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TIIVISTELMÄ

Tämän työn tavoitteena oli selvittää miten Trichomonas vaginalis -organismit selviytyvät eri
lämpötiloissa eripituisia aikoja ja onko Vagicult-näyteputki viljelykelpoinen pakastamisen jälkeen.
Tavoitetta lähestyttiin vaiheittain tekemällä laboratoriossa mikroskopointiin ja rikastusviljelyyn
perustuvia kvalitatiivisia kokeita.

T. vaginalista inkuboitiin optimilämpötilasta poikkeavissa lämpötiloissa +22 °C:ssa ja  +4 °C:ssa,
minkä jälkeen näyte siirrettiin oikeaan optimaaliseen kasvatuslämpötilaan +37 °C:een. Kasvatusta
jatkettiin 48 tuntia. Mikroskopoimalla tutkittiin miten optimista poikkeavat lämpötilat vaikuttivat T.
vaginalis -kannan selviytymiseen eli olivatko parasiitit elossa vai eivät. Samanaikaisesti muiden
kokeiden kanssa testattiin onko Vagicult-putki viljelykelpoinen pakastamisen jälkeen käyttämällä
pakastettuja putkia rinnakkain pakastamattomien kanssa.

Työn kokeiden tulokset osoittavat T. vaginaliksen selviävän hyvin vaihtelevissa lämpötiloissa.
Kahdeksan tunnin säilytys +22 °C:ssa ja kuuden tunnin säilytys +4 °C:ssa ei vaikuta merkitsevästi T.
vaginalisten elinkykyyn. Kahdeksan tunnin +4 °C:ssa säilyttämisen jälkeen T. vaginalisten kuolleisuus
nousee ja elinkyky heikkenee. Työn tulosten mukaan Vagicult-putket kestävät lyhytaikaisen
pakastamisen.

Työn tulosten perusteella on vaikeaa antaa suoraviivaisia toimintaohjeita potilasnäytteiden käsittelyyn
ja aihe vaatii lisätutkimuksia. Tulevaisuudessa olisi hyvä tutkia rikastuvatko erittäin pienet määrät T.
vaginaliksia Vagicult-putkissa ja miten oikea potilasnäyte selviäisi optimista poikkeavissa kuljetus- tai
säilytyslämpötiloissa.
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ABSTRACT

The  objective  of  this  study  was  to  find  out  how  the Trichomonas vaginalis -organisms survive in
diverging temperatures for different periods of times and if the Vagicult-sample tube is valid for
culturing T. vaginalis after being frozen and melted. This study consists of qualitative experiments
based on wet mount microscopy and enrichment of T. vaginalis.

T. vaginalis -parasites were incubated in the Vagicults’ culture medium at +22 °C and +4 °C, neither of
which is the optimum temperature for T. vaginalis. After incubation the sample tubes were moved to
the  optimum  temperature  of  +37  °C.  The  cultures  were  carried  on  for  48  hours.  By  culture  and  wet
mount microscopy I studied how the temperatures affected the viability of T. vaginalis in +22 °C and
+4 °C temperatures. Simultaneously with other experiments, the Vagicult sample tubes were tested for
their freezing abilities in order to find out if the tubes were valid for T. vaginalis -culture after they had
been frozen up solid and melted back to liquid. The melted Vagicult-tubes were tested in parallel with
the fresh unfrozen ones.

The results of this study indicate that the T. vaginalis tolerates diverging temperatures very well.
Preserving Vagicults with the T. vaginalis in +22 °C for eight hours or in +4 °C  for six hours has no
remarkable effect on the parasite or its viability. However, after eight hours in +4 °C the death rate of T.
vaginalis arises  and  the  viability  weakens.  The  results  also  show  that  a  short-term  freezing  of  the
Vagicult-sample tubes does not have a remarkable effect on the tube.

Nonetheless, it is difficult to give out straightforward directions for handling T. vaginalis -culture
samples and the subject demands more study. In the future, it would be useful to study if very small
quantities of T. vaginalis enrich in Vagicult-tubes and how a real patient sample would survive in
diverging temperatures during transportation and storage.
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1 JOHDANTO

Trichomonas vaginalis on sukupuolikontaktissa leviävä parasiitti, jota tavataan

kaikkialla maapallolla. Trikomoniaasi on WHO:n eli World Health Organizationin

mukaan sukupuoliteitse leviävistä taudeista yleisin ja aiheuttaa vuosittain yli 170

miljoonaa uutta infektiota. (WHO 2001.)

T. vaginalis diagnosoidaan yleisimmin emätinnäytteistä viljely- ja natiivitutkimuksella.

Näytteiden lähettäjiä ohjeistetaan lähettämään trikomonasnäytteet lämpökuljetuksena,

jotta näytteen mahdolliset trikomonakset eivät kuole matkalla analysoivaan

laboratorioon. Putkia ei kuitenkaan aina lähetetä asianmukaisesti lämpövaraajiin

pakattuina ja kuljetuksen aikana lämpötila voi Suomessa talviaikaan laskea

jääkaappilämpötiloihin. Näyteputket saattavat myös odottaa pöydällä tuntikausia.

Vagicult-putki on yhdistelmäviljelyputki trikomonas- ja hiivanäytteille. Sitä valmistaa

Orion Diagnostica ja putkea käytetään sairaaloiden, terveyskeskusten ja lääkäriasemien

laboratorioissa. Valmistaja toimittaa näyteputket kahdenkymmenen putken paketeissa ja

ne säilyvät jääkaapissa noin kuusi kuukautta valmistuspäivästä. Kaikissa laboratorioissa

koko pakettia ei ehditä käyttää ennen kuin putkien käyttöaika on ohi. Valmistaja ei ole

tehnyt tutkimusta putkien pakastusmahdollisuudesta, mikä olisi kustannustehokasta

etenkin pienissä näytteenottoyksiköissä ja vähentäisi materiaalien tuhlausta.

Tämän työn tavoite on selvittää kuinka paljon väärä lämpötila vaikuttaa T. vaginalis -

viljelytulosten luotettavuuteen. Optimista poikkeavan lämpötilan vaikutusta tutkittiin

laboratoriossa käyttämällä elävää T. vaginalis -potilaskantaa kasvattamalla sitä ensin

erikoiselatusaineessa ja inkuboimalla eri määriä T. vaginaliksia eri lämpötiloissa

eripituisia aikoja. Koeolosuhteiden jälkeen T. vaginalikset siirrettiin optimaaliseen

kasvatuslämpötilaan ja niiden selviytymistä tarkasteltiin mikroskopoimalla. Viljelyyn

käytettiin sekä oikein säilytettyjä tuoreita että pakastettuja Vagicult-putkia.

Opinnäytetyön toimeksiantaja on HUSLAB. Empiirinen työosuus suoritettiin

HUSLABin kliinisen mikrobiologian laitoksen parasitologian yksikössä Helsingissä.

Laboratoriossa työn ohjaajana toimi HUSLABissa asiantuntijana työskentelevä

mikrobiologi Taru Meri.
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2 TRICHOMONAS VAGINALIS

T. vaginalis on Trichomonas-sukuun kuuluva anaerobinen siimaeläin, jonka

ranskalainen bakteriologi Alfred François Donné löysi vuonna 1836 naisten ja miesten

genitaalieritteistä. Donné hahmotteli ja kuvaili parasiitin muodon ja koon, mutta ei

pystynyt osoittamaan parasiitin patologista merkitystä. (Thorburn 1974: 378.) 1940-

luvulla kehitetty viljelymedia mahdollisti organismin ja sen patogeneesin tarkemman

tutkimisen (Thomason – Gelbart 1989: 536).

Trikomoniaasi on erittäin tavallinen sukupuolitauti erityisesti köyhissä ja kehittyvissä

maissa, joissa terveydenhuolto on rajoittunutta eikä sitä ole saatavilla koko väestölle.

Yleisyydestään huolimatta T. vaginalis ei ole saanut paljoakaan huomiota tutkimuksissa

ja osa sen patogeneesistä ja virulenssimekanismeista on tutkijoille yhä epäselvää.

2.1 Rakenne

Trichomonas vaginalis on pieni, leveydeltään noin 5-15 µm ja pituudeltaan noin 7-23

µm, leukosyytin kokoinen soikea alkueläinflagellaatti eli siimaeliö. Se muistuttaa

rakenteeltaan hyvin paljon muita Trichomonas-suvun jäseniä. Trikomonaksella on yksi

tuma ja anterioripäässään neljä edestakaisin liikehtivää flagellaa ja yksi pidempi

posteriorinen flagella, joka

kiinnittyy alkueläimen

runkoon unduloivan

membraanin eli aaltoilevan

kalvon avulla siihen

sulautuen. Aaltoileva kalvo

on pituudeltaan noin puolet

alkueläimestä. (Garcia 2007:

123; Lee – Jung – Kim – Ryu

– Han 2007: 264–265.)

Kuviossa 1 näkyy Giemsa-

värjätty T. vaginalis

flagelloineen.
KUVIO 1. Giemsa-värjätty Trichomonas vaginalis.
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KUVIO 3. Mikroskooppikuva T.
vaginaliksesta. Unduloiva membraani,
flagellat ja axostyle-rakenne on
osoitettu mustilla nuolilla.

T. vaginaliksella on noin 160–

180 miljoonan emäsparin

pituinen genomi (Carlton ym.

2007: 207; Upcroft ym. 2006:

821). Solurakenteeseen tuo

tukea trikomonakselle

tyypillinen rungon halki

kulkeva häntämäinen axostyle-

rakenne, joka työntyy näkyviin

alkueläimen posterioripäästä.

Axostyle-rakenteen arvellaan

mahdollistavan trikomonaksen

kiinnittymisen kohdekudoksen

epiteelisoluihin (Petrin –

Delgaty – Bhatt – Garber

1998), mikä aiheuttaa

trikomoniaasiin yhdistetyn

ärsytyksen ja tulehdusreaktion.

Solutukiranka muodostuu tubuliini- ja aktiinisäikeistä (Garcia 2007:123). T.

vaginaliksen eri rakenteet on esitetty piirroksena kuviossa 2 ja mikroskooppikuvassa

kuviossa 3, jossa rakenteita on osoitettu mustien nuolten avulla. Mikroskoopissa

tarkasteltuna elävien trikomonasten flagellat sätkivät eri suuntiin (kuvio 4) ja parasiitit

ovat helposti tunnistettavissa nykivän ja heiluvan liikehdinnän perusteella.

T. vaginalis on anaerobinen ja kasvaa

parhaiten hapettomissa, ei kovin

happamissa olosuhteissa. Trikomonas

lisääntyy suvuttomasti jakautumalla, mutta

kaikkia sen elinkierron eri tapahtumia ei

ole vielä tutkittu (Garcia 2007: 123). T.

vaginaliksella ei ole suojakuorista

kystamuotoa, vaan parasiitti siirtyy

trofotsoiittina eli parasiitin liikkuvana

muotona suoraan ihmisestä toiseen yleensä

KUVIO 2. Piirroskuva Trichomonas vaginaliksen
rakenteista. 1. axostyle-rakenne, 2. anterioiset
flagellat, 3. unduloiva membraani, 4. tuma.
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sukupuoliyhdynnässä. Tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, että epäsuotuisissa

oloissa trofotsoiitti voi ottaa pyöreämmän muodon ja vetää flagellat sisäänsä, mikä voisi

tarkoittaa pseudokystisen muodon omaksumista (Pereira-Neves – Ribeiro – Benchimol

2003), mutta jonka on arveltu voivan johtua myös trofotsoiittimuodon

degeneroitumisesta (Garcia 2007: 123).

Mikroskoopissa tarkasteltuna kuolleet

pyöreät trikomonakset erottaa elävistä

rosoisemman, kokoon rutistuneen

solukalvon ja flagellojen

liikkumattomuuden perusteella (kuvio 5).

Kuvioissa 6 ja 7 on samassa

mikroskooppikuvassa eläviä ja kuolleita T.

vaginaliksia. Flagellat voivat näkyä vielä

kuolleissakin yksilöissä (kuvio 8).

Kun trikomonas kuolee, sen solumembraani vaurioituu ja nestettä siirtyy osmoosin

kautta sytoplasmaan (kuvio 9 ja 10). Eliö paisuu ja nesteiden siirtymisen saavutettua

tasapainon, solukalvo rutistuu kasaan ja sytoplasma näyttää epätasaisen rakeiselta.

(Meri 2010.) Elävällä trikomonaksella on ehjä, siisti solukalvo ja flagellat liikkuvat

ainakin jonkin verran.

KUVIO 4. Mikroskooppikuva elävistä
T. vaginaliksista.

KUVIO 6. Vasemmalla kaksi elävää T.
vaginalista ja oikealla kokoon
rutistunut kuollut yksilö.

KUVIO 5. Kuolleita T. vaginaliksia.
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2.2 Trikomoniaasin taudinkuva

Trikomonaksen aiheuttaman tulehduksen eli trikomoniaasin itämisaika on 5–28

vuorokautta. Naisilla trikomonas elää emättimessä, miehillä eturauhasessa ja

virtsaputkessa. Infektion oireina naisilla ovat vihertävä tai kellertävä, lisääntynyt

pahanhajuinen ja kupliva valkovuoto, dysuria eli kivulias virtsaaminen, tihentynyt

virtsaustarve ja yhdyntäkivut. Kliininen kuva on colpitis macularis, johon liittyvät

petekkiaaliset verenvuodot limakalvolla, punoittavat läiskät emättimessä ja portiossa.

KUVIO 7. Vasemmassa yläkulmassa
kuollut T. vaginalis sekä kaksi elävää T.
vaginalista. Mikroskoopissa elävät ja
kuolleet trikomonakset voivat olla eri
fokuksissa elävien pyöreämmän
muodon ja liikkumisen takia.

KUVIO 10. Vasemmalla elävä T.
vaginalis ja sen vieressä oikealla
turvonnut hajoava T. vaginalis.

KUVIO 9. Keskellä vasemmalla pieni
ja rutistunut kuollut T. vaginalis ja
oikealla sen vieressä paisunut hajoava
T. vaginalis.

KUVIO 8. Kuollut T. vaginalis, jonka
flagellat eivät ole vielä ehtineet hajota.
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Miehillä tavallisimmat trikomoniaasin oireet ovat niukka vuoto virtsaputkesta ja

kivulias virtsaaminen. Harvinaisempia oireita ovat esinahanalainen haavauma ja

lisäkives- tai eturauhastulehduksen oireet. Yleensä tauti on kuitenkin miehillä oireeton.

(Huovinen ym. 2007: 327–328; Krieger ym. 1993: 844; Nieminen – Paavonen 1997:

242; Rendón-Maldonado – Espinosa-Cantellano – Gonzáles-Robles – Martínez-Palomo

1998: 241.) T. vaginaliksen on osoitettu olevan yksi tekijä hedelmättömyyden

aiheuttajista miehillä. Trikomonas lisää myös ihmisen immuunikatoviruksen, HIV:in,

tarttumisriskiä. (Garcia 2007: 123; Laga ym. 1995: 95.)

Yhdysvalloissa on tutkittu vaikuttaako T. vaginalis -infektio raskauden aikana

synnytyksen kulkuun tai lapsen syntymäpainoon. Tutkimuksen tavoitteena oli arvioida

luotettavasti T. vaginaliksen osuutta riskien lisääjänä raskauden aikana. Tutkimusjoukko

(n=13816) koostui etnisiltä taustoiltaan erilaisista raskauden keskivaiheilla olevista

naisista. Tutkimuksen tuloksista käy ilmi, että T. vaginaliksen raskauden keskivaiheilla

aiheuttamalla infektiolla on selvä osuus lapsen matalaan syntymäpainoon ja

ennenaikaiseen syntymiseen. (Cotch ym. 1997: 361.) Oireettoman trikomoniaasin hoito

ei vähennä tulehdukseen liittyvää ennenaikaista synnytyksen vaaraa (Klebanoff ym.

2001). Trikomonaksen on osoitettu lisäävän altistumisriskiä myös kohdunkaulan

syöpään, joka on maailmassa toiseksi yleisin gynekologinen syöpä (Garcia 2007: 123;

Viikki – Pukkala – Nieminen – Hakama 2000).

2.3 Trichomonas vaginaliksen virulenssimekanismit

Trikomonaksen sytopatogeneettisyys on monitekijäinen prosessi, jossa ensimmäinen

askel on isäntäsoluun kiinnittyminen. Tätä seuraavat parasiitin sytotoksiset toiminnot.

Trikomonaksen kontaktista riippuvaisiin sytopatogeneettisiin mekanismeihin kuuluvat

kohdesoluun kiinnittyminen ja solunulkoinen tuhoaminen lyyttisten entsyymien avulla,

fagosytoosi ja solunulkopuoliset sytotoksiset entsyymit. (Krieger – Ravdin – Rein 1985:

778–779.)

Trikomonaksen pinta-antigeenit eli adhesiinit, kuten AP65, AP51, AP33 ja AP23,

mahdollistavat parasiitin kiinnittymisen vaginan epiteelisoluihin. Soluihin

sitoutumattoman raudan läsnäolo säätelee adhesiinien ekspressointia ja kiinnittymistä

solun pintaan. In vivo trikomonas kohtaa useita rautaa sisältäviä proteiinia, jotka
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stimuloivat kasvua ja solujakautumista. Tutkimustulosten mukaan myös solujen sitoma

rauta voi toimia adhesiinien tarvitsemana raudanlähteenä. (Alderete – Lehker – Arroyo

1995: 70–72; Alderete – Nguyen – Mundodi – Lehker 2004: 263–264.) Vaginan

seinämä koostuu kerrostuneesta levyepiteelistä ja sidekudoksesta. Kuukautiskierron

hormonit – joista erityisesti estrogeeni ja progesteroni – säätelevät epiteelisolujen

kasvua ja erilaistumista, joka lopulta johtaa epiteelisolujen kuoriutumiseen ja

irtoamiseen seinämästä solujen uudistumisen myötä. Epiteelin tukemisesta ja seinämän

pysyvän rakenteen säilyttämisestä vastaavat erilaiset makromolekyylit, kuten

fibronektiini ja lamiini, jotka muodostavat soluväliaineen ja tyvikalvon. Trikomonas

pystyy sitoutumaan sen solukalvon pinnassa olevien proteiinien adhesiinien välityksellä

fibronektiiniin ja lamiiniin, mikä mahdollistaa parasiitin pääsyn syvemmälle

soluväliaineeseen ja tyvikalvoon pintaepiteelin ohi. (Crouch – Alderete 1999: 2835;

Crouch – Bencihmol – Alderete 2001: 131–132.) Lopulta parasiitti alkaa fagosytoimaan

ja hajottamaan eri kohdesoluja, kuten vaginan epiteelisoluja, seinämän

maitohappobakteereja, hiivasoluja, leukosyyttejä ja punasoluja (Rendón-Maldonado

ym. 1998: 241–242).

T. vaginalis tuottaa ympäristöönsä suuria määriä sytopatogeneettisiä

kysteiiniproteinaaseja, joita parasiitti varastoi eri soluelimiin, kuten lysosomeihin ja

plasmamembraaniin. Esimerkiksi CP65 on T. vaginaliksen tuottama 65kD:n kokoinen

sytotoksinen kysteiiniproteinaasi, jota on joko vähän tai ei ollenkaan sytotoksisilta

ominaisuuksiltaan heikoilla trikomonaskannoilla. CP65 sitoutuu vaginan

epiteelisoluihin ja hajottaa IV kollageenia ja fibronektiiniä. Proteinaasi sietää suuria

pH:n vaihteluita ja pysyy aktiivisena pH-välillä 4.5–7.0. (Alvarez-Sánchez ym. 2000:

193–194.) Muita parasiitin tuottamia kudosvaurioita aiheuttavia molekyylejä ovat muun

muassa adhesiinit, solunirrotustekijä eli cell-detaching factor (CDF), lamiinia sitova

reseptori, ionikanavia muodostavat proteiinit, proteinaasit ja metalloproteaasit.

Trikomonaksen tuottamat proteinaasit on liitetty ravinteiden hankintaan,

immuunipuolustuksen kiertämiseen ja erilaisiin virulenssimekanismeihin, joihin

kuuluvat soluihin kiinnittyminen, sytotoksisuus ja hemolysoivat ominaisuudet.

Entsyymien erittäminen ulos parasiitista tapahtuu lysosomi- ja myöhäisendosomireitin

kautta. Aktiivista trikomoniaasia sairastavilta potilailta on löydetty emätineritteestä

kysteiiniproteinaaseja ja osa niistä on immunogeenisiä. Täten voidaan päätellä kyseisten

entsyymien olevan keskeisessä osassa trikomonaksen patogeneesissä. Parasiitin

erittämien entsyymien arvellaan myös heikentävän ja tuhoavan immunoglobuliineja,
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komplementin komponenttia ja leukosyyttien erittämää proteaasin inhibiittoria sekä

punasolujen solurakennetta. (Alvarez-Sánchez ym. 2000: 193–194; Hernández-

Gutiérrez ym. 2004: 125–126; Scott – North – Coombs 1995.)

T. vaginaliksen on arveltu olevan patogeneettisiltä ominaisuuksiltaan enimmäkseen

isäntäsolukontaktista riippuvainen parasiitti. Erään italialaisen tutkimuksen mukaan T.

vaginalis on kykeneväinen vapauttamaan molekyylejä, jotka aiheuttavat kohdesolun

sytolyysin eli solun hajoamisen ilman, että tapahtuma edellyttäisi suoraa kontaktia

parasiitin ja kohteen välillä. Kontaktista riippumattomat mekanismit perustuvat

ionikanavia muodostaviin proteiineihin. Muodostamalla kanavia kohdesolun

membraaniin entsyymit aiheuttavat sytolyysin. Ionikanavanmuodostusta säätelee pH.

Samassa tutkimuksessa luonnehditaan parasiitin kontaktista riippumattomia sytotoksisia

ominaisuuksia käyttäen punasoluja kohdesoluina. Kontaktista riippumaton hemolyysi

on ilmiö, jossa tärkeässä roolissa on pH. pH paitsi säätelee entsyymien aktiivisuutta,

mutta myös laukaisee hajottavien entsyymien erityksen parasiitissa. Mittaamalla

kaliumin vapautumista kohdesolusta, arvioitiin parasiitin kykyä läpäistä solun

membraani ionikanavia muodostamalla. (Fiori – Rappelli – Addis – Sechi –

Cappuccinelli 1996: 109–110.)

2.4 Trikomoniaasin hoito ja seuranta Suomessa

Trikomoniaasin hoitona käytetään metronidatsolia kahden gramman kerta-annoksena,

viikon kuurina tai paikallishoitona. Oireettomatkin trikomonaksen kantajat ja partnerit

tulisi aina hoitaa taudin leviämisen estämiseksi. Hoidon tehoamattomuus johtuu

useimmiten uudesta infektiosta. Toisaalta Suomessa on havaittu trikomonaskantoja,

joiden metronidatsoliherkkyys on heikentynyt. Jos toistuvista potilaan ja partnerin

hoidoista huolimatta infektio jatkuu, on suositeltavaa ottaa viljelynäyte

herkkyysmääritystä varten. Näytteen lähettämisessä on oleellista kuljetus lämpimässä.

Jos metronidatsoliherkkyys on heikentynyt, voidaan käyttää suurempia

metronidatsoliannoksia usein yhdistettynä emättimensisäiseen metronidatsoliin.

Herkkyysmääritys on varsin oleellista harkittaessa suonensisäistä metronidatsolia tai

emättimensisäistä paromomysiiniä. (Huovinen ym. 2007: 328.)

Suomessa ilmoitetaan tartuntatautirekisteriin ilmoitettavat tai yleisvaaralliset

sukupuoliteitse tarttuvat taudit, joita ovat klamydia, tippuri ja kuppa. Jokaisella
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lääkärillä, hammaslääkärillä ja mikrobiologisella laboratoriolla on velvollisuus ilmoittaa

todetut sukupuolitautitapaukset sairaanhoitopiirien pitämään alueelliseen

tartuntatautirekisteriin. Ilmoituksia tehdään klamydia-, tippuri- ja kuppatartuntojen

esiintyvyydestä. Suomessa yleisin sukupuolitauti on klamydia. Tippuritartuntoja

saadaan usein ulkomailla ja sama pätee kuppatartuntoihin. Sukuelinherpeksen ja

kondylooman osalta ei kerätä valtakunnallista tietoa. Tavanomaisten

tartuntautirekisteriin tehtyjen ilmoitusten perusteella saadaan usein riittämättömästi

tietoa sukupuolitautien riskitekijöistä ja muista torjunnan suunnitteluun tarvittavista

Seikoista. Tämän vuoksi Suomessa on vuodesta 1995 lähtien toiminut vapaaehtoinen

sukupuolitautien anturikeskusverkosto, jonka avulla kerätään valtakunnallisesta

ilmoitusjärjestelmästä poiketen nimettömänä muun muassa riskikäyttäytymiseen

liittyvää tietoa selvästi yksityiskohtaisemmin kuin tartuntatautirekisterin kautta

tapahtuneessa tiedonkeruussa. Verkosto koostuu sukupuolitautien poliklinikoista ja

terveyskeskuksista eri puolelta Suomea. (Hiltunen-Back ym. 1998.)

Vaikka Suomessa on seurattu esimerkiksi kuppa- ja tippuritapausten määrää jo 1930-

luvulta sekä klamydia- ja HIV-infektioiden määrää vuodesta 1987 lähtien, täällä ei

kerätä tietoa trikomonaksen esiintyvyydestä eikä potilaista, joilla on diagnosoitu T.

vaginaliksen aiheuttama infektio. Syynä tähän voi olla trikomoniaasin vähäinen

esiintyvyys, minkä takia sitä ei aktiivisesti seurata tai se, että infektio ei ole niin

vaarallinen kuin muut sukupuolitaudit. Trikomoniaasin oireet muistuttavat paljon

hiivavaginiitin oireita, joten oireiden perusteella ei välttämättä hakeuduta ensimmäisenä

esimerkiksi sukupuolitautien poliklinikoille. (Hiltunen-Back ym. 1998.)

3 TRICHOMONAS VAGINALIKSEN DIAGNOSTIIKKA

Trikomoniaasin osoitukseen on käytössä monia eri menetelmiä, joista Suomessa ovat

käytössä mikroskopointi natiivinäytteestä ja viljely. Muita trikomonakselle spesifisiä

testejä ovat erilaiset markkinoilla olevat kaupalliset pikatestit. Epäspesifisiin

menetelmiin lukeutuvat muun muassa KOH- ja pH-testit sekä gynekologinen

irtosolututkimus eli Papa-tutkimus.

T. vaginalis -infektiota voidaan epäillä myös gynekologisen sisätutkimuksen aikana,

jolloin havaittavia muutoksia ovat emättimen petekkiaaliset verenvuodot limakalvolla ja
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emätineritteen normaalin kirkkaasta poikkeava kellertävä tai vihertävä väri. Erite on

usein myös tulehdukselle tyypillisesti pahanhajuista. (Nieminen ym. 1997: 244;

Rendón-Maldonado ym. 1998: 241–242.)

3.1 Natiivitutkimus

Natiivinäyte otetaan emätineritteestä levittämällä näytettä aluslaseille ja peittämällä

näyte välittömästi peitinlasilla kuivumisen estämiseksi. Näytteen mikroskopointi on

suoritettava 20 minuutin kuluessa, minkä ajan trikomonasten oletetaan säilyvän

liikkuvina. Hiivan ja clue-solujen suhteen tutkimusaika ei ole yhtä kriittinen.

(HUSLABin tutkimusohjekirja 2007.)

Mikroskopoinnissa näytettä voidaan tarkastella sellaisenaan tai sekoitettuna

fysiologiseen suolaliuokseen, jossa on viisi prosenttia glukoosia. Yleensä näytettä

pidetään trikomonaspositiivisena vain jos alkueläimen rakenteiksi tunnistetut osat

liikkuvat; usein nähdään ainakin jokin eliön viidestä flagellasta. Natiivitutkimuksen

herkkyys on kuitenkin vain noin 40 % (Huovinen ym. 2007: 328.) verrattuna viljelyyn,

joten se ei yksinään riitä poissulkemaan trikomoniaasia.

Natiivitutkimuksen tulokseen vaikuttavat merkittävästi mikroskopoijan asiantuntijuus

sekä taidot tunnistaa trikomonas. Muita virhelähteitä ovat liian pitkä odotus ennen

mikroskopointia, jolloin parasiitit saattavat tuhoutua tai kuolla menettäen motiliteettinsa

sekä preanalytiikassa tapahtuvat näytteenotto- ja käsittelyvirheet.

3.2 Viljely ja herkkyysmääritys

T. vaginalis viljelynäyte otetaan dacron- tai vanutikulla emättimestä suoraan

huoneenlämpöiseen trikomonakselle tarkoitettuun elatusputkeen. Tikkua ei saa jättää tai

katkaista putkeen. Useissa Suomen laboratorioissa näyteputkena käytetään Orion

Diagnostican valmistamaa Vagicult-putkea. Näyte toimitetaan lämpökuljetuksena

mahdollisimman nopeasti laboratorioon, jossa sitä kasvatetaan +37 °C vähintään kaksi

vuorokautta. (HUSLABin tutkimusohjekirja 2009b.) Trikomonasviljely on

rikastusmenetelmä, jossa näyteputkessa olevien parasiittien annetaan kasvaa ja lisääntyä

mikroaerofiilisissä oloissa. Näytteen mahdolliset trikomonakset todetaan

mikroskopoimalla ensimmäisen ja toisen vuorokauden jälkeen. Lopullinen negatiivinen
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tulos annetaan kahden vuorokauden kuluttua viljelystä. Viljely on huomattavasti suoraa

mikroskopointi- eli natiivitutkimusta herkempi, jos näytteenotto ja kuljetus suoritetaan

oikein. Trikomonasviljelyssä väärä negatiivinen tulos voi johtua väärästä

näytteenottotekniikasta, näytteen ottamisesta kylmään Vagicult-putkeen, väärästä

inkubointilämpötilasta tai viivästyneestä mikroskopoinnista objektilasin valmistuksen

jälkeen. Virhelähteisiin kuuluu myös näytteen runsas hiivakasvu, joka voi aiheuttaa T.

vaginalisten ennenaikaisen kuolemisen. (Meri 2009.)

Trikomonaksen herkkyysmääritys tehdään selvitettäessä jo todetun Trichomonas

vaginaliksen lääkeresistenssistä metronidatsolia ja muita nitroimidatsoleja vastaan.

Näytteenä on tässä vaiheessa jo viljelty T. vaginalis –kanta elatusliemessä. Viljelyputki

tulee säilyttää ja kuljettaa +37 °C:ssa sekä toimittaa laboratorioon saman työpäivän

aikana. Menetelmänä käytetään pienimmän inhibitorisen konsentraation (MIC)

määrittämistä erikoiskasvatuksella ja mikroskopoinnilla. Tulokset ovat valmiina kolmen

viikon aikana. (HUSLABin tutkimusohjekirja 2009a.)

Kotimaisessa Larjangon tutkimuksessa vuonna 1949 vertailtiin mikroskopointia ja

viljelyä trikomonaksen toteamiseksi. Tutkimukseen osallistui sata naista, jotka oli

lähetetty sairaalaan joko todetun tai epäillyn sukupuolitaudin takia. Naisista 75:llä

todettiin trikomoniaasi. 43 tapauksessa sekä natiivitutkimus että viljely oli positiivinen,

19:ssä vain natiivi oli positiivinen ja 13 tapausta antoivat positiivisen tuloksen

ainoastaan viljelyssä. (Larjanko 1949: 790–792.) Tulokset muualla tehdyistä tuloksista

antavat saman tuloksen eli viljely on natiivimikroskopointia huomattavasti herkempi

(Nye – Schwebke – Body 2009: 188.e1–188.e4; Radonjic ym. 2006: 116–117).

