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Streptococcus pyogenes on tarkein ja tavallisin nielu- ja nielurisatulehduksen aiheuttaja ja sen
I6ytyminen oireilevan potilaan nielusta on aina kliinisesti merkitsevaa. Infektion hoitaminen on
ensisijaisen tarkedd hoitamattomasta infektiosta aiheutuvien vaikeusasteeltaan vaihtelevien
jalki- ja seurannaistautien takia. S. pyogenes aiheuttaa infektioita lahinna leikki-ikaisilla lapsilla
seka nuorilla aikuisilla, mutta my6s vanhuksilla.

S. pyogeneksen oireeton nielukantajuus on yleisinta leikki-ikaisilla lapsilla, joilla se voi olla jopa
15 — 20 % luokkaa. Aikuisilla oireeton nielukantajuus on kuitenkin oleellisesti harvinaisempaa
sen ollessa alle 5 %. Oireeton nielukantaja on itse taysin oireeton, mutta levittaa silti bakteeria
tehokkaasti.

Opinnaytety® on osa Turun ammattikorkeakoulun Agricola — hanketta, jonka tarkoituksena on
yhdessd  Turun  AMK:n  bioalojen  sekd  diagnostiikka-alan  yritysten  kanssa
diagnosointimenetelmien kehittdminen sek& hoitoprosessien nopeuttaminen. Opinnaytety6n
tarkoituksena on tutkia nieluvilielyn avulla S. pyogeneksen oireettoman nielukantajuuden
esiintymistéa Turun AMK:n terveysalan opiskelijoilla ja henkilékunnalla. Tarkoituksena on myds
suorittaa menetelmavertailua nieluvilielyn, PCR — menetelmén sekd antigeeninosoitustestin
valilla.

Aineistosta (n=109) l6ytyi nieluviljelylla kaksi (1,8 %), antigeeninosoitustestilla kuusi (5,5 %) ja
PCR — menetelmdlla 57 (52,3 %) positiivista naytettd, joista oireettomiksi kantajiksi todettiin
kuusi koehenkilta.

Tutkimustulosten perusteella voidaan nieluviljelyé pitaa edelleen parhaana menetelméana taudin
kliinisessé diagnostiikassa. Nieluviljely ja antigeeninosoitustesti korreloivat hyvin kesken&én,
vaikkakaan kaikkien antigeeninosoitustestilla saatujen positiivisten tulosten kohdalla ei voida
olla varmoja, oliko osa niistd vaarid positiivisia tuloksia. PCR — menetelmé ei tutkimuksen
mukaan ollut vieléd valmis kliiniseen kayttoon ja sitd tulee vield jatkossa kehittda luotettavampien
tulosten aikaansaamiseksi.

ASIASANAT:

Streptococcus pyogenes, nielundytteenotto, oireeton nielukantajuus, nieluviljely
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Streptococcus pyogenes is the most common and the most important bacterium causing
tonsillitis and pharyngitis and it is always a significant finding when having symptoms related to
these infections. It is also very important to treat the infection because of the large number of
the possible sequleae. S. pyogenes most commonly causes infections among preschoolers and
youths but also among senior citizens.

Asymptomatic throat carriage of S. pyogenes is most common among preschoolers of whom
even 15 — 20 % are carriers. Throat carriage of adults is significantly less common, only less
than 5 %. Asymptomatic throat carrier has no symptoms but still spreads the bacteria effectively
causing diseases among other people.

The Bachelor’s thesis is a part of a project Agricola, a project of Turku University of Applied
Sciences (TUAS), which aim is together with degree programme of Bio Technology and
diagnostic companies to develop diagnostic methods and to rush the treatment process. The
aim of this study is to detect asymptomatic carriers of S. pyogenes among healthcare students
and staff of TUAS. The aim is also to compare the results of throat culture, antigen detection
test and PCR — method with each other.

By analyzing the data (n=109) two positive results (1,8 %) were found with throat culture, six
(5,5 %) with antigen detection test and 57 (52,3 %) with PCR — method. Six of the testees were
given a call about the positive result of the throat carriage.

According to the results of the study, throat culture can be held as the best method of
diagnosing tonsillitis and pharyngitis in clinical work. The results of throat culture and antigen
detection test correlated well with each other although it may be that some of the positive
results of the antigen detection test were wrong positive results. Also according to the results,
PCR — method was not ready to be used in clinical work and it should be developed in order to
get more reliable results.
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1 JOHDANTO

Kurkkukipu on sek& lasten ettd aikuisten vyleisin laékarin vastaanotolle
hakeutumisen syy. Kurkkukipu johtuu usein nielu- tai nielurisatulehduksesta,
joita voivat aiheuttaa seka bakteerit ettd virukset. Nielutulehdus on
todennakoisimmin kyseessé silloin, kun potilaan hengitystieinfektioon liittyvéat
oireet rajoittuvat kurkkukipuun ja kuumeeseen. Tarkein ja tavallisin nielu- tai
nielurisatulehduksen aiheuttaja on A — ryhméan beetahemolyyttinen streptokokki,
Streptococcus pyogenes (GABHS). (Jalanko 2009; Alho ym. 2012.) GABHS:n
|6ytyminen oireilevan potilaan nielusta on aina merkitsevaa ja taudin hoitaminen
erityisen tarke&ad, silla hoitamattomasta infektiosta voi seurata monia
vaikeusasteeltaan vaihtelevia jalki- ja seurannaistauteja, kuten kurkkupaisetta,
poskiontelo- ja korvatulehdusta seka harvinaisempia reumakuumetta ja
munuaiskerastulehdusta (Ozturk ym. 2004; Tarnainen ym. 2012). GABHS
aiheuttaa tauteja paaasiassa leikki-ikaisilla lapsilla seka nuorilla aikuisilla, mutta
my6s vanhuksilla (Heikkila ym. 2005; Vuopio-Varkila ym. 2010). Aikuisten
nieluinfektioista GABHS aiheuttaa noin 5 — 10 %. Alle kolmevuotiailla
beetahemolyyttisten streptokokkien aiheuttamat taudit ovat sen sijaan
harvinaisia. (Alho ym. 2012.)

GABHS:n oireettomia kantajia on tutkittu olevan noin 5 — 15 % vdaestosta
(Ozturk ym. 2004; Rijal ym. 2009). Kouluikaisista oireettomia kantajia voi olla
jopa 15 — 20 %, mutta aikuisten kantajuus on oleellisesti harvinaisempaa
(Vuopio-Varkila ym. 2010.) Nielutulehduksen esiintymisesséd on havaittavissa
vuodenaikaisvaihtelua, silla talvikuukausien aikana GABHS:n aiheuttamia
infektioita esiintyy enemman kuin kesékuukausien aikana. Lisdksi geologisella
sijainnilla ja valtion kehitysasteella on havaittu olevan vaikutusta oireettoman
kantajuuden esiintymiseen vaestossa. (Ozturk ym. 2004; Rijal ym. 2009;
Vuopio-Varkila ym. 2010.) Kehitysmaissa GABHS:n oireeton kantajuus ja sen
aiheuttamat lievaoireiset infektiot seka jalkitaudit ovat erittéain yleisia tai

vahintaankin tavallisia (Vuopio-Varkila ym. 2010). Seka oireilevat potilaat etta



oireettomat kantajat levittavat bakteeria, mutta oireettomien kantajien kohdalla
hoito ei ole valttaméaton, ellei heistd aiheudu GABHS - kierretta yhteisoisséa
(Jalanko 2009; Vuopio-Varkila ym. 2010).

Opinnaytetyd on osa Agricola — hanketta, jonka tarkoituksena on tutkia
oireettoman GABHS - kantajuuden esiintymistd Turun ammattikorkeakoulun
terveysalan opiskelijoilla ja henkildkunnalla kolmella eri menetelmalla:
perinteisella nieluviljelylla, mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestilla
sekd PCR — menetelmalla. Opinnaytetyon tarkoituksena on lisaksi selvittaa eri
menetelmien herkkyys GABHS:n diagnosoinnissa. Koehenkilét olivat
tutkimushetkella taysin terveita. Aikaisemmat tutkimukset osoittavat nieluviljelyn
olevan hitaudestaan huolimatta pikatesteja herkempi tapa tutkia GABHS:n
esiintymista nielussa (Uhl ym. 2002; Lee ym. 2008). PCR — menetelma ja
nieluviljely ovat tutkimusten mukaan lahes yhta spesifeja menetelmia GABHS:n
esiintyvyyden tutkimiseen kaupallisten pikatestien antaessa huomattavasti
huonompia tuloksia (Uhl ym. 2002). Tutkimuksen tavoitteena on tuottaa tietoa
eri menetelmien herkkyydestd, jotta tulevaisuudessa osattaisiin valita paras

menetelma GABHS:n tunnistamiseksi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Viivi Liukko



2 STREPTOCOCCUS PYOGENEKSEN

DIAGNOSOIMINEN NIELUVILJELYLLA

2.1 Streptococcus pyogeneksen rakenne ja virulenssitekijat

A — ryhman beetahemolyyttinen streptokokki (GABHS) eli Streptococcus
pyogenes on grampositivinen ketjukokki, joka kasvaa parhaiten
hiilidioksidipitoisissa olosuhteissa vaatimatta niitd kuitenkaan ehdottomasti
(Heikkila ym. 2005; Vuopio-Varkila ym. 2010). Grampositiiviset bakteerit
varjaytyvat gramvarjayksessa sinivioleteiksi, silla niiden soluseind on
gramnegatiivisia bakteereja yksinkertaisempi (Liimatainen 2000; Heikkila ym.
2005). Grampositiivisten bakteerien rakenne koostuu kapselista, teikkohappoja,
proteiineja seka polysakkarideja sisadltavasta kerroksesta, gramnegatiivisia
bakteereja paksummasta peptidoglykaanista sekd plasmamembraanista.
Peptidoglykaani antaa solun seindlle jaykkyyttda, muotoa sekd mekaanista
suojaa. Mikrobilddkkeiden toiminta perustuu niiden kykyyn héiritd
peptidoglykaanin synteesia tappaen bakteerin vahingoittamatta ihmisen soluja.
(Heikkila ym. 2005.)

A — streptokokin tarkein virulenssitekija on kapselin alla olevan
proteiinikerroksen M — proteiini. M — proteiinit on pystytty tyypittamaan yli 80
antigeenityyppiin, joiden perusteella A — streptokokit voidaan jakaa
serotyyppeihin. Kolmannessa kerroksessa kapselista katsoen sijaitsee
ryhméspesifinen polysakkaridi, eli niin sanottu C — polysakkaridi, joka on
kiinnittynyt  peptidoglykaanin ~ mukopeptidikerrokseen.  Peptidoglykaaniin
kiinnittyneet lipoteikkohapot auttavat bakteeria kiinnittymaan epiteelisolujen
pintaan. Vastikaan on myds pystytty tunnistamaan soluun kiinnittyva peptidaasi,
joka pilkkoo Cba:ta ja Sic — proteiini, joka estdd komplementin toimintaa.
(Vuopio-Varkila ym. 2010.)

A — streptokokin tuottamilla eksoentsyymeilla ja — toksiineilla on myo6s
merkitystd bakteerin taudinaiheuttamiskykyyn. Sen tuottamat hemolysiinit O ja

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Viivi Liukko



S aiheuttavat verimaljalla havaittavan hemolyysin, eli punasolujen hajoamisen.
Fibrinolyysia aiheuttava streptokinaasi, hyaluronidaasi sekd nelja erilaista
deoksiribonukleaasia edesauttavat bakteerin etenemistd kudoksessa. A —
streptokokkikannat tuottavat lisdksi pyrogeenisia eksotoksiineja, joista
erytrogeeninen toksiini tyyppi A:ta tavataan usein toksisen sokkioireyhtyman
seka vakavan tulirokon yhteydessa. (Vuopio-Varkila ym. 2010.)

2.2 Tartuntatavat, hoito ja immuniteetti

A-streptokokki leviaa tavallisesti pisaratartuntana lahikontaktissa seké eritteiden
valityksella esimerkiksi markéaisen infektion yhteydessd. L&heinen kontakti
esimerkiksi perheissd, pdaivakodeissa ja armeijassa lisda tartuttavuutta. A-
streptokokki voi levitd my6s mikrobilla kontaminoituneen ruuan valityksella,
josta seurauksena voi olla nielutulehdusepidemia. (Vuopio-Varkila ym. 2010;
Alho ym. 2012.) Epidemiaksi luetaan tilanne, jossa kuukauden sisalla 15 — 20
prosenttia ryhmasta sairastuu streptokokin aiheuttamaan nielutulehdukseen.
Tarkeinta téllaisessa tilanteessa on epidemian nopea tunnistaminen ja
sairastuneiden yhtdaikainen hoito. Lisdksi kaikilta ryhman jaseniltd, seka
oireilevilta ettd oireettomilta, otetaan nielunéytteet, minka lisdksi myods lahipiirin
oireilevat henkilot tulisi tutkia. (Alho ym. 2012.) Epidemioiden yhteydessa
havaitaan usein jalkitauteja sekd kohonneita AST — arvoja, mitkd voidaan

selittdd A-streptokokin virulentimmalla kannalla (Vuopio-Varkila 2010).

Hoidon tavoitteena on lievittdd potilaan oireita ja estdd komplikaatioiden
syntymista havittamalla A-streptokokki nielusta (Alho ym. 2012). A-streptokokki-
infektion hoidossa kaytetddn muun muassa penisillineja, kefalosporiingja,
makrolideja seka klindamysiinia, joista penisilliini on nielutulehduksen hoidossa
yleisimmin kaytetty mikrobild&ke, jota kohtaan resistenssid ei ole viela
ilmaantunut. Tetrasykliiniresistenssi on sitéd vastoin yleistynyt vuosien kuluessa,
mink& vuoksi kyseinen ladkeaine ei kuulu en&a taudinhoitoon suositeltavien
mikrobildékkeiden ryhmaan. (Vuopio-Varkila ym. 2010.) Mikrobilaakityksella
nopeutetaan A-streptokokki-infektion oireiden ja kliinisten 16yddsten haviamista

sekd estetaan epidemioiden syntyminen. Jalkitautien ennaltaehkéisyssa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Viivi Liukko
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antibioottien kaytolla ei ole havaittu olevan juuri minkaanlaista merkitysta. Ne
vahentavat kuitenkin reumakuumeen sek& mahdollisesti glomerulonefriitin

ilmaantuvuutta. (Alho ym. 2012.)

A-streptokokki-infektiota hoidetaan kymmenen vuorokauden mittaisella
mikrobilaakityksella (Vuopio-Varkila ym. 2010). Tavallisesti hoito tehoaa A-
streptokokin aiheuttamaan tulehdukseen jo muutamassa pdaivassa (Alho ym.
2012). Syy hoidon epé&onnistumiseen |0ytyy yleensa I&hipiiristd, josta
mikrobilaakkeita sybva potilas on saanut hoidon aikana uuden infektion. Jos
infektiokierre jatkuu, potilaalta on syyta ottaa uusi nielunayte ja oireettomilta
laheisiltd nieluviljelyt. Oireettomia laheisia voidaan tallaisessa tilanteessa hoitaa
myds antibiooteilla. Tavallisesti oireettomien kantajien hoitaminen on
tarpeetonta, mikali kyseessa ei ole esimerkiksi hoitotyotd tekeva henkil6 tai
mikali kantajan perheenjdsen ei ole aiemmin sairastanut reumakuumetta.
(Vuopio-Varkila ym. 2010.)

A-streptokokki-infektion aikana potilaalle kehittyy vasta-aineita bakteerin eri
komponentteja vastaan. Oireeton kantajuus taas ei oletettavasti kaynnista
vasta-ainetuotantoa, vaikka subkliinisen infektion yhteydesséa vasta-aineita on
havaittu jo muodostuvan. Vasta-aineita ei muodostu mydskaan silloin, kun
antibioottihoito aloitetaan heti infektion alussa. M-proteiinivasta-aineet
opsonisoivat ja suojaavat ihmistd uusilta infektioilta. Sairastuvuus vahenee
kuitenkin vasta jatkuvan immunisoitumisen myo6td, silla M-proteiineja on

kymmeni& eri serotyyppeja. (Vuopio-Varkila ym. 2010).

2.3 Nielunaytteen tutkimusprosessi

Nieluviljely on varmin keino osoittaa A-streptokokki nielunaytteesta ja epidemia-
aikaan se onkin ainut kaytettdvd menetelma taudinaiheuttajan tunnistamiseksi
(Vuopio-Varkila ym. 2010; Alho ym. 2012). Laadukkaan nielundytteen
takaamiseksi potilaan ei tulisi juoda, sy6da, imeskella kurkkutabletteja eika
kayttaa desinfioivia suuhuuhteita vahintaan tuntiin ennen naytteenottoa. Jopa
pelkan veden juominen vahentaa nielun bakteerien maaraa ja heikentaa siksi

saadun naytteen laadukkuutta. (Heikkila ym. 2005.) Menetelm&na nieluviljely on
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11

helppo ja teknisesti ottaen yksinkertainen, mutta viljelmien tulkinta vaatii paljon
kokemusta ja ammattitaitoa (Vuopio-Varkila ym. 2010; Alho ym. 2012).

