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Tutkimus on tehty Keski-Suomen sairaanhoitopiifbdeatorioliikelaitos KESLABIn
pyynnosta. Vertailututkimuksen tavoitteena oli E#tmalja, jolta voitaisiin silmamaa-
raisesti havaita yleisimmat virtsatieinfektioitahauttavat bakteerit suoraan bakteeri-
peséakkeiden varista. Viljelimme 106 virtsanaytgtiésta jokainen viljeltiin kolmelle eri
valmistajan maljalle.

Virtsaviljelya tehdaan virtsatieinfektioiden tote@ta ja seurantaa varten. Virtsatiein-
fektion yleisin aiheuttaja ok. coli (Escherichia coli) —bakteeri, joka aiheuttaa jopa 90
% tapauksista. Virtsatieinfektioiden diagnostiikaga hoidossa on naytteen laadulla,
sailytykselld ja kuljetuksella erittain tarkea oddéama tekijat vaikuttavat luotettavan
tuloksen saamiseen.

Virtsan bakteeriviljelylla pyritdan loytamaan uropgeeneja eli virtsatieinfektioita ai-
heuttavia bakteereja. Virtsaviljelyn tarkoituksesra saada bakteeri kasvamaan selvasti
erillisena pesakkeena maljalla, josta bakteerimisinskoe ja mikrobiladkkeen herk-
kyysmaaritys on helppo suorittaa. Eri bakteeremstendostuu maljan elatusaineen pin-
nalle erilaisia pesékkeita.

Tutkimuksessa vertailtiin kolmen erilaisen kromagieen maljan differentiaaleja omi-

naisuuksia bakteeripesdkkeiden kasvun méaran ja ypé@rusteella. Kromogeenisten

maljojen elatusaineena on kaytetty agaria eli @ikaridiseosta. Agariin on lisétty

varid muodostavia yhdisteitd, jotka entsyymi-sudetireaktion seurauksena varjaavat
maljalla kasvavat bakteeripesakkeet tietyn varisiks

Tutkimuksen perusteella viljelmien pesakemorfolegaja kasvun maarassa ei havaittu
huomattavia eroja maljojen valilla. Varireaktioivalt tyypillisia verrattaessa maljojen
valmistajien esitteisiin. Tutkimuksen perusteelta todeta, ettd nykyisin kaytdssa oleva
CHROMagar™ Orientation malja oli naista kolmestéht@ehdosta paras seka viljelta-
vyyden ettd selkeimpien vérireaktioiden muodostemiguoksi.

Asiasanat: virtsan bakteeriviljely, virtsatieinfektkromogeeniset maljat
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This study was conducted at the requesCehtral Finland’s Health Care laboratory
KESLAB. The objective of this comparative study was talfa dish on which it would
be possible to visually observe the color of thetdéx@al colony and directly find the
most common bacteria causing urinary tract infecttotal of 106 urine samples were
cultivated, each of them on three dishes from tdrferent manufacturers.

Urine culture is done for the detection and moimigprof urinary tract infections. The
most common cause of urinary tract infections is B coli (Escherichia coli) —
bacteria, causing as many as 90 % of the casesurifesamples’ quality, storage and
transport have an important role in the diagnoes Beatment of urinary tract infec-
tions. These factors have an impact on the reiiglmf the results.

With the help of urine culture it is possible tadiuropathogenes in other words bacte-
ria that cause urinary tract infections. The puepofa urine culture is to make the bac-
teria grow on a dish as clearly separate coloniesr&the bacteria identification and
their microbial drug susceptibility testing is edaeyaccomplish. Different bacteria form
different kinds of colonies on the surface of théwre medium.

In our study we compared the differential featuréshree chromogenic dishes on the
bases of bacterial colony growth in terms of tmeimber and color. The medium used
in the chromogenic dishes was agar which is alsswknas a polysaccharide mixture.
The agar was supplemented with color-forming compsuwvhich colored the bacterial
colonies on the dish with a specific color as alltesf an enzyme substrate reaction.

According to the results, there were no significdiffierences in the plantation colony
morphology and in the extent of growth betweenedéht dishes. The color reactions
were typical compared to the brochures of the diginufactures. The study shows that
CHROMagar™ Orientation dish, which the one usethst moment, was the best of
these three options on its cultivation featuresthedlearest color-forming reaction.

Key words: urinary tract infection, cultivation bécteria in urine, chromogenic dishes
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydssa vertaillaan kolmen erilaisen kroeswgsen virtsaviljelymaljan diffe-
rentiaaleja (erilaisia) ominaisuuksia bakteerip&siéden kasvun maaran ja varin perus-
teella. Lisaksi tydssa vertaillaan maljojen vilgelyyttd ja muita ominaisuuksia, kuten
kasvaako jollakin maljoista jotain bakteeria mitduhmaljat eivat havaitse. Tutkimuk-
sen tavoitteena oli [6ytaa ominaisuuksiltaan sedaimalja, joka nopeuttaisi virtsavilje-
lyprosessia. Tarkoituksena oli [6ytaa malja, joltasi suoraan bakteeripesakkeiden va-
ristd havaita yleisimmat virtsatieinfektiota ailtenit bakteerit. Tutkimuksessa verrat-
tiin kolmea maljaa, jotka olivat CHROMagar™ Oriaia (nykyisin kaytdéssa oleva),
Brilliance™ UTI ja chromID™ CPS®.

Virtsaviljelya tehd&an virtsatieinfektioiden totemta ja seurantaa varten potilaiden
naytteista, joilla epaillaén virtsatietulehdustattdehdusten ollessa toistuvia (Wuorela,
Kouri, Laatu, Lipponen, Sammalkorpi, Uhari, Uusit& Vuento 2013.) Kromogeeniset

viljelymaljat mahdollistavat eri bakteerilajien tistamisen pesakkeiden varien perus-
teella. Kromogeenisissa maljoissa elatusaineesedisdity substraatteja, joista vapau-
tuu tiettyd variainetta kasvavan bakteerin tuotaesubstraattia hajottavaa entsyymia.
Substraattia hajottava entsyymi on lajikohtainerten ainoastaan tietyn lajin bakteerit
varjaytyvat. (Peltola 2010.) Kromogeenisistd malaion apua virtsaviljelytutkimuksis-

sa ja ne nopeuttavat tulosten saamista asiakkétie . Kanerva ja Laakkonen 2007.)

Tutkimuksen toimeksiantajana toimii Keski-Suomemasmhoitopiirin laboratorioliike-

laitoksen mikrobiologian laboratorio, joka suortaoin kolmen vuoden vélein kromo-
geenisten maljojen vertailun eri valmistajien teaten kesken. Laboratoriotydn suun-
nittelun, toteutuksen ja tulosten arvioinnin ohjg&SLAB (Keski-Suomen sairaanhoi-

topiirin laboratorioliikelaitos).



2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TAVOITE

Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla kolmea @&sta kromogeenista valmismaljaa.
Vertailu tehtiin, jotta I6ydettaisiin virtsatieirkgoita aiheuttavia bakteereja helposti
erotteleva malja mikrobiologian laboratorion k&gt Vertailussa oli kolme erilaista
maljaa, joita tutkimalla oli tarkoitus l0ytaa nykym kaytdssa olevalle maljalle parempi
vaihtoehto. Tavoitteena oli I6ytaa silmamaaraissesitvimmin virtsatiepatogeeneja erot-
televa malja. Tyo tehtiin KESLABIn mikrobiologiaaboratorion pyynnésta. Halusim-
me 16ytdd ominaisuuksiltaan maljan, joka voisi ndfsa virtsaviljelyprosessia ja hel-
pottaa henkilokunnan jokapaivaista tyoskentelyéarafilologian laboratoriossa. Baktee-

rilajien tunnistaminen maljalta helposti nopeuitaiyos tutkimustulosten saamista.

Tutkimuksessa vertailimme bakteerilajien kasvun n@@&ri maljoilla ja bakteeripesak-
keiden varireaktioiden tyypillisyyttd maljojen dsisiin verraten. Pyrimme huomioi-
maan, kasvoiko jollakin maljoista sellaista bakiaga, mita muilla maljoilla ei kasva-
nut ja ilmeniké maljoilla muita huomioon otettawaminaisuuksia esimerkiksi viljelta-
vyydessa tai maljojen tasalaatuisuudessa. Baktemmilston maaradn kiinnitimme
huomiota tarkkailemalla kasvoiko jollakin maljoissalkeasti runsaammin bakteereja

kuin muilla maljoilla.



