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THVISTELMA

Taman tyon tavoitteena oli selvittdd miten Trichomonas vaginalis -organismit selviytyvét eri
lampotiloissa eripituisia aikoja ja onko Vagicult-nayteputki viljelykelpoinen pakastamisen jélkeen.
Tavoitetta lahestyttiin vaheittain tekemalla laboratoriossa mikroskopointiin ja rikastusviljelyyn
perustuvia kvalitatiivisia kokeita.

T. vaginalista inkuboitiin optimilampétilasta poikkeavissa lampdtiloissa +22 °C:ssa ja +4 °C:ssa,
minkad jalkeen nayte dSiirrettiin oikeaan optimaaliseen kasvatusldmpétilaan +37 °C:.een. Kasvatusta
jatkettiin 48 tuntia. Mikroskopoimalla tutkittiin miten optimista poikkeavat lampétilat vaikuttivat T.
vaginalis -kannan selviytymiseen eli olivatko parasiitit elossa vai eivat. Samanaikaisesti muiden
kokeiden kanssa testattiin onko Vagicult-putki viljelykelpoinen pakastamisen jakeen kayttamalla
pakastettuja putkia rinnakkain pakastamattomien kanssa.

Tyon kokeiden tulokset osoittavat T. vaginaliksen selvidvan hyvin vaihtelevissa lampétiloissa
Kahdeksan tunnin séilytys +22 °C:ssa ja kuuden tunnin séilytys +4 °C:ssa el vaikuta merkitsevasti T.
vaginalisten elinkykyyn. Kahdeksan tunnin +4 °C:ssa séilyttamisen jélkeen T. vaginalisten kuolleisuus
nousee ja elinkyky heikkenee. Tyon tulosten mukaan Vagicult-putket kestévéat |yhytaikaisen
pakastamisen.

Tyon tulosten perusteella on vaikeaa antaa suoraviivaisia toimintaohjeita potilasnaytteiden kasittelyyn
ja aihe vaatii lisatutkimuksia. Tulevaisuudessa olisi hyva tutkia rikastuvatko erittain pienet maarét T.
vaginaliksa Vagicult-putkissa ja miten oikea potilasnayte selvidisi optimista poikkeavissa kuljetus- tai
sdilytyslampatiloissa.

Avainsanat

Trichomonas vaginalis, Vagicult, lampétila, viljely, mikroskopointi, pakastaminen




Helsinki

(1" Metropolia

University of Applied Sciences

Degree Programme in Degree

Biomedical Laboratory Science Bachelor of Health Care
Author/Authors

Hilla Karppinen

Title

The Effectiveness of Temperature to the Viability of Trichomonas vaginalis and the Validity for
Culturing of Vagicult® Sample Tube after Freezing

Type of Work Date Pages

Final Project Spring 2010 32 + 2 appendices

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 | studied how the temperatures affected the viability of T. vaginalisin +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 hoursin +4 °C the death rate of T.
vaginalis arises and the viability weakens. The results also show that a short-term freezing of the
V agicult-sampl e 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 sudy if very small
guantities 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 levidva paragitti, jota tavataan
kaikkialla maapallolla. Trikomoniaasi on WHO:n eli World Health Organizationin
mukaan sukupuoliteitse levidvista taudeista yleisin ja aiheuttaa vuosittain yli 170
miljoonaa uutta infektiota. (WHO 2001.)

T. vaginalis diagnosoidaan yleisimmin emétinnaytteista viljely- ja natiivitutkimuksella
Naytteiden lahettgia ohjeistetaan ldhettamaan trikomonasnédytteet |ampokuljetuksena,
jotta nadytteen mahdolliset trikomonakset eivdt kuole matkalla analysoivaan
laboratorioon. Putkia el kuitenkaan aina lahetetd asianmukaisesti lampoOvaragjiin
pakattuina ja kuljetuksen aikana lampétila voi Suomessa talviaikaan laskea

jéékaappilampatiloihin. Nayteputket saattavat myos odottaa poydalla tuntikausia.

Vagicult-putki on yhdistelmaviljelyputki trikomonas- ja hiivanaytteille. Sitd valmistaa
Orion Diagnostica ja putkea k&ytetéén sairaaloiden, terveyskeskusten ja la&kariasemien
laboratorioissa. Valmistgja toimittaa ndyteputket kahdenkymmenen putken paketeissa ja
ne sdilyvét jd8kaapissa noin kuus kuukautta valmistuspéivasta. Kaikissa laboratorioissa
koko pakettia ei enhdita kayttéa ennen kuin putkien kayttdaika on ohi. Valmistaja ei ole
tehnyt tutkimusta putkien pakastusmahdollisuudesta, mika olisi kustannustehokasta

etenkin pienissa naytteenottoyksikoissa ja vahentéisi materiaalien tuhlausta

Taman tyon tavoite on selvittéd kuinka paljon vaara lampdtila vaikuttaa T. vaginalis -
viljelytulosten luotettavuuteen. Optimista poikkeavan lampdtilan vaikutusta tutkittiin
laboratoriossa kayttamalla elavaa T. vaginalis -potilaskantaa kasvattamalla sitd ensin
erikoiselatusaineessa ja inkuboimalla eri mééria T. vaginaliksia eri lampdtiloissa
eripituisia aikoja. Koeolosuhteiden jalkeen T. vaginalikset siirrettiin optimaaliseen
kasvatuslampdtilaan ja niiden selviytymista tarkasteltiin mikroskopoimalla. Viljelyyn
kaytettiin seka oikein séilytettyja tuoreita etté pakastettuja VVagicult-putkia.

Opinndytetyon toimeksiantaja on HUSLAB. Empiirinen tydosuus suoritettiin
HUSLABIN kliinisen mikrobiologian laitoksen parasitologian yksikossd Helsingissa.
Laboratoriossa ty0n ohjagjana toimi HUSLABissa asiantuntijana tyoskenteleva

mikrobiologi Taru Meri.



2 TRICHOMONASVAGINALIS

T. vaginalis on Trichomonas-sukuun kuuluva anaerobinen siimaeléin, jonka
ranskalainen bakteriologi Alfred Frangois Donné I16ysi vuonna 1836 naisten ja miesten
genitaalieritteistd. Donné hahmotteli ja kuvaili parasiitin muodon ja koon, mutta ei
pystynyt osoittamaan parasiitin patologista merkitysta. (Thorburn 1974: 378.) 1940-
luvulla kehitetty viljelymedia mahdollisti organismin ja sen patogeneesin tarkemman
tutkimisen (Thomason — Gelbart 1989: 536).

Trikomoniaasi on erittdin tavallinen sukupuolitauti erityisesti kdyhissa ja kehittyvissa
maissa, joissa terveydenhuolto on rajoittunutta elka sité ole saatavilla koko véestolle.
Y leisyydestéan huolimatta T. vaginalis e ole saanut paljoakaan huomiota tutkimuksissa

ja 0sa sen patogeneesi sté ja virulenssimekanismeista on tutkijoille yha epésel vaa.

2.1 Rakenne

Trichomonas vaginalis on pieni, leveydeltddn noin 5-15 um ja pituudeltaan noin 7-23
pm, leukosyytin kokoinen soikea alkuelédinflagellaatti eli siimaelio. Se muistuttaa
rakenteeltaan hyvin paljon muita Trichomonas-suvun jasenid. Trikomonaksella on yksi
tuma ja anterioripadssédn nelja edestakaisin liikehtivda flagellaa ja yksi pidempi
posteriorinen flagella, joka
kiinnittyy alkueldimen
runkoon unduloivan
membraanin eli aaltoilevan
kalvon avulla siihen
sulautuen. Aaltoileva kalvo
on pituudeltaan noin puolet
alkuelégimesta. (Garcia 2007:
123; Lee — Jung — Kim — Ryu
— Han 2007: 264-265.)

Kuviossa 1 ndkyy Giemsa

KUVIO 1. Giemsa-vérjétty Trichomonas vaginalis. vajaty T vaginalis
flagelloineen.



KUVIO 2. Riirroskuva Trichomonas vaginaliksen
rakenteista. 1. axostyle-rakenne, 2. anterioiset
flagellat, 3. unduloiva membraani, 4. tuma.

3

T. vaginaliksella on noin 160—
180 miljoonan  emasparin
pituinen genomi (Carlton ym.
2007: 207; Upcroft ym. 2006:
821). Solurakenteeseen tuo
tukea trikomonakselle
tyypillinen ~ rungon  halki
kulkeva hantamainen axostyle-
rakenne, joka tyontyy nakyviin
alkueléimen posterioripaésta.
Axogtyle-rakenteen arvellaan
mahdollistavan trikomonaksen
kiinnittymisen kohdekudoksen
epiteelisoluihin  (Petrin —
Delgaty — Bhatt — Garber
1998), mika aiheuttaa
trikomoniaasiin yhdistetyn
arsytyksen ja tulehdusreaktion.

Solutukiranka muodostuu tubuliini- ja aktiiniséikeista (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 elavien trikomonasten flagellat sétkivét eri suuntiin (kuvio 4) ja parasiitit

ovat helposti tunnistettavissa nykivan ja heiluvan liikehdinnan perusteel la.

T. vaginalis on anaerobinen ja kasvaa
parhaiten  hapettomissa, e kovin
happamissa olosuhteissa.  Trikomonas
lisééntyy suvuttomasti jakautumalla, mutta
kaikkia sen elinkierron eri tapahtumia ei
ole viela tutkittu (Garcia 2007: 123). T.
vaginaliksella e ole suojakuorista

kystamuotoa, vaan parasiitti  siirtyy

) . KUVIO 3. Mikroskooppikuva T.
trofotsoiittina  eli - parasiitin - liikkuvana  yaginaliksesta. Unduloiva membraani,

muotona suoraan ihmisesté toiseen yleensa  flagellat

ja axostyle-rakenne on

osoitettu mustilla nuolilla
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sukupuoliyhdynnassa.  Tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, ettéd epasuotuisissa
oloissa trofotsoiitti voi ottaa pydredamman muodon ja vetéa flagellat siséénsd, mika voisi
tarkoittaa pseudokystisen muodon omaksumista (Pereira-Neves — Ribeiro — Benchimol

2003), mutta jonka on arveltu voivan johtua my6s trofotsoiittimuodon
degeneroitumisesta (Garcia 2007: 123).

Mikroskoopissa tarkasteltuna  kuolleet
pyoreét trikomonakset erottaa elavista
rosoisemman, kokoon rutistuneen
solukalvon ja flagellojen
liikkumattomuuden perusteella (kuvio 5).
Kuvioissa 6 ja 7 on samassa
mikroskooppikuvassa elévia ja kuolleita T.
vaginaliksa. Flagellat voivat ndkya viela

kuolleissakin yksildissa (kuvio 8).

KUVIO 4. Mikroskooppikuva elévistéa
T. vaginaliksista.

KUVIO 5. Kuolleita T. vaginaliksia. KUVIO 6. Vasemmalla kaksi elavaa T.
vaginalista ja oikealla  kokoon
rutistunut kuollut yksilo.

Kun trikomonas kuolee, sen solumembraani vaurioituu ja nestetta siirtyy osmoosin
kautta sytoplasmaan (kuvio 9 ja 10). Eli6 paisuu ja nesteiden siirtymisen saavutettua
tasapainon, solukalvo rutistuu kasaan ja sytoplasma nayttééd epétasaisen rakeiselta
(Meri 2010.) Elavdla trikomonaksella on ehjg siisti solukalvo ja flagellat liikkuvat

ainakin jonkin verran.



KUVIO 7. Vasemmassa ylékulmassa KUVIO 8. Kuollut T. vaginalis, jonka
kuollut T. vaginalis seké kaksi elavaaT. flagellat eivét ole vield ehtineet hgjota
vaginalista. Mikroskoopissa elévét ja

kuolleet trikomonakset voivat olla eri

fokuksissa  elavien pyoreamman

muodon ja liikkumisen takia.

KUVIO 9. Keskella vasemmalla pieni KUVIO 10. Vasemmalla elava T.
ja rutistunut kuollut T. vaginalis ja vaginalis ja sen vieressa oikealla
oikealla sen vieressa paisunut hajoava turvonnut hajoava T. vaginalis.

T. vaginalis.

2.2  Trikomoniaasin taudinkuva

Trikomonaksen aiheuttaman tulehduksen eli trikomoniaasin itémisaika on 5-28
vuorokautta. Naisilla trikomonas el&& eméttimessd, miehilla eturauhasessa ja
virtsaputkessa. Infektion oireina naisilla ovat vihertava tai kellertéva, lisééntynyt
pahanhgjuinen ja kupliva valkovuoto, dysuria eli kivulias virtsaaminen, tihentynyt
virtsaugtarve ja yhdyntakivut. Kliininen kuva on colpitis macularis, johon liittyvét
petekkiaaliset verenvuodot limakalvolla, punoittavat laiskét eméttimessa ja portiossa.
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Miehilla tavallismmat trikomoniaasin oireet ovat niukka vuoto virtsaputkesta ja
kivulias virtsaaminen. Harvinaisempia oireita ovat esinahanalainen haavauma ja
lisdkives- tai eturauhastulehduksen oireet. Yleensé tauti on kuitenkin miehill& oireeton.
(Huovinen ym. 2007: 327-328; Krieger ym. 1993 844; Nieminen — Paavonen 1997:
242; Renddn-Maldonado — Espinosa-Cantellano — Gonzéles-Robles — Martinez-Palomo
1998. 241.) T. vaginaliksen on osoitettu olevan yksi tekija hedelméttomyyden
aiheuttgjista miehilla. Trikomonas lisdéa myds ihmisen immuunikatoviruksen, HIV:in,
tarttumisriskiéa (Garcia 2007: 123; Lagaym. 1995: 95.)

Yhdysvalloissa on tutkittu vaikuttaako T. vaginalis -infektio raskauden akana
synnytyksen kulkuun tai lapsen syntymé&painoon. Tutkimuksen tavoitteena oli arvioida
luotettavasti T. vaginaliksen osuutta riskien lisd8jana raskauden aikana. Tutkimusjoukko
(n=13816) koostui etnisilta taustoiltaan erilaisista raskauden keskivaiheilla olevista
naisista. Tutkimuksen tuloksista k&y ilmi, ettd T. vaginaliksen raskauden keskivaiheilla
aiheuttamalla infektiolla on selvA osuus lapsen matalaan syntymgpainoon ja
ennenaikaiseen syntymiseen. (Cotch ym. 1997: 361.) Oireettoman trikomoniaasin hoito
el vahenna tulehdukseen liittyvéa ennenaikaista synnytyksen vaaraa (Klebanoff ym.
2001). Trikomonaksen on osoitettu lisddvan atistumisriskida myos kohdunkaulan
sy6paan, joka on maailmassa toiseksi yleisin gynekologinen syopa (Garcia 2007: 123;
Viikki — Pukkala— Nieminen — Hakama 2000).

2.3 Trichomonas vaginaliksen virulenssimekanismit

Trikomonaksen sytopatogeneettisyys on monitekijéinen prosess, jossa ensimmainen
askel on isantasoluun kiinnittyminen. Tat& seuraavat parasiitin sytotoksiset toiminnot.
Trikomonaksen kontaktista riippuvaisiin sytopatogeneettisiin mekanismeihin kuuluvat
kohdesoluun kiinnittyminen ja solunulkoinen tuhoaminen lyyttisten entsyymien avulla,
fagosytoos 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 l&sndolo sddtelee adhesiinien ekspressointia ja kiinnittymista

solun pintaan. In vivo trikomonas kohtaa useita rautaa sisdltavid proteiinia, jotka
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stimuloivat kasvua ja solujakautumista. Tutkimustulosten mukaan my6s solujen sitoma
rauta voi toimia adhesiinien tarvitsemana raudanlahteenéd. (Alderete — Lehker — Arroyo
1995: 70-72; Alderete — Nguyen — Mundodi — Lehker 2004: 263-264.) Vaginan
seindma koostuu kerrostuneesta levyepitedista ja sidekudoksesta. Kuukautiskierron
hormonit — joista erityisesti estrogeeni ja progesteroni — séételevédt epiteelisolujen
kasvua ja eilastumista, joka lopulta johtaa epiteelisolujen kuoriutumiseen ja
irtoamiseen seindmasta solujen uudistumisen myo6ta. Epiteelin tukemisesta ja seindaméan
pysyvan rakenteen sdlyttdmisesta vastaavat erilaiset makromolekyylit, kuten
fibronektiini ja lamiini, jotka muodostavat soluvéliaineen ja tyvikalvon. Trikomonas
pystyy sitoutumaan sen solukalvon pinnassa olevien proteiinien adhesiinien valityksella
fibronektiiniin  ja lamiiniin, mik& mahdollistaa parasiitin pdésyn syvemmaélle
soluvédliaineeseen ja tyvikalvoon pintaepiteelin ohi. (Crouch — Alderete 1999: 2835;
Crouch — Bencihmol — Alderete 2001: 131-132.) Lopulta parasiitti alkaa fagosytoimaan
ja haottamaan eri  kohdesoluja, kuten vaginan epiteelisoluja, seindman
maitohappobakteereja, hiivasoluja, leukosyytteja ja punasoluja (Renddn-Maldonado
ym. 1998: 241-242).

T. vaginalis tuottaa ymparistoonsd suuria madria  sytopatogeneettisa
kysteiiniproteinaaseja, joita parasiitti varastoi eri soluelimiin, kuten lysosomeihin ja
plasmamembraaniin. Esimerkiksi CP65 on T. vaginaliksen tuottama 65kD:n kokoinen
sytotoksinen kysteiiniproteinaasi, jota on joko vahan tai el ollenkaan sytotoksisilta
ominaisuuksiltaan  heikoilla  trikomonaskannoilla. CP65  sitoutuu  vaginan
epiteelisoluihin ja hgjottaa IV kollageenia ja fibronektiinid. Proteinaasi sietéa suuria
pH:n vaihteluita ja pysyy aktiivisena pH-vdlilla 4.5-7.0. (Alvarez-Sanchez ym. 2000:
193-194.) Muita parasiitin tuottamia kudosvaurioita aiheuttavia molekyyle/a ovat muun
muassa adhesiinit, solunirrotustekija eli cell-detaching factor (CDF), lamiinia sitova
reseptori, ionikanavia muodostavat proteiinit, proteinaasit ja metalloproteaasit.
Trikomonaksen tuottamat proteinaasit on liitetty ravinteiden hankintaan,
immuunipuolustuksen kiertdmiseen ja erilaisiin virulenssimekanismeihin, joihin
kuuluvat soluihin  Kkiinnittyminen, sytotoksisuus ja hemolysoivat ominaisuudet.
Entsyymien erittaminen ulos parasiitista tapahtuu lysosomi- ja myohéisendosomireitin
kautta. Aktiivista trikomoniaasia sairastavilta potilailta on 16ydetty emétineritteesta
kysteiiniproteinaaseja ja 0sa niistd on immunogeenisia. Téten voidaan péétella kyseisten
entsyymien olevan keskeisessd osassa trikomonaksen patogeneesissd. Paragitin

erittdmien entsyymien arvellaan myos heikentdvén ja tuhoavan immunoglobuliineja,
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komplementin komponenttia ja leukosyyttien erittdma& proteaasin inhibiittoria seka
punasolujen solurakennetta. (Alvarez-Sdnchez ym. 2000: 193-194; Hernandez-
Gutiérrez ym. 2004: 125-126; Scott — North — Coombs 1995.)

T. vaginaliksen on arveltu olevan patogeneettisiltd ominaisuuksiltaan enimmakseen
isantésolukontaktista riippuvainen parasiitti. Eréén italialaisen tutkimuksen mukaan T.
vaginalis on kykenevainen vapauttamaan molekyylejd, jotka aiheuttavat kohdesolun
sytolyysin eli solun hajoamisen ilman, ettd tapahtuma edellyttdisi suoraa kontaktia
parasiitin ja kohteen vdlilla Kontaktista riippumattomat mekanismit perustuvat
ionikanavia muodostaviin  proteiineihin.  Muodostamalla kanavia kohdesolun
membraaniin entsyymit aiheuttavat sytolyysin. lonikanavanmuodostusta séételee pH.
Samassa tutkimuksessa luonnehditaan parasiitin kontaktista riippumattomia sytotoksisia
ominaisuuksia kayttéden punasoluja kohdesoluina. Kontaktista riippumaton hemolyysi
on ilmio, jossa térkedssa roolissa on pH. pH paits séételee entsyymien aktiivisuutta,
mutta my0s laukaisee hagjottavien entsyymien erityksen parasitissa Mittaamalla
membraani ionikanavia muodostamalla. (Fiori — Rappelli — Addis — Sechi —
Cappuccinelli 1996: 109-110.)

2.4 Trikomoniaasin hoito ja seuranta Suomessa

Trikomoniaasin hoitona kaytetdan metronidatsolia kahden gramman kerta-annoksena,
viikon kuurina tai paikallishoitona. Oireettomatkin trikomonaksen kantgjat ja partnerit
tulis aina hoitaa taudin leviamisen estdmiseksi. 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 suosteltavaa ottaa viljelynayte
herkkyysméaaritysta varten. Naytteen l8hettamisessi on oleellista kuljetus [ampiméssa.
Jos metronidatsolinerkkyys on  helkentynyt, voidaan ké&yttda suurempia
metronidatsoliannoksia usein  yhdistettynd eméttimensisdiseen metronidatsoliin.
Herkkyysmé&aritys on varsin oleellista harkittaessa suonensiséista metronidatsolia tai
eméttimensisdistéa paromomysiinid. (Huovinen ym. 2007: 328.)

Suomessa ilmoitetaan  tartuntatautirekisteriin - ilmoitettavat tai  yleisvaaralliset
sukupuoliteitse tarttuvat taudit, joita ovat klamydia, tippuri ja kuppa. Jokaisella
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|&8karillga, hammasladkérilla ja mikrobiologisella laboratoriolla on velvollisuus ilmoittaa
todetut  sukupuolitautitapaukset ~ sairaanhoitopiirien  pitamaan  alueelliseen
tartuntatautirekisteriin. IImoituksia tehd&dén klamydia-, tippuri- ja kuppatartuntojen
esintyvyydestd. Suomessa yleisin sukupuolitauti on klamydia. Tippuritartuntoja
saadaan usein ulkomailla ja sama pétee kuppatartuntoihin. Sukuelinherpeksen ja
kondylooman osalta e  kerdtd vatakunnallisa tietoa.  Tavanomaisten
tartuntautirekisteriin tehtyjen ilmoitusten perusteella saadaan usein riittamattomasti
tietoa sukupuolitautien riskitekijoista ja muista torjunnan suunnitteluun tarvittavista
Seikoista. Taman vuoks Suomessa on vuodesta 1995 lghtien toiminut vapaaehtoinen
sukupuolitautien anturikeskusverkosto, jonka avulla kerédéén vatakunnallisesta
ilmoitugjérjestelméasta poiketen nimettdmand muun muassa riskikayttdytymiseen
liittyvaa tietoa selvasti yksityiskohtaisemmin kuin tartuntatautirekisterin  kautta
tapahtuneessa tiedonkeruussa. Verkosto koostuu sukupuolitautien poliklinikoista ja
terveyskeskuksista eri puolelta Suomea. (Hiltunen-Back ym. 1998.)

Vaikka Suomessa on seurattu esmerkiksi kuppa- ja tippuritapausten méaréa jo 1930-
luvulta seka klamydia- ja HIV-infektioiden maéréd vuodesta 1987 lahtien, tadlla ei
kerdta tietoa trikomonaksen esiintyvyydestd eika potilaista, joilla on diagnosoitu T.
vaginaliksen aiheuttama infektio. Syyna téhan voi olla trikomoniaasin vahadinen
esintyvyys, minka takia sitd e aktiivisesti seurata tai se, ettd infektio el ole niin
vaaralinen kuin muut sukupuolitaudit. Trikomoniaasin oireet muistuttavat paljon
hiivavaginiitin oireita, joten oireiden perusteella el valttamétta hakeuduta ensimmaisend
esimerkiksi sukupuolitautien poliklinikoille. (Hiltunen-Back ym. 1998.)

3 TRICHOMONASVAGINALIKSEN DIAGNOSTIIKKA

Trikomoniaasin osoitukseen on kaytdssd monia eri menetelmig, joista Suomessa ovat
kéytossa mikroskopointi natiivindytteesta ja viljely. Muita trikomonakselle spesifisia
testejd ovat erilaiset markkinoilla olevat kaupalliset pikatestit. Epéspesifisiin
menetelmiin lukeutuvat muun muassa KOH- ja pH-testit sek& gynekologinen
irtosolututkimus eli Papa-tutkimus.

T. vaginalis -infektiota voidaan epélla myds gynekologisen sisdtutkimuksen aikana,
jolloin havaittavia muutoksia ovat eméttimen petekkiaaliset verenvuodot limakalvolla ja
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emétineritteen normaalin kirkkaasta poikkeava kellertéava tai vihertava véri. Erite on
usein myds tulehdukselle tyypillisesti pahanhajuista. (Nieminen ym. 1997: 244,
Rendon-Maldonado ym. 1998: 241-242.)

3.1 Natiivitutkimus

Natiivindyte otetaan emétineritteestd levittamalla néytetta aluslaseille ja peittémalla
ndyte valittomasti peitinlasilla kuivumisen estdmiseksi. Naytteen mikroskopointi on
suoritettava 20 minuutin kuluessa, mink& ajan trikomonasten oletetaan sdilyvan
liikkuvina. Hiivan ja clue-solujen suhteen tutkimusaika el ole yhta kriittinen.
(HUSLABIN tutkimusohjekirja 2007.)

Mikroskopoinnissa naytettd voidaan tarkastella sellaisenaan tai  sekoitettuna
fysiologiseen suolaliuokseen, jossa on viis prosenttia glukoosia. Yleensa naytetta
pidetéén trikomonaspositiivisena vain jos akueldimen rakenteiks tunnistetut osa
liikkuvat; usein nahddén ainakin jokin €lion viidesta flagellasta. Natiivitutkimuksen
herkkyys on kuitenkin vain noin 40 % (Huovinen ym. 2007: 328.) verrattuna viljelyyn,

joten se ei yksindan riita poissulkemaan trikomoniaasia

Natiivitutkimuksen tulokseen vaikuttavat merkittavasti mikroskopoijan asiantuntijuus
sekda taidot tunnistaa trikomonas. Muita virheléhteita ovat liian pitk& odotus ennen
mikroskopointia, jolloin parasiitit saattavat tuhoutua tai kuolla menettéen motiliteettinsa
seka preanalytiikassa tapahtuvat naytteenotto- ja kéasittelyvirheet.

3.2 Viljely ja herkkyysmééritys

T. vaginalis viljelyndyte otetaan dacron- ta vanutikulla eméttimestd suoraan
huoneenlampoiseen trikomonakselle tarkoitettuun elatusputkeen. Tikkua el saa jattéa tai
katkaista putkeen. Useissa Suomen laboratorioissa ndyteputkena kaytetéén Orion
Diagnostican valmistamaa Vagicult-putkea. Né&yte toimitetaan lampokuljetuksena
mahdollisimman nopeasti laboratorioon, jossa sita kasvatetaan +37 °C véahintdan kaksi
vuorokautta. (HUSLABIn tutkimusohjekirja 2009b.)  Trikomonasviljely — on
rikastusmenetelma, jossa ndyteputkessa olevien parasiittien annetaan kasvaa ja lisdantya
mikroaerofiilisissa  oloissa.  Naytteen mahdolliset  trikomonakset  todetaan

mikroskopoimalla enssmmaisen ja toisen vuorokauden jalkeen. Lopullinen negatiivinen
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tulos annetaan kahden vuorokauden kuluttua viljelysta. Viljely on huomattavasti suoraa
mikroskopointi- eli natiivitutkimusta herkempi, jos naytteenotto ja kuljetus suoritetaan
oikein. Trikomonasviljelyssd vé&ra negatiivinen tulos voi johtua véaardstéa
ndytteenottotekniikasta, naytteen ottamisesta kylmadan Vagicult-putkeen, vaarasta
inkubointilampdtilasta tai viivastyneestd mikroskopoinnista objektilasin valmistuksen
jakeen. Virheldhteisiin kuuluu my6s naytteen runsas hiivakasvu, joka voi aiheuttaa T.
vaginalisten ennenaikaisen kuolemisen. (Meri 2009.)

Trikomonaksen herkkyysmééritys tehdéén selvitettdessd jo todetun Trichomonas
vaginaliksen lé&keresistenssitd metronidatsolia ja muita nitroimidatsoleja vastaan.
Naytteend on tassa vaiheessa jo viljelty T. vaginalis —kanta elatusliemessa. Viljelyputki
tulee sdilyttda ja kuljettaa +37 °C:ssa sekd toimittaa laboratorioon saman tyopaivan
alkana. Menetelmand kaytetédn pienimman inhibitorisen konsentraation (MIC)
maarittamista erikoiskasvatuksella ja mikroskopoinnilla. Tulokset ovat valmiina kolmen
viikon ailkana. (HUSLABIn tutkimusohjekirja 2009a.)

Kotimaisessa Larjangon tutkimuksessa vuonna 1949 vertailtiin mikroskopointia ja
viljelyd trikomonaksen toteamiseksi. Tutkimukseen osallistui sata naista, jotka oli
|ahetetty sairaalaan joko todetun tai epdillyn sukupuolitaudin takia. Naisista 75:11&
todettiin trikomoniaasi. 43 tapauksessa seké natiivitutkimus etté viljely oli positiivinen,
19:ssa vain natiivi oli positiivinen ja 13 tapausta antoivat positiivisen tuloksen
ainoastaan viljelyssa. (Larjanko 1949: 790-792.) Tulokset muualla tehdyista 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:Il& eli polymeraasiketjureaktiolla kuvailtiin
vuonna 1992 (Riley — Roberts — Takayama — Krieger 1992). Trikomonaksen osoitus
PCR:lla perustuu spesifisen alukkeen kayttamiseen, tiettyjen geenien monistamiseen ja
monistuneiden DNA-fragmenttien havaitsemiseen ja analysoimiseen elektroforeesilla
Reaktion akana DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan, alukkeet liittyvét
yksijuosteiseen DNA:han ja polymeraasi luo alukkeista alkaen uuden vastinjuosteen.
Néitd vaiheita perékkdin toistamalla monistettavan alueen kopioméddra kasvaa
eksponentiaalisesti. (Aula — K&aridinen — Palotie 2006: 272-275; Mastrangelo —
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Squitieri — Bruni — Hadjistilianou — Frezzotti 1997: 331-333.)

PCR-menetelman tehokkuutta rajoittaa se, etta reaktiossa pystyté&dn 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 t&ssa tapauksessa eristettya
Trichomonas vaginaliksen DNA-juostetta. PCR on herkka menetelmd, joten templaatin
puhtaus ja hyva laatu ovat erittéin tarkeitd reaktion onnisumiselle. (Aula ym. 2006:
272-275.)

Alukkeet ovat synteettisd DNA-jaksoja, jotka sSitoutuvat spesifisesti  niille
komplementaarisiin templaatin tietyn geenialueen paihin emasparisdannén mukaisesti.
Alukkeita tarvitaan kaksi kumpaankin monistettavan alueen pddhan, 5'- ja 3'-pddhan,
joista lahtien polymeraasientsyymi aoittaa halutun DNA-patkdn monistamisen.
Trikomonaksen osoitus PCR:ll& 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))

Yleissmmin kaytetty polymeraasientsyymi on Thermus aquaticuksesta eristetty Tag-
entsyymi, mutta my6s muita polymeraasientsyymeja kaytetéén. Entsyymin tehtévéa on
rakentaa uusi DNA-juoste yksittéisista dinukleotidimolekyyleistd, joiden keskindinen
konsentraatio reaktiossa on yleensa yhta suuri. (Aula ym. 2006: 272-275; Innis —
Myambo — Gelfand — Brow 1988: 9436.)

Polymeraasiketjureaktiossa toistetaan yksinkertaissimmillaan kolmea vaihetta, joista
ensmmanen on DNA:n denaturoiminen eli sen kaksoissidosrakenteen avaaminen
korkean lampétilan avulla kuumentamalla reaktioseos +95 °C:een. Alukkeiden
liittymisvaiheessa alukkeet Kiinnittyvat yksijuosteiseen DNA:han eméasparisédnnon
mukaan, kun lampotilaa lasketaan +40-45°C.een. Valittava lampétila riippuu
kéaytettavan alukkeen sulamislampdtilasta, joka on suoraan verrannollinen alukkeen
emaskoostumukseen (Rychlik — Spencer — Rhoads 1990: 6409). Alukkeet rajaavat
monistettavan alueen, mika on edellytys polymeraasientsyymin toiminnalle ja sen

kyvylle monisaa haluttu aue. Ekstensiovaiheessa DNA-polymeraasi aloittaa
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vastinjuosteen rakentamisen mallijuosteelle. Lampétila on tall6in useimmiten +72 °C,
joka on Tag-polymeraasientsyymille optimaalinen toimintalampétila Néaitd kolmea
vaihetta toistetaan sykleissa useita, jotta DNA-kopioita saadaan monistettua tarpeeksi.
Menetelma on erittéin  tehokas, koska jokaisessa syklissa DNA:n méara
kaksinkertaistuu. Téama mahdollistaa DNA:n monistuksen myds hyvin niukoista
naytteista Monistuneiden DNA-fragmenttien ma&rd saadaan selville elektroforeesilla
(Radonjic ym. 2006: 117; Aulaym. 2006: 272-275; Mastrangelo ym. 1997: 331-333.)

Tutkimustulokset osoittavat PCR:n olevan erittdin spesifinen ja herkk& menetelmé
trikomonaksen |uotettavaan toteamiseen néytteistd. Vaikka PCR on saatavilla olevista
menetelmista tarkin ja tehokkain, sitéd el kayteta rutiinisti kliinisessa diagnostiikassa sen
alhaisen saatavuuden ja muihin menetelmiin verrattuna kalliimman hinnan vuoksi.
(Radonjic ym. 2006: 116; Aulaym. 2006: 272-275.)

3.4 Antigeeninosoitus ja epaspesifiset menetelmét

Trichomonas vaginalis voidaan osoittaa naytteestd myos antigeeninosoitukseen
perustuvilla pikatesteilla& Antigeeninosoitus on natiivitutkimusta herkempi, mutta
viljelyd  epdtarkempi  menetelmd  T. vaginalis voidaan osoittaa myGs
immunokromatografiaan perustuvalla pikatestilld, joka myods on natiivitutkimusta
herkempi menetelma. Pikatestit ovat helppoja ja nopeita suorittaa, joten ne sopivat
erinomaisesti vieridiagnostiikkaan. Kastettavan testiliuskan kayttéa hyodyntavia
kaupallisia pikatestejd ovat muun muassa Genzyme Diagnosticsin OSOM Trichomonas
rapid test ja Xenotope Diagnosticsin vamistama XenoStrip-Tv. (Garcia 2007: 127—
128.)

Kastamalla eritendytetikku kaliumhydroksidiin (KOH) ja haistamalla tikkua voidaan
pahan, kalamaisen hajun perusteella erottaa tulehduspositiiviset tapaukset hajuttomista
negatiivisista tapauksissa KOH-testi el ole spesifinen menetelma T. vaginaliksen
osoittamiseen, mutta hajutesti voi olla yksi trikomoniaasin indikaatio. KOH-
positiivisuus viittaa usein bakteerivaginoosiin. (Nieminen ym. 1997: 244.)

Trikomonas kasvaa parhaiten ahaisen happamuuden ympéristoissd, silla sille
optimaalinen ympéariston pH-arvo on noin kuusi, jossa muun muassa jotkin parasiitin

kysteiiniproteaasit pysyvét aktiivisina ja hemolyyttiset ominaisuudet toimivat parhaiten
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(Fiori ym. 1996: 109-110; Alvarez-Sdnchez ym. 2000: 193-194). Normaalitilassa
terveen emditimen pH-arvo on ale 4,5. pH-tasapainoa yll&pitavét eméttimen
normaaliflooraan kuuluvat Lactobacillus-maitohappobakteerit. (Redondo-Lopez — Cook
— Sobel 1990.) Tulehdustiloissa, kuten trikomoniaasissa, maitohappobakteerien maara
vahenee tulehduksen edetessd, minka seurauksena pH-tasapaino muuttuu ja pH-arvo
nousee. Eméttimen kohonnut pH voi téten olla indikaatio trikomoniaasista Tama on
kuitenkin hyvin epaspesifinen menetelma trikomonaksen toteamiselle, silla normaalista
poikkeava pH-arvo liittyy moniin erilaisiin tulehdustiloihin. (Nieminen ym. 1997: 244.)

T. vaginalis voi l6ytyd myds gynekologisesta irtosolundytteesta eli Papa-naytteesta.
Parasiittien tunnistaminen naytteesta on vaikeaa ja luotettavuuteen vaikuttaa Papa-lasin
tarkastgan kyky osata tunnistaa trikomonas. Papa-ndyte kasitelléan alkoholeissa ja
ksyleenissd, minka vuoks flagellat saattavat tuhoutua ja tunnistaminen vaikeutuu
entisestaan. Mikali Papa-tutkimuksessa epéilldan trikomoniaasia, pitdisi varmistuksena
kayttéa sengitiivisempaa ja spesifisempaé testid, kuten viljelyd Pelkastdan oireiden,
emétineritteen vérin, pH:n tai KOH-testin perusteella ei voida luotettavasti diagnosoida
trikomoniaasia, vaan diagnoos  edellyttéd tarkempia ja  spesifisempid
laboratoriotutkimuksia.

4  VAGICULT®-NAYTEPUTKI

Vagicult on Orion Diagnostican valmistama nayteputki sairaaloiden, terveyskeskusten ja
|&&kariasemien laboratorioille. Vagicult-putki on tarkoitettu Trichomonas vaginaliksen
ja hiivojen toteamiseen naytteesta. (Orion Diagnostica 2008.)

Putkessa oleva elatusaine on tryptikaasipohjainen hiivauute, johon on lisdtty
normaaliflooran kasvun estémiseksi penisilliini G:td ja dihydrostreptomysiinia
Elatusaineen muita raaka-aineita ovat tryptikaasipeptiini, lampaanseerumi, maltoos,
kysteiini, askorbiinihappo ja agar. (Nykanen — Aro — Talja 2010.) Elatusaineen on
todettu yll&pitavan T. vaginalista erinomaisesti. (Mackenzie 1962.)

Nayteputkien sdilyvyystutkimukset tehddan yleensa huoneenldmmossa ja kylmassa,
kuten j&8kaapissa siten, ettd putkia sdilytetddn valitussa lampdtilassa, jonka jalkeen
niille suoritetaan toimivuustestaus. Kaytanndssa tama tarkoittaa, ettd elatusaineen
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toimivuus tarkistetaan liséamalla trikomonasta tai hiivaa ja mikroskopoimalla tutkitaan,
ettd kyseiset organismit kasvavat hyvin elatusaineessa lampokaappitiloissa. Koska
trikomonaksen tiedetddn olevan todella herkkd lampétilan  suhteen, el
sdilyvyystestauksia tehda viiledssa. (Nykanen ym. 2010.)

Trikomonaksen pakastusta Vagicultissa on kokeiltu, mutta huonolla menestyksellg, silla
kantaa e ole saatu pakastuksen jalkeen elvytettya henkiin. Tuotekehityksessa on tehty
my6s 1980-luvulla koesarja, jolla selvitettiin Vagicultin pakastuskestévyyttd, jolloin
huomattiin putkissa saostumista ja hyytelditymista. (Nykanen ym. 2010.)

5 TYON TAVOITTEET

Taman tyon tavoitteena oli selvittéa

1. miten Trichomonas vaginalis -organismit selviytyvé eri [ampétiloissa
eripituisiaaikojaja
2. onko Vagicult-nayteputki viljelykelpoinen pakastamisen jalkeen.

T. vaginalista inkuboitiin optimilampétilassa poikkeavissa |ampotiloissa  eli
huoneenlammaossa +22 °C:ssa ja ja8kaappilampdtilassa +4 °C:ssa, minka jalkeen nayte
girrettiin oikeaan kasvatuslampoétilaan +37 °C:een. Kasvatusta jatkettiin 24 tai 48
tuntia Kasvatuksen jalkeen tutkittiin  mikroskopoimalla, miten lampokasittelyt
vaikuttivat kannan selviytymiseen eli olivatko trikomonakset elossa vai eivdt. Samaan
aikaan muiden kokeiden kanssa testattiin, onko Vagicult-putki viljelykelpoinen myos
pakastamisen jalkeen. Pakastettuja putkia kaytettiin samanaikaisesti pakastamattomien
kanssa ja T. vaginaliksen selviytymista eri aikoja joko huoneenlammossa tal ja8kaapissa
tutkittiin mikroskopoimalla.

6 TYON SUORITTAMINEN JA TULOKSET

Tyblle asetettua tavoitetta eli T. vaginaliksen eri lampdtiloissa elinkykyisena

selviytymisen ja Vagicult-nayteputken pakastusominaisuuksien selvittamista lahestyttiin
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parasiitteja yhdessé koeputkessa. Taman jalkeen suoritettiin kaks kvalitatiivista koetta,
joissa parasiittien maaraa ja ei-optimilampatilassa kasvattamisen pituutta muuntelemalla
selvitettiin parasiittien elinkykya eri [ampotiloissa kasvatuksen jalkeen.

6.1 Koettavarten méaritettavat parametrit

Ennen varsinaisten kokeilujen aloittamista mééritettiin kokeiluissa tarvittavat
parametrit. Ma&arityksen avulla pyrittiin selvittdmaan kokeisiin suunniteltujen aikavélien
toimivuus trikomonasten testauksessa sek& koeputkiin pipetoitavien trikomonasten
maarg, jota kokeissa kannattaisi kayttéd. N&ain meneteltiin, koska ei ole olemassa
tutkimustietoa ditd, kuinka monta elavdd T. vaginalis -parasittia yhdella
naytteenottokerralla siirrostetaan Vagi cult-putkiin.

Kokeissa kéytettava kanta PE181 saatiin aiemmin potilasndytteestéa [0ytyneesta T.
vaginalis -kannasta, joka oli pakastettu HUSLABIn ohjeen mukaisesti. Kanta sulatettiin
ja sitd kasvatettiin 2—3 vuorokautta erikoisel atusaineessa. Kannan elinkyky tarkastettiin
mikroskopoimalla, ja sité rikastettiin siirrostamalla eksponentiaalisessa kasvussa olevaa
trikomonaskantaa uusiin putkiin. Useista putkista poimittiin steriilisti elavét T.
vaginalikset ja tehtiin kantaliuos. Kantaliuoksesta laskettiin  mikroskopoimalla
trikomonasten maara tiettya tilavuutta kohti eli kantaliuoksen konsentraatio.

Parametrien méaritysta varten valmistettiin kantaliuos, jossa oli trikomonaksia kolme
kappaletta kymmenessd mikrolitrassa.  Viiteen Vagicult-putkeen pipetoitiin  hyvin
sekoitetusta kantaliuoksesta kappaleméériltéén vaihtelevat annokset trikomonaksia:
enssmmaiseen kuusi, toiseen 15, kolmanteen 30, neljanteen 39 ja viidenteen 60
kappaletta. Putkia inkuboitiin [ampokaapissa +37 °C:ssa ja mikroskopoitiin 24 ja 48
tunnin kuluttua. Elévien trikomonasten maard Kkirjattiin ylos yhdellg, kahdella tai
kolmella plussalla. Samaa menettelya noudatetaan HUSLABIssa trikomonasviljelyn
tuloksen ilmoittamisessa. L 6ydoksen mééran arvioinnissa +-merkinta tarkoittaa niukkaa
loydosta eli alle kymmenté trikomonasta, ++-merkinta kohtalaista [6ydosta eli 11-100
trikomonasta ja +++-merkinta runsasta |6ydostéa eli yli 100 trikomonasta. (Meri 2009.)

Kokeen avulla haluttiin selvittdd, mink&a kokoinen méara trikomonaksia pystyy
rikastumaan kahden vuorokauden aikana tarpeeksi antaakseen positiivisen tuloksen
mikroskopoinnissa. Esimerkiksi jos 30 kappaletta yhdessa putkessa ei antaisi kahden
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vuorokauden lampokaappikasvatuksen jélkeen positiivista tulosta, mutta 60 kappaleen
putki antaisi positiivisen tuloksen, kappalemédréks valittaisiin suurempi lukumaara
kuin 60. Kappalemé&rd ovat avioitua maéria, joilla pyrittiin  mallintamaan
ndytteenottotapahtumaa ja naytetikkuun tarttuvien trikomonasten maarda. Koska
potilasndytteiden trikomonasméaérista e ole tutkimustietoa, mééria oli vaikea arvioida
Kahden vuorokauden kasvatukseen pdadyttiin, koska HUSL ABissa trikomonasviljelysta
annetaan lopullinen tulos vasta toisen vuorokauden jalkeen viljelystd. Mikroskopointien
tulokset 24 ja 48 tunnin jalkeen on esitetty taulukossa 1. Taulukosta ndhdaén, etta 60
kappaleen putki oli positiivinen seka 24 ettd 48 tunnin jalkeen ja 39 kappaletta antoi
positiivisen tuloksen vasta kahden vuorokauden kasvatuksen jalkeen. Muut putket olivat
negatiivisia lukuun ottamatta kuuden kappaleen putkea, joka oli positiivinen 48 tunnin
kasvatuksen jadkeen. Taman tuloksen voi kuitenkin ehka lukea sattumaksi, koska 15 ja
30 kappaleen putket olivat molemmat negatiivisia koko kahden vuorokauden agjan.
Tulosten perusteella voidaan paétell4, etta ainakaan alle 60 kappal etta Vagicultissa ei ole
riittdva maéra antamaan luotettavia tuloksia tulevissa kokeissa

TAULUKKO 1. Mikroskopointien tulokset kappaleméaariltéan vaihtelevissa putkissa.

AIKA PIPETOITUJEN TRIKOMONASTEN MAARA PUTK ESSA
(h) 6kpl 15kpl 30kpl 39%pl 60kpl
24 - - - - +
48 + - - + +

Kokeiden kannalta toimivien aikavalien méarittamiseksi suoritettiin toinen koe, jota
varten vamisteltiin uusi kantaliuos. Kantaliuoksen konsentraatioks laskettiin 250
kappaletta trikomonaksia kymmenessa mikrolitrassa. Tunnetun konsentraation
kantaliuoksesta laskettiin kaytettavéat jatkolaimennokset. Kolmeen Vagicult-putkeen
pipetoitiin 500, 1000 ja 2000 kappaletta trikomonaksia. Kaikille Vagicult-putkille
valmisteltiin identtiset rinnakkaiset putket samasta kantaliuoksesta eli putkia oli ndin
ollen yhteensd kuusi. Vagicultien oli annettu lammetd huoneenldmpdtilaan, mita
kaytantoa kaytetddn myos laboratorioissa, kun otetaan T. vaginalis -naytteita
Laimennosten rinnakkaiset kaks putkea jaettiin Siten, eftd toinen laitettiin

lampokaappiin +37 °C:n ja toinen jaé&kaappiin +4 °C:n [ampotiloihin.
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Kaikki kuusi Vagicult-putkea mikroskopoitiin tasatunnein viiden tunnin akana ja
Mikroskopoimalla putket tasatunnein haluttiin saada selville varsinaisten kokeilujen
kannalta toimivat mikroskopointiaikavalit. Esimerkiksi, jos trikomonakset kuolisivat jo
yhden tunnin kuluttua j&8kaapissa, olis tarpeetonta tutkia parasitin selviytymista
jéékaappiolosuhteissa kahdeksan tunnin agjan. Viimeisen viidennen tunnin kohdalla
suoritetun mikroskopoinnin jalkeen, putkia inkuboitiin lampokaapissa viela 48 tuntia.
Elévien trikomonasten méaréa tarkastettiin mikroskopoimalla putket yhden ja kahden
vuorokauden kuluttua. Mikroskopointitulokset eri aikapisteissa on esitetty taulukossa 2.

TAULUKKO 2. Mikroskopointitulokset +37°C:ssa ja +4°C:ssa sdil ytettyjen 500, 1000
ja 2000 kappaletta trikomonaksia sisaltavista Vagicult-putkista eri ailkapisteissa.

AIKA | TRIKOMONASTEN LKM/PUTKI +37°C | TRIKOMONASTEN LKM/PUTKI +4°C
(h) 500k pl 1000k pl 2000k pl 500k pl 1000k pl 2000k pl
1 - + + + - -
2 - - - +
3 - + + - - +
4 + + + - - +
5 + + + - - +
24 + + + - + -
48 + + + - - +

LampoOkaapissa +37 °C:ssa kasvatetut putket olivat kaikki positiivisia kaikissa
aikapisteissa lukuun ottamatta 500 kappaleen putkea, joka antoi positiivisen tuloksen
vasta neljannen tunnin kohdalla ja siita eteenpéin. Jadkaapissa +4 °C:ssa sdilytettyjen
putkien mikroskopointitulokset vaihtelivat enemmén. 500 kappaleen putki oli
positiivinen ensimmaisen tunnin jalkeen, mutta muutoin negatiivinen. Todennakdisesti
putken ensimmadisen tunnin tulos, johtuu sSiitd, ettd kanta oli vield elossa tunnin
jéékaappilampdtilan jalkeen, muttel kestényt pidempéé aikaa +4 °C:ssa. 1000 kappaleen
putkessa e ollut kasvua ensimmaisissi aikapisteisss, mutta 24 tunnin kohdalla se oli
positiivinen. 48 tunnin kohdalla kasvua ei mikroskopoitaessa havaittu, mika voi johtua
my6hadan ilmenevista ja8kaappilampétilan aiheuttamista pitkdaikaisvaikutuksista. 2000
kappaleen +4 °C:ssa séilytetty putki oli positiivinen kahden, kolmen, neljan ja viiden
tunnin kohdalla sek& kahden vuorokauden kasvatuksen jélkeen.
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6.2 Trichomonas vaginaliksen selviytyminen eri |ampdtiloissa

T. vaginaliksen elinkykya eri lampotiloissa testattiin kahden kokeen avulla. Kokeissa
vaihdeltiin trikomonasten kappal emaéraé putkissa ja aikapisteiden pituutta muunneltiin.

Molempien kokeiden koegjarjestelyt on esitetty taulukossa 3.

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

ENSIMMAINEN KOE TOINEN KOE
LAMPOTILAT +22°C ja+4°C +22°Cja+4°C
AIKAPISTEET (h) 2,4,6,8 8,12,24
0-kohdan mikroskopainti 0-kohdan mikroskopoainti
KONTROLLI | — +37°C — 24 ja48h mikross | — +37°C — 24 ja 48h mikros-
kopoainti kopointi
PUTKET 3 x Vagicult/aikapiste 3 x Vagicult/aikapiste
KPL TRIKOMONAK - ; ,
SIA/PUTKI 1000kpl/4ml Vagicult 250kpl/4ml Vagicult
alkuperdi sesté testi putkesta alkuperdi sesté testi putkesta
PAKASTETTU VAGICULT | sulatettuun Vagicultiin 400pl sulatettuun Vagi cultiin 400l
= ~100kpl = ~25kpl

6.2.1 Ensimmaéinen koe

Laboratoriotyon kaytdnnonosuuden tavoite oli tutkia trikomonasten elinkykya eri
lampotiloissa.  Ja8kaapissa ja huoneenlammossa sédilyttamisella  haluttiin - kuvata
naytekuljetuksesta  mahdollisesti  johtuvia  virheldhteitd trikomonasviljelyssa
Trikomonasviljelyn néytteenotto-ohjeiden mukaan nayteputket tulis |&hettda
analysoivaan laboratorioon lampokuljetuksena. Ainanéin el kdy ja nayteputket saattavat
unohtua poydalle tai jaghtya liitkaa kylmissa sédolosuhteissa kuljetuksen aikana, jos niité

e ole aslanmukaisesti pakattu.

Alussa maaritettyjen parametrien perusteella kokeessa kaytettdviks aikapisteiksi
valittiin kaksi, neljg, kuus ja kahdeksan tuntia. Jokaiselle aikapisteelle valmisteltiin
kolme rinnakkaista putkea, joihin kaikkiin pipetoitiin tunnetusta kantaliuoksesta sama

madra parasittegja  Kantaliuos vamistettiin - erikoiselatusaineputkesta, jossa oli



20

trikomonaksia noin 1000 kappaletta kymmenessd mikrolitrassa. Tastd liuoksesta
pipetoitiin tyhjdan putkeen 500ul eli noin 50000 trikomonasta, mink& jalkeen putkeen
liséttiin viela 1500ul puhdasta erikoisel atusainemediaa kayttamattomasta putkesta. Nain
saatiin kantaliuos, jonka trikomonaskonsentraatio oli noin 250kpl/10ul. Vagicult-putkiin
pipetoitaviks trikomonasten madréks paétettiin valita 1000 eli kantaliuoksesta
pipetoitiin - 40ul mediaa Vagicult-putkiin. Taustana kaytettiin  trikomonaksen
mikroskopoinnin, viljelyn ja PCR:n madritysherkkyyksia vertailevan tutkimuksen
tuloksia, joissa todettiin, etta viljelyndytteessa tulisi olla 300-500 parasiittia yhdessa
millilitrassa, jotta diagnostiikan positiivinen tulos olisi luotettava. Tutkimuksessa
naytteen viljelyaikaa kéytettiin  seitsem&3 vuorokautta. Jos trikomonaksia oli
vahemman, tulos saattoi j88da vadrdks negatiiviseksi. Vertailumenetelmind
tutkimuksessa kaytettiin PCR:84. (Radonjic ym. 2006: 116-119.) Koska kappalemaara
oli suuri verrattuna saatuihin parametrimaaritysten tuloksiin, putkien viljelytulosten
voitiin olettaa olevan optimiolosuhteissa positiivisia kahden vuorokauden kasvatuksen
jalkeen ja tété oletusta kaytettiin vertailukohtana poikkeavissa lampdtiloissa viljellyille
putkille.

Kokeilussa testattiin sama méédra putkia eli kolme rinnakkaista putkea kaikissa
aikapisteissd seka +22 °C:ssa ettd +4 °C:ssa. Lisdksi viljeltiin samalla noin 1000
kappaleen suspensiolla yksi Vagicult-putki suoraan |ampokaappiin. Tama putki toimi
kokeen positiivisena kontrollina. Aikapisteessa mikroskopoinnin jalkeen putket
sirrettiin [ampokaappiin kahden vuorokauden kasvatusta varten.

Testattavista putkista tehtiin myos jatkoviljely aikapisteessd mikroskopoimisen jélkeen
pakastettuihin ja koetta varten sulatettuihin Vagicult-putkiin. Nain pyrittiin testaamaan
Vagicultin  viljelykelpoisuutta  pakastamisen  jdlkeen. My0s positiivisesta
kontrolliputkesta tehtiin jatkoviljely sulatettuun Vagicultiin. Vagicult-putkia pidettiin
pakastettuina nelja paivaa siten, ettd putket olivat kauttaaltaan jadtyneet. Jatkoviljelyssa
pipetoitiin noin 100 kappaletta trikomonaksia alkuperdisista testiputkista sulatettuun

jatkoviljely-Vagicultiin, jotka olivat viljelyhetkella huoneenlampoisia

Mikroskopoinnin negatiiviset tulokset ilmoitetaan miinusmerkein, positiiviset tulokset
taas havaittujen elavien trikomonasten médran mukaan yhdellg, kahdella tai kolmella
plusmerkilld. Kokeen tulokset ovat kvalitatiivisia tuloksia, silla mikroskopoinneissa
objektilasille e pipetoida tarkkaa tilavuutta putkesta ja aikapisteissa e kvantitoida
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parasiittien tarkkaa ma&ard4 putkessa, vaan positiivisten putkien parasittien maarét
ilmoitetaan plusmerkein. Téaman tyon kokeissa mikroskopoidessa havaittuja
trikomonaksia oli jokaisessa putkessa alle kymmenen, joten kokeessa kaytettavaks
merkinnadksi riitti +-merkinta.

Kontrolliputkessa kasvua

+37°C havaittiin  koko kokeen ajan.

< Positiivisen kontrollin
g 100L ] trikomonasten elinkykykayra 48
% tunnin gata on esitetty kuviossa
g o0 11 Positiivinen kontrolli kuvastaa
= ihannetilannetta, jossa Vagicult-
:% putki laitetaan valittomasti viljelyn
w 0 4‘8 jalkeen lampokaappiin +37 °C:een.
Aika(h) Koska kontrolli antoi positiivisen

tuloksen jokaisella

KUVIO 11. +37 °C:ssa séilytetyn positiivisen
kontrollin ~ mikroskopoimalla  tarkastettujen
elavien T. vaginalisten elinkykykayréa piirrettyna.  tehda  johtop&dtds, etta myods
nollakohdassa ja 48 tunnin jalkeen suoritettujen testiputket antaisivat positiivisen
mikroskopointien tulosten perusteella.

mikroskopointikerralla,  voidaan

tuloksen optimilampdtilassa

Elinkykykayrien piirtdminen perustui nollakohdan tilanteen tulokseen ja oletukseen, etta
Vagicult-putken taytyy olla positiivinen heti siihen pipetoidun 1000 trikomonasta
sisdltdvan mediasuspension jalkeen. Jokaiselle kéaytetylle aikapisteelle on piirretty oma
kéyra Aikapisteilld oli jokaisella omat kolme rinnakkaista Vagicult-putkea, joihin oli
lisdtty sama 1000 kappaleen méaéran volyymi tunnetusta kantaliuoksesta. Kolmesta
rinnakkaisesta putkesta laskettiin keskiarvo, joka muutettiin prosenttiluvuks ja néin
saatiin méazritettya elinkykyd kuvaava aikapiste 48 tunnin kohdalla. Esimerkiksi, jos
kaikki kolme rinnakkaista putkea antavat positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa 48
tunnin jalkeen, elinkyky on téten putkien kesken 100 %. Vastaavasti jos kolmesta
rinnakkaisesta putkesta kaksi on positiivisia ja yksi negatiivinen aikapisteen
mikroskopoinnin keskiarvoks 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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Kuviossa 12 on huoneenlammdssa +22 °C:ssa pidettyjen Vagicultien trikomonasten
elinkykykéyrd. Kaéyrastd ndhdaan, ettd kakkien aikapisteiden kolme rinnakkaista
Vagicult-putkea antoivat positiivisen tuloksen kahden vuorokauden kasvatuksen
jalkeen. Liitteessd 1 on taulukko kaikista ensimméisen kokeen Vagiculteista eri

aikapisteissd mikroskopoimalla saaduista tuloksista

Ensimméisen kokeen Vagicultien
+22°C . . .
mikroskopointitulokset eri

aikapisteissa (liite 1) ja kuvion 12

=3 *
3
.
]

kdyra osoittavat T. vaginalisten

2h

- 4h

6h kahdeksankin tuntia.  Kahden,

—=-8h| neljan, kuuden ja kahdeksan tunnin

kestdvan hyvin  +22 °C:ssa

S

aikapisteissd suoritetun eldvien

Elavien trikomonasten maara

o

trikomonasten maaran
Aika () mikroskopoimalla  tarkastamisen
jalkeen +22 °C:ssa sdilytetyista

KUVIO 12, +22 °C:issa sdlytettyjen o L
trikomonasten elinkykykayra. Kayré on piirretty  Jokaisen aikapisteen alkuperaisista
nollakohdan ja 48 tunnin kohdalla ssadun kgolmesta rinnakkaisesta
mikroskopoinnin tuloksen perusteella. . o

Nollakohdassa pipetoitin 1000 kappaletta testiputkesta  siirrettiin - 400
Vagicultiin, jOten putken voidaan olettaa olevan mikrolitran suuruinen wspeng'o ali

nollakohdassa varmasti positiivinen. ) _ .
noin 100 kappaletta trikomonaksia

sulatettuihin -~ Vagicult-putkiin.  MyOs positiivisesta kontrolliputkesta  siirrettiin
nollakohdassa suoritetun mikroskopoinnin jalkeen sama volyymi trikomonaksia uuteen
sulatettuun Vagicultiin, jota inkuboitiin 48 tuntia +37 °C:ssa. Kaikki sulatettuihin
Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset +22 °C:ssa kaksi, nelj, kuusi tai kahdeksan tuntia
sdilytetyistda alkuperdisista testiputkista +37 °C.een antoivat positiivisen tuloksen
kahden vuorokauden kuluttua. Ensmmaéaisen kokeen sulatettujen Vagicultien
mikroskopoinneista saadut tulokset on esitetty samassa taulukossa akuperdisten

testiputkien tulosten kanssa liitteessa 1.