Nielunaytettd ei tarvitse ottaa potilailta, jotka saavat jonkin muun infektion takia
streptokokkiinkin  tehoavaa mikrobilddketta. Nayte otetaan tavallisimmin
potilailta, joilla epaillaan streptokokin aiheuttamaa infektiota Mclsaac -
oirepisteytyksen perusteella. Pisteytys on validoitu avohoidossa eri ikaryhmille
ja sen herkkyys A-streptokokin osoittamiseksi on 85 % ja spesifisyys 92 %. Mita
enemman potilas siis saa oirepisteitd sitd varmemmin h&n sairastaa juuri

streptokokin aiheuttamaa infektiota. (Alho ym. 2012.)

Esitietoihin perustuva tai mitattu kuume 1 piste

yli 38 °C

Yskan puuttuminen 1 piste
Leuanalusimusolmukkeiden turvotus 1 piste
Nielurisojen turvotus tai peitteet 1 piste
Ika alle 15 vuotta 1 piste
Ika vahintaan 45 vuotta -1 piste

Kuva 1. Kurkkukivun Mclsaac-oirepisteytys (Alho ym. 2012).

Nielunayte otetaan vanutikulla. Naytetikkua pyoritetddn napakasti painaen
potilaan nielurisoissa seka takanielun limakalvolla tarvittavan naytemaaran
varmistamiseksi. Jos potilaan nielurisojen pinnalla havaitaan valkeita peitteita,
naytetikkua tulisi pyoritella nailla alueilla. Naytetikulla tulee valttaa kontaktia
suun muiden limakalvojen seka kielen kanssa, jotta nayte ei kontaminoituisi

normaaliflooralla. (Heikkila ym. 2005; Vuopio-Varkila ym. 2010.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Viivi Liukko
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Kuva 2. Nielunaytteen naytteenottokohdat (Meriluoto 2012a; mukailtu).

Nielunaytteen viljelyalustana kaytetaan tavallisesti punaista lampaanverimaljaa,
jolla streptokokit kasvavat hyvin +35 — +37 °C:ssa (Heikkila ym. 2005; Vuopio-
Varkila ym. 2010). Alustana voidaan kayttaa myads juuri streptokokkien viljelyyn
tarkoitettua lampaanverimaljaa. Nayte voidaan lisaksi viljella kaupallisesti
saatavalle Streptocult® - aluslevylle. Aluslevyn kanssa menetelladn samalla
tavalla kuin tavalliselle maljalle viljellyn naytteen kanssa. Jos maljoja tai
aluslevyja ei ole kaytettavissa, nayte tulee ottaa geelikuljetusputkeen ja lahettda
tutkittavaksi tukilaboratorioon mahdollisimman nopeasti. Geelikuljetusputkea
kaytettdessa nayte tulee sailyttaa jadkaapissa, mikali sitd ei saada viljeltya
vuorokauden kuluessa naytteenotosta. (Heikkila ym. 2005; TYKSLAB 2011.)
Useat laboratoriot kayttavat tarvittaessa  selektiivisia  elatusaineita

streptokokkien loytamisen helpottamiseksi (Vuopio-Varkila ym. 2010).

Vanutikusta nielunayte viljellaan viljelyalustalle hajotusviljelytekniikkaa kayttaen.
Aluksi naytteenottotikulla pyyhitd&dn noin neljasosa maljasta tihein vedoin.
Taman jalkeen tehdaan ensimmainen hajotus, joka tapahtuu viljelysauvaa tai -

silmukkaa kayttaen. Maljaa kdannetdédn noin neljannes ja pumpulitikulla tehty
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villely hajotetaan siten, etteivdt vedot kosketa toisiaan. Ensimmaisella
hajotuksella viljella&dn noin puolet maljan pinta-alasta. Ennen toista hajotusta
sauva kdannetaan ja se viedaan vain pariin kertaan ensimmaiselld hajotuksella
tehdyn viljelyn ylitse, minka jalkeen sauvalla tehddan "hanta”, josta yksittaiset

bakteeripesakkeet inkuboinnin jalkeen erottuvat. (Heikkila ym. 2005.)

Beetahemolyyttinen streptokokki erotetaan maljalta muusta bakteerikasvustosta
kirkkaan hemolyysin ansiosta jo 18 — 24 tunnin kuluttua naytteen viljelysta. A-
streptokokin erottaminen muista beetahemolyyttisista streptokokeista vaatii
kuitenkin kokemusta. (Alho ym. 2012; Vuopio-Varkila ym. 2010.) Mikali
vilielytulos on vuorokauden inkuboinnin jalkeen negatiivinen, naytetta
kasvatetaan vield seuraavaan paivaan, jolloin kasvu vield tarkistetaan

mahdollisen positiivisen tuloksen loytamiseksi (Alho ym. 2012).

Bakteerin  ryhma voidaan maarittdéa joko  agglutinaatiotestilla  tai
basitrasiinikiekon avulla. Latex—agglutinaatiotesti on helppo ja nopea tapa
ryhmittdd beetahemolyyttinen streptokokki. (Vuopio-Varkila ym. 2010.)
Kaupallisesti saatavalla pakkauksella voidaan méaarittaa A-, B-, C-, D-, F- ja G-
ryhman streptokokit. Eri ryhmien streptokokit pystytaan erottamaan toisistaan
eri streptokokeille ominaisten hiilihydraattiantigeenien avulla. Pakkauksen
reagenssit sisadltavat jokainen latex-partikkeleita, jotka on péaéllystetty eri
ryhmien ryhméspesifeilla vasta-aineilla. Ryhmaspesifit vasta-aineet reagoivat
bakteerisuspensiossa vastaavien ryhmaspesifien antigeenien kanssa
muodostaen silmalla havaittavan sakan. Jos suspensio ei sisalla etsittya pinta-

antigeenid, sakkaa ei synny. (Thermo Scientific 2012.)

Basitrasiinitestissa basitrasiiniherkkyyskiekko asetetaan joko alkuperaiselle
nieluviljelylle tai primaariviljelysta eristetylle puhdasviljelmaélle. Basitrasiinitesti ei
ole kuitenkaan varmuudeltaan sataprosenttinen, silla A-ryhman streptokokeista
noin 97 prosenttia mutta myos 6 — 8 prosenttia C- ja G-ryhman streptokokeista
on sille herkkia. Tall6in osa C- ja G-streptokokeista diagnosoidaan virheellisesti
A-streptokokeiksi. (Vuopio-Varkila ym. 2010.) Basitrasiinitestin epavarmuuden

takia, kaikki streptokokkikasvustot tulisi lisaksi tutkia agglutinaatiomenetelmalla
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(Blomberg 2012). Basitrasiinitestin herkkyyden Streptococcus pyogeneksen

tunnistamiseksi on todettu olevan 100 % (Nissinen 1998).

Negatiiviset I6ydokset on varsin helppo karsia positiivisista, minké lisaksi runsas
S. pyogenes - kasvusto on suhteellisen helposti tulkittavissa. Positiiviset ja
epaselvat alustat olisi hyva lahettda tukilaboratorioon jatkoviljelyyn streptokokin
ryhman varmistamiseksi. (Vuopio-Varkila ym. 2010.) Nieluviljelyn A-
streptokokkildyd6s katsotaan aina nielutulehduksen aiheuttajaksi. Positiivinen
tulos ei kuitenkaan kerro, onko kyseessa akuutti A-streptokokki-infektio vai

bakteerin krooninen kantajuus. (Alho ym. 2012.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA

TUTKIMUSTEHTAVAT

Opinnaytetyon tarkoituksena on tutkia oireettomien Streptococcus pyogeneksen
kantajien esiintymista paaasiassa terveilla nuorilla aikuisilla kolmella eri
menetelmalla: PCR -  menetelmalla, mariPOC®  pharyngitis —
antigeeninosoitustestilla seka perinteisella nieluviljelylla. Edella mainittuja
menetelmid ja niilla saatuja tuloksia on myds tarkoitus vertailla keskenaan.
Tutkimuksen tarkoituksena on myo6s selvittda, montako oireetonta kantajaa
|0ydetadn kayttamalla menetelmana nieluviljelyd, eli kuinka herkka nieluviljely
on S. pyogeneksen diagnosoimiseksi.