3 TUTKIMUKSEN TAUSTA

Virtsaviljelymaljoista on tehty muutamia opinnayted. Valitalon tekemassa tutkimuk-
sessa 2011 vertailtiin laajakirjoisia beetalaktasreduottavia bakteereja kasvatusmal-
joilla. Tydssa vertailtiin viittd erilaista maljga kaytettiin ndytemateriaalina ulostetta,
virtsaa ja haavaeritteitd. Tutkimuksessa havajtétta Lapin keskussairaala saisi suurta
hyotya vaihtamalla ESBL-viljelyissa kayttssa olle€hED-maljan kromogeeniseen
maljaan, silla kromogeenisen maljan kayttoonotisi thelpotusta ESBL kantojen tun-
nistukseen. (Valitalo 2011.)

Ek, Kanerva ja Laakkonen tekivat opinnaytetyon HB8BIn kliinisen mikrobiologian

vastuualueen bakteriologian osaston virtsaviljegdiostiikkaan syksylla 2007. Tyo
kasittelee kromogeenisten maljojen kayttoa virtgayssa. Tyossdédn he vertailivat
kolmea erilaista maljaa kesken&én. Tutkimukseasaittiin, etta kromogeenisten mal-
jojen valilla ei ollut suuria eroja bakteerien kasvtai pesdkemorfologian suhteen.
Kaikki kromogeeniset maljat erottelivat tarkeimnvétsatieinfektiota aiheuttavat bak-
teerit melkein yhta hyvin. Laimennossarjoilla titkessa kuitenkin [6ytyi maljoilta pie-

nia eroja. (Ek, Kanerva ja Laakkonen 2007.)

Lahdemaki ja Lonka tekivat opinnaytetyona (201&%gapiskelumateriaalin "Bakteeri-

pesakkeiden makroskooppinen tarkastelu” patogesnibekteeripesakkeiden tunnis-
tuksen avuksi. Oppimateriaali sisaltda kuvia jaitgetoa erilaisista bakteeripesékkeis-
td. Opinnaytetyon raporttiosa sisaltaa kattavastoa muun muassa bakteriologian
opinnoista, viljelymenetelmistd ja bakteerien kasatimuksista. Tyd on suunnattu
erityisesti bioanalyytikko-opiskelijoille tueksi kiriologian opintoihin seka kliinisen

mikrobiologian harjoittelujaksolle. (Lahdemaki & hka 2011.)



4 TUTKIMUSASETELMA JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

4 .1. Tutkimusasetelma

Vertailevassa tutkimuksessa tarkastelun kohteiddmayaintojen valilla voidaan pyrkié
l6ytdm&an eroavaisuuksia seka yhtalaisyyksia (Sanddk) Tutkimuksessa potilasnayt-
teiden rinnalla meilla oli 22 tunnettua erilaistakbeerikantaa. Viljelyt suoritimme 24
tunnin sisalla ja tulosten lukemisen 16-24 tunnitukssa viljelysta. Viljelyja oli tar-
koitus tehda vahintaan 100 kappaletta kahtenadianéna eri paivana. Ensimmaisena
paivana suoritimme itse viljelyt ja toisena paivdnmi@nme maljoilta kasvustot. Kaikki-

neen viljelykertoja tuli viisi.

4.2. Tutkimuskysymykset
TyOssa vertaillaan kromogeenisia maljoja eri bakgen tunnistuksessa. Tarkoituk-
sena on selvittdd, mik& maljoista on paras vieg#gktiota aiheuttavien bakteerien
tunnistuksessa. Haluttiin selvitettiin, mika madj@ osoitti selvimmin bakteerilajin vari-
reaktionsa perusteella.

Haimme vastauksia seuraaviin tutkimuskysymyksiin:

1) Milla maljoista yleisimmat virtsatieinfektiotaheeuttavat lajit ovat parhaiten tunnis-

tettavissa?

2) Onko vertailussa olevien maljojen valilla erg@svun maaran ja pesakkeiden varin

muodostuksen suhteen silmamaéaaraisesti katsottuna?

3) Kasvaako jollakin maljoista bakteerilaji, jotaiat maljat eivéat tunnista?



5 KROMOGEENISET MALJAT

Bakteeriviljelymaljoja kaytetaan mikrobiologian tafatoriossa bakteerien viljelyyn.
Virtsan viljely kromogeenisilla maljoilla (kuva 1helpottaa ja nopeuttaa bakteerilajien
tunnistusta. (Meurman 2011, 108.) Kromogeenisilkdjoila on elatusaineena kaytetty
agaria. Agar on polysakkaridiseos, joka sisdlta&o/@garoosia. Agaroosia kaytetadan
ladketieteessé ja mikrobiologiassa mikrobien wihateena seka elintarviketeollisuu-
dessa hyyteldimisaineena. Kromogeenisten maljdgnsaineen koostumus on yleensa
salaista tietoa, mutta mahdollinen selektiivindnjdeja entsyymi tiedetdan. (Karpanoja
2007, 39.) Agariin on lisatty varia muodostavia igbeitd, jotka spesifisen entsyymi-
substraattireaktion seurauksena saavat aikaanlimaliillisen lopputuotteen. Baktee-
ripeséke varjaytyy lajille ominaiseen tapaan jadaain nain tunnistaa. (Nissinen 2012.)

Maljoilta voidaan tehdéa alustava tai lopullinen noien tunnistus, tai voidaan suorittaa

viela erillinen jatkotunnistustesti. (Karpanoja Z2039.)

KUVA 1. Kromogeeniset maljat (Kortelainen & Ylin&913)

Maljojen tulee olla pinnaltaan kauniin kiiltavia jeostumukseltaan hieman kosteita.
On tarkedd, etta maljan pinnalla ei ole minkaatdakasvustoa, etta pinta on ehyt, ja
ettei elatusaine ole irronnut maljan reunoilta. &mwiljelya tulee tarkistaa, etta maljat
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ovat kayttokelpoisia ja etta viimeinen kayttopasidole umpeutunut. Maljoja sailyte-
taan jadkaappilampdtilassa, mutta ennen viljelyorigamista maljat otetaan hyvissa
ajoin huoneenlampdon lampenemaan. Viljelyn jalkeejat toimitetaan mahdollisim-
man pian l[&ampo- tai hiilidioksidikaappiin. Kaap#émipdtilan tulee olla +35 °C. Viljelty-
j& maljoja sailytetaan kansipuoli alaspain, elatsen puoli (maljan pohjapuoli) ylos-
pain suunnattuna. Maljat nimikoidaan siten, etténistetarra on aina kiinnitettynd mal-
jan pohjapuolelle eli elatusainepuolelle, koskajopah kansiosat saattavat vahingossa
sekoittua. (Tuokko ym. 2008, 93.) Seuraavissa &lgigsa (5.1.-5.3.) esitellaan opin-

naytetydossa kayttamamme kromogeeniset maljat.

5.1. CHROMagar™ Orientation

CHROMagar™ Orientation -malja tunnistaa useitasaitiepatogeeneja, joita voidaan
havaita erivarisind mikrobikasvustoina maljan pitfmaVialjan agarissa on ravintoaine,
joka erottelee bakteerit niiden vérin perusteedla.pystyy suoraan erottelemaan virtsa-
tiepatogeeneist&. colin pinkit pesakkeetKlebsiellan metallinhohtavat siniset pesak-
keet, Proteus mirabiliksen kirkkaat pesakkeet, joissa on ruskea kehd ympaseihtero-
kokin turkoosit pesékkeetaphylococcus saprophyticuksen lapinakyméattoméat vaa-
leanpunaiset pesékkeekaphylococcus aureuksen varittomat lapikuultamattomat pe-
sakkeet sekd@andidan kermanvariset pesakkedt. colin sensitiivisyys on 99,3 %

(Chromagar.)