3.3 Polymeraasiketjureaktio

Trichomonas vaginaliksen osoitusta PCR:llä eli polymeraasiketjureaktiolla kuvailtiin

vuonna 1992 (Riley – Roberts – Takayama – Krieger 1992). Trikomonaksen osoitus

PCR:llä perustuu spesifisen alukkeen käyttämiseen, tiettyjen geenien monistamiseen ja

monistuneiden DNA-fragmenttien havaitsemiseen ja analysoimiseen elektroforeesilla.

Reaktion aikana DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan, alukkeet liittyvät

yksijuosteiseen DNA:han ja polymeraasi luo alukkeista alkaen uuden vastinjuosteen.

Näitä vaiheita peräkkäin toistamalla monistettavan alueen kopiomäärä kasvaa

eksponentiaalisesti. (Aula – Kääriäinen – Palotie 2006: 272–275; Mastrangelo –
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Squitieri – Bruni – Hadjistilianou – Frezzotti 1997: 331–333.)

PCR-menetelmän tehokkuutta rajoittaa se, että reaktiossa pystytään monistamaan vain

muutamien tuhansien nukleotidien pituisia alueita. PCR-reaktiossa tarvitaan templaatti-

DNA, polymeraasientsyymi, spesifit alukkeet ja deoksinukleotidit. Templaatti-DNA

tarkoittaa monistuksen kohteena olevaa malli-DNA:ta eli tässä tapauksessa eristettyä

Trichomonas vaginaliksen DNA-juostetta. PCR on herkkä menetelmä, joten templaatin

puhtaus ja hyvä laatu ovat erittäin tärkeitä reaktion onnistumiselle. (Aula ym. 2006:

272–275.)

Alukkeet ovat synteettisiä DNA-jaksoja, jotka sitoutuvat spesifisesti niille

komplementaarisiin templaatin tietyn geenialueen päihin emäsparisäännön mukaisesti.

Alukkeita tarvitaan kaksi kumpaankin monistettavan alueen päähän, 5’- ja 3’-päähän,

joista lähtien polymeraasientsyymi aloittaa halutun DNA-pätkän monistamisen.

Trikomonaksen osoitus PCR:llä perustuu useissa tutkimuksissa ferredoksiinia tai

beetatubuliinia koodittavaan geeniin spesifisesti sitoutuvaan primeriin (Aula ym. 2006:

272–275; Hardick – Hardick – Wood – Gaydos 2006: 4197–4199; Madico – Quinn –

Rompalo – McKee – Gaydos 1998: 3205; Radonjic ym. 2006: 116–117; Riley ym.

1992.)

Yleisimmin käytetty polymeraasientsyymi on Thermus aquaticuksesta eristetty Taq-

entsyymi, mutta myös muita polymeraasientsyymejä käytetään. Entsyymin tehtävä on

rakentaa uusi DNA-juoste yksittäisistä dinukleotidimolekyyleistä, joiden keskinäinen

konsentraatio reaktiossa on yleensä yhtä suuri. (Aula ym. 2006: 272–275; Innis –

Myambo – Gelfand – Brow 1988: 9436.)

Polymeraasiketjureaktiossa toistetaan yksinkertaisimmillaan kolmea vaihetta, joista

ensimmäinen on DNA:n denaturoiminen eli sen kaksoissidosrakenteen avaaminen

korkean lämpötilan avulla kuumentamalla reaktioseos +95 °C:een. Alukkeiden

liittymisvaiheessa alukkeet kiinnittyvät yksijuosteiseen DNA:han emäsparisäännön

mukaan, kun lämpötilaa lasketaan +40–45°C:een. Valittava lämpötila riippuu

käytettävän alukkeen sulamislämpötilasta, joka on suoraan verrannollinen alukkeen

emäskoostumukseen (Rychlik – Spencer – Rhoads 1990: 6409). Alukkeet rajaavat

monistettavan alueen, mikä on edellytys polymeraasientsyymin toiminnalle ja sen

kyvylle monistaa haluttu alue. Ekstensiovaiheessa DNA-polymeraasi aloittaa
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vastinjuosteen rakentamisen mallijuosteelle. Lämpötila on tällöin useimmiten +72 °C,

joka on Taq-polymeraasientsyymille optimaalinen toimintalämpötila. Näitä kolmea

vaihetta toistetaan sykleissä useita, jotta DNA-kopioita saadaan monistettua tarpeeksi.

Menetelmä on erittäin tehokas, koska jokaisessa syklissä DNA:n määrä

kaksinkertaistuu. Tämä mahdollistaa DNA:n monistuksen myös hyvin niukoista

näytteistä. Monistuneiden DNA-fragmenttien määrä saadaan selville elektroforeesilla.

(Radonjic ym. 2006: 117; Aula ym. 2006: 272–275; Mastrangelo ym. 1997: 331–333.)

Tutkimustulokset osoittavat PCR:n olevan erittäin spesifinen ja herkkä menetelmä

trikomonaksen luotettavaan toteamiseen näytteistä. Vaikka PCR on saatavilla olevista

menetelmistä tarkin ja tehokkain, sitä ei käytetä rutiinisti kliinisessä diagnostiikassa sen

alhaisen saatavuuden ja muihin menetelmiin verrattuna kalliimman hinnan vuoksi.

(Radonjic ym. 2006: 116; Aula ym. 2006: 272–275.)

3.4 Antigeeninosoitus ja epäspesifiset menetelmät

Trichomonas vaginalis voidaan osoittaa näytteestä myös antigeeninosoitukseen

perustuvilla pikatesteillä. Antigeeninosoitus on natiivitutkimusta herkempi, mutta

viljelyä epätarkempi menetelmä. T. vaginalis voidaan osoittaa myös

immunokromatografiaan perustuvalla pikatestillä, joka myös on natiivitutkimusta

herkempi  menetelmä.  Pikatestit  ovat  helppoja  ja  nopeita  suorittaa,  joten  ne  sopivat

erinomaisesti vieridiagnostiikkaan. Kastettavan testiliuskan käyttöä hyödyntäviä

kaupallisia pikatestejä ovat muun muassa Genzyme Diagnosticsin OSOM Trichomonas

rapid test ja Xenotope Diagnosticsin valmistama XenoStrip-Tv. (Garcia 2007: 127–

128.)

Kastamalla eritenäytetikku kaliumhydroksidiin (KOH) ja haistamalla tikkua voidaan

pahan, kalamaisen hajun perusteella erottaa tulehduspositiiviset tapaukset hajuttomista

negatiivisista tapauksista. KOH-testi ei ole spesifinen menetelmä T. vaginaliksen

osoittamiseen, mutta hajutesti voi olla yksi trikomoniaasin indikaatio. KOH-

positiivisuus viittaa usein bakteerivaginoosiin. (Nieminen ym. 1997: 244.)

Trikomonas kasvaa parhaiten alhaisen happamuuden ympäristöissä, sillä sille

optimaalinen ympäristön pH-arvo on noin kuusi, jossa muun muassa jotkin parasiitin

kysteiiniproteaasit pysyvät aktiivisina ja hemolyyttiset ominaisuudet toimivat parhaiten
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(Fiori ym. 1996: 109–110; Alvarez-Sánchez ym. 2000: 193–194). Normaalitilassa

terveen emättimen pH-arvo on alle 4,5. pH-tasapainoa ylläpitävät emättimen

normaaliflooraan kuuluvat Lactobacillus-maitohappobakteerit. (Redondo-Lopez – Cook

– Sobel 1990.) Tulehdustiloissa, kuten trikomoniaasissa, maitohappobakteerien määrä

vähenee tulehduksen edetessä, minkä seurauksena pH-tasapaino muuttuu ja pH-arvo

nousee. Emättimen kohonnut pH voi täten olla indikaatio trikomoniaasista. Tämä on

kuitenkin hyvin epäspesifinen menetelmä trikomonaksen toteamiselle, sillä normaalista

poikkeava pH-arvo liittyy moniin erilaisiin tulehdustiloihin. (Nieminen ym. 1997: 244.)

T. vaginalis voi löytyä myös gynekologisesta irtosolunäytteestä eli Papa-näytteestä.

Parasiittien tunnistaminen näytteestä on vaikeaa ja luotettavuuteen vaikuttaa Papa-lasin

tarkastajan kyky osata tunnistaa trikomonas. Papa-näyte käsitellään alkoholeissa ja

ksyleenissä, minkä vuoksi flagellat saattavat tuhoutua ja tunnistaminen vaikeutuu

entisestään. Mikäli Papa-tutkimuksessa epäillään trikomoniaasia, pitäisi varmistuksena

käyttää sensitiivisempää ja spesifisempää testiä, kuten viljelyä. Pelkästään oireiden,

emätineritteen värin, pH:n tai KOH-testin perusteella ei voida luotettavasti diagnosoida

trikomoniaasia, vaan diagnoosi edellyttää tarkempia ja spesifisempiä

laboratoriotutkimuksia.

4 VAGICULT®-NÄYTEPUTKI

Vagicult on Orion Diagnostican valmistama näyteputki sairaaloiden, terveyskeskusten ja

lääkäriasemien laboratorioille. Vagicult-putki on tarkoitettu Trichomonas vaginaliksen

ja hiivojen toteamiseen näytteestä. (Orion Diagnostica 2008.)

Putkessa oleva elatusaine on tryptikaasipohjainen hiivauute, johon on lisätty

normaaliflooran kasvun estämiseksi penisilliini G:tä ja dihydrostreptomysiiniä.

Elatusaineen muita raaka-aineita ovat tryptikaasipeptiini, lampaanseerumi, maltoosi,

kysteiini, askorbiinihappo ja agar. (Nykänen – Aro – Talja 2010.) Elatusaineen on

todettu ylläpitävän T. vaginalista erinomaisesti. (Mackenzie 1962.)

Näyteputkien säilyvyystutkimukset tehdään yleensä huoneenlämmössä ja kylmässä,

kuten jääkaapissa siten, että putkia säilytetään valitussa lämpötilassa, jonka jälkeen

niille suoritetaan toimivuustestaus. Käytännössä tämä tarkoittaa, että elatusaineen
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toimivuus tarkistetaan lisäämällä trikomonasta tai hiivaa ja mikroskopoimalla tutkitaan,

että kyseiset organismit kasvavat hyvin elatusaineessa lämpökaappitiloissa. Koska

trikomonaksen tiedetään olevan todella herkkä lämpötilan suhteen, ei

säilyvyystestauksia tehdä viileässä. (Nykänen ym. 2010.)

Trikomonaksen pakastusta Vagicultissa on kokeiltu, mutta huonolla menestyksellä, sillä

kantaa ei ole saatu pakastuksen jälkeen elvytettyä henkiin. Tuotekehityksessä on tehty

myös 1980-luvulla koesarja, jolla selvitettiin Vagicultin pakastuskestävyyttä, jolloin

huomattiin putkissa saostumista ja hyytelöitymistä. (Nykänen ym. 2010.)