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa Iluotettavaa tutkimustietoa, jonka
perusteella voidaan vertailemalla tehda paatelmia siita, mika menetelma tuottaa
herkintda tietoa taudinaiheuttajan tai sen oireettoman kantajuuden
diagnosoimiseksi.

Opinnaytetydn tutkimusongelmat ovat:

e Kuinka monta Streptococcus pyogeneksen kantajaa I6ytyy nieluviljelylla

verrattuna muihin menetelmiin?

e Korreloivatko nieluviljelylla saadut tulokset muilla menetelmilla

tuotettujen tulosten kanssa?
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

Opinnaytetyd on osa Turun ammattikorkeakoulun Agricola — hanketta, jonka
tarkoituksena on kehittdd non-invasiivisia naytteenottomenetelmia terveyden
edistimiseksi. Taman opinnaytetydon tarkoituksena on tutkia Streptococcus
pyogeneksen oireettoman nielukantajuuden esiintymista. Agricola — hanke pitaa
sisdllaan kolme opinnaytetydta, joissa jokaisessa tutkitaan oireetonta
nielukantajuutta eri menetelmalla. Tassa opinnaytetydssa oireetonta
nielukantajuutta on tutkittu nieluviljelylla. Opinnéaytetybn toimeksiantosopimus
allekirjoitettiin toukokuussa 2012 koulutuspaallikkd Leila Tiilikan sek& ArcDia:n
edustajan Janne Koskisen kanssa. Opinnadytetyon ohjaajina toimivat Turun
ammattikorkeakoulun lehtorit Mika  Venojarvi ja Annika  Brandt.

Toimeksiantosopimus liitteena.

4.1 Tutkimusaineiston kerdaminen

Tutkimusaineisto kerattiin Turun ammattikorkeakoulun Ruiskadun toimipisteen
tiloissa tiistaina 8.5.2012 seka maanantaina 14.5.2012 klo 8 — 16 valisena
aikana. Tutkimukseen osallistuvat olivat vapaaehtoisia ja paaasiassa Turun
ammattikorkeakoulun terveysalan opiskelijoita. Heidan lisékseen tutkimukseen
osallistui muita Turun ammattikorkeakoulun opiskelijoita seka henkilokuntaa.
Opinnaytetydn  tutkimusaineiston kerddmisesta informoitin  Ruiskadun
toimipisteen opiskelijoita sahkopostilla, minka lisdksi naytteenottopaivina seinille
oli kiinnitetty tiedotteita naytteenottoa koskien. Naytteenottoa varten tehtiin
kirjalliset suostumuslomakkeet, jotka kaytiin jokaisen koehenkilon kanssa
suullisesti lapi ennen naytteenoton toteuttamista. Lomakkeesta I0ytyy tutkijoiden
yhteystiedot mahdollisia  kysymyksid ja ongelmia varten. Lopuksi
suostumuslomakkeita allekirjoitettiin  kaksin kappalein jokaisen koehenkilon
kanssa. Koehenkil6lle jai toinen kappale suostumuslomakkeesta toisen
jdédessa tutkijoille. Suostumuslomakkeen mallipohja |6ytyy liitteena

opinnaytetyon lopusta. Nuorin koehenkil6 oli ialtddn 19 — vuotias ja vanhin
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puolestaan 69 — vuotias (Kuvio 1). Koehenkildiden keski-ika oli 29,9 vuotta ja
i1an mediaani 23 vuotta. Suurin osa koehenkildista oli naisia (Kuvio 2).

3,70% 0,90%

W 19-28v (N=76)
m 29-38v (N=7)
M 39-48v (N=11)
B 49-58v (N=10)
W 59-68v (N=4)
W 69-78v (N=1)

Kuvio 1. Aineiston ikajakaumaluokittelu.

14,68 %

W Nainen (N=93)
W Mies (N=16)

85,32%

Kuvio 2. Aineiston sukupuolijakauma.

Ennen naytteenoton toteuttamista saatiin lisdkoulutusta nielunaytteenotosta
Turun ammattikorkeakoulun mikrobiologian opettaja Seija Kirkko-Jaakkolalta.
Kirkko-Jaakkolan kanssa kerrattiin nielundytteenoton perusteita ja kaytiin lapi
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naytteenottokohdat seka muun muassa esivalmisteluohjeet. Naytteenottajina
toimivat Viivi Liukko ja Sari Soittu. Siiri Meriluoto ja Marika Vesalainen kavivat
koehenkildiden kanssa suostumuslomakkeet lapi ja varmistivat, etta

esivalmisteluohjeita oli noudatettu.

Naytteet otettin kahta nielunaytteenottoon tarkoitettua naytteenottotikkua,
tehdaspuhdasta pumpulitikkua sekda Copan Flocked Swap - nukkatikkua,
kayttaen. Naytteen saamisen helpottamiseksi apuna kaytettiin myds spaattelia,
jonka avulla kieltd painamalla saatiin nayte otettua molemmista nielurisoista
sekd mahdollisuuksien mukaan myos takanielusta naytteenottotikkuja napakasti

pyorittamalla. Nayte otettiin molemmilla naytteenottotikuilla samanaikaisesti.

Copan Flocked Swap — nukkatikkua kaytettiin seka mariPOC® pharyngitis —
antigeeninosoitustestin ettda PCR — tutkimuksen toteutukseen, mink& vuoksi
nukkatikku pakastettin paivan paatteeksi — 20 asteeseen. Vuorokauden
kuluttua Eppendorf — putkiin katkaistut nukkatikut siirrettin — 80 asteeseen,

jossa ne sdilytettiin naytteiden analysointiin saakka.

Tehdaspuhtaalla pumpulitikulla tehtiin nieluviljelyt. Nieluviljelyihin kaytettiin
Tammer-tutkan lampaanverimaljoja, joille naytteet viljeltin  valittdmasti
naytteenoton tapahduttua hajotusviljelymenetelmdd kayttaen. Nielumaljat
siirrettiin naytteenoton jalkeen Ruiskadun toimipisteen mikrobiologian luokan

lampokaappiin kasvamaan yhteensa kahdeksi vuorokaudeksi.

Naytteitd saatiin kahden naytteenottopéivan aikana kerattya yhteensa 109
kappaletta ja kaikki ndytteet tutkittiin jokaisella menetelmalla. Naytteenotossa ja
esivalmistelujen noudattamisessa tapahtuneet poikkeamat Kkirjattiin  ylos
myohempaa kayttoa varten (Taulukko 1). Koehenkilot saivat jattda
yhteystietonsa suostumuslomakkeisiin, jos halusivat kuulla mahdollisesta
positiivisesta tuloksesta. Positiivisista tuloksista ilmoitettin  koehenkil6ille

marraskuussa 2012 puhelimitse.
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Koehenkild sybnyt hieman ennen naytteenottoa
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4.2 Naytteiden kasittely ja analysointi

4.2.1 Nieluviljely

Nieluviljelyt viljeltin valittbmasti naytteenoton jalkeen lampaanverimaljoille.
Villelyn  toteutukseen kaytettin  hajotusviljelya. Pumpulitikkua maljalla
pyorittelemallda viljeltiin noin 50 prosenttia lampaanverimaljan pinta-alasta.
Pumpulitikku vaihdettiin viljelysauvaan, jolla tehtiin ensimmé&inen hajotus.
Ensimmaisella hajotuksella viljeltiin noin neljannes maljan pinta-alasta vedoilla,
jotka kulkivat pumpulitikulla viljellyn alueen halki eivatkd koskeneet toisiaan.
Viljelysauva kaannettiin ja toisella hajotuksella tehtiin maljalle hanta, joka oli
noin neljanneksen maljan pinta-alasta. Maljalle jai noin 25 prosenttia sen pinta-
alasta oleva kontrollialue, jolle ei viljelty mitaan. Lopuksi jokaiselle maljalle
asetettiin  basitrasiinikiekko kohtaan, jossa sekda pumpulipuikon etta

viljelysauvan vedot kohtaavat.
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" Basitrasiini

Kuva 3. Viljelymalli (Meriluoto 2012b; mukailtu).

Viljellyt maljat numeroitiin liukuvasti. Maljat vietiin naytteenoton jalkeen Turun
ammattikorkeakoulun  Ruiskadun  toimipisteen  mikrobiologian  luokan
lampokaappiin kasvamaan. Lampdkaapin l[ampétilaa kontrolloitiin lAmpomittarin
avulla, jolloin varmistettiin kasvulle suotuisat olosuhteet. Kaapin lampdtila pysyi

jatkuvasti 36 — 37 asteessa.

Nielumaljat analysoitin  ensimmaisen kerran  vuorokauden kuluttua
naytteenotosta. Taman jalkeen maljat laitettin takaisin lampdkaappiin ja
annettin kasvaa viela toiset 24 tuntia. Maljat analysoitin seuraavan
vuorokauden kuluttua viela toiseen kertaan, minka jalkeen ne havitettiin

asianmukaisesti tartuntavaarallisten jatteiden mukana.

4.2.2 Streptokokkiagglutinaatiotesti

Agglutinaatiotesti suoritettin  ainoastaan [ — hemolyyttisten basitrasiini
negatiivisten maljojen kohdalla. Alkuperéisilta nielumaljoilta eristettiin
viljelysilmukan avulla muutamia yksittaisia p — hemolyyttisia bakteeripeséakkeita,
jotka viljeltiin uudelle Tammer-tutkan lampaanverimaljalle viljelysilmukan avulla.
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Puhdasviljelma viljeltiin hajotusvilielymenetelmaa kayttden. Maljojen annettiin
kasvaa lampoOkaapissa vuorokauden ajan.

Streptokokkiagglutinaatiotestin reagenssit otettiin seuraavana paivana ajoissa
huoneenlampdon. Puhdasviljelmasta eristettin - bakteeripesakkeitd, jotka
suspensaoitiin 0,2 — 0,4 millilitraa streptokokki-Extraction — entsyymia sisaltavaan
lasiseen koeputkeen. Bakteeria suspensoitiin putkeen, kunnes liuos oli sameaa.
Suljettuja  koeputkia inkuboitiin  lampodkaapissa kymmenen minuuttia.
Reaktiokortin jokaiseen ympyraan tiputettiin tippa kutakin latex — reagenssia,
minka jalkeen bakteerisuspensiota pipetoitiin pasteur — pipetilla tippa jokaisen
latex — reagenssitipan viereen. Tipat sekoitettiin keskendan kayttden muovisia
sauvoja. Reaktiokortteja kallisteltin edestakaisin noin minuutin ajan, minka

jalkeen agglutinaatio nékyi selvarakenteisena sakkana reaktiokorttia vasten.

4.2.3 mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustesti

Soittu (2012) analysoi otettuja nielunaytteitd toukokuussa 2012 Turun
ammattikorkeakoulun Lemminkédisenkadun toimipisteessa sijaitsevan ArcDia
International Oy:n toimitiloissa. Naytteet analysoitiin kahdella eri laitteella
kayttaen mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestia. Paivda ennen
analysointia naytteet siirrettin — 80 asteen l|lampdtilasta — 20 asteeseen.
Pakastimesta naytteet siirrettiin jaékaappilampdétilaan sulamaan
analysointipaivan aamuna. Naytteiden analysointi tapahtui sulamisen jalkeen
testimenetelmé&n valmistajan ohjeiden mukaisesti. Tulosten valmistuttua
naytteet pakastettiin jalleen — 80 asteeseen PCR — menetelm&& varten. (Soittu
2012.)

4.2.4 RT-gPCR — menetelma

Meriluoto ja Vesalainen (2012) analysoivat naytteet lokakuussa 2012 RT-qPCR-
menetelmalla. Naytteet analysoitiin Turun ammattikorkeakoulun
Lemminkaisenkadun toimipisteen laboratoriossa. Tarvittavat reagenssit

valmistettiin, naytteet sulatettin ja solut sentrifugoitiin putkien pohjalle.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Viivi Liukko



22

Supernatantti laimennettiin ja naytteet analysoitin PCR — menetelmalla
valmistajan ohjeiden mukaisesti. (Meriluoto & Vesalainen 2012.)

4.3 Metodologiset lahtokohdat

Opinnaytetyohon liittyva tutkimus on kvantitatiivinen menetelmévertailututkimus.
Kvantitatiivista eli eksperimentaalista tutkimusta kaytetaan paljon sosiaali- ja
yhteiskuntatieteissa. Kvantitatiivisen tutkimuksen keskeisia piirteitd ovat muun
muassa aiemmat tutkimukset ja niista tehtavat johtopaatokset, aiemmat teoriat,
hypoteesien esittaminen, kaytettyjen kasitteiden maarittely, koejarjestelyjen ja
aineiston keruun suunnitelmallinen toteuttaminen, koehenkildiden tai tutkittavien
henkildiden valinta siten, ettd aikaansaadaan mahdollisimman edustava otos,
aineiston saattaminen tilastollisesti kasiteltdvaan muotoon seka paatelmien

perustaminen tilastolliseen analysointiin. (Hirsjarvi ym. 2009.)

Kvantitatiivista tutkimusta voidaan nimittd&d myos tilastolliseksi tutkimukseksi,
silla tavallisimmin sen avulla saadut tulokset esitetaan lukumé&arind tai
prosenttiosuuksina. Kvantitatiivisessa tutkimusmenetelmassa riittavan suuri ja
edustava otos on tutkimuksen onnistumisen kannalta erittdin tarkeaa. Asioita ja
tuloksia kuvataan maarallisessa tutkimuksessa tavallisesti numeerisesti ja
saatuja tutkimustuloksia voidaan tarvittaessa havainnollistaa kayttden apuna
erilaisia taulukoita tai kuvioita. Kvantitatiivisen tutkimuksen avulla voidaan
selvittdéa myOs eri asioiden valisia riippuvuuksia seka tutkittavassa ilmitssa
tapahtuneita muutoksia. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tutkimukseen
soveltuvista henkildistd kaytetdaan sopivaa otosta ja saatuja tuloksia pyritdan
yleistaméan koskemaan suurempaa joukkoa kayttamalla apuna tilastollisia
menetelmid. Kvantitatiivisen tutkimuksen avulla saadaan tavallisesti tietoa
vallitsevasta tilanteesta, mutta sita kayttamalla ei pystyta selvittamaan asioiden
syita. (Heikkila 2008.)

Opinnaytetyon aineistona kaytettiin Turun sosiaali- ja terveysalan opiskelijoilta
ja henkilokunnalta kerattyja nielunaytteitd, koska haluttiin tutkia padasiassa
nuorien aikuisten A — ryhman streptokokin oireetonta nielukantajuutta. Aineiston

koko oli loppujen lopuksi 109 naytetta.
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4.4 Eettisten ndkokohtien tarkastelu

Tieteellinen tutkimus tulee aina suorittaa hyvan tieteellisen kaytannon
edellyttamalla tavalla. Vain ja ainoastaan talléin tutkimus voi olla eettisesti
hyvaksyttdva ja luotettava ja saadut tulokset voivat olla uskottavia.
(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.) Opinnaytetydssa huolehdittiin
rehellisyydestéd ja yleisestd huolellisuudesta, minka liséksi tutkimusty6ssa,
tulosten tallentamisessa seka esittdmisessa ja arvioinnissa oltiin huolellisia.
Lahdeaineistoa kaytettiin ja tulkittin huolellisesti eikd opinnaytetyon teossa
kaytetty plagiointia. Muiden tutkijoiden tutkimuksille annettiin asianmukaista

arvoa.

Opinnaytetyon tutkimus suunniteltin  ja toteutettin sekda saatu aineisto
sailytettiin ja héavitettiin asianmukaisella ja maaratylla tavalla. Opinnaytetyon
toteutusta varten hankittiin myos tarvittava tutkimuslupa ja

toimeksiantosopimus.

Koska tutkimukseen osallistuvien koehenkildiden tiedot ovat luottamuksellisia,
pitdd tutkijan pystya kasittelemédédn aineistoa sailyttden koehenkilon
anonymiteetin  (Hirsijarvi  ym. 2002). Opinnaytetytéssd koehenkildiden
henkilotietoja ei kaytetty tutkimuksen aikana, vaikka heiddn tietonsa
suostumuslomakkeelle pyydettiinkin. Tutkimuslomakkeet seka koottu aineisto
numeroitiin juoksevalla numeroinnilla ja naytteitd analysoitaessa tunnistukseen
kaytettiin ainoastaan naitd numeroita. Henkil6tietolakia (523/1999) noudattaen
koehenkildiden henkildtietoja kasiteltiin huolellisesti ja ne sailytettiin tutkimuksen
loppuun asti. Henkil6tietoja kaytettiin soitettaessa koehenkiléille, jotka halusivat
tiedon mahdollisesta positiivisesta tuloksestaan. Tutkimuksen pdaéatyttya
suostumuslomakkeet héavitettin - asianmukaisesti. Henkilotietolain  nojalla

tutkijoita koskee my6s ehdoton vaitiolovelvollisuus, jota on noudatettu.

Laki ladketieteellisesta tutkimuksesta (488/1999) asettaa omat eettiset
nakokohtansa tutkimuksen toteutukseen. Opinnaytetyon tutkimuksessa
koehenkildiden edut ja hyvinvointi otettiin huomioon, minka lisaksi tutkimuksesta
koituvat riskit ja haitat torjuttiin. KoehenkilGille kerrottiin ennen tutkimukseen
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osallistumista tutkimuksen kulusta ja tarkoituksesta ja heille kerrottiin heidan
oikeudestaan keskeyttaa tutkimus milloin tahansa. Heille my6s painotettiin, ettei
tutkimuksen keskeyttamisestéa koituisi heille mitddn seurauksia. Taman jalkeen
koehenkilot seka tutkijat allekirjoittivat viela suostumuslomakkeen, josta ilmenee

potilaan vapaaehtoisuus ja myontyvaisyys tutkimuksen suorittamiseen.

Tutkimuksen luotettavuus voi kérsia silloin, kun koehenkildita houkutellaan
paikalle palkkiolla (Makinen 2006). Opinnaytetydta tehtaesséd koehenkil6ita ei
lahjottu osallistumaan tutkimukseen, jolloin osallistuminen perustui taysin
vapaaehtoisuuteen ilman minkdanlaisia taka-ajatuksia. Jos palkkiota olisi
esitelty esimerkiksi lahetetyssd sahkopostiviestissa, paikalle olisi saattanut

saapua henkiloita, jotka suostuvat mukaan ainoastaan palkkion toivossa.

Lakiin ihmisen elimien, kudoksien ja solujen la&ketieteellisestda kaytosta
(101/2001) nojaten koehenkilot saivat myos tiedon seké naytteiden etta tulosten

kayttotarkoituksesta.
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5 TULOKSET

Tassa opinnaytetyossa analysoidaan nieluviljelylla saatuja tutkimustuloksia,
mink& lisaksi viljelylla tuotettuja tuloksia vertaillaan projektin kahden muun
opinnaytetyon (Meriluoto & Vesalainen 2012; Soittu 2012) tuottamiin tuloksiin.

Naytteita kerattiin kaiken kaikkiaan 109 kappaletta ja jokainen nayte analysoitiin
kaikilla kolmella menetelméalla: bakteeriviljelylla, mariPOC® pharyngitis —

antigeeninosoitustestilla seka RT-gPCR-menetelmalla.

Bakteeriviljelylla 16ydettiin kaksi B — hemolyyttisia bakteereja kasvavaa naytetta,
joissa havaittin  myds vaadittava ja saanndnmukainen basitrasiinikiekon
ympérille muodostuva estorengas. Estorenkaan koon tulee olla yli 15
millimetri&, jotta ndyte voidaan luokitella basitrasiini positiiviseksi (Peltoniemi &

Lepistd 2010). Nama naytteet analysoitin B — hemolyyttisind Streptococcus

pyogenes — kasvustoina. Positiivisten naytteiden osuus kaikista naytteista oli
1,8 %.

Kuva 4. Streptococcus pyogenes (nayte 43) lampaanverimaljalla.
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Lisaksi bakteeriviljelyssa I6ytyi kaksi B — hemolyyttista bakteerikasvustoa, joissa
B — hemolyyttiset bakteeripesékkeet kasvoivat kiinni basitrasiinikiekossa. Naméa
naytteet olivat basitrasiini negatiivisia ja analysoitin sen vuoksi B -
hemolyyttisina, ei A — streptokokkeina. Maljoista tehtiin puhdasviljelmét ja
streptokokkien ryhmét maaritettin agglutinaatiotestilla. Testin tuloksena B —
hemolyyttisen kasvun aiheuttajana oli toisella maljalla C - streptokokki ja

toisella maljalla G — streptokokki.

© Viivi Liukikb

Kuva 5. C — streptokokki (nayte 36) lampaanverimaljalla.

Loput 105 bakteeriviljelya olivat yksiselitteisen negatiivisia ja kasvoivat nielun
normaaliflooraa.

MariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestilla I0ydettiin yhteensa kuusi
heikosti positiivista naytetta. Positiivisten naytteiden osuus kaikista naytteista ol
55 %. Lisdksi mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustesti I0ysi yhden
Streptococcus pyogenesta sisaltavan naytteen (nayte 65), jonka antigeenin
maara oli kuitenkin niin pieni, ettd testi maaritteli naytteen Kliinisesti

negatiiviseksi. RT-gPCR-menetelméalla naytteitda analysoitaessa l6ydettiin 57
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heikosti positiivista naytettd (52,3 %). Positiivisten ja negatiivisten naytteiden
prosenttiosuudet ja lukumaarat on esitetty kuviossa 3.

98,2 %(107kpl)y, ¢

% (103kpl)

100
0
80
70 ¥~
60 17
50 7
40
30
20 7
10 ¥~

B Negatiivinen

B Positiivinen

Nieluviljely mariPOC*® PCR

Kuvio 3. Negatiivisten ja positiivisten naytteiden prosenttiosuudet ja lukuméaarat

Viljelylla saaduista positiivisista naytteistd kumpikaan ei ollut positiivinen seka
mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestilla ettd RT-gPCR-menetelmalla.
Nain ollen tutkimuksessa ei l6ydetty yhtdan positiivista tulosta, joka olisi ollut
positiivinen kaikilla kolmella menetelmalla. Nayte 43 oli positiivinen seka
viljelylla ettda mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestilla, kun taas nayte

100 oli positiivinen vain viljelyllda ja RT-gPCR-menetelmalla.

MariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestilla |0ydettiin yhteensa viisi
naytetta, jotka olivat viljelyn mukaan negatiivisia (naytteet 1, 7, 11, 45 ja 53)
yhden naytteen ollessa positiivinen kummallakin menetelméalla (nayte 43). RT-
gPCR-menetelmalld taas I6ydettiin 56 naytetta, jotka olivat positiivisia viljelyiden
jaadessd vyksiselitteisen negatiivisiksi. RT-gPCR-menetelmélla ja viljelylla
I0ydettiin yksi molemmilla menetelmilla positiivisen tuloksen antanut nayte
(nayte 100).

MariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestin kuudesta positiivisesta

naytteesta neljd (naytteet 1, 7, 11 ja 45) oli positiivisia myds RT-qPCR-
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menetelmalla. Jalkimmaisella menetelmalla 16ydettiin kuitenkin 53 positiivista
tulosta, jotka olivat antigeeninosoitustestin mukaan negatiivisia. RT-gPCR-
menetelma taas ei tunnistanut kahta antigeeninosoitustestin mukaan positiivista

naytetta positiivisiksi.

Positiiviset tulokset, jotka olivat positivisia useammalla kuin yhdella

menetelmalla, on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Useammalla kuin yhdella menetelmélla saadut positiiviset tulokset.

Naytenumero Viljely mariPOC® PCR

1 - + +
7 - + +
11 - + +
43 + + -
45 - + +
100 + - +

Taulukosta nahdaan antigeeninosoitustestilla saaduista kuudesta positiivisesta
naytteestd viiden olleen postivinen my6s jommalla kummalla muulla
menetelmalla. Myds nayte (nayte 65), jonka mariPOC® pharyngitis —
antigeeninosoitustesti maaritteli kliinisesti negatiiviseksi, osoittautui positiiviseksi

RT-gPCR-menetelmalla.

Antigeeninosoitustestilla l10ydettiin naytteista myds muita hengitystieinfektioita
aiheuttavia patogeeneja. Testilla I0ydettiin seitseman erittdin heikosti positiivista
pneumokokkia (naytteet 51, 56, 60, 63, 69, 78 ja 102). Kolme |oydetyista
pneumokokeista oli positiivisia myds RT-gPCR-menetelmélla. Myos
bakteeriviljelylla 10ydettiin kaksi muuta hengitystiepatogeenia. G — ryhméan
streptokokin (nayte 28) RT-gPCR — menetelma maaritteli positiiviseksi. C —
ryhman  streptokokki (nayte 36) ei kuitenkaan ollut positiivinen

antigeeninosoitusmenetelmalla eikd RT-gPCR-menetelmalla. RT-gPCR-
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menetelmalla |0ydetyt positiiviset naytteet verrattuna muilla menetelmilla

saatuihin muihin hengitystiepatogeeneihin on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. PCR:lla I6ydetyt positiiviset naytteet verrattuna muilla menetelmilla
|6ytyneisiin muihin hengitystiepatogeeneihin.

Naytenumero  Viljely mariPOC® PCR

28 G - A
36 C - -
51 - Pneumokokki -
56 - Pneumokokki

60 - Pneumokokki

63 - Pneumokokki -
65 - A A
69 - Pneumokokki -
78 - Pneumokokki A
102 - Pneumokokki -
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POHDINTA

Opinnaytetyon tutkimuksessa nieluviljelyilla I6ydettin  ainoastaan kaksi
Streptococcus pyogeneksen suhteen positiivista naytettd 109 néaytteesta.
Positiivisten naytteiden osuus kaikista naytteista jai siis tutkimuksessa
alhaisemmaksi, kuin aiempien tutkimusten perusteella olisi voitu olettaa (Ozturk
ym. 2004; Rijal ym. 2009). Aikuisten nielukantajuuden on kuitenkin todettu
olevan huomattavasti kouluikdisten lasten nielukantajuutta harvinaisempaa
(Vuopio-Varkila ym. 2010). Se voi siis osaltaan selittdd opinnaytetyén
tutkimuksissa saatuja tuloksia. Streptococcus pyogeneksen kasvu maljalla
saattaa kuitenkin estya joissakin tapauksissa, kuten S. aureuksen aiheuttaman
inhibition  seurauksena. Talléin nieluviliely jaa negatiiviseksi, mutta
antigeeninosoitustesti antaa positiivisen tuloksen. (Cohen ym. 2012.) Tama
saattaisi selittdd myds ristiriitaisuuksia nieluviljelyiden ja antigeeninosoitustestin

tulosten valilla.

Jos suomalaisten nielukantajuuden oletetaan olevan alle viisi prosenttia,
mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustesti paasi loytamilladan tuloksilla,
kaikki kolme menetelmé&a huomioiden, lahimmaksi todellisuutta (Siljander
2009). Antigeeninosoitustesti ei vaadi positiivisen tuloksen loytamiseksi elavia
mikrobeja. Antigeeninosoitus — menetelméssa laite tunnistaa naytteesta
bakteeriproteiineja, jotka voivat olla perdisin joko elavista tai jo kuolleista
bakteereista. (UTULab 2009.) Testilla saatu heikko positiivinen tulos luokitellaan

kuitenkin kliinisesti merkitykselliseksi silloin, kun potilaalla on angiinan oireita.

Kaikkein kauimmaksi hypoteesin mukaisesta prosenttiluvusta jai RT-gPCR-
menetelma, jonka saamien positiivisten tulosten mukaan yli puolet
koehenkilGista olisi Streptococcus pyogeneksen oireettomia kantajia. PCR —
ajoa tehtaessa kaytdssa oli kuitenkin lilan lyhyt koetin, jonka kanssa olisi tullut
kayttaa uniikkeja alukkeita, jolloin tulokset olisivat saattaneet olla lahempana
todellisuutta. Pidemmalla koettimella menetelmaa olisi myds saatu

huomattavasti spesifimmaksi Streptococcus pyogeneksen suhteen. Talloin olisi
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mahdollisesti pystytty vahentdm&an vaaria positiivisia tuloksia néaytteen
siséltdessa jotain Streptococcus pyogeneksen lahisukuisia lajeja. (Meriluoto &
Vesalainen 2012.) PCR — menetelméassa kaytettin samaa nukkatikkua kuin
antigeeninosoitustestissa, eli tikku oli PCR — ajon alkaessa jo kertaalleen
kaytetty. On mahdollista, ettd kayttdmaton tikku olisi toiminut naytteiden
analysoinnissa kaytettya nukkatikkua paremmin. PCR on menetelméana mydos
hyvin sensitiivinen, minka vuoksi sen toteuttamiseksi tarvitaan muun muassa
puhdastilat tydskentelya varten. PCR- menetelméa kaytettdessa ja varsinkin
pienia DNA — maaria tutkittaessa pitaad tydskentelyssa olla erityisen varovainen,
jottei ndyte kontaminoituisi vieraalla DNA:lla. Naytteeseen joutunut vieras DNA
saattaa peittdda kokonaan alleen halutun DNA:n, mikd aiheuttaa vaaria
negatiivisia tuloksia. (Suominen ym. 2010.) Tamén vuoksi PCR ei ehka

menetelmana ole kaikkein paras vaihtoehto kliiniseen tyohon.

Tutkimukseen liittyva naytteenotto oli vakioitu, mika lisaa naytteen reliabiliteettia
(Hirsjarvi ym. 2012). Molemmat naytteenottajat olivat saaneet opiskelun ja
tyoharjoitteluiden yhteydessa harjoitusta nielundytteiden ottamista varten.
Liséksi ennen tutkimuksen toteuttamista naytteenottajat saivat lisakoulutusta ja
kertausta Turun ammattikorkeakoulun Ruiskadun toimipisteen mikrobiologian
lehtorilta. Naytteet otettiin TYKSLAB:n naytteenotto-ohjeiden (TYKSLAB 2010)
mukaisesti nielurisoista, minka lisdksi nayte otettiin mahdollisuuksien mukaan
myO6s  potilaan  takanielusta. @ Poikkeamat  naytteenotossa  kirjattiin
suostumuslomakkeisiin my6hempaa tarkastelua varten. Naytteenotto jouduttiin
sen nopeuttamiseksi jakamaan kahden eri ndytteenottajan kesken, mika lisda
vaihtelua naytteenottoon seka saatujen naytteiden Ilaatuun. Olisikin ollut
parempi kayttaa naytteenottoon yhta siihen hyvin perehtynytta henkil6a, jolloin
naytteet olisi otettu joka kerta samalla tavalla, samoista paikoista ja samalla

tekniikalla.

Naytteenotossa kaytettiin myds samaan aikaan kahta eri naytteenottovalinetta,
tehdaspuhdasta vanutikkua sekd Copan Flocked Swap — nukkatikkua. Kahden
tikun kayttdminen samaan aikaan naytteenottotilanteessa loi oman

vaikeusasteensa toimenpiteeseen. Olisi mahdollisesti ollut parempi ottaa
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kumpikin naytteenottotikku erikseen, jolloin tikut olisi varmasti saatu pyoriteltya
napakasti naytteenottoalueilla. Vaikka néaytteet otettiin nytkin tikkuja napakasti
naytteenottoalueella pyorittelemalld, ei silti voida olla taysin varmoja, etta
molemmat naytteenottotikut ovat osuneet alueille samassa suhteessa. Yhta
tikkua naytteenottoon kerrallaan kayttdamalla olisi naytteenoton onnistumiseen
voitu keskittyd paremmin. Naytteenottotikkuihin ei mydskaan valttamatta ole
saatu tarttumaan naytetta suuria maaria, jolloin viljely jaa negatiiviseksi mutta

antigeeninosoitustestilla saadaan heikko positiivinen tulos.

Kaksi tutkijaa suoritti naytteiden viljelyn lampaanverimaljoille. Jos naytteen olisi
viljellyt vain vyksi tutkija, viljelytekniikka ei olisi vaihdellut maljojen valilla.
Viljelytekniikalla ei kuitenkaan ollut oleellista merkitystd tutkimuksen
lopputulokseen, silla jokaisella maljalla kasvava bakteerimdara oli riittava.
Maljojen kasvatus lampdkaapissa onnistui hyvin eika kaapin lampdtila tippunut
kasvatuksen aikana alle 37 asteen. Maljat luettiin vuorokauden seka kahden
vuorokauden kuluttua néaytteenotosta ja tulokset Kirjattiin asianmukaisesti
taulukkoon my6hempaa kayttbéa varten. Maljojen kasvatus ja luku onnistuivat
moitteettomasti. Myds kaytetyt basitrasiinikiekot toimivat moitteettomasti
muodostaen positiivisessa naytteessa saanndllisen pydrean estorenkaan, jolloin

naytteiden analysointi oli yksinkertaista ja yksiselitteista.

Koehenkildiden esivalmistelussa tapahtuneet poikkeamat saattoivat myos
osaltaan vaikuttaa tutkimustuloksiin ja niiden tulkintaan. Sydmisen, juomisen,
kurkkutablettien imeskelyn sekd desinfioivien suuvesien kaytén ennen
naytteenottoa on todettu heikentavdn tutkimuksessa saatujen tulosten
luotettavuutta (TYKSLAB 2010). Kolme koehenkildista oli syonyt tai juonut
ennen naytteenottoa, jolloin bakteerien maara nielussa on saattanut vahentya
huomattavastikin. Yksi koehenkiloista oli kayttdnyt nuuskaa juuri ennen
naytteenottoa, minka vaikutuksista tutkimustuloksiin ja niiden tulkintaan ei ole
tietoa. Lisaksi kolmella koehenkil6lla oli allergisia oireita, joiden vaikutuksesta
tuloksiin ei mydskaan voida olla varmoja. Kaikkein parasta olisi ollut pidattaytya
kokonaan naytteenotosta allergiaoireisten potilaiden kohdalla. Yhden

koehenkilon kohdalla l&hiviikkoina sairastettu flunssa selvisi vasta naytteenoton
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jalkeen, jolloin nayte paatettiin viljella ja analysoida normaalisti, mutta flunssasta
kirjattiin  tieto suostumuslomakkeeseen. Nayte oli positivinen RT-gPCR-
menetelman mukaan. PCR — menetelman todettiin kuitenkin ristireagoineen
monien naytteiden kohdalla l&hisukuisten bakteerilajien kanssa, jolloin my6s
flunssasta parantuneen koehenkilon naytteen positiivinen tulos saattoi olla
ristireaktio jonkin muun bakteerin kanssa. On my6s mahdollista, ettd naytteesta
|6ytyi juuri Streptococcus pyogeneksen DNA:ta, jolloin potilaalla on joko voinut
olla kyseisen bakteerin aiheuttama infektio tai han on bakteerin oireeton

kantaja.

Tutkimuksessa kaytetyn aineiston koko jai aineiston keruun myohaisen
ajankohdan takia suhteellisen pieneksi. Tavoitteena oli kerata yli sata naytetta,
missa kuitenkin onnistuttiin. Hypoteesin mukaan Streptococcus pyogeneksen
oireettomia kantajia l6ytyy aikuisvaestosta alle viisi prosenttia, minka takia on
selvaa, etta suurempi naytemaara olisi antanut oikeampia ja luotettavampia

tuloksia.

Opinnaytetyota tehdessa kaytettin tuoreita lahteita tyon luotettavuuden
sailyttamiseksi. Oireettomasta Streptococcus pyogeneksen kantajuudesta on
tehty suhteellisen vahan tutkimuksia ja tehdyt tutkimukset Kkasittelivét
suurimmaksi osaksi kouluikdisten lasten oireetonta nielukantajuutta Etela-
Euroopassa ja Aasiassa (Ozturk ym. 2004; Rijal ym. 2009). Tehtyjen
tutkimusten ja muiden |&dhdemateriaalien arviot aikuisten oireettomasta
nielukantajuudesta olivat kuitenkin samansuuntaiset, jolloin lahteita saattoi pitaa

luotettavina hypoteesien tekoa varten.

Koehenkil6t saivat jattad suostumuslomakkeeseen yhteystietonsa mahdollisen
positiivisen tuloksen 10ytymisen varalta. Tutkimusryhma pdaatti luokitella
kantajiksi ne koehenkiltt, joiden naytteesta saatiin positiivinen tulos kahdella eri
menetelmalla. Asetettujen kriteerien mukaan aineistosta [0ytyi kuusi

Streptococcus pyogeneksen oireetonta nielukantajaa.

Tutkimustulokset eivat ainakaan RT-qPCR-menetelman osalta korreloineet juuri
keskendan. PCR — menetelméaé tulisikin kehittdd lisaa ja koettimen pituutta
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pitaisi kasvattaa ristireaktioiden ja vaarien positiivisten tulosten minimoimiseksi.
Antigeeninosoitustestia tulisi myods testata edelleen vaarien positiivisten tulosten
poissulkemiseksi. Nieluviljelyssa saatuja positiivisia tuloksia voisi myo6s
basitrasiinitestin lisdksi testata agglutinaatiotestilld, jolloin voitaisiin varmistua
bakteerin oikeasta ryhmittelysta. Jatkossa tehtdvissé tutkimuksissa aineiston
kokoa kannattaa my0s ehdottomasti kasvattaa entista luotettavampien
tutkimustulosten aikaansaamiseksi. Tutkimustulosten perusteella nieluviljelya ja
mariPOC® pharyngitis — antigeeninosoitustestida voidaan kumpaakin kayttaa

taudinaiheuttajien kliiniseen diagnosointiin.
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Turun ammattikorkeakoulu
Sosiaali- jaterveysala
Koehenkildtiedote ja suostumuslomake

OIREETTOMIEN STREPTOKOKKI-A-KANTAJIEN KARTOITTAMINEN
NIELUVILJELYLLA, PIKATESTILLA SEKA PCR — MENETELMALLA
TIEDOTE TUTKITTAVILLE JA SUOSTUMUS TUTKIMUKSEEN
OSALLISTUMISESTA

1 Tutkijoiden yhteystiedot

Liukko Viivi, viivi.liukko@students.turkuamk.fi

Meriluoto Siiri, siiri.meriluoto@students.turkuamk.fi

Soittu Sari, sari.soittu@students.turkuamk.fi

Vesalainen Marika, marika.vesalainen@students.turkuamk.fi

2 Tutkimuksen taustatiedot

Opinnaytety6t tehdaan Turun ammattikorkeakoulun Agricola-hankkeeseen.
Opinnaytety6t on tarkoitus tehda kevaan ja syksyn 2012 aikana.

3 Tutkimuksen tarkoitus, tavoite ja merkitys

Opinnaytetdiden tarkoituksena on kartoittaa nieluviljelylla, pikatestilla ja PCR-
menetelmalla oireettomien streptokokki-A:n kantajien maara. Tavoitteena on
saada selville menetelmien heikkoudet sek& vahvuudet vertailemalla niita
toisiinsa.

4 Menettelyt, joiden kohteeksi tutkittavat joutuvat

Tutkittavilta henkil6iltd otetaan nielunaytteet nieluviljelyd, pikatestia ja PCR-
menetelmaa varten. Naytteista tutkitaan edella mainituilla menetelmilla A-
ryhmé&n beetahemolyyttisen streptokokin olemassaolo.

5 Tutkimuksen hyddyt ja haitat tutkittaville

Tutkimuksesta ei koidu naennaistd haittaa tutkittaville. Tutkittavilla on
mahdollisuus saada tietoonsa omat tutkimustuloksensa. Positiivinen tulos
iimoitetaan tutkittavalle, jos han ilmoittaa yhteystietonsa seuraavalle sivulle.

6 Miten ja mihin tutkimustuloksia aiotaan kayttaa

Tutkimustuloksia kaytetaan opinnaytetoihin.

7 Tutkittavien oikeudet
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Osallistuminen tutkimukseen on taysin vapaaehtoista. Tutkittavilla on
tutkimuksen aikana oikeus kieltaytya mittauksista ja keskeyttaa testit ilman, etta
siitd aiheutuu mitddn seuraamuksia. Tutkimuksen jarjestelyt ja tulosten
raportointi ovat luottamuksellisia. Tutkimuksesta saatavat tiedot tulevat
ainoastaan tutkittavan ja tutkijaryhman kayttoon ja tulokset julkaistaan
tutkimusraporteissa siten, ettei yksittaista tutkittavaa voi tunnistaa. Tutkittavilla
on oikeus saada lisatietoa tutkimuksesta tutkijaryhman jaseniltda missa
vaiheessa tahansa.

8 Tutkittavan suostumus

Olen perehtynyt taman tutkimuksen tarkoitukseen ja sisaltoon, tutkittaville
aiheutuviin  mahdollisiin haittoihin seka tutkittavien oikeuksiin ja
vakuutusturvaan. Suostun osallistumaan mittauksiin ja toimenpiteisiin
annettujen ohjeiden mukaisesti. En osallistu mittauksiin flunssaisena,
kuumeisena, toipilaana tai muuten huonovointisena. Voin halutessani
peruuttaa tai keskeyttad osallistumiseni tai kieltaytyd mittauksista missa
vaiheessa tahansa. Tutkimustuloksiani saa kayttaa tieteelliseen
raportointiin (esim. julkaisuihin) sellaisessa muodossa, jossa yksittaista
tutkittavaa ei voi tunnistaa.

Tutkittavan nimi Syntyméaaika

Tutkittavan puhelinnumero

Paivays Tutkittavan allekirjoitus Paikka
Paivays Tutkijan allekirjoitus Paikka
Paivays Tutkijan allekirjoitus Paikka
Paivays Tutkijan allekirjoitus Paikka
Paivays Tutkijan allekirjoitus Paikka
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