TAULUKKO 1. Bakteeripesakkeiden varit CHROMagar™iéhtation -maljalla lajeit-
tain (Kortelainen & Ylinen 2013)

LAJI PESAKKEEN VARI

E. coli

Klebsiella, Citrobacter Metallinhohto sininen
Enterococcus Turkoosi

Proteus mirabilis [fiES; JosseliE GEEhE
Saphyl ococcus saprophyticus Vaaleanpun. lapikuultamaton
Saphylococcus aureus Variton l&pikuultamaton
Candida Kerman varinen
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5.2.Brilliance™ UTI

Brilliance™ UTI -malja erottelee ja tunnistaa yieisnét virtsatieinfektiota aiheuttavat
bakteerit. Malja pystyy erottelemaan selvasti kwohfiset bakteerit ja enterokokit. Mal-
jalta voidaan tunnistaa muun muasg3ateus, Morganella ja Providencia — lajit. Bak-

teerin tunnistamiseen kuluu aikaa 16—24 tuntiali&nce™ UTI -kasvatusalustat sisal-
tavat kahta kromogeenista substraattia, jotka pilkkvatE. colin, enterokokkilajien ja

koliformien tuottamilla [3-galaktosidaasi- ja [3-ghskdaasi -entsyymeilla. Nama tietyt
entsyymireaktiot hajottavat kromogeenin antaenkeaian diagnostisia vareja. (Ther-

mo Scientific.)

3-galaktosidaasin aktiivisuus nakfgy colin kohdalla pinkkeina pesékkeina, ja entero-
kokin tuottama 3-glukosidaasi aktiivisuus nakyy jalkd turkooseina pesakkeind. Mo-
lempien entsyymien yhtaaikainen aktiivisuus antamanhan sinisid/ violetteja pesakkei-
ta. Tryptofaani deaminaasigeenin aktiivisuus tw@oReoteus, Morganella ja Providen-

sia -lajien pesékkeiden ymparille ruskean halo-alugeka nékyy maljalla pesdkkeen
ymparille muodostuneena kehan&aphylococcus saprophyticus kasvaa violetteina
pesakkeinaPseudomonas ndkyy maljalla lapikuultavana ruskean-vihreanddgkeena
ja staphylokokki sekéa streptokokki valkoisina pdska. Useimmat muut organismit

osoittavat niiden luontaisen pigmentaation. (TheBueentific.)

TAULUKKO 2. Bakteeripesékkeiden varit Brilliance™TU -maljalla lajeittain (mu-
kaillen Thermo Scientific)

LAJI PESAKKEEN VARI

E. coli

Enterococcus saprophyticus Turkoosi

Edelliset yhdessa Tumman sininen

Proteus, Morganella ja Providencia

Pseudomonas saprophyticus Lapikuultava ruskea/ vihrea

Saphylococcus ja Streptococcus Ei-pigmentoitu valkoinen

Saphyl ococcus saprophyticus
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5.3.ChromID™ CPS®

ChromID™ CPS® -maljaa kaytetdan bakteerien erigéssd, laskennassa ja tunnista-
misessa. Maljalta voidaan suoraan tunnistaa bagtesgikkeiden morfologian perusteel-
la virtsatieinfektioita aiheuttavista bakteereitacoli, Proteus mirabilis, enterokokki ja
KESC-ryhman bakteeritklebsiella, enterobakteeriSerratia ja Citrobakteeri. Malja
erottelee bakteeripesékekasvustot eri vargircolin pesakkeet kasvavat maljalla pin-
Kin/viininpunaisen varisind pesakkein@r,oteus mirabilis beigen varisina pesakkeina,
joita ympardi ruskea halo-alue, enterokokki turknogirisina pesakkeina seka KESC-
rynmé&n bakteerit sinivihrean/siniharmaan savyiska&vustoina. Pesakkeet erottuvat
maljalta hyvin ja ovat helposti tunnistettavissaies perusteella. Malja siséltaa erityista
substraattia, joka havaitsee bakteerien tuottamasygmiaktiivisuudet herkasti.
(Biomérieux 2011.)

TAULUKKO 3. Bakteeripesékkeiden varit lajeittainromIiD™ CPS® -maljalla (mu-
kailtu Biomérieux)

LAJI PESAKKEEN VARI

E. cali

e [P s e e
Enterococcus

KESC Siniharmaa
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6 BAKTEERISOLUN RAKENNE JA TOIMINTA

Bakteerit ovat yleisimpia virtsatieinfektioiden ailttajia. Ne aiheuttavat tulehdusta
silloin, kun ihmisen puolustusjarjestelma on syysidoisesta heikko. (National Kidney
and Urologic Diseases 201Bpkteerit ovat yksisoluisia yksinkertaisia organega,
jotka ovat kooltaan mikroskooppisia. Paljain silmimidaan havaita partikkeleita, jotka
ovat halkaisijaltaan noin 100 mikrometria. Usedttbarit ovat tata huomattavasti pie-
nempid, joten bakteerien tarkasteluun tarvitaarreskooppia. Kun bakteereja kasvate-
taan kiintealla ravintoalustalla, ne muodostavagj&eita, joita voidaan havaita silmin.
Kussakin havaittavissa olevassa pesdkkeessa aromidjtai tuhansia miljoonia baktee-
risoluja. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2010, 14-15.)

Yleisimpia taudinaiheuttajabakteereita & ¢oli, enterokokki jaP. mirabilis) kahden-
laisia, kapselittomia muotoja ja kapselillisia mojat Kapselittomia bakteereja on use-
asti normaalifloorassg¢Vaara ym. 2010, 30.) Normaaliflooraa eli normadaksiintyvaa
bakteerikasvustoa esiintyy ihmisilla ylahengitys$éi ja suussa, iholla, ruoansulatus-
kanavassa ja sukupuolielimissd. Normaaliflooranrafilkkanta pyrkii suojaamaan eli-
mistda jatkuvan muutospaineen alla ulkopuolisititbereilta, joita tulee muun muassa

kosketustartuntana ymparistosta ja ruuan mukarellsign 2004, 17-19.)

Kapselittomat bakteerit voivat aiheuttaa vain pihsia infektioita, kun taas kapselilli-
set muodot voivat aiheuttaa yleisinfektioita. Ba&kigarttuu kapselimateriaalinsa avulla
ymparistoonsa. Yleensa kapseli on erittain happobtgsakkaridia. Polysakkaridi kayt-
taytyy kuin liima, jolloin bakteeri ei ole kovin {ikoiva tarttumispinnan suhteen. (Vaa-
ra ym. 2010, 30.)

Bakteerin rakenteiden tunteminen on tarkeaa, jottenartad bakteerin toimintaa. Bak-
teereilla on kyky takertua (adheroitua) kohtees@simerkiksi limakalvolle) tarttuma-
karvojen (fimbrioiden) valityksella (Vaara ym. 2Q1D4-15.) Bakteerit voivat liikkua
pitkdn siimamaisen flagellan avulla (Behe 2006, Bakteeri pystyy siirtAmaan DNA:ta
solusta toiseen pariutumisen (konjugaation) kaubkteerilla on my6s niin sanottu
lepomuotoitid, jonka avulla se selvidaa huonoinaoei& esimerkiksi kuivuuden ohi.

Bakteerin rakenne on kuvattu alla (kuvio 1). Kdikibakteereilla ei ole kuvassa esitel-



14

tavia rakenteita. Eri bakteereilla on erilaisia emateita, joiden erot voivat olla muun

muassa rakenteiden maaréassa ja laadussa. (Vaagd¥M.14-15.)

DNA Firrl@

Ribosomit

Limakapseli Flagella

Soluseind Solukalvo Solulima Plasmidi

KUVIO 1. Bakteerin rakenne (mukaillen Vaara ym. @015)

Bakteerit poikkeavat eldinsoluista siten, ettarséiuilla ulkopuolella on plasmamem-
braani ja bakteereilla on niin kutsuttu soluse(iéeikkila ym. 2005, 33—-34 Bakteerien
soluseina antaa niille niiden ominaisen muodonyaauaisen, pallomaisen, korkkiruu-
vimaisen tai nauhamaisen. (Vaara ym. 2010, 21.)m@egatiivisten bakteerien solusei-
nan (kuvio 2b) rakenne on monimutkaisempi kuin grasttiivisten bakteerien (kuvio
2a). Erona on gramnegatiivisten bakteerien ulkonraarbkerros. (Heikkila ym. 2005,
33-34) Grampositiivisilla bakteereilla on paksu peptiddgignikerros eli seinama,
joka on niille tyypillinen, ja jonka johdosta ne aivherkkia mm. penisilliinille ja sen
johdoksille. Bakteerilla on plasmamembraani ja pEgflykaanikerroksen ulkopuolella

spesiaali ulkomembraani eli biologinen kalvo. (\eagm. 2010, 25.)

