallisuuden ja laboratoriotydn eettisten ohjeiden noudatta-
minen. (Opetusministerié 2006, 22.)

Bioanalyytikot tyoskentelevat monenlaisissa kliinisissa laboratorioissa ja yksi naista
on kliinisen mikrobiologian laboratorio. Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa ty6s-
kennellddn yleensa yhdessa monen ammattikunnanedustajan kanssa. Yhdessa bio-
analyytikkojen kanssa voi tydskennellda muuan muassa sairaalamikrobiologeja ja mik-
robiologian erikoislaakareita. Bioanalyytikon roolina on toimia osana tatd moniamma-

tillista tiimi&. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2012.)

Laboratoriotutkimusprosessi sisaltdd naytteen tutkimusprosessin tutkimuspyynnésta
aina luotettavaan tutkimustulokseen asti. Laboratoriotutkimusprosessin preanalyytti-
sen, analyyttisen ja postanalyyttisen vaiheen osaaminen ovat bioanalyytikon ydin-
osaamista laboratoriotutkimusprosesseissa. Preanalyyttisessa vaiheessa bioanalyyti-
kon rooliin kuuluu toimia asiantuntijana naytteenottoon liittyvissa asioissa. Analyytti-
sessa vaiheessa bioanalyytikon tehtdvana on suorittaa laboratoriotutkimus esimer-
kiksi analysoimalla nayte ottaen huomioon laatu ja luotettavuus. Postanalyyttisessa
vaiheessa bioanalyytikon tulee osata arvioida saadun tuloksen luotettavuutta. (Ope-
tusministerio 2006, 22—-24.)

Tyb6skentely mikrobiologian laboratoriossa on edelleen enimméakseen kasityota, vaik-
ka automaatio on lisaantynyt, esimerkiksi virologia on nykyaan hyvin pitkalti automa-
tisoitunutta (Katila 2003b, 341). Bioanalyytikon tyotehtavat mikrobiologian laboratori-
ossa vaihtelevat hyvin pitkalti tyopisteen ja laboratorion koon mukaan. Bakteriologial-
la ty6tehtaviin kuuluu tulkita ja vastata potilasnaytteista tehtyja virtsa-, uloste- ja nie-
luvilielyitd. Immunologialla puolestaan tehtaviin kuuluvat infektioserologiset ja au-
toimmunologiset tutkimukset, immunofluoresenssia ja ELISA-testeja hybdyntaen.
Virologialla tehdaan virusviljelyitd, tutkitaan viruksia ja niiden vasta-aineita PCR-

menetelmillda. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2012.)

Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman opetussuunnitelman

mukaan kliinisen mikrobiologian osaamistavoitteisiin kuuluu tuntea kliinisen mikrobio-
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logian kasitteistd seka tutkimusten ja menetelmien periaatteet. Opiskelijan tulee halli-
ta kliinisen mikrobiologian perustutkimukset ja niiden suorittaminen kaytannodssa teo-
riatietoa hyddyntaen. Lisaksi opiskelijoiden tulee tydskentelysséén noudattaa laadun-
hallinnanperiaatteita seké tyd- ja potilasturvallisuutta. Harjoitustuntien keskeisi& asioi-
ta ovat lahinn& bakteerien tutkimiseen ja tunnistamiseen liittyvéat yleisimméat menetel-
mat: gram-varjays, bakteeriviljely, tunnistuskokeet, l1a&keaineherkkyydet ja pikadiag-
nostiikka. Opetussuunnitelman perusteella mikrobiologian opintojaksolla keskitytd&an
sellaisiin perustutkimuksiin, joita toteutetaan yleisimmin kliinisen mikrobiologian labo-
ratorioissa. Immunologian, mykologian ja virologian tutkimukset on jatetty pois harjoi-
tustbiden osaamisvaatimuksista, koska ne vaativat erikoisosaamista, eika koulullam-
me ole kyseisten tutkimusten vaatimia laitteita ja valineitd. Kliinisen mikrobiologian
opintojakson tavoite on saavuttaa perusosaamistaso, jota syvennetddn mydhemmin
keskussairaala-harjoittelujaksoilla ja tybelamassa. (Savonia-ammattikorkeakoulu
2011.)
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4  HYVA OPPIMATERIAALI

Oppimateriaali on yleensa osa laajempaa kokonaisuutta, jonka tehtavana on edistda
oppimista seka toimia oppimisen apuvélineend. Hyva oppimateriaali herattda opiske-
lijoiden kiinnostuksen ja motivoi heita tarkastelemaan osaamistaan. Oppimateriaalia
laadittaessa on tarkedd huomioida kenelle materiaalia ollaan tekeméssa ja millaiselle
materiaalille on tarvetta. (Oppimateriaalin kehittdminen 2012.) Jokainen ihminen oppii
omalla tavallaan, joten erilaiset oppimistyylit tulee huomioida oppimateriaalia laaditta-
essa. Oppimistyylit ovat yksiléllinen tapa vastaanottaa tietoa. Oppimistyyliin vaikutta-
vat henkilon luonteenpiirteet, ik& seka oppimismotivaatio. (Kauppila 2003, 59.) Henki-
I6n tiedostaessa oman oppimistyylinsd heikkoudet ja vahvuudet, kykenee han huo-
mioimaan ne opiskeluissaan ja sitd kautta myds vahvistamaan oppimistaan. (Otala
1999, 43.)

Oppimistyylit voidaan jaotella eri tavoin, usein kaytetdan joko aisteihin perustuvaa
luokittelua tai luokittelua neljaéan oppimistyyliyhméén (Kokkinen, Rantanen-Vantsi &
Tuomola 2008, 20, 23). Aisteihin perustuvat oppimistyylit ovat: visuaalinen, auditiivi-
nen ja kinesteettinen/taktiilinen. (Koivusalo & Salenius 2012, 8.) Oppimistyyliryhmat
ovat: aktiivinen osallistuja, harkitseva tarkkailija, looginen ajattelija ja kaytannon to-
teuttaja (Otala 1999, 37.). Aisteista kuulo on auditiivisesti ja nakd visuaalisesti oppivi-
en vahvuus. Auditiivisessa oppimistyylissd opitaan parhaiten kuuntelemalla, siksi
luentomainen opetus sopii heille parhaiten. Koska auditiiviset oppijat keskittyvat
kuuntelemaan ja kyselemaan, jaa muistiinpanojen tekeminen taka-alalle toisin kuin
esimerkiksi visuaalisilla oppijoilla. Visuaaliset oppijat oppivat parhaiten nékoaistin
avulla, joten he tekevat muistiinpanoja ja piirroksia oppimisen helpottamiseksi. Visu-
aaliset oppijat muodostavat ensin opittavista asioista kokonaismielikuvan, jonka jal-
keen he ymmartavat paremmin yksityiskohtia. (Koivusalo & Salenius 2012, 9-10;
Laine, Salervo, Sivén & Valimaki 2012, 42—-44.) Kinesteettiset ja taktiiliset oppijat op-
pivat parhaiten toiminnan kautta eli heidan taytyy paasta tekemaan itse. Nama kaksi
oppimistyylia ovat lahes samanlaisia, taktiiliset oppijat hyédyntavat oppimisessaan
enemman kasidan kun taas kinesteettiset oppijat hyddyntavat koko vartaloaan. Ki-
nesteettiset ja taktiiliset oppijat tarvitsevat oman aikansa kasitellakseen tietoa seka
heidan on paastava kokeilemaan teoriatietoutta kaytantoéon. Nama molemmat oppi-
mistyylid hydtyvat muistiinpanojen tekemisesta ja piirtdmisesta luennoilla visuaalisten

oppijoiden tavoin. (Koivusalo & Salenius 2012, 10-11.)
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Aktiiviset osallistujat oppivat parhaiten havainnoimalla ymparistdaan kuuntelemalla ja
katselemalla. He osallistuvat opetukseen aktiivisesti, tekemalla kysymyksia ja muis-
tinpanoja. (Otala 1999, 38—39.) Harkitsevat tarkkailijat ovat lahes aktiivisten osallistu-
jien vastakohta. Harkitsevat tarkkailijat tykk&avat vetaytya taka-alalle ja pohtia oppi-
maansa eri nadkokulmista tarkastellen. Heidéan oppimisensa on parasta silloin kun
saavat paneutua yhteen asiaan kerrallaan. (Kauppila 2003, 63—64; Kokkinen ym.
2008, 24-25.) Loogiset ajattelijat tykkaavat yhdistella asioita padssaan loogisiksi teo-
rioiksi. Loogisille ajattelijoille sopii parhaiten koulumuotoinen opetus, jossa teoria on
helposti kytkettévissa osaamiseen. (Otala 1999, 41.) Opiskeluissaan loogisille ajatteli-
joille ei ole apua kaytannollisyydestad vaan he nauttivat ajattelua ja loogisuutta vaati-
vista tehtavista (Kauppila 2003, 61-62). Kaytannon toteuttajat puolestaan haluavat
soveltaa oppimaansa kaytantéon. Oppiminen on tehokkainta, kun he péasevat teke-
maan asioita kaytanndssa. (Otala 1999, 39—40; Kokkinen ym. 2008, 25.) Kaytdnnén
toteuttajille opetuksen tulee olla kaytantdon soveltavaa sekd hyvin ohjeistettua. Kay-
tannon toteuttajat osaavat hyddyntdd oppimisessaan kaikkia aisteja, jonka vuoksi he

pystyvat palauttamaan asiat helposti mieleen. (Kauppila 2003, 62—63.)

Oppimateriaalia voidaan tuottaa monin eri tavoin, eikd yhtd hyvaksi todettua tapaa
ole. Kaikissa materiaaleissa on syyta kiinnittda huomiota materiaalin ymmarrettavyy-
teen ja havainnollisuuteen. Jo suunnitteluvaiheessa on pohdittava monia asioita, ku-
ten esimerkiksi mik&a on kurssin tavoite ja sisalto tai millainen on kurssilaisten ennak-
kotietamys. (Oppimateriaalin kehittdminen 2012.) Kurssin tavoitteet on esitettava sel-
kedsti jo oppimateriaalin alussa seka kertoa mita oppijalta vaaditaan (Packard & Ra-
ce 2003, 37). Ohjeita kirjoittaessa on kiinnitettava huomiota niiden esittdmistapaan,
jotta sisalléltadn hyva ohje ei jaisi ymmartamatta. Ohjeissa oleva tieto tulee esittaa
mahdollisimman yksiselitteisesti, jotta lukija I6ytaa siitd etsimansa ja ymmartaa sita.
(Hyvarinen 2005, 1769.) Ohjeen perimmaisené tavoitteena on saada lukija toimimaan
sen mukaisesti. Ohjeilla on omat vakiintuneet sisaltbnsa. (Repo & Nuutinen 2003,
138.) Ohjeiden tulisi olla sisalldltddn kattavia, helposti ymmarrettavia sekda omaan
toimintaan kannustavia (Hyvarinen 2005, 1769). Repo ja Nuutinen (2003) ovat koon-
neet yleisia vinkkeja hyvan ohjeen rakentamiseksi. Heidan mukaansa ohjeen tulee
olla rakenteeltaan sellainen, ettd se herattaa lukijan mielenkiinnon ja kertoo kaiken
olennaisen sen tarkeydesta ja tarkoituksesta. Lukijan mielenkiinto ohjetta kohtaan
saadaan herddmaan havainnollistamalla tekstia esimerkiksi kuvin ja kielen eri kei-
noin. (Repo & Nuutinen 2003 138-139.)