5 TYÖN TAVOITTEET

Tämän työn tavoitteena oli selvittää

1. miten Trichomonas vaginalis -organismit selviytyvät eri lämpötiloissa

eripituisia aikoja ja

2. onko Vagicult-näyteputki viljelykelpoinen pakastamisen jälkeen.

T. vaginalista inkuboitiin optimilämpötilassa poikkeavissa lämpötiloissa eli

huoneenlämmössä +22 °C:ssa ja jääkaappilämpötilassa +4 °C:ssa, minkä jälkeen näyte

siirrettiin oikeaan kasvatuslämpötilaan +37 °C:een. Kasvatusta jatkettiin 24 tai 48

tuntia. Kasvatuksen jälkeen tutkittiin mikroskopoimalla, miten lämpökäsittelyt

vaikuttivat kannan selviytymiseen eli olivatko trikomonakset elossa vai eivät. Samaan

aikaan muiden kokeiden kanssa testattiin, onko Vagicult-putki viljelykelpoinen myös

pakastamisen jälkeen. Pakastettuja putkia käytettiin samanaikaisesti pakastamattomien

kanssa ja T. vaginaliksen selviytymistä eri aikoja joko huoneenlämmössä tai jääkaapissa

tutkittiin mikroskopoimalla.

6 TYÖN SUORITTAMINEN JA TULOKSET

Työlle asetettua tavoitetta eli T. vaginaliksen eri lämpötiloissa elinkykyisenä

selviytymisen ja Vagicult-näyteputken pakastusominaisuuksien selvittämistä lähestyttiin

vaiheittain. Aluksi tutkittiin, mikä olisi kokeiden kannalta optimaalinen määrä
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parasiitteja yhdessä koeputkessa. Tämän jälkeen suoritettiin kaksi kvalitatiivista koetta,

joissa parasiittien määrää ja ei-optimilämpötilassa kasvattamisen pituutta muuntelemalla

selvitettiin parasiittien elinkykyä eri lämpötiloissa kasvatuksen jälkeen.

6.1 Koetta varten määritettävät parametrit

Ennen varsinaisten kokeilujen aloittamista määritettiin kokeiluissa tarvittavat

parametrit. Määrityksen avulla pyrittiin selvittämään kokeisiin suunniteltujen aikavälien

toimivuus trikomonasten testauksessa sekä koeputkiin pipetoitavien trikomonasten

määrä, jota kokeissa kannattaisi käyttää. Näin meneteltiin, koska ei ole olemassa

tutkimustietoa siitä, kuinka monta elävää T. vaginalis -parasiittia yhdellä

näytteenottokerralla siirrostetaan Vagicult-putkiin.

Kokeissa käytettävä kanta PE181 saatiin aiemmin potilasnäytteestä löytyneestä T.

vaginalis -kannasta, joka oli pakastettu HUSLABin ohjeen mukaisesti. Kanta sulatettiin

ja sitä kasvatettiin 2–3 vuorokautta erikoiselatusaineessa. Kannan elinkyky tarkastettiin

mikroskopoimalla, ja sitä rikastettiin siirrostamalla eksponentiaalisessa kasvussa olevaa

trikomonaskantaa uusiin putkiin. Useista putkista poimittiin steriilisti elävät T.

vaginalikset ja tehtiin kantaliuos. Kantaliuoksesta laskettiin mikroskopoimalla

trikomonasten määrä tiettyä tilavuutta kohti eli kantaliuoksen konsentraatio.

Parametrien määritystä varten valmistettiin kantaliuos, jossa oli trikomonaksia kolme

kappaletta kymmenessä mikrolitrassa. Viiteen Vagicult-putkeen pipetoitiin hyvin

sekoitetusta kantaliuoksesta kappalemääriltään vaihtelevat annokset trikomonaksia:

ensimmäiseen kuusi, toiseen 15, kolmanteen 30, neljänteen 39 ja viidenteen 60

kappaletta. Putkia inkuboitiin lämpökaapissa +37 °C:ssa ja mikroskopoitiin 24 ja 48

tunnin kuluttua. Elävien trikomonasten määrä kirjattiin ylös yhdellä, kahdella tai

kolmella plussalla. Samaa menettelyä noudatetaan HUSLABissa trikomonasviljelyn

tuloksen ilmoittamisessa. Löydöksen määrän arvioinnissa +-merkintä tarkoittaa niukkaa

löydöstä eli alle kymmentä trikomonasta, ++-merkintä kohtalaista löydöstä eli 11–100

trikomonasta ja +++-merkintä runsasta löydöstä eli yli 100 trikomonasta. (Meri 2009.)

Kokeen avulla haluttiin selvittää, minkä kokoinen määrä trikomonaksia pystyy

rikastumaan kahden vuorokauden aikana tarpeeksi antaakseen positiivisen tuloksen

mikroskopoinnissa. Esimerkiksi jos 30 kappaletta yhdessä putkessa ei antaisi kahden
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vuorokauden lämpökaappikasvatuksen jälkeen positiivista tulosta, mutta 60 kappaleen

putki antaisi positiivisen tuloksen, kappalemääräksi valittaisiin suurempi lukumäärä

kuin 60. Kappalemäärät ovat arvioituja määriä, joilla pyrittiin mallintamaan

näytteenottotapahtumaa ja näytetikkuun tarttuvien trikomonasten määrää. Koska

potilasnäytteiden trikomonasmääristä ei ole tutkimustietoa, määriä oli vaikea arvioida.

Kahden vuorokauden kasvatukseen päädyttiin, koska HUSLABissa trikomonasviljelystä

annetaan lopullinen tulos vasta toisen vuorokauden jälkeen viljelystä. Mikroskopointien

tulokset 24 ja 48 tunnin jälkeen on esitetty taulukossa 1. Taulukosta nähdään, että 60

kappaleen putki oli positiivinen sekä 24 että 48 tunnin jälkeen ja 39 kappaletta antoi

positiivisen tuloksen vasta kahden vuorokauden kasvatuksen jälkeen. Muut putket olivat

negatiivisia lukuun ottamatta kuuden kappaleen putkea, joka oli positiivinen 48 tunnin

kasvatuksen jälkeen. Tämän tuloksen voi kuitenkin ehkä lukea sattumaksi, koska 15 ja

30 kappaleen putket olivat molemmat negatiivisia koko kahden vuorokauden ajan.

Tulosten perusteella voidaan päätellä, että ainakaan alle 60 kappaletta Vagicultissa ei ole

riittävä määrä antamaan luotettavia tuloksia tulevissa kokeissa.

Kokeiden kannalta toimivien aikavälien määrittämiseksi suoritettiin toinen koe, jota

varten valmisteltiin uusi kantaliuos. Kantaliuoksen konsentraatioksi laskettiin 250

kappaletta trikomonaksia kymmenessä mikrolitrassa. Tunnetun konsentraation

kantaliuoksesta laskettiin käytettävät jatkolaimennokset. Kolmeen Vagicult-putkeen

pipetoitiin 500, 1000 ja 2000 kappaletta trikomonaksia. Kaikille Vagicult-putkille

valmisteltiin identtiset rinnakkaiset putket samasta kantaliuoksesta eli putkia oli näin

ollen yhteensä kuusi. Vagicultien oli annettu lämmetä huoneenlämpötilaan, mitä

käytäntöä käytetään myös laboratorioissa, kun otetaan T. vaginalis -näytteitä.

Laimennosten rinnakkaiset kaksi putkea jaettiin siten, että toinen laitettiin

lämpökaappiin +37 °C:n ja toinen jääkaappiin +4 °C:n lämpötiloihin.

TAULUKKO 1. Mikroskopointien tulokset kappalemääriltään vaihtelevissa putkissa.

AIKA PIPETOITUJEN TRIKOMONASTEN MÄÄRÄ PUTKESSA

(h) 6kpl 15kpl 30kpl 39kpl 60kpl

24 - - - - +

48 + - - + +
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Kaikki kuusi Vagicult-putkea mikroskopoitiin tasatunnein viiden tunnin aikana ja

elävien trikomonasten määrä kirjattiin ylös yhdellä, kahdella tai kolmella plussalla.

Mikroskopoimalla putket tasatunnein haluttiin saada selville varsinaisten kokeilujen

kannalta toimivat mikroskopointiaikavälit. Esimerkiksi, jos trikomonakset kuolisivat jo

yhden tunnin kuluttua jääkaapissa, olisi tarpeetonta tutkia parasiitin selviytymistä

jääkaappiolosuhteissa kahdeksan tunnin ajan. Viimeisen viidennen tunnin kohdalla

suoritetun mikroskopoinnin jälkeen, putkia inkuboitiin lämpökaapissa vielä 48 tuntia.

Elävien trikomonasten määrä tarkastettiin mikroskopoimalla putket yhden ja kahden

vuorokauden kuluttua. Mikroskopointitulokset eri aikapisteissä on esitetty taulukossa 2.

Lämpökaapissa +37 °C:ssa kasvatetut putket olivat kaikki positiivisia kaikissa

aikapisteissä lukuun ottamatta 500 kappaleen putkea, joka antoi positiivisen tuloksen

vasta neljännen tunnin kohdalla ja siitä eteenpäin. Jääkaapissa +4 °C:ssa säilytettyjen

putkien mikroskopointitulokset vaihtelivat enemmän. 500 kappaleen putki oli

positiivinen ensimmäisen tunnin jälkeen, mutta muutoin negatiivinen. Todennäköisesti

putken ensimmäisen tunnin tulos, johtuu siitä, että kanta oli vielä elossa tunnin

jääkaappilämpötilan jälkeen, muttei kestänyt pidempää aikaa +4 °C:ssa. 1000 kappaleen

putkessa ei ollut kasvua ensimmäisissä aikapisteissä, mutta 24 tunnin kohdalla se oli

positiivinen. 48 tunnin kohdalla kasvua ei mikroskopoitaessa havaittu, mikä voi johtua

myöhään ilmenevistä jääkaappilämpötilan aiheuttamista pitkäaikaisvaikutuksista. 2000

kappaleen +4 °C:ssa säilytetty putki oli positiivinen kahden, kolmen, neljän ja viiden

tunnin kohdalla sekä kahden vuorokauden kasvatuksen jälkeen.

TAULUKKO 2. Mikroskopointitulokset +37°C:ssa ja +4°C:ssa säilytettyjen 500, 1000
ja 2000 kappaletta trikomonaksia sisältävistä Vagicult-putkista eri aikapisteissä.