Peptidoglykaani

KUVIO 2a. Grampositiivisen bakteerin soluseind (kagm. 2010, muokattu)
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KUVIO 2b. Gramnegatiivisen bakteerin soluseina (Maan. 2010, muokattu)

Bakteerilla voi olla hyyteloméainen polysakkaridistauodostunut kapseli, joka suojaa
bakteeria komplementilta (jarjestelma joka muodogttoteiineista, joka tappaa vieraita
soluja) ja fagosytoosilta (solusyontBakteerit voidaan jaotella useaan rynméaén muoto-
jensa perusteella, esimerkiksi pallomaisiksi kokkieereiksi ¢occus) ja pitkdnomai-
siksi sauvabakteereiksbdcillus) (kuvio 3.). Kokkeja esiintyy pareittain, ryhmisgi
eripituisina ketjuina, ja sauvoja taas esiintyyyiyté ketjuina. (Heikkila ym. 2005, 31—
32)

Kokkeja Sauvoja Spirilleja

KUVIO 3. Bakteerien muodot (Kortelainen & Ylinen 28)
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7 YLEISIMMAT VIRTSATIEPATOGEENIT

Bakteerien tarkeimpid luokittelukriteereita ovaiden morfologia, soluseindn ominai-
suudet ja sitda myota Gram-varjaytyvyys, energi@amnvaihdunta, sokerifermentaatiot
ja entsyymiaktiviteetit. Bakteerien luokittelu eleokovin yksinkertaista. Ryhmittely
voidaan tehda bakteerien samanlaisten ominaisuuk&hbjalta, jolloin valintakriteerei-
na kaytetaan niiden tiettyja ominaisuuksia. Bakkagmat, joiden samankaltaiset omi-
naisuudet ylittavat tietyn rajan voidaan nimetékkjtai suvuksi. Eerolan mukaan bak-
teerikantojen, joiden DNA-homologia on yli 70 %,ida@an katsoa kuuluvan samaan
lajiin. (Eerola 2003, 90-91.)

Bakteerityypityksessa kaytettavat testit ovat admllja yksinkertaisin tapa saada tyypi-
tettyd yleisimmat patogeeniset bakteerit. Tavatimiat bakteerit pystytdan tyypitta-
maan useissa laboratorioissa, mutta harvinaisentyaikteerilajien identifiointi onnistuu
ainoastaan erikoislaboratorioissa. (Eerola 2003;92) Opinnaytetyéssamme emme
kasittele erilaisia bakteerien tunnistustestejéhgakkyysmaarityksia, silla tutkimuk-
semme tulokset pohjautuvat ainoastaan bakteerlpramsigaraiseen tarkasteluun mal-
joilta. Seuraavissa kappaleissa on joitakin val@lamiamme otoksia bakteeripesékkeis-

ta eri maljoilla.

7.1.Escherichia coli

Escherichia coli (kuva 2.) kuuluu suoliston normaaliflooraan jasgiltdd monia erilai-
sia kantojaE. coli — kannat kuuluvat aerobisiin bakteereihin, jot@lstossa esiintyy
erittdin vahan. Ne ovat rakenteeltaan tyypillisrangnegatiivisia enterobakteerefa.
coli -kannat aiheuttavat infektioita, kun ne paasewidakalvojen vastustuskyvyn hei-
kennyttyd tai vamman kautta kulkeutumaan suolisitkopuolelle. Kyseinen kanta
aiheuttaa virtsatietulehduksista 90 %. Tartuntdamallisesti aiheutunut omasta suolis-
ton ja valilihan alueen normaalifloorasta, jolldakteerit paasevat kulkeutumaan virt-
saputkea pitkin virtsateihin. (Siitonen & Vaara 30Q76-177.)E. coli on laékeherkka
gramnegatiivisiin bakteereihin tehoaville laakkeil{Siitonen ym. 2003, 181E) coli on
aerobinen gramnegatiiviinen sauvabakteeri, jokadoataa kromogeenisen maljan pin-

nalle pinkin varisia pesakkeita.



KUVA 2. E. coli -kasvustoja kromogeenisilla maljoilla (Kortelain&rlinen 2012)

7.2. Enterokokki

Enterokokit (kuva 3.) ovat toiseksi yleisimpid gstwn alueen bakteereja. Enteroko-
keista yli 95 % ovat jokd&. faecalis- tai E. faecium — lajia. Enterokokit kykenevét aihe-
uttamaan infektioita ainoastaan silloin, kun ihmigriolustuskyky on heikentynyt. In-
fektiot voivat saada alkunsa potilaan omasta miiairasta tai tartunnasta. Muun mu-
assa syopa, munuaisten vajaatoiminta, kirurgiseteiopiteet ja antibioottihoito altista-
vat enterokokille. Yleisin enterokokin aiheuttanméektio on virtsatieinfektio. (Anttila
& Suppola 2003, 129.) Enterokokit ovat grampostiar ketjukokkeja, jotka muodosta-

vat kromogeenisille maljoille turkoosin varisia pkkeita.
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KUVA 3. Enterokokki — kasvustoja kromogeenisilla ljodla (Kortelainen & Ylinen
2012)

7.3. Proteukset

Proteus-, Providencia- ja Morganella — lajit kuuluvatProteeae — ryhméén ja ovdEnte-
robacteriaceae — heimoa. Nama lajit ovat ihmisen suoliston norifiaaraa. (Tissari &
Anttila 2003, 192.Proteus-, Providencia- ja Morganella -lajit ovat taudinaiheuttamis-
kyvyltdan opportunisteja eli voivat aiheuttaa tautenkildille joiden vastustuskyky on
heikentynyt. Proteukset (kuva 4.) aiheuttavat usentsatieinfektioita, jotka voivat
kroonistua ja olla olemukseltaan munuaisen paremigytuhoavia. (Tissari ym. 2003,
194.) Proteus muodostaa kromogeeniselle maljalle vaaleanrusksgisikkeita, joita
ympardi ruskea halo-alue (BiomérieuR)oteus mirabilis on lajeista herkin antibioo-
teille (Tissari & Anttila 2003,194.)
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KUVA 4. Proteus — kasvustoja kromogeenisilla méioiKortelainen & Ylinen 2012)

7.4. Stafylokokit

Koagulaasinegatiivisia stafylokokki — lajeja on iisella havaittu 15 erilaista, joista
kliinisesti tarkeimpid ova&aphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Saphylococcus heamolyticus, Saphylococcus hominis, Saphylococcus warneri,
Saphylococcus lugdunensis ja Staphylococcus schleiferi. Kaikki koagulaasinegatiiviset
stafylokokit kuuluvat ihmisen normaaliflooraan. Meat yleisin vierasesineinfektioita
aiheuttava mikrobiryhm&taphyl ococcus saprophyticus on yleisin akuuttien virtsatiein-
fektioiden aiheuttaja sukukypsilla nuorilla naigikhvohoidossa. Stafylokokin aiheutta-
ma infektio vaatii jonkin altistavan tekijan, kutémakalvon rikkoutumisen. (Lyytikai-
nen & Vuopio-Varkila 2003, 107-1099aphylococcus aureus on ainoa koagulaasipo-
sitiivinen (hyydyttaa plasman) stafylokokkilaji. Baeri esiintyy yksittaisind kokkibak-
teereina, pareina tai pienina rykelmina. Pesék&eat keltaisia. (Vuopio-Varkila, Kuu-
sela & Kotilainen 2003, 98 $taphylococcus aureus aiheuttaa sairaalainfektioita (Wuo-

rela, Kouri, Laato, Lipponen, Lumio, Uhari & Vueri2603.)
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7.5.Klebsiellat

Klebsiella kuuluu Enterobacteriaceae-heimoon, ja se kuuluu ihmisen suoliston normaa-
liflooraan. Klebsiella on merkittdva sairaalainiekden aiheuttaja muun muassa virtsa-
tieinfektion aiheuttaja. Se aiheuttaa harvoin tayierusterveelle ihmiselle. Bakteeri
muodostaa maljalle limaisia sinisen eri savyisiags&eita (kuva 5.), jotka ovat gram-

negatiivisia sauvoja. (Tissari & Anttila 2003, 1p2.

KUVA 5. Klebsiella-kasvustoja kromogeenisilla mall@ (Kortelainen & Ylinen 2013)

7.6.Pseudomonakset

Pseudomonas-suvun bakteerit ovat liikkuvia bakieer@tka esiintyvéat yleensd maa-
perdssa ja vedessa. Ne ovat gramnegatiivisesfiytgvja sauvabakteereja, jotka aiheut-
tavat tyypillisesti infektioita sairaalapotilaillgilla on immuunipuolustus heikentynyt.
Peséakkeet ovat lapikuultavia kermanvarisesta beidgkava 6.). Pseudomonas-sukuun
kuuluva Pseudomonas aeruginosa on kasvuvaatimuksiltaan vaatimaton gramnegatiivi-
nen sauvabakteeri, joka liikkuu yhden flagellan lvya viintyy parhaiten kosteissa
oloissa, kuten uima-altaissa ja pesuvesissa sek&eaha valilihan alueella, kainaloissa
ja korvissa.P. aeruginosan pesakkeet ovat varillisia, litteita ja metallinhoisia. Lajin
tunnistaa sille tyypillisesta hedelmaisesta tuotesuBesakkeiden vari on yleensa sini-

nen, mutta rippuen kannasta ne voivat olla mydsagsia, vihreita tai mustia. Bakteeri
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aiheuttaa virtsatieinfektiota yleensa sairaalapitid. (Tissari & Anttila 2003, 195-
197.)

KUVA 6. Pseudomonas -kasvustoja kromogeenisilla maljolartelainen & Ylinen
2012)

7.7. Streptokokit

B-ryhman beetahemolyyttine®ireptococcus agalactiae kuuluu emattimen ja alemman
suoliston normaaliflooraan. Jopa 5-40 % naisisiskaataa sité. B-stereptokokit voivat
virtsatietulehduksen liséksi aiheuttaa muitakirektibita, kuten sepsista, niveltulehduk-
sia ja aivokalvotulehdusta. Vastasyntynyt voi sasdektiotartunnan aidin synnytys-
kanavasta. (Saxén & Vuopio-Varkila 2003, 118reptococcus faecalis aiheuttaa 13 %
urologisen toimenpiteen jalkeisista kystiiteistékfgrotulehdus) ja muut streptokokit 6 %
(Talja 2009).
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8 BAKTEERIVILIELY VIRTSASTA

Virtsan bakteeriviljely on tarkea osa virtsatiektieiden diagnostiikassa ja hoidossa,
jossa laadukas nayte, sailytys ja kuljetus takalm@ettavan tuloksen. Virtsaviljelylla

pyritaan I6ytdmaan uropatogeeneja eli virtsatiditibéta aiheuttavia bakteereja. (Kouri
ym. 1999, 19.)

Viljelyn tarkoituksena on saada bakteeri kasvansswvasti erillisena pesakkeend mal-
jalla. Maljalta on tarvittaessa helppo suoritta&tbarin tunnistuskoe ja mikrobilaak-
keen herkkyysmaaritys. (Kouri ym. 1999, 19.) Virtagte viljelladn kvantitatiivisella

viljelymenetelmalla erottelevalle maljalle (KSSHP12). Nayte sekoitetaan huolellises-
ti ja viljelladn maljalle, jonka jalkeen malja setdan lAmpokaappiin +35 °C:een. Inku-
boiminen kestda 15-18 tuntia, jonka aikana mahdmilibakteeri alkaa kasvaa. (Kouri
ym. 1999, 44.) Kasvatusvaiheen jalkeen tarkastellaenljaa erilaisten pesakkeiden
esiintyvyyden ja maaran havaitsemiseksi (KSSHP R01d vuorokauden sisalla voi-
daan aloittaa mikrobilaékehoito potilaan Kliinisglan ja bakteerin alustavan nimen

perusteella (Kouri ym. 1999, 19).

Elatusaineen koostumus maljalla on suunniteltudsai¢n kasvulle optimaaliseksi, jol-
loin ne alkavat lisaantya jakautumalla. Maljallaren nahtava pesake, joka nakyy pie-
nend tapland, sisaltaa noin miljardi bakteeria. tBatkpesakkeet ilmestyvat maljalle
noin vuorokauden sisalla, jolloin voidaan saadataka vastaus. Tuloksissa on huomi-
oitava, etta naytteesta l6ytyy aina jonkin verraRtbereita, silla niita tulee virtsaputken
suulta pesusta huolimatta. Tulehduksen arvioinéimitaan tietoa bakteereiden maaras-
ta, josta viljelmé yleensa kertoo riittavalla vaudella. Pesakkeiden ollessa samanlai-
sia, se merkitsee todennakoisesti tulehdusta, gokgleensa aina yhden bakteerilajin
aiheuttama. Naissa tapauksissa nayte lahetetd@utkisnuksiin. Jos pesakkeitd on
useita erilaisia, se todennékdisesti merkitseg, ekteerit ovat tulleet virtsaamisen yh-
teydessa. (Mustajoki & Kaukua 2008.)

Kaytannossa, mikali naytteessa on yli 100 000)(bakteeria millilitrassa, on kyseessa
aina tulehdus. Tuloksen ollessa 10 000-100 0004@-( Q) viittaa se bakteerituleh-
dukseen, mutta ei voida varmuudella sanoa tuldstkoksessa ilmoitetaan bakteerien

maara millilitrassa virtsaa. (Mustajoki ym. 2008.)
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8.1. Puhdasviljely

Mikrobiologiassa kéaytetaan puhdasviljelytekniikkganka periaate on saada mikrobi-
viljelynayte hajalleen agarin pinnalle siten, gtikaisesta bakteerisolusta saadaan kas-
vamaan yksittainen pesake. Pesakkeissa tulisvalla yhden bakteerin edustajia. (Sal-
kinoja-Salonen 2002, 80-81.)

Laimentaminen tehddan alkuperaisesta naytteestankaka siirrostusvaline nayttee-

seen ja vetamalla silla siksak-kuviota maljan laiddaitaan alaspéin suuntautuvin ve-
doin (kuvio 4a.). Seuraavaan vaiheeseen (kuvioatbtaan uusi puhdas siirrostusvaline
ja toistetaan edellinen kuvio aloittamalla se esefl siirrostuksen paalta. Sama kuvio
toistetaan kolmannen (kuvio 4c.) ja neljannen (&wdl.) kerran maljalle. Nain saadaan
alkuperaisesta siirroksesta kolminkertainen lainesnmaljan pinta-alalle, ja voidaan

olettaa, ettd saadaan aikaiseksi erillispesakkaitdljaa kasvatetaan lampdOkaapissa
ylosalaisin kdannettyna siitd syysta, etteivat amkanteen tiivistyneet vesipisarat tip-
puisi viljelman paalle. Erillispesakkeita kasvaagmsa viimeiseksi vedetyssa siirrostuk-
sessa. Puhdasviljelmaa varten siirretaan vielétgksen peséke puhtaalle maljalle sa-
maa viljelytekniikkaa kayttaen. Puhdasviljelma @aatsi onnistumaan, jos kaikki pesak-
keet uudella maljalla ovat samanndakdisia. (Sajki#8alonen 2002, 81.)

4a 4b
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KUVIO 4a-d. Puhdasviljely (mukaillen Cappuccino &&man 2005)

8.2.Virtsanaytteen kvantitatiivinen viljely

Suoritimme virtsanaytteiden kvantitatiivisen viljal maljoille KESLABIn tydohjeen
mukaisesti. On tarkead, ettd nayte sekoitetaarehigekti juuri ennen viljelya kaante-
lemalla putkea ylésalaisin niin, ettd nestepintikkd&e putken péaasta padhan. Putkea ei
saa ravistaa, vaan tarkoituksena on saada putkigalleolaskeutunut sakka sekoittu-
maan naytteeseen varovasti kaannellen. SilmukKkeetiasn putkeen ylosalaisella liik-
keella juuri nestepinnan alapuolelle niin, ettdmsikkaan saadaan kuperan muotoinen

pisara silmukan molemmin puolin. Naytetta siirrtsd® maljalle silmukan avulla te-

kemalld veto maljan reunasta kohti keskustaa seanakuvion (kuvio 5.) mukaisesti.
(KSSHP 2011.)

KUVIO 5. Virtsanaytteen kvantitatiivinen viljely (ukaillen Nissinen 2011)
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Siirrostus levitetddn maljalle edestakaisella diKskkeella maljan reunasta reunaan
kulkevin vedoin. Vedot kulkevat samalla kohti maljauolivalid. Keskikohtaan tultaes-
sa kdannetaan malja seka silmukka ympari ja vedet@danlaisin liikkein uusi siksak-
hajotus maljan koskemattomalle puolelle. Tamanegitk kansi suljetaan, maljat pino-

taan ja siirretaan telineissa lampokaappiin kaswam@SSHP 2011.)
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9 TUTKIMUSPROSESSI

Opinnaytetyon aiheen saimme KESLABIn mikrobiologiaboratoriolta. Suunnittelu-
vaiheessa pidimme sairaalamikrobiologin kanssavpaa tutkimuksen kulusta (kuvio
6.). Opinnaytetydmme suunnitteluvaiheessa kavimape tulevat tyovaiheet seka laa-
dimme havainnointikaavakkeen (liite 1.), johon nk@simme tutkimuksessa ilmenevia
havaintoja (pesékkeiden vari, -maara ja —tyypijly Ulkoista olemusta mittasimme
bakteerikasvuston varireaktioiden perusteella, klesden lukumaarad mittasimme
suhteilla <10-, >50-, >100 peséketta ja tyypillggymittasimme plussilla [+++] = tyy-
pillinen, [++] = lahes tyypillinen, [+] = heikko j&] = epatyypillinen/ei vastaa maljan
odotuksia. Tyéelamanohjaajamme huolehti vertadéavnaljojen sek&a muiden laborato-

riotarvikkeiden tilaamisesta tutkimusta varten.

Pilottivaiheessa saimme tuntumaa sekéa luotettaawiljelyiden suorittamiseen. Talldin
teimme puhdasviljelmét vertailtaville CHROMagar™ iéntation-, Brilliance™ UTI-

sekd chromID™ CPS® -maljoille. Pilottivaiheessa gagviljelmia oli 57 kappaletta
(n=57). Saimme Vviljelyt ja maljojen lukemisen steitua yhden viikonlopun aikana.

Ensimmaisenda paivana viljelimme maljat ja seuraav@ivana luimme tulokset.

Kaytdnnon osion tutkimuksen suorituksesta saimmaritettua kahden viikonlopun
aikana. Viljelimme naytteita viitena eri paivandl)gin saimme tarvittavan 100 naytteen
vahimmaismaaran tayteen. Yhteensa nayteméaaraksiQal naytettd (n=106). Suori-
timme viljelyt KESLABIn tydohjeen mukaisesti sudaién ensimmaisena paivana vilje-

lyt ja toisena paivana tulosten luvun.

Analysoimme tuloksia ja vertailimme maljojen omsauksista tekemidmme huomioita
seuraavina viikkoina. Tutkimuspaivakirjan pitamise®li suurta apua teoriaosuutta
tehtdessa. Tulosten analysoinnissa vertailimmekgegten tyypillisyytta, varireaktioi-
ta, kasvun maaraa seka bakteerilajia maljojen wéjen esitteisiin verraten. Tulosten
analysoinnissa kaytimme apuna Microsoft Office 2&xeel-tilastointiohjelmaa. Laa-
dimme saaduista tuloksista erilaisia kaavioita rawalistamaan lukijalle maljojen va-

lisia eroja.



27

4 N
Kaavakkeen
Suunnitteluvaihe :
|:> luominen
\ y Tarvikkeiden
4 A : .
Tydvaiheiden tilaaminen
ﬂ lapikaynti
\.

Pilottivaihe Viljelyn

: harjoittelu (n=57)

4

Tutkimuksen toteutus
(n=106) |:>

CHROMagar™ Orientatior]

Brilliance™ UTI

chromID™ CPS®

4

Tulosten luku ja ana-
lysointi |:>

Makroskooppinen tarkastelu:
pesakkeiden vari ja lukumaars

seka tyypillisyys
(U J

KUVIO 6. Tutkimusprosessin kulku (Kortelainen & ¥ién 2013)

9.1. Pilottivaihe

Pilottivaiheessa tarkoituksemme oli saada tuntumfelytekniikkaan ja sen myoéta
luotettavuutta viljelyyn. Keski-Suomen keskussdanamikrobiologian laboratorion
toimesta meille oli tehty 57 puhdasviljelmaa, jaistimme hajotusviljelmat testattaville

maljoille. Meilla oli yhteensa 22 eri lajia vilj@vanamme. Suoritimme pilottivaiheen
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kahtena perékkéaisena paivana. Ensimmaisena pawiglanme maljat ja seuraavana

paivana luimme maljoilta tulokset.

Keskenaan vertailtavat kromogeeniset maljat oliGitROMagar™ Orientation, Bril-
liance™ UTI ja chromID™ CPS®. Numeroimme jokaisaleltdvan maljan samalla
juoksevalla numerolla kuin puhdasviljelmat oli nugmigu. Otimme yhden selvasti eril-
lisen bakteeripesakkeen puhdasviljelmamaljalteeljauvan avulla, ja siirsimme pe-
sakkeen testattavalle maljalle, josta tehtiin hegeiljelma. Viljelyiden loputtua veimme

maljat kasvamaan +35 asteiseen l[ampokaappiin.

Luimme tulokset viljelyn jalkeisen& paivana, jotiamaljat olivat olleet inkuboitumassa
optimilampdtilassa 23 tunnin ajan. Tarkkailimme \kastojen ulkoista olemusta ja tyy-
pillisyytta esitteen lupaamiin tuloksiin verratdfirjasimme ylés kasvuston olemuksen
ja tyypillisyyden laatimallemme havainnointikaavakile Kasvustojen muodostamat
varireaktiot olivat suurimmaksi osaksi selkeitdmaljojen valmistajien esitteiden lupa-

usten mukaisia.

9.2. Tutkimuksen toteutus

Tutkimukseen tarvittavat maljat oli tilattu valmsik viljelyiden suorittamista varten.
Muut laboratoriotarvikkeet saimme mikrobiologiabdaatoriosta. Virtsanaytteet tulivat
Keski-Suomen keskussairaalan osastoilta anonyyrRistilaiden anonymiteetti ja yksi-
tyisyydensuoja sailytettiin kasittelemalla potilagtteitd tutkimusnumeroin koko tutki-
musprosessin ajan. KESLABIN virtsapiste "Urina” &grtutkimustamme varten paivan
mittaan positiiviseksi leukosyyttien ja nitriitinsalta seulotut naytteet. Naytteet olivat
sailontaaineellisissa putkissa ja suoritimme niidakteeriviljelyt 24 tunnin sisalla nayt-

teen annosta.

Viljelypaivind mikrobiologian laboratorion henkilgkta oli huolehtinut meille maljat
valmiiksi huoneenlampdon. Ennen viljelya tarkistismmaljojen paivamaarat ja eranu-
merot, jolla varmistimme maljojen olevan samaa €ev@dmistelimme tyopisteen tarvit-
tavista tarvikkeista aina ennen viljelyiden alaitiata. Numeroimme tutkittavat maljat
juoksevalla numerojarjestelmalla ja viljelimme naalpoudattamalla laboratorion kirjal-

lista tybohjetta.
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Huolehdimme, etta naytteet sekoitettiin huolellispsiri ennen viljelya ja, etta siirros-
tus maljalle tapahtui oikeaoppisesti. Virtsavilfebghtiin tutkittavile CHROMagar™
Orientation, Brilliance™ UTI ja chromID™ CPS® malje, jonka jalkeen virtsanayt-
teet havitettiin asianmukaisella tavalla. Viljely@lkeen siirsimme maljat kasvamaan

+35 asteiseen lampdkaappiin ja luimme tuloksetesaiana paivana.

Havainnot kasvustoista ja maljan ominaisuuksistludeentoitiin kaavakkeelle, jossa
oli omat sarakkeet kullekin kohdalle. Maljoilta i#svia ominaisuuksia olivat vérireak-
tiot, kasvun maara ja kasvuston tyypillisyys. Taaxien tutkimustulosten saamiseksi
oli tarkead, ettd havainnointikaavakkeessa oli kai&rvittavat tiedot tulosten analy-
soimista varten. Lisdksi valokuvasimme kasvusto@joiita, jonka myota saimme hy-
vin havainnollistavaa materiaalia tutkimustammetesrar Pidimme ohessa myds tutki-

muspaivakirjaa.

Tutkimuksen toteutusvaiheessa kiinnitimme huomiotgds maljojen muihin ominai-
suuksiin. Huomasimme viljeltdessa, etta Brillianc&fPl — maljan pinta oli helpoiten
rikkoutuva. Viljeltdvyydeltddn paras malja oli chmtb™ CPS®, jonka pinta oli hie-
man liukkaampi kuin muiden. CHROMagar™ Orientattomalja tuotti eniten baktee-
ripesékkeita ja pesakkeiden varit olivat selkedmkaét muilla maljoilla.
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10 TUTKIMUSTULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Suurimman osan virtsatieinfektioista aiheutkaaoli, ja tutkimuksessamme kayttamat
maljat olivat omiaan taman bakteerin tunnistuksegsaireaktiot olivat selkeita ja vas-
tasivat suurimmaksi osaksi valmistajan esitteenarsik tuloksia. Tulkinnassa on osat-
tava kiinnittad huomiota myos pesakkeiden ulkoisemukseen eli morfologiaan.

Na&ita ominaisuuksia ovat pesékkeen koko, vari, f@puoto. (Kouri ym. 1999, 21.)

Aineistoa ka&siteltiin ja tuloksia havainnollistatti Microsoft Office 2010 Excel-
tilastointiohjelmaa apuna kayttden saaden tuloksilikisia kaavioita. Kuviosta 7. voi-
daan nahda, kuinka kasvustojen tyypillisyys 106eljin naytteen valilla jakaantui.
CHROMagar™ Orientation -maljoilta 57 viljellyisté@ytteistd (n=106) tuotti tyypillisen
nakoisia pesakkeitd, joita on merkitty kaavakkedssmella plussalla [+++]. Esittee-
seen verrattuna peséakkeista 10 oli lahes tyydlfisit], 3 heikosti samankaltaisia [+], 7
epatyypillisia ja 28 ei kasvanut ollenkaan. CHROMIEY Orientation maljoista yksi oli

jadédnyt epahuomiossa viljelemétta kokonaan, jokieottda myds huomioon.

Néytemaara CHROMagar Orientation

n=106
\ @ Tyypillinen

M Lahes tyypillinen
57

M Heikko
@ Epatyypillinen
O Ei kasvua

W Ei viljelty

KUVIO 7. Kasvustojen samankaltaisuus (tyypillisyySHROMagar™ Orientation -

maljoilla verrattuna valmistajan esitteeseen (Karteen & Ylinen 2013)

ChromID™ CPS® — maljoja viljeltin yhteensd 106 kajetta. Niiden kasvustoista
(kuvio 8.) 55 olivat tyypillisia [+++], 5 l&hes tpjllisia [++], 8 heikosti samankaltaisia
[+] ja 7 epatyypillisia [-] verrattaessa valmistajasitteeseen. Naytteista 31 eivat muo-

dostaneet kasvustoa maljalla lainkaan.
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chromlID CPS NZytemadra
n=106

B Tyypillinen
Lahes tyypillinen
Heikko
Epatyypillinen

Ei kasvua

KUVIO 8. Kasvustojen samankaltaisuus (tyypillisyyshromID™ CPS® -maljoilla
verrattuna valmistajan esitteeseen (Kortelainenli&en 2013)

Kuviossa 9. nadhdaan, etta viljellyista maljoist&106) 55 olivat tyypillisia [+++], 9
lahes tyypillisia [++], 4 heikosti samankaltaisig] [ja 8 epatyypillisia [-] verrattaessa

valmistajan esitteeseen. Maljoista 30 ei muodostiasvustoa ollenkaan.

Naytemaara Brilliance UTI
n=106

B Tyypillinen
Lahes tyypillinen
Heikko
Epatyypillinen

Ei kasvua

KUVIO 9. Kasvustojen samankaltaisuus (tyypillisygjlliance™ UTI -maljoilla ver-
rattuna valmistajan esitteeseen (Kortelainen & &tir2013)

Tarkasteltaessa kaikkia kolmea maljaa rinnakkaingsgiagrammin (kuvio 10.) muo-
dossa, nahdaan, ettd kaikki maljat osoittivat tygeksi [+++] luokitellut kasvustot
lahes yhta hyvin, CHROMagar™ Orientation — maljal9®, Brilliance™ UTI —malja
55/106 ja chromID™ CPS® —malja 55/106. My0s mudsa arvot olivat hyvin sa-
mankaltaisia keskenaan. Eniten vaihtelua oli kaswvusllessa heikosti samankaltainen
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[+] kuin esitteessa, jossa CHROMagar™ Orientatioralja sai arvoksi 3/106, Brillian-
ce™ UTI 4/106 ja chromID™ CPS® 8/106. Maljojen tilypyyttad kuvattaessa ei voida
sanoa, etta joukossa olisi selkeasti huonointadlasti parasta maljaa, silla erot eivat

olleet huomattavia.

Kasvustojen tyypillisyys maljoilla
275555
60 |
50 [
40 ..-". 283031
Maljojen 30
lukumaara ig 1035-_548 7i7._ 1 ORI
0 . J uTl
N N o N G
¥ 4@@ S8 < «
\;%QQ/ R
n= 3x10¢ Kasvuston tyypillisyys

KUVIO 10. Kasvustojen tyypillisyys verrattaessa Waa kolmea maljaa rinnakkain

(Kortelainen & Ylinen 2013)

Pylvasdiagrammikuvioista voidaan tarkastella migktberilajeja on tunnistettu silma-
maaraisesti maljoilta, jotka saivat kolmen plussavon [+++] eli olivat kasvustoista
tyypillisimpia. CHROMagar™ Orientation — maljoishd sai kolme plussaa (kuvio 11.).
Naista 35 kasvdk. colia, 17 enterobakteeria, aphylococcus aureusta ja 2Saphylo-

coccus saprophyticusta.
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35
30
25

Lukumairg 20
[++] n=57 15
10
5
0

35

: 17

’ l

. 3 2
-9 —y

CHROMagar Orientation

E. coli Enterokokki  Staph. Aureus Staph.

saprophyt.
Bakteerilaji

KUVIO 11. CHROMagar Orientation — maljoilla tyypgen kolmen plussan arvon

[+++] saaneet bakteerilajit (Kortelainen & YlineQ13)

Brilliance™ UTI —

maljoilla tyypillisen kolmen plgsan [+++] arvon sai 55 maljaa (ku-

vio 12.). Naistda 32 maljaa kasvdt. colia, 16 enterokokkia, 4 Streptokok-

kia/Staphylokokkia, 23taphylococcus saprophyticusta ja 1 Pseudomonas saprophyti-

custa.

Brilliance UTI
35 - s 32
30 +
25+

Lukumaara 20 + 16
[+++] n=55 15 1+
10 -:: 4 5
i 1
5
0 - - - -y
3 * N & :
<</.°o < R & %eQQ
& \? R L
x¢ D X Q)
<</(\ <9 c)'bQ <
Q ; P
& 3 ¢
) Q°
Bakteerilaji

KUVIO 12. Brilliance UTI -maljoilla tyypillisen kainen plussan arvon [+++] saaneet
bakteerilajit (Kortelainen & Ylinen 2013)
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ChromID™ CPS® -maljoista 55 sai kolme plussaa [+ka&javio 13.)Naista 33 kasvoi
E. colia, 14 enterokokkia, 8andida albicansia, 1 Staphylococcus aureusta, 3 Saphy-

lococcus saprophyticusta ja 1Streptococcus agalactiaea.

chromID CPS
—33
35 17
30
25 1
Lukum3gra 20 T 14
[+++] n=55 15 7"
10 v+
s } 3 1 3 1
S " R LR
- T t t T T t
A\ O & o . L
%co \{_o\* 3 o@" \(\*‘&\ By
o © ¥ Q NG
x2 > o Q&O
‘(/0 Qb\b (_)\’DQ c;b Q\'.
& &L @
X
Bakteerilaji

KUVIO 13. ChromID CPS — maljoilla tyypillisen kolmeplussan arvon [+++] saaneet
bakteerilajit (Kortelainen & Ylinen 2013)
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11 TULOSTEN LUOTETTAVUUS JA EETTISYYS

Tutkimusprosessissa luotettavuutta taattiin hyvaillénnittelulla. Harjoittelimme vilje-
lyn luotettavuutta ja toistettavuutta niin sanopilottivaiheen avulla. Télla testivaiheel-
la pyrimme selvittdmaan, olisiko viljelijan kasibdéa merkitysta lopputulokseen. Yri-
timme huomioida pilottivaiheessa mahdollisia epdieghoita olisi voinut kehittad en-
nen itse kaytannon tyon alkua. Testasimme muun saulastimaamme kaavaketta, jo-
hon kirjasimme huomioita ja tuloksia kasvustojemmaljojen eroista. Havainnointikaa-

vake todettiin tutkimukseen patevaksi.

Viljelimme molemmat suunnilleen saman verran néigtaiin, etta kumpikin viljeli
yhden naytteen kerrallaan kolmelle erilaiselle albdj Suoritimme viljelyt K-SSHP:n
virtsan bakteeriviljely —tybohjeen mukaisesti. ®llmme valmiiksi seulotut naytteet
satunnaisessa jarjestyksessa. Tutkimustulosterakanei ollut merkittdvaad, misséa jar-
jestyksessa naytteet on viljelty tai kumpi on nielyt, silla tydelamassakin viljelyja
suorittavat eri henkilot. Tutkimuksessa tulee humda kuitenkin se, etté vaikka nayt-
teet sekoitetaan aina hyvin ennen viljelya, ei adighata, etta jokainen silmukallinen on
taysin toistaan vastaava. Etenkin kun bakteeriméasdteessa on pieni, on sattuman
kauppaa, kuinka bakteerit jakautuvat yhteen silrfliska naytetta.

Streptokokki- ja stafylokokki —lajien tunnistamindmomogeenisilta maljoilta ei ole
taysin luotettavaa, koska niiden erottaminen ttasis silmamaaraisesti on hankalaa.
Tarkempien jatkotutkimusten avulla bakteerilajiamrtistaminen voitaisiin suorittaa
loppuun saakka. Esimerkiksi stafylokokit ovat kasai-positiivisia. Tutkimuksessa
meidan ei kuitenkaan ollut tarkoitus suorittaa gatkanistustestejd, vaan nimenomaan

perustaa tulokset silmamaaraiselle tarkastelulle.

Tulosten luotettavuutta paransi se, ettd omienstato tulkintojemme lisdksi sairaala-
mikrobiologi kavi lapi maljat jotka olimme viljellt. N&in saimme toisen mielipiteen
vahvistamaan tulosten luotettavuutta. Teimme muatarkorjauksen vastauksiimme

hanen kommenttiensa myota.

Luotettavuutta tybphomme saatiin keskittymalla my@gtteiden huolelliseen sekoitta-
miseen ennen viljelyiden suorittamista. Talla pynentakaamaan sen, ettd bakteereita



36

tulisi silmukkaan. Tarkastimme myds ennen viljelgaljalle, etta silmukassa on neste-
pinta molemmin puolin. Potilasnaytteet kasiteltainonyymisti, poistamalla tai peitta-
malla henkil6tietotarrat nayteputkista. Nain paiaidentiteettisuoja sailyi, joten heita
ei tarvinnut pyytdd kirjallista lupaa virtsanaytte&ayttdmisesta tutkimusaineistona.
Tutkimuksessamme kayttdma naytemaara (n) oli 1Q€tia. Naytemaara oli riittava.

Tutkittava naytemateriaali vakioitiin rajaamallackseksi leukosyyttien ja bakteerien
osalta positiivisiksi seulotut naytteet.
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12 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia kromogeesmnsmaljojen differentiaaleja omi-
naisuuksia. Vertailimme CHROMagar™ Orientation- kyigin kaytéssa oleva), Bril-
liance™ UTI- ja chromID™ CPS®- maljoja kesken&daavditteena oli |0ytaa ominai-
suuksiltaan sellainen malja, jolta voitaisiin suwordakteeripesakkeiden varista tunnis-
taa yleisimmat virtsatieinfektiota aiheuttavat legtlajit. Vertailimme myos olisiko eri

maljojen valilla eroja kasvun maaran suhteen.

Mielestdimme CHROMagar™ Orientation —maljalla bakfesakkeet olivat selvimmin
erottuvat sen muodostamien varireaktioiden perllateKasvun maarien suhteen ei
ollut havaittavissa tutkimuksemme kannalta merkiftéeroja. Vaikka mikrobiologian
laboratorio ei l6ytanyt kayttoonséa uutta parempadjaa, emme silti koe tydbmme men-
neen hukkaan. Saanndllisin valiajoin suoritettagdailu on tarkeaa, silla vain sita kaut-
ta saadaan arvokasta tietoa ja voidaan kehittaé#$sd olevia menetelmia. Tutkimuk-

sen mukaan muutostarvetta virtsan kromogeenisdlglte ei ole.

Kirjallisuutta ja lahteitd tybhomme |0ytyi todelleattavasti ja monipuolisesti. Ty0sséa
kaytimme monipuolisesti suomenkielisia ja ulkomeagalahteita. Artikkeleita ja kirjal-

lisuutta oli helposti l0ydettavissa. Internetlatdepyrimme kayttamaan rajoitetusti.
Kaytimme tydssamme myos itse laatimiamme kuviaitdaulukoita, seka itse otettua
kuvamateriaalia. Lahteet ja |&Ahdeviitteet on meatkdiampereen ammattikorkeakoulun
virallista raporttiohjetta noudattaen. Pyrimme kéytaan tuoreita l&hteitd. Valtaosa

lahteistdmme oli alle kymmenen vuotta vanhoja.

Kehityimme kirjoitusprosessin aikana paljon niimjdittajina kuin tutkimuksentekijoi-
na. Kehityimme tutkimustulosten tulkinnassa sekdlysoinnissa. Tekemamme kuviot,
kuvat ja taulukot ovat mielestdimme onnistuneitaykevat hyvin teoriaa. Opimme
merkkaamaan lahdeviitteet ja lahteet raporttiohjerrkaisesti. Opimme maljoja ver-
tailessamme tunnistamaan perustasolla virtsagktidita aiheuttavien bakteereiden
pesakkeet kromogeenisilta maljoilta. Tietotaitomkahittyi tutkimusprosessin aikana.

Tutkimusprosessin teossa olimme tyytyvaisia tutlsmiytemaaraan, joka ylittyikin
muutamalla naytteella tavoitemaarastd. Olimme #aisia mikrobiologian puolelta

tulleeseen joustavuuteen muun muassa tutkimuksartisaikojen suhteen. Positiivista
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tutkimusprosessissa oli mahdollisuus edeté tyoss@aa tahtiin. Jatkotutkimusaiheena
voisi olla useamman maljan vertailu keskenaanv&mistajien maljoja voisi olla viisi
tai kuusi. Jatkossa tutkimuksessa voisi kayttékéisjatkotunnistustesteja ja herkkyys-
maarityksia varmistamaan bakteerilajien oikeelltsuLaimennossarjojen avulla voi-
taisiin tutkia maljojen sensitiivisyytta (herkkyysYoitaisiinko tulosten luotettavuutta
lisata kayttamalla viljelyautomaattia manuaaliseemetelman sijaan? Automaatti hoitaa

muun muassa nhaytteen sekoittamisen ja silmukkéwlje

Yhteistyd laboratorion kanssa oli sujuvaa. Haluankmtéida KESLABIn mikrobiologi-
an laboratorion henkilokuntaa seka sairaalamikidogioAntti Nissistd hyvasta yhteis-
tyostd kanssamme. Yhteisty6 opinnaytetyon tekijdikesken sekd ammattikorkeakou-

lun ja tydelaman ohjaajien kanssa sujui hyvin.
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