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Gramvarjdys on mikrobiologiassa bakteriologinen perustutkimus. Sitd voidaan kayttdd nopeaan
diagnostiikkaan, silla se antaa tarke&& ensitietoa mahdollisesta taudinaiheuttajasta. Gramvérjayty-
misen perusteella bakteerit pystytadn jakamaan karkeasti grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin
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Abstract

Gram stain is a bacteriological basic analysis in microbiology. Gram stain can be used in quick
diagnostics, because it gives important first information of a possible pathogen. Based on
gramdiscoloration bacteria can be divided roughly into grampositive and gramnegative bacteria.
Based on the form bacteria can be divided in to rods and coccus. An automated gram stainer
speeds up the work, because more samples can be stained with it simultaneously.

The purpose of this study was to solve if gramnegative rodbacteria are more viewable from the
deep wet samples, when the intensity of the counterstaining is raised in the gram stain. This
study was commissioned by Eastern Finland Laboratory Centre Joint Authority Enterprise (Is-
lab), Microbiology Laboratory of Joensuu. The laboratory has had problems with the visibility of
gramnegative rodbacteria from deep wet samples in gram stain.

This study was accomplished by staining patient samples’ objectslides with stronger intensity of
the counterstain setting than what the laboratory has normally stained the objectslides with. The
stained objectslides were examined at a microscope and the findings were compared to the ob-
jectslides which the laboratory had stained and also to the results of the bacterial culture made by
the laboratory. The results were collated in a worksheet, where they could be compared.

Based on the results, raising the intensity of counterstaining in gram staining, had no relevance in
the visibility of gramnegative rodbacteria. A topic for further research could be changing coun-
terstaining entirely to some other counterstaining or investigating how the quality of the samples
effects the staining.
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1 JOHDANTO

Bakteereita on kaikkialla. Suurin osa niistd on hyddyllisia, ja ne toimivat tarkeané osana
luontoa. Pieni osa bakteereista kuitenkin aiheuttaa ihmisille tauteja ja tulehduksia.
(Hedman, Heikkinen, Huovinen, Jarvinen, Meri & Vaara 2010, 34.) Kun taudinaiheutta-
jana on bakteeri, potilaan hoidon kannalta on hyvin tarke&é saada selville, mista baktee-
rista on kyse. Mitd nopeammin bakteeri tunnistetaan, sitd nopeammin pystytaan aloitta-
maan oikeanlainen hoito. (Hedman, Heikkinen, Huovinen, Jarvinen, Meri & Vaara
2011, 37)

Gramnegatiiviset sauvabakteerit voivat aiheuttaa eriasteisia tauteja. Gramnegatiivisista
sauvabakteereista vakavimpia taudinaiheuttajia ovat meningokokki eli Neisseria menin-
gitidis, Hemofilus influenzae, Bordetella pertussis ja Echerichia. Meningokokin aiheut-
tamia vakavia tauteja ovat muun muassa bakteerimeningiitti, niveltulehdus, yldhengitys-
tieinfektio ja keuhkokuume. Kapselillinen Hemofilus influenzae voi aiheuttaa hengen-
vaarallisia tauteja, kuten muun muassa aivokalvontulehdusta ja keuhkokuumetta. Borde-
tella pertussis aiheuttaa tavallisimmin hinkuyskan, jota edelleen esiintyy toisinaan roko-
tuksista huolimatta. (Hedman ym. 2010, 160-202.) Echerichia coli on yleisimmin syyna
virtsatieinfektioon, mutta sen aiheuttamia voivat olla myds muut infektiot, bakteremia ja
sepsis (Baron, Murray, Pfaller, Tenover & Yolken 1995, 450).

Syvat mérkénaytteet voivat olla joko nestettd tai kudosta. Infektiokohdasta pyritaan
saamaan tutkittavaksi nayte, joka siséltdd mahdollisen taudinaiheuttajan. Néytteet ote-

taan yleensa joko leikkauksen yhteydessé tai punktoimalla. (Hedman ym. 2011, 50.)

Gramvarjdys on mikrobiologiassa bakteriologinen perustutkimus. Gramvarjayksella
bakteerit pystytddn jakamaan karkeasti varjaytymisen perusteella grampositiivisiin tai
gramnegatiivisiin sekd muodon perusteella sauvoihin tai kokkeihin. Varjaysta voidaan
kayttdd nopeaan diagnostiikkaan, sill4 se antaa tarkead ensitietoa mahdollisesta taudin-
aiheuttajasta. Gramvarjayksen perusteella pystytdén aika luotettavasti valitsemaan mah-
dollinen mikrobilaakitys. (\Vaara 2007.)

Toimeksianto saatiin 1t4&-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymén Joen-

suun mikrobiologian laboratoriosta. Toimeksianto oli gramvérjaysautomaatin vastavarin



voimakkuuden muuttaminen gramnegatiivisten sauvabakteerien esiin saamiseksi syvista
markanaytteista gramvarjayksessd. Tarkoituksena oli keskittyd pelkastadn gramvaér-
jaysautomaattiin. Ké&sin vérjaysta ei késitelty opinndytety0ssd, eikd gramvarjaysauto-

maattia verrattu kasin vérjaykseen.

2 BAKTEERIT

Bakteereita esiintyy eldinten iholla, suolistossa, kasvien pinnalla, maaperassa, vesistois-
sd, jaatikoilla ja jopa kuumissa lahteissa. Bakteerit ovat vélttdmattomia luonnolle, koska
ne osallistuvat merkittavésti ravinteiden kiertokulkuun. Vaikka bakteereilla on alkeelli-
nen rakenne, ne pystyvat elaméaéan vaatimattomissakin olosuhteissa ja silti lisadntymaan
jakaantumalla nopeasti. Osa bakteereista on patogeenisia eli ihmisille tauteja aiheutta-
via. (Hedman ym. 2010, 34.) Monille patogeenisille bakteereille otollisin kasvulampoti-
la on 35-37 °C (Heikkila, Hellstén, Koukila-Kahkola, Kurkinen, Meurman, Nummelin,
Pastila, Richardson & Ylénen 2005, 35). Patogeeniset bakteerit tunnistetaan kasvuolo-

suhteiden, varjaytyvyyden ja muodon perusteella (Vaara 2007).

Yksittaisten bakteerien rakenteissa on eroja, ja bakteerien rakenteiden mééarassa ja laa-
dussa voi olla vaihtelua (Hedman ym. 2010, 15). Esimerkiksi grampositiivisten ja

gramnegatiivisten bakteerien soluseindn rakenteissa on eroa (Hedman ym. 2011, 38).

2.1 Yleista bakteereista

Bakteerit kuuluvat laajaan yksisoluisten alkeistumallisten organismien ryhméan (Bjork-
16f, Kivisalmi, Korhola, Rasimus, Schauman & Salmela 2008, 17; Hedman ym. 2010,
15). Bakteerit jaetaan niiden muodon perusteella karkeasti sylinterimaisiin sauvoihin tai
pallomaisiin kokkeihin sek& varjaytyvyyden perusteella grampositiivisiin tai gramnega-
tiivisiin bakteereihin. Liséksi bakteereita 0ytyy muodoltaan kokkibasilleita, vibrioita,
spirokeetoja ja spirilleja. (Hedman ym. 2011, 38.) Mikroskoopilla katsottuna kokkibak-
teerit esiintyvat yksin, pareittain, ryhmin4 tai eripituisina ketjuina. Sauvabakteerit voivat
esiintyd erillaan, lyhyind ketjuina tai ryhmittyneind. (Hedman ym. 2011, 38; Heikkila

ym. 2005, 32.) Bakteerit jaetaan myos kasvuolosuhteiden perusteella aerobisiin ja anae-



robisiin bakteereihin. Osa bakteereista elaa vain aerobisissa eli hapellisissa olosuhteissa,
ja osa vaatii eldékseen anaerobisen eli hapettoman ympadriston. On myods bakteereita,
jotka voivat eldd sekd aerobisissa ettd anaerobisissa olosuhteissa. (Heikkild ym. 2005,
35.)

Osalla bakteereista on erilaisia selviytymismuotoja, joiden avulla ne pystyvét elaméan
epéedullisissa oloissa. Bakteerin lepomuoto on iti6, ja itidind bakteerit pystyvat selvia-
maan esimerkiksi kuivuudesta tai muista epéaedullisista ajoista. Bakteerien térkein tau-
dinaiheuttamisominaisuus on kyky tarttua karvojen avulla kohteeseen. (Hedman ym.
2010, 14.) Tauteja aiheuttavat ja normaaliflooran bakteerit ovat kuitenkin tarkkoja ra-
vinteista, ja isdntdelimistdssé ne saavatkin tarvitsemansa vitamiinit, nukleotidit ja ami-
nohapot. Esimerkiksi hemofilukset ovat hyvin vaativia kasvualustastaan ja ne saadaan
kasvamaan laboratorio-oloissa vain kuumennettua verta siséltavilla suklaamaljoilla,

missa niilla on kdytettdvissa punasolujen ravinteet. (Hedman ym. 2010, 36-37.)

Normaalilla terveelld ihmiselld on mikrobistoa eli normaaliflooraa ruoansulatuskana-
vassa, iholla ja genitaalialueella. Thmisen normaaliflooran suurin ja monipuolisin mik-
robiryhmé on bakteerit. Lisdksi ihmisen normaalifloorassa on pienempid maaria arkkeja
ja eukaryootteja. (Hedman ym. 2010, 76-78.) Osa gramnegatiivisista sauvabakteereista
kuuluu ihmisten normaaliflooraan. Mutta osa normaaliflooraan kuuluvista bakteereista
voi kuitenkin olla myos taudinaiheuttajina tarttumalla limakalvoihin, kolonisoimalla eli
levidmall& niiden pinnalle ja pdasemaélla ndin verenkiertoon lisddntymaan. (Hedman ym.
2010, 177-204.) Normaaliflooran bakteereita ovat muun muassa Escherichia-, Proteus-
ja Klebsiella-lajit. (Ihon bakteeri-infektiot tyéryhmé 2010).

2.2 Bakteerien rakenne

Bakteerien rakenne on yksinkertainen, mutta niiden aineenvaihdunta voi olla hyvin eri-
koistunut, mink& ansiosta ne voivat kayttdd melkein mitd tahansa orgaanista rakennetta
hyvakseen (Solunetti 2006a). Yksittaisten bakteerien rakenteet voivat olla hyvinkin eri-
laisia, ja rakenteiden maara seké laatu voivat vaihdella (Hedman ym. 2010, 15).



Bakteerien ulkorakenteet koostuvat kokonaisuudessaan solukalvosta, soluseinéstd, kap-
selista, limakerroksesta ja flagelloista, fimbrioista tai pileista (Solunetti 2006b; Hedman
ym. 2010, 14-15). Yleisesti bakteerien siséisiin rakenteisiin kuuluvat solulimassa olevat
ribosomit ja DNA (Hedman ym. 2010, 15). Bakteerien yleisimmét sisé- ja ulkorakenteet

ovat nahtévissa seuraavassa kuvassa (kuva 1).

" ribosomit DNA solulima

kapseli
soluseina

solukalvo

= fimbria
; flagella
7 g

Kuva 1. Yleisbakteerin rakenne (Mukaillen Hedman ym. 2010, 15).

Bakteerien solukalvo on lipideista koostuva kaksoiskalvo, joka rajaa solun ymparistos-
taan ja séatelee solun lapdisevyytta. Solukalvo osallistuu soluseinan rakenneosien val-
mistukseen, entsyymien ja toksiinien eritykseen seka hengitykseen. Liséksi solukalvo
osallistuu erilaisten molekyylien kuljetukseen ja solun jakaantumiseen. Solukalvon ul-
kopuolella on soluseina tukemassa solua ja suojaamassa sitd. Soluseind muodostaa so-
lunjakautumisessa tytarsolujen vélille véliseinia. (Solunetti 2006b; Hedman ym. 2010,
20-21.) Bakteereita on seka kapselillisia ja kapselittomia. Kapselin avulla bakteerisolun
on helpompi kiinnittyd iséntasolun pintaan. Lisaksi kapseli suojaa bakteeria isdnnén
immuunijarjestelmélta. Limakerros vaikuttaa bakteerin taudinaiheuttamiskykyyn, kuten
myos flagellat, fimbriat tai pilit, jotka lisdksi ovat kiinnittymistd, lilkkumista ja geneetti-

sen materiaalin siirtoa varten. (Solunetti 2006b; Hedman ym. 2010, 30-31.)

Bakteerit voivat olla kokonaan soluseinattomid tai niill4 voi olla peptidoglykaania sisal-
tava soluseindma (Bjorklof ym. 2008, 17). Bakteerien DNA on kiinni niiden solukal-
vossa, eiké niilld ole varsinaista tumaa lainkaan. Bakteereilta puuttuvat myos kloroplas-

tit, endoplasminen retikulum, Golgin laite ja mitokondriot. Bakteerit eli prokaryootit
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jaetaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin niiden soluseinén rakenteen perusteella.
(Solunetti 2006a; Hedman ym. 2010, 21.)

2.3 Grampositiivisten bakteerien rakenne

Gramvarjaytyvyydelld on hyvin suuri merkitys infektioiden varhaistoteamisessa (Hed-
man ym. 2010, 65). Grampositiivisilla bakteereilla soluseind muodostuu peptidogly-
kaanikerroksesta sekd muun muassa teikkohapoista, ja solukalvossa on myods havaitta-
vissa mesomeiksi kutsuttuja rakenteita. Mesomit syntyvat sisadnpainautumalla solukal-
vosta, ja niitd esiintyy DNA:n kahdentumisen sek& eritystoiminnan aikana. (Solunetti
2006a; Hedman ym. 2010, 25.)

2.4 Gramnegatiivisten bakteerien rakenne

Gramnegatiivisten bakteerien peptidoglykaanikerros on ohuempi kuin grampositiivisil-
la, ja gramnegatiivisilla bakteereilla on lisdksi endotoksiineina toimivia lipopolysakka-
rideja sisaltavé ulkokalvo. (Solunetti 2006b; Heikkila ym. 2005, 34). Gramnegatiivisilla
bakteereilla on monimutkaisempi soluseind kuin grampositiivisilla bakteereilla (Huovi-
nen, Meri, Peltola, Vaara, Vaheri & Valtonen 2003, 63; Heikkila ym. 2005, 33).

Gramnegatiivisten bakteerien rakenteellinen erikoispiirre on ulkokalvo, niin sanottu
ulkomembraani, mika on plasmamembraanin ja ohuen peptidoglykaanikerroksen ulko-
puolinen kalvo (Huovinen ym. 2003, 63-64; Heikkila ym. 2005, 33-34). Ulkomem-
braanista noin puolet on lipopolysakkaridia, ja muuten se koostuu fosfolipideista ja pro-
teiineista. Plasmamembraaniin verrattuna ulkomembraanissa on vdhemman erilaisia
proteiinilajeja ja vain véhan entsyymejé. Yleensa vesiliukoinen ravinne tarvitsee tietyn
kuljetusjarjestelman pééstakseen lipidikelmun l&pi. Ulkomembraani on erilainen, sill& se
paastad vesiliukoisten kanaviensa l&pi kaikkia pienid vesiliukoisia molekyyleja, mutta
isompien molekyylien, esimerkiksi proteiinien, lapipadsyn se estdé. Vain harvoja hyvin
tarkeitd ravinteita (B12-vitamiini ja rauta) varten ulkomembraanissa on spesifisia kulje-

tusmolekyyleja. (Huovinen ym. 2003, 63-64.)
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Ulkomembraanin térkein tehtédva on suojella bakteeria ulkopuolisilta haitallisilta aineil-
ta. Sen ansiosta gramnegatiiviset bakteerit ovat resistenttejd monille bakteerildékkeille.
Samat bakteerilaakkeet voivat kuitenkin tehota grampositiivisiin bakteereihin. Ulko-
membraani estdd suurimolekyylisia vesiliukoisia aineita padsemasta solun sisempiin
kerroksiin. Gramnegatiiviset bakteerit ovat myds grampositiivisia resistentimpia useille

detergenteille ja rasvaliukoisille aineille. (Huovinen ym. 2003, 63-64.)

2.5 Gramnegatiiviset sauvabakteerit

Infektioita aiheuttavista gramnegatiivisista sauvabakteereista enterobacteriaceae-heimon
bakteerisukuja ovat Escherichia, Salmonella, Yersinia ja Shigella. Enterobacteriaceae-
heimon bakteerisukuja kutsutaan usein yhteisnimella enterobakteerit, ja niiden yleisin
kasvuympadristd on eldinten tai ihmisten suolisto. Muita yleisimmin infektioita aiheutta-
via gramnegatiivisia sauvabakteereita ovat muun muassa Klebsiellat, Proteukset, Serra-
tiat, Pseudomonakset, Stenotrophomonakset, Burkholderiat, Achromobacter-suvun ja-

senet, Acinebacter-lajit ja Enterobacter-lajit. (Hedman ym. 2010, 177-204.)

Tunnetuin gramnegatiivinen sauvabakteeri on Echerichia coli, joka on tarke& osa suolis-
ton normaaliflooraa. E.coli on kuitenkin myds yleisimmin virtsatieinfektion aiheuttaja,
ja se voi olla syynéd vakavempiinkin tulehduksiin. Muita gramnegatiivisia sauvabaktee-
reita, jotka toimivat vakavempien tautien aiheuttajina, ovat Neisseria meningitidis, He-
mofilus influenzae ja Bordetella pertussis. Meningokokki eli Neisseria meningitidis voi
aiheuttaa muun muassa bakteerimeningiittia, niveltulehdusta, ylahengitystieinfektiota ja
keuhkokuumetta. Hengenvaarallista keuhkokuumetta ja aivokalvontulehdusta voi aihe-
uttaa myos kapselillinen Hemofilus influenzae. Bordetella pertussis on tavallisimmin
hinkuyskén aiheuttaja. (Hedman ym. 2010, 160-202.)

3 MIKROBIOLOGISET SYVAT MARKANAYTTEET

Syvat mérkanéytteet ovat syvien, kehon normaalisti puhtaiden eli steriilien alueiden

infektiondytteitd. Syva markanayte voi olla nestemaéisté tai kudosta. (Hedman ym. 2011,
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47.) Syvia mérkéndytteitd otetaan muun muassa pleuraontelosta, nivelnesteestd, pos-
kionteloista, vatsaonteloista, abskessista, fistelistd ja Bartholinin rauhasesta (Yhtyneet
Medix Oy 2011). Syviin mérké&naytteisiin lasketaan kuuluvaksi myos osa pinnallisista
markanaytteista, jotka ovat yleisimmin nestemaisid. Naita naytteiti otetaan muun muas-
sa valikorvasta, poskiontelosta, haavoista ja silmén sidekalvolta. (Hedman ym. 2011,
47.) Kun selvitetddn infektion syytd, on otettava huomioon aerobisten ja anaerobisten
bakteerien osuus. Né&in toimitaan erityisesti kroonisten infektioiden, abskessien, leikka-
ushaavojen ja muiden syvien haavojen selvittelyssa. (Yhtyneet Medix Oy 2011.) Vilje-
lymenetelmiin tarvitaan elinvoimaisia bakteereita, mink& vuoksi oikeanlainen nayt-

teenotto, sailytys ja kuljetus ovat tarkeitd (Heikkild ym. 2005, 95).

Kun etsitddn anaerobisia ja aerobisia taudinaiheuttajia syvista ja normaalisti puhtaista
kehon alueista, kyseesséd on méaran bakteeriviljelyl-tutkimus (Pu-BaktVil). Pinnallisten
naytteiden aerobinen bakteeriviljely-tutkimus on maran bakteeriviljely2 (Pu-BaktVi2).
(Hedman ym. 2011, 47.)

3.1 Syvien markanaytteiden naytteenotto

Mikrobiologisissa bakteriologisissa tutkimuksissa edustavan naytteen saaminen on tar-
kedd. Epaillysta infektiokohdasta otetaan nestettd tai kudosta. Tutkittavaksi yritetaan
saada ndyte, joka sisaltdd taudinaiheuttajan. Syvien normaalisti puhtaiden eli steriilien
kehon alueiden néytteet otetaan joko punktoimalla limakalvon tai ihon 18pi tai leikkauk-
sen yhteydessa. Desinfiointi ja aseptinen tydskentely ovat tarkeitd, ettei ihon normaali-

flooran bakteereja ja hiivoja padse naytteeseen. (Hedman ym. 2011, 50.)

Kudosnéytteeksi otetaan kiintedd kudosta sellaisenaan steriiliin astiaan. Nestemdainen
nayte voidaan ottaa ruiskuun tai steriiliin koeputkeen. (Hedman ym. 2011, 47.) Melkein
kaikista kehon onteloista ja kudoksista saadaan néytteitd punktiolla. Tavallisimmin
punktoimalla otetaan naytteitd kehon onteloista selvitettdessd infektion tai vamman
olemassaoloa. (Lalla 2000, 54.) Punktiossa naytteitd otetaan ruiskulla ja neulalla (Heik-
kila ym. 2005, 109). Nayte siirretddn kuljetusampulliin lapdisemalld kumikorkki, joka
on myos puhdistettu desinfioivalla aineella. Neula pit4é vaihtaa ennen kuin nayte siirre-

tdan ampulliin. Myo0s tavallista kuljetusputkea voidaan kayttaa, jos kuljetusampulleja ei
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ole saatavilla. Markanédyte voidaan ottaa myds vanutikkuun imeyttdmalla. (Yhtyneet
Medix Oy 2011; Hedman ym. 2011, 47.)

Haavanaytettd otettaessa haava-alueelta poistetaan mérké ja mahdollinen nekroottinen
kudos, jonka jalkeen alue puhdistetaan huolellisesti fysiologisella keittosuolaliuoksella.
Haavasta otetaan ndyte syvéltd haavan pohjasta vanutikulla hankaamalla. Néyte laite-
taan kuljetusputkeen. Jos on mahdollista, haavanayte voidaan ottaa myds punktoimalla.
Puremahaavoista kannattaa ottaa viljely vain, jos haava on tulehtunut. Valikorvan kroo-
nisista tulehduksista ndyte otetaan imulla ruiskuun tai imukarkeen samalla, kun tehdaan
tarykalvopisto. Infektion ollessa akuutti ndytteesta riittdd pelkka aerobiviljely. (Yhtyneet
Medix Oy 2011.) Naytteitd voidaan ottaa myds diagnoosin varmistamiseksi tai hoidon

ja taudinkulun seuraamiseksi (Lalla 2000, 54).

3.2 Syvien méarkanaytteiden kasittely ja sailytys

Syvien mérkénaytteiden léhetetiedoissa tulee olla néytetyyppi sekd néaytteenottokohta
tarkasti. Liséksi lahetetiedoista tulee selvitd kliiniset tiedot, haavan syntymistapa, mah-
dollinen bakteeriladkitys ja onko nayte otettu steriilisti punktoimalla. Mahdollisesta
kontaminoitumisesta tulee mainita lahetteessd. Syvat markénaytteet eivét kestd pitkaai-
kaista sailyttdmistd, joten ndytteet olisi hyvé toimittaa laboratorioon mielelldadn nayt-
teenottopdivan aikana. Tarvittaessa naytteitd voidaan sadilyttaa jadkaapissa, mutta kulje-
tusta varten naytteet on pakattava siten, etteivat ne talvella padse jaatymaan. (Heikkila
ym. 2005, 102-103.)

Mikrobiologian laboratoriossa markanaytteitd késitellddn vetokaapissa. Vetokaappi-
tyoskentelylld varmistetaan, etteivat naytteet kontaminoituisi eivatka tyontekijat ja tyo-
ympdristd kontaminoituisi nadytteistd. Syville markanaytetutkimuksille on oma tyopis-
teensd laboratoriossa. (Hedman ym. 2011, 52.) Syvéat markanéytteet rikastusviljellaan
nestemaisessa elatusaineessa ennen aerobista ja anaerobista bakteeriviljelyd. Bakteeri-

viljelymaljat valitaan ndytteen laadun mukaan. (Yhtyneet Medix Oy 2011.)
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4 BAKTEERIVILJELY

Bakteeriviljely on ensisijainen tutkimusmenetelma monien tautien diagnosoinnissa.
Kliinisissa mikrobiologisissa laboratoriotutkimuksissa potilasndytteesté selvitetdén, on-
ko taudinaiheuttaja bakteeri ja onko kyseesséd infektiotauti. Alustava tieto naytteesta
saadaan gramvérjayksella. Bakteeriviljelylla ja muilla tutkimuksilla tietoa saadaan tar-
kennettua. Mahdolliset bakteerit, jotka on eristetty bakteeriviljelystd, tunnistetaan suku-
ja lajitasolla. Lopullinen diagnoosi perustuu bakteeriviljelyyn. (Nissinen 2008, 195;
Hedman ym. 2011, 37; Risteli 2006, 58.)

Bakteerien tyypityksessa menetelmien valintaan vaikuttavat menetelmien nopeus, yk-
sinkertaisuus ja toistettavuus. Infektiotutkimuksissa menetelmien toimivuus kaytannos-
sé& perustuu myos siihen, etta kliinisistd naytteista eristettyja ihmisille tauteja aiheuttavia
bakteereita on aika vahainen maara. Tietyn bakteeriryhmén tunnistamisessa edellytyk-
send on bakteriologinen asiantuntemus, jotta bakteerin méaarittdmiseksi osataan kayttaa
oikeita testeja. (Hedman ym. 2010, 64.)

Mikrobiologiassa bakteeriviljely on térkein diagnostinen menetelmd, joka mahdollistaa
erilaiset jatkotutkimukset, kuten esimerkiksi antibioottien herkkyysmaaritykset (Heikki-
14 ym. 2005, 95). Herkkyysmaadrityksella selvitetddn bakteerin taipumusta reagoida mik-
robilédékkeisiin eli antibiootteihin. Herkkyysmaarityksesta selvidd, mitka antibiootit te-
hoavat bakteeriin, joko hidastamalla sen kasvua tai tuhoamalla sen. (Bjorklof ym. 2008,
12; Hedman ym. 2011, 43.) Bakteeri voi olla luonnostaan resistenssi osalle mikrobi-
la&kkeistd, joten hoidon kannalta herkkyysmaaritys on hyvin tarked, jotta tehoava ladke
|0ydetaan (Hedman ym. 2011, 43).

5 GRAMVARJAYS

Gramvarjdys on tarkein bakteerivarjaysmenetelma. Varjayksen periaatteen kehitti tans-
kalainen Hans Christian Joachim Gram vuonna 1883. (Meurman 2010, 54; Baron ym.

1995, 39.) Gram vérjasi bakteerit kristallivioletilla ja ké&sitteli ne sitten jodiliuoksella.
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Késittelyn seurauksena Gram havaitsi, ettd osalta bakteereista vari voitiin pesta alkoho-
lilla pois ja osalta ei. (Meurman 2010, 54; Hussey & Smith 2005.) Mydhemmin saksa-
lainen patologi Carl Weigert lisasi menetelmaan vastavérjayksen safraniinilla (Meurman
2010, 54). Bakteerit, jotka eivat varjaytyneet kristallivioletilla, saatiin varjaytyméaan
safraniinilla punaisiksi, ja ndin ne saatiin helpommin havaittaviksi. Varjayksen paasaan-
tOn& on, ettd grampositiiviset bakteerit varjaytyvat violeteiksi ja gramnegatiiviset punai-
siksi. (Baron ym. 1995, 39.) Gramvarjayksia tehdaan k&sinvérjaysmenetelmalla, mutta
nykyisin késinvérjayksen rinnalle on tullut myos véarjaysautomaatteja (Meurman 2010,
54).

5.1 Gramvarjayksen periaate

Gramvarjayksessa kaikki bakteerit varjaytyvat kristallinviolettivarilla sinivioletiksi. Kun
sinivioletteja bakteereja huuhdellaan alkoholilla, gramnegatiivisista bakteereista huuh-
toutuu kristallivioletti vari pois. Grampositiiviset bakteerit pysyvat kuitenkin siniviolet-
teina. (Liimatainen 2000, 127.) Tama johtuu siitd, ettd gramnegatiivisilla bakteereilla
ulkoseinassé oleva peptidoklykaanikerros on niin ohut, ettd alkoholi padsee vaurioitta-
maan sitd aiheuttaen reikid, joiden kautta solu vapauttaa varit ulos. Grampositiivisten
bakteereiden peptidoklykaanikerros on riittavan paksu, jolloin alkoholi ei pysty vaurioit-
tamaan sita riittavasti, eikd véri vapaudu. (Meurman 2010, 54; Hussey & Smith 2005.)
Huuhtelun jalkeen gramnegatiiviset bakteerit ndkyvét vérittoming, ja ne voidaan saada
nakyviksi vérjadmalla bakteerit safraniinivastavarilla. Safraniinivérjays varjda gramne-
gatiiviset bakteerit punaisiksi. (Liimatainen 2000, 127; Hussey & Smith 2005.)

Gramvérjayksen suorituksesta on olemassa kuitenkin monia toisistaan poikkeavia ohjei-
ta. Lisaksi varjaysreagensseissa saattaa valmistajasta riippuen olla eroja. (Liimatainen
2000, 126.) Bakteerit voidaan tunnistaa niiden gramvarjaytyvyydesta ja solumorfologis-

ta ja nédin saadaan arvokasta tietoa hoitaville l&&kareille (Meurman 2010, 54).
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5.2 Gramvarjayksen kayttoalueet

Gramvarjaykselld on suuri merkitys, kun diagnosoidaan esimerkiksi mérkaistd aivokal-
vontulehdusta, miesten tippuria tai Clostridium-bakteerien aiheuttamaa kaasukuoliota
(Hedman ym. 2011, 39). Parhaimmillaan gramvérjaysté voidaan kayttda pikadiagnosti-
sena menetelmdnd vakavissa infektioissa. Naytteestd voidaan tehdd suoraan gramvaérja-
ys, jonka perusteella voidaan tehda alustava paatelma infektion aiheuttajasta ja aloittaa
potilaalle sopiva antibioottihoito. (Liimatainen 2000, 126-127; Hedman ym. 2011, 39.)

Gramvarjdysté kaytetddn myos bakteerien tunnistustesting, jolloin varjays suoritetaan jo
kasvaneesta bakteeripesakkeesta. Tall& tavalla suoritettu gramvarjays toimii muiden
tunnistustestien tukena bakteerin nimeamisessa. (Liimatainen 2000, 126-127.) Gram-
varjays voidaan siis tehda suoraan Kliinisestd naytteestd, maljalla kasvaneesta pesak-
keestd tai esimerkiksi veriviljelypullosta. Parhaiten solumorfologia ja ryhmittyminen
saadaan ndkymaan, kun varjays tehdaan bakteerisuspensiosta eli bakteerimassaa sekoi-

tettuna tippaan keittosuolaliuosta nayteobjektilasilla. (Meurman 2000, 54.)

5.3 Nayteobjektilasin valmistus

Ennen gramvérjaystd on valmistettava nayteobjektilasit. Nayte levitetddn objektilasille
ohuena kerroksena, jolloin ndytteen vérjadminen ja mikroskopointi on helpompaa. N&in
tulisi tehdd nédytteen suorassa varjayksessa ja bakteeripesékkeesta suoritetussa varjayk-
sessd. (Liimatainen 2000, 126.)

Bakteeripesakkeestd tehdyssa vérjayksessa bakteerimassaa voidaan ottaa suoraan pe-
sékkeesta puutikulla ja levittaa se objektilasille. Jos bakteeripesake on hyvin pieni, ote-
taan pesédkkeestd massaa objektilasilla olevaan keittosuolapisaraan. Nestemaisesta mar-
ké&ndytteestd naytettd voidaan tiputtaa suoraan objektilasille ja levittdd se ohueksi ker-
rokseksi. Nayteobjektilasin annetaan kuivua huoneenlammassé tai lampdolevylld. Varja-

ysta tehdessd on syytd muistaa aseptinen tyoskentely. (Liimatainen 2000, 126.)
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5.4 Gramvarjayksen tulkinta ja virheléhteet

Gramvarjdysten tulkinnassa on tarke&& osata perustiedot tietyista bakteereista seka nii-
den morfologiasta ja varjaytyvyydesta. Potilasnaytteesta tehdyn gramvarjayksen tulkin-
nassa on syyta keskittyd seuraaviin seikkoihin: ndytteen edustavuus ja kelvollisuus,
mikrobien esiintyvyys, gramvérjaytyvyys ja morfologia. (Meurman 2010, 54.) Edusta-
van naytteen saaminen on téarkeda. Epailystd infektiokohdasta yritetddn saada nayte,
joka siséltaé taudinaiheuttajan. (Hedman ym. 2011, 50.) Naytteen kelvollisuutta arvioi-
daan varjaytyvyyden perusteella. Naytteen mikroskopointi kannattaa aloittaa pienella
suurennoksella, jolloin saadaan yleissilmdys néytteen edustavuudesta. Bakteerien ja
mikrobien tunnistukseen kaytetddn 100-kertaista 6ljyimmersiosuurennusta, jolloin mor-

fologia on paremmin nahtévissa. (Liimatainen 2000, 127.)

Gramvarjaykseen liittyy paljon virhelahteitd, joista johtuen bakteerit voivat varjaytya
poikkeavasti. Jotkin virheldhteet voivat olla potilaasta johtuvia, esimerkiksi antibiootti-
hoito saa bakteerit ndyttdmaan kéarsineilta niin, ettd ne voidaan tulkita artefaktaksi. Huo-
lellisella laboratoriotydskentelyllda voidaan pois sulkea osa virheldhteista. (Meurman
2010,54.)

Mahdollisen hoidon kannalta on hyvin tarkeda erottaa grampositiivisuus ja gramnegatii-
visuus. Varien tulkinta voi olla vaikeaa, ja joskus varin lisaksi on katsottava muitakin
ominaisuuksia. Muuttamalla mikroskoopin tarkennusta, esimerkiksi punaiseksi vérjay-
tynyt bakteeri voi ndyttaa lapikuultavalta, ja se on silloin todennakdisesti oikea gramne-

gatiivinen bakteeri. (Meurman 2010, 56.)

Viljelmasta tehdyt gramvarjdykset ovat yleensa helpompia tulkita kuin suoraan nayt-
teestd tehdyt gramvarjaykset. Yleensa ne ovat parempilaatuisia, bakteereita esiintyy
enemman, eikd hairitsevaa taustamateriaalia ole. Gramvérjaysvastauksissa on vaaralli-
sempaa laittaa vastaukseksi vaara bakteeri kuin ettd bakteeria ei olisi havaittu lainkaan.
Virheellinen vastaus saattaa vieda potilaan hoitoa vaaradan suuntaan, ja siksi gramvar-
jaystulos kannattaa vastata harkitusti. (Meurman 2010, 56.) Taulukossal mahdollisia

selityksid virheellisille gramvarjayksille.
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Taulukko 1. Gramvarjayksen virhelahteitda (Mukaillen Meurman 2010, 54).

Grampositiivinen bakteeri varjaytyy | Gramnegatiivinen bakteeri varjaytyy

gramnegatiiviseksi grampositiiviseksi
Valmiste on ohut. Valmiste on paksu.
Bakteerin station&arinen kasvuvaihe. Lasi on liian kuiva ennen varinpoistoa.

Antibioottihoidon vaurioittamat bakteerit. | Varinpostoliuoksessa on kristalliviolettia.

Néytteen lasille hankaus vaurioittanut | VVarinpostoliuoksessa on jodia.

bakteereita.

Liika kuumennus kiinnityksessa. Néaytteessa on detergenttia.

Liian pitkat vesipesut.

Vanha jodiliuos.

Vérinpoistoliuoksessa on vetté.

55 Gramvarjaysautomaatti

BioMérieux kehitti Previ-Color gram-véarjaysautomaatin, joka on nopea ja automaatti-
nen laite gramvarjaysten tekoon. Se vapauttaa laboratoriohenkiléston muihin tyotehta-
viin vérjayksen ajaksi. (BioMérieux S.A. 2009a, 1.) Toimeksiantajamme mukaan Suo-
messa Previ-Color gram-varjadysautomaatti on suosituin gramvarjaysautomaatti. Muita-
kin gramvérjaysautomaatteja on olemassa, esimerkiksi VWR:n Mirastainer® II. (Islabin

Mikrobiologian laboratorioasiantuntija 2013.)

BioMérieuxin Previ-Color gram-laitteessa kéytettavia reagensseja ovat kristallivioletti-
variliuos, jodiliuos, acetoni-safranini-vastavariliuos, tislattu vesi ja etanoli. Vastavariné
voidaan kayttdd myos pelkastaan safraninia tai acetoni-fuchsinia. Kiinnitykseen voidaan
kayttdd vaihtoehtoisesti metanolia. Laitteen vérjaysmekanismi perustuu siihen, miten
kristallivioletti-jodi-variliuosseos l&pdisee soluseindn. Varjays ndyttdd grampositiiviset
bakteerit variltddn violetteina tai mustina ja gramnegatiiviset vaaleanpunaisina tai pu-
naisina. (BioMérieux S.A. 2009a, 2-3.)

Laitteelle voidaan maéarittaa erilaisia varjaysasetuksia valitsemalla vastavérin voimak-
kuus asteikolta 1-9. Jos ndytteen paksuus on hyvin ohut tai ohut, valitaan vastavarin

voimakkuudeksi 1-2, esimerkiksi vanhoille néytteille tai virtsanéytteille. Jos néyte on




19

keskipaksu, valitaan vastavarin voimakkuudeksi 3-4, esimerkiksi vagina-, yskos-, virtsa-
ja keuhkonéytteille. Jos ndyte luokitellaan paksuksi, vastavarin voimakkuus on 5, esi-
merkiksi veriviljely, yskos-, keuhko- ja kudosnaytteille. Hyvin paksulle naytteelle vali-
taan vastavarin voimakkuudeksi 6-9, esimerkiksi uloste- ja veriviljelynaytteille. Lait-
teelle voidaan tallentaa erilaisia varjdysohjelmia, jotka helpottavat laitteen rutiinikayt-
tod. (BioMérieux S.A. 2009b, 13.)

Laitteiden luotettavuutta ja laatua yllapidetadn osallistumalla Labqualityn jarjestamiin
laaduntarkkailukierroksiin. Labquality jarjestdd laaduntarkkailukierroksia nelja kertaa
vuodessa. Labquality lahettdd laboratoriolle kolme valmiiksi gramvarjattya objektilasia,
jotka laboratorio mikroskopoi. Tulokset laboratorio lahettdd Labqualitylle, joka antaa

my6hemmin palautteen tulosten oikeellisuudesta. (Labquality 2013.)

Laboratorioilla on vastuu kaikessa toiminnassaan tuotettujen palveluiden laadusta ja
kehittdmisestéd. Asiakkaiden on voitava luottaa analyysitulosten oikeellisuuteen. Labora-
torion laatukasikirjasta selviad kyseisen laboratorion keskeiset toimintatavat ja vastuut
sekd laatutoiminnan taso. Laatukésikirjassa ja menettelytapaohjeissa kuvataan miten
laatu ja tulosten luotettavuus saavutetaan. Kaikkia ohjeita, jotka liittyvat analyysimene-
telmien suorittamiseen, vélineiden ja laitteiden kayttoon seké yllapitoon, kutsutaan me-
nettelytapaohjeiksi. (Jaarinen & Niiranen 2005, 8-9.)

6 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TUTKIMUSONGELMA

Opinnaytetyon aihe saatiin toimeksiantona Itd-Suomen laboratoriokeskuksen liikelai-
toskuntayhtymén (lIslab) Joensuun kliinisen mikrobiologian aluelaboratorion laborato-
rioasiantuntijalta. Mikrobiologian laboratorio halusi selvittdd saadaanko gramnegatiivi-
set sauvabakteerit ndkymaan syvistd markandytteista gramvarjayksessa, kun gramvar-

jaysautomaatin vastavérin voimakkuutta lisataan.
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Opinnaytetyon tutkimuskysymykset olivat:

1. Nakyvatkd gramnegatiiviset sauvabakteerit syvistd méarkandytteista gramvar-
jaysautomaatilla tehdyssa varjayksessd, kun vastavarin voimakkuutta liséatdan?
2. Vaikuttaako taustavarin voimakkuus gramnegatiivisten sauvabakteerien naky-

vyyteen?

7 MENETELMAVALINNAT

Kvantitatiivinen tutkimus keskittyy muuttujien mittaamiseen, tilastollisten menetelmien
kayttdon ja muuttujien vélisten yhteyksien tarkasteluun. Kvantitatiivisia tutkimuksia
voidaan luokitella, jaotella ja nimeté eri tavoin. (Kankkunen & Vehvildinen-Julkunen
2013, 55-56.)

7.1 Kvantitatiivinen kokeellinen tutkimus

Kvantitatiivinen tutkimus on méaarallista tutkimusta. Tutkimuksen avulla pyritdén selvit-
tdmaan asioita, jotka ovat yhteydessa prosenttiosuuksiin ja lukumaariin. Usein kvantita-
tiivinen tutkimus keskittyy selvittdmaan riippuvuuksia ja muutoksia. Luotettavuuden
kannalta otoksen on oltava tarpeeksi suuri ja edustava. Tutkimusten tulokset antavat
yleensa viitteen muutoksesta, mutta eivat selitd, miksi muutos tapahtuu. Tulokset voi-
daan esittdd numeroiden avulla, mutta ne on kuitenkin selitettdva sanallisesti. Tutkimus-

prosessin, seké tuloksien tulee olla puolueettomia. (Heikkila 2008, 16.)

Kokeellisessa tutkimuksessa tavoitteena on pyrkia tekemaan kontrolloituja ja systemaat-
tisia havaintoja sek& mahdollisimman luotettavien tutkimustulosten saaminen. Kokeelli-
sessa tutkimuksessa tutkimustilanne muodostetaan siten, ettd tutkijan on mahdollista
havainnoida ilmididen vaikutuksia ja syy-seuraus-suhteita kontrolloimalla kaikkia ilmi-

0on liittyvid tekijoitd. (Kankkunen & Vehvilédinen-Julkunen 2013, 57.)
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Tama opinnaytetyd on kokeellinen kvantitatiivinen tutkimus, jossa mitataan vastavarin
voimakkuuden vaikutusta gramnegatiivisten sauvabakteerien nakyvyyteen. Tdssa opin-
naytetydssd muuttujina on vastavarin voimakkuus ja gramnegatiivisten bakteerien var-
jaytyvyys. Tutkimuksessa perusjoukkona ovat syvat markanaytteet, joiden maljavilje-
lysté on I0ytynyt gramnegatiivinen sauvabakteeri. Otos koostuu mikrobiologian labora-
torion kesan 2013 aikana kerd&mistd néytteistd. Tutkimusotoksen koko mééaraytyy ai-
neiston kerddmiseen kéytettdvissd olevan ajan ja potilasnaytemaéarien perusteella.

7.2 Aineiston analysointi

Kvantitatiivisen tutkimuksen aineistoa pyritaan kuvaamaan ja tulkitsemaan numeroiden
ja tilastojen avulla. Aineiston analysointiin on kaytettavissa runsaasti erilaisia laskennal-
lisia ja tilastollisia menetelmid. Kun aineiston analyysiin on valittu sopiva tilastollinen
kuvaava analyysi, voidaan tutkimuksesta riippuen edeté yhteisvaihtelun, riippuvuussuh-
teiden tai aikasarjan analysointiin, tai tekeméaan erilaisia luokitteluita. Kvantitatiivisen
tutkimuksen analysoinnin kannalta on erittdin tarkedd hahmottaa etukéateen koko tutki-
musprosessin kulku, koska ongelmanasetteluun, aineiston hankintaan sek& analyysime-

netelmaan liittyvat valinnat vaikuttavat toisiinsa. (Jyvéskylan yliopisto 2014.)

Tutkimuksessa ei saatu varsinaisia humeerisia tuloksia, vaan vérjatyista objektilaseista
havainnoidaan systemaattisesti ndytemateriaalin varjaytyvyytté ja bakteerien nakyvyyt-
t4. Tulokset haluttiin muuttaa numeerisiksi ja ndin helpommin esitettdvddn muotoon.
Suhteellinen oikeellisuus-laskukaavan avulla tulokset saatiin muutettua prosenttiluvuik-
si. Suhteellisella oikeellisuudella tarkoitetaan validoitavalla ja referenssimenetelmalla
saatujen tulosten yhtenevaisyyttd, kun tutkitaan samoja néytteitd. (Elintavikeviraston
validointiohje 1997.)

8 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Tutkimustehtévéana oli saada gramnegatiiviset sauvabakteerit ndkymaan syvista marka-

naytteistd gramvérjayksessa. Erilaiset gramvarjaysvariaatiot selvitettiin ja niista keskus-



22

teltiin toimeksiantajan kanssa. Islabin Joensuun mikrobiologian aluelaboratoriolla on
kdytossa gramvarjdysautomaatti BioMérieux Previ-Color gram. P&adyttiin siihen, etta
gramvarjaysautomaatin vastavérin voimakkuutta muutettiin vahvemmaksi. Tarkoitukse-
na oli kokeilla kahta eri vahvuustasoa. Joensuun mikrobiologian aluelaboratorio varjaa
gramvarjaysautomaatilla syvat markanaytteet vastavérin asetuksella viisi. Tutkimukses-

sa paadyttiin kokeilemaan varjayksessa vastavérin asetusta kuusi ja kahdeksan.

8.1 Toimintaymparistd

Tutkimus suoritettiin Islabin Joensuun mikrobiologian aluelaboratoriossa. Islab eli Ita-
Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyma on perustettu vuonna 2008. Isla-
bin tehtdvana on tarjota kliinisen kemian, kliinisen mikrobiologian ja genetiikan eri-
koisalojen laboratoriopalveluita. Islab on jaettu Savonlinnan, Mikkelin, Joensuun ja
Kuopion aluelaboratorioihin. (It&-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymé
2013.)

Islabin Joensuun mikrobiologian aluelaboratoriossa tehddan erilaisia mikrobiologisia
tutkimuksia. Laboratorio on jaettu naytteiden perusteella erilaisiin tyopisteisiin. Tyopis-
teitd on yhteensa kuusi, ja niissd tutkitaan virtsa-, uloste-, pintamarka-, syvia marka-,
klamydia- ja sienindytteita. Lisdksi on erillinen tyopiste elatusaineiden valmistamiselle.
Laboratoriossa on myos toimisto ja kokoustiloja seké postituspiste. (Islabin Mikrobio-
logian laboratorioasiantuntija 2013.)

Syvia mérkénaytteita tulee laboratorion tehtévaksi vuodessa noin 4000-5000. Syvit
mark&ndytteet voivat olla joko kudosta tai nestemaéistd. Syvid mérkanaytteita otetaan
esimerkiksi pleuraontelosta, nivelnesteestd, poskionteloista ja vatsaonteloista. Tutki-
musten laatua ja luotettavuutta laboratoriossa arvioidaan osallistumalla Labqualityn
jarjestamille laaduntarkkailukierroksille neljd kertaa vuodessa. Laboratoriossa tutkitaan
kerran viikossa kontrollindyte eli ndyte, jonka tulos on tiedossa. (Islabin Mikrobiologian

laboratorioasiantuntija 2013.)

Laboratorioprosessin laatuun vaikuttavat useat eri seikat. Laadunarvioinnissa on otetta-

va huomioon ennen ndytteen analyysia vaikuttavat seikat ja ndytteen analysoinnin jal-
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keiset seikat, jotka vaikuttavat laboratorioprosessin kokonaislaatuun. Laadukkaan labo-
ratoriotuloksen edellytyksend on laadukas ndyte. N&ytteenottajan on otettava nayte oi-
keasta paikasta, oikeaan aikaan ja oikealla tavalla. Naytteenottajalla tulee olla k&ytetta-
visséan laboratorion ohjekirja, jossa on riittavén tarkat ohjeet laadukkaan naytteenoton
varmistamiseksi. Lisédksi on huomioitava ndytteen oikea sailytys ja toimitus laboratori-

oon pikaisesti. Naytteen mukana tulee olla tutkimuspyynt6. (Liimatainen 2010, 57.)

Henkilokunnan on oltava koulutettua ja riittdvan perehtynytta tyotehtéviinsd. Muuttu-
vien ja kehittyvien menetelmien takia laboratorion on jarjestettdva sisaisia koulutuksia
tai osallistuttava jarjestettyihin koulutustilaisuuksiin. Uudet laitteet ja menetelmat on
validoitava ennen varsinaista kayttoonottoa, jotta voidaan varmistua tulosten oikeelli-
suudesta ja toistettavuudesta. Labquality jarjestda ulkoista laadunarviointia. Siséisen
laadunarvioinnin jokainen laboratorio jarjestda itse seuraamalla laboratoriotutkimuksen
laatuun vaikuttavia tekijoitd. Seurattavia tekijoitd ovat muun muassa elatusaineet, rea-
genssit ja laitteet. Poikkeavat tulokset vaativat valitdnta reagointia ja toimenpiteita on-
gelmien korjaamiseksi. Tutkimukset tulee tehda aina samalla tavalla noudattaen Kirjalli-
sia ohjeita. (Liimatainen 2010, 58.)

8.2 Naytemateriaali

Mikrobiologian laboratorio kerési tarvittavan ndytemateriaalin kesdn 2013 aikana. La-
boratorio oli kerannyt tutkimusta varten 59 ndytettd. Naiden néytteiden bakteeriviljely-
tulokset kaytiin lapi, ja tulosten perusteella tutkimukseen valikoitiin vain ne naytteet,
joiden bakteeriviljelyloydoksena oli gramnegatiivinen sauvabakteerilaji. Lopulliseen

tutkimukseen valikoitui 18 naytetta.

Laboratorio oli tehnyt valikoiduista 18 naytteestd kolme nédyteobjektilasia, joiden bak-
teeriviljelytulos oli gramnegatiivisten sauvabakteerien suhteen positiivinen. Esitestauk-
sen perusteella suunniteltu varjays vastavarin voimakkuuden asetuksella kuusi paatettiin
jattad tekemettd. Nain ollen kolmesta ndyteobjektilasista yksi jai pois. Yhtd naytetta
varten oli siis yhteensa kaksi nayteobjektilasia, joista yksi ndyteobjektilasi oli mikrobio-
logianlaboratorion vérjadma ja diagnosoima. Varjaysasetuksena laboratorio oli kaytta-

nyt vastavarin voimakkuutta viisi, mik&d on normaalisti k&ytdssa oleva asetus syville
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markanaytteille. Toiselle nédyteobjektilasille tehtiin varjdys muuttamalla gramvar-
jaysautomaatin vastavérin asetukseksi kahdeksan. Yhteensa analysoitavana oli 18 néy-
tettd eli 36 ndyteobjektilasia, joista 18 ndyteobjektilasia oli laboratorion varjaamié. Toi-
set 18 nayteobjektilasia varjattiin muuttamalla vastavarin asetukseksi kahdeksan. Kaikki

36 objektilasia mikroskopoitiin.

Kaikissa analysoitavissa nayteobjektilaseissa oli laboratorion merkitsemat potilasnume-
rot. Koko tutkimuksen suoritusvaiheessa nayteobjektilaseja késiteltiin potilasnumeroi-
den mukaan. Tulosten taulukoimisvaiheessa potilasnumerot muutettiin juokseviksi nu-

meroiksi alkaen numerosta yksi, jotta potilaita ei voitaisi yhdistaa tuloksiin.

8.3 Esitestaus

Esitestauksella on suuri merkitys tutkimuksen luotettavuuteen ja validiteettiin. Esitesta-
uksella testataan valittuja menetelmid ja niiden toimivuutta. Sen perusteella tutkimuksen
menetelmid voidaan vield muokata, jos havaitaan puutteita tai ongelmia. Esitestauksella
hahmotetaan lopullisen tutkimuksen kulku, ja tutkimuksen suorittaminen on helpompaa.
(KvantiMOTYV 2007.) Opinnaytetyon esitestauksessa testattiin varjaysautomaatin kéyt-
toa ja selvitettiin valittujen vastavariasetusten toimivuutta. Esitestauksen perusteella
madritettiin lopullisen tutkimuksen kulku ja arvioitiin tutkimukseen tarvittava aika. Esi-

testaukselle varattiin yksi tyoskentelypaiva.

Esitestauksessa kaytettiin laboratorion omista ATCC-bakteerikannoista (American Type
Culture Collection) eli kontrollibakteerikannoista valmistettuja nayteobjektilaseja. Ta-
han péaadyttiin, koska potilasnaytteistd valmistettuja néyteobjektilaseja haluttiin sadstaa
lopulliseen tutkimukseen. ATCC-bakteerikannoista esitestaukseen valittiin Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca ja Proteus mirabilis. Edell& mainituista bakteerikannoista val-
mistettiin esitestaukseen tarvittavat néyteobjektilasit sienitydpisteessé. Objektilasille
pudotettiin pisara steriilid vettd ja veteen sekoitettiin hammastikulla bakteerimassaa.
Kustakin bakteerista valmistettiin nelja nayteobjektilasia varjayksia varten. Nayteobjek-
tilasit kuivattiin lampolevylla (41 °C) syvien markanaytteiden tyopisteessd. Kaksi nédy-
teobjektilasia varjattiin gramvarjaysautomaatilla Islabin tyéohjeen mukaisesti, mutta

vastavéarin voimakkuudeksi vaihdettiin kuusi ja kaksi ndyteobjektilasia vérjatattiin vaih-
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tamalla vastavéarin voimakkuudeksi kahdeksan. Vérjdysten jalkeen nayteobjektilasit
mikroskopoitiin valomikroskoopilla 100-6ljyimmersiosuurennuksella. Myos varjaykset
ja mikroskopointi suoritettiin syvamérkéapisteessa.

Esitestauksessa vérjatyista nayteobjektilaseista havaittiin mikroskopoinnissa, etta néyte-
objektilasien vérjaytyvyydessa ei ollut juurikaan eroa vastavérin voimakkuuden kuusi ja
kahdeksan vélilla. Kummallakin vastavarin voimakkuudella varjaytyvyys oli hyvé, ja
bakteerit olivat selkedsti ndhtavissa. Voimakkuudella kahdeksan vérjatyissa nayteobjek-
tilaseissa havaittiin, ettd vari oli vain hieman voimakkaampi kuin voimakkuudella kuusi

varjatyissé nayteobjektilaseissa.

Koska ATCC-bakteerikannat varjaytyivat niin selkedsti molemmilla vastavarin voimak-
kuuksilla, paatettiin varjata lisaksi yksi potilasnaytteen ndyteobjektilasi vastavarin voi-
makkuudella kahdeksan. Tatd néyteobjektilasia verrattiin laboratorion, vastavarin voi-
makkuudella viisi varjattyyn nayteobjektilasiin. Naidenkadn néyteobjektilasien varjay-
tyvyydessa ei ollut havaittavissa merkittdvaa eroa gramnegatiivisten sauvabakteerien
nakyvyydessa. Toimeksiantajan kanssa péatettiin, ettd tutkimuksessa potilasnaytteiden
nayteobjektilasit vérjattéisiin ensin vastavarin voimakkuudella kahdeksan. Nayteobjek-
tilasit mikroskopoitiin, minka jélkeen arvioitiin, onko tutkimuksen kannalta merkityk-

sellistd suorittaa varjaysta vastavarin voimakkuudella kuusi.

8.4 Tutkimuksen suoritus

Toimeksiantajan kanssa paatettiin esitestauksen perusteella, ettd on tarpeetonta suorittaa
varjaysta vastavarin voimakkuudella kuusi. Vastavérin voimakkuudella kahdeksan vér-
jatyissa esitestausnédyteobjektilaseissa ei havaittu merkittdvaa eroa bakteerien nékyvyy-

dessé verrattuna vastavérin voimakkuudella viisi varjattyihin ndyteobjektilaseihin.

Potilasnéytteista valmistetut 18 ndyteobjektilasia varjattiin Islabin tydohjeen mukaisesti,
mutta vastavérin voimakkuudeksi vaihdettiin kahdeksan. Koska varjaysautomaatin nay-
tekaruselliin mahtuu 12 néyteobjektilasia kerrallaan, varjays suoritettiin kahdessa erés-

sd. Yhden karusellin varjayksessa meni aikaa noin viisi minuuttia.
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Néyteobjektilasit laitettiin varjaysautomaatin karuselliin naytepuoli myo6tépaivaan pain.
Karuselin tayttaminen aloitettiin jarjestyksessa alkaen paikasta yksi. Koska néytteita oli
pariton méaré, karuselli tasapainotettiin tyhjalla objektilasilla. Karusellin kansi suljettiin
tiiviisti, minka jalkeen suljettiin laitteen kansi. Taméan jalkeen valittiin varjayksen ase-
tukset. Vastavarin haluttu voimakkuus valittiin asteikolta 1-9. Valinnan jalkeen laite
palasi perustilaan. Jos karuselli ei ollut tdynnd, numeropainikkeesta valittiin ndyteobjek-
tilasien méaara. Sen jalkeen vérjays kaynnistettiin. Laite piippasi varjayksen valmistut-
tua, minka jalkeen kannen sai avata ja nayteobjektilasit poistaa. (Pentikéinen, Perola &
Réasanen 2012.)

Vérjatyt nayteobjektilasit mikroskopoitiin valomikroskoopilla 100-kertaisella 6ljyim-
mersiosuurennoksella. Néayteobjektilaseilta katsottiin yleisesti ndytemassan vérjayty-
vyyttd, mahdolliset bakteerihavainnot ja niiden varjaytyvyys. Erityisesti etsittiin gram-
negatiivisia sauvabakteereita ja arvioitiin niiden varjaytyvyytta. Laboratorion vastavérin
voimakkuudella viisi varjadamat ndyteobjektilasit mikroskopoitiin I&pi ennen vastavarin

voimakkuudella kahdeksan vérjattyjen nayteobjektilasien mikroskopointia.

Néyteobjektilaseilta tehdyt havainnot Kirjattiin taulukkoon (taulukko 4), joka tehtiin
esitestauksen perusteella. Taulukkoon 4 merkittiin ndytteet juoksevalla numerolla allek-
kain ja omat osiot vastavarin voimakkuudelle viisi ja kahdeksan. Naiden osioiden alle

tehtiin sarakkeet bakteerien nédkyvyydelle ja taustan varjaytyvyydelle.

9 TULOKSET

Mikroskopointitulostaulukkoon (taulukko 4) Kirjattiin rinnakkain opiskelijoiden ja labo-
ratorioasiantuntijan havainnot ndyteobjektilaseilta. Havainnoinnissa arvioitiin bakteeri-
en nakyvyytté ja taustan varjaytyvyyttd. Tulostaulukkoon merkittiin viiva, jos ndyteob-
jektilasilla ei ndkynyt bakteereita. Jos bakteereita esiintyi, kirjattiin niiden vérjaytyvyys
ja muoto. Taustan varjaytyvyyttd arvioitiin tahdilla. Yksi tahti merkitsee haaleaa vérjay-
tyvyyttd, kaksi tdhted normaalia tai ndkyvaa varjaytyvyytta ja kolme téhted voimakasta
varjaytyvyyttd. Laboratorioasiantuntijan havainnoimat tulokset kirjattiin eri vérilla, jotta

tulosten luku olisi helpompaa.



27
9.1 Tulosten analysointi

Tuloksia pystyttiin helpommin analysoimaan ja esittdmaan muuttamalla ne numeeriseen
muotoon. Taulukoissa 7-10 (liitteet 4-7) verrattiin gramvérjaystulosten ja bakteerivilje-
Iytulosten yhtenevaisyyttd. Numeerinen arvo 1 (yksi) tarkoittaa gramvarjaystuloksen
vastaavan vertailtavaa bakteeriviljelytulosta. Numeerinen arvo 0 (nolla) tarkoittaa, etta
tulokset eivat vastanneet toisiaan. Taulukoissa 11-12 (liitteet 8-9) verrattiin muuttuiko
nayteobjektilasien taustan vérjaytyvyys voimakkaammaksi, kun vastavarin asetus nos-
tettiin viidesta kahdeksaan. Numeerinen arvo 1 (yksi) tarkoittaa, etta taustan varjayty-
vyys voimistui, kun vastavarin asetuksen voimakkuutta nostettiin kahdeksaan. Numee-
rinen arvo 0 (nolla) tarkoittaa, ettei taustan varjaytyvyys voimistunut vastavarin voi-

makkuutta nostamalla.

9.1.1 Gramnegatiivisten bakteerien nakyvyys

Gramnegatiivisten bakteerien nakyvyytta pystyttiin paremmin kuvaamaan muuttamalla
tulokset numeerisiksi ja laskemalla niiden suhteellinen oikeellisuus. Numeerinen arvo 1
(yksi) tarkoittaa gramvarjaystuloksen vastaavan vertailtavaa bakteeriviljelytulosta. Nu-

meerinen arvo 0 (nolla) tarkoittaa, ettd tulokset eivat vastanneet toisiaan.

Suhteellinen oikeellisuusprosentti laskettiin tulostaulukoista (taulukot 7-10) seuraavan-
laisella laskukaavalla:

Suhteellinen oikeellisuus (%) = E x 100 %, jossa

a = naytteiden lukumaara, joiden gramvarjaystulos vastasi bakteeriviljelytulosta

b = madritettyjen naytteiden kokonaislukumaara

Esimerkiksi taulukosta 7 (liite 4) laboratorioasiantuntijan havaintojen numeeriset tulok-
set muutettiin prosenteiksi seuraavalla laskukaavalla. Suhteellisen oikeellisuuden lasku-
kaavaan saatiin luku 6, mika on niiden naytteiden summa, joiden tulokset olivat yhtene-
vat. Luvut saatiin tulosten yhtenevéisyys-sarakkeesta. Kuuden naytteen gramvérjaystu-
los ja viljelytulos vastasivat toisiaan. Luku 18 tulee naytteiden kokonaismaarésta. Jako-

laskun tulos kerrottiin sadalla, jotta tulos saatiin muutettua prosenteiksi.
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Suhteellinen oikeellisuus (%) = = x 100 % = 33 %

Sama laskutoimitus tehtiin ottamalla tulosten yhtenevaisyytta vastaavat luvut taulukois-
ta 8-10.

Taulukon 2 tuloksista ndkee prosentteina, miten monen nédytteen bakteerien nakyvyys

gramvarjayksessa vastasi laboratorion bakteeriviljelytulosta.

Taulukko 2. Tulosten suhteellinen oikeellisuus prosentteina.

Suhteellinen oikeellisuus (%)
n=18
Vastavarin voimakkuus 5 / laboratorioasi- 33%
antuntija
Vastavarin voimakkuus 5 / opiskelijat 11%
Vastavarin voimakkuus 8 / laboratorioasi- 39 %
antuntija
Vastavarin voimakkuus 8 / opiskelijat 28 %

9.1.2 Taustan varjaytyvyys

Myds taustan vérjaytyvyyden voimistumista pystyttiin paremmin kuvaamaan muutta-
malla tulokset numeerisiksi ja laskemalla ne samalla kaavalla kuin suhteellinen oikeelli-
suus. Numeerinen arvo 1 (yksi) kertoo taustan varjaytyvyyden voimistumisesta vastava-
rin voimakkuutta muuttamalla. Numeerinen arvo 0 (nolla) kertoo, ettei vastavarin voi-
makkuuden muuttaminen vaikuttanut taustan varjaytyvyyden voimistumiseen. Tuloksis-
sa verrataan taustan véarjaytyvyyden voimistumista vastavérin voimakkuuden viisi ja

kahdeksan valilla.

Taustan varjaytyvyyden voimistuminen prosentteina laskettiin tulostaulukoista (liitteet

8-9) seuraavanlaisella laskukaavalla:

Taustan varjaytyvyyden voimistuminen (%) = g x 100 %, jossa
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a = madritettyjen naytteiden lukumaarg, joissa taustan varjaytyvyys voimistui

b = mééritettyjen ndytteiden kokonaislukuméaéra

Esimerkiksi taulukosta 12 (liite 9) laboratorioasiantuntijan havaintojen numeeriset tu-
lokset muutettiin prosenteiksi seuraavalla laskukaavalla. Suhteellisen oikeellisuuden
laskukaavaan saatiin luku 9, mik& on niiden naytteiden summa, joiden taustan varjayty-
vyys voimistui. Luvut saatiin vastavarin muuttuminen-sarakkeesta. Yhdeksan naytteen
taustan varjaytyvyys voimistui. Luku 18 tulee naytteiden kokonaismaarasta. Jakolaskun

tulos kerrottiin sadalla, jotta tulos saatiin muutettua prosenteiksi.

Suhteellinen oikeellisuus (%) = 113 % 100% = 50%

Sama laskutoimitus tehtiin ottamalla vastaava luku taulukosta 11 (liite 8).

Taulukon 3 tuloksista nédkee prosentteina, kuinka monen ndytteen taustan varjaytyvyys

voimistui, kun vastavarin voimakkuutta muutettiin viidesta kahdeksaan.

Taulukko 3. Taustan véarjaytyvyyden voimistuminen prosentteina.

Taustan varjaytyvyyden voimistuminen

(%)

n=18
Laboratorioasiantuntijan tulkinta taustan 50 %
varjaytyvyydesta
Opiskelijoiden tulkinta taustan vérjayty- 44 %
vyydesta
10 POHDINTA

Opinnaytety6 onnistui kokonaisuudessaan hyvin. Hankaluuksia aiheutti aikataulujen
sovittaminen, varsinkin tydosuuden toteuttamisen ajankohta siirtyi useamman kerran.
Alkuperdinen aikataulu ei toteutunut muiden opintojen ja tydsuhteiden takia. Yhteisty6

mikrobiologian laboratorion kanssa sujui kuitenkin ongelmitta, ja saimme hyvén pereh-
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dytyksen laboratorion tiloihin, toimintaan ja gramvérjaysautomaatin kayttoon. Liséksi

saimme tarvittaessa opastusta mikroskopointiin.

Esitestauksella oli suuri merkitys tutkimuksen toteutukseen, koska esitestauksessa ha-
vaittiin vastavariasetuksen kuusi kayttd hyddyttoméksi tutkimuksen kannalta. Esitesta-
uksessa vastavériasetuksella kuusi ja kahdeksan vérjatyt esitestausnayteobjektilasit vér-
jaytyivat hyvin samankaltaisesti. Vastavariasetuksella kahdeksan varjatyt nayteobjekti-
lasit varjaytyivat taustaltaan vahan voimakkaammin kuin asetuksella kuusi varjatyt nay-
teobjektilasit. Kummallakin asetuksella varjatyisséa nayteobjektilaseissa bakteerien né-
kyvyydessa ei ollut huomattavaa eroa. Lopulliseen tutkimukseen otettiin vastavérinase-
tukseksi kahdeksan, koska asetus kuusi oli liian Idhella normaalisti k&ytossé olevaa vas-
tavarinasetusta viisi. Hyvén suunnittelun ja esitestauksen johdosta tydosuuden suoritta-
minen sujui helposti. Esitestauksen perusteella paatettiin, ettd varjatyiltd nayteobjekti-

laseilta havainnoidaan bakteerien nakyvyytté ja taustan varjaytyvyytta.

Tutkimuksessa haastavinta opiskelijoille oli vérjattyjen néyteobjektilasien mikrosko-
pointi, koska syvien markanaytteiden mikroskopoinnista opiskelijoilla oli niin vahan
kokemusta. Eniten aikaa kaytettiinkin varjattyjen nayteobjektilasien mikroskopointiin ja
havainnointiin. Vaikka tiedossa oli, etta viljelytuloksen perusteella naytteissa oli gram-
negatiivisia sauvabakteereita, tieto ei vaikuttanut nayteobjektilasien havainnointiin vaa-
ristdvasti. Mikroskopoinnissa olivat vaarana vaarat havainnot, mukailemalla bakteerivil-
jelyn tulosta. Laboratorioasiantuntijan havaintojen perusteella néin ei kuitenkaan kéy-
nyt. Tutkimuksen luotettavuuden kannalta oli tarkedd, ettd myds mikrobiologian labora-
torioasiantuntija mikroskopoi kaikki vérjatyt ndyteobjektilasit ja Kirjasi havaintonsa
taulukkoon 4 (liite 1). Taulukosta 6 (liite 3) voidaan nédhdé opiskelijoiden ja laboratorio-
asiantuntijan havainnot bakteerien nékyvyydestd ja taustan vérjaytyvyydestd mikrosko-
poiduilta ndyteobjektilaseilta. Taulukosta nékee, ettd vastauksissa on eroavaisuuksia. Ne
selittyvat varsinkin bakteerien nakyvyydessa laboratorioasiantuntijan kokemuksella. On
mahdollista, ettd opiskelijoiden havainnointituloksiin on voinut vaikuttaa tieto gramne-
gatiivisten sauvabakteerien esiintyvyydesta bakteeriviljelyssé. Opiskelijat ja laborato-
rioasiantuntija arvioivat itse taustan varjaytyvyyden voimakkuutta. VVoimakkuuksille
sovittiin madritelmét tahtimerkein, mutta tulkinnoissa tuli selvié eroja riippuen mikros-

kopoijasta. Tulkintaeroilla ei kuitenkaan ole merkitystd, koska tuloksista (liitteet 8-9)
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nahdaan, voimistuiko taustan varjaytyvyys vai ei. Tutkimuksen johtopaatdksia pohdit-

tiin yhdessé laboratorioasiantuntijan kanssa.

Tutkimustulosten analysoinnissa kéytettiin suhteellisen oikeellisuuden laskukaavaa.
Laskukaavan avulla tulokset muutettiin prosenteiksi. (taulukko 2). Kaikissa néytteissa
bakteeriviljelyloydoksena oli gramnegatiivinen sauvabakteeri. Vastavarin voimakkuu-
della viisi varjatyista nayteobjektilaseista laboratorioasiantuntija havaitsi gramnegatiivi-
sia sauvabakteereita 33 %:ssa koko naytemaarastd. Kaikista nédytteista vain 33 %:ssa
gramvarjaystulos ja bakteeriviljelytulos vastasivat toisiaan. Opiskelijoiden vastaavissa
havainnoissa 11 %:ssa naytteisté tulokset vastasivat toisiaan. Vastavarin voimakkuudel-
la kahdeksan laboratorioasiantuntijan tulokseksi tuli 39 % ja opiskelijoiden 28 %. Labo-
ratorioasiantuntijan tuloksista on néhtavissa, ettd vastavarin voimakkuuden nostaminen
ei merkittavasti vaikuttanut gramnegatiivisten sauvabakteerien nakyvyyteen. Laborato-
rioasiantuntijan ja opiskelijoiden tuloksia ei misséén vaiheessa verrattu toisiinsa. Tulok-
sia pohdittaessa tarkasteltiin laboratorioasiantuntijan saamia tuloksia, koska hanelld on
huomattavasti parempi kokemus téllaisten ndytteiden mikroskopoinnista. Bioanalyyti-
koiden koulutukseen kuuluu kolmen viikon mikrobiologian harjoittelu, jossa tutustutaan
koko mikrobiologianlaboratorion toimintaan. Harjoittelusta vain muutama péaiva tutustu-
taan syvien markandytteiden tutkimiseen, joten opiskelijoiden kokemus esimerkiksi
naytteiden mikroskopoinnista jaa vahaiseksi ja tietotaito ei ole valttamétta riittavaa (vrt.

luvusta 8.1, kaksi viimeista tekstikappaletta).

Liséksi taustan varjaytyvyyden voimistumista laskettiin samankaltaisella kaavalla kuin
suhteellinen oikeellisuus. Kaavalla laskettiin, kuinka monen naytteen taustan vérjayty-
vyys voimistui, kun vastavérin asetuksen voimakkuutta nostettiin viidesta kahdeksaan.
Taulukossa 3 on esitetty prosentteina saadut tulokset. Laboratorioasiantuntijan tulkin-
noissa 50 %:ssa naytteistd taustan varjaytyvyys voimistui, ja opiskelijoiden vastaava
tulos oli 44 %. Taustan varjaytyvyydella ei ollut juurikaan merkitystd bakteerien néky-

vyyden kannalta.

Tutkimuksen perusteella vastavarin voimakkuuden vahvistamisella ei ollut vaikutusta
gramnegatiivisten sauvabakteerien nakyvyyteen gramvérjayksessa. Kuitenkin tutkimuk-
sessa havaittiin, ettd ndytteen laadulla voi olla merkitystd bakteerien nédkyvyyteen ja

yleiseen varjaytyvyyteen. Esimerkiksi vastavarin voimakkuudella kahdeksan varjatty
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niin sanottu paksu nayte varjaytyi taustaltaan voimakkaasti, jolloin bakteerien havaitse-
minen vaikeutui. Sdatdmalla vastavarin voimakkuutta ndytteen laadun mukaan voitaisiin
helpottaa mikroskopointia. Mikrobiologisten menetelmien kehittdmisessa haasteellisinta

on naytemateriaalin laadun vaikutus tuloksiin.

10.1 Opinnaytetyon luotettavuus

Kvantitatiivisen tutkimuksen luotettavuutta voidaan arvioida tarkastelemalla validiteet-
tia ja reliabiliteettia. Validiteetilla selvitetdan, mittaako tutkimus juuri sitd, mitd on ha-
luttukin mitata. K&ytannossa tdmé tarkoittaa sitd, miten hyvin teoreettiset késitteet on
saatu luotettavasti yhdistettya tutkimuksessa havaittaviin mitattaviin ominaisuuksiin.
Tulosten yleistettavyyden kannalta on hyvé arvioida, miten tutkimusotos edustaa perus-
joukkoa. (Kankkunen & Vehvildinen-Julkunen 2009, 152.)

Reliabiliteetti arvioi tulosten pysyvyyttd ja mittarin kykya antaa odotettuja tuloksia.
Tuloksien ei pitdisi olla sattumanvaraisia. Samalla tutkimuksella sekd mittarilla pitéisi
pystyéa tutkimaan jotain toista samankaltaista aineistoa. Jos tulokset ovat samankaltaisia,
voidaan tutkimusta pitaa reliaabelina. (Kankkunen & Vehvildinen-Julkunen 2009, 152.)

Tutkimuksessa tutkimusotos jai lopulta suhteellisen pieneksi. Todettiin, ettei silla kui-
tenkaan ollut vaikutusta tutkimuksen luotettavuuteen, koska tulokset olivat niin yhtenai-
set ja selkeat. Kaikki tutkimuksessa olleet nayteobjektilasit ké&siteltiin systemaattisesti
samalla tavalla, ja vérjaysautomaatti varjasi nayteobjektilasit asetetulla ohjelmalla. Tut-
kimustulosten samankaltaisuuden perusteella voidaan péatelld, ettd tutkimus on reliaa-
beli. Laboratorioasiantuntija mikroskopoi kaikki néyteobjektilasit, mik& lis&si tutkimuk-
sen luotettavuutta. Oppimispdivakirjaa pidettiin koko tutkimuksen ajan. Oppimispaivé-
kirjaan merkittiin kaikki tyoskentelyn vaiheet ja tapahtumat. Oppimispdivakirjan avulla
tyon eri vaiheisiin voitiin palata viel& jalkeenpain, ja ndin ollen oppimispaivakirja liséasi

tutkimuksen luotettavuutta.

Mikrobiologisissa tutkimuksissa naytteen laadulla on suuri merkitys toistettavien tulos-

ten saamiseksi. Tutkimuksessa huomattiin, ettd saman néytteen kaksi néyteobjektilasia
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saattoivat olla ndytelaadultaan téysin erilaiset. Tamé vaikuttaa laadukkaiden tulosten

saamiseen.

10.2 Opinnaytetyon eettisyys

Eettisyyden lahtOkohtana on se, ettei tutkimusaineistoa vadrennetd tai oteta tyhjasta.
Eettisyyteen liittyy myos se, ettda mietitddn ennalta, miten tutkimustuloksia raportoidaan,
kenen aineistoja kaytetdan tutkimusalueessa ja ketka osallistuvat tutkimuksen Kirjoitta-
miseen. Eettisyys edellyttdd kriittisyytta arvioitaessa omia toimintatapoja ja perusteita.
(Kankkunen & Vehvilainen-Julkunen 2009, 173.) Tutkimus suoritettiin suunnitelman
mukaisesti. Teoriatiedon hankinnassa pyrittiin lahdekriittisyyteen sekéd vélttdmaan se-
kundaarisia lahteitd. Kaikki tutkimuksen ty®vaiheet suoritettiin laboratorio-ohjeiden
mukaisesti, missadn oikomatta. Tutkimustulokset kirjattiin sellaisina kuin ne olivat, mi-

tdén pois jattamatta tai muuttamatta.

Tutkijan on helpompi tehda tutkimusta, kun tutkittavat ovat anonyymeja. Nain tutkitta-
ville ei koidu tutkimuksesta haittaa. Tutkittavien henkil6llisyys voidaan salata erilaisin
keinoin. Tutkittavat voidaan esimerkiksi numeroida. (Makinen 2006, 114-115.) Toi-
meksiantajan kanssa sovittiin, ettd potilastietoja ei kaytetd missaan muodossa tutkimuk-
sessamme. Tutkittavat ndytteet numeroitiin juoksevalla numerolla. Nailla toimintata-

voilla pyrittiin takaamaan luotettava tutkimus.

Plagiointi eli toisen laatiman tiedon, kuten ideoiden, tutkimustulosten tai sanamuodon
esittdminen omanaan on Kiellettya ja sen vélttdmiseksi tdssé opinnaytetydssa on kiinni-
tetty erityisen tarkkaan huomiota lahteiden huolelliseen merkitsemiseen. Plagiointi il-
menee yleensd piittaamattomuutena. Se havaitaan lahdeviitteen puuttumisena tai epa-
maaréisena viittaamisena. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 122.) Opinnéytetytté
Kirjoittaessa kaytettiin mahdollisimman uusia ja luotettavia lahteitd. Opinnéytetyon

teksteihin on lisatty tarkat l&hdeviittaukset ja l&hteet.
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10.3 Jatkotutkimusaiheet

Jatkotutkimusaiheina voisi olla esimerkiksi gramvérjdysautomaatissa kaytettavan aceto-
ni-safraninivastavarin vaihtaminen acetoni-fuchsinivastavériin. Toisena jatkotutkimus-
aiheena voisi olla syvistd markanaytteista valmistettujen nayteobjektilasien naytemaaran

paksuuden arviointi  ja  sopivan vastavarin ~ voimakkuuden valinta.
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Taulukko 4. Mikroskopointitulostaulukko.

Liite 1

Tulostusversio taulukosta, johon kirjattiin mikroskopointihavainnot.

Vastavarin voimakkuus 5

Vastavarin voimakkuus 8

Nivte | Bakteerien nakywyys | Taustan varigybyyys | Bakteerien ndkpyys | Taustan v arjgvbw vys

N Laboratono- N Laboratorio- ..., |Laboratorio- N Laboratorio-

Opiske lijat aciarturtiia Opiskelijat asianuntiia Opiskelijat asiantuntiia Opiskelijat asiantuniia
1
2
K
c
G
7
&
G
10
11

Vastavarin voimakkuus 5 Vastavarin voimakkuus 8

Navte | Bakteerien nakyyys | Taustan varaybyyys | Bakteerien ndkopryys | Taustan v arjdyvbw yvys

- Laboratoro- - Laboratorio- R L aboratorio- R Laboratorio-

Opiskelijat aciarturti Opiskelijat asiantuntiia Opiskelijat asiantuntiia Opiskelijat asiantuniiia
12
13
14
15
16
17




Liite 2

Taulukko 5. Tulostaulukon vastausten merkitykset.

Mikroskopointitulostaulukossa (taulukko 6) kaytettavien merkkien selitykset.

- ei bakteereita

* haalea taustavari

** nékyvé taustavari

faiake voimakas taustavari




Taulukko 6. Mikroskopointitulokset.

Liite 3

Opiskelijoiden ja laboratorioasiantuntijan havainnot bakteerien ndkyvyydesté ja taustan

varjaytyvyydesta mikroskopoiduilta objektilaseilta.

Vastavarin voimakkuus § Vastavarin voimakkuus 8
Navte Bakteerien nakywyys | Taustan vanaybpywys | Bakteerien ndkyryys | Taustan v rjdvhey vws
Opiskeliat | - | Opiskefiat | o 0| opiskelat [ o | Opiskeljat [ - 00 o0
] i i - . ) ) S -
2 gram+kokki | gram+kokk o o gram+kokki - o o
. RS *EE % gram-sava, | wk o
3 gram+kokki | gra 0 aram =k okki 3
q - - Wk = - . P -
c - - oW [ - - e sk ok &
. _ i - - ) ) -
* & % S -
7 - - gram-zawa am-saLva
5 _ i - . ) ) - .
g - _ * % - _ - -
10 | gram+kokki | gra m-zaua bl ) gram+kokki | gram-=aua e
11 gram+kokki, e * & % gram+kokki, | _ e wok
gram-gaua e gram-sawa .
12 | gram+kokki - bl o gram=+kokki - e
O3 = ki, . - ) JEM+RDHA, -
13| gramesswe, |- ° i ’ gamsaus i o
JrEM+EEUE . = FETHEIUE Ehiy
y _ - - . ) ) - .
15 - _ Wk W - _ . e
18 _ _ o % - _ ww *
17 _ I * & W - i . .
13 ram <k okki gram-sauva *k XEE gram+kokki, |gra a dok
g T [ gram-sawa | gra




Taulukko 7. Vertailutaulukko, vastavarin voimakkuus 5.

Liite 4

Taulukkoon on merkitty laboratorioasiantuntijan havainnot bakteerien nadkyvyydesté ja

laboratorion bakteeriviljelytulos. Tulosten yhtenevaisyyssarakkeeseen on verrattu néi-

den kahden tuloksen yhtenevaisyyttd. Numeerinen arvo 1 (yksi) tarkoittaa tulosten yh-

tenevaisyytta ja numeerinen arvo 0 (nolla) kertoo, etteivat tulokset vastanneet toisiaan.

Vastavarin voimakkuus 5
Nayte| Bakteerien nakyvyys Vilielytulos Tulosten yhtenevaisyys
Laboratorioasiantuntija Laboratorio
1 - gram-sauva 0
2 gram+kokki gram-sauva,anaerobibakteeri 0
3 gram+kokki gram-sauva 0
4 - gram-sauva, gram+kokki 0
5 - gram-sauva, gram-+kokki 0
6 - gram-sauva 0
7 - gram-sauva 0
8 - gram-sauva 0
9 - gram-sauva 0
10 gram-sauva gram-sauva, gram-+kokki 1
11 gram-sauva gram-sauva, gram+kokki 1
12 - gram-sauva, gram-kokKki 0
13 gram-sauva, gram-sauva, gram-+kokki 1
gram+sauva
14 gram-sauva gram-sauva 1
15 - gram-sauva, gram-+kokki 0
16 - gram-sauva, gram-+kokki 0
17 gram-sauva gram-sauva 1
18 |gram-sauva, gram+kokki |gram-sauva, gram-+kokki 1




Taulukko 8. Vertailutaulukko, vastavarin voimakkuus 5.

Liite 5

Taulukkoon on merkitty opiskelijoiden havainnot bakteerien ndkyvyydesté ja laborato-

rion bakteeriviljelytulos. Tulosten yhtenevaisyyssarakkeeseen on verrattu ndiden kahden

tuloksen yhtenevaisyyttd. Numeerinen arvo 1 (yksi) tarkoittaa tulosten yhtenevaisyytta

ja numeerinen arvo 0 (nolla) kertoo, etteivat tulