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Mikro-organismien identifiointi on tarked osa monien laboratorioiden paivittaista
tydskentelya. Erityisen tarkedd on elintarvikealalla selvittdd laadunvalvonnan puolella
esimerkiksi ruokamyrkytystapauksissa taudinaiheuttaja, jotta voidaan sairastuneille saada
mahdollisimman pian heidan tarvitsemaansa hoitoa. Identifiointin on olemassa erilaisia
menetelmid ja tapoja, jotka perustuvat usein erilaisiin aineenvaihduntareaktioihin.
Jyvaskylan Ymparistétoimen laboratoriossa kaytdssa olivat tyén tekemisen aikana kolme
erilaista APl-sarjan testid, jotka olivat jo vuosien kaytén jalkeen todettu luotettaviksi. Tyén
tarkoituksena oli selvittda, voisiko GEN Ill manuaalinen identifiointijarjestelma korvata
kaytéssa olevat kolme erilaista APl-menetelmaa. Taman liséksi haluttin myés selvittaa,
pystyyké nopeasti tulokset antavavalla RaplDStaph-testilla saamaan luotettavia tuloksia.
Tarkoituksena oli selvittdd miten GEN Il toimii paivittdisessa laboratoriotoiminnassa,
minkalaisia tuloksia silla saa verrattuna referenssimenetelmina toimiviin APl-testeihin ja
kuinka eri laboranttien toiminta vaikuttaa saatuihin tuloksiin uudella menetelmalla.

Naytteiksi valittin ATTC-kantoja, joiden laji oli etukateen tiedossa, jotta voitiin selvittda
GEN lll:n luotettavuus lajitunnistuksessa. Taman jalkeen I&hdettiin selvittdmaan
tuntemattomilla naytteilld tunnistusta API-testeillda sekéd rinnakkain GEN lll:lla sek& osittain
RaplIDStaph- testeilld. GEN Ill:n tulosten tulkintaa testattiin kolmen eri laborantin kesken,
silla tulokset ovat aistinvaraisesti tunnistettavia varireaktoita, joiden tulkinta ei aina ole
kovin yksiselitteista.

GEN Il osoittautui tulosten perusteella toimivaksi identifiointijérjestelméaksi verrattuna API-
testeihin, RaplDStaph testit eivat vertailussa péarjanneet, silla bakteeriliuos jai naytteiden
osalta liian laimeaksi, ja néin ollen tulokset eivéat olleet vertailukelpoisia suurimmalta osin.
GEN Il tulokset olivat lupaavia, kun vertailtin kolmen eri laborantin tulkintaa
kuoppalevyjen varireaktioista, joskin automaattisella identifiointiointijarjestelmalla tuloksista
saisi viela luotettavammat, silld aistinvaraiseen tulkintaan liittyy aina omat hankaluutensa.

Avainsanat mikrobien aineenvaihdunta, identifiointi, tunnistusmenetelmat
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Identification of micro-organisms is an important part of many laboratories” daily process-
es. It is particularly important for the quality control in food industry to determine in food
poisoning cases, the causative agent in order in food poisoning cases to provide the suf-
ferers with the necessary treatment as soon as possible. For identification, there are vari-
ous methods and ways that are often based on a variety of metabolic reactions. During this
thesis project, three types of API series tests were used in Jyvaskylan enviroment labora-
tory, had after years of use, been provide to reliable. The purpose the thesis project was to
find out whether the GEN Ill manual identification system could substitute the three differ-
ent API methods. In addition, the aim was also to find out whether RapIDStaph, which is a
quick test, could yield reliable results. The aim was to find out how to GEN Il functions in
daily laboratory activities, what kind of results it may yield compared to the reference
method, API tests, and how the activities of three different laboratory technicians affect the
results obtained from the new method.

ATTC strains whose species was known in advance were selected as samples in order to
find out the GEN Il identification system’s reliability of species identification. After that,
identification of unknown samples was investigated using API tests as well as the GEN |l
identification system and partly also RaplDStaph tests. The result of the GEN Il was test-
ed by three different laboratory technicians because the results are sensory recognizable
color reactions and the interpretation of this kind of reaction is not always simple.

According to the results, GEN Ill proved to be a functional identification systems compared
to the API tests. RaplDStaph tests did not succeed in the comparison as the bacterial solu-
tion was too diluted in terms of specimens therefore the results were not comparable for
the most part. The GEN Il results were promising when three different laboratory techni-
cians” interpretations of the well plate color reactions were compared although in an auto-
matic identification system, the results could still be more reliable since the sensory inter-
pretation has its own difficulties.

Keywords microbial metabolism, identification, identification systems
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1 Johdanto

Opinnaytety6é suoritettiin Jyvaskylan Ymparistétoimen mikrobiologian laboratoriossa,
jonka tehtaviin kuuluu kunnan asukkaiden ja yritysten ymparistdsuojeluviranomaiseen
tehtavaalueeseen kuuluvien naytteiden analysointi. Mikrobiologian laboratoriossa
analysoidaan paéasaantoisesti elintarvike- ja vesinaytteita.

Opinnaytetydssa oli tarkoituksena selvittdd mikrobien uuden GEN Il -tunnistuslaitteen
kayton luotettavuus ja toimivuus mikro-organismien tunnistuksessa.
Referenssimenetelmina kaytettiin jo toimiviksi todettuja API-sarjan menetelmia. Tydssa
pyrittiin selvittdmaén, voitaisiinko GEN lll:lla korvata jo kayt6ssa olevat testimenetelmat
ja siirtyd kayttdmaan tunnistuksessa ainoastaan tatd. Tydssd selvitettin myds
menetelman toistettavuutta, uusittavuutta eri henkildiden kesken sekd kuoppalevyjen
luennan toistettavuutta eri lukijoiden kesken. Tarke&na selvityskohteena oli myo6s

inkubointiajan vaikutus tulokseen.

Tybsséa kaytettiin naytteind seka jo entuudestaan tunnettuja ATCC-kantojen naytteita
ettd tuntemattomia naytteitd, joille tehtiin gram-varjayksella ja mikroskopoinnilla
suuntaa antava identifiointi ennen GEN lll:lla tehtya tunnistusta liuostyypin valitsemista

varten.



KIRJALLINEN OSA

2 Yleista bakteereista

2.1 Bakteerien rakenne yleisesti

Bakteerit ovat prokarioottisia eli esitumallisia yksisoluisia eli6ita, joiden koko vaihtelee
0,1 — 50 um valilla. Nama pienet eliét voivat olla muodoltaan joko pyéreita (kokkeja),
sylinterinmuotoisia (sauvoja) tai kiertyneita (sprilleja). Bakteereilla ei ole lainkaan tumaa
eikd juuri muitakaan soluelimid verrattuna eukariootteihin. Prokariooteilla on joitakin
hyvin erikoistuneita soluelimid, jotka puolestaan puuttuvat eukarioottisoluilta kokonaan
(kuva 1). Ensimmainen likkumiseen liittyva karvatyyppi on flagella eli uintisiima. Toinen
likkumiseen liittyva karvatyyppi on flagellaa lyhyempi proteiinikarva, joka puolestaan
helpottaa bakteerien tarttumista pintoihin. Kolmas liikkumiseen liittyva karvatyyppi on
pilus, joka erikoistuneena elimena liittyy myds bakteerien lisdédntymiseen.

Prokarioottien DNA:ta ei ole tumakalvo rajaamassa, joten tata perintbtekijan sisaltamaa
osaa kutsutaan nukleotidiksi. Solukalvo bakteereilla on kaksoiskalvo, joka muodostuu
fosfolipideistd, proteiineista ja niihin liittyneista hiiinydraateista. Talla kalvolla on monia
tarkeitd tehtavia, jotka liittyvat aineiden eritykseen ja siirtoon kalvon lapi seka
solunsisdisen pH:n ylldpitoon. Yksi tarkeimmistd solukalvon tehtavistd on kuitenkin
solun hengityksesta ja energia-aineenvaihdunnasta huolehtiminen. Solun sisélla oleva
liukoinen osa on solulima eli sytoplasma, jonka tehtaviin  kuuluu
aineenvaihduntatuotteiden kuljetus solun sisalla. Glykokalyksi on yleisnimitys
bakteerisolun ulkoisille osille, jotka voivat koostua kapselista tai limakerroksesta. [1,2]
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Kuva 1. Bakteerisolun rakenne [5]

2.2 Solukalvon rakenne ja tehtavat

Bakteerisolua ympardi solukalvo, joka on noin 8 nm paksu. Mikéli tdma kalvo hajoaa,
seurauksena on solukuolema. Kemialliselta koostumukseltaan kalvo on
fosfolipidikaksoiskerros, jossa on mukana kalvon |api ulottuvia proteiineja. Kalvo on
ominaisuuksiltaan puolijghmed, mutta kuitenkin sitkas, mik& johtuu sen fosfolipidi
rakenteesta. Prokariootti- ja eukarioottisolujen solukalvon rakenteen suurin ero on, etta
eukarioottisolujen  solukalvot sisaltdvat myds steroleja rasvahappojen lisaksi.
Solukalvon tarkeimpana tehtdvédnd on pééastdd Ilavitseen solulle valttdméattémat
ravintoaineet. Rasvaliukoiset aineet, kaasut ja vesi kulkeutuvat kalvon |api passiivisesti,
mutta vesiliukoisille aineille kalvo on kulkeutumiseste. Esimerkiksi jonisoituneet
molekyylit, kuten suolat, sokerit ja aminohapot, ovat hydrofiilisia, eivatkd lapaise
kalvoa. Ravitsemukselle tarkeat aineet solukalvo kuljettaa aktiivisesti lavitseen. [1,2]

2.3 Soluseindn rakenne ja tehtavat

Prokariootteihin kuuluvilla bakteereilla on yleensa soluseing, jonka tarkein tehtdva on
pitdd bakteeri koossa ja antaa sille muoto. Gram-positiivisilla bakteereilla soluseind on
paksumpi ja koostuu paaasiassa peptidoglykaanista. Gram-negatiivisten bakteerien
solukalvo on rakenteeltaan ja kemiallisita ominaisuuksiltaan huomattavasti
monimutkaisempi. Peptidoglykaanikerroksen yldpuolella on lipoproteiineista ja
lipopolysakkarideista koostunut toinen kalvomainen kerros. T&ssd ulommaisessa
kalvossa on my6s poriineiksi kutsuttuja reikid, jotka tehostavat aineiden kulkua
solukalvon |api. Useat bakteerit muodostavat soluseinan ulkopuolelle kapselin el
selvarajaisen limakerroksen. Tavallisesta limakerroksesta kapselin erottaa siita, etta



siita ei tavallisen liman tavoin irtoa soluseinasté vedella. Taman kapselin tarkoituksena
on saadelld bakteerien tarttumista pintoihin ja suojata bakteeria ulkoisilta uhilta. [2,3]

Gram-vérjays

Gram-varjays on yksi yleisimmista bakteerivarjayksista, joka jakaa bakteerit kahteen
ryhm&én: gram-negatiivisiin ja gram-positiivisiin. Ero varjaytymisissa perustuu erilaisiin
soluseinarakenteisiin. Gram-varjays on valttamatdn testi l1ahdettaessa identifioimaan
tuntematonta bakteerinaytetta. Lasilevylle kuivattu bakteerinayte késitellaan neljalla eri
liuoksella: kristallivioletilla, jodiluioksella, etanolilla ja safraniinilla. Gram-positiivisissa
soluissa kristallivioletti-jodiyhdistelma ei péadse vuotamaan soluista ulos, kun
alkoholikasitellylla kutistetaan peptidoglykaanisoluseinéat, jolloin gram-positiivisuus
nakyy varjdyksessd tumman violettina s&vyna. Gram-negatiivisissa soluissa
alkoholik&sittely tekee soluista vuotavia ja vériaine paasee valumaan ulos. Taman takia
jodikasittelyn jalkeen tehdaan vield jalkivarjays safraniinilla. Jalkivarjayksen jalkeen
gram-negatiiviset solut nakyvat vaaleanpunertavina soluina. [1,5]

Grom-positiivinen Grem-negativinen
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Kuva 2. Gram-véarjayksen vaiheet ja varit gram-positiivisilla ja gram-negatiivisilla bakteereilla.
[5]



2.4 Bakteerien muodot

Bakteerisolujen yleisimmat muodot ovat pallomainen kokki (coccus) ja sauva.
Jalkimmaiset voivat olla muodoltaan lyhyitéd, pitkia tai erikokoisia, ja niitd voidaan
kutsua myds basilleiksi (bacillus). Vibrioiksi kutsutaan pitkdnomaisia soluja, jotka ovat
kasvaneet yhteen tai muodostaneet rihmastoa. Spiraalinmuotoiset solut ovat nimeltaan
sprilleja, joita voidaan kutsua myo6s kierrebakteereiksi. Bakteerien ryhmityksessa on
jonkin verran vaihtelua, jota kaytetdankin hyvaksi tunnistettaessa bakteereja.
Kokkisolut voivat olla pareittain, ryhmissd, ketjuna tai rykelmind. Naitd ryhmityksia ei
kuitenkaan tule sekoittaa bakteeripesdkkeiden muotoon, silla bakteeripesakkeen voi
nahda paljain silmin, mutta yksitaista bakteeria ei ilman mikroskooppia ole mahdollista

havaita.

™ T TN X Y
al \ i-r - /
3 R RIE. - B S
/ ‘n ') ) ' ye -{ e . )
Y & 7 . S N Y /
ey " ) A‘.S / ) 3
.y AU A ; % 2
) 7 ‘/ v )1 \\ I./,‘ - - \“ .
ok ’ / 42/
! < ‘_'\l_‘, \ \ \"1 . \l
' o A S T P By ¢
Lo SO ¢
el W, ML SR ) 1
R oy NL 0 & M
/ ll % \;-\ 1 o \»
v AP o o | Yy
" ‘.'|“ N Y \ -4
ey / . / ' \ ._-'y"“l" N\
. '/.ll Yy ~ \
\ ' 3 . I
{ Iy Wi 2) .

Kuva 3. Vasemmalla gram-positivinen kokkibakteeri, vasemmalla puolestaan gram-
negatiivinen sauvamainen bakteeri.[3,4]

2.5 Bakteerien aineenvaihdunta

Aineenvaihdunnaksi eli metaboliaksi kutsutaan biokemiallisia reaktioita, joissa
organismi sekd hankkii ettd kuluttaa energiaa. Metabolia voidaan jakaa kahteen osaan:
anaboliaan ja kataboliaan. Anabolia on uusien yhdisteiden tuottamista ja katabolia
puolestaan yhdisteiden hajottamista eli periaatteessa energian hankkimista. [1]

Monet mikrobit ovat ravintoaineiden suhteen varsin vaatimattomia ja pystyvat elamaan
hyvinkin niukkojen perusravintoaineiden avulla. Vaatimattomimmat mikrobit pystyvat
elaméaan jopa pelkkien teollisuusjatteiden ravinteilla. Lahesk&an kaikki eivat tarvitse



ravinnokseen orgaanisia hiiliyhdisteita, vaan pystyvat syntetisoimaan nama yhdisteet
ilman hiilidioksidista, johon energia saadaan auringon valosta. Jotkut mikrobit ovat
puolestaan hyvin vaateliaita ravintonsa suhteen, ja niille tulee tarjota
laboratoriokasvatuksessa jopa vitamiineja, jotta mikrobille turvattaisiin mahdollisimman

hyvéat kasvuolosuhteet.

Joidenkin mikrobien aineenvaihduntaa ja erikoisia ravintotottumuksia voidaan kayttaa
hyoédyksi, esimerkiksi joidenkin kemianteollisuuden tuottamien ongelmajatteiden
muuttamiseen vaarattomampaan muotoon. Bakteeri tarvitsee energiaa hyvin
samankaltaisiin asioihin kuin ihminenkin; liikkumiseen, lisdadntymiseen ja muihin
lukuisiin entsyymireaktioihin. Monet esimerkiksi elintarviketeollisuudessa esiintyvat
bakteerit kayttavat hiilenlahteenddn orgaanisia yhdisteita, kuten glukoosia tai vaikka
sitruunahappoa. [1,2]

Tarkein ravintona kaytettava hiiliyhdiste on kuusi hiiltd sisaltdvd monosakkaridi eli
glukoosi. Solu saa tdman energian tuotantoon tarvitsemansa glukoosin joko solun
ulkopuolelta osmoottisesti tai solun sisédlla olevasta glykogeenistd. Glykolyysissa
glukoosi muutetaan solulimassa hapettomissa olosuhteissa kahdeksi
palorypélehapoksi. Tassa reaktiossa vapautuu vain vahan energiaa, ja se olisi ainoana
energiantuotantomenetelmana mahdoton. Palorypalehaposta voidaan bakteerien
kohdalla reaktiota jatkaa fermentaation kautta esimerkiksi maitohapoksi, etikkahapoksi
tai etanoliksi. Lopputuotteena kataboliasta muodostuu ainakin muurahaishappoa,
maitohappoa ja meripihkahappoa. Esimerkiksi Clostridium-suvun bakteerit osaavat niin
sanotun sekakayttdytymisen: ne pystyvat tuottamaan useita erilaisia kdymistuotteita.
Naillad bakteereilla on metaboliareittejd muun muassa asetonin, etanolin, vedyn,
voihapon, etikkahapon ja hiilidioksidin tuottamiseen. [1]

Bakteerit voidaan jakaa niiden kayttdman energian ja hiilen lahteiden mukaan joko
autotrofeihin eli omavaraisin bakteereihin tai heterotrofeihin eli toisenvaraisiin
bakteereihin. Autotrofit voidaan vielda jakaa kahteen ryhmaan: fototrofeihin ja
kemotrofeihin. Fototrofit kayttavat hiilidioksidia hiilen lahteend ja auringon valoa
energian lahteend. Kemotrofit puolestaan saavat energiansa epaorgaanisia yhdisteita
hapettamalla tai pelkistamalla, ja hiilen l&dhteena toimii epaorgaaninen hiilidioksidi.
Bakteerien monenlaiset aineenvaihduntamahdollisuudet ovat myds mahdollistaneet
niiden elaman hyvin aariolosuhteissa kuten suolajarvissa, kuumissa lahteissa ja meren

syvanteissa. [1]



Osa aineenvaihduntareiteistd on hyvin tunnusomaisia tietyille bakteeriryhmille.
Markkinoilla  olevat  bakteerientunnistuskokeet  perustuvatkin  p&dosin  juuri
metaboliareitteihin. Suurinosa naistd kokeista eli niin sanotuista sokerisarjoista
perustuvat sokerien metaboliareitteihin. Naissa kokeissa bakteereille tarjotaan erilaisia
sokereja kuten glukoosia, laktoosia tai mannitolia. Sokerien avulla tunnistaminen
perustuu lopputuotteen fermentaatioon, pH:hon tai kaasumaisten tuotteiden
kerdantymiseen testialustoille. Useat markkinoilla olevat testit perustuvat kuitenkin
varireaktioihin. [1]

3 Bakteerien kasvatus laboratoriossa

3.1 Elatusaineet

Mikrobien kasvattaminen laboratoriossa tapahtuu elatusaineiden avulla. Kasvatus voi
tapahtua nesteessd, jolloin puhutaan liemiviljelmista, tai kiintealla tai puolikiintedlla
kasvualustalla. Kiinteat kasvualustat hyydytetdan agar agarilla, joka on merilevasta
perdisin oleva polysakkaridi. Alustat voidaan jakaa olomuodon lisdksi myds
koostumuksen perusteella kemiallisiin ja kompleksisiin alustoihin. Kemialliset alustat
ovat usein kirkkaita, ja niiden tarkka kemiallinen koostumus tunnetaan. Kompleksiset
alustat puolestaan ovat yleisimpia ja osittain maaritteleméattémia. Kompleksiset alustat
valmistetaan usein keittdmalld, minkd jalkeen se steriloidaan eli tehdaan
autoklaavikasittely ennen petrimaljoille tai koeputkille valamista, jotta saadaan
mahdolliset ei-toivotut mikrobit pois kasvualustalta kuumennuskasittelyn avulla.
Joihinkin kasvatusliuoksiin voidaan vielda autoklaavikasittelyn jalkeen lisata erilaisia
ainesosia, joiden puhtaus taytyy olla varmistettu ennen niiden lisdamista
kasvatusliuokseen. [1,2]

Elatusalustan pH on aina tarkistettava ennen sterilointia, silld hapan kasvatusalusta
steriloidaan aina neutraalina ja saadetdan aseptisesti steriililla suolaliuoksella vasta
steriloinnin jalkeen. Happamuus yhdessa kuumentamisen kanssa saa osan sokereista
ja polysakkarideista hajoamaan, mika ei ole elatusaineessa toivottavaa. Myés jotkin
muut reagenssit saattavat hajota kuumennuksen seurauksena, minka takia nama
aineet lisdtdadn elatusaineisiin vasta autoklavoinnin jalkeen. Steriloinnin jélkeen
kasvualusta on noin 60-80-asteista. Taméan jalkeen elatusaine temperoidaan el
jaéhdytetdan haluttuun lampétilaan (yleensé noin 50 astetta), jossa liuos pysyy viela



nestemaisend. Elatusaineita ja kaikkia kasvatusaineen kanssa kosketuksissa olevia
asioita kasitellddn hyvin aseptisesti, jotta ei-toivottuja mikrobeja ei paasisi siirtymaan
elatusaineeseen tai muihin naytteiden kanssa tekemisissa oleviin osiin. Petrimaljoille
elatusainetta kaadetaan noin 20 ml, minka jalkeen maljojen annetaan hyytya rauhassa

ennen siirtdmista. [1]

3.2 Naytteiden siirrostaminen ja kasvatus

Naytteiden siirrostaminen voidaan tehdd joko ennen elatusaineiden lisdamista tai sen
jalkeen. Siirrostaminen elatusaineen pinnalle tapahtuu joko pipetoimalla tai
siirrostussauvan avulla. Siirrostussilmukalla siirrostetaan paasaantbisesti  kiinteita
naytteitd, joita ovat esimerkiksi suoraan bakteeripesékkeestd otetut naytteet.
Nestemaiset naytteet paadsaantdisesti pipetoidaan steriililla pipetilld kasvatusalustan
pinnalle, minka jalkeen levitys tapahtuu lasikolmiolla tai L-muotoisella sauvalla. Taman
jalkeen siirrostetut maljat/koeputket siirretddn sopivaan lampétilaan kasvamaan.
Kasvatuslampétila riippuu kasvatettavasta naytteestd. Puhdasviljelmissa ja tiettyja
bakteereja etsittdessa naytteen ideaalinen kasvatuslampétila on tiedossa, mutta useille
bakteereille 37 astetta on sopiva lampétila. Inkuboitumisaika riippuu mydés
kasvatettavasta bakteerista. Lyhimmillddn pesékkeet alkavat ndkya jo alle
vuorokaudessa, mutta yleensd maljoja’koeputkia inkuboidaan vahintdan vuorokauden
ajan, joitakin hidaskasvuisia bakteereja jopa Idhes seitseman vuorokautta. [1]

3.3 Puhdasviljelmat

Mikrobiologiassa usein tyéskennelldadn puhdasviljelmilld eli viljelmilla, jotka sisaltavat
vain yhtd mikrobilajia. Téllainen vilielma voidaan tehda laimentamalla luonnon
sekapopulaatiota niin voimakkaasti, ettéa yksittaisten solujen jalkeléiset ovat selvasti
erillddn toisistaan. Laimentaminen voidaan tehdad joko laimennussarjalla tai
harvennusviljelylld. Nesteelld laimennettaessa alkuperdiseen naytteeseen lisatédan
useassa vaiheessa steriilid isotonista vettd. Nama laimennossarjat ovat kymmenen
potensseissa, eli esimerkiksi 10% 10° ja niin edelleen. Puhdasvilielman tekemista
varten naytettd laimennetaan niin, ettd 0,1 millilitrassa naytetta kasvaa todennakdisesti
vain yhta lajia. T&ma voi yleensa vaatia laimennuskertoimeksi 10° - 10® laimennoksia.
[1.2]



Laimennuksen jalkeen naytteestd tehdaan vilielma joko maljaamalla tai
pintalevitystekniikalla. Maljaamisessa nayte sekoitetaan suoraan elatusaineeseen,
jolloin saadaan malja, jossa bakteeripesédkkeet jaavat osittain elatusaineen sisaan.
Pintalevityksessa nayte puolestaan pipetoidaan ja levitetdan elatusaineen pinnalle.
Bakteerit, jotka tarvitsevat kasvaakseen ehdottomasti happea, viljellddn mieluummin
pintalevitysmenetelmallda. Kolmas ja yleisin tapa saada aikaiseksi puhdasviljelma on
niin sanottu harvennusviljely eli puhtaaksi vetdminen. Tassd menetelmassa naytteen ei
valttamatta tarvitse olla suspensio, vaan puhdistaminen voidaan aloittaa esimerkiksi
pesakkeestd. Téllainen viljely tehddan siirrostussilmukalla, ja tavoitteena on, etta
viimeisten harvennusvetojen viimeisessa osuudessa pesékkeet ovat selkeasti erossa

toisistaan. [1,2]

Tietylla elatusaineella muodostuvan pesdkkeen ulkondkd on térked tuntomerkki, jota
kaytetdan hyvaksi bakteerin tunnistuksessa. Laboratoriossa asiakasnaytteiden
varjaykset ja aineenvaihdunnalliset testit tehdaan vasta naytteen puhtaaksiviljelyn
jalkeen. Hyvin onnistuneessa puhdasvilijelmassa kaikki maljalla olevat bakteerit ovat
identtisia keskendan, silla jokainen pesdke on perdisin saman lajin yksilésta.
Puhdasviljelmia voidaan kayttdd hyddyksi asiakasnaytteiden vertailumalleina seka
elatusaineiden etté biokemiallisten testien toimivuuden laatukontrolleina. [1,2]

Kontaminaatioksi kutsutaan vahingossa elatusaineisiin tai naytteisiin joutuneita ei-
toivottuja mikrobeja. Téallainen kontaminoituminen on merkki puutteellisesta
aseptiikasta  naytteiden  kasittelyssa. Yleensd kontaminaatio on  peréisin
tydymparistdsta eli vélineista tai muista naytteiden kanssa kosketuksissa olevista
asioista. Kontaminaatiota voi tapahtua myds niin sanottuna ristikontaminaationa, jolla
tarkoitetaan puhdasviljelmassad olleen mikrobin ilmestymistd vaaralle maljalle.
Ristikontaminaation yleisin syy on samassa inkubaattorissa kasvatettavien eri
puhdasviljelmien lahekkéisyys. Muita tyypillisi& kontaminaatioita ovat ilma, valineet
seka viljeljan kadet, nend ja nielu. Kontaminaatioiden riskid voidaan merkittavasti
vahentaa tydskenteltdessd laminaarivirtauskaapissa, jossa on mahdollista valttaa

ilmaperainen kontaminaatio. [1,2]
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4 Bakteerien tunnistaminen

4.1 Miksi bakteereja on téarkeéa tunnistaa?

Mikrobien tunnistamisessa ja luokittelussa etsitdan, mihin sukuun, lajiin ja kantaan
tutkittava nayte kuuluu. Naistd maarityksistd tarkein on laji, silla se on elibkunnan
perusyksikkd. Lajin tunnistaminen tehdaan biokemiallisten testien, mikroskooppisen
rakenteen, perimaaineksen ja sukulaisuuden pohjalta. Maaritykset pystytdan usein
tekemaan hyvin onnistuneesti sukutasolle saakka, mutta lajeja ja varsinkin eri kantoja
l6ytyy kokoajan lisda. Lajien tunnistaminen bakteeripopulaatiosta on hyvin tarkeaa
esimerkiksi monissa elintarviketeollisuuden, rikostutkimuksen, elaintautiendiagnostiikan
ja ymparistétutkimuksen sovelluksissa. Lajin tarkka tunnistaminen esimerkiksi
ruokamyrkytys- tai muissa sairaustapauksissa on elinarvoisen tarkeda oikean hoidon

aloittamisen kannalta.

4.2 Entsyymitestit

Vieraan lajin tunnistuksessa edetaan usein tietyssa jarjestyksessa ja halutaan selvittaa
naytteen ominaisuuksia tietyssa jarjestyksessa. Yleisesti ensimmaisend maarityksena
tehdaan gram-varjays ja mikroskooppinen tutkimus. Taman jalkeen tehdaan bakteerin
aineenvaihduntaan liittyvia kokeita, joista tyypillisida kohteita ovat entsyymit. Yleisimmat
entsyymitestit ovat katalaasi- ja oksidaasitestit, joilla selvitetddn, onko bakteereilla
katalaasi- tai oksidaasi-entsyymia. [1]

Katalaasitestilla tutkitaan, onko bakteerissa katalaasi-entsyymi. Taman entsyymin
tarkoituksena on suojata bakteeria hapen radikaalien vaikutuksilta. Anaerobeilla
bakteereilla ei yleisesti ole happiradikaaleilta suojaavia entsyymeja, eivatkd ne voi
sietdd happea ja ovat katalaasinegatiivisia. Aerobiset ja fakultatiiviset anaerobit
sisaltdvat entsyymia, joka nopeuttaa superoksidin hajoamista hapeksi ja
vetyperoksidiksi, joten katalaasiaktiivisuus voidaan todeta lisdamalla 2-prosenttista
vetyperoksidia vuorokauden vanhaan bakteerikasvustoon. Katalaasiaktiivisuus néakyy
vetyperoksidin kuplimisena. Tama testi on varsin kayttdékelpoinen, kun halutaan
selvittdd ulkonadltdan samanlaisten bakteerinaytteiden lajit. [1,2]
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Oksidaasientsyymi puolestaan on térked osa elektroninsiirtoketjussa aerobisessa
hengityksessa. Bakteerien kyky tuottaa sytokromioksidaasia voidaan testata lisddmalla
oksidaasitestireagenssia maljalla olevien bakteeripesakkeiden péélle tai poimimalla
pesake kostutettuun suodatinpaperiin. Jalkimmainen on Kkuitenkin suositeltavampi
menetelma, silla ndin maljan muut pesakkeet voidaan kayttda tarvittaessa muiden
testien tekemiseen. Oksidaasitesti voidaan tehda myds kertakayttoisella testilla, jossa
haalean vaapeanpunainen tai variton oksidaasireagenssi muuttuu purppuran variseksi
tai violetiksi reaktion ollessa positiivinen. [1]

4.3 Lajintunnistusautomaatit

Mikrobien tunnistuksessa voidaan fysiologisten testin lisdksi kayttad hyodyksi
immunologisia menetelmia, tartutuskokeita, viruksia tai mikrobin genetiikkaa. ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) - testaus perustuu vasta-ainetunnistukseen, eli
esimerkiksi Salmonella, Listeria ja E. coli O157:n bakteereille on kehitetty
monoklonaalisiin vasta-aineisiin perustuvat testit. Tartuntakokeissa tutkittava mikrobi
puolestaan istutetaan koe-eldimeen, ja lajin tunnistaminen tapahtuu koe-eldimen
oireiden perusteella. Mikrobiologiset menetelmat ovat kuitenkin yleistyneet
lajitunnistuksessa jatkuvasti. Useimmat mikrobiologisista menetelmista hyddyntavat
perimaaineksen sekvensointia eli nukleotidijarjestyksen selvittdmistd ja PCR
(polymeraasiketjureaktio) testausta. Bakteerinaytteiden viljely on edelleen perinteisin
tapa tunnistaa bakteerilajeja. Kaikkia lajeja ei kuitenkaan osata viljella, tai tulos tulee
saada valmiiksi niin nopeasti, etta viljelyyn ei ole aikaa. Viljelymuotoinen tunnistaminen
on ollut kaytéssa jo vuosisadan, mutta kokoajan kehitellddn uusia mikrobiologiaan
tukeutuvia tunnistusmenetelmid. Lajintunnistusautomaattien toiminta  perustuu
yleisimmin mikrobien aineenvaihduntareaktioihin ja biokemiallisten ominaisuuksien
avulla mikrobien perimaaineksen tutkimiseen. Aineenvaihduntakokeista yleisimpia ovat
ns. sokerikokeet, joissa testataan bakteerin kykya kayttda erilaisia sokereita
hyvakseen. Téllaisia testeja ovat mm. APIStaph, APl 20E ja RapIDStaph. Markkinoilta
I6ytyy myOs erilaisia kemikaaliherkkyyksia ja hiilildhteiden kayttéa testaavia testeja,
joista esimerkkina on GEN lll, johon tydssa oli tarkoituksena perehtya. [1]
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KAYTANNON OSUUS

5 Menetelmat

Tutkimusmenetelmana kaytetddn GEN Il manuaalista identifiointimenetelmaa, josta
saatuja tuloksia verrataan seuraavien referenssimenetelmien tuloksiin: APISatph, API
20 E ja RapidlDStaph. GEN Il on menetelmand laboratoriossa uusi, joten
puhdasvilielm&@ naytteet analysoidaan myds jollakin kolmesta ké&ytéssa olevasta

referenssimenetelmasta.

5.1 GEN Ill MicroPlate — manuaalinen identifiointijarjestelma

Biolog GEN IlI Microplate TM on standardoitu menetelmd, joka tunnistaa suuren
maaran seka gram-negatiivisia ettd gram-positiivisia bakteereja. Tunnistus tapahtuu 94
biokemiallisen testin avulla, jotka tulkitaan niissd tapahtuvien vérireaktioiden
perusteella. 94-kuoppaisen kuoppalevyn aineenvaihduntareaktioiden  varikuvio
sybtetddn tunnistusohjelmaan, joka aineenvaihduntakuvion perusteella antaa saadun
lajin ja sen tunnistustodenndkdisyyden prosenttilukuna. [7]

GEN III -menetelmassa kuoppalevyjen kuopissa on 94 mikro-organismien fenotyypin
analysoivaa testid: 71 hiillldhteen kayttéd selvittdvdd analyysia ja 23
kemikaaliherkkyysanalyysia (kuva 4). Kuoppalevylle muodostuu niin  sanottu
fenotyyppinen sormenjalki, jonka avulla mikro-organismin laji voidaan tunnistaa.
Kuoppalevyssd on 94 kuopan lisdksi kaksi kontrollikuoppaa: negatiivinen ja
positiivinen. Jokaisessa kuopassa on ravintoaineiden liséksi tetratsoliumsuolaa, joka
pelkistyy violetiksi bakteerien aineenvaihduntareaktioiden seurauksena. Nain voidaan
osoittaa varireaktion avulla bakteerin hiilildhteiden kayttd ja vastustuskyky kasvua
estaville kemikaaleille. Violetti vari kuopissa tarkoittaa positiivista reaktiota ja kirkas
puolestaan negatiivista. [7,8]
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HIILILAHTEIDEN SELVITYS KEMIKAALIHERKKYYS
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1 A12
Negatiivinen | Dekstriini D-maltoosi D-trehaloosi | D-sellobioosi | Gentio- Sakkaroosi |D- Stakyoosi Positivinen  |pH6 pH5
kontrolli bioosi turanoosi kontrolli
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 N-ase- (B8 B9 B10 B11 B12
D- aD- D- B metyyli-D- | D-salisiini N-asetyyli-  |tyyli B-D-man|N-asetyyli-D- [N-asetyylineu- |1% NaCl 4% NaCl 8% NaCl
raffinoosi laktoosi melibioosi glukosidi glukosamiini | nosamiini galaktosamiini [ramiinihappo
Ci Cc2 c3 Cc4 C5 C6 c7 (o] C9 C10 ct1 C12
a-D-glukoosi  |D-man D-fuktoosi D-galaktoosi  |3-metyyli- D-fruktoosi L-fruktoosi |L-ramnoosi |Inosiini 1% natrium- | Fusidiini- D-seriini
noosi glukoosi laktaatti happo
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-sorbitoli D-mannitoli D-arbitoli Myoinositoli  [Glyseroli D-glukoosi- | D-fruktoosi- |D-aspargiini- | D-seriini Troleando-  |Rifamysiini [ Minosykliini
6-PO4 6-PO4 happo mysiini SV
Et E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 Ei1 E12
Gelatiini glysiini-L- L-alaniini L-argiini L-aspargiini- |L-glutamiini- | L-histidiini L-pyrogluta- |L-seriini Linko- Guanidiini Niaproof 4
proliini happo happo miinihappo mysiini HCI
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Pektiini D-galakturoni- | L-galaktonihap-| D-glukoni- D-glukuroni- | Glukuroni- Galaktaari-  |Kiinihappo D-sokeri- Vanko- Tetrasolium | Tetrasolium
happo on laktoni happo happo amidi happo happo mysiini violetti sininen
G1 p-hyd- |G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
roksifenyyli- |Metyyli- D-maitohapon |L-maitohappo |Sitruuna- a-ketoglutaari-| D-omena- L-omena- Bromosukliini- | Nalidksiini- Litiumkloridi | Kalium-
etikkahappo |pyruvaatti metyyliesteri happo happo happo happo happo happo telluritti
H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8 H9 H10 H11 H12
Tw een 40 Y-amino- a-hydroksi- B-hyrdoksi-D, |a-ketoosi- Aseto- Propioni- Etikka- Muurahais- Astreonaami | Natrium- Natrium-
voihappo voihappo L-voihappo voihappo etikkahappo |happo happo happo butyraatti bromaatti

Kuva 4. Analyysikuoppien jérjestys kuoppalevylla

Menetelmalla voidaan tunnistaa aerobisia gram-negatiivisia ja gram-positiivisia
bakteerilajeja, anaerobeille menetelmd ei sovellu. Tietokannassa on 564 gram-
negatiivista bakteerilajia tai ryhmaa sekd 480 gram-positiivista bakteerilaijia, joihin
saatua aineenvaihduntakuviota verrataan tunnistuksessa. GEN lll:lla voidaan tutkia

o gram-positiivisia sauvoja/kokkeja
o gram-negatiivisia sauvoja/kokkeja
o ymparistdsséa esiintyvia mikro-organismeja

o patogeenisia mikro-organismeja.

Menetelma ei kuitenkaan sovi anaerobisten bakteerien, hiivojen tai homeiden
tunnistukseen. GEN Il siséltaa nelja eri menetelmaé (taulukko 1.), jotka on tarkoitettu
ominaisuuksiltaan erilaisten mikro-organismien tunnistukseen. Menetelmien vaiheet
ovat keskendan identtiset, mutta kaytettdva siirrostusliuos ja ympin solutiheys
poikkeavat toisistaan. Taulukossa 1 on tarkemmin kuvattuna kaikki nelja eri
menetelmad ja naiden kaytdssé olevat siirrostusliuokset (kohta IF). Solutiheys mitataan
turbidimetrilld, joka antaa tuloksen prosentteina. Menetelm& valitaan testattavalle
naytteelle tehtdvan gram-varjayksen ja mikroskopoinnin perusteella, josta selviaa, milla
menetelmalla naytettd kannattaa lahteé tutkimaan. [7]
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Taulukko 1. Nelja eri testimetelemad, niiden siirrostusliuokset, solutiheysalueet sekd suuntaa
antavat tiedot milla testimenetelmélla naytettd kannattaa lahted tutkimaan esitutkimuksen
perusteella.

Menetelma |IF Solutiheys|Suku
A A 90-98%T |Lahes kaikki - oletusmenetelma
B B 90-98%T |Voimakkaasti pelkistédvit ja kapselia tuottavat gram-negatiiviset

(esim. Aeromonas- ja Vibrio-suvun bakteerit) ja gram-positiiviset

(esim. useat Bacillus-suvun bakteerit)

C1 C 90-98%T [Mikroaerofiiliset, kapnofiiliset gram-positiiviset (esim. Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus- ja Weisella-bakteerit seké eraat

Corynebacterium- ja Enterococcus sp. -sukujen bakteerit)

Cc2 C 62-68%T [Kasvuolosuhteiltaan vaativat kapnofiiliset ja happiherkat gram-

negatiiviset ja gram-positiiviset bakteerit

5.1.1 Testaus

GEN IIl -menetelmallad testaus aloitetaan puhdasviljelmien kasvatuksella, eli halutulta
naytteelta eristetddn naytettd kasvatusalustalle (veriagar tai TSA/TSA+B) ja naytetta
inkuboidaan naytteen esimaarityksista riippuen 33 — 37 °C:ssa 4 — 48 tuntia; yleisimmin
24 tuntia on sopiva aika. Solujen on oltava vasta kasvatettuja, silla monet kannat
menettdvat elinvoimansa ja niiden aineenvaihdunta heikkenee ajan my6ta.
Puhdasviljelman kasvatuksen jalkeen valmistetaan ymppi varsinaista testausta varten,
jossa kaytetddn huoneenldmpdisia siirrostusliuoksia (IF-A, IF-B ja IF-C) ja
kuoppalevyja.

Siirrostusliuokset ovat laitteenvalmistajan omia siirrostukseen tarkoitettuja liuoksia,
joiden tarkempaa koostumusta ei ole mahdollusta selvittdd. Ympin tulee olla
vahvuudeltaan tietylla alueella, joka mitataan sameutena turbidimetrilla, joka antaa
tuloksen lapaisyprosenttina. Turbidimetri on laite, jolla mitataan aineen sameutta eli
lapaisevyytta. Tuloksen ollessa 100% on nayte taysin kirkas ja mitd pienempi luku
saadaan, sen sameampi nayte on. Naytteiden tulee olla sameudeltaan alueella 90 -
98 %. Jokaiselle siirrostusputkelle tehdaan turbidimetrilla niin sanottu. nollakoe ennen
bakteerin siirrostusta, silla putket eivat ole optisesti samankaltaisia keskenaan.

Ymppi valmistetaan ottamalla solukasvustoa kasvatusalustalta ja siirrostamalla se
siirrostusliuokseen siirrostustikulla, mink& jalkeen turbidimetrillda mitataan naytteen
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sameus. Valmistettu solususpensio eli ymppi kaadetaan sekoituksen jalkeen steriiliin
nestealtaaseen, josta otetaan 1200ul 8-kanavaiseen pipettin  kuoppalevylle
pipetoimista varten. Kuoppalevyn jokaiseen kuoppaan pipetoidaan 100ul naytetta.
Pipetoimisen jalkeen kuoppalevyn paalle asetetaan kansi ja levy laitetaan
inkuboitumaan mikrobille soveltuvaan lampétilaan 3 — 36 tunnin ajaksi. Vérin
muodostus levylla alkaa noin kolmen tunnin kuluessa. Inkuboinnin aikana tulee seurata
erityisesti negatiivista kontrollia, jonka tulisi pysya varittémana. Inkuboinnin jalkeen
kuoppalevyn varireaktiot luetaan ja sy6tetdan tulokset ohjelmaan, joka antaa saadun
varikuvion perusteella tuloksen. [7]

5.1.2 Tulosten lukeminen ja tulkitseminen

Kuoppalevyjen  inkuboinnin  jalkeen levyistd saatu  varikuvio  sybtetdéan
tunnistusohjelmaan, joka antaa tuloksen saadun kuvion perusteella. Sarakkeiden 1-9
varia verrataan negatiiviseen kontrolliin. Kaikki kuopat, jotka nayttdvat samalta kuin
negatiivinen kontrolli, merkitddn negatiiviseksi. Kaikki kuopat, jotka ovat variltdan
selvasti punavioletteja, merkitdan positiivisiksi. Naiden liséksi haalean punavioletit
kuopat merkitaan rajatapauksiksi, eli raportoidaan kohdalla "borderline”. Kuoppalevyjen
varireaktioiden lukeminen tapahtuu aistinvaraisesti, eli lukija itse tulkitsee onko reaktio
negatiivinen, positiivinen vai bordeline-reaktio. Useimmat lajit aiheuttavat positiivisesti
reagoidessaan selvasti erottuvan tumman punavioletin varin, mutta joidenkin lajien
kohdalla positiivinen reaktio voi olla hyvinkin vaalea ja vain heikosti erottuva

punavioletti savy.

Kemikaaliherkkyyttd testaavien sarakkeiden 10-12 kuoppia verrataan puolestaan
positiiviseen kontrolliin. Kaikki kuopat, jotka ovat variltdan puolet positiivisen kontrollin
punaisenvioletista savystd, arvioidaan kasvultaan negatiiviseksi. Naissd kuopissa
mikrobi on erittdin herkkd kasvua ehkaisevalle kemikaalille. Reaktoiot voivat variltdan
olla joko punaisenvioletteja tai hieman siniseen menevia. Tummuudeltaan positiivisen
kontrollin kaltaiset kuopat tulkitaan positiivisiksi, hieman haaleammat ovat tassa
tapauksessa rajatapauksia. Laite ilmoittaa tuloksen identifiointiprosenttina, jotka

tulkitaan seuraavanlaisesti:

. PROB = 99,9 % tunnistus erinoimainen

. PROB = 99,0 % tunnistus erittéin hyva
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o PROB = 90,0% tunnistus hyva

. PROB = 80,0% tunnistus tyydyttava

Kéaytanndssa yli 90% tunnistusta voidaan pitdd jokseenkin luotettavana. Alle 90 %
tunnistusta voidaan pitéda vain suuntaa-antavana tuloksena [7].

5.2 APIStaph

APIStaph on standardoitu menetelmd, jonka tarkoituksena on tunnistaa
Staphylococcus-, Micrococcus- ja Kocuria-sukujen bakteereja. Testi kayttda
tunnistamiseen pienoiskoossa biokemiallisia testeja. Ennen testaamista naytteille on
tehtava gram-varjays, mikroskopointi sekad katalaasi/oksidaasitesti, jotta voidaan olla
varmoja, ettd menetelma on sopiva testattavalle naytteelle. APIStaph-testi siséltda 20
erilaista biokemiallista testia, jotka perustuvat l&hinna mikrobion
aineenvaihduntareaktioihin. Testilla testataan erilaisten sokerien kayttéd energian
lahteend. Menetelmalld pystytddn tunnistamaan gram-positiivisia kokkibakteereja,
joista tarkeimmaét ovat 20 erilaista Staphylococcus-suvun lajia. Testattavien naytteiden
tulee olla puhdasviljelmanaytteitd, jotka on viljelty mahdollisuuksien mukaan yleensa
veri-agar-elatusaineella. Tunnistus tapahtuu varireaktioiden perusteella, joista saadaan
ns. tunnistuskoodi, jolla tietokannasta lukemalla saadaan tulos naytteelle. [9]

API|Staph-testisliuskoilla testaaminen aloitetaan inkubointirasian kostutuksella, joka
tapahtuu pipetoimalla 5 millilitraa tislattua vettéd rasian pohjalle. Virallinen testiliuska
asetetaan taman paalle. Puhdasviljelmastd valmistetun solususpension tulee olla
vahvuudeltaan noin 0,5 Mcfarlandia, ja se tulee olla kunnolla sekoitettu, jotta liuos on
varmasti tasavahvuinen. Solususpensio pipetoidaan naytekuoppiin ja varotaan samalla
jattamasté ilmakuoppia naytekuoppiin, jotka saattavat aiheuttaa muutoksia tuloksissa.
Kuopat ADH ja URE (kuva 5) paéllystetdan viela mineraalidljylla, silla reaktiot ovat
happiherkkia. Testiliuskoja inkuboidaan noin 36-37 asteessa noin vuorokauden ajan.
Inkubointiajan jalkeen jalkeen kuoppiin VP, NIT ja PAL lisatddn naille sopivat
reagenssit ja annetaan niiden vaikuttaa ennen tulosten lukemista. Positiiviset ja
negatiiviset reaktiot kirjataan tulostaulukkoon (LIITE 1), josta saadun numerosarjan
avulla saadaan tietokannasta lajille nimi.[9]
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Kuva 5. APIStaph-testiliuska, jossa nayte on jo pipetoitu testikuoppiin. [10]

53 API20E

APl 20 E on puolestaan testimenetelm@ enterobakieereille ja muille
oksidaasinegatiivisille gram-negatiivisille sauvoille. Testi kayttdd tunnistamiseen
biokemiallisia aineenvaihduntareaktioita. Naytteiden tulee olla puhdasviljelmanaytteita
ja testi edellyttdaa myds etukateen tehdyn oksidaasinegatiivisen tuloksen. Testi kayttaa
tunnistamiseen APIStaph-menetelman tavoin 20 biokemiallista testid, jotka perustuvat
entstymaattisiin reaktioihin, substraattien hyvaksikayttoon, kemiallisten yhdisteiden
tuottoon ja fermentaatioon. Tunnistus tapahtuu vérireaktioiden perusteella, mista
saadaan tunnistuskoodi naytteelle. Tulos saadaan koodin avulla tietokannasta
tarkistamalla. Testiliuskassa on sokeritestien lisdksi esimerkiksi nitraatti- ja
nitriittitesteja, joiden avulla tunnistus tapahtuu. [11]

Testaaminen aloitetaan kastelemalla inkubointirasia viidella millilitralla tislattua vetta.
Valmistettu  solususpensio voidaan tehda API20E-testin mukana tulleisiin
laimennosliuoksiin tai valmistaa itse. Puhdasviljelmasta valmistettu solususpensio
pipetoidaan ilmakuplia valttaen testikuoppiin. Kuoppien ADH, LDC, H,S ja URE (kuva
6) paalle laitetaan mineraalidljya, silla reaktiot ovat anaerobisia. Inkubointi tapahtuu 37
asteessa noin vuorokauden ajan. Inkuboinnin jalkeen testiliuskasta tarkistetaan
positiiviset reaktiot. Jos niitd on enemman kuin kolme jo tassa vaiheessa, kirjataan ne
ylés. Taman jalkeen tehdaan testit, jotka tarvitsevat tuloksia varten muita reagensseja.
Kuoppiin TDA, IND ja VP (kuva 6) lisatdan néille varatut reagenssit, ja tulokset luetaan
vasta vaikutusajan jalkeen. Tulosten lukeminen tapahtuu téssékin tapauksessa
aistinvaraisesti, eli lukija tulkitsee varireaktioit ohjeiden mukaisesti. Taman jalkeen
saadut positiiviset reaktiot kirjataan ylés tulostaulukkoon (LIITE 2) ja saadun
numerokoodin avulla tarkistetaan tietokannasta saatu laji. [11]
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Kuva 6. API 20 E-testiliuska inkubointiajan jalkeen. [12]
5.4 RaplD STAPH

Remelin RaplDStaph Plus System on testimenetelmd, jolla pystytddn APIStaph
menetelman tavoin tunnistamaan Staphylococcus-suvun bakteereja ja muita gram-
positiivisia  kokkibakteereja sekd katalaasinegatiivisia bakteereja erilaisten
biokemiallisten reaktioiden perusteella. Menetelm& on niin sanottu pikatesti, jonka
tulokset ovat yleensa valmiita noin neljassa tunnissa. RaplDStaph-testin tunnistaminen
perustuu Staphylococcus-sukuisten bakteerien sokerien, nitraattien ja erilaisten
reagenssien kayttoon aineenvaihdunnassa. Testi sisaltdg 18 reaktiokuoppaa, joista 12
on erilaisia sokeri- testeja ja loput testit ovat testimenetelman omien reagenssien
testeja sekd kahden erilaisen nitraatin testaavia testejd. Tulokset saadaan téssakin
menetelmassa varireaktioiden avulla. Jokaiselle reaktiokuopalle ja varireaktiolle on
oma tietty vari negatiivisesta ja positiivisesta reaktiosta. Lopulta saadaan koodi, jonka
avulla tietokannasta saadaan tulos. [13]

Tassakin menetelmassa testaamiseen kaytettdvat solususpensiot tulee valmistaa
puhdasvilijelmanaytteistd, joten naytteessa kaytettava bakteeriviljelma ei saa olla yli 72
tuntia vanha. Solususpension valmistamiseen kaytetddn testin mukana tulevaa
laimennusliuosta. Naytteen tulee olla vahvuudeltaan noin kolme McFarlandia, jotta
varireaktiot saadaan tapahtumaan alle neljassd tunnissa. McFarland on
silmamaédraisesti arvoitava naytteen vahvuus, jossa kolme McFarlandia vastaa
vahvuudeltaan liuosta, jossa on noin 9 x 10° bakteerisolua/ml. Laimennosliuosta on
kaksi millilitraa, ja se kaadetaan ilmakuplia valttden kokonaan testikaukaloon, josta se
kallistamalla liuskaa tasaisesti saadaan valumaan testikuoppiin. Testiliuskaa
inkuboidaan 35-37 asteessa vahintaéan nelja tuntia, mutta kuitenkin enintdéan vain kuusi
tuntia. Taman jalkeen liuskalta luetaan aistinvaraisesti positiiviset reaktiot ohjeiden
mukaisesti ja kirjataan ne tulostaulukkoon (LIITE 3). Tulos saadaan saadun
numerosarjan perusteella tietokannasta selvittamalla. [13]
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Kuva 7. RaplDStaph testiliuska [14]

6 Tyon suoritus

6.1 Naytteet

ATCC-kannan naytteista valittiin naytteiksi sekd gram-positiivisia ettd gram-negatiivisia
(Taulukko 1.). Ensimmaiset testaukset tehtiinkin nailla kannoilla, jotta voitiin varmistaa,
ettdA GEN Il antaa varmasti luotettavia tuloksia. Varsinaisista analysoitavista
tuntemattomista naytteista, joiden laji ei ollut etukateen tiedossa, keskityttiin
paaasiassa gram-positiivisiin kokkibakteereihin. Mukaan valittin myds kokeilumielessa
muutamia kiinnostavia ja ennakkoon epaselvia naytteitd, joista osa tehtiin ainoastaan
yhden laborantin lukemana ja analysoitiin ainoastaan GEN lll:lla. Muutama naytteista
vastasi mikroskopoinnin ja gram-varjayksen jalkeen selvasti bacillus-sukuisilta
bakteereilta, jonka takia naytteet valittin mukaan. Naytteiden numeroyhdistelméat ovat
laboratorion oman tietojarjestelm@n naytennumeroita, joiden perusteella tulokset
kirjataan tietokantaan ja niiden perusteella tuloksia voidaan myéhemmin myds etsia.
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Taulukko 1. Naytteeksi valitut ATCC-kannat

ATCC 25922 | Escherichia coli gram -
ATCC 10876 | Bacillus cereus gram +
ATCC 25932 | Staphylococcus aureus gram +
ATCC 27853 | Pseudomonas aeruginosa gram -
ATCC 9927 Streptococcus uberis gram +
ATCC 13525 | Pseudomonas fluorescenes | gram +
ATCC 7644 Listeria monocytogenes gram +
NTCT 6013 Salmonella abony gram -
ATCC 29212 | Enterococcus faecalis gram +
ATCC 35657 | Klebsiella pneumoniae gam -
6.2 Testaus

Ensimmaiset testaukset tehtiin ATCC-kannoilla, joiden lajit olivat jo etukateen tiedossa.
Naytteet kasvatettiin veri-agarilla ja tuoreista kannoista tehtiin tunnistus GEN lll:lla.
ATCC-kantojen tyd toteutettin yhden laborantin toimesta puhdasviljelmien
kasvatuksesta tulosten lukemiseen saakka. Vasta kun ATCC-kannoista saatiin
suuntaa-antavat tulokset, siirryttiin testaamaan naytteita, joiden laji ei ollut etukateen
tiedossa. Tuntemattomille naytteille tehtiin gram-varjays, mikroskopointi ja tarvittaessa
katalaasi/oksidaasi testi ennen GEN Il -analyysin tekemista, jotta voitiin selvittda, mita
referenssimenetelmaa naytteelle kaytetdan. Naytteiden testaukset suoritettiin
tydohjeiden mukaisesti. GEN lll:lla analysoitaessa naytteitéd tarkasteltiin inkubointiajan
vaikutusta naytteiden lukemiseen ja kuoppalevyjen varjaytymiseen. L&hinnd
tarkoituksena oli selvittda erilaisten ndytteiden kasvatusta ja menetelmén toimivuutta

tydskenneltdessé virka-aikana laboratorion tydpaivien rajoissa.
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7 Tulokset

7.1 ATTC-kannat GEN lll:lla

ATTC-kantojen testauksen lahtékohtana oli varmistaa, ettd laitteella saataisi varmasti
ennakkoon tiedossa oleva bakteerilaji. Kuitenkin jo ensimmaisten testausten kohdalla
huomattiin, ettd tulokset eivat olleet aivan toivotunlaisia. E. coli (ID 99,3 %) ja
Staphylococcus aureus (ID 99,6%) -naytteet antoivat GEN lll:lla heti ensimmaisella
testauskerralla oikeat tulokset (taulukko 2.).Useimmille naytteille ei kuitenkaan
ensimmaiselld yrittamalla saatu vield tulosta. Kaikkia naytteita lahdettiin analysoimaan
tybohjeen mukaisesti liuoksella A, jonka seurauksena esimerkiksi Bacillus cereus ei
luonnollisesti antanut tulosta, mutta uusinta testi tehtiin liuoksella B ja tulokseksi saatiin
Bacillus cereus, vaikkakin tunnistusprosentti olikin vain tyydyttéva 82,3 %. Salmonella
abony nayte antoi tulokseksi Salmonella enterica, joka on kelvollinen tulos, silla
Salmonella abony on laboratorion oma kanta, jota ei virallisissa ATCC-kannoissa ole
lainkaan mukana.

Taulukoissa esiintyvat lyhenteet:

- PROB (probability) = todennakdisyys eli identifiointi prosentti

- SIM (similarity) = samanlaisuus eli 1 tarkoittaa 100%:sta sopivuutta ja 0
tarkoittaa yhteensopimattomuutta

- DIST (distance) = etéisyys eli mitd suurempi luku sen kauempana ollaan
yhteensopivasta tuloksesta annetun tuloksen ja naytteen valilla
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Taulukko 2.  ATTC-kantojen tulokset GEN lll:illa tehtynd. Osa naytteistd analysoitiin
useampaan kertaan eri GEN Il menetelmalla.
ATCC
Nayte Species PROB |SIM DIST Menetelma

ATCC
25922 E.coli Escerichia coli 0,993 | 0,759 | 4,042 A
ATCC
10876 | 1. Bacillus cereus (A) No ID A
ATCC
10876 | 2. Bacillus cereus (B) Bacillus cereus 0,823 | 0,652 | 4,442 B
ATCC Stahylococcus
25932 Staphylococcus aureus | aureus 0,996 | 0,761 | 4,164 A
ATCC 1. Pseudomonas
27853 | aeruginosa No ID A
ATCC 2 .Pseudomonas Pseudomonas
27853 | aeruginosa aeruginosa 0,94 | 0,648 | 5,433 A
ATCC
9927 Streptococcus uberis Streptococcus - 0,244 | 4,936 C1
ATCC Pseudomonas
13525 | fluorescenes No ID A
ATCC 1. Listeria
7644 monocytogenes Listeria Innocua - 0,457 | 2,547 A
ATCC 2. Listeria Listeria
7644 monocytogenes monicytogenes 0,664 | 0,559 | 2,85 A
NTCT Salmonella
6013 1. Salmonella abony enterica 0,879 | 0,671 | 4,548 A
NTCT Salmonella
6013 2. Salmonella abony enterica 0,757 | 0,55 | 5,075 A
ATCC
29212 Enterococcus faecalis No ID C1
ATCC 1. Klebsiella
35657 | pneumoniae NO ID A
ATCC
35657 | 2. Klebsiella pneumoniae | NO ID B
ATCC Klebsiella
35657 | 3. Klebsiella pneumoniae | pneumoniae - 0,178 | 8,016 C1




23

7.2 Menetelmien vertailu

Tydn tarkoituksena oli selvittdd GEN Ill:n luotettavuus muihin referenssimenetelmiin,
joiden kaytdsta on jo kokemusta aiemmin. Padosin GEN Il parjasi vertailussa hyvin
(taulukko 3.), vaikka mukaan mahtui myds joitakin kyseenalaisia tuloksia.
RapidIDStaphilla ei tuloksia juuri saatu, silld puhdasviljelmistd valmistetut
solususpensiot jaivat lilan laimeiksi, minka seurauksena tuloksia ei ollut mahdollista

lukea.

Taulukko 3. Menetelmien vertailu

Tuntemattomat naytteet

Nayte Biolog GEN IlI ID API 20 E APIStaph RaplID STAPH
3026-1 NO ID - -
3026-6 NO ID - -
3027-3 No ID - -
Staph. capitis
3026-3 Staph. capits 0,910 0,998
3026-4 Staph. caprae - Staph. cohnii 0,846
Staph. Staph. epidermidis
3026-8 epidermidis 1,00 0,977
Staph. capitis
3026-9 Staph. capitis 0,997 0,987
Staph. Hominis
3026-10 |NOID - 0,46
3027-5 Staph. hominis 0,984 NO ID
Staph.
Macrococcus saprophyticus
3027-7 bovicus 0,995 0,962
Staph. Staph. hominis
3027-8 saprophyticus 0,992 0,974
Staph. Staph. epidermidis
3027-10 |epidermidis 0,945 0,967
4030-6 Diezia maris 0,683 Micrococcus sp.
Staph. Capitis
4030-8 Staph. capitis 0,945 0,997 Staph. Capitis
Micrococcus
4030-11 |/uteus A -
Pantoea Pantoea spp3
4030-12 |agglomerans 3 0,627 |0,998
Corynebacterium
4030-16 | capitovis 0,978
Micrococcus
4030-17 |luteus A 0,985
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7.3 Luennan toistettavuus eri henkildiden kesken

Tyon tarkoituksena oli myds selvittda, onko kuoppalevyjen varireaktioiden tulkitseminen
lukijoista riippuvaista. Tulosten lukeminen tapahtuu aistinvaraisesti eivatka varireaktiot
aina ole selkeasti positiivisia tai borderline-tapauksia. Positiivisia reaktioita verrataan
kuoppalevyssa olevaan positiiviseen kontrollin ja puolestaan negatiivisen
kontrollikuopan tulisi olla taysin kirkas, jotta negatiiviset reaktiot olisi helpompi

tunnistaa.

Kuvassa kahdeksan on né&kyvissd kuoppalevy naytteestd 3026-3, jossa jotkut
borerline-reaktiot n&kyvat heikosti havaittavana violetin savyna. Ja osa borderline-
reaktioista puolestaan ovat ldhes positiivisen reaktion kaltaisia. Kuoppalevyjen
lukemista testattiin kolmen eri lukijan kesken, ja tulokset olivat muutamaa poikkeusta
lukuun ottamatta varsin yhdenmukaisia. Kuvissa 9, 10 ja 11 ovat nakyvissa naytteen
3026-3 tulosten tulkinnat eri lukijoiden kesken. Taulukossa 4 olevat tulokset kertovat
laboranttien 1, 2 ja 3 saaduista tuloksista. Saadut identifiointiprosentit olivat ainoastaan
yhdessa naytteessa (3026-9) kahdella lukijalla samat. Suurimmat erot olivat naytteessa
3026-3, jossa lukija 3 sai identifiointiprosentilla 77,3 % tulokseksi Staphylococcus
capitis, kun kaksi muuta eivat puolestaan saaneet tuloksia lainkaan.
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Taulukko 4.  Kolmen eri lukijan tulokset
Luentatarkkuus

Lukija | Nayte Species PROB |SIM DIST | Menetelma
1. 3026-3 NO ID - - - B
2. NO ID - - -
3. Staphylococcus capitis 0,773| 0,5335,413
1. 3026-4 Staphyococcus caprae - - - A
2. Bacillus megateium - - -
3. Staphylococcus caprae - - -
1. 3026-8 Staphylococcus epidermidis 1,00| 0,764 4,365 A
2. Staphylococcus epidermidis 0,999| 0,8413,018
3. Staphylococcus epidermidis 0,977| 0,784|3,577
1. 3026-9 Staphylococcus capitis 0,997| 0,800] 3,360 A
2. Staphylococcus capitis 0,747 | 0,571 4,232
3. Staphylococcus capitis 0,997| 0,800 3,488
1. 3027-5 Staphylococcus hominis 0,883| 0,7093,413 A
2. Staphylococcus hominis 0,901| 0,723]3,803
3. Staphylococcus hominis 0,984 0,828| 2,79
1. 3027-7 Macrococcus bovicus 0,983 0,642 6,072 A
2. Macrococcus bovicus 0,976 | 0,602|6,893
3. Macrococcus bovicus 0,992 0,648 6,392
1. 3027-8 Staphylococcus saprophyticus 0,987 0,830(2,646 A
2. Staphylococcus saprophyticus 0,994 0,836(2,715
3. Staphylococcus saprophyticus 0,992| 0,834|2,453
1. 3027-10 Staphylococcus epidermidis 0,945| 0,651]5,825 A
2. Staphylococcus epidermidis 0,670| 0,512 4,442
3. Staphylococcus epidermidis 0,992| 0,832]2,452
1. 4030-4 Paenibacillus pabuli 0,922| 0,776]2,509 B
2. Paenibacillus pabuli 0,925| 0,815]2,073
3. Paenibacillus pabuli 0,825| 0,694 3,020
1. 4030-5 Bacillus cereus 0,999, 0,6526,028 B
2. Bacillus cereus 0,983 | 0,641 |7,595
3. Bacillus cereus 0,969| 0,668 5,536
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Kuviossa 1 ndkyvat tulokset kolmen eri laborantin kuoppalevyjen tulkinnoista.
Suurimmat erot olivat naytteiden 3026-3, 3026-8 ja 3027-10 tulkinnoissa. Naiden
naytteiden kuoppalevyissa negatiivinen kontrolli oli lievasti violetin varinen, joka aiheutti
ongelmia muiden varireaktioiden tulkitsemisessa, lahinnd tapauksissa borderline-
positiivinen. Naytteet 3026-8, 3027-7, 3027-8 ja 4030-5 olivat lukijoiden kesken lahes
identtiset.

Kolmen eri lukijan tulosten vertailu

Q0,6 / v ——A
/
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0,4 / c
0,2 —
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Kuvio 1. Kolmen eri lukijan tulokset ndytteiden lukemisesta. Y-akselila PROB arvot, eli
identifiointi todenn&kdisyydet ja x-akselilla ndytteiden numerot.

Lukijoiden vélisid eroja tulkittin kaksisuuntaisella ANOVA:lla (Taulukko 5), jonka
tarkoituksena on selvittda, eroavatko lukijoiden tulokset merkitsevasti toisistaan. Nama
laskut suoritettiin  Excelissé ohjelmalla ANOVA: Two factor without replication.
Taulukosta tarkeimpid seurattavia arvoja ovat keskihajonnat eli mink& verran tulokset
eroavat yleisestd keskiarvosta sekd arvo kohdassa p-value, joka kertoo ryhmien
vélisten erojen merkitsevyyden. Keskihajonnat laskettiin ottamalla taulukon Variance
arvoista nelijuuri. Taulukon p-valuen ollessa kohdassa column suurempi kuin 0,05
voidaan todeta, ettd ryhmien vaéliset erot eivat ole tilastollisesti merkitsevia.
Tarkasteltaessa lukijoiden vaélisten tulosten keskihajontoja, voidaan todeta, etta
naytteiden 3026-3, 3026-9 ja 3027-10 kohdalla keskihajonnat ovat huomattavan
suuria, ja nain ollen naiden naytteiden kohdalla lukutarkkuudessa on ollut merkittavasti
eroa henkildiden kesken. [15]



Taulukko 5 Lukijoiden véliset erot tulosten tulkinnassa

Anova: Two-Factor Without Replication
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SUMMARY Count Sum | Average | Variance | Standard deviation

3026-3 310,773|0,257667|0,19917633 0,446291758

3026-3 3 0 0 0 0

3026-8 3| 2,976 0,992| 0,000169 0,013

3026-9 312,741|0,913667 | 0,02083333 0,144337567

3027-5 31| 2,768|0,922667 | 0,00290233 0,053873308

3027-7 312,951|0,983667 | 6,4333E-05 0,008020806

3027-8 312,973 0,991| 0,000013 0,003605551

3027-10 3| 2,607 0,869 | 0,030253 0,173933895

4030-4 31 2,672|0,890667 | 0,00323633 0,05688878

4030-5 31 2,951|0,983667 | 0,00022533 0,015011107

A 10| 7,716| 0,77160,16684449

B 10| 7,195| 0,7195|0,15582606

C 10| 8,501| 0,8501|0,09548899

ANOVA

Source of Variation SS df MS F P-value F crit
Rows 3,336133 9|0,370681 | 15,6148509 8,71942E-07 | 2,456281
Columns 0,086443 210,043222(1,82070177 0,190495068 | 3,554557
Error 0,427303 180,023739
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Kuvassa 8 on naytteen 3026-3 kuoppalevy, jonka tulkinnassa oli selvasti eroa
lukijoiden kesken. Kaksi kolmesta lukijasta sai tulokseksi ainoastaan suvun
Staphylococcus, yksi puolestaan lajin Staphylococcus capitis tunnistusprosentilla
77,3%. Lukijoiden yksi ja kaksi (kuvat 9 ja 10) analyysit vérireaktioista olivat muutamaa
kuoppaa lukuunottamatta lahes identtiset, lukijalla kolme (kuva 10) on puolestaan
muutamassa kuopassa analyysina borderline, kun lukijoilla yksi ja kaksi ndissa

kuopissa reaktiona on negatiivinen.

Kuva 8. Kuoppalevy naytteesta 3026-3
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Kuvassa 9 on lukijan yksi tulokset naytteestd 3026-3, jossa oli lukijoiden kesken selvaa

eroa saaduissa tuloksissa. Kuvassa kahden kuopan paalla olevat rastit ovat ohjelman

antamia ehdotuksia mahdollisista positiivista/borderline -reaktioista. Kuvassa violetti

ympyré tarkoittaa lukijan tulkitsemaa postitiivista reaktioita, sini-valkoinen borderline-

tulkintaa ja valkoinen negatiivista tulkintaa kuopan varireaktiosta.

@ 1w Pare Cuna | ———
Pasc “s PoaNeg Geaghec | PocNag Numancel | 00 |
Fate Nt 1
Pte Type 7 e ] )
e A . ] 2 3 $ ¢ LA S ¥ n 2
Saen Trve A > LSRE SRR SRR S ® e 0
obaton Hous M —
L ES & ¢ ® o0
S O x% ) >
. c ® o0 & o o
Fama 2 -
Fett ) ° < 3 . -
it € ¢ ¢ ©
Fat s —
Ferst Bl S bl Bt Pt Powvare
Fais 7 J
o ¢ ® + e
Fett et | -
Fusd y " ® o
Faid 10
View
ek et
Specems -
os
Compaen o
Othae
R
Carva O Lraphyhinox o
e |,u | =1 I:-,-_ Toe {somcm
- o¥7 [ §-244 P CoCOs TR O A o4 g
1 - Oheae Ohen
2 02 &Y GPOOCOUS 5 ¢ -
| 0 AP o age .
3 oo r_ P OO00Us Shphylococoum capie 1 weckhoue
R e—
4 © ooo T (= gereel g SR OCOCO et
Camgare Ota 10 Oas Spaces m

Kuva 9. Lukija 1 sai naytteestd 3026-3 tulokseksi Staphylococcus ilman tunnistusprosenttia
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Kuvassa 10 nakyy puolestaan lukijan kaksi tulokset naytteestd 3026-3. Lukijoiden yksi
ja kaksi tulokset ovat naytteesta lahes identtiset lukuun ottamatta kuoppien A2 ja F11
tuloksia, joissa Ilukija kaksi on laittanut reaktioksi “borderline” ja lukija yksi

"negatiivinen”.
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Kuva 10. Lukija kaksi sai naytteestd 3026-3 tulokseksi Staphylococcus ilman
tunnistusprosenttia.
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Kuvassa 11 on néakyvilla lukijan kolme tulokset samasta naytteestd. Tassa tulokseksi
saatu Staphylococcus capitis poikkeaa kahden muun lukijan tuloksista merkittavasti.
Suurin ero kahden aikaisemman lukijan tuloksiin on kuopassa C2, jonka lukija 3 on
merkinnyt “borderline”-tilalla, kun taas kaksi muuta lukijaa saivat tulokseksi

” T ”
positiivinen”.
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Kuva 11. Lukija 3 sai naytteestd 3026-3 tulokseksi Staphylococcus capitis tunnistusprosentilla
77,7 %
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8 Tulosten arviointi

8.1 ATCC-kantojen tulkinta GEN lll:lla

ATCC-kantojen tulokset olivat tuntemattomien naytteiden tuloksiin nahden
vaihtelevampia. Helposti tunnistettavat ja varmasti A-liuoksella tuloksen antavat
kannat, kuten E. coli ja Staphylococcus aureus, onnistuivat oikein hyvin. Inkubointiajat
ja kuoppalevyjen reaktioiden varit olivat kutakuinkin selkeédsti tulkittavissa, eika
suurempia ongelmia nain ollen ollut. Bacillus cereus aiheutti ongelmia A-liuoksella
tehtdessad, silla negatiiviseen kontrolliin muodostui violettia varid, joka aiheutti ongelmia
muiden kuoppien varireaktioiden tulkitsemisessa. B-liuoksella tehtdessa Bacillus
cereus antoi jo paremman tuloksen, vaikkakaan saatu tunnistamisprosentti oli vain
82.3%. Ongelmana tassa naytteessa oli inkubointiajan saaminen
laboratoriontydaikoihin  sopivaksi, silla kuoppalevy inkuboitui lampékaapissa niin
sanotusti yliaikaa, ja nain ollen positiivisten ja borderline reaktioiden tulkitseminen
muuttui hankalaksi.

Suurin osa naytteistd testattiin kahteen tai jopa kolmeen kertaan. Kuoppalevyjen
rajallisen maaran vuoksi vahemman tarpeellisten naytteiden testaamista ei lahdetty
uusimaan, vaikka tulosta ei saatukaan. C-liuoksella analysoidiut Enterococcus faecalis,
Streptococcus uberis ja Klebsiella pneumoniae eivat antaneet tuloksia lainkaan.
Viimeinen Klebsiella-nayte antoi mahdolliseksi tulokseksi Klebsiella pneumoniae, mutta
tulokselle ei saatu tunnistusprosenttia lainkaan, joten tulosta ei voi sanoa luotettavaksi.
ATCC-kantojen tuloksiin saattaa merkittavasti vaikuttaa se, ettd menetelman kayttd oli
aivan uutta eikd jokaisen varireaktion tulkitseminen ollut aivan yksinkertaista.
Tuntemattomien naytteiden tulkitseminen oli jo huomattavasti helpompaa kuin

lukemiseen oli saatu tietty varmuus.

Kuvassa 12 on E. coli -naytteen kuoppalevy inkubointiajan jalkeen. Kuoppalevysta on
selvasti huomattavissa, ettd naytteen kasvatus on onnistunut, silld negatiivinen kontrolli
on kirkas ja puolestaan positivinen kontrolli on tumman violetti. Varireaktiot
negatiivinen-borderline-positiivinen ovat selkeasti luettavissa, ja nain ollen saatu

identifiointiprosenttikin on erittain hyva.
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Kuva 12. E. coli— naytteen kuoppalevy inkubointiajan jalkeen.

8.2 Menetelmien vertailu

GEN Il ja ApiStaph/APl 20 E antoivat kutakuinkin yhtenevid tuloksia kesken&én.
Tunnistusprosentit erosivat toisistaan jonkin verran, mutta paaséantdisesti saadun
tulokset olivat keskendan yhtenevia. RaplDStaph-testauksessa naytteet jaivat liian
laimeiksi, mink& takia tuloksia ei saatu kuin kahdelle naytteelle. Nayte 4030-6 antoi
GEN Il tulokseksi Diezia maris ja ID oli vain 68.3 %, RapIDStaphilla puolestaan
tulokseksi saatiin Micrococcus sp, joten tastd voidaan péaéatella, ettd toinen
testaustuloksista ei pida lainkaan paikkaansa. Tama voitaneen selittda ainakin osittain
sillda, ettd RaplDStaph-testauksessa naytteet jaivat yleisesti liian laimeiksi, eika
reaktioita néin ollen ehtinyt inkubointiajan rajoissa muodostua.

Nayte 3027-3 antoi GEN lll:lla tulokseksi Staphylococcus hominis ja
tunnistusprosentiksi 98,4 %, joka on hyva, kun puolestaan APIStaph ei antanut
lainkaan tulosta. Tahan voi yhtend syyna olla ainakin API-testauksen solususpension
vahvuus, joka ei valttdmatta ollut tarpeeksi vahva. Naytteessda 3027-7 GEN Il on
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antanut tulokseksi Macrococcus bovicus ja APIStaph puolestaan Staphylococcus
saprophyticus. Tulos on sikali hyva, ettd se antaa bakteerille oikean suvun, vaikka laji
on vaara. Tuloksia tarkastellessa huomaa selvasti, ettd mikali GEN IIl ei antanut

tulosta, ei tulosta yleisesti saatu mydskaan referenssimenetelmilla.

8.3 Luennan toistettavuus eri henkildiden kesken

Eri lukijoiden kesken tulokset olivat yllattavankin yhtenevia, silla menetelma oli kaikille
kolmelle lukijalle taysin uusi, eika varireaktioiden tulkitseminen ollut ihan yksinkertaista.
Viimeinen nayte (4030-5) antoi erittdin hyvin kuvan Bacillus-sukuisten bakteerien
tunnistuksesta, silld varsinkin puhtaita ATCC-kantoja testatessa juuri nama
osoittautuivat kaikista vaikeimmiksi testattavaksi ja tulkittavaksi, silld negatiivinen
kontrollikuoppa varjaytyy helposti hennon vaaleanvioletiksi. Kaikkien lukijoiden saadut
identifiointiprosentit olivat kahta naytetta (3026-9 ja 3027-10) lukuunottamatta hyvia,
Edella mainituissa naytteissa lukijan 2 identifiointiprosentit jaavét alle hyvaksytyn rajan,
mutta saatu laji on kuitenkin yhteneva kahden muun lukijan kanssa. Lukijoiden véliset
tulkintaerot naytteiden kesken tilastollisesti tarkasteltuna eroavat kylla merkitsevasti
toisistaan, mutta tdhan vaikuttaa se, etta tulosten analysointi on tapahtunut kaikkien
naytteiden kesken, eikd ainoastaan yhden naytteen sisalld. Todellisesta erosta
lukijoiden kesken kertoo enemman keskihajonnan arvo, joka on selvasti suurempi
naytteissa 3026-3, 3026-9 ja 3027—10. Naiden naytteiden kohdalla vérireaktiot olivat
hankalasti eroteltavissa varsinkin reaktioissa borderline-positiivinen.

9 Yhteenveto

Ty6n tarkoituksena oli selvittaa, pystyisiké GEN lll:lla korvaamaan kaikki kaytéssa
olevat useammat referenssimenetelmat ja siirtymaan tunnistuksessa kayttamaan
ainoastaan sitd. Menetelmakohtaisen vertailun tuloksena voidaan hyvin sanoa, etta
GEN lll:lla voitaisiin korvata ainakin kaytdssa olevat API-testit. RaplDStaph on
menetelmana laboratoriossa, jossa tyd suoritettiin, uusi eika virallisessa kaytdssa ole
juurikaan ollut, jota tarkoituksena olisi korvata ainoastaan API-testit. GEN Ill antaa
laajemmat mahdollisuudet mikrobien testaamiseen, eikd testaamista ennen tarvita
muita testeja (katalaasi/oksidaasi), vaan mikroskopoinnin ja gram-varjayksen jalkeen
voidaan suoraan siirtyd testaamaan haluttuja naytteitd. Testausmenetelméana GEN Il
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manuaalinen identifiointi jarjestelma on loppujen lopuksi hyvin yksinkertainen ja antaa

testausajassa luotettavia tuloksia.

Tulokset eri henkildiden lukijoiden kesken puoltavat sita, ettd vaikka GEN lll:n
varireaktiot eivat valttamatta ole aina kovin selkeita positiivisia tai negatiivisia, pystyvat
eri lukijat kuitenkin saamaan samasta naytteestad varsin yhtenevid tuloksia, vaikka
reaktiot ovat melko tulkinnanvaraisia. Testin uusittavuutta alusta alkaen tehtyna on
hankala arvioida, silla useampi henkild ei toteuttanut testida alusta alkaen samalla
naytteelld uudestaan. Voidaan ainoastaan todeta, ettd kuoppalevyjen lukeminen eri
henkildiden toistamana onnistuu melko hyvin. ATCC-naytteiden analysointi ei
puolestaan antanut tulosten valossa kovinkaan positiivista kuvaa GEN lll:n
tulosvarmuudesta, mutta ndmé& tulokset ovat selitettdvissa luultavasti silla, etta
menetelma oli ensimmaisten testausten kohdalla viela uusi ja tulosten tulkinta oli

epavarmaa, mika varmasti vaikuttaa tuloksiin.

GEN Illl:n kayttd laboratoriossa, joka on auki kahdeksan tuntia paivassd ja vain
arkipdivisin, saattaa aiheuttaa joidenkin naytteiden kohdalla kuoppalevyjen
ylivarittymistd eli inkubointiajan venymistd liian pitkaksi, mikd vaikeuttaa tulosten
tulkitsemista. Téallaisia naytteitd tulosten valossa ovat paasaantdisesti liuoksella B
analysoitavat naytteet, esimerkiksi Bacillus-sukuiset bakteerit. Yleisena lopputuloksena
voidaan kuitenkin sanoa, ettd GEN lll:n kayttédnotto ainoaksi testimenetelmaksi
nayttéisi tulosten tarkastelun perusteella olevan hyvin mahdollista.

Tulosten varireaktioiden tulkitseminen ei aistinvaraisesti ole valttaméattd kovinkaan
yksinkertaista jokaisen levyn kohdalla, ja nain ollen virhetulkintoja saattaa syntya.
Tahan ratkaisuna olisi kayttaa laboratoriossa taysin automatisoitua GEN Il OmniLog®
ID System-menetelm&a, joka inkuboinnin ja lampétilojen asettamisen lisdksi lukee
erilliselld lukijalla kuoppalevyt ja antaa ndista tulokset tietokoneelle valmiiksi. Talla
valtettaisiin aistinvaraisen tulkinnan virheitd, mutta investointikustannukset ovat
automaattisella menetelméalld huomattavasti suuremmat kuin  manuaalisen

identifiointijarjestelman hankkimisessa.
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