AIKA TRIKOMONASTEN LKM/PUTKI +37°C TRIKOMONASTEN LKM/PUTKI +4°C
(h) 500kpl 1000kpl 2000kpl 500kpl 1000kpl 2000kpl

1 - + + + - -
2 - + + - - +
3 - + + - - +
4 + + + - - +
5 + + + - - +
24 + + + - + -
48 + + + - - +
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6.2 Trichomonas vaginaliksen selviytyminen eri lämpötiloissa

T. vaginaliksen elinkykyä eri lämpötiloissa testattiin kahden kokeen avulla. Kokeissa

vaihdeltiin trikomonasten kappalemäärää putkissa ja aikapisteiden pituutta muunneltiin.

Molempien kokeiden koejärjestelyt on esitetty taulukossa 3.

6.2.1 Ensimmäinen koe

Laboratoriotyön käytännönosuuden tavoite oli tutkia trikomonasten elinkykyä eri

lämpötiloissa. Jääkaapissa ja huoneenlämmössä säilyttämisellä haluttiin kuvata

näytekuljetuksesta mahdollisesti johtuvia virhelähteitä trikomonasviljelyssä.

Trikomonasviljelyn näytteenotto-ohjeiden mukaan näyteputket tulisi lähettää

analysoivaan laboratorioon lämpökuljetuksena. Aina näin ei käy ja näyteputket saattavat

unohtua pöydälle tai jäähtyä liikaa kylmissä sääolosuhteissa kuljetuksen aikana, jos niitä

ei ole asianmukaisesti pakattu.

Alussa määritettyjen parametrien perusteella kokeessa käytettäviksi aikapisteiksi

valittiin kaksi, neljä, kuusi ja kahdeksan tuntia. Jokaiselle aikapisteelle valmisteltiin

kolme rinnakkaista putkea, joihin kaikkiin pipetoitiin tunnetusta kantaliuoksesta sama

määrä parasiitteja. Kantaliuos valmistettiin erikoiselatusaineputkesta, jossa oli

TAULUKKO 3. Molempien kokeiden koejärjestelyt. Kokeiden eroavaisuudet on
merkitty punaisella.

ENSIMMÄINEN KOE TOINEN KOE

LÄMPÖTILAT +22°C ja +4°C +22°C ja +4°C

AIKAPISTEET (h) 2, 4, 6, 8 8, 12 ,24

KONTROLLI
0-kohdan mikroskopointi
 +37°C  24 ja 48h mikros-

kopointi

0-kohdan mikroskopointi
 +37°C  24 ja 48h mikros-

kopointi

PUTKET 3 x Vagicult/aikapiste 3 x Vagicult/aikapiste

KPL TRIKOMONAK-
SIA/PUTKI 1000kpl/4ml Vagicult 250kpl/4ml Vagicult

PAKASTETTU VAGICULT
alkuperäisestä testiputkesta

sulatettuun Vagicultiin 400µl
= ~100kpl

alkuperäisestä testiputkesta
sulatettuun Vagicultiin 400µl

= ~25kpl
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trikomonaksia noin 1000 kappaletta kymmenessä mikrolitrassa. Tästä liuoksesta

pipetoitiin tyhjään putkeen 500µl eli noin 50000 trikomonasta, minkä jälkeen putkeen

lisättiin vielä 1500µl puhdasta erikoiselatusainemediaa käyttämättömästä putkesta. Näin

saatiin kantaliuos, jonka trikomonaskonsentraatio oli noin 250kpl/10µl. Vagicult-putkiin

pipetoitaviksi trikomonasten määräksi päätettiin valita 1000 eli kantaliuoksesta

pipetoitiin 40µl mediaa Vagicult-putkiin. Taustana käytettiin trikomonaksen

mikroskopoinnin, viljelyn ja PCR:n määritysherkkyyksiä vertailevan tutkimuksen

tuloksia, joissa todettiin, että viljelynäytteessä tulisi olla 300–500 parasiittia yhdessä

millilitrassa, jotta diagnostiikan positiivinen tulos olisi luotettava. Tutkimuksessa

näytteen viljelyaikaa käytettiin seitsemää vuorokautta. Jos trikomonaksia oli

vähemmän, tulos saattoi jäädä vääräksi negatiiviseksi. Vertailumenetelminä

tutkimuksessa käytettiin PCR:ää. (Radonjic ym. 2006: 116–119.) Koska kappalemäärä

oli suuri verrattuna saatuihin parametrimääritysten tuloksiin, putkien viljelytulosten

voitiin olettaa olevan optimiolosuhteissa positiivisia kahden vuorokauden kasvatuksen

jälkeen ja tätä oletusta käytettiin vertailukohtana poikkeavissa lämpötiloissa viljellyille

putkille.

Kokeilussa testattiin sama määrä putkia eli kolme rinnakkaista putkea kaikissa

aikapisteissä sekä +22 °C:ssa että +4 °C:ssa. Lisäksi viljeltiin samalla noin 1000

kappaleen suspensiolla yksi Vagicult-putki suoraan lämpökaappiin. Tämä putki toimi

kokeen positiivisena kontrollina. Aikapisteessä mikroskopoinnin jälkeen putket

siirrettiin lämpökaappiin kahden vuorokauden kasvatusta varten.

Testattavista putkista tehtiin myös jatkoviljely aikapisteessä mikroskopoimisen jälkeen

pakastettuihin ja koetta varten sulatettuihin Vagicult-putkiin. Näin pyrittiin testaamaan

Vagicultin viljelykelpoisuutta pakastamisen jälkeen. Myös positiivisesta

kontrolliputkesta tehtiin jatkoviljely sulatettuun Vagicultiin. Vagicult-putkia pidettiin

pakastettuina neljä päivää siten, että putket olivat kauttaaltaan jäätyneet. Jatkoviljelyssä

pipetoitiin noin 100 kappaletta trikomonaksia alkuperäisistä testiputkista sulatettuun

jatkoviljely-Vagicultiin, jotka olivat viljelyhetkellä huoneenlämpöisiä.

Mikroskopoinnin negatiiviset tulokset ilmoitetaan miinusmerkein, positiiviset tulokset

taas havaittujen elävien trikomonasten määrän mukaan yhdellä, kahdella tai kolmella

plusmerkillä. Kokeen tulokset ovat kvalitatiivisia tuloksia, sillä mikroskopoinneissa

objektilasille ei pipetoida tarkkaa tilavuutta putkesta ja aikapisteissä ei kvantitoida
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parasiittien tarkkaa määrää putkessa, vaan positiivisten putkien parasiittien määrät

ilmoitetaan plusmerkein. Tämän työn kokeissa mikroskopoidessa havaittuja

trikomonaksia oli jokaisessa putkessa alle kymmenen, joten kokeessa käytettäväksi

merkinnäksi riitti +-merkintä.

Kontrolliputkessa kasvua

havaittiin koko kokeen ajan.

Positiivisen kontrollin

trikomonasten elinkykykäyrä 48

tunnin ajalta on esitetty kuviossa

11 Positiivinen kontrolli kuvastaa

ihannetilannetta, jossa Vagicult-

putki laitetaan välittömästi viljelyn

jälkeen lämpökaappiin +37 °C:een.

Koska kontrolli antoi positiivisen

tuloksen jokaisella

mikroskopointikerralla, voidaan

tehdä johtopäätös, että myös

testiputket antaisivat positiivisen

tuloksen optimilämpötilassa.

Elinkykykäyrien piirtäminen perustui nollakohdan tilanteen tulokseen ja oletukseen, että

Vagicult-putken täytyy olla positiivinen heti siihen pipetoidun 1000 trikomonasta

sisältävän mediasuspension jälkeen. Jokaiselle käytetylle aikapisteelle on piirretty oma

käyrä. Aikapisteillä oli jokaisella omat kolme rinnakkaista Vagicult-putkea, joihin oli

lisätty sama 1000 kappaleen määrän volyymi tunnetusta kantaliuoksesta. Kolmesta

rinnakkaisesta putkesta laskettiin keskiarvo, joka muutettiin prosenttiluvuksi ja näin

saatiin määritettyä elinkykyä kuvaava aikapiste 48 tunnin kohdalla. Esimerkiksi, jos

kaikki kolme rinnakkaista putkea antavat positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa 48

tunnin jälkeen, elinkyky on täten putkien kesken 100 %. Vastaavasti jos kolmesta

rinnakkaisesta putkesta kaksi on positiivisia ja yksi negatiivinen aikapisteen

mikroskopoinnin keskiarvoksi saadaan 0,66, joka on prosentteina 66 %. Jos taas yksi

putki antaa negatiivisen ja kaksi muuta putkea positiivisen, keskiarvo on 0,33 eli 33 %.
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 KUVIO 11. +37 °C:ssa säilytetyn positiivisen
kontrollin mikroskopoimalla tarkastettujen
elävien T. vaginalisten elinkykykäyrä piirrettynä
nollakohdassa ja 48 tunnin jälkeen suoritettujen
mikroskopointien tulosten perusteella.
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Kuviossa 12 on huoneenlämmössä +22 °C:ssa pidettyjen Vagicultien trikomonasten

elinkykykäyrä. Käyrästä nähdään, että kaikkien aikapisteiden kolme rinnakkaista

Vagicult-putkea antoivat positiivisen tuloksen kahden vuorokauden kasvatuksen

jälkeen. Liitteessä 1 on taulukko kaikista ensimmäisen kokeen Vagiculteista eri

aikapisteissä mikroskopoimalla saaduista tuloksista.

Ensimmäisen kokeen Vagicultien

mikroskopointitulokset eri

aikapisteissä (liite 1) ja kuvion 12

käyrä osoittavat T. vaginalisten

kestävän hyvin +22 °C:ssa

kahdeksankin tuntia. Kahden,

neljän, kuuden ja kahdeksan tunnin

aikapisteissä suoritetun elävien

trikomonasten määrän

mikroskopoimalla tarkastamisen

jälkeen +22 °C:ssa säilytetyistä

jokaisen aikapisteen alkuperäisistä

kolmesta rinnakkaisesta

testiputkesta siirrettiin 400

mikrolitran suuruinen suspensio eli

noin 100 kappaletta trikomonaksia

sulatettuihin Vagicult-putkiin. Myös positiivisesta kontrolliputkesta siirrettiin

nollakohdassa suoritetun mikroskopoinnin jälkeen sama volyymi trikomonaksia uuteen

sulatettuun Vagicultiin, jota inkuboitiin 48 tuntia +37 °C:ssa. Kaikki sulatettuihin

Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset +22 °C:ssa kaksi, neljä, kuusi tai kahdeksan tuntia

säilytetyistä alkuperäisistä testiputkista +37 °C:een antoivat positiivisen tuloksen

kahden vuorokauden kuluttua. Ensimmäisen kokeen sulatettujen Vagicultien

mikroskopoinneista saadut tulokset on esitetty samassa taulukossa alkuperäisten

testiputkien tulosten kanssa liitteessä 1.