Eri tekstilajeilta odotetaan eri asioita, mutta kaikki tekstit on tarkoitettu luettaviksi ja

ymmarrettaviksi. Tekstien luettavuudella tarkoitetaan paaasiassa tekstin selvyyttd ja
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kiinnostavuutta, mutta myo6s tekstin ulkoasuun liittyvat seikat vaikuttavat luettavuu-
teen. Luettavuuden perustana pidetddn tekstin johdonmukaisuutta, joka nakyy muun
muassa tekstin otsikoinnissa ja jasentelyssé. Otsikoiden tarkoituksena on herattaa
lukijan kiinnostus ja kertoa tekstin olennainen sisaltd. Otsikointiin on syyta kiinnittaéa
huomiota, koska niilla aktivoidaan lukijan muistia, tietovarastoa seka edistetaan tul-
kintaa ja ymmarrysta tekstista. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2007, 273, 275, 299.)
Tekstien ymmarrettavyytta voidaan lisata yksinkertaisilla virkerakenteilla ja tasmallisil-
l& sanavalinnoilla. Asianmukainen tekstin jasentely parantaa lisaksi tekstin ymmarret-
tavyytta. Hyva teksti on yhtendinen asiasisalloltdan, rakenteeltaan ja kieliasultaan.
(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2007, 274.) Tekstin havainnollisuutta ja ymmarretta-
vyytta voidaan parantaa kuvioilla ja taulukoilla. Kuvioita ovat kaikki muut tekstin ha-
vainnollistamiskeinot paitsi taulukot. Kuvioiden avulla vertaillaan ja kuvaillaan asioita,
taulukoilla puolestaan annettaan luku- ja numerotietoutta. Kuviot ja taulukot lisdévat
tekstistd saatavaa tietoutta ja antavat sen sisallosta nopeasti tietoa. Lisdksi ne sel-
keyttavat tekstia oikein kaytettyina. (Niemi, Nietosvuori & Virikko 2006, 227.) Kuvioi-
den ja taulukoiden on palveltava kokonaisuutta, joten ne on sijoitettava tekstin yhtey-

teen selkeilla kuvateksteilla ja tekstiviittauksilla. (Repo & Nuutinen 2003, 90-92.)
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5 KEHITTAMISTYON VAIHEET

Kehittamistdiden tarkoituksena on luoda uutta tai parantaa kaytdossa olevia menetel-
mi& entistd paremmiksi. Kehittdmisen apuna voidaan kayttda tutkimusta, joka luo
paremmat mahdollisuudet tyon onnistumiselle. Kehittamistdiden laajuus ja sisaltd
vaihtelevat. Sen ominaispiirteina voidaan pitaa suunnitelmallisuutta, tavoitteellisuutta,
jarjestelmallisyytta, toiminnan kriittistd arvioimista seka olemassa olevan tiedon hyo-
dyntamista. Kehittamistyo lisda tekijoidenséd motivaatiota tyéta kohtaan, tarjoaa uusia
haasteita sek& mahdollistaa uusien ideoiden syntymisen. (Heikkild, Jokinen & Nur-
mela 2008, 21, 56-57.)

Kehittamistyd muodostuu monista eri tyovaiheista (kuvio 1.). Jokaisella vaiheella on
oma tyypillinen tehtdva. Vaiheet ovat erilisida, mutta muodostavat yhdessa toimintako-
konaisuuden tavoitellun lopputuloksen saavuttamiseksi. Kehittamistyo jaetaan yleen-
sé seuraaviin vaiheisiin: ideointi-, suunnittelu-, kynnistys-, toteutus-, paattamis-, ar-

viointi- ja kayttdonottovaiheisiin. (Heikkila ym. 2008, 57-58.)

1 )Ideointi ja esisuunnittelu
2 Suunnittelu

3 Kaynnistys

4 Toteutus

) Paattdminen

6 Arviointi

7 Kayttbonotto ja seuranta

Tavoiteltu tulos

Kuvio 1. Kehittdmishankkeen vaiheet Heikkildd ym. (2008) mukaillen.

5.1 Tydn suunnittelu

Aloitimme tydmme suunnittelun tammikuussa 2011 saatuamme opinnaytetyon lopul-
lisen aiheen koulultamme eli Savonia-ammattikorkeakoululta. Koulullamme oli todettu

tarve kliinisen mikrobiologian tydohjeiden kehittamiselle. Tydllemme asetetuista odo-
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tuksista ja toiveista keskustelimme opintojaksosta vastaavan lehtorin kanssa. Kes-
kustelussa ilmeni, ettd meidan taytyy varmistaa kaytdssa olevien harjoitustdiden ajan-
tasaisuus seka tehda tyoohjeista selkeammaét ja havainnollisemmat. Savonia-
ammattikorkeakoululla oli kdytdssa useamman henkildn toimesta paivitetyt tydohjeet.
Naiden tydohjeiden pohjalta lahdimme ideoimaan tyémme toteutusta ja sitd, mita
tydohjeita parantavia muutoksia voisimme niihin tehd&. Muutoksia suunniteltaessa
huomasimme uuden tydohjeen tarvitsevan yhtendisen ulkoasun ja esimerkiksi kuvia

selkeyttamaan tydohjetta.

Kliinisen mikrobiologian menetelmat kehittyvat koko ajan ja laboratorioissa automaa-
tio on lisdaantynyt huomattavasti (Ks. Katila 2003b, 341). Vanhojen tydohjeiden ajan-
tasaisuutta ei ollut varmennettu lahiaikoina, joten halusimme, ettd tuotokseemme
tulevat ty6ohjeet olisivat ajantasaisia. Jotta saimme varmuuden senhetkisista mene-
telmista, paatimme tehda pienimuotoisen kartoituksen kaikkiin Suomen yliopistollisten
keskussairaaloiden kliinisen mikrobiologian laboratorioihin (Helsinki, Oulu, Tampere,
Kuopio, Turku). Kartoituksessa selvitimme laboratorioiden perusmenetelmia paaasi-
assa bakteriologian osalta. Kartoituksessa kaytimme itse suunnittelemaamme kyse-
lomaketta (Liite 1).

Kyselylomakkeen kysymykset suunnittelimme vanhan tyéohjeen pohjalta. Kyselylo-
makkeessa kysyimme muun muassa: "Kaytattekd seuraavia gram-positiivisten kokki-
en tunnistuskokeita laboratoriossanne?”, "Onko laboratoriossanne kaytdssa mikrobio-
logisia pikatesteja?” Vastausvaihtoehdot kyselylomakkeessa olivat kylla tai ei. Lisaksi
kyselylomakkeessa oli avoimia kysymyksid muista menetelmista, joihin vastaajat sai-
vat halutessaan vastata. Avoimella kysymyksella selvitimme muun muassa muita
kaytdssa olevia gram-positiivisten kokkien tunnistuskokeita seka pyysimme toivei-

ta/ehdotuksia mita tutkimuksia koulumme olisi syyta ottaa opetussuunnitelmaansa.

5.2 Tydn toteutus

Tyon toteutuksen valmistelun aloitimme helmi-maaliskuun vaihteessa kyselylomak-
keen suunnittelemisella. Tutkimusluvan kyselylomaketta varten haimme kesan 2012
aikana. Elokuun alkuun mennessa saimme myoénteisen vastauksen kolmesta labora-
toriosta (Kuopio, Tampere & Oulu). Kyselylomakkeet lahetimme naihin laboratorioi-
hin elokuun alussa ja vastausaikaa heille annettiin kaksi viikkoa. Alkuperaisesta
suunnitelmasta poiketen Helsinki jouduttiin jattAmaan kartoituksen ulkopuolelle, kos-

ka emme saaneet myonteista tutkimuslupapaatdsta. Helsinki kuitenkin tarjosi vierai-
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lumahdollisuutta heidan laboratorioonsa, jota emme kuitenkaan pystyneet hytdynta-
maan. Turku puolestaan jatettiin kartoituksen ulkopuolelle aikatauluongelmien takia,
koska olisimme saaneet tutkimuslupapaatoksen vasta elokuun loppupuolella. Turun
vastauksella ei ollut valttaméaton tydomme lopputuloksen kannalta, koska kysely oli
vain pienimuotoinen kartoitus. Koimme, etta pystyimme tekemaéan paatoksia jo kol-

men vastauksen perusteella, koska heidan vastauksensa olivat hyvin samankaltaisia.

Kyselylomakkeet takaisin saatuamme tydmme teko jatkui vastauksien tarkastelulla.
Vastauksista ilmeni, ettd koulussamme kaytdssa olevat bakteerien tunnistuskokeet
ovat edelleen monin paikoin kaytdssa. Vastaajat olivat vastanneet kysymyksiimme
oikealla tavalla, mutta termokoe oli tuottanut pdanvaivaa vastaajille, silla termokoe
kohta oli jatetty kahdessa kyselylomakkeessa vastaamatta. Kysyimme Kuopion tilan-
netta jalkikateen sahkopostitse, silla koulumme tekee laheista yhteisty6td heidan
kanssaan. Kuopion vastauksen perusteella paatimme, ettd termokoe poistettaan tyo-
ohjeesta. Kyselylomakkeen lisaksi kaytimme uutta tydohjetta ja raporttia tehdessam-
me tiedonlahteinamme uusinta kirjallisuutta ja muita aiheeseen liittyvia tiedonlahteita.
Tietol&hteiden hankinta oli ajoittain vaikeaa, silla esimerkiksi uusinta kirjallisuutta ei
ole ollut saatavilla. Uusin kirjallisuus ei ole taysin valttamatonta, silla mikrobiologian ja
bakteriologian teoreettinen tieto ei ole muuttunut lahivuosikymmenina. Hyddynsimme

myo6s englanninkielistd materiaalia tyétamme tehdessa.

Tybohjetta varten otimme sitd havainnollistavia valokuvia seka teimme siihen pari
selventavaa piirrosta syksyn 2012 aikana. Kuvat otettiin koulumme mikrobiologian
laboratorioluokassa. Suunnittelimme kuvauskohteet ja otokset etukateen seké otim-
me ne itse omalla kameralla. Kuvauksiin tarvittavat materiaalit ja tilat saimme Savo-
nia-ammattikorkeakoululta. Esiinnyimme itse kuvissa, mutta veriviljelykuvissa saimme
apua luokkatoveriltamme. Tydohjeessa olevat piirrokset teimme Paint-ohjelman avul-
la. Tybohjeessa olevien valokuvien ja piirrosten tekijanoikeudet kuuluvat tydn tekijdille

ja niiden kayttdoikeudet on luovutettu Savonia-ammattikorkeakoululle.
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6 TUOTOS

6.1 Tyoohjeen laatiminen

Oppimateriaalin kohderyhma on tarkedd huomioida materiaalia laadittaessa. Tama
helpottaa myds materiaalin suunnittelua ja tekemistd. (Ks. Oppimateriaalin kehittdmi-
nen 2012) Tydmme kohderyhméana olivat Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytii-
kan opiskelijat sekd opettajat. Kun teimme ohjetta, otimme kohderyhmamme huomi-
oon mahdollisimman hyvin, jotta he saisivat selkeén ja ajantasaisen tydohjekokonai-
suuden (Ks. Kauppila 2003, 59). Hyédynsimme uuden ohjeen (Liite 2) tekemisessa
vanhaa tydohjetta, tekemdamme kartoitusta seka alan kirjallisuutta (Kuvio 2.). Tyéoh-
jetta paivittdessdamme hyoddynsimme myods omakohtaista kokemusta mikrobiologian
harjoitustunneilta. Uskomme ettd, pystyimme paremmin huomioimaan opiskelijoiden

tarpeet, silla olemme itsekin opiskelijoita.

[ Kyselylomake ]

[ Kirjalliset lahteet ] [TIEDONLAHTEET] [ Vanha tybohje ]

Uusi & paivitetty
tyoohje

Kuvio 2. Tydohjeen muodostuminen.

Kyselylomakkeesta saatujen vastauksien perusteella jatimme tydohjeesta termoko-
keen pois, silla Kuopioon tekemamme tiedustelun perusteella ilmeni, etteivat he tee
enda kyseista tunnistuskoetta. Muita vanhassa tyoohjeessa olevia bakteerien tunnis-
tuskokeita ei ollut syytd poistaa paivitetysta tydohjeesta, silla ne olivat edelleen kay-
tosséa kartoittamissamme laboratoriossa. Vastauksien perusteella ilmeni, etta tyéoh-

jeeseen ei ollut tarvetta lisata uusia tunnistuskokeita. Kyselyyn vastaajat toivoivat
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perusmenetelmien kuten gram-varjayksen, mikroskopoinnin ja virtsamaljojen lukemi-
sen hallintaa ty0elamaéan tultaessa. Kyseiset menetelméat ovat myods osana koulum-
me opetussuunnitelmaa (Ks. Bioanalyytikko (AMK) opetussuunnitelma 2012). Vanha
tydohje sisalsi seerumitestin (itutesti) ja immunologisen pikatestin nielun streptokokki
A:n antigeenin tunnistamiseen. Nama testit sailytettiin edelleen uudessa tuottamas-
samme tydohjeessa, koska kyseiset tunnistuskokeet eivat vaadi erikoisosaamista ja
ne ovat helppo toteuttaa koulumme olosuhteissa. Muita sieniin ja immunologiaan
littyvia testeja ei lisatty ty0ohjeeseen, silla ne vaativat erikoisosaamista. Uudesta
tyoohjeesta jatettiin pois parasitologian osuus, koska sitd opetetaan erillisellda pa-
rasitologianopintojaksolla.

