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Gram-varjays on tarkea bakteerien ensivaiheen tunnistukseen kaytettava mene-
telma. Se perustuu bakteerien soluseinien rakenteellisiin eroihin, erottaen bak-
teerit kahteen suureen rynmaan. Sen myota Gram-positiiviset bakteerit varjayty-
vat sinivioleteiksi ja gram-negatiiviset punertaviksi. Mikrobilaakityksen aloituksen
kannalta on tarkeaa tunnistaa bakteerit oikein joko gram-negatiivisiksi tai -positii-
visiksi, silla niihin tehoavat erilaiset 1aakkeet.

Opinnaytety6 on Reagena Oy:n toimeksiantama, ja sen tarkoituksena on testata
laakinnalliseksi laitteeksi luokiteltavan Gram Staining Kit -tuotteen sailyvyytta
seka tuottaa tuloksista kuvamateriaalia. Varjaysliuoksia oli sailytetty erilaisissa
olosuhteissa ja simuloitu mm. kuljetuksen aikaisille lampaétilan vaihteluille altistu-
mista. Sailyvyystestaukset perustuvat IVD-direktiivin korvanneeseen IVD-asetuk-
seen, joka tuli portaittain voimaan.

Opinnaytety0ssa kaytettiin kolmea eri Tampereen ammattikorkeakoulun arkis-
tosta I0ytyvaa bakteerilajia, jotka viljeltiin maljoille ja varjattiin Gram Staining Kitin
varjaysliuoksilla. Varjaykset suoritettiin kahdessa erassa. Ensimmaiset varjayk-
set suoritettiin lokakuussa 2023, jolloin testattin huoneenlammdssa (18...25
°C:ssa) sailytettya kittia, lamporasitettua kittia (altistettu +37 °C:een) seka kay-
tonaikaisen sailyvyyden testaukseen tarkoitettua kittia (sailytetty 24 h ajan korkit
auki), josta tehtiin varjaykset aikapisteissa 0 h, 5 h ja 24 h. Tassa vaiheessa kai-
kissa varjaysliuoksissa oli jaljella kayttdaikaa. Toiset varjaykset suoritettiin huhti-
kuussa 2024, kun varjaysliuosten paivaykset olivat menneet umpeen. 24 h auki
olleilla varjaysliuoksilla suoritettiin talldin vain yhdet varjaykset.

Varjaystulosten perusteella kaikki varjaysliuokset pysyivat toimintakelpoisina,
mutta |l@mporasitetut (+37 °C) varjaysliuokset olivat alttimpia artefaktoille, eten-
kin, kun niiden paivays oli umpeutunut. Myos muut vanhentuneet varjaysliuokset
olivat hieman alttiimpia erilaisille artefaktoille verrattuna niihin, joissa oli paivaysta
jaljella. Kaikki bakteerit varjaytyivat oikein gram-varjaysperiaatteen mukaisesti.
Tutkimuksen perusteella Gram Staining Kitin varjaysliuokset ovat kayttokelpoisia
viela paivayksen umpeutumisenkin jalkeen.

Asiasanat: gram-varjays, bakteerit, sailyvyystestaus
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This bachelor’s thesis is a part of the client’s stability studies of the IVD-product
Gram Staining Kit. The client is Reagena Oy, which is a Finnish company in the
field of diagnostics. The objective of this study was to determine the stability of
the Gram Staining Kit due to the new requirements of the IVD-act. The Gram
stain is a staining technique used to classify bacteria in gram-positive and gram-
negative bacteria. The Gram stain is an important first stage classifying method
according to which clinicians choose the patient’s antimicrobial medication.

In this study, three different species of bacteria were dyed using the Gram Stain-
ing Kit. These kits were stored in different temperatures to examine shelf life and
stimulate different conditions during transportation. The purpose of this was to
assess the reliability of the dyeing results. The study examined shelf life in room
temperature (18...25 °C) and stability during transport (exposed to +37 °C heat).
Furthermore, the study examined in-use stability (stored with the caps off and
stained at time points 0 h, 5 h and 24 h) and expired reagents (two months after
expiration date).

During the study it became apparent that the reagents cannot freeze as the rea-
gent containers broke in the freezer. Otherwise, different temperatures and other
factors did not make the reagents unusable, but the number of artefacts in-
creased in the samples. All bacteria were stained according to gram stain princi-
ple. In conclusion the reagents can withstand changing conditions, but the stain
results may be affected by artefacts.

Key words: Gram staining, bacteria, stability study
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ERITYISSANASTO

Aerobinen bakteeri
Anaerobinen bakteeri
Ekstra-
kromosomaalinen
Fakultatiivisesti
anaerobinen bakteeri
Fimbria

Flagella

Kapseli

Lipopolysakkaridi

Lipoproteiini

Lipoteikkohappo

Normaalimikrobisto

Nukleoidi

Opportunisti

Patogeeni

Peptidoglykaani

Ribosomi

Hapellisessa ymparistossa elava bakteeri.

Hapettomissa ymparistdissa elava bakteeri.

Perinndllinen tekija, joka ei sijaitse kromosomissa.

Vahahappisia tai hapettomia olosuhteita sietava aero-
binen bakteeri (Tieteen termipankki 2024a).

Ohuita karvoja, joilla bakteerit kiinnittyvat ymparis-
toonsa.

Varekarva bakteerin liikkumista varten.

Useimmiten polysakkarideista koostuva, I0yhasti solun
ulkopuolelle liittynyt bakteeria suojaava rakenne (Skur-
nik & Vuopio 2020).

Rasvasta ja suurimolekyylisesta hiilihydraatista koos-
tuva ulkokalvon molekyyli (Terveyskirjasto 2016).
Soluseinan proteiineja, jotka auttavat bakteeria kiinnit-
tymaan isantasoluun ja osallistuvat ravinteiden kulje-
tukseen solukalvon 1api (Kovacs-Simon, Titball &
Michell 2010).

Solukalvon rakennusaine, jonka tehtavana on mm. tu-
lehdusreaktion aiheuttaminen isannalle (Vuopio, Kuu-
sela & Jarvinen 2020).

Ihmisessa esim. iholla normaalisti elava tavallinen,
yleensa haitaton mikrobisto (Tieteen termipankki
2024Db).

Pakkautunut solun kromosomaalinen DNA.

Tilannetta tai vallitsevaa olosuhdetta hyvaksikayttava
elio.

Taudinaiheuttaja.

Bakteerin soluseinan rakenneosa, joka yllapitaa solun
muotoa.

Proteiinista ja RNA:sta koostuva soluelin.



Soluseina

Sytoplasma
Sytoplasminen
membraani

S-kerros

Teikkohappo
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Solukalvon ulkopuolinen rakenne, joka estaa bakteeri-
solujen osmoottisen hajoamisen ja antaa niille ominai-
sen muodon (Skurnik & Vuopio 2020).

Solukalvon sisapuolella oleva solulima.

Solurakenteita ymparoiva solukalvo.

Parakiteinen ohut proteiinikerros, joka on kiinnittynyt
soluseinan uloimpaan osaan, ja joka voi suojata solua
esim. haitallisilta entsyymeilta. (Uniprot n.d.)
Peptidoglykaaniin kovalenttisesti sitoutuneita vesiliukoi-
sia ja negatiivisesti varautuneita polymeereja, jotka
ovat valttamattomia solun elinkyvylle (Murray ym.
2021.)



1 JOHDANTO

Gram-varjays on yleinen bakteerien tunnistamiseen kaytettava varjaysmene-
telma, jonka avulla bakteerit voidaan jakaa varjaytyvyytensa perusteella gram-
positiivisiin ja -negatiivisiin bakteereihin. Gram-varjaytyminen perustuu baktee-
rien soluseinien erilaisiin kemiallisiin ja fysikaalisiin ominaisuuksiin. Gram-positii-
viset bakteerit varjaytyvat gram-varjayksessa sinivioleteiksi ja gram-negatiiviset
bakteerit vaaleanpunaisiksi tai punertaviksi. Gram-varjays on nopea, tehokas ja
helppo testi, jonka avulla kliinikot voivat erottaa bakteerit kahteen suureen ryh-
maan, kehittaa alustavan diagnoosin ja nain ollen aloittaa potilaan hoidon perus-

tuen bakteerien luontaisiin eroihin (Murray, Rosenthal & Pfaller 2021).

Opinnaytetydn toimeksiantajana toimii Reagena Oy, joka on suomalainen biotek-
nologiayritys. Reagena valmistaa, myy ja kehittaa erilaisia korkealaatuisia tuot-
teita kliinisille laboratorioille, apteekeille seka teollisuudelle. Naihin kuuluu esi-
merkiksi erilaiset reagenssit, varjaysliuokset, puskurit ja fiksatiivit. Yksi Reagenan
valmistamista tuotteista on ladkinnalliseksi laitteeksi luokiteltu Gram Staining Kit,
joka sisaltaa bakteerien gram-varjayksen tarvittavat nelja kayttovalmista varjays-

liuosta.

IVD-asetus (EU 2017/746) on in vitro -diagnostisia Iaakinnallisia laitteita koskeva
EU-asetus, jonka soveltaminen alkaa porrastettuna muutosasetuksen mukaisesti
26.5.2022. Uusi asetus korvaa in vitro -diagnostiikkaan tarkoitettujen laakinnallis-
ten laitteiden direktiivin 98/79/EY (IVDD) ja sen tavoitteena on parantaa laakin-
nallisten laitteiden potilasturvallisuutta. (Fimea 2022.) IVD-asetuksen my6ta Rea-
gena toteuttaa Gram Staining Kit -tuotteelle sailyvyystestaukset, jotta tuote tayt-

taa uuden asetuksen mukaiset vaatimukset.

Opinnaytetydn tarkoituksena on muuttuneiden vaatimusten pohjalta tutkia gram-
varjaysliuosten sailyvyytta osana Gram Staining Kit -tuotteen sailyvyystestauksia.
Tavoitteena on tehda gram-varjayksia eri bakteerikannoille Reagenan valmista-
milla gram-varjaysliuoksilla seka tuottaa toimeksiantajalle kuvamateriaalia var-

jaystuloksista. Sailyvyystestaukset perustuvat bakteerien varjaytymiseen oikein
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varjaysliuoksilla, joita on sailytetty eri lampdtiloissa simuloiden erilaisia olosuh-
teita, joihin ne voisivat joutua esimerkiksi kuljetuksen aikana. Vertailussa on mu-
kana huoneenlampdtilassa sailytetyt, +37 °C:een lampdtilalle altistetut seka ve-
tokaappiin auki jatetyt varjayskitit. Varjaysliuoksia testattiin myos niiden viimeisen

kayttopaivan umpeuduttua.

Opinnaytetyon aihetta lahestyttiin IVD-asetuksen kautta, koska uusi asetus on
ollut pohjana Gram Staining Kit -tuotteen sailyvyystestauksille. Opinnaytety6 ka-
sittelee bakteerien teoriaa yleisella tasolla seka kuvailee tarkemmin tyohon valit-
tuja bakteereja, jotka ovat Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ja
Escherichia coli. Varjattavaksi valikoitui kolme yleista bakteeria, koska naytetyyp-
pien tuli vastata Kliinisissa laboratorioissa rutiininomaisesti analysoituja potilas-
naytteita seka kantojen tuli olla saatavilla Tampereen ammattikorkeakoulun nay-
tearkistossa. Opinnaytey6ssa kaydaan lapi myos gram-varjayksen teoriaa ennen

opinnaytetyon toteutuksen ja tulosten kuvausta seka johtopaatoksia ja pohdintaa.

Tutkimuskysymyksiksi valikoituivat seuraavat kysymykset:

1. Miten varjaysliuosten pitkaaikainen sailytys vaikuttaa varjaystulokseen?

2. Pysyvatko varjaysliuokset kayttokelpoisina, kun ne ovat altistuneet kulje-
tuksen aikaisille lampdtilan vaihteluille?

3. Miten reagenssipullon auki jattaminen vaikuttaa varjaystulokseen?

4. Miten vanhentuneiden varjaysliuosten kaytto vaikuttaa varjaystulokseen?



2 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Opinnaytety0 on toteutettu osana Reagenan Stability studies of IVD device -
suunnitelmaa (2021), jonka tavoitteena on maarittaa Gram Staining Kit -tuotteen
sailyvyys ja kuljetusrajoitukset. Meidan osuutenamme on suorittaa tuotteella bak-
teerien gram-varjayksia ja tutkia siten tuotteen sailyvyytta. Sailyvyystutkimukset

on jarjestetty tayttamaan IVD-asetuksen (2017/746/EU) vaatimukset.

IVD-asetus muuttaa in vitro -diagnostiikkaan tarkoitettujen laakinnallisten laittei-
den (IVD-laitteiden) vaatimuksia muun muassa riskiluokitusten seka ilmoitettujen
laitosten kohdalta. Laitevalmistajien tulee varmistaa, etta laitteet tayttavat nama
vaatimukset. Muutokset vaativat laitevalmistajilta erilaisia toimia, kuten suoritus-
kyvyn arviointia. IVD-asetus lisaa seurantaa seka valvontaa, joita suorittavat kan-
salliset toimivaltaiset viranomaiset ja Euroopan komissio. Tarkoituksena on luo-
tettavan, vakaan ja avoimen saantelykehyksen avulla parantaa kliinista turvalli-

suutta seka markkinoiden yhdenvertaisuutta. (Euroopan komissio 2020.)

Keskeisimpia uuden asetuksen tuomia muutoksia potilasturvallisuuden paranta-
miseksi ovat esimerkiksi ilmoitettujen laitosten eli riippumattomien ulkopuolisten
arviointilaitosten osallistuminen laitteiden turvallisuuden ja suorituskyvyn arvioin-
tiin ja valmistajien valvontaan, lisaantynyt painoarvo laitteilta vaadittavaan kliini-
seen tutkimusnayttoon ja koko elinkaaren mittaiseen suorituskyvyn seurantaan
seka koko toimitusketjua koskevat velvoitteet vastata laitteiden vaatimustenmu-
kaisuuden varmistamisesta ja kayttdturvallisuudesta. (Fimea 2022.) Yhtena suu-
rimpana muutoksena on IVD-laitteiden riskiluokitukset. IVD-asetuksen mukaan
ensisijaisesti laitteiden valmistajat luokittelevat omat laitteensa kansainvalisten

luokitusperiaatteiden mukaisesti riskiluokkiin A-D. (Euroopan komissio 2020.)

Opinnaytetyon tarkoituksena on IVD-asetuksen pohjalta tehda sailyvyystestauk-
sia Reagenan valmistamille gram-varjaysliuoksille. Opinnaytetydssa tehdaan
kvalitatiivista tutkimusta, jonka tarkoituksena on tutkia gram-varjaysliuosten sai-
lyvyytta seka huoneenlammaossa etta altistuessaan kuljetuksen aikaisille lampo-
tilan vaihteluille. Tavoitteena on varjata eri bakteerikantoja kayttamalla erilaisissa
olosuhteissa olleita kitteja ja tuottaa tuloksista kuvamateriaalia toimeksiantajalle.
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Reagena suorittaa varjaysliuoksille omat analyysit, mutta ne eivat suoraan osoita
tuotteen sailyvyytta, joten paatods sailyvyydesta perustuu paaasiassa varjaystu-

loksiin.

Lisaksi tarkoituksena on tutkia varjaysliuosten kayton aikaista sailyvyytta sailyt-
tamalla varjaysliuoksia vetokaapissa 24 tunnin ajan korkit auki. Kayton aikaisen
sailyvyyden tutkimista ei ole kuvattu Reagenan sailyvyystutkimussuunnitel-
massa, silla kliinisten laboratorioiden tulee itse maarittaa tuotteen kaytonaikainen
kestavyys, johtuen vaihtelevista varjayskammioiden ominaisuuksista ja varjays-
taajuudesta eri laboratorioiden valilla. Opinnaytetyon tavoitteena on kuitenkin ke-
rata toimeksiantajalle suuntaa antavaa tietoa myos tuotteen kayttokestavyydesta.
Testasimme kittejd myos sen jalkeen, kun niiden viimeinen kayttépaiva oli um-

peutunut.
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3 BAKTEERIT

Bakteerit ovat yksisoluisia mikrobeja, joita esiintyy ihmisten ja elainten normaali-
mikrobistossa seka ymparoivassa maaperassa. Inmiskehoa kolonisoivat baktee-
rit ovat paasaantoisesti hyodyllisia, silla esimerkiksi suolistobakteerit osallistuvat
ruoansulatukseen ja tuottavat vitamiineja. Vain pieni osa tunnetuista bakteereista
on ihmiselle haitallisia, mutta ne voivat aiheuttaa erilaisia sairauksia vaihdellen
flunssan kaltaisista oireista jopa hengenvaaralliseen septiseen shokkiin. (Willis
2020.)

Bakteeri infektoi isannan joko kiinnittymalla limakalvoon ja tunkeutumalla suo-
raan isantasoluun tai kiinnittymalla epiteelisoluihin ja tuottamalla isantasoluun
tunkeutuvia toksiineja. Nama vaikuttavat haitallisesti solun biokemiallisiin reakti-
oihin, minka seurauksena solun toiminta hairiintyy tai solu kuolee. Joidenkin bak-
teerien lisaantyessa, ne ulottuvat yha syvemmalle kudoksiin ja paatyvat lopulta
verenkiertoon. Kehittyvissa maissa huono sanitaatio lisaa infektioriskia ja bak-
teeri-infektiot aiheuttavat usein kuoleman tai vamman. Korkean tulotason maissa
bakteeri-infektiot ovat yleisimpid kuolemaan johtavia tartuntatauteja. (Willis
2020.)

3.1 Bakteerien rakenne ja luokittelu

Bakteerit ovat prokaryootteja eli esitumallisia mikrobeja. Ne ovat mikroskooppi-
sen pienia ja rakenteeltaan suhteellisen yksinkertaisia (kuva 1). Niilla ei ole tu-
maa, vaan niiden rengasmainen DNA-molekyyli, eli niin kutsuttu bakteerikromo-
somi, on solulimassa nukleoidina. (Skurnik & Vuopio 2020.) Bakteereilla voi olla
myOs ekstrakromosomaalisesta DNA:sta koostuvia plasmideja. (Murray ym.
2021). Bakteerien perusrakenteeseen kuuluvat DNA:n lisdksi ribosomit, sy-
toplasma, solukalvo, soluseina, kapseli, fimbriat ja flagellat (Skurnik & Vuopio
2020).
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Bacterial c_ell

/ cytoplasm

plasma
membrans

capsule

plasmid

mesosome 2010 Encyelopaedia Britannica, Ine.

KUVA 1. Bakteerisolun rakenne: ylapuolella vasemmalta oikealle fimbriat, sy-
toplasma, rengasmainen kromosomi, ribosomit ja flagellat seka alapuolella va-
semmalta oikealle soluseina, solukalvo, kapseli, plasmidi ja mesosomi. (Kuva:

Encyclopedia Britannica).

Soluseinan rakenne, komponentit ja toiminnot erottavat bakteerit joko gram-po-
sitiivisiksi tai -negatiivisiksi. Gram-positiivisten bakteerien soluseinassa on teikko-
ja lipoteikkohappoja sisaltava paksu peptidoglykaanikerros. Gram-negatiivisilla
bakteereilla on soluseinassaan ohut peptidoglykaanikerros seka ulkomembraani,
joka sisaltaa lipopolysakkarideja, fosfolipideja ja proteiineja. Ulkomembraanin ja
solukalvon valinen alue, periplasminen tila, sisaltdéa mm. proteiinien ja aineen-
vaihduntatuotteiden kuljetusjarjestelmien komponentteja seka hydrolyyttisia ent-

syymeja. (Murray ym. 2021.)

Bakteereja voidaan luokitella makroskooppisen ja mikroskooppisen ulkonaon,
tyypillisten kasvu- ja aineenvaihduntaominaisuuksien seka antigeenien ja geno-
tyypin mukaan (Murray ym. 2021). Bakteerien taksonominen luokittelu perustuu
nykyisin bakteerien DNA-rakenteeseen ja luokittelussa voidaan kayttaa erilaisia
testeja. Rutiinidiagnostiikassa bakteerien tunnistuksessa pyritaan kuitenkin yk-
sinkertaisuuteen, nopeuteen seka toistettavuuteen. Infektiodiagnostiikassa bak-
teerit tyypitetaan edelleen paaosin fenotyyppiominaisuuksien mukaan. Infektioi-
den alustavassa toteamisessa tarkeita parametreja ovat mm. bakteerien gram-

varjaytyvyys seka solujen morfologia. (Munukka & Eerola 2020.)
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Bakteerit jaetaan muodon perusteella mm. kokkeihin (pallomaisia), sauvoihin (sy-
linterimaisia), vibrioihin (kayristyneita sauvoja) ja spirokeettoihin (kierteisia). Kok-
kobasillit ovat kokkien ja sauvojen valimuotoja. Bakteerit voivat ryhmittya tunnus-
omaisella tavalla esimerkiksi pareiksi (diplokokkeja), ketjuiksi tai ryhmiksi (Carl-
son & Koskela 2011). Vaatimukset kasvuolosuhteiden suhteen maarittelevat,
ovatko bakteerit aerobisia, anaerobisia vai fakultatiivisesti anaerobisia. (Murray
2018.)

3.2 Kokkibakteerit

Aerobiset gram-positiiviset kokit ovat heterogeeninen ryhma pallomaisia baktee-
reja, joita esiintyy yleisesti suussa, maha-suolikanavassa, virtsateissa ja iholla.
Naista tarkeimmat ja yleisimmat bakteeri-infektioihin liittyvat suvut ovat Staphylo-

coccus, Streptococcus ja Enterococcus. (Murray 2018.)

Staphylococcus aureus on yleinen ihon ja limakalvojen bakteeri. Se esiintyy joka
neljannella terveelld suomalaisella iholla tai nenanielussa (Anttila 2024). S. au-
reus on gram-positiivinen ryhmakokki (kuva 2), joka aiheuttaa infektioita niin pe-
rusterveille kuin henkildille, joiden vastustuskyky on heikentynyt. Tarkeimpia S.
aureuksen aiheuttamia infektioita ovat muun muassa markaiset iho- ja pehmyt-
kudosinfektiot, leikkaushaavainfektiot seka vakavat yleisinfektiot, kuten baktere-
mia. S. aureus:ta esiintyy myds metisilliini mikrobiladkkeelle resistentteina
MRSA-kantoina. Nama kannat ovat muuntuneet resistenteiksi myos lahes kaikille
beetalaktaamimikrobilaakkeille. MRSA-I0yddkset tulee ilmoittaa tartuntatautire-

Kisteriin. (Jarvinen, Kuusela & Vuopio 2020.)
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KUVA 2. Staphylococcus aureus on gram-positiivinen kokki, joka varjaytyy

gram-varjayksella sinivioletiksi. (Kuva: Ida Jokela)

Streptococcus pyogenes on A-ryhmaan kuuluva gram-positiivinen beetahemo-
lyyttinen ketjukokki (kuva 3), joka elaa ihmisen limakalvoilla. Se kuuluu yleisimpiin
lasten ja aikuisten bakteeri-infektioiden aiheuttajiin. Str. pyogenes aiheuttaa ylei-
simmin nielurisatulehdusta ja useimmiten nieluinfektiot esiintyvat epidemiana.
Talloin tarkein hoitokeino on varhainen antibioottihoidon aloitus. Tautikirjo on kui-
tenkin laaja ja Str. pyogenes voi myos aiheuttaa infektioita iholla ja pehmytkudok-
sissa tai vakavan yleisinfektion, kuten sepsiksen. Str. pyogenes tarttuu tyypilli-
sesti pisaratartuntana, mutta joskus myos kosketustartuntana oireellisesta tai oi-
reettomasta kantajasta. (Vuopio & Syrjanen 2020.)
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KUVA 3. Streptococcus pyogenes on gram-positiivinen kokki, joka varjaytyy

gram-varjayksella sinivioletiksi. (Kuva: Ida Jokela)

Gram-negatiivisia kokkeja ovat Neisseriaceae-heimoon kuuluvat neisseriat,
joista tarkeimmat inmispatogeenit ovat tippuria aiheuttava N. gonorrhoeae. seka
sepsista ja aivokalvontulehdusta aiheuttava N. meningitidis. Liséksi heimoon
kuuluu monia muita lajeja, jotka ovat normaaleja suunielun asukkaita. (Berkowitz
& Jerris 2015.)

3.3 Sauvabakeerit

Aerobiset gram-positiiviset sauvabakteerit voidaan jakaa itiditd muodostaviin
sauvoihin, joista yleisin on Bacillus seka itiditda muodostamattomiin sauvoihin,
joista yleisimpia ovat Listeria ja Corynebacterium. Anaerobisia itionmuodostajia
ovat Clostridium- ja Clostridioides-sukujen jasenet, joita esiintyy maaperassa ja
muussa ymparistossa. Naistd tunnetuimpia ovat jaykkakouristusta aiheuttava
Clostridium tetani, botulismia aiheuttava Clostridium botulinum, kaasukuoliota ai-
heuttava Clostridium perfringens ja antibioottiripulia aiheuttava Clostridioides dif-
ficile. (Murray 2018.)
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Gram-negatiiviset sauvat muodostavat suuren bakteerijoukon, johon sisaltyy mo-
nia heimoja, sukuja ja lajeja. Useimmat kliiniset isolaatit kuuluvat Enterobacteria-
ceae-heimoon. (Berkowitz & Jerris 2015.) Enterobakteereista tunnetuin on Es-
cherichia coli, joka on hyvin laajalti tutkittu bakteeri. E. coli on gram-negatiivinen
sauva (kuva 4) ja se on ihmisen suoliston normaalimikrobiston yleisin aerobinen
bakteerilaji. E. colit ovat useimmiten ihmiselle harmittomia ja niita pidetaan hyo-
dyllising, silla ne estavat patogeeneja esiintymasta ja lisaantymasta suolistossa.
E. colit voivat kuitenkin muuttua opportunistisiksi patogeeneiksi ja aiheuttaa eri-
laisia infektioita, joista tavallisimpia ovat ripuli ja virtsatieinfektiot. Ripulia aiheut-
tavat E. colit tarttuvat yleensa saastuneen ruoan ja veden valityksella. Virtsatiein-
fektioissa ja kirurgisissa infektioissa E. coli on peraisin yleensa ihmisen omasta

suolistosta. (Hakanen, Kantele & Salmenlinna 2020.)
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KUVA 4. Escherichia coli on gram-negatiivinen sauva, joka varjaytyy gram-var-

jayksella punertavaksi. (Kuva: Leena Niemi)
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4 GRAM-VARJAYS

Gram-varjays on Hans Christian Gramin vuonna 1884 kehittama bakteerien var-
jaysmenetelma, jolla on mahdollista erottaa gram-positiiviset ja gram-negatiiviset
bakteerit toisistaan kayttamalla kristallivioletti-jodikompleksia seka safraniini-vas-
tavaria. Gram-varjays on nykyaan yksi tarkeimmista bakteerien varjaysteknii-
koista. Se on edullinen ja yksinkertainen menetelma, jota kaytetdaan maailman-
laajuisesti. Gram-varjayksen avulla voidaan nopeasti arvioida patogeenien mor-
fologisia ominaisuuksia infektoituneelta alueelta otetusta naytteesta. (Yoshimura,
Ogura & Oda 2023.) Varjays on mahdollista tehda joko suoraan naytteesta tai

viljellysta bakteeripesakkeesta (Vuento & Vuorinen 2020).

Gram-varjays on tarkea pikatesti, joka antaa alustavaa tietoa mahdollisesta in-
fektiotaudista. Se on hyddyksi etenkin markaisen aivokalvontulehduksen labora-
toriodiagnostiikassa. Lisaksi gram-varjayksen avulla voidaan todeta alustavasti
miehen tippuri seka hengenvaarallinen kaasukuolio. (Carlson & Koskela 2011.)
Bakteremian tunnistamisessa tieto bakteerin gram-varjaytyvyydesta seka muo-
dosta ja ryhmittymisesta auttavat antibioottihoidon valinnassa ennen kuin bak-
teeri tunnistetaan tarkemmin muilla menetelmilla (Anttila 2024). Gram-negatiivis-
ten bakteerien soluseinassa olevan ulkomembraanin tehtava on suojella baktee-
ria haitallisilta aineilta, minka vuoksi monet gram-positiivisiin bakteereihin vaikut-
tavat bakteeriladkkeet eivat tehoa gram-negatiivisiin bakteereihin (Skurnik &
Vuopio 2020).

4.1 Varjayksen periaate

Gram-varjays on differentiaalivarjays eli siina kaytetdan useampaa kuin yhta var-
jaysliuosta ja prosessi koostuu useista vaiheista, mika mahdollistaa solurakentei-
den erottumisen. Varjays perustuu eroihin gram-positiivisten ja gram-negatiivis-
ten bakteerien soluseinissa (kuvio 1) seka gram-positiivisten bakteerisolujen ky-
kyyn sailyttaa primaarivarina kaytettava kristallivioletti (Ahern 2018). Sinivioletiksi

varjaytyvilla gram-positiivisilla bakteereilla kristallivioletti jaa loukkuun soluseinan
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verkkomaiseen peptidoglykaanikerrokseen, toisin kuin gram-negatiivisilla bak-
teereilla, joilla peptidoglykaanikerros on ohuempi. Taman vuoksi ne vastavarja-

taan safraniinilla punertaviksi. (Murray ym. 2021.)
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KUVIO 1. Gram-negatiivisen ja gram-positiivisen soluseinan erot. Gram-negatii-
visella bakteerilla on ohut peptidoglykaanikerros solukalvon ja ulkokalvon vali-
sessa periplasmisessa tilassa. Lipidikaksoiskerroksesta koostuva ulkomem-
braani sisaltaa lipopolysakkarideja ja erilaisia kanavia. Gram-positiivisen baktee-
rin solukalvoa ymparoi paksu peptidoglykaanikerros. Lipoproteiinit sitovat solu-
kalvon hydrofobisilla sidoksilla ja peptidoglykaanin vetysidoksilla. (Berezin, Aviv,
Y., Aviv, H., Goldberg & Tischler 2017.)

Ennen varjaamista bakteerit on siirrettava ja kiinnitettava objektilaseille. Pieni
maara bakteeria levitetdan ohuelti objektilasin pinnalle ja lasi ilmakuivataan.
Taman jalkeen bakteerit kiinnitetdan lasille joko kemiallisesti tai fysikaalisesti,
jotta ne eivat huuhtoutuisi pois varjaysvaiheiden aikana. Bakteerit voidaan ki-
innittaa lasille helposti ja tehokkaasti lammon avulla viemalla objektilasi lyhyesti

Bunsen-polttimen liekin lapi. (Ahern 2018.)

Kun bakteerit on kiinnitetty objektilasille, ne kasitellaan emaksisella kristalliviolet-
tiliuoksella (Carlson & Koskela 2011). Vesipohjaisissa liuoksissa kristallivioletti
erottuu kristallivioletti-ioneiksi (CV*) ja kloridi-ioneiksi (CI), jotka lapaisevat bak-
teerien soluseindn membraanin. CV* reagoi bakteerien negatiivisesti varautunei-
den komponenttien kanssa varjaten ne sinivioleteiksi (Hussey & Smith 2005).
Vari kiinnitetdan bakteereihin jodi-kaliumjodidiliuoksella (Carlson & Koskela
2011). Kun laseille lisatdan jodi-kaliumjodidiliuosta, jodidi (I- tai 13") reagoi CV*
ionin kanssa muodostaen isoja kristallivioletti-jodikomplekseja (CV-1) bakteeriso-
lun sytoplasmassa ja uloimmissa kerroksissa. (Hussey & Smith 2005.)
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Objektilasit huuhdellaan asetonispriilla, jonka avulla kristallivioletti huuhtoutuu
pois gram-negatiivisista bakteereista (Carlson & Koskela 2011). Varia poistava
aine (etanoli tai etanoliasetoniliuos) reagoi bakteerien membraanien lipidien
kanssa. Gram-negatiivisten bakteerien ulkomembraani haviaa kasittelyssa ja
esille jaa peptidoglykaanikerros. Taman myota gram-negatiivisten bakteerien so-
luseinat muuttuvat lapaiseviksi ja isot CV-lI kompleksit voivat huuhtoutua solun
sisaltd pois. Gram-positiivisten bakteerien monikerroksinen, ristisilloitettu pep-
tidoglykaanikerros pitaa sisallaan isot CV-I kompleksit. Tata myods edesauttaa so-
lua kuivattava etanolikasittely. Varinpoiston jalkeen gram-positiivinen solu pysyy
siis siniviolettina ja gram-negatiivinen solu menettaa varinsa. Vastavarina kayte-
taan positiivisesti varautunutta safraniinia, joka varjaa gram-negatiiviset bakteerit

lopulta punertaviksi. (Hussey & Smith 2005.)

4.2 Varjayksen tulkinta

Varjatyt objektilasit tarkastellaan mikroskoopissa 100-kertaisella Oljyimmersio-
objektiivilla. Tulkinnassa otetaan huomioon naytteen edustavuus ja kelvollisuus,
bakteerien ja muiden solujen maara, bakteerien varjaytyvyys gram-positiivisiksi
(nahtavissa mikroskoopilla sinivioletteina) tai gram-negatiivisiksi (nahtavissa pu-
nertavina tai vaaleanpunaisina) seka bakteerien morfologia. Tulkintaa voi hairita

naytteen kontaminoituminen normaalimikrobistolla. (Reagena Oy 2022.)

4.3 Virheldhteet

Vaikka gram-varjays on ollut kaytdssa jo yli vuosisadan ajan, se on edelleen altis
virheille. Varjaystulokseen voivat vaikuttaa pienet vaihtelut niin preanalyyttisessa,
analyyttisessa kuin postanalyyttisessa vaiheessa. Tallaisia tekijoita ovat esimer-
kiksi aikaisempi antibioottihoito, naytteenotto, naytteen kiinnitys, varinpoisto ja
varjayksen tulkinnan subijektiivisuus. Kasin varjattyjen objektilasien varjayslaatu
riippuu varjaajan taidoista, joten varjayksen laatu voi vaihdella ajan mittaan seka
eri henkildiden valilla. Varjaysautomaateissa kaytettavat standardoidut protokol-

lat lisaavat tulosten vertailukelpoisuutta ja johdonmukaisuutta seka helpottavat
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varjaysprosessia. (Frobdse, Bjedov, Schuler, Kahl, Kampmeier & Schaumburg
2020.)

Suurin virhe gram-varjayksen tulkinnassa on gram-negatiivisten bakteerien tul-
kinta gram-positiivisiksi ja toisin pain. Naista yleisempi on gram-positiivisten bak-
teerien tulkinta gram-negatiivisiksi. Gram-positiiviset bakteerit voivat menettaa
kykynsa pitaa kristalliviolettia sisallaan. Tama voi tapahtua antibioottihoidon tai
liiallisen liekkikiinnityksen myota, jolloin bakteerin soluseina vahingoittuu. Vanhan
jodidiliuoksen kayttd voi myos aiheuttaa vaaria negatiivisia tuloksia. Talloin jodi-
diliuos on muuttunut ruskeasta keltaisen variseksi. Myos liian heikko jodidiliuos
voi jattaa bakteerit varjaantymatta, kun kristallivioletin kanssa reagoivia ioneja ei
ole tarpeeksi. (Sandle 2020.)

Kuitenkin yleisin syy vaarin varjaytymiseen on liiallinen varinpoisto. Kun varin-
poistovaiheessa vaikutusajat ovat liian pitkia, kristallivioletti huuhtoutuu pois
myOs gram-positiivisista bakteereista. Joidenkin bakteerien peptidoglykaaniker-
ros ohenee ajan myota, jolloin ne myoOs saattavat varjaytya vaarin gram-negatii-
visiksi. Taman takia suositellaan aina tuoreiden viljelmien kayttéa. Gram-varjays
itsessaan voi myds aiheuttaa joidenkin bakteerien proteiinien S-kerroksen hei-
kentymista. Heikentyneet soluseinat eivat pysty pitamaan sisallaan kristalli-

violetti-jodikomplekseja. (Sandle 2020.)

On myo6s mahdollista, ettd gram-negatiiviset bakteerit iimenevat gram-positiivi-
sina. Liian paksut naytteet eivat valttamatta peseydy kristallivioletista oikein va-
rinpoistovaiheessa, koska paksumpi nayte tarvitsisi pidemman vaikutusajan. La-
seilla olisi myods hyva olla negatiivinen ja positiivinen kontrolli, jotta varjayspro-

sessin mahdolliset virheet tulisivat helpommin havaittaviksi. (Sandle 2020.)

Tutkimuksen mukaan gram-varjayksen virhemarginaaleissa on eroja eri labora-
torioiden valilla. Tutkimus suoritettiin Yhdysvalloissa neljan mikrobiologian labo-
ratorion kesken. Tutkimuksen mukaan 5 %:ssa kaikista naytteista oli epajohdon-
mukaisuuksia viljelyn ja gram-varjayksen valilla. 24 % poikkeavista tuloksista joh-
tuivat tulkintavirheista. (Samuel ym. 2016.) Toisen tutkimuksen mukaan virhe-
marginaali on noin 3 % luokkaa. Tassa tutkimuksessa otoksena oli yli 6115 gram-
varjattya naytetta. Eniten virheita aiheutti liiallinen varinpoisto. (Sandle 2020.)
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5 OPINNAYTETYON TOTEUTTAMINEN

Opinnaytetydssa tehtiin kvalitatiivista eli laadullista tutkimusta varjagamalla bak-
teereja Reagenan valmistamalla Gram Staining Kit -tuotteella ja tutkimalla, miten
tuotteen erilaiset sailytysolosuhteet vaikuttavat bakteerien gram-varjaytyvyyteen.
Varjaystuloksista kerattiin myds kuvamateriaalia Reagenalle. Opinnaytetyén em-
piirinen osuus eli varjaysten suoritus ja kuvamateriaalin keréaaminen suoritettiin
kahdessa erassa, joista ensimmainen toteutettiin 2023 lokakuussa ja toinen 2024
huhtikuussa. Empiirisen osuuden kaikki vaiheet bakteerien sulatuksesta mikro-
skopointiin suoritettiin Tampereen ammattikorkeakoulun mikrobiologian laborato-
riotiloissa. Tydssa kaytettiin kolmea eri bakteerikantaa. Bakteereiksi valittiin Es-
cherichia coli, Staphylococcus aureus ja Streptococcus pyogenes -bakteerikan-
nat, silla tutkimuksessa kaytettavien naytetyyppien tuli vastata laboratorioissa ru-
tiininomaisesti analysoituja potilasnaytteita. Tyossa kaytetyt bakteerit seka muut
materiaalit ja laitteet saatiin kayttodn Tampereen ammattikorkeakoululta, lukuun
ottamatta gram-varjaysliuoksia ja varjaysprotokollaohjetta, jotka saimme Rea-

genalta.

Reagenalta toimitettiin testattavaksi kolme eri varjayskittia lokakuussa 2023 (tau-
lukko 1). Testattaviin varjayskitteihin kuuluivat huoneenlammodssa sailytettavat
varjaysliuokset, joille toimeksiantaja oli suorittanut reaaliaikaisen sailyvyysajan
seurannan 18...25 °C:ssa ja simuloiduille kuljetuksen aikaisille lampétilan vaihte-
luille altistuneet varjaysliuokset, joille toimeksiantaja oli suorittanut lamporasituk-
sen 3 paivan ajan +37 °C:ssa. Kayton aikaista sailyvyyden seurantaa varten toi-
mitettiin myos erillinen varjayskitti, jota sailytettin TAMK:lla korkit auki veto-
kaapissa 24 tunnin ajan. Kaytdssa olleet kitit olivat kaikki samaa eréda AB15/1 ja
varjaysliuosten normaali sailyvyysaika on 12 kk 2...25 °C:n lampdtilassa. Loka-
kuussa 2023 koululle toimitettuja varjaysliuoksia oli sailytetty huoneenlammaossa
7-8 kk ajan, ja huhtikuuhun 2024 mennessa varjaysliuoksia oli sailytetty huo-
neenlammaossa 13—14 kk. Varjayshetkella kevaalla niiden viimeinen kayttopaiva

oli siis umpeutunut 1-2 kk sitten.
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TAULUKKO 1. Testattavaksi toimitetut varjayskitit. Varjaysliuosten normaalit sai-
lytysolosuhteet ovat valolta suojattuna 2...25 °C:ssa ja sailyvyysaika avaamatto-
mana 12 kk (Reagena Oy 2022).

Sailyvyystutkimus Sadilytysolosuhteet Rea- | Sailytysolosuhteet

genalla TAMK:lla
Reaaliaikainen sailyvyysajan | 7-8 kk 18...25 °C 13-14 kk 18...25°C
seuranta

Kuljetuksen aikaisen sailyvyy- | 3 paivaa +37 °C ja taman | 13-14 kk 18...25°C

den testaus jalkeen sailytetty 7-8 kk

18...25°C
Kayton aikaisen sailyvyyden | 7-8 kk 18...25 °C Pidetty korkkeja auki 24 h
testaus jataman jalkeen sailytetty

13—-14 kk 18...25 °C

Reagena suoritti varjaysliuoksille lamporasitus- ja kylmarasitustestit 7-8 kk en-
nen omaa kokeellista osuuttamme. Kristallivioletti 2 % m/V, safraniiniliuos ja Lu-
golin liuos altistettiin lammolle, mutta asetonispriin 1:1 sailyvyytta lammolle altis-
tuessa ei tutkittu, silla se on helposti syttyva neste ja turvallisuuden vuoksi mak-
simi sailytyslampétila sille on 25 °C. My0s ulkoisia lammonlahteita tulee valttaa
(Reagena Oy 2021). Kylmarasituksessa varjaysliuokset altistettiin 3 paivan ajan
-18...-36 °C:n lampdtilalle. Kylmarasituksessa olleista varjaysliuoksista kuitenkin
todettiin, etteivat reagenssipakkaukset kesta kylmaa, joten naita varjaysliuoksia

ei toimitettu ollenkaan varjattavaksi, kuten oli alun perin suunniteltu.

5.1 Aineiston keruu

Lokakuussa 2023 testattiin reaaliaikaisen sailyvyysajan seurannan varjayskittia,
kuljetuksen aikaisen sailyvyyden varjayskittia seka kayton aikaiseen sailyvyyden
seurantaan kaytettavaa varjayskittia. Ennen varjaysten suoritusta valitut baktee-
rikannat otettiin syvajaasta -80 °C:sta sulamaan huoneenlampddn, jonka jalkeen
bakteerit viljeltiin seka suklaa- etta verimaljoille kayttamalla viljelysilmukoita ja -
sauvoja. Viljellyt maljat siirrettiin inkuboitumaan lampdkaappiin +37 °C:een vii-

konlopun ajaksi. Seuraavan viikon (41) tiistaina kasvatetut bakteerit otettiin pois
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lampokaapista. Bakteeripesakkeista otettiin bakteeria viljelysiimukoilla ja -sau-
voilla, ja ne suspensoitiin objektilasille laitettuun NaCl-tippaan. Bakteerit kiinnitet-
tiin laseille liekittamalla. Jokaisesta bakteerista tehtiin kaksi rinnakkaista lasia jo-
kaista testattavaa varjayskittia varten. Objektilasit merkittiin asianmukaisella ta-
valla bakteerikannan ja testattavan varjayskitin mukaan. Kayton aikaiseen saily-
vyyden seurantaan kaytettavaa varjayskittia sailytettiin korkit auki 24 tunnin ajan
ja varjaykset suoritetiin 0, 5 ja 24 tunnin kohdalla. Nain ollen varjattavia lasipre-

paraatteja tuli yhteensa 30.

Huhtikuussa 2024 testattiin samoja varjayskitteja, kuin lokakuussa. Talldin var-
jaysliuokset olivat jo vanhentuneita, koska siihen mennessa niita oli sailytetty 13-
14kk ajan. Objektilasien valmistuksessa kaytettiin muuten samoja menetelmia ja
varjayksessa samaa protokollaa kuin syksylla, mutta kayton aikaisen sailyvyyden
seurannan varjayskitilla varjattiin lasit vain yhden kerran, eika pulloja pidetty auki
vetokaapissa. Lasipreparaatteja valmistetiin varjattavaksi talla kerralla yhteensa
18.

5.2 Menetelmalliset lahtokohdat

Syvajaasta sulatetut bakteerit viljeltiin maljoille kayttamalla hajotusviljelytekniik-
kaa. Tekniikan tarkoituksena on saada viljelymaljalle yksittaisia bakteeripesak-
keita erilleen toisistaan. Hajotusviljelytekniikassa naytetta levitetaan viljelysau-
valla aluksi pienelle alueelle viljelymaljaa, josta sita aletaan levittamaan laajem-
malle alueelle pyorittamalla maljaa samalla ja tekemalla pidempia ja hajanaisem-
pia sivelyita viljelysauvalla. Viljelyalueen tulisi olla kolmessa eri kohdassa maljaa.
(Carlson & Koskela 2011.)

Erilaisia elatusainemaljoja on useampia, mutta opinnaytetydssa kaytettiin vain
suklaa- ja verimaljoja, joilla kasvatetaan aerobisia bakteereita. Kahdenlaisiin mal-
joihin paadyttiin bakteerien kasvun varmistamiseksi. Elatusainemaljat sisaltavat
agaria ja nestemaista elatusainetta, jotka on valettu muoviselle petrimaljalle. Ela-
tusaine toimii ravinteena bakteereille (Carlson & Koskela 2011). Verimaljoissa
elatusaineena kaytetaan yleensa lampaan tai hevosen verta ja niihin lisataan
hydrolysoituja proteiineja, hiivauutetta, natriumkloridia ja tryptonia (Thermo
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Fisher Scientific 2024). Suklaamaljat sisaltavat kuumentamalla hajotettua verta.
(Carlson & Koskela 2011.)

Viljellyt bakteerit tarvitsevat vahintaan +35 °C:een lampdtilan kasvaakseen, ja
niitd kasvatetaan n. 2 vuorokautta, mutta aerobisten bakteerien kohdalla usein
riittda 1 vuorokausi (Carlson & Koskela 2011). Bakteereja kasvatettiin inkubaat-
torissa lokakuussa 2023 aikataulullisista syista 3 vuorokauden ajan ja huhti-
kuussa 2024 n. 1 vuorokauden ajan. Kasvaneista pesakkeista keratyt bakteerit
suspensoitiin NaCl-tippaan bakteeripitoisuuden laimentamiseksi, jotta bakteeria
ei olisi laseilla liian paksulti. Lasit ilmakuivattiin ja bakteerit kiinnitettiin liekilla muu-
taman sekunnin ajan, koska mikrobiologian laboratoriotiloissa oli kaytettavissa

Bunsen-polttimet.

Varjaysliuokset toimitettiin TAMK:lle noin viikkoa ennen ensimmaisia varjayksia
ja mittauksia. Reagena suoritti UV-VIS-spektrofotometriset mittaukset kristalli-
violetti- ja safraniiniliuoksille, maaritti Lugolin liuoksen jodipitoisuuden titraamalla
seka mittasi asetonispriin tiheyden, kun liuosten valmistuksesta oli kulunut 7-8
kk ja 13—14 kk. Kuljetuksen aikaiseen sailyvyyden testaukseen kaytettaville var-
jaysliuoksille Reagena suoritti mittaukset 1-3 paivan kuluttua lamporasituksesta
ja seuraavan kerran 13—14 kk:n kuluttua (Reagena Oy 2021). Varjaykset suori-

tettiin TAMK:lla Reagenan varjaysohjeen mukaan.

Lasipreparaattien varjays suoritettiin kokonaisuudessaan vetokaapissa, johon
koottiin ennen varjayksen aloittamista tarvittavat tarvikkeet, eli muoviset pasteur-
pipetit, varjaysjateastia ja varjaysteline, sellupaperia, seka varjaysliuokset. Var-
jaysliuoksia kaanneltiin muutaman kerran ennen vetokaappiin laittoa, jotta liuos
olisi mahdollisimman tasaisesti sekoittunut. Koska varipullot olivat isoja (500 ml),
pipetteja kaytettiin varjaysliuosten "kaatamiseen" laseille. Pipetit laitettiin avattui-
hin pulloihin valmiiksi tyon sujuvuutta helpottamaan. Aikaa mitattiin sekuntikellolla

ja tyot jaettiin siten, etta kaikki paasivat osallistumaan.

Varjaaminen aloitettiin Reagenan varjaysohjeen (lite 1) mukaan kristallivioletilla,
jonka annettiin vaikuttaa laseilla 1 minuutin ajan. Minuutin kuluttua ylimaarainen
vari valutettiin laseilta pois varjaysjateastiaan. Seuraavaksi lasit varjattiin Lugolin

liuoksella, jonka annettiin vaikuttaa laseilla 1 minuutin ajan. Taman jalkeen lasit
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huuhdeltiin vedella n. 5 sekunnin ajan. Asetonispriita kaytettiin varinpoistossa, ja
silla huuhdeltiin laseja 30 sekunnin ajan. Lasit huuhdeltiin varinpoiston jalkeen
vedella n. 5 sekunnin ajan. Huuhtelun jalkeen lasit varjattiin safraniiniliuoksella
30 sekunnin ajan, jonka jalkeen ne huuhdottiin nopeasti vedella. Varjayksen lo-
puksi lasien pohjat kuivattiin kevyesti sellulla ja lasien annettiin kuivua hyvin lop-

puun vetokaapissa ennen mikroskopoinnin aloittamista.

Mikroskopoinnissa ja kuvamateriaalin kerayksessa kaytettiin Leica Microsystems
-valomikroskooppia ja Leican AirLab v2.0 puhelimeen ladattavaa kamerasovel-
lusta. Sovelluksen avulla otettiin live-kuvia mikroskooppinakymasta Wi-Fi-yhtey-
den valityksella jokaisesta varjatysta lasista. Jokainen lasi tarkasteltiin lapi 100-
kertaisella suurennoksella ja kuvat otettiin sattumanvaraisista kohdista laseja,
jotka edustivat parhaiten varjaystulosta. Lisaksi esimerkkimateriaalia otettiin ha-
vaituista artefaktoista. Reagenalle tehdyssa erillisessa tuotoksessa kaytettiin Po-

werPoint -ohjelmaa, johon koottiin diaesitys varjaystuloksista (liite 2).

5.3 Kayttoturvallisuus

Koska tydskentely tapahtui mikrobiologian laboratoriotiloissa ja kaytdssa oli vah-
voja reagensseja, tyoskennellessa kaytettiin suojavarusteina laboratoriotakkeja,
suojakasineita seka suojalaseja, ja varjaykset suoritettiin vetokaapissa. Varjays-
kitteihin kuuluvat liuokset ovat kristallivioletti 2 % m/V (sisaltaa etanolia, kristalli-
violettia, Di-ammoniumoksalaattia x H20 ja stabilointiainetta), Lugolin liuos (si-
saltaa jodia ja kaliumjodidia), Safraniiniliuos (sisaltéa etanolia ja safraniinia) ja

asetonisprii 1+1 (sisaltaa etanolia ja asetonia). (Reagena Oy 2022.)

Reagenan kayttoturvallisuustiedote Gram Staining Kittia varten on laadittu Eu-
roopan komission asetuksen 2020/878 mukaisesti. Kristallivioletti 2 % m/V ja saf-
raniiniliuos luokitellaan variaineiksi, ja asetonisprii 1+1 monikayttoiseksi aineeksi,
jota ei suoraan luokitella tiettyyn tarkoitukseen. Kitin tiedotteessa ei mainita Lu-
golin liuosta. Kitin komponenttien kerrotaan sisaltdvan vaarallisia, hitaasti hajoa-
via, biokertyvia ja myrkyllisia aineita (PBT-aineet), erittain hitaasti hajoavia tai voi-
makkaasti biokertyvia aineita (vPvB-aineet) tai erityistd huolta aiheuttavia aineita
(SVHC). (Reagena Oy 2020.)



26

Lugolin liuokselle on erillinen kayttoturvallisuustiedote ja se on laadittu saman
asetuksen (EU 2020/878) mukaan, kuin Gram Staining Kit. Tiedotteessa liuos
luokitellaan variaineeksi, joka on tarkoitettu ammattimaiseen kayttoon. Sita ei luo-
kitella vaaraa aiheuttavaksi aineeksi, koska se ei tayta CLP-asetuksen (EY) N:o
1272/2008 PBT- tai vPvB-aineiden kriteereja. Vaaralausekkeet ja varoitusmerkit

on esitetty taulukossa 2 tarkemmin. (Reagena Oy 2008.)

TAULUKKO 2. Gram Staining Kitin ja Lugolin liuoksen kayttoturvallisuustiedottei-

den vaaran yksilointi.

sia haittavaiku-
tuksia.
H351

laan aiheutta-

- Epail-

H225 - Helposti
syttyva neste ja
hoyry.

H336 - Saattaa

Kristallivioletti | Asetonisprii Safraniiniliuos | Lugolin liuos
2% m/V 1+1
Vaaralausek- H412 - Haital- | H319 - Arsyt- | H226 - Syttyva | Ei luokitella
keet lista vesieli- | taa voimak- | neste ja hoyry. | vaaralliseksi
Oille, pitkaaikai- | kaasti silmia. aineeksi

Terveyshaitta,
Krooninen ter-

veyshaitta

Terveyshaitta

van syopaa. aiheuttaa une-
H319 - Arsyt- | liaisuutta  ja
taa voimak- | huimausta.
kaasti  silmia.
H226 - Syttyva
neste ja hoyry.
Varoitusmerkit | Syttyva, Syttyva, Syttyva -

Kristallivioletti 2 % m/V, safraniiniliuos, seka asetonisprii 1:1 luokitellaan CLP-
asetuksen (EY) N:o 1272/2008 mukaan, joka vastaa aineiden ja seosten luoki-
tuksesta, merkinnoista ja pakkaamisesta. Asetus perustuu YK:n kemikaalien
maailmanlaajuisesti yndenmukaistettuun luokitus- ja merkintajarjestelmaan. (Eu-

roopan parlamentti ja neuvosto 2008.)
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6 TULOKSET

Reagenan Stability studies of IVD device -suunnitelman (2021) mukaan tulokset
ovat hyvaksyttavia, jos variliuokset tayttavat niiden suorituskykyominaisuudet eli
gram-positiiviset ja gram-negatiiviset bakteerit varjaytyvat erikseen ja ne ovat am-
mattilaisen tunnistettavissa. Varjaystulos ei saa poiketa normaalista varjaystulok-

sesta.

Lokakuussa 2023 suoritetuissa varjayksissa bakteerit varjaytyivat oikein gram-
varjaysperiaatteen mukaisesti; gram-positiiviset S. aureus ja Str. pyogenes var-
jaytyivat sinivioleteiksi ja gram-negatiivinen E. coli punertaviksi. Varjaytyvyys oli
paasaantoisesti normaalia (kuva 5 & kuva 6), lukuun ottamatta +37 °C:een lam-
molle altistuneella varjayskitilla varjattya E. colia, jonka varisavy oli violettiin tait-
tava (kuva 7). Varisakkaa oli nahtavissa osassa naytteista (kuva 8), mutta se ei

haitannut tulkintaa. Tulokset on esitetty taulukossa 3.



TAULUKKO 3. Lokakuun 2023 varjaysten tulokset.
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Staphylococcus

aureus

Streptococcus

pyogenes

Escherichia coli

Kitti sailytetty
18...25 °C:ssa

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-negatiivinen.

Kitti altistettu +37

°C:een

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.
Havaittavissa myds
sinertdvda ja pu-
nertavaa  tausta-

varjaytymista.

Varjaytyminen:
gram-negatiivinen
(savy violettiin tait-
tava). Taustalla ha-
vaittavissa sinerta-
vaa artefaktaa ja
taustavarjayty-

mista.

Kaytonaikainen
seuranta, korkit
auki 0 h (18...25
°C)

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:
gram-negatiivinen.
Havaittavissa siner-
tavaa varisakkaa ja
taustavarjayty-

mista.

Kaytonaikainen
seuranta, korkit
auki 5 h (18...25
°C)

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:
gram-negatiivinen.
Havaittavissa myds
sinertavaa varisak-

kaa.

Kaytonaikainen
seuranta, korkit
auki 24 h (18...25
°C)

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-positiivinen.

Varjaytyminen:

gram-negatiivinen.
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KUVA 5. Gram-positiivinen S. aureus, joka varjattiin 0 h korkit auki sailytetylla

varjayskitilla. (Kuva: Leena Niemi)
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KUVA 6. Gram-positiivinen Str. pyogenes, joka varjattiin 24 h korkit auki sailyte-
tylla varjayskitilla. (Kuva: Viivi Virkajarvi)
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KUVA 7. Gram-negatiivinen E. coli, joka varjattiin +37 °C:een lammodlle altistetulla

varjayskitilla. (Kuva: Ida Jokela)
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KUVA 8. Gram-negatiivinen E. coli, joka varjattiin 5 h ajan korkit auki sailytetylla

varjayskitilla. (Kuva: Ida Jokela)
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Huhtikuussa 2024 suoritetuissa varjayksissa nakyi erilaisia artefaktoja (kuva 9)
seka hapsumaisia kiderakenteita (kuva 10), etenkin +37 °C:een lampdtilalle altis-
tetulla kitilla varjatyilla naytelaseilla. Nama hapsumaiset rakenteet voivat aiheut-
taa niukkojen naytteiden kohdalla tulkintaongelmia. Varjaytyvyys oli kuitenkin
paasaantoisesti normaalia ja bakteerit oli mahdollista tunnistaa joko gram-positii-
visiksi tai -negatiivisiksi. Osassa naytteista varjaytyvyys oli hieman epatasaista
(kuva 11), mutta kyse voi olla myo6s taustalla mahdollisesti olevasta varjayssa-
kasta. Tulokset on esitetty taulukossa 4. Kayton aikaisen sailyvyyden seurannan
(auki jatetyt reagenssipullot) varjaysliuokset reagoivat mikroskooppilasille laitet-
tavan oljyn kanssa liueten sinista varia oljyn sekaan, joka tahrasi mikroskoopin

okulaarin (kuva 12).

TAULUKKO 4. Huhtikuun 2024 varjaysten tulokset.

Staphylococcus Streptococcus Escherichia coli
aureus pyogenes
Kitti sailytetty Varjaytyminen: Varjaytyminen: Varjaytyminen:
18...25 °C:ssa gram-positiivinen. gram-positiivinen. gram-negatiivinen.

Varjaytyvyys hie- | Varjaytyvyys epata-

man epatasaista. saista.
Kitti altistettu +37 | Varjaytyminen: Varjaytyminen: Varjaytyminen:
°C:een gram-positiivinen. gram-positiivinen. gram-negatiivinen.

Havaittavissa isoja | Varjaytyvyys epata- | Havaittavissa myds
kiderakenteita. saista. Havaitta- | sinertdvaa varisak-
vissa isoja kidera- | kaa, artefaktaa ja

kenteita. kiderakenteita.

Kaytonaikainen Varjaytyminen: Varjaytyminen: Varjaytyminen:
seuranta, 6 kk sit- | gram-positiivinen. gram-positiivinen. gram-negatiivinen.
ten korkit olleet
auki 24 h (18...25
°C)
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KUVA 9. Gram-negatiivinen E. coli, joka varjattiin +37 °C:een lammodlle altistetulla

varjayskitilla. (Kuva: Ida Jokela)
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KUVA 10. Gram-positiivinen Str. pyogenes, joka varjattiin +37 °C:een lammodlle

altistetulla varjayskitilla. (Kuva: Ida Jokela)
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KUVA 11. Gram-positiivinen S. aureus, joka varjattiin huoneenlammdssa sailyte-

tylla varjayskitila. (Kuva: Ida Jokela)

KUVA 12. Immersiodljyyn liuennut vari Streptococcus pyogenes -naytelasilla.
(Kuva: Viivi Virkajarvi)
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7 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tulosten perusteella voi todeta, etta varjaysliuokset kestavat ohjeiden vastaista
sailytysta, jos ne eivat paase jaatymaan. Ne ovat myods kayttokelpoisia sailyvyys-
ajan jalkeen, mutta niihin muodostuvat kiderakenteet voivat aiheuttaa ongelmia
niukkojen naytteiden tulkinnassa peittaen osan nakokentasta. Tulosten luotetta-
vuutta tukee testaukset eri bakteerilajeille, joihin sisaltyi kokkeja ja sauvoja seka
gram-negatiivisia ettd gram-positiivisia bakteereja. Toisaalta kaytdssa oli pieni
otanta sisaltaen vain kolme eri bakteerilajia. Bakteerit viljeltiin syksylla ja kevaalla
eri kannoista ja ne varjaantyivat molemmilla kerroilla varjaysperiaatteen mukai-
sesti. Naytteiksi valittiin vain tuoreita viljelmia. Bakteerit kiinnitettiin laseihin liekit-

tamalla, joten muita kiinnitysmenetelmia ei testattu.

Testaukset kuvastavat nimenomaan kasin suoritettua varjaysta, joten naiden tu-
losten perusteella on mahdotonta sanoa, aiheuttaisiko vanhentuneet varjays-
liuokset varjaysautomaatissa esimerkiksi kertymia, jotka haittaisivat laitteen toi-
mintaa. Kasin varjayksen ongelmakohtia ovat vaikutusaikojen, bakteerimaaran
seka laadun vakioiminen. Bakteereja tuli laseille eri maara niin eri henkilon toi-
mesta kuin kayttaessa joko viljelysauvaa tai -silmukkaa. Opinnaytety0ssa kayte-
tyt mikroskooppilasit olivat avatuista paketeista yhteen isompaan sailytysrasiaan
kerattyja, joten ne eivat taysin vastaa diagnostisessa laboratoriossa kaytettavia.
On mahdollista, ettd niissa saattoi olla pienia naarmuja, joihin on voinut jaada
jonkin verran varisakkaa. Kayttoon valitut lasit olivat kuitenkin silmamaaraisesti

hyvassa kunnossa ja ne pyyhittiin sellulla ennen kayttoa.

Lasit varjattiin joka kerralla Reagenan varjaysprotokollan mukaisesti, mutta kasin
tehdessa on mahdotonta pitaa vaikutusajat taysin vakioina. Osa varisakasta joh-
tuu varmasti siita, etta varinpoistoajat seka bakteerien maara eivat pysyneet va-
kioina ja ylimaaraista kristalliviolettia jai hieman naytteen taustalle. Syksylla lam-
porasitetuilla varijaysliuoksilla varjatyssa E. coli -naytteessa oli havaittavissa hie-
man violettiin taittavaa varjaytymista, joka johtui todennakoisesti varinpoistosta ja
bakteerimaarasta, silla huhtikuussa varjatyssa erassa ei ollut havaittavissa sa-

manlaista varjaytymista. Lasien varjaykseen osallistui useampi henkild, joten on
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hyvin epatodennakoista, etta siind vaiheessa olisi paassyt syntymaan jokin sys-

temaattinen virhe.

Reagenan antamissa kriteereissa oli, etta lasit pitaa olla ammattilaisen tulkitta-
vissa eika varjaystulos saa poiketa normaalista. Opinnaytetyon naytelasit tulkit-
sivat opiskelijat tietaen etukateen mita bakteeria mikakin objektilasi sisalsi. Var-
jaystulosten selkeyden vuoksi voisi sanoa, etta ammattilainen onnistuisi tulkitse-

maan lasit oikein tietamatta mita bakteeria ne sisaltavat.

Gram-varjaysta kaytetdan bakteerien ensivaiheen tunnistuksessa, jonka perus-
teella voidaan aloittaa potilaan ladkitseminen (Murray ym. 2021). Kliinisesti mer-
kittava bakteremia ja sen aiheuttama sepsis on suuri syy vakavaan sairastumi-
seen seka kuolleisuuteen (Uehara, Yagoshi, Tanimichi, Yamada, Shimoguchi,
Yamamoto, Yanai & Kumasaka 2009). Suomessa sairaalakuolleisuus sepsik-
seen oli 24,1 % vuoden 2012 FINNAKI-tutkimuksessa. Kansainvalisissa tutki-
muksissa vastaava luku on 27-59 %. Huonoon ennusteeseen liittyy etenkin myo-
hainen mikrobilaakkeen aloitus (Sepsis (aikuiset): Kaypa hoito -suositus, 2014).
Potilasturvallisuuden kannalta on tarkeaa, etta naytteet varjaytyvat oikein ja tu-
lokset ovat luotettavia, koska niiden perusteella voidaan aloittaa mahdollisimman

pian tehoava laakitys.

Opinnaytetyon toteutuksessa on huomioitu eettiset Iahtokohdat. Kaytetyt baktee-
rikannat ovat Tampereen ammattikorkeakoulun omaisuutta eika niissa ole min-
kaanlaisia potilastietoja tai muita merkintoja, jotka olisivat yhdistettavissa johon-
kin yksittaiseen henkiloon. Taten ei ollut tarpeellista erikseen miettia henkilotieto-
jen oikeanlaista kasittelya seka havittamista. Kaytetyt gram-varjaysliuokset ovat
hyvin haitallisia ymparistolle, joten niita kasiteltiin varoen ja varjaysjate laitettiin
Tampereen ammattikorkeakoulun ohjeistamalla tavalla kerayssailioon. Tampe-
reen ammattikorkeakoulu vastaa gram-varjaysjatteen havittamisesta. Tutkimusta
voisi jatkaa varjaamalla useampia bakteerilajeja hyvin toimivaksi todetulla auto-

maatilla ja taten kasvattaa otosta suuremmaksi.
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7.1 Tutkimuskysymykset

1.

Miten varjaysliuosten pitkaaikainen sailytys vaikuttaa varjaystulok-

seen?

Naytteet varjaytyivat oikein, kun varjaysliuoksia oli sailytetty 7—8 kk seka
13—-14 kk. Varjaystulokset olivat kuitenkin alttimpia hairitseville artefak-

toille, kun varjaysliuoksia oli sailytetty niiden sailyvyysajan vyli.

Pysyviatko varjaysliuokset kayttokelpoisina, kun ne ovat altistuneet

kuljetuksen aikaisille lampdatilan vaihteluille?

Varjaysliuokset pysyivat kayttokelpoisina altistuttuaan +37 °C:een lampo-
tilalle. Ne olivat kuitenkin alttimpia artefaktoille kuin huoneenlammdssa
sailytetyt liuokset. Varjaysliuosten pakkaukset eivat kestaneet altistusta -
18...-36 °C:een lampdtilalle ja hajosivat. Tasta syysta, naita varjaysliuok-

sia ei kokeiltu ollenkaan varjaystesteissa.

Miten reagenssipullon auki jattaminen vaikuttaa varjaystulokseen?

24 tunnin sisalla ei ilmentynyt yhtadn enempaa varjaysartefaktoja kuin en-
simmaisella varjayskerralla (0 h kulunut). Kaikki naytteet varjaytyivat oi-

kein gram-varjaysperiaatteen mukaisesti aikapisteissa 0 h, 5 h seka 24 h.

Miten vanhentuneiden varjaysliuosten kayttoé vaikuttaa varjaystulok-

seen?

Muut varjaysliuokset toimivat normaalisti myos kayttéian ylityttya, mutta
lampdrasitetuilla varjaysliuoksilla oli havaittavissa enemman artefaktoja
kuin aikaisemmin. Kaytonaikaisen seurannan testauksessa varjaystulok-
sissa ei ollut eroa silla, kauanko varjaysliuoksia oli sailytetty, mutta niiden

ollessa jo vanhentuneita, sinista varia liukeni immersiodljyyn.
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LITTEET

Liite 1 Gram Staining Kit varjaysohje (Reagena Oy)

VARJAYKSEN SUORITTAMINEN

1.

O LI

@ N

limakuivaa nayte ja kiinnitd se objektilasille joko liekilla
tai 95 % metanolilla.

Varjaa kristallivioletti 2,0 % m/V-liuoksella 1 min.
Poista ylimaarainen varjayslivos.

Varjaa Lugolin liuoksella 1 min.

Huuhdo jucksevalla vedella n. 5 s.

Suorita varinpoisto huuhtomalla preparaattia
asetonisprii 1+1 -liuoksella n. 30 s.

Huuhdo jucksevalla vedella n. 5 s.
Varjaa safraniiniliuoksella 30 s.

Huuhdo nopeasti jucksevalla vedelld ja kuivaa
kevyesti paperilla.



Liite 2 Kuvamateriaalista koostettu PowerPoint -esitys
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18...25 °C:ssa

Huhtikuu 2024
Siilytetty 13-14 kk

E. coli, RA, 13-14 kk

E. coli, RA, 13-14 kk

E. coli, RA, 13-14 kk

T, .
£ . ;
oy o
%3
ot Y.
; St = . i T
E. coli, RA, 13-14 kk S. aureus, RA, 13-14 kk
= R . . e =
£ G " } SRS e . "
- - - = - N
e st NS
ieasm Y s % ‘$_n- .
fordie ST i -2 4
; - s h_# : A
.; P iy L TN L ol
e LY 'sn",_ . .u‘. - 5 a~“
& L

S. aureus, RA, 13-14 kk

Str. pyogenes, RA, 13-14 kk

I o ey L S -
9-__ < a2 | . - by _":.
e aEige R i dae
" "o ,_' < ", . \"r L s
.

25 5, ool

o~ - S .

2 FoRer e i - ! X -
LS i 3 - »

1 A '-"b' ‘ A B e S
. A (‘ PR G .
Py -g.' Beci ¢ '.:‘ . -
ey \- Y » \= 5 o r “
2 . -3Ir 3 €A

= ."-,‘ . o] SR R Y R
O TR, s o



Str. pyogenes, RA, 13-14 kk

S § R R T
"'.",.\.:P,“A ."}\ S et N
N et ’( e ,I-".’Y,‘:.'_ r
i e Mu\_l' £ ‘. . ; e
¥y
)
N
1',.
(.' »nd " .‘1
- - .

E. coli, 37 °C, 13-14 kk

E. coli, 37 °C, 13-14 kk

49

/

Kuljetuksen aikaisen
sdilyvyyden testaus,
altistettu +37 °C:een
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S. aureus, 37 °C, 13-14 kk

S. aureus, 37 °C, 13-14 kk
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Str. pyogenes, 37 °C, 13-14 kk
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E. Coli kaytonaikainen, 13-14kk
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Str. pyogenes, 37 °C, 13-14 kk

E. Coli kaytonaikainen, 13-14kk

S. Aureus kaytonaikainen, 13-14kk
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Str. Pyogenes kaytonaikainen, 13-14kk
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Str. Pyogenes kaytonaikainen, 13-14kk
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