Alkuperäiset testiputket antoivat +37 °C:een siirtämisen jälkeen positiivisen tuloksen

mikroskopoinnissa useimmissa tapauksissa jo 24 tunnin kuluttua, kun taas muutamat

sulatettuihin Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset antoivat positiivisen tuloksen vasta

48 tunnin kuluttua. Toisaalta, koska T. vaginalis -potilasviljelynäytteitä kasvatetaan
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 KUVIO 12. +22 °C:ssa säilytettyjen
trikomonasten elinkykykäyrä. Käyrä on piirretty
nollakohdan ja 48 tunnin kohdalla saadun
mikroskopoinnin tuloksen perusteella.
Nollakohdassa pipetoitiin 1000 kappaletta
Vagicultiin, joten putken voidaan olettaa olevan
nollakohdassa varmasti positiivinen.
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vähintään 48 tuntia +37 °C:ssa, 24 tunnin kohdalla suoritettu mikroskopointi on

periaatteessa turha. Kaikki ensin +22 °C:ssa säilytetyistä testiputkista sulatettuihin

Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset antoivat positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa

lukuun ottamatta yhtä sulatettua Vagicultia, johon tehtiin jatkokasvatus putkesta, joka

oli ensin ollut neljä tunti +22°Cssa. Negatiivinen tulos voi johtua sattumasta eli

mikroskopoitavaksi pipetoituun tilavuuteen ei ole sattunut trikomonaksia. Sattuman

osuus on todennäköinen, sillä viljellyt alkuperäiset 1000 kappaleen Vagicult-putket,

jotka olivat ensin olleet pidempään +22 °C:ssa, antoivat mikroskopoinnissa positiivisen

tuloksen sulatetun Vagicultin jatkokasvatuksessa 48 tunnin kuluttua.

Kuviossa 13 on piirretty

elinkykykäyrät jääkaapissa +4

°C:ssa pidettyjen Vagicultien

elävien trikomonasten

prosentuaalisista määristä kahden

vuorokauden ajalta. Kahden, neljän

tai kuuden tunnin säilytys +4

°C:ssa ei vaikuttanut

trikomonasten elinkykyyn ja putket

antoivat 48 tunnin +37 °C:ssa

inkuboinnin jälkeen positiivisen

tuloksen mikroskopoinnissa. Ensin

kahdeksan tuntia +4 °C:ssa pidetyt

kolme rinnakkaista Vagicult-putkea

eivät kaikki antaneet positiivista

tulosta mikroskopoinnissa 48

tunnin kohdalla. Tästä voidaan päätellä T. vaginalisten elinkyvyn heikkenevän

kahdeksan tunnin jälkeen +4 °C:ssa. Alkuperäisistä kahdeksan tuntia +4 °C:ssa olleista

kolmesta rinnakkaisesta testiputkesta kaksi antoi positiivisen tuloksen kahden

vuorokauden lämpökaappikasvatuksen jälkeen ja yksi pysyi negatiivisena. Näistä

kahdeksannen aikapisteen putkista sulatettuihin Vagiculteihin tehtyjen jatkokasvatusten

tulokset olivat kuitenkin kaikki positiivisia. Viimeistään tämä tulos osoittaa sulatettujen

Vagicultien olevan viljelykelpoisia myös pakastamisen jälkeen. Yksi sulatettuun

Vagicultiin tehty jatkokasvatus ensin neljä tuntia +4 °C:ssa olleesta alkuperäisestä

testiputkesta antoi negatiivisen tuloksen mikroskopoinnissa 48 tunnin jälkeen, mikä voi
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 KUVIO 13. +4°C:ssa säilytettyjen
trikomonasten elinkykykäyrä. Käyrä on piirretty
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nollakohdassa varmasti positiivinen.
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johtua sattumasta.

Kaikki ensimmäisessä kokeessa sulatettuihin Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset

kahta edellä mainittua tapausta lukuun ottamatta antoivat positiivisen tuloksen. T.

vaginalis -viljelytutkimuksen kannalta oleellinen aikapiste on 48 tuntia, joten muutamat

todennäköisesti sattumasta johtuvat negatiiviset tulokset eivät ole merkitseviä.

6.2.2 Toinen koe

Ensimmäisen kokeen tulokset osoittavat T. vaginaliksen (1000 kappaletta Vagicult-

putkessa) sietävän hyvin jopa kahdeksan tunnin jääkaappilämpötilaa, joten toisessa

kokeessa päätettiin vähentää huomattavasti testiputkiin pipetoitavien trikomonasten

määrää. Konsentraation pienentämisen lisäksi aikavälejä pidennettiin ja

mikroskopointeja suoritettiin vain kolme ensimmäisen kokeen neljän mikroskopoinnin

sijaan. Ensimmäinen koe keskittyi enemmän trikomonaksen elinkyvyn tutkimiseen

suositeltua alhaisemmissa lämpötiloissa. Toinen koe sen sijaan painottui selvittämään

kuinka pieni määrä trikomonaksia riittäisi antamaan positiivisen tuloksen kahden

vuorokauden viljelyn jälkeen, kun Vagicult-putki on ollut trikomonasten lisäämisen

jälkeen pitkiä aikoja huoneenlämmössä tai jääkaappilämpötilassa.

Positiiviseksi kontrolliksi tehtiin jälleen yksi myös nollakohdassa mikroskopoitava

Vagicult, joka siirrettiin suoraan lämpökaappiin. Kuten ensimmäisessä kokeilussa,

kaikissa aikapisteissä oli kolme rinnakkaista Vagicultia. Pipetoitavien trikomonasten

kappalemäärä oli 250. Kappalemäärää ei haluttu laskea liikaa, vaikka ensimmäiseksi

tehty parametrien määritys selvästi osoitti parasiittien rikastuvan tarpeeksi jo todella

pienillä määrillä. Kokeiluissa käytettävien Vagicultien volyymi neljä millilitraa on

suhteellisen suuri tilavuus ja pieni kappalemäärä lisäisi analysoinnin virhelähteen

mahdollisuutta liikaa, koska jos volyymi on suuri ja parasiitteja vähän, trikomonaksia ei

välttämättä putken hyvästä sekoituksesta huolimatta sattuisi mikroskopoitavaan

näytteeseen. Aikapisteiksi valittiin kahdeksan, 12 ja 24 tuntia. Mikroskopointitulokset

ilmoitettiin kuten ensimmäisessä kokeessa joko miinus- tai plusmerkillä.

Aikapisteissä mikroskopoinnin jälkeen testiputket siirrettiin kahden vuorokauden

kasvatukseen lämpökaappiin ja elävien trikomonasten määrä tarkastettiin

mikroskopoimalla putket 24 ja 48 tunnin kuluttua. Testiputkista tehtiin ensimmäisen
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kokeen tavoin jatkoviljelyputket uusiin sulatettuihin Vagicult-putkiin. Jälkimmäisessä

kokeessa alkuperäisistä testiputkista pipetoitiin sulatettuihin Vagiculteihin noin 25

kappaletta trikomonaksia.

Toisen kokeen kaikkien Vagicultien mikroskopoinneista saadut tulokset ovat liitteessä 2.

Kontrolliputki pysyi mikroskopoinneissa muuten positiivisena, mutta nollakohdassa

suoritetun mikroskopoinnin tulos oli negatiivinen. Koska testiputkiin pipetoitavaa

määrää pienennettiin ensimmäisen kokeen 1000 kappaleesta 250:een saattaa olla, että

putkessa olevat trikomonakset eivät ole sattuneet kontrolliputkesta nollakohdassa

pipetoitavaan tilavuuteen. Toisen kokeen mikroskopointien tulokset olivat pääosin

negatiivisia sulatettuihin Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset mukaan lukien.

Positiivisia tuloksia mikroskopoinneissa saatiin +22 °C:ssa kahdeksan ja 24 tunnin

jälkeen yhdestä samasta putkesta, joka 48 tunnin kuluttua oli negatiivinen, sekä 12

tunnin kuluttua kahdesta Vagicultista, joiden jatkokasvatukset +37 °C:ssa alkuperäisessä

ja sulatetussa Vagicultissa olivat negatiiviset. +4°C:ssa säilytetyistä Vagiculteista yksi

antoi positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa kahdeksan tunnin kuluttua, mutta jälleen

jatkokasvatusten mikroskopoinneissa tulos oli negatiivinen. Tulokset osoittavat selvästi

250 kappaleen olleen liian vähäinen määrä yhteen Vagicult-putkeen ja trikomonakset

eivät ole pystyneet lisääntymään putkissa.

7 TYÖN LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Työn tärkein tutkimusmenetelmä oli elävien T. vaginaliksien tunnistaminen ja

löytäminen mikroskopoimalla, sillä kaikki työn tulokset perustuvat mikroskopoimiseen.

Ennen kokeiden aloittamista harjoittelin T. vaginalisten tunnistusta mikroskopoimalla

parasiitteja yhdessä ohjaajan kanssa. Vaikka minulla ei ollut aikaisempaa kokemusta

trikomonasten mikroskopoinnista enkä ollut ennen kokeiden aloittamista nähnyt elävää

T. vaginalista kuin kerran aikaisemmin, tunnistaminen alkoi lyhyen harjoittelun jälkeen

sujua luontevasti. Mikroskopointi oli aluksi hidasta ja kömpelöä, mutta harjoittelun ja

ohjauksen avulla kehityin nopeasti. Mikroskopointi on kuitenkin erittäin paljon

mikroskopoijasta riippuvaista ja oma kokemattomuus varmasti vaikutti kokeissa

saatuihin tuloksiin. Toinen merkittävä virhelähde saattaa olla mikroskopoitavan

näytteen tilavuus etenkin pienillä T. vaginalis -määrillä.
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Tämän kokeen mikroskopoinnit suoritettiin samoin kuin potilasnäytteiden kaikissa

laboratoriossa eli näytteeksi otettiin "yksi pisara" elatusainetta. Työn luotettavuutta olisi

saattanut kuitenkin lisätä, mikäli yhdestä koeputkesta olisi yhdellä

mikroskopointikerralla tutkittu esimerkiksi kolme näytettä. Yhdestä putkesta

suoritettujen mikroskopointikertojen lisääminen olisi kuitenkin tehnyt käytännön työn

vaativammaksi ja lisännyt työmäärää kohtuuttomaksi, kun otetaan huomioon, että tein

opinnäytetyön yksin. Olisi kuitenkin mielenkiintoista tietää, miten volyymiltään

suuremman näytteen mikroskopointi vaikuttaisi tuloksiin.

Työskennellessäni noudatin hyvien laboratoriokäytäntöjen mukaisia työtapoja.

Trikomonasten pipetointi tapahtui laminaarivirtauskaapissa suojakäsineet kädessä.

Pipetoidessa käytin kertakäyttöisiä steriilejä lasipipettejä, jotka poltin aina ennen

pipetointia. Steriili työskentely onnistui mielestäni hyvin, sillä bakteeri- tai

hiivakontaminaatioita ei ollut havaittavissa Vagicult-putkissa kokeiden aikana.

Kokeissa suoritettujen mikroskopointien tulokset merkitsin heti jokaisen putken

tarkastamisen jälkeen etukäteen koetta varten laadittuun taulukkoon. Taulukkoon oli

kirjattu valmiiksi Vagicult-putkien tunnukset, lämpötilat ja aikapisteet sekä jätetty tila

mikroskopoinnista saadulle tulokselle. Saadut tulokset siirsin tietokoneelle sähköiseen

muotoon Excel-ohjelmalla laadittuun taulukkoon, joka oli pohjaltaan samanlainen kuin

mikroskopointien tulosten kirjaamisessa käytetty taulukko.

Tulosten soveltamiseen ja luotettavuuteen saattaa eniten vaikuttaa se, että kokeissa

käytettiin vain yhtä kantaa. Useamman kannan testaaminen olisi lisännyt tulosten

luotettavuutta, mutta valitettavasti käytössäni ei ollut useampia kantoja. Rinnakkaisten

putkien määrä (n=3) on yleisesti ottaen riittävä koejärjestelyissä.

Kantojen kasvattaminen pidempään kuin kaksi vuorokautta saattaisi lisätä tulosten

luotettavuutta, sillä eräässä tutkimuksessa (Radonjic ym. 2006: 117.) T. vaginaliksia

kasvatettiin seitsemän vuorokautta ja joidenkin kantojen on havaittu alkavan kasvaa

vasta kymmenen vuorokauden kasvatuksen jälkeen (Meri 2010). Tässä työssä ei haluttu

kokeilla pidempää kuin kahden vuorokauden kasvatusta, koska potilasnäytteitäkin

kasvatetaan vain kaksi vuorokautta T. vaginalis -viljelyssä.

Vagicult-putkien pakastamisen vaikutusta viljelytuloksiin tutkittiin siirrostamalla
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koejärjestelyissä mukana olleita T. vaginaliksia pakastettuihin ja koetta varten

sulatettuihin Vagicult-putkiin. Trikomonaskannan selviämistä tutkittiin

mikroskopoimalla putket 24h ja 48h kasvatuksen jälkeen. Putket toimivat lähes yhtä

hyvin kuin pakastamattomat, mutta tuloksen luotettavuutta olisi lisännyt, mikäli täysin

sama määrä T. vaginaliksia olisi siirrostettu sekä pakastamattomiin että pakastettuihin

putkiin.

8 JOHTOPÄÄTÖKSET JA POHDINTA

Työn kokeellisessa osuudessa pyrin selvittämään sitä, kuinka hyvin tai huonosti

Trichomonas vaginalis -alkueläimet sietävät olemista muussa kuin

optimilämpötilassaan. Työn tuloksia on tarkoitus soveltaa T. vaginaliksen

diagnostiikassa otettavien näytteiden kuljetus- ja säilytyslämpötilasuosituksia varten.

Perusongelma tutkimuksessa on, ettei ole olemassa tutkimustietoa siitä, kuinka monta

parasiittia mahdollisesti siirrostetaan näytteeksi potilaasta yhteen putkeen. Tätä yritin

selvittää tutkimalla, mikä on pienin määrä eläviä T. vaginaliksia, joka pystyy

rikastumaan tarpeeksi antaakseen positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa 48 tunnin

kasvatuksen jälkeen. Työssä tein kokeita, joiden tulosten perusteella saatu

vähimmäismäärä osoittautui niin pieneksi (noin 60 kpl), ettei sitä voitu käyttää

jatkokokeissa. Tutkimusten mukaan näytteessä pitäisi olla noin 1000 kappaletta neljässä

millilitrassa mediaa eläviä T. vaginaliksia, jotta viljelytulos olisi varmasti positiivinen.

Niin päädyttiin käyttämään suurehkoa määrää parasiitteja, joiden avulla T. vaginaliksen

elinkykyä voitiin tarkastella luotettavammin. Ensimmäisessä kokeessa huomattiin, että

kannan kyky selvitä alentui kahdeksan tunnin +4 °C:ssa tapahtuvan kasvatuksen

jälkeen. Samoin selvisi, että elinkyky kannattaa mikroskopoida vasta 48 tunnin

kasvatuksen jälkeen, sillä osa 24 tunnin kohdalla olevista negatiivisista putkista oli

positiivisia 48 tunnin kohdalla. Toisessa kokeessa käytettiin alhaisempaa määrää T.

vaginaliksia ja kokeiden tulosten perusteella huomattiin, että kaikki koejärjestelyissä

kasvatetut T. vaginalikset olivat menettäneet elinkykynsä.

Toinen työn tavoite oli tutkia vaikuttaako pakastaminen Vagicult-näyteputkien kykyyn

kasvattaa T. vaginalista potilasnäytteistä. Työn tulosten mukaan 100 kappaletta

trikomonaksia alkuperäisestä Vagicult-putkesta pakastetussa ja koetta varten sulatetussa

Vagicult-putkessa kasvoi samoin kuin kontrolli, mutta on muistettava, että niihin myös
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siirrostettiin vähemmän eläviä parasiitteja kuin pakastamattomiin putkiin.

Laboratoriossa on melko vaikea tutkia T. vaginalista, sillä potilasnäytteestä Vagicult-

näyteputkeen siirtyvien trikomonasten määrä vaikuttanee merkittävästi siihen, miten

nopeasti kanta kasvaa viljelyputkessa ja miten kanta selviytyy optimista poikkeavassa

lämpötilassa lyhyitä aikoja. Työn tulosten perusteella on vaikeaa antaa suoraviivaisia

toimintaohjeita potilasnäytteiden käsittelyyn, kun käytetään rikastettua ja runsasta,

hyvin kasvavaa kantaa, koska kantojen väliset vaihtelut T. vaginaliksella saattavat olla

hyvinkin merkittäviä. Esimerkiksi on kantoja. jotka ovat resistenttejä käytetylle hoidolle

ja myös virulenssimekanismit vaihtelevat kantojen välillä melkoisesti.

Jatkossa olisikin syytä miettiä koejärjestelyjä, joilla voitaisiin tarkemmin tutkia

rikastuvatko erittäin pienet määrät T. vaginaliksia Vagicult-putkissa ja miten oikea

potilasnäyte selviäisi optimista poikkeavissa kuljetus- tai säilytyslämpötiloissa.

Kokeissa voitaisiin esimerkiksi käyttää positiivisia suoraan potilaista otettuja näytteitä.

Olisi myös mielenkiintoista tutkia, miten eripituiset nykyään käytetystä kahden

vuorokauden kasvatusajasta poikkeavat ajat, esimerkiksi Radonjicin ym. (2006)

käyttämä seitsemän vuorokautta, vaikuttaisi diagnostiikkaan.

Työn kokeen tulokset osoittavat T. vaginaliksen selviävän hyvin vaihtelevissa

lämpötiloissa. Kahdeksan tunnin säilytys huoneenlämmössä ja kuuden tunnin säilytys

jääkaapissa ei näyttänyt vaikuttavan merkitsevästi trikomonasten elinkykyyn. Sen sijaan

kahdeksan tunnin +4 °C:ssa säilyttämisen jälkeen trikomonasten kuolleisuus nousee ja

elinkyky heikkenee. Nämä havainnot koskevat vain yhtä kantaa, mutta yleisesti ottaen

voitaneen todeta, ettei muutaman tunnin, jopa neljän, säilytys jääkaapissa tai

huoneenlämmössä tapa potilasnäytteen hyvin elävää T. vaginalis -kantaa. Samoin

voidaan todeta, että tämän tutkimuksen mukaan Vagicult-putket sietävät lyhytaikaisen

pakastamisen. Tätä tulosta ei kuitenkaan voi soveltaa kovin laajasti, koska käytössä oli

vain yksi T. vaginalis -kanta. T. vaginaliksen diagnostiikan kannalta olisi parasta ja

luotettavinta, että näytteet kuljetettaisiin ja säilytettäisiin +37 °C lämpötilassa ja

käytettäisiin tuoreita pakastamattomia Vagicult-näyteputkia.
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LIITE 1

ENSIMMÄISESSÄ KOKEESSA SUORITETTUJEN MIKROSKOPOINTIEN
TULOKSET

°C AIKA
(h)

PUTKI-
TUNNISTE

1. AIKAPISTEEN
MIKROSKOPOINTI 24h 48h

SULATETTU
JATKO-

VAGICULT
JATKO

24h
JATKO

48h

+37

0
2
4
6
8

kontrolli-
putki

+
+
+
+
+

+  + kontrolliputken
jatko-Vagicult + +

H21 + +  + P-H21 + +
H22 + - + P-H22 - +2
H23 - - + P-H23 + +
H41 + +  + P-H41 - -
H42 + +  + P-H42 - +4
H43 + - + P-H43 - +
H61 + +  + P-H61 - +
H62 - +  + P-H62 - +6
H63 + +  + P-H63 - +
H81 + +  + P-H81 - +
H82 + +  + P-H82 - +

+22

8
H83 + - + P-H83 - +
K21 + - + P-K21 + +
K22 - +  + P-K22 + +2
K23 + +  + P-K23 + +
K41 + +  + P-K41 - +
K42 + +  + P-K42 - -4
K43 - - + P-K43 - +
K61 + +  + P-K61 + +
K62 + +  + P-K62 + +6
K63 + +  + P-K63 + +
K81 - - - P-K81 + +
K82 - - + P-K82 - +

+4

8
K83 + +  + P-K83 + +



LIITE 2

TOISESSA KOKEESSA SUORITETTUJEN MIKROSKOPOINTIEN TULOKSET

°C AIKA
(h)

PUTKI-
TUNNISTE

1. AIKAPISTEEN
MIKROSKOPOINTI 24h 48h

PAKASTETTU
JATKO-

VAGICULT
JATKO

24h
JATKO

48h

+37
0
8
12
24

kontrolli-
putki

-
+
+
+

+  + kontrolliputken
jatko-Vagicult + +

H21 - - - P-H21 - -
H22 - - - P-H22 - -8
H23 + + - P-H23 - -
H41 + - - P-H41 - -
H42 + - - P-H42 - -12
H43 - - - P-H43 - -
H61 - - - P-H61 - -
H62 - - - P-H62 - -

+22

24
H63 - - - P-H63 - -
K21 - - - P-K21 - -
K22 - - - P-K22 - -8
K23 - - - P-K23 - -
K41 - - - P-K41 - -
K42 - - - P-K42 - -12
K43 - - - P-K43 - -
K61 - - - P-K61 - -
K62 - - - P-K62 - -

+4

24
K63 - - - P-K63 - -