Tyb6skentelymme paapaino on ollut vanhan tyéohjeen selkeyttdmisessa, luettavuuden
lisddmisessa ja tyylin yhtendistimisessa. Aikaisemmassa tydohjeessa kirjasintyyli ja -
koko vaihtelivat, mika vaikeutti sen lukemista ja seuraamista. Loimme uuteen tyéoh-
jeeseen yhtendaisen ulkoasun, jossa kirjasintyyli ja -koko olivat samanlaiset koko tyo-
tydohjeessa. Huomiomme yhtenéisen ulkoasun luomisessa sen, etta tilaa jaisi myos
opiskelijoiden omille merkinndille. Liséksi selkeytimme tydohjetta jasentelemalla sen
sisaltamat ohjeet loogisiksi kokonaisuuksiksi. Jaoimme ohjeet tyon periaate-, vali-
neet-, suoritus- ja tulosten tarkastelu-osioihin. Periaate-osiossa kerrotaan mihin ky-
seessa oleva tunnistuskoe perustuu. Valineissa on lueteltuna tyéhon tarvittavat ty6-
valineet ja reagenssit. Tydn suorituksessa on puolestaan kerrottu kuinka tunnistuskoe
suoritetaan sekd sen mahdolliset virhelahteet. Numeroimme ty6n suoritusosiossa
tyon suorituksen eri vaiheet, jotta ohjetta olisi helpompia lukea. Tulosten tulkinta osi-
ossa selitetaan kuinka saatua tulosta tulkitaan ja hyddynnetddn selvitettdvan baktee-

rin tunnistamisessa.

Oikein lisattynd kuvat lisdavat tekstin ymmarrettavyytta (Ks. Niemi ym. 2006, 227),
siksi lisasimme niitd havainnollistamaan tyoohjetta. Lisdamamme kuvat olivat musta-
valkoisia, koska tyoohje tulee olemaan luultavimmin mustavalkoinen tuloste. Emme
lisdnneet kuvia kaikkiin tydohjeen ohjeisiin vaan valikoimme mielestamme sellaiset
kuvat, jotka helpottavat tydohjeen ymmartamista sekad ovat selkeitd myds mustaval-
koisina. Piirroksia tehdessa puolestaan huomioimme, ettd ne ovat selkeitd myoés tu-
lostetussa materiaalissa. Ty6ohjeen alkuun liitimme kliinisen mikrobiologian laborato-
rion yleisia tydskentely- ja naytteenotto-ohjeita. Aikaisemmassa tydohjeessa nama
ohjeet oli jatetty avoimiksi, ja opiskelijoiden tuli ne itse taydentdd. Mielestamme tyds-
kentely- ja naytteenotto-ohjeiden puute oli ongelmallista, silla kokemuksemme mu-
kaan harjoitustunneilla ei ollut aikaa niiden tdydentamiselle. Taméan vuoksi paadyim-

me laittamaan opiskelijoille valmiiksi tdydennetyt ohjeet naista asioista. Myds tyotur-
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vallisuuden kannalta on tarkeaa, ettd opiskelijat voivat lukea tytskentelyohjeet ennen

harjoitustunneille menemista.

TyoOohjetta tullaan todennékoisesti jakamaan sahkdisesti ja opiskelijat tulostavat tai
kopioivat sen itse. Tydohjeen tulee olla sellainen, etta tulostaessa se on siisti, selke&
ja helppolukuinen. Tulostetun ohjeen seuraamista helpottaaksemme laitoimme p&éa-
saantoisesti yhden ohjeen yhdelle tulostettavalle sivulle. Useampisivuisessa ohjeessa
huomioimme, ettd tydnsuoritus-osio 10ytyy samalta sivulta kokonaisuudessaan eika
jakaudu useammalle sivulle. TAma helpottaa tdiden toteuttamista, kun ei tarvitse
vaihdella sivuja kesken kaiken. Koska tyd on sdhkodisessd muodossa, tiedostokoko ei
saa olla liilan suuri. Tasta syysta jouduimme pohtimaan esimerkiksi kuvien maaraa

tydohjeessa, koska kuvat kasvattavat tiedostokokoa nopeasti liian suureksi.

6.2 Tyoohjeen testaus ja arviointi

Tybohjeen varsinaista testausta emme suorittaneet, sillda emme lisénneet siihen uusia
ohjeita. Olemme itse suorittaneet kyseisen opintojakson vanhojen tydohjeiden mukai-
sesti helmikuussa 2011 ja todenneet talldin tytohjeet sisalloltdan toimiviksi. Tydoh-
jeet helpottivat harjoitustdiden toteuttamista seké antoivat kuvan téiden merkitykselli-
syydesta. Tyoohjeen siséltd ja selked rakenne edistavat opiskelijoiden oppimista ja

olemme pyrkineet nailtd osin parantamaan vanhaa tydohjetta.

Aikomuksenamme oli luetuttaa tuotos toisella bioanalytiikan lehtorilla, jotta olisimme
saaneet toisenlaisen nakokulman tuotoksestamme. Tama ei ollut kuitenkaan mahdol-
lista ja saimme arvioinnin tuotoksestamme vain tyétdmme ohjaavalta lehtorilta. Lisak-
si saimme palautetta tuotoksestamme opiskelutovereiltamme seka ystaviltdmme joilla

ei ole alan asiantuntijuutta.
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7  POHDINTA

7.1 Tavoitteiden toteutuminen

Tavoitteenamme oli kehittdd mikrobiologian opintojaksoa seka edistdd bioanalyytik-
ko-opiskelijoiden oppimista. Mielestimme onnistuimme tavoitteessamme hyvin, silla
tyoohjeesta tuli selked ja havainnollinen kokonaisuus. Ohjetta tehdessdmme huo-
mioimme eri oppimistyyleja, jotta suurin osa opiskelijoista hyotyisi siitd. (Ks. Kauppila
2003 59-64; Kokkinen ym. 2008 20-25; Koivusalo ym. 2012 8-11; Laine ym. 2012
42-44; Otala 1999 38-43.)

Laatiessamme tydohjetta kdytimme apuna Savonia-ammattikorkeakoulun kirjallisten
tehtavien arviointikriteereja. Teimme mielestamme tytohjeesta mahdollisimman luet-
tavan, kaytettavan, toimivan ja visuaalisesti selkedn kokonaisuuden, joka heréattaa
kiinnostuksen alaa kohtaan. Toimivuudesta ja kaytettavyydestd emme voi kuitenkaan
olla taysin varmoja, koska emme testanneet ohjetta kaytannéssa. Tuotoksen luetta-
vuutta hiomme ohjaavan opettajan, didinkielen opettajan seka ulkopuolisten lukijoi-
den avulla. Visuaalinen asu luotiin selkeiden oppimateriaalien teorian pohjalta seka

oman kokemuksemme pohjalta.

Tuotoksen kiinnostavuutta lisdsimme kuvilla ja piirroksilla. Oman haasteensa kuvien
kayttoon toi kuvien mustavalkoisuus. Kuvat taytyi saada selkeiksi ilman vareja. Mie-
lestamme onnistuimme valitsemaan tarkeimmat, selkeimmat ja havainnollisimmat
kuvauskohteet. Havainnollisuudella tarkoitamme tdssd yhteydessa sitd, ettd tekstin
yhteyteen lisatyt kuvat ja piirrokset auttavat opiskelijoita luomaan mielikuvan siita,
kuinka tunnistuskoe suoritetaan. Luodessaan mielikuvan tunnistuskokeen suorittami-
sesta, opiskelijan on helpompi suorittaa se kaytanndssa. Mielestamme tavoite selke-

asta tydohjeesta toteutui, olemme tyytyvaisia ja ylpeita lopputuloksestamme.

7.2 Luotettavuus & eettisyys

Eettisyys ilmeni tydssdmme kahdessa eri osassa kyselylomakkeessa ja omassa toi-
minnassamme. Omassa toiminnassamme noudatimme bioanalyytikon eettisia peri-
aatteita (Suomen Bioanalyytikkoliitto 2006). Ammattikunnassa asetetuissa velvolli-
suuksissa korostetaan omalla toiminnallaan kehittdmé&éan ja ottamaan vastuun am-

mattiin kehittymisesta. Tuotosta tehdessamme ajattelimme, ettd tytohjeet edistavat
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bioanalyytikko-opiskelijoiden ammattitaidon ja asiantuntijuuden kehittymista. Myos
kyselylomakkeen osalta pyrimme toimimaan eettisesti. Kirjoittaessamme tuloksia

emme ilmaise mista vastaus on peraisin eli vastaajat sailyttivat anonymiteettinsa.

Lisdsimme tydmme luotettavuutta kayttdmalla useita ajantasaisia lahteitd. Lahteiden
valinnassa pyrimme olemaan kriittisid, etenkin Internet-lahteiden osalta. Luotetta-
vuutta emme kuitenkaan voineet arvioida pelkastaan lahteiden ajantasaisuuden pe-
rusteella. Haimme tietoa esimerkiksi Nelli tiedonhakupalvelun avulla seka Aapeli-
tietokannasta. Hakusanoina kaytimme muun muassa kliininen mikrobiologia, mikro-
biologia, oppimistyylit, oppimismateriaali, tydohjeet ja clinical mikrobiology. Hakutu-
lokset vaihtelivat paljon, ja emme Ioytdneet niin paljon tybhémme sopivia lahteita kuin
olimme etukéteen toivoneet. Esimerkiksi aiheeseemme sopivaa tutkimustietoa ei ollut

saatavilla.

Tyo6ta tehdessdmme ymmarsimme, etta tydomme lopputuloksella on suuri merkitys,
silla bioanalyytikko-opiskelijat tulevat kayttdmaan ohjetta harjoitustdissdan. Tama
lisdsi motivaatiotamme tyotd kohtaan. Emme puuttuneet vanhoissa mikrobiologian
tydohjeissa olevien tbidensisdltoon, koska luotimme aikaisemman tiedon todenmu-
kaisuuteen. Itse lisddmaamme tietoon suhtauduimme kriittisesti, jolla saimme paran-
nettua ohjeen luotettavuutta. Uuden tydohjeen luotettavuutta olisi lisannyt, jos oli-
simme pystyneet testaamaan sen kaytannodssa. Olisimme voineet testata tydohjeen
toimivuuden itse tai antaa sen testattavaksi kliinisen mikrobiologian harjoitustunneille,

mutta ajanpuutteen vuoksi tdma ei ollut mahdollista.

7.3 Opinnadytetydprosessin kehittdmishaasteet

Opinnaytetyota tehdessamme huomasimme muutamia kehittdmiskohteita esimerkiksi
aikataulutuksen ja tiedonkulun suhteen. Tydn aikataulutuksen kanssa oli ongelmia,
lisdksi olisi ollut helpompi keskittya tydon tekemiseen, jos samaan aikaan ei olisi ollut
muuta opetusta. Ryhmassa tehtaessa yhteisen ajan ldytaminen oli ajoittain hankalaa,
silla jokaisella ryhman jasenella on muitakin menoja. Kehitettavad on myos tiedonku-
lussa. Mielestamme selvid ohjeita ei ollut saatavilla ja lisdksi jouduimme selvittamaan
likaa itse esimerkiksi aikatauluja ja opinnaytetyénprosessiin liittyvia asioita. Mieles-
tamme daidinkielen ohjausta olisi tarkeaa olla ennen ABC-pajaa. ABC-paja voisikin
olla kahdesti. Aluksi kerrattaisiin esimerkiksi tyon sisaltdéon ja rakenteisiin liittyvat asi-

at ja toisella kerralla keskityttaisiin lAhes valmiiseen ty6hon ja sen kielellisiin asioihin.
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7.4 Oman oppimisen arviointi ja ammatillinen kasvu

Opinnaytetyoprosessi on ollut luonnollisesti haastava. Olemme joutuneet hyddynta-
maan opinnaytetyota tehdessdmme kaiken koulutuksen aikana kehittyneen ammatti-
taidon. Haastavinta tydssa on ollut 16ytaa teoriatietoa, koska kaikkia haluamiamme
teoksia ei ole ollut saatavilla eika aiheeseen liittyvaé tutkimustietoa ole. Ty6 on vaati-
nut paljon aikaa ja panostusta, mutta se kasvatti meitd ammatillisesti. Kuten mones-
sa isossa kirjallisessa tydssa, on tyon tekeminen ollut valilla ongelmallista. Selvisim-

me naista ongelmista kuitenkin hyvin, kun annoimme ajatuksillemme aikaa.

Opinnaytetyonprosessissa ammatillinen osaamisemme ja tietdmyksemme kasvoi
kliinisen mikrobiologian seka tydohjeiden laatimisen osalta. Jokainen meist& on kiin-
nostunut mikrobiologiasta, joten se motivoi meitéa tekem&an ty6ta entistd paremmin.
Kliininen mikrobiologia aiheena oli meille osittain tuttu aiempien opintojaksojen kaut-
ta, mutta padsimme syventamaan tietamystdmme aiheeseen liittyen. Tietamyksen
lisddntyminen kasvatti meitd alan asiantuntijoina, josta on todennakdisesti hyotya
tulevaisuudessa. Lisdksi mielestamme kehityimme tieteellisessa kirjoittamisessa ja

esittamisessa.