Alkuperaiset testiputket antoivat +37 °C:.een siirtamisen jalkeen 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 -potilasviljelynaytteitd kasvatetaan
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vahintddn 48 tuntia +37 °C:ssa, 24 tunnin kohdalla suoritettu mikroskopointi on
periaatteessa turha. Kaikki ensin +22 °C:ssa séilytetyista testiputkista sulatettuihin
Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset antoivat positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa
lukuun ottamatta yhta sulatettua Vagicultia, johon tehtiin jatkokasvatus putkesta, joka
oli ensin ollut nelja tunti +22°Cssa. Negatiivinen tulos voi johtua sattumasta eli
mikroskopoitavaksi pipetoituun tilavuuteen ei ole sattunut trikomonaksia. Sattuman
osuus on todenndkoinen, silla viljellyt alkuperdiset 1000 kappaleen Vagicult-putket,
jotka olivat ensin olleet pidempaan +22 °C:ssa, antoivat mikroskopoinnissa positiivisen

tuloksen sulatetun Vagicultin jatkokasvatuksessa 48 tunnin kuluttua.

Kuviossa 13 on  piirretty

e dlinkykykayrit jadkaapissa  +4

‘ °C:ssa  pidettyjen  Vagicultien

100 = elavien trikomonasten
2h

prosentuaalisisa maédrista kahden
—=4h

6h | vuorokauden gjalta. Kahden, neljan
—a 8h

A
o
.

ta kuuden tunnin sdlytys +4

°C:ssa e valkuttanut

El&vien trikomonasten mééra (¥

o

48 trikomonasten elinkykyyn ja putket
Aika (h) antoivat 48 tunnin +37 °C:ssa

KUVIO 13. +4°C:ssa sdilytettyjen  inkuboinnin jalkeen positiivisen
trikomonasten elinkykykayra. Kayra on piirretty
nollakohdan ja 48 tunnin kohdalla saadun
mikroskopoinnin tuloksen perusteella.  kahdeksan tuntia +4 °C:ssa pidetyt
Nollakohdassa pipetoitiin 1000 kappaletta
Vagicultiin, joten putken voidaan olettaa olevan
nollakohdassa varmasti positiivinen. eividt kaikki antaneet positiivista

o

tuloksen mikroskopoinnissa. Ensin

kolme rinnakkai sta Vagicult-putkea

tulosta  mikroskopoinnissa 48
tunnin kohdalla. Tasta voidaan pédtella T. vaginalisten elinkyvyn heikkenevén
kahdeksan tunnin jalkeen +4 °C:ssa. Alkuperaisista kahdeksan tuntia +4 °C:ssa olleista
kolmesta rinnakkaisesta testiputkesta kaks antoi positiivisen tuloksen kahden
vuorokauden lampoOkaappikasvatuksen jalkeen ja yksi pysyi negatiivisena. Nasta
kahdeksannen aikapisteen putkista sulatettuihin Vagiculteihin tehtyjen jatkokasvatusten
tulokset olivat kuitenkin kaikki positiivisia. Viimeistdan tama tulos osoittaa sulatettujen
Vagicultien olevan viljelykelpoisia my6s pakastamisen jalkeen. Yksi sulatettuun
Vagicultiin tehty jatkokasvatus ensin nelja tuntia +4 °C:.ssa olleesta alkuperdisesta

tedtiputkesta antoi negatiivisen tuloksen mikroskopoinnissa 48 tunnin jalkeen, mik& voi
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johtua sattumasta.

Kaikki ensimmaisessa kokeessa sulatettuihin Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset
kahta edella mainittua tapausta lukuun ottamatta antoivat positiivisen tuloksen. T.
vaginalis -viljelytutkimuksen kannalta oleellinen aikapiste on 48 tuntia, joten muutamat
todenndkdisesti sattumasta johtuvat negatiiviset tulokset eivét ole merkitsevia.

6.2.2 Toinen koe

Ensimmaéisen kokeen tulokset osoittavat T. vaginaliksen (1000 kappaletta Vagicult-
putkessa) sietdvan hyvin jopa kahdeksan tunnin j&8kaappilampdtilaa, joten toisessa
kokeessa péadtettiin vahentéd huomattavasti testiputkiin pipetoitavien trikomonasten
méaréa.  Konsentraation pienentdmisen liséksi alkavdlgd pidennettiin ja
mikroskopointeja suoritettiin vain kolme ensimmaisen kokeen neljan mikroskopoinnin
sjaan. Ensimméinen koe keskittyi enemman trikomonaksen elinkyvyn tutkimiseen
suositeltua alhaisemmissa lampétiloissa. Toinen koe sen sijaan painottui selvittamaan
kuinka pieni madra trikomonaksia riittdisi antamaan positiivisen tuloksen kahden
vuorokauden viljelyn jéakeen, kun Vagicult-putki on ollut trikomonasten lis&&misen

jakeen pitkid aikoja huoneenlammaossa tai jadkaappilampoétilassa.

Positiiviseksi kontrolliksi tehtiin jélleen yksi myds nollakohdassa mikroskopoitava
Vagicult, joka diirrettiin suoraan lampokaappiin. Kuten ensimmaéisessd kokeilussa,
kaikissa aikapisteissi oli kolme rinnakkaista Vagicultia. Pipetoitavien trikomonasten
kappalemaara oli 250. Kappalemééraa ei haluttu laskea liikaa, vaikka ensimmaiseksi
tehty parametrien méaritys selvasti osoitti parasiittien rikastuvan tarpeeks jo todella
pienilla maarilla Kokeiluissa kéytettavien Vagicultien volyymi nelja millilitraa on
suhteellisen suuri tilavuus ja pieni kappalemaard lisdisi analysoinnin virhel&hteen
mahdollisuutta liikaa, koska jos volyymi on suuri ja parasiitteja vahan, trikomonaksia ei
valttamatta putken hyvasta sekoituksesta huolimatta sattuisi mikroskopoitavaan
naytteeseen. Aikapisteiks valittiin kahdeksan, 12 ja 24 tuntia. Mikroskopointitulokset

ilmoitettiin kuten ensimmai sessa kokeessa joko miinus- tai plusmerkill&.

Aikapisteissa mikroskopoinnin jalkeen testiputket siirrettiin kahden vuorokauden
kasvatukseen lampokaappiin  ja eldvien trikomonasten médra tarkastettiin
mikroskopoimalla putket 24 ja 48 tunnin kuluttua. Testiputkista tehtiin ensimméaisen
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kokeen tavoin jatkoviljelyputket uusiin sulatettuihin Vagicult-putkiin. Jalkimmaisessa
kokeessa alkuperdisista testiputkista pipetoitiin sulatettuihin Vagiculteihin noin 25
kappaletta trikomonaksia.

Toisen kokeen kaikkien Vagicultien mikroskopoinneista saadut tulokset ovat liitteessa 2.
Kontrolliputki pysyi mikroskopoinneissa muuten positiivisena, mutta nollakohdassa
suoritetun mikroskopoinnin tulos oli negatiivinen. Koska testiputkiin pipetoitavaa
ma&rda pienennettiin enssimmaisen kokeen 1000 kappaleesta 250:een saattaa olla, etta
putkessa olevat trikomonakset eivdt ole sattuneet kontrolliputkesta nollakohdassa
pipetoitavaan tilavuuteen. Toisen kokeen mikroskopointien tulokset olivat p&&osin
negatiivisa sulatettuihin  Vagiculteihin tehdyt jatkokasvatukset mukaan lukien.
Positiivisia tuloksia mikroskopoinneissa saatiin +22 °C:ssa kahdeksan ja 24 tunnin
jadlkeen yhdestd samasta putkesta, joka 48 tunnin kuluttua oli negatiivinen, seka 12
tunnin kuluttua kahdesta Vagicultista, joiden jatkokasvatukset +37 °C:ssa alkuperaisessa
ja sulatetussa Vagicultissa olivat negatiiviset. +4°C:ssa sdilytetyista Vagiculteista yksi
antoi positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa kahdeksan tunnin kuluttua, mutta jélleen
jatkokasvatusten mikroskopoinneissa tulos oli negatiivinen. Tulokset osoittavat selvasti

eivét ole pystyneet lisééntymaan putkissa.

7 TYON LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Tyon térkein tutkimusmenetelma oli eldvien T. vaginaliksen tunnistaminen ja
[6ytaminen mikroskopoimalla, sillé kaikki tyon tulokset perustuvat mikroskopoimiseen.
Ennen kokeiden aloittamista harjoittelin T. vaginalisten tunnistusta mikroskopoimalla
parasiitteja yhdessa ohjagjan kanssa. Vaikka minulla e ollut aikaisempaa kokemusta
trikomonasten mikroskopoinnista enka ollut ennen kokeiden aloittamista nahnyt elavéa
T. vaginalista kuin kerran aikaisemmin, tunnistaminen alkoi lyhyen harjoittelun jalkeen
sujua luontevasti. Mikroskopointi oli aluksi hidasta ja kompel6d, mutta harjoittelun ja
ohjauksen avulla kehityin nopeasti. Mikroskopointi on kuitenkin erittdin paljon
mikroskopoijasta riippuvaista ja oma kokemattomuus varmasti vaikutti kokeissa
saatuihin tuloksiin. Toinen merkittdva virheldhde saattaa olla mikroskopoitavan

naytteen tilavuus etenkin pienill& T. vaginalis -méarilla
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Taman kokeen mikroskopoinnit suoritettiin samoin kuin potilasnéytteiden kaikissa
laboratoriossa eli naytteeksi otettiin "yksi pisara” elatusainetta. Tyon luotettavuutta olisi
saattanut  kuitenkin  lisdtd, mikdli yhdestd koeputketa olis  yhdella
mikroskopointikerralla tutkittu esimerkiksi kolme naytettd. Yhdestd putkesta
suoritettujen mikroskopointikertojen lisééminen olisi kuitenkin tehnyt k&ytannon tyon
opinnaytetyon yksin. Olisi kuitenkin mielenkiintoista tietdd, miten volyymiltaéan
suuremman ndytteen mikroskopointi vaikuttaisi tuloksiin.

Tyoskennellessani  noudatin  hyvien laboratoriokayténtdjen mukaisia tyotapoja.
Trikomonasten pipetointi tapahtui laminaarivirtauskaapissa suojakésineet kadessi
Pipetoidessa kaytin kertakayttdisia steriileja lasipipettejd, jotka poltin aina ennen
pipetointia.  Steriili  tyoskentely onnistui mielesténi  hyvin, silla bakteeri- tai
hiivakontaminaatioita el ollut havaittavissa Vagicult-putkissa kokeiden aikana.

Kokeissa suoritettujen mikroskopointien tulokset merkitsin heti jokaisen putken
tarkastamisen jalkeen etukdteen koetta varten laadittuun taulukkoon. Taulukkoon oli
kirjattu valmiiksi Vagicult-putkien tunnukset, lampdtilat ja aikapisteet seka jétetty tila
mikroskopoinnista saadulle tulokselle. Saadut tulokset siirsin tietokoneelle séhkdiseen
muotoon Excel-ohjelmalla laadittuun taulukkoon, joka oli pohjaltaan samanlainen kuin

mikroskopointien tulosten kirjaamisessa kéaytetty taulukko.

Tulosten soveltamiseen ja luotettavuuteen saattaa eniten vaikuttaa se, etté kokeissa
kéytettiin vain yhtd kantaa. Useamman kannan testaaminen olisi lisdnnyt tulosten
luotettavuutta, mutta valitettavasti kaytdssani el ollut useampia kantoja. Rinnakkaisten

putkien maéra (n=3) on yleisesti ottaen riittéva kog érjestel yissa.

Kantojen kasvattaminen pidemp&an kuin kaksi vuorokautta saattaisi lisété tulosten
luotettavuutta, silla erééssa tutkimuksessa (Radonjic ym. 2006: 117.) T. vaginaliksia
kasvatettiin seitseméan vuorokautta ja joidenkin kantojen on havaittu alkavan kasvaa
vasta kymmenen vuorokauden kasvatuksen jalkeen (Meri 2010). Tassa tyossd el haluttu
kokeilla pidempda kuin kahden vuorokauden kasvatusta, koska potilasnéytteitakin
kasvatetaan vain kaksi vuorokautta T. vaginalis -viljelyssi.

Vagicult-putkien pakastamisen vakutusta viljelytuloksiin tutkittiin siirrostamalla
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kogérjestelyissa mukana olleita T. vaginaliksia pakastettuihin ja koetta varten
sulatettuihin Vagicult-putkiin. Trikomonaskannan selviamista tutkittiin
mikroskopoimalla putket 24h ja 48h kasvatuksen jalkeen. Putket toimivat ldhes yhta
hyvin kuin pakastamattomat, mutta tuloksen luotettavuutta olisi lisénnyt, mikali taysin
sama méaara T. vaginaliksia olisi siirrostettu sekd pakastamattomiin etta pakasettuihin
putkiin.

8 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Tyon kokeellisessa osuudessa pyrin selvittdméén sitd, kuinka hyvin tai huonosti
Trichomonas  vaginalis  -alkuelamet  sietdvdt  olemista muussa  kuin
optimildmpotilassaan. Tyon tuloksia on tarkoitus soveltaa T. vaginaliksen
diagnostiikassa otettavien nadytteiden kuljetus- ja séilytys@mpdtilasuosituksia varten.
Perusongelma tutkimuksessa on, ettei ole olemassa tutkimustietoa siitd, kuinka monta
parasiittia mahdollisesti siirrostetaan ndytteeks potilaasta yhteen putkeen. T&ta yritin
selvittdd tutkimalla, mik& on pienin méara elavia T. vaginaliksia, joka pystyy
rikastumaan tarpeeksi antaakseen positiivisen tuloksen mikroskopoinnissa 48 tunnin
kasvatuksen jalkeen. TyOssa tein kokeita, joiden tulosten perusteella saatu
vahimmaismaard osoittautui niin pieneksi (noin 60 kpl), ettei sita voitu kayttéa
jatkokokeissa. Tutkimusten mukaan ndytteessé pitdisi olla noin 1000 kappaletta neljassa
millilitrassa mediaa elavia T. vaginaliksia, jotta viljelytulos olisi varmasti positiivinen.
Niin pdadyttiin kayttamadan suurehkoa méérda parasiitteja, joiden avulla T. vaginaliksen
elinkykya voitiin tarkastella luotettavammin. Ensimmaisessé kokeessa huomattiin, etta
kannan kyky selvitd alentui kahdeksan tunnin +4 °C:ssa tapahtuvan kasvatuksen
jadlkeen. Samoin selvisi, ettd elinkyky kannattaa mikroskopoida vasta 48 tunnin
kasvatuksen jalkeen, silla osa 24 tunnin kohdalla olevista negatiivisista putkista oli
positiivisia 48 tunnin kohdalla. Toisessa kokeessa kaytettiin alhaisempaa maaréa T.
vaginaliksa ja kokeiden tulosten perusteella huomattiin, ettd kaikki koejérjestelyissa
kasvatetut T. vaginalikset olivat menettaneet elinkykynsé.

Toinen tyon tavoite oli tutkia vaikuttaako pakastaminen Vagicult-néyteputkien kykyyn
kasvattaa T. vaginalista potilasndytteista. Tyon tulosten mukaan 100 kappaletta
trikomonaksia alkuperdisesta Vagicult-putkesta pakastetussa ja koetta varten sulatetussa
Vagicult-putkessa kasvoi samoin kuin kontrolli, mutta on muistettava, etta niithin myos
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siirrostettiin vahemman elévia parasiitteja kuin pakastamattomiin putkiin.

Laboratoriossa on melko vaikea tutkia T. vaginalista, silla potilasnaytteesta Vagicult-
ndyteputkeen siirtyvien trikomonasten maara vaikuttanee merkittavasti siihen, miten
nopeasti kanta kasvaa viljelyputkessa ja miten kanta selviytyy optimista poikkeavassa
lampoétilassa lyhyita aikoja. Tyon tulosten perusteella on vaikeaa antaa suoraviivaisia
toimintaohjeita potilasndytteiden kasittelyyn, kun kaytetddn rikastettua ja runsasta,
hyvin kasvavaa kantaa, koska kantojen valiset vaihtelut T. vaginaliksella saattavat olla
hyvinkin merkittavid Esimerkiksi on kantoja. jotka ovat resistentteja kéytetylle hoidolle
jamyos virulenssimekanismit vaihtelevat kantojen valilla melkoisesti.

Jatkossa olisikin syytd miettid koejarjestelyjd, joilla voitaisiin tarkemmin tutkia
rikastuvatko erittdin pienet maérét T. vaginaliksia Vagicult-putkissa ja miten oikea
potilasndyte selvidisi optimista poikkeavissa kuljetus- tai sdilytysl@ampatiloissa
Kokeissa voitaisiin esimerkiksi kayttda positiivisia suoraan potilaista otettuja naytteita.
Olisi my6s mielenkiintoista tutkia, miten eripituiset nykyan kéytetystd kahden
vuorokauden kasvatusgjasta poikkeavat agat, esimerkiksi Radonjicin ym. (2006)
k&yttama seitseman vuorokauitta, vaikuttaisi diagnostiikkaan.

Tyon kokeen tulokset osoittavat T. vaginaliksen selvidvan hyvin vaihtelevissa
lampotiloissa. Kahdeksan tunnin séilytys huoneenldmmossa ja kuuden tunnin sailytys
jéékaapissa el nayttanyt vaikuttavan merkitsevasti trikomonasten elinkykyyn. Sen sijaan
kahdeksan tunnin +4 °C:ssa séilyttamisen jalkeen trikomonasten kuolleisuus nousee ja
elinkyky heikkenee. Nama havainnot koskevat vain yhta kantaa, mutta yleisesti ottaen
voitaneen todeta, ettel muutaman tunnin, jopa neljan, sSdilytys jédkaapissa tai
huoneenlammossa tapa potilasndytteen hyvin eldvéd T. vaginalis -kantaa. Samoin
voidaan todeta, etta taman tutkimuksen mukaan Vagicult-putket sietévét lyhytaikaisen
pakastamisen. Tata tulosta el kuitenkaan voi soveltaa kovin lagjasti, koska kéytdssa oli
vain yksi T. vaginalis -kanta. T. vaginaliksen diagnostiikan kannalta olisi parasta ja
luotettavinta, ettd naytteet Kkuljetettaisiin ja sdilytettdisiin +37 °C lampétilassa ja
kaytettaisiin tuoreita pakastamattomia Vagicult-nayteputkia.
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LITE1

ENSIMMAISESSA KOKEESSA SUORITETTUJEN MIKROSKOPOINTIEN
TULOKSET

SULATETTU

C AIKA PUTKI- 1. AIKAPISTEEN 24h 48h JATKO-

JATKO JATKO

(h) TUNNISTE MIKROSKOPOINTI VAGICULT 24h 48h
0 +
2 kontrolli- N kontrolliputken
+37 4 _ + + ) : +
6 putki + jatko-Vagicult
8 +
H21 + + 4+ P-H21 +
2 H22 + P-H22 -
H23 - - P-H23 +
H41 + + o+ P-H41 - -
4 H42 + + + P-H42 - +
122 H43 + -+ P-H43 - +
H61 + + 4+ P-H61 - +
6 H62 - + + P-H62 - +
H63 + + 4+ P-H63 - +
H81 + + 4+ P-H81 - +
8 H82 + + 4+ P-H82 - +
H83 + -+ P-H83 - +
K21 + -+ P-K21 + +
2 K22 - + o+ P-K22 + +
K23 + + 4+ P-K23 + +
K41 + + o+ P-K41 - +
4 K42 + + + P-K42 - -
4 K43 - -+ P-K43 - +
K61 + + 4+ P-K61 + +
6 K62 + + o+ P-K62 + +
K63 + + 4+ P-K63 + +
K81 - - - P-K81 + +
8 K82 - - + P-K82 - +
K83 + + + P-K83 + +




LIITE?2
TOISESSA KOKEESSA SUORITETTUJEN MIKROSKOPOINTIEN TULOKSET

°C AIKA PUTKI- 1. AIKAPISTEEN 24h  48h PA'}::‘.IS_E(%TTU JATKO JATKO
(h) TUNNISTE MIKROSKOPOINTI VAGICULT 24h 48h
0 -
8 kontrolli- + kontrolliputken
*37 12 putki + * jatko-V;)gicuIt *
24 +
H21 - - - P-H21 - -
8 H22 - - - P-H22 - -
H23 + + - P-H23 - -
H41 + - - P-H41 - -
+22 12 H42 + - - P-H42 - -
H43 - - - P-H43 - -
H61 - - - P-H61 - -
24 H62 - - - P-H62 - -
H63 - - - P-H63 - -
K21 - - - P-K21 - -
8 K22 - - - P-K22 - -
K23 - - - P-K23 - -
K41 - - - P-K41 - -
+4 12 K42 - - - P-K42 - -
K43 - - - P-K43 - -
K61 - - - P-K61 - -
24 K62 - - - P-K62 - -

K63 - - - P-K63 - -