Yhtend haasteena tyon tekemisessa oli ryhmatydskentely. Ryhmatydskentely vaati
karsivallisyyttd, kompromisseja ja organisointikykyd. Ryhmassa tydskenneltaessa sai
tarvittaessa tukea toisilta tyon tekemiseen, mika helpotti vaikeiden paatoksien tekoa.
Néakokulmien erilaisuus toi omat haasteensa, mutta siind oli myds omat etunsa. Tyon
edetessa useampi silmapari auttoi huomaamaan tekstiin liittyvat ongelmat, silla yksin

kirjoittaessa usein tulee sokeaksi omalle tekstilleen.

Ty6n mielenkiintoa liséasi omakohtainen kokemus, siitd ettd vanha materiaali ei palvel-
lut taysin tarkoitustaan. Omien kokemuksiemme ja kirjallisuudesta saatujen kriteerei-
den avulla saimme mielestamme luotua selkeamman ja kayttétarkoitukseensa sopi-
vamman materiaalin. Tydmme etuna oli se, ettd saimme tuoda opiskelijandkdkulman
opintojakson harjoitustunneille seka padsimme vaikuttamaan opetusmateriaalin sisal-
téon ja ulkoasuun. Uskomme, ettd valmiista opinnaytetydsta on hyotya tybelamaéan
siirryttdessa. Opinnaytetyon aikana meille on kehittynyt ryhmaétyotaitoja, ammatillista
osaamista bakteriologiasta seka tieteellisten tuotosten tekemisestda. Saamamme tai-

dot ovat eduksi tulevaisuudessa tydskenneltdessa missa tahansa.
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KYSELYLOMAKE

Arvoisa osastonhoitaja!

Olemme kolme bioanalyytikko-opiskelijaa Savonia-ammattikorkeakoulusta ja teemme koulumme
toimeksiannosta opinnaytetyota, jonka aiheena on bioanalytiikan koulutusohjelman kliinisen mikro-
biologian opintojakson harjoitusty6ohjeiden paivittdminen. Tydmme tavoitteena on kehittdd bio-
analytiikan koulutusohjelman kliinisen mikrobiologian harjoitustydohjeita ja edistaa kliinisen mikro-

biologian opetusta koulussamme.

Koulumme harjoitustyGtunneilla opetetaan p&éasiassa kliinisen mikrobiologian perusmenetelmia, ja
pyrimme saamaan tdman kyselylomakkeen avulla tietoutta yliopistollisten keskussairaaloiden Kklii-
nisella mikrobiologialla kayttssa olevista perusmenetelmista. Saatujen tulosten perusteella pyrim-

me tuottamaan tuleville bioanalyytikko-opiskelijoille ajantasaiset ja parannellut tyéohjeet.

Toivoisimme ettd vastaisitte tdh&n kyselyyn, jotta avullanne voisimme kehittdd Savonia-
ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman opetusta kliinisen mikrobiologian perusme-
netelmien osalta. Kyselyssa kartoitamme paaasiassa nielu-, marka- ja virtsaviljelyissa kaytettavia
perusmenetelmia, ja vastausvaihtoehtoina olevat

tunnistuskokeet ovat talla hetkella kaytéssa koulussamme.

Mikali teilld on jotain kysyttavaa kyselyyn liittyen, voitte ottaa tarvittaessa yhteytta meihin.

Minna Helenius Kati Kilpeléainen Elsa Taponen
Puh. 040-7181867 Puh. 044-2921151 Puh. 044-5755849
minna.m.helenius@ kati.e.kilpelainen@ elsa.m.taponen@
edu.savonia.fi edu.savonia.fi edu.savonia.fi

Opinnaytetydn ohjaaja:
Leena Tikka
Puh. 044-7856442

leena.tikka@savonia.fi



Kyselyyn vastatessanne rastittakaa sopiva vaihtoehto. Lisaksi kirjoittakaa avoimiin kysy-
myksiin sellaisia tunnistuskokeita, jotka teidan mielesténne tulisi lisatd koulumme kliinisen
mikrobiologian opintojakson harjoitustyéohjeisiin. Kysely palautetaan ohessa tulevalla pa-
lautuskuorella Savonia-ammattikorkeakoululle. Kyselylomakkeen viimeinen palautuspaiva
on 13.08.2012. Kiitos jo etukéateen.

1. Kaytatteko seuraavia kokeille ja sauvoille yhteisia tunnistuskokeita laboratoriossanne?

Kylla Ei
Katalaasikoe ] ]
Oksidaasikoe 1 ]
Beta-laktamaasikoe ] L]
Varjays/mikroskopointi ] 1]

Muut kaytdssanne olevat kokeille ja sauvoille yhteiset tunnistuskokeet:

2. Kaytattekd seuraavia gram-negatiivisten sauvojen tunnistuskokeita laboratoriossanne?

Kylla Ei
Api sokerisarjat [ ]
Laktoosin kaytto ] (]
Nitraattitesti ] ]
Satelliittikoe ] ]
Faktorikoe ] ]

Muut kdyttssanne olevat gram-negatiivisten sauvojen tunnistuskokeet:



3. Kaytattekd seuraavia gram-positiivisten kokkien tunnistuskokeita laboratoriossanne?

Kylla Ei

Koagulaasikoe ] ]
Novobiosiinikoe ] [
Optokiinikoe L] ]
Basitrasiinikoe L] [
Streptokokkien antigeeninenryhmitys

agglutinaatiokokeella ] -
Termokoe ] ]
Sappieskuliinikoe ] ]
Arabinoosikoe — —

Muut kayttssanne olevat gram-positiivisten kokkien tunnistuskokeet:

4. Onko laboratoriossanne kayttssa selektiivisia (kromogeenisid) maljoja?
Kylla Ei

L] L]

Jos vastasit kylla niin mit& selektiivisid maljoja on kaytdssénne:



5. Onko laboratoriossanne kaytdssa mikrobiologisia pikatesteja?
Kylla Ei

L] L]

Jos vastasit kylla niin mitéa mikrobiologisia pikatesteja kaytatte:

6. Edellda mainittuja menetelmia opetetaan koulussamme, olisiko teilla joitakin toivei-
ta/ehdotuksia mité tutkimuksia koulumme olisi syyté ottaa opetussuunnitelmaansa?

Kiitos vastauksestasi.

Savonia-ammattikorkeakoulu
Sairaalakatu 6-8
70100 Kuopio
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1 JOHDANTO

Tama tydohje on tarkoitettu Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusoh-
jelman kliinisen mikrobiologian harjoitustunneille. Tydohje sisaltda harjoitustyétunneil-
la tehtavien tunnistuskokeiden ohjeet. Tydohjeen alusta I6ydat myds yleisia toiminta-,
tydskentely- ja ndytteenotto-ohjeita. Liséksi tydohjeessa on liitteena yleisimpien bak-

teereiden tunnistamista helpottavia tunnistuskaavioita.

Tybohjeessa olevat ohjeet ovat kaikki talla hetkella kliinisen mikrobiologian laborato-
riossa kaytettyja bakteereiden tunnistuskokeita. Ty6ohjeeseen on hyvé tutustua huo-

lellisesti jo ennen harjoitustunteja, jotta osaat toimia oikein ja turvallisesti.

Ty6ohje on pdivitetty 2012 opinnadytetydna vanhan tydohjeen pohjalta. Lisdksi tydoh-
jeen péivittamisen apuna on kaytetty pienimuotoista kyselykartoitusta sekda muita
kirjallisia lahteitd. Kaikki tydohjeessa olevat kuvat ovat itse ottamia tai tekemia ja nii-
den tekijanoikeudet kuuluvat tyéohjeen tekijbille. Liséksi kayttdoikeudet on luovutettu

Savonia-ammattikorkeakoululle.

Toivotamme mielenkiintoisia ja mukavia hetkia mikrobiologian kiehtovassa maail-

massal!



2 YLEISIA TOIMINTA- JA TYOSKENTELYOHJEITA

Mikrobiologian laboratoriossa tulee tyéskennella huolellisesti ja tarkasti, koska tyds-

kentelet tauteja aiheuttavien bakteerien kanssa. Laboratoriossa tulee toimia sovittu-

jen saantdjen mukaisesti. Saantéja noudattamalla takaat oman seka toisten turvalli-

suuden laboratoriossa ja sen ulkopuolella. Tutustu alla oleviin ohjeisiin ENNEN labo-

ratorioon menoa!

2.1

Mikrobiologian harjoitustuntien saannot:

Pukeudu asianmukaisesti suojatakkiin ja tydkenkiin ennen harjoitustunneille
menoa

o Huomioi suojatakin alla olevat vaateet, jottet kuljeta bakteereita

laboratorioluokan ulkopuolelle

o Suojavaatteissa El saa lahted laboratorion ulkopuolelle

o Laita takki pesuun harjoitusviikon jalkeen
Kayta tarvittaessa muita asiaankuuluvia suojavarusteita

o Hanskat, hengityssuojain jne.
Ehja iho on paras suoja. Tarkista katesi ja peitd mahdollinen haava laastarilla
seka kayta hanskoja
Laboratorioluokassa El sydda eika juoda
Al4 laita sormia tai kynia suuhun laboratoriossa
Al koskettele kasvojasi tai hiuksiasi

o Pitkien hiusten on oltava kiinni
Ala kaivele korviasi, nenaasi tai kynnenalusiasi
Sormuksia, kelloja, suuria kaula- ja korvakoruja tai piilolinsseja El saa kayttaa
Pese ja desinfioi kadet huolellisesti ENNEN tydskentelyn aloittamista seka la-
boratorioluokasta poistumista

o Puhelimen kayttd: Pese kadet ennen puhelimen kayttéa seka

sen jalkeen

Ala tyoskentele tydohjeen paalla



e Pida tyopisteesi puhtaana
o Puhdista tyotasosi ennen toiden aloittamista seka tyopaivan
paatteeksi
o Puhdista tyttasosi heti etanolilla, jos siihen roiskahtaa naytetta
tai muuta naytettd siséltavad materiaalia
o Siivoa tydpisteesi tyopaivan lopuksi ja jarjestele tavarat oikeille paikoilleen yh-
dessé muiden kanssa
o Havita jatteet ohjeen mukaisesti

o Muista sammuttaa kaasu

2.2 Aseptinen tyoskentely

Aseptisella tydskentelyllda pyritddn estamdan ja ehkaisem&an mikrobien leviamista
ympéaristoon, itseensa tai muihin ihmisiin. Aseptiseen toimintaan vaikuttaa myds oma
henkilokohtainen hygienia, terveys ja oma toiminta. Kellojen ja sormusten alle jaa
usein vettd, jolloin ne tarjoavat edulliset olosuhteet bakteerien kasvulle, ja niiden kayt-
to6a tulee valttaa laboratoriotydskentelyssa. Lisdksi tulee valttdd kynsilakan kayttda
seka kiinnittdd huomiota kynsien pituuteen. Rikkindinen kynsilakan pinta ja pitkien
kynsien alusta tarjoavat oivan kasvualustan bakteereille. Kaula- ja korvakorut taas
saattavat kontaminoitua laboratorion bakteereista, jolloin viet bakteerit mukanasi la-
boratorion ulkopuolelle. Myds nenan ja suun alueiden tai ihon epapuhtauksien ja
nappyldiden koskettelua tulee valttdd. On myds tarkeaa hallita oikeanlaiset yskimis-
ja niistdmistavat, jotta et aiheuta naytteeseen kontaminaatiota. Edella mainittuja koh-

tia noudattamalla voi ehkaistd kontaminaatioiden syntya omalla kohdallaan.

Suurimpana vaikuttajana aseptiseen toimintaan on oma aseptinen omatunto. Talla
tarkoitetaan aseptisia toimintatapoja ja tyojarjestysta, joita tydntekija noudattaa. Se
tarkoittaa siis sitoutumista aseptisten saantdjen noudattamiseen omassa tydskente-
lyssaan. Kasihygienia on yksi tarkea vaikuttava tekija aseptisuuteen mikrobiologian
laboratoriossa. Kasien pesu tulee aina suorittaa ennen laboratorioon menoa ja ennen
sielta lahtda. Kasien pesu tulee tehda aina huolellisesti ohjeita noudattaen. Hanskoja
tulee kayttad tarvittaessa. Kayta hanskoja esimerkiksi silloin, kun késien iho ei ole

ehja tai kasiteltaessa erityistd huomiota vaativia bakteereita



2.3 Jatteiden oikea jaottelu

Mikrobiologian harjoitustunneilla syntyy monenlaista jatettd, jotka tulee havittaé oi-
keaoppisesti. Vélineiden ja naytteiden havitykseen on erittain tarkeaéa kiinnittd& huo-
miota ja syntynyt jate tulee AINA laittaa sille tarkoitettuun jateastiaan. Alla on lueteltu

muutamia vinkkeja, siitd minne mikakin jate kuuluu:

Sekajate:

e Tyovalineet

Terveydenhuollon erityisjate:
e Tartuntavaarallinen, biologinen jate
o Elatusainemaljat
e Tapaturmavaarallinen jate

o Neulat

Ongelmajate:
e Katso kayttoturvatiedotteet
e Varjaysaineet
o Erilliseen merkittyyn astiaan: VARIJATE
e Etanoli-asetoni
o Erilliseen merkittyyn astiaan: ONGELMAJATE

¢ Reagenssit

Tietosuojajate:

e Jate, joka sisaltdd henkilttietoja

Hydtyjate:
e Paperi, pakkaukset jne.

e Lasi



3 BAKTEERINAYTTEET

Mikrobiologisia naytteitd otetaan esimerkiksi veresta, ulosteesta, virtsasta, haavoista
seka limakalvoilta. Hyva mikrobiologinen ndyte on otettu oikeasta paikasta, oikeaan
aikaan seka sailytetty asianmukaisesti ennen laboratorioon toimittamista. Mikrobiolo-
gisen naytteen laatu ja naytteenottotapa riippuvat epdiltdvasta tulehduksesta seka
sitd aiheuttavasta mikrobista. Nayte vaatii aina lahetteen, josta tulee ainakin ilmeta
henkil6tiedot, naytteenottoaika- ja paikka.

Mikrobiologisia naytteita ottavat ladkarit ja muu hoitohenkildkunta mutta myés bio-
analyytikot ja potilaat itse. Bioanalyytikolla on iso rooli naytteenoton asiantuntijana ja
etenkin potilasnaytteenotossa on tarkeaa antaa oikeanlaiset ohjeet néaytteenottoon
tutkimuksen onnistumisen kannalta. Siksi on erittéin tarkedd ymmartaa mikrobiologi-

sen naytteenoton perusperiaatteet.

Seuraavaksi tydohjeessa esitelldadn vain harjoitustunneilla tehtéavat naytteenotto-
ohjeet seka niiden oikeaoppiminen suorittaminen. Muihin naytteenotto-ohjeisiin voi ja

kannattaa tutustua esimerkiksi kliinisten laboratorioiden tutkimusohjekirjoista.

3.1 Nielunayte

Yleisimmin nielundyte otetaan epailtdessa B-hemolyyttisen streptokokin aiheuttamaa
tulehdusta. Oireet virusten ja bakteerien aiheuttamissa tulehduksissa ovat hyvin sa-
mankaltaiset ja usein nielukivun aiheuttaja onkin virus jolloin bakteeriviljely jaa nega-
tiiviseksi. Nielutulehdusten diagnostiikassa kaytetaan useimmiten nielun streptokok-

kiviljelya seka streptokokki A-antigeeninosoituspikatestia.
Naytteenotto:

Ennen naytteenottoa potilaan tulisi valttaa ruokailua, juomista sekd suu- ja nielutu-
lehdusta lievittavien kurkkutablettien kayttda, jotka heikentavat tutkimustulosta. Nie-
lun bakteeriviljelyndyte otetaan pyyhkimalla steriilillda pumpulitikulla napakasti mo-
lemmista tonsilloista (nielurisat), nielun takaseinasta tai mahdolliselta tulehdusalueel-
ta (kuva 1). Naytteenoton helpottamiseksi kieltd kannattaa painaa puulastalla ja pyy-
taa potilasta sanomaan "AAA”. Nielun muiden osien ja suun limakalvojen kosketta-

mista naytteenottotikulla tulee valttaa.



Nielukaari : L Kitapurje

' Nielurisa

Kuva 1 Nielu

Mikali tutkimuspyynténéd on nielun streptokokkiviljely (Ps-StrVi), nayte viljellaan valit-
tomasti hajotusviljelytekniikalla (katso s. 14) verimaljalle tai streptokokkimaljalle ja
aseta basitrasiinikiekko vilielméan paalle (katso s. 28). Jos viliely ei ole mahdollista,
naytteenottotikku toimitetaan laboratorioon bakteerinkuljetusputkessa. Streptokokki
A—antigeeninosoitusnayte (Ps-StrAAg) otetaan samalla tavalla kuin viljelynayte. Testi
suoritetaan valittdmasti ohjeen mukaan (katso s. 37—38) tai nayte tulee toimittaa valit-
tobmasti sen tutkivaan laboratorioon. Antigeeninosoitustesti tunnistaa ainoastaan A-
ryhman B-hemolyyttisen streptokokin, siksi testin yhteydessa suositellaan kayttamaan

maljaviljelya pikatestin tukena.

3.2 Virtsanadyte

Nielutulehdusten ohella virtsatieinfektiot ovat hyvin yleisid infektioita avohoidossa.
Virtsatieinfektion aiheuttavia bakteereita avohoidossa ovat padasiassa Escherichia
coli, Klebsiella ja Proteus — lajit seka etenkin nuorilla naisilla Staphylococcus sap-

rophyticus
Naytteenotto:

Virtsan bakteeriviljelyd (U-BaktVi) varten virtsan tulisi olla vahintaan nelja tuntia ra-
kossa ennen naytteenottoa. Naytteeksi otetaan keskivirtsanayte (PLV), mutta virtsa-
naytteiksi kelpaavat myos katetrivirtsa, pussivirtsa tai rakkopunktionayte. Lahettee-

seen merkitaddn naytteen laatu ja kuinka kauan virtsa on ollut rakossa.
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Virtsanayte voidaan laadusta riippumatta viljella (katso s. 14) heti naytteenoton jal-
keen joko kvantitatiivisesti maljalle (esim. Gled- tai kromogeeniselle maljalle) tai se-
mikvantitatiivisesti Uricult-levylle. Jos naytetta ei pystyta viljelemaan heti, se siirret-

taan sailontaaineelliseen virtsanayteputkeen.

3.3 Veriviljely

Veriviljely (B-BaktVi) pyydetédéan yleensa silloin, kun epéillaan potilaalla olevan sepsis
(verenmyrkytys) tai muu vakava infektio, mutta sita kaytetddn myos esimerkiksi epa-

selvdn kuumeilun selvittamiseen.

Veriviljelyndyte otetaan veriviljelypulloihin, jotka siséltavat nestemaista elatusainetta.
Aikuisten naytteenotossa veriviljelynayte otetaan kahteen pulloon aerobi- ja anaero-
bipulloihin, joissa on erilaiset kasvatusatmosfaarit (Pikkulapsilla oma erityinen pullon-
sa). Pullopareja otetaan vahintdén kahdet ja mielellaan eri pistokohdista, jotta pysty-
tdan arvioimaan, onko pullossa kasvava bakteeri mahdollisesti kontaminaatio vai

oikea taudinaiheuttaja.

Kontaminaation valttamiseksi veriviljelynaytteen ottamisessa on syyta kiinnittaa eri-
tyishuomiota aseptiikkaa, jotta pystytdisiin estimaan kontaminanttibakteereiden paa-
sy potilaan iholta tai naytteenottajan kasista veriviljelypulloihin ja valtyttaisiin vaarilta

positiivisilta tuloksilta.

Naytteenottamisen jalkeen nayte on toimitettava mahdollisimman nopeasti mikrobio-
logian laboratorioon, jossa veriviljelypullot laitetaan kasvamaan niille suotuisiin olo-
suhteisiin (aerobi- ja anaerobiatmosfaareissa). Verivilielyssa menetelma on rikastus-

viliely, jossa kasvun ilmaantumista seurataan vahintaan viisi vuorokautta.
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Naytteenotto:

Veriviljelynayte otetaan seuraavalla tavalla:

HUOM! Muista ettd puhtaan naytteen saamiseksi aseptiikka ja hyva kéasihygie-

nia ovat valttamattomia!

Ota tarvittavat naytteenottovalineet valmiiksi
esille.
- siipineula + pulloadapteri
- staasi
- ihon puhdistustarvikkeet
- veriviljelypullot (aerobi- ja anaerobipullo)
- Sailyta pullot huoneenlammossa va-

lolta suojattuna.

Tarkista asiakkaan henkilollisyys.

Etsi ja tunnustele naytteenottokohta.

Puhdista naytteenottokohta huolellisesti.

Jata uusi kostutettu taitos naytteenottokoh-

taan valmistelujen ajaksi (noin 1 min).

Tarkista pullojen kunto.

- sarot, pvm, kasvatusliuoksen sameus &

pullon pohjan vari

Merkitse pulloon mitta-asteikkoa kayttaen
kohta johon asti taytat pullon.

- aikuiset 8-10ml

Poista pulloista muovisuojukset.
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Puhdista pullojen suuosat 80 % etanolilla ja

anna niiden kuivua.

Liita siipineula pulloadapteriin.

Poista taitos ja pistd. HUOM! ala tunnustele
endé naytteenottokohtaa.
Halutessasi voit kiinnittédé siipineulan teipilla.

Tayta ensin aerobipullo (vihrea korkki) pai-
namalla pullo adapteriin. Varmista etta ve-
ren virtaus alkaa. Pida pullo pystyasennos-
sa. Tayta pullo merkkiviivaasi asti.

VALTA YLITAYTTOA!

Pullon taytyttyd merkkiviivaan asti vaihda

pullo.

Samaa siipineulaa kayttaen voit ottaa muita

verinaytteita.

Poista neula suonesta.

Sekoita pulloja naytteenoton jalkeen pyorit-

taen, jottei veri hyydy.

Kiinnita tutkimuspyyntétarra pulloon.
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4 BAKTEERIEN KASVATTAMINEN JA VILJELEMI-

Bakteerien tunnistamista varten bakteerindytteet viljellaan keinotekoisille elatusaineil-
le, jotka voivat olla joko kaupallisia tai itse laboratoriossa valmistettuja. Elatusaineet
valitaan aina etsittdvan bakteerin mukaan, silla eri bakteereilla on erilaisia kasvuvaa-
timuksia. Elatusaineet siséaltavat bakteerien kasvamiselle ja lisdantymiselle tarpeelli-
sia ravintoaineita, kuten erilaisia orgaanisia ja epaorgaanisia kemiallisia yhdisteita.
Elatusaineissa on eldimista tai kasveista peraisin olevia aineita kuten verta, seerumia
ja lihauutetta. Maljoihin on joskus myds lisétty antibiootteja muiden bakteerien kasvun

estamiseksi.

Viljelyissa kaytetddn eniten kiinteita ravintoalustoja eli viljelymaljoja. Kiinted pohja
saadaan merilevapohjaisesta agarista. Kiinteélld ravintoalustalla bakteerit kasvavat
erillisind pesakkeind, joten pesékkeitda on helppo ottaa maljan pinnalta tunnistuskokei-
ta varten. Bakteerien tunnistamisen apuna voidaan hyddyntda pesékemorfologian

tarkastelua.

Puolikiinteat ravintoalustat sisaltavat vahemman agaria kuin kiinteat ravintoalustat.
Puolikiinteitd ravintoalustoja hytdynnetaan liikkuvien ja liikkumattomien bakteerien

erottamiseksi toisistaan.

Nestemaisten ravintoliuoksien tavallisin elatusaine on lihaliemi. Nestemaisia ravinto-

liuoksia hyddynnetaan rikastusviljelyissa ja kasvattaessa suuria bakteerimaaria.

Viljelyja tehtdessa tulee huomioida myos bakteerin kasvulle sopiva ymparistd. Kas-
vuun vaikuttavat muun muassa lampdtila, kosteus, pH, osmoottinen paine, hapen ja
hiilidioksidin maara. Happea vaativat bakteerit kasvatetaan normaalissa lampodkaa-
pissa, mutta hiilidioksidia vaativat bakteerit kasvatetaan hiilidioksidikaapissa. Tilan-
teissa, joissa ei ole kaytettavissa hiilidioksidikaappia, voidaan maljat laittaa eksikaat-
torissa lampdkaappiin. Eksikaattorista poistetaan happi polttamalla sen hiilidioksidiksi
palavan kynttilan avulla (kynttila sammuu itsekseen hapen loputtua, muista valvon-
tal).
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Rikastusviljely
Tarkoitus on saada naytteessa oleva bakteeri kasvamaan runsaana.

Hajotusviljely
Tarkoitus on saada naytteessa oleva bakteeri kasvamaan erillisina
pesékkeina.

1. Viljele naytteenottotikulla naytetta 1/3:lle maljaa (kuva 2)

2. Vaihda puhdas viljelysauva ja viljele loppumalja (kuva 3)

3. Tee maljaan tarvittavat merkinnat: naytenumero, viljely pvm (kuva 4)

B

Kuva 3 Ota viljelysauva ja Kuva 4 Tee tarvittavat merkinnat

Kuva 2 Viljele 1/3 maljasta

viljele loppumalja

Puhdasviljely

Tarkoituksena on saada samaa bakteeria kasvamaan
runsaasti jatkotutkimuksia varten.

1. Ota tutkittavaa bakteeria viljelysauvalla sen pesakkeista
HUOM! Valta kontaminaatiota pesakkeita poimiessasi

2. Tee viljely samalla tavalla kuin hajotus (koko viljelyn voi

tehda samalla sauvalla).

Virtsaviljely

1. Sekoita virtsandyte huolellisesti ennen viljelya.

2. Kasta 1 pl:n silmukka virtsaan tyontamalla se n. 3 kertaa hieman
naytteen pinnan alle.

3. Veda silmukalla veto koko maljan poikki

4. Viljele malja siksak vedoin. Silmukka El saa koskea maljan reunoja.

HUOM! Kaytossa saattaa olla myos vaihtoehtoisia viljelytapoja.
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5 SAUVA- JA KOKKIBAKTEEREILLE YHTEISIA

TUNNISTUSKOKEITA

5.1 Bakteereiden mikroskooppinen tarkastelu

Bakteereiden tunnistaminen mikroskopoimalla on yksi mikrobiologian perinteisimmis-
t& bakteereiden tunnistusmenetelmistd. Ennen mikroskopointia naytteet yleensa var-
jatdan. Yleisin mikrobiologian véarjdysmenetelmistda on gramvarjays. Kaytdssa on
myds useita muita varjaysmenetelmia esimerkiksi erilaiset happovarjaykset. Tydoh-

jeesta loytyy ohje gramvarjayksen suorittamiseen.

Etsi aluksi ndkodkenttd 10-kertaisella suurennuksella. Sen jalkeen tutki bakteereita
100-kertaisella suurennoksella immersiodljyn kanssa. Valmista preparaattia mikros-

kopoidessasi kiinnita huomiota ainakin seuraaviin asioihin:

1. Varjaytyvyyteen (gram-negatiivinen/positiivinen)
2. Muotoon (kokki, sauva)

3. Bakteereiden ryhmittymiseen (ryhma, ketju)

HUOM! Muista ottaa huomioon myds mahdolliset artefaktat, silla bakteereiden morfo-

logia voi muuttua esimerkiksi antibioottihoidon seurauksena.
5.2 Gram-varjays

Periaate

Varjayksen erot perustuvat gram-positiivisten ja gram-negatiivisten bakteerien solu-
seindmien rakenne-eroihin. Gram-negatiivisten bakteerien soluseinama sisaltaa eta-
noliliukoisia lipideja, jonka vuoksi kristallivioletti-jodikompleksi péésee poistumaan
solusta alkoholikasittelyn yhteydessa. Gram-positiivisilla bakteereilla alkoholikasittely
kutistaa paksun peptidoglykaaniseindman, jolloin muodostuu tihed polymeeriverkko,
jonka lapi kristallivioletti-jodikompleksi ei mahdu poistumaan.

Alkoholikasittelyn yhteydessa gram-negatiivisista bakteereista tulee "varittdmia”, siksi

lopuksi suoritetaan vastavarjays safrariinilla.
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Valineet
Objektilasi, laboratoriotikku tai viljelysauva, imupaperi
Reagenssit: 0,9 % NaCl (tai steriili vesi) Kristallivioletti 2 %, Lugolin liuos, etanoli-
asetoni varinpoistoliuos (1:1) & Safraniini

Suoritus

Valmisteen teko

1. Tiputa pisara 0,9 % NacCl:a objektilasille

2. Ota viljelysauvalla tutkittavaa naytetta

3. Sekoita nayte objektilasilla olevaan pisaraan
4

lImakuivaa preparaatti jonka jalkeen varjaa se

Néayte voidaan ottaa suoraan potilaasta (esim. likvor ja nivelneste), ravintoalustalta

(hajotus- tai puhdasviljelmaltd) tai ravintoliuoksesta.

Vérjays

Kiinnitd preparaatti kuumentamalla

Anna lasin jaahtyd ennen vérin lisaamista.

Peitd kiinnitetty naytealue kristallivioletilla, anna varin vaikuttaa 1 minuutti.
Poista vari huuhtelemalla Lugolin liuoksella.

Peitd naytealue Lugolin liuoksella, anna vaikuttaa 1 minuutti.

Huuhdo ylimaarainen Lugolin liuos pois juoksevalla vedella

Huuhdo preparaatti varinpoistoliuoksella noin 30 sekuntia.

Huuhdo preparaatti nopeasti juoksevalla vedella.

© ©® N o gk~ DR

Peitd naytealue Safraniinin liuoksella ja anna vaikuttaa 30 sekuntia.
10. Huuhdo nopeasti juoksevalla vedella.

11. Kuivaa lasi imupaperilla, anna kuivahtaa hetki ilmassa ja mikroskopoi.

Virheléhteet
Liian vanha pesédke voi aiheuttaa gram-positiivisen bakteerin virheellisen varjaytymi-

sen gram-negatiiviseksi.

Tuloksen tulkinta
Gram-positiivinen = Sininen / Tummanvioletti

Gram-negatiivinen - Punainen
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5.3 Katalaasikoe

Kaytetddn streptokokkien ja stafylokokkien erotusdiagnostiikassa.

Periaate
Stafylokokkien tuottama katalaasientsyymi hajottaa vetyperoksidin hapeksi ja vedek-

si, mika ilmenee kuplintana.

Valineet
Objektilasi/maljan kansi, viljelysilmukka/-sauva tai laboratoriotikku.
Reagenssi: 3 % vetyperoksidi

Suoritus

1. Tiputa aluslasille 1-2 tippaa 3 % vetyperoksidia.

2. Ota steriililla silmukalla/sauvalla/puutikulla bakteerimassaa maljalta.
3. Suspensoi bakteerimassa vetyperoksidi pisaraan.

4. Tarkastele kuohuuko nayte.

Virhelédhteet
Testi suositellaan tehtavaksi verettomalla alustalla kasvaneista pesakkeista tai varo-
vasti pelkk&a bakteerimassaa poimien verialustalta. Punaiset verisolut saattavat ai-

heuttaa kuplintaa. Kuplinta on tosin heikompaa verrattuna positiiviseen tulokseen.

Platinasilmukkaa ei tulisi kayttaa, koska se aiheuttaa kuplintaa ollessaan tekemisissa

vetyperoksidin kanssa.

Tuloksen tulkinta
Katalaasi positiivinen (stafylokokki) = Vetyperoksidi kuohuu (kuva 5)

Katalaasi negatiivinen (streptokokki) = Vetyperoksidi ei kuohu

Kuva 5 Vetyperoksidi kuohuu

(positiivinen tulos)
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5.4 Oksidaasikoe

Kaytetdan gram-negatiivisten bakteereiden erotteluun. Oksidaasi-positiivisia baktee-
reja ovat esimerkiksi Aeromonakset, Plesiomonakset, Kampylobakteerit, Neisseriat
sekd osa Pseudomonaksista ja Pasteurelloista

Periaate
Oksidaasipositiivisen  bakteerin  sisaltdmd sytokromioksidaasi hapettaa oksi-
daasireagenssin (tetrametyyli-p-fenyleenidiamiini dihydrokloridi) indofenoliksi, mika

ilmenee sinertavana varina.

Vilineet
Imupaperi, laboratoriotikku/viljelysauva
Reagenssit: Oksidaasireagenssi (valmistetaan liuottamalla 50 mg tetramethyl-p-

phenylenediamini dihydrochloridi jauhe 5 ml:aan vetta)

Suoritus

Testi suositellaan tehtéavaksi epaselektiiviseltd maljalta.

Maljalla: Pudota tippa oksidaasireagenssia tutkittavan pesakkeen paalle.

Imupaperilla: Kostuta pala imupaperia (tai muuta huokoista paperia) oksi-
daasireagenssilla. Ota tutkittavaa pesaketta steriililla puutikulla/vilielysauvalla ja hiero

se kostutetulle imupaperille.

Tuloksen tulkinta
Oksidaasipositiivinen - Sininen / Violettivari (10-30 sekunnin kuluessa!)

Oksidaasinegatiivinen - Ei varin muutosta
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6 GRAM-NEGATIIVISTEN SAUVOJEN TUNNISTUS-

KOKEITA

6.1 Laktoosinkaytto

Osa enterobakteereista on laktoosipositiivisia ja osa laktoosinegatiivisia. Suolistopa-
togeenit, kuten Salmonella ja Shigella ovat laktoosinegatiivisia. Proteukset ja Pseu-
domonakset ovat my0s negatiivisia. E.coli -kannoissa on molempia, mutta yleisimmin

ne ovat laktoosipositiivisia.

Periaate

Bakteeri kayttaa kasvualustansa laktoosia, mika ilmenee maljan varin muutoksena.

Viélineet

Cled-malja, viljelyvalineet

Suoritus
1. Viljele tutkittavaa bakteeria Cled-maljalle.
2. Inkuboi maljaa lampokaapissa +35-36 “C:ssa yon yli.

3. Tarkastele mahdollista varin muutosta maljalla.

Tuloksen tulkinta
Laktoosipositiivinen - Keltainen

Laktoosinegatiivinen - Sininen / Vihrea
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6.2 API110s

Periaate

Gram-negatiiviset sauvat ja enterbakteerit voidaan luokitella ja nimeta tutkimalla nii-
den biokemiallisia ominaisuuksia. APl 10 S — liuska sisaltdd 10 mikrotaskua, joissa
on kuivattuja substraatteja. APl 20 E-liuskalla naitd mikrotaskuja on 20. Bakteerin
aineenvaihdunta aiheuttaa varinmuutoksen, jota tulkitaan testin mukana tulevan tau-

lukon avulla.

Valineet

Api-testiliuska ja -kotelo, steriilia vettd, koeputki, Cled-malja, viljelysauva, pasteurpi-
petti, steriilia parafiinidljya

Reagenssit: TDA-reagenssi (ferrikloridi), Indolireagenssi (Kovacs)

Suoritus
API 10 S:

1. API-kotelon pohjalle kaadetaan hieman steriilid tislattua vettd kosteuden ylla-
pitamiseksi. Tunnistetiedot kirjoitetaan kotelon pidennettyyn paahan. Liuska
laitetaan koteloon.

2. Otetaan yksi peséke tutkittavaa bakteeria ja suspensoidaan se 3 ml:aan sterii-
lia tislattua vetta koeputkessa.

3. Pasteur-pipetilla lisatdan bakteerisuspensiota kaikkiin liuskan taskuihin lius-
kaa kallistaen, ilmakuplien syntymista tulisi valttda. ICITI — taskussa taytetaén
myos kuplaosa bakteerisuspensiolla.

4. Bakteerisuspensiosta tehdaan lisdksi hantamalja testin puhtauden ja baktee-
rin laktoosin kayton tarkastelemiseksi. Hantdmalja tehdaan viljelemalla bak-
teerisuspensiota Cled-maljalle. Vie malja inkuboitumaan lampokaappiin +35—
36 °C:een yon yli.

5. LDC-, ODC-, H2S- ja URE- taskuissa taytetaan kuplaosat 6ljylla anaerobisen
ilmaston luomiseksi. Varotaan kontaminoimasta 06ljyruiskun neulaa baktee-
risuspensiolla!

6. Sulje kotelo kannella ja inkuboi sitd lampokaapissa +35—36 “C:ssa yon yli.
Seuraavana paivana lisdtddn TDA-taskuun tippa TDA-reagenssia (ferriklori-
dia) ja IND-putkeen tippa indolireagenssia (Kovacs).

8. Tulokset luetaan varimuutosten perusteella reagenssivalmistajan ohjeen mu-

kaan.
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Tuloksen tulkinta
Tulkintataulukon avulla merkitaan kunkin testin kohdalle + tai - tulosliuskaan. Siina
testit on eritelty kolmen ryhmiin ja pisteytetty 1, 2 ja 4. Jokaisessa ryhmassé laske-
taan positiivisten tulosten pisteet yhteen ja n&in saadaan nelinumeroinen profiili, jota

verrataan testivalmistajan taulukkoon.

API110 S:N TULKINTATAULUKKO

Testi Negatiivinen tulos Positiivinen tulos

ONPG variton keltainen

GLU sininen keltainen / sinivihrea

ARA sininen / sinivihrea keltainen

LDC keltainen oranssi

oDC keltainen punainen / oranssi

ICITI vaalean vihrea / keltainen | sinivihrea / sininen

H2S varitdn / harmahtava musta sakka / ohut viiva

URE keltainen punainen / oranssi

TDA * keltainen tumman ruskea

IND * variton / vaal.vihred / kel- | vaalean punainen
tainen

OX varitbn violetti

NO3-NO, keltainen punainen

*Varinmuutos valittémasti reagenssilisayksen jalkeen!

Lopuksi tarkastellaan hantamalja, josta ndhdéaén bakteerin laktoosinkéayttd, kasvami-
nen maljalla ja kasvaako se puhtaana (kontaminaatioiden mahdollisuus tekovaihees-

sa).
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6.3 Haemophilusten tunnistuskokeita

Haemophilukset ovat pienia gram negatiivisia sauvoja (joskus hyvin kokkimainen.
Varjayksessa voi myds nakya pidempid, ohuita sauvoja pienten sauvojen joukossa).
Haemophilukset kolonisoivat nendnielua ja suun limakalvoja, joten sieltd ovat
tavallisimmat infektiotkin 1&htdisin: ofiitti, sinuiitti ja konjunktiviitti. Inmisella yleisimpia
taudinaiheuttajia ovat Haemophilus influenzae, H.parainfluenzae ja H.aphrophilus.
Bakteerisuvun erikoisuus on H.ducreyi, joka aiheuttaa pehmedn sankkerin
(sukupuolitauti).

Haemophilukset kasvavat suklaamaljalla pienind harmaina pesakkeind. Verimaljalla

ne eivat yleensa kasva puhdasviljelmana (huom. satelliittikoe).
6.3.1 Satelliittikoe
Periaate

Haemofilukset tarvitsevat verimaljalla kasvaakseen ldhelleen toisen bakteerin, joka
hemolysoi punasoluja ja ndin maljalta vapautuu haemofilusten tarvitsemia kasvuteki-

joita.

Vélineet

Verimalja, viljelyvélineet ja Staphylococcus aureus- kanta.

Suoritus
Tutkittava bakteeri viljelldadn verimaljalle siksak-vilielmana, jonka yli vedetaan viiva
hemolyyttista Staphylococcus aureus-kantaa uudella steriililla viljelysauvalla.

Inkuboi maljaa CO,:ssa yon vli.

Tuloksen tulkinta
Kaikki Haemophilukset ovat satelliitti-positiivisia (=S.aureus viiva kasvaa
voimakkaasti ja sen laheisyydessd Haemophilus pienend pesakkeena), paitsi

H.aphrophilus, joka kasvaa verimaljalla CO,:ssa.
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6.3.2 Faktorikoe

Periaate
Eri haemofiluslajit tarvitsevat erilaisia kasvutekijoita, joiden avulla ne voidaan erottaa
toisistaan. X-kiekko sisaltdd hemiinida, V-kiekko NAD:ia ja XV-kiekko hemiinia etta

NAD:ia. Viljelyyn kaytettava Muller-Hinton-malja ei sisalla hemiinia tai NAD:ia.

Vélineet

Koeputki, Miller-Hinton-malja, X-, V- & XV-kiekot, dreija,
pumpulipuikko.

Reagenssit: 0,9% NaCl

Kuva 6 Faktorikoe maljan
Suoritus merkinnat
1. Tee tutkittavasta bakteerista suspensio 0,9 % NacCl:iin
(n.0,5 McFarland).
2. Dreijaa (katso s. 33) suspensiota tasaisesti
Muller-Hinton-maljalle
Merkitse faktorikiekkojen X, V ja XV paikat (kuva 6).

Aseta faktori kiekot merkityille paikoille

o b~ w

Inkuboi maljaa CO,:ssa yon yli.
6. Tarkastele bakteerin kasvua maljalla
HUOM! 0,5 McFarlandia tarkoittaa n. 10% elavaa bakteeria/ml.

Silmamaaraisesti nayttaa maitomaiselta (kuva 7).

Kuva 7 0,5 McFarlandin

Tuloksen tulkinta (oikea) ja veden (vasen)

Bakteerin kasvaessa vain XV-kiekon ymparilla, on kyseessa ero.
Haemophilus influenzae

Faktori eli kasvutekijavaatimukset:

Bakteeri X \%
H.influenzae + +
H.parainfluenzae - +

H.aphrophilus - -

Haemophiluksille on oma herkkyysmalja ja — paneeli. Haemophiluksille tehdaan li-
saksi aina beeta-laktamaasitesti (katso s. 35).
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7 GRAM-POSITIIVISTEN KOKKIEN TUNNISTUS-

KOKEITA

7.1 Gram-positiiviset ryhmakokit

7.1.1 Koagulaasikoe

Kaytetddn erottamaan Staphylococcus aureus muista stafylokokeista. Koagulaasiko-
keen rinnalla tehdaan aina Sa-kasvukoe, tulosten on oltava yhtélaiset.

Periaate

Koagulaasi on termostabiili entsyymi, jota 16ytyy l&hinnd S.aureuksesta. Se aiheuttaa
ihmis- tai  kaninplasman fibrinogeenin  koaguloitumisen eli  hyytymisen.
Koagulaasientsyymi on myo6s kahdella muulla stafylokokilla (S. intermedus ja S.

Hyiucus), mutta niita I6ydetdan vain harvoin Kliinisista naytteista.

Valineet
Koeputkia, viljelysauva
Reagenssit: Kaupallinen kaninplasma (HUOM! Testaukseen eivat sovi muut eldin-

plasmat), steriili vesi

Suoritus
Plasma liuotetaan valmistajan ohjeiden mukaan.
1. Suspensoi runsas ymppi tutkittavaa bakteeria
n. 0,3ml plasmaa.

Inkuboi putkea +35 “C:ssa yon yli.

3. Tarkastele onko putkeen muodostunut

e

hyytymaa, putkea ei saa ravistaa! (kuva 8) en ulosten

Kuva 8 Koagulaaikoke
tulkinta: ylemmassa putkessa hyy-

tyma (positiivinen)

Tuloksen tulkinta

Staphylococcus aureus - Putkeen on muodostunut hyytyma

Koagulaasi negatiivinen stafylokokki -> Plasma liikkuu vapaasti, eikd ole

havaittavissa olevaa hyytymaa
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7.1.2 Staphylococcus aureuksen tunnistaminen SaSelect - Kromogeenisel-
la maljalla

SaSelect-malja on suunniteltu S.aureuksen tunnistamiseen 18-24 tunnissa.

Periaate

Tunnistus perustuu fosfataasientsyymiin, minkd vuoksi S. aureus pesakkeet ovat
maljalla  variltddn  vaaleanpunaisesta  oranssiin. Jos  stafylokokilla  on
glykosidaasientsyymi, pesakkeet ovat sinisia. Jos tutkittavalla kannalla ei ole

kumpaakaan entsyymia, pesake kasvaa valkoisena tai kellertdvana.

Vialineet

SaSelect-malja, viljelyvélineet

Suoritus
1. Viljele tutkittava kanta maljalle joko suoraan pesdkkeestd tai
herkkyyssuspensiosta. Viljely tehddan pienelle alueelle hajotusviljelyna
(yhdelle maljalla voi viljelld useamman naytteen).
Inkuboi maljaa 18-24 tuntia +35 °C:ssa.

3. Tarkastele maljaa ja bakteeripesakkeiden vareja.

HUOM! Jos inkubointi ylittdad 24 tuntia, pinkit ja oranssit pesakkeet on varmistettava

koagulaasi tai slide-testilla.

Virheldhteet

Jos maljalle siirretty bakteerimaéra on hyvin runsas, viljelykohta nayttaa varikkaam-
malta kuin itse pesékkeet.

Jos maljalle viljellaan nayte suoraan ilman hyvaa hajotusta, pesakkeiden vari saattaa
jaéada kehittymatta.

Jotkut stafylokokkikannat eivat kasva maljalla
Tuloksen tulkinta
S. Aureus - Vaaleanpunainen / Oranssi

S. Epidermidis = Valkoinen / Haalean punainen (pesakkeet pienid)

S. Saprophyticus = Sininen / Turkoosi
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7.2 Gram-positiiviset ketjukokit

7.2.1 Hemolyysikoe
Kaytetddn streptokokkien tunnistamiseen.

Periaate

Streptokokkien erittdmat eksotoksiinit hajottavat verimaljan tai streptokokkimaljan
punasoluja. Kun punasolut hajoavat kokonaan, syntyy kirkas hemolyysi eli B-
hemolyysi. Kun punasolut hajoavat vain osittain syntyy vihred hemolyysi eli o-

hemolyysi. Kun hemolyysia ei ole havaittavissa, puhutaan non-hemolyysista.

Valineet

Viljelyvalineet, veri- tai streptokokkimalja

Suoritus
Tehd&an hajotusviljely veri- tai streptokokkimaljalle. Inkuboi maljaa CO,-ymparistéssa

lampokaapissa +35—36 °C:ssa yon vli.

Virheldhteet
HUOM! myds esim. E. coli, muut gram-negatiiviset sauvat, S. aureus ja Listeria mo-

nosytogenes voivat aiheuttaa kirkkaan hemolyysin verimaljalla.

Tuloksen tulkinta

B-hemolyyttinen streptokokki - Kirkas hemolyysi

a-hemolyyttinen streptokokki = Vihrea hemolyysi

Non-hemolyyttinen streptokokki / muu bakteeri - Ei silmin nahtdvaa hemolyysia

(Vaalea / Harmahtava kasvu)
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7.2.2 Optokiinikoe

Periaate

Optokiini estda pneumokokin kasvua.

Vialineet

Verimalja, viljelyvalineet

Reagenssit: Optokiinikiekko

Suoritus

1.

Viljele tutkittavaa bakteeria verimaljalle tihedksi kasvustoksi.

2. Aseta optokiinikiekko viljelman paalle.
3.
4

Inkuboi maljaa CO,-ympéristdssa lampdkaapissa +35-36 “C:ssa yon yli.
Mittaa estorenkaan halkaisija ja vertaa tulosta optokiinikiekon valmistajan

rajoihin.

Tuloksen tulkinta

Optokiinikiekkoja on saatavilla useilta eri valmistajalta, joten tarkista tulkintarajat aina

valmisteen pakkauksesta!
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7.2.3 Basitrasiinikoe

Periaate

Bacitrasiini estda Streptococcus pyogeneksen kasvua.

Vélineet
Veri- tai streptokokkimalja tai streptocult alusta
Reagenssit: Basitrasiinikiekko

Suoritus
1. Viljele tutkittavaa bakteeria maljalle tai streptocult alustalle.
2. Aseta basitrasiinikiekko viljelman paalle.
3. Inkuboi maljaa lampdkaapissa +35-36 °C:ssa yon yli. Streptocult alustaa
kasvatetaan +35 "C:ssa yli yon.

4. Mittaa estorenkaan halkaisija.

Tuloksen tulkinta
Basitrasiini positiivinen eli S. Pyogenes - Estorenkaan halkaisija yli 15 mm

Basitrasiini negatiivinen - Estorenkaan halkaisija alle 15 mm

7.2.4 Streptokokkien antigeeninen eli Lancefieldin ryhmitys agglutinaa-
tiokokeella

Periaate
Tyypitys Lancefieldin ryhmiin perustuu [-hemolyyttisten streptokokkien pinnalla

olevien erilaisten hiilihydraattirakenteiden perusteella.

Vélineet

Koeputki, viljelysauva

Reagenssit: Kaupallinen Strep Plus Kit (Oxoid): latex reagenssit ryhmille A, B, C,G.
(Reagenssit sailytetdan jadkaapissa pystyasennossa ja otetaan huoneenlampéon n.

puoli tuntia ennen kayttoal)

HUOM! Jos kayttossa on joku muu kaupallinen kitti kuin Strep Plus Kit, niin

tutustu aina ensin valmistajan ohjeeseen!
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Suoritus

1. Tiputa koeputkeen 3 tippaa reagenssia 1.

2. Lisda koeputkeen 3 tippaa reagenssia 2, jolloin vari muuttuu sinisesta
kellertavaksi.

3. Lisda koeputkeen puhtaita tutkittavia bakteeripesakkeitd: sopiva maara on
sellainen, jolla tulee heikosti samea suspensio.

4. Lisaa koeputkeen 3 tippaa reagenssia 3, jolloin suspensio muuttuu takaisin
siniseksi.

5. Annostele jokaiseen testiympyrdan yksi tippa hyvin  sekoitettua
huoneenlampdistd latexreagenssia. A-latexia omaan ympyraan, B-latexia
omaan jne.

6. Lisda pasteurpipetilla 1 tippa tutkittavaa bakteerisuspensiota jokaiseen
testiympyraan latex-reagenssitipan viereen.

7. Sekoita kunkin ympyran tipat keskenaan esimerkiksi laboratoriotikulla. HUOM!
Vaihda aina tikkua testiympyrdiden valilla!

Keinuta testilevya varovaisesti, korkeintaan minuutin ajan.
Lue muodostunut sakka (kuva 9).
Virheldhteet:

Epapuhtaiden bakteeripesakkeiden kayttd tai kontaminaatio jossain tyévaiheessa voi

aiheuttaa sakan muodostumisen useampaan testiympyraan. Tee uusi testi.

Tuloksen tulkinta

B-hemolyyttisen bakteeri > Sakka

Muu bakteeri kuin B-hemolyyttinen streptokokki > Ei sakkaa

Kuva 9 Sakan muodostuminen vasemalla.
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7.3 D-ryhman streptokokit = enterokokit

Taman ryhman streptokokit kuuluvat elimiston eri alueiden, varsinkin genitaalialueen
ja suoliston, normaaliflooraan. Tavallisimmat kl.naytteissa esiityvat enterokokit ovat

Enterococcus faecalis ja Enterococcus faecium.

Kasvuvaatimuksiltaan ne ovat vaatimattomampia. Veri- ja streptokokkimaljalla ne
kasvavat harmaina pienind pesakkeind. Aerobikasvatuksessa se on alfa- tai nonhe-

molyyttinen, mutta anaerobissa usein beta-hemolyyttinen.
7.3.1 Sappieskuliinikoe
Kaytetdan enterokokkien erottamiseksi muista streptokokeista.

Periaate
Enterokokit pystyvat lisdantymaan maljalla, joka sisaltdad sappisuoloja, eskuliinia ja
rautaa. Enterokokkien hajottamasta eskuliinista muodostunut metabolituote reagoi

raudan kanssa, mika ilmenee maljalla mustana varina.

Vélineet
Herkkyysmalja

Reagenssit: Eskuliinikiekko tai eskuliinimalja

Suoritus

Eskuliinikiekolla:

Herkkyysmaljalle lisataan antibioottikiekkojen lisaksi eskuliinikiekko.

Eskuliinimaljalla:

1. Veda tutkittavasta bakteerista viiva sappieskuliinimaljalle.
2. Inkuboi maljaa lampdékaapissa +35-36 °C:ssa yon vli.

3. Tarkastele kasvaako maljalla mustia bakteeripesakkeita.

Tuloksen tulkinta

Sappieskuliinikiekko:

Sappieskuliini positiivinen - Kiekon ymparilla kasvaa mustia pesakkeita
Sappieskuliinimalja:

Sappieskuliini positiivinen - Maljalla kasvaa mustia bakteeripesakkeita
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7.3.2 Arabinoosikoe

Kaytetdan Enterococcus faeciumin ja Enterococcus faecaliksen erottamiseen toisis-
taan.

Periaate
E.faecium fermentoi arabinoosia muuttaen maljan violetin vérin keltaiseksi. E. Fae-
calis taas ei saa maljaa muuttamaan varia.

Vélineet
Viljelyvélineet, arabinoosimalja

Suoritus
1. Viljele tutkittavaa bakteeri arabinoosimaljalle. (Yhdelle maljalle voi viljella
useamman naytteen!)
2. Kasvata yon yli +35 “C:ssa.
3. Tarkastele maljaa seuraavana paivana.

Tuloksen tulkinta

E.faecium - Keltainen
E.faecalis > Ei varimuutosta (violetti)

Bakteeri Arabinoosi Sappieskuliini
E.faecium keltainen positiivinen
E.faecalis violetti positiivinen
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8 HERKKYYSMAARITYKSET

Bakteerien herkkyyden ja bakteerilddkkeen tehon mittana kaytetddn MIC-arvoa eli
Minimal Inhibitory Consentration. Voidaan maarittdd myés MBC-arvo eli Minimal
Bacterial Consentration. Laakeherkkyys voidaan maarittdd wusealla eri
menetelmalla, joita ovat agardiffuusimenetelma (kiekkomenetelma),

laimennusmenetelma (E-testi), entsyymimaaritykset ja geenimenetelmat.

Herkkyysluokat kansainvalisesti kaytetyn SIR-jarjestelman mukaan ovat:
S (susceptible) = Bakteeri herkka tutkitulle antibiootille normaalilla hoitoannoksella.
I (intermediate) =Tutkittu antibiootti kayttékelpoinen vain korkeilla annoksilla.

R (resistant) = Bakteeri vastustuskykyinen tutkitulle antibiootille eli resistentti.

Periaate
Laakekiekosta diffundoituva ladkeaine estaa bakteerin kasvun kiekon ymparilta ja sita

suuremmalta alueelta mitd herkempi bakteeri on kyseiselle 1adkkeelle.

Valineet

Viljelysauva, Miller-Hinton-malja, pumpulitikku, dreija

Reagenssit: 0,9 % NaCl-putki, antibioottikiekot

Avaamattomat antibiootit ja antibioottiannostelijat sailytetdan jaadkaapissa ja ne tulisi
nostaa huoneenlampddén noin tuntia ennen annostelua. Avatut antibiootit sailyvat noin

kuukauden.
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Suoritus

1. Tee puhtaasta ja tuoreesta bakteerikasvustosta(3-5 pesaketta) ymppi 0,5
ml:aan steriilia 0,9 % NaCl:a. McFarland 0,5 HUOM! Ymppi tulee siirrostaa
maljalle 15 minuutin kuluessa ympin valmistamisesta.

2. Kasta steriili pumpulitikku suspensioon ja kuivaa ylimaarainen neste putken
sisareunaan.

3. Veda pumpulitikulla herkkyysmaljan pinnalle poikkiviiva. Levita samalla tikulla
suspensio koko maljalle dreijan avulla. HUOM! Ala paina tikkua liilan kovasti!
Valtd myos koskettamasta maljan reunoja, jottei syntyisi aerosoleja.

4. Annostele antibioottikiekot maljalle k&sin tai antibioottiannostelijalla.

Inkuboi maljoja kyseessa olevan bakteerin vaatimassa kasvuymparistossa
yon yli.

6. Mittaa seuraavana paivana laakeaineiden aiheuttamien estorenkaiden

halkaisijat (mm).

. R |
o

Kuva 10 Dreijaamisen Kuva 11 Dreijaamisen Kuva 12 Antibioottikiekot

aloittaminen lopettaminen maljalla

Tuloksen tulkinta
Tarkista aina laakeainekohtaiset rajat. Asiakkaalle annetaan vastaus herkkyysluokki-
naS, ltaiR
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8.1 Novobiosiinikoe

Kaytetddn erottamaan Staphylococcus saprophyticus muista stafylokokeista virtsa-
naytteissa.

Periaate
S.saprophyticus on resistentti novobiosiinille. Muut virtsasta |6ydettavat kliinisesti

merkitsevat koagulaasinegatiiviset stafylokokit ovat taas herkkia novobiosiinille.

Valineet
Muller-Hinton-malja

Reagenssi: Novobiosiinikiekko

Suoritus
1. Lisaa herkkyysmaarityksen yhteydessa maljalle 5 pg novobiosiinikiekko.
2. Inkuboi maljaa lampdkaapissa +35-36 °C:ssa yon yli.

3. Mittaa estorenkaan halkaisija.

Tuloksen tulkinta
Staphylococcus saprophyticus > Estorenkaan halkaisija vahemman kuin 15 mm

(Novobiosiini R)



35
8.2 B-laktamaasikoe

Monet kliinisesti tarkeat bakteerit tuottavat B-laktamaasientsyymia, joka pystyy
hajottamaan [  -laktaamiantibiootteja. B  -laktamaasientsyymia  tavataan
staphylokokeilla, = haemophiluksilla, = Branhamella  catarrhaliksella, = Neisseria

gonorrhaella, enterokokeilla ja anaerobibakteereilla.

Periaate
Beta-laktamaasitestissa kaytetaan nitrocefiinilla (varillinen kefalosporiini) kyllastettyja
paperikiekkoja. B -laktamaasi hydrolysoi [ -laktaamirenkaan amidisidoksen ja

nitrocefiinin vari muuttuu keltaisesta punaiseksi.

Valineet
Koeputki, viljelysauva

Reagenssit: 0,9 % NaCl, 8 —laktamaasikiekko

Suoritus
1. Ota useita pesakkeitd maljalta (yhden vuorokauden kasvustosta) ja suspensoi
ne 0,25 ml 0,9 % NacCl:a.
Lisaa putkeen yksi B-laktamaasikiekko ja sekoita.
Inkuboi putkea 1-2 tuntia huoneenlammdssa.

4. Tarkastele muuttuuko liuoksen vari.

Tuloksen tulkinta
B-laktamaasi positiivinen > Vari muuttuu kellertdvasta punaiseksi

B-laktamaasi negatiivinen 2> Ei varimuutosta

HUOM! B-laktamaasi positiivisilla kannoilla penisilliinin ja ampisilliinin herkkyydet
tulkitaan R:ksi
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9 MUITA MIKROBIOLOGISIA TUNNISTUSKOKEITA

9.1 Seerumikoe eli itutesti

Harjoitustunneilla tehdaan sienitutkimuksista ainoastaan seerumitesti, joka on

tarkoitettu Candida albicansin erottamiseen muista hiivalajeista.

Periaate

Seerumikokeessa luodaan sellaiset olosuhteet Candida albicansille, jotta se kykenee
muodostamaan ituputken. ltuputki(hyyfi) on paksuudeltaan noin puolet ja pituudeltaan
noin nelinkertainen hiivasoluun verrattuna. Iltuputken ja solun yhtymakohdassa ei ole

seindmaa vaan se on avonainen.

Valineet
Seerumia sisaltava koeputki, viljelysauva, objektilasi, peitinlasi

Reagenssit: ihmisen tai naudan seerumia

Suoritus
1. Suspensoi tutkittavaa hiivapesaketta viljelysauvalla seerumia sisaltavaan
koeputkeen.
Inkuboi putkea 2-3 tuntia +35 “C:ssa
3. Tiputa objektilasille tippa seerumiymppia ja peita tippa peitinlasilla.

4. Tarkastele tippaa mikroskoopilla.

Tuloksen tulkinta

Jos on havaittavissa ituputkia (kuva 13), on kyseessa Candida albicans.

Joskus Candida albicans ei tee ituputkea seerumitestissa. ~

ltuputki muodostuu kuitenkin jatkoviljelmassa, mutta neljan Cf \\\3 O

tunnin kasvatuksen jalkeen myos muutkin hiivalajit alkavat /%:}

muodostaa ituputkia. i f
o JF

Kuva 13 Ituputkien

muodostuminen
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9.2 Nielun pikatesti

A-ryhman B-hemolyyttinen streptokokki aiheuttaa nielutulehduksen, jonka hoidossa
penisillini on avainasemassa. Nykyaan on saatavilla kaupallisia pikatesteja, joilla
voidaan hyvinkin nopeasti osoittaa A-ryhman streptokin antigeeni nielunaytteesta.
Diagnostiikassa tama ei yksin riita, silla niiden herkkyys on alle 95 %, ja lisaksi C- tai
G ryhmaén streptokokit jaavat nailla testeillda 16ytymatta. Siksi nielundytteesta pikates-
tin lisdksi on syyta tehda myos viljely.

Periaate

Perustuu streptokokin A-antigeenin osoitukseen.

HUOM! Naytteenoton oikea suorittaminen on ehdoton edellytys sille, etta testilla
saadaan oikea tulos (katso s. 8-9).

Vialineet

Reagenssit: Quick-Vue Dipstick Strep A test

Suoritus

HUOM! Tutustu valmistajan ohjeeseen, jos kaytdssa on muu kuin Quick-Vue Dipstick
Strep A test.

1. Avaa pakkaus ja aseta testiliuska telineeseen. Testiliuska tulee kayttaa valit-
tomasti foliopaketin avaamisen jalkeen. Testiliuskaan saa koskea vain siita
paastd, missa on teksti strep A.

Sekoita reagenssi A ja tiputa sité koeputkeen 3 tippaa

Sekoita reagenssi B ja tiputa sitéa koeputkeen 3 tippaa. Liuoksen pitdisi muut-
tua vihreaksi.

Laita naytteenottotikku koeputkeen.

Purista putken paata, jotta tikusta saataisiin nayte mahdollisimman hyvin nes-
teeseen.

6. Pyoritd tikkua putkessa vahintaan viisi kierrosta.

Anna tikun seista nesteessa 1 minuutin ajan.

8. Minuutin kuluttua purista kaikki mahdollinen neste naytteenottotikusta samalla
kun nostat tikun pois putkesta.

9. Upota testiliuska koeputkeen niin, ettd nuolet osoittavat alaspain. Anna testi-

liuskan seista putkessa viisi minuuttia, jonka jalkeen voit lukea tuloksen.



38
Tulokset

Streptokokki A-positiivinen = Kaksi viivaa: punainen testiviiva ja vaaleansininen kont-
rolliviiva. Viivojen varin voimakkuus voi vaihdella.

Streptokokki A-negatiivinen -> Yksi viiva: vaaleansininen kontrolliviiva

Testi uusittava uudella naytteelld, kun sinista kontrolliviivaa ei ilmesty viiden
minuutin kuluessa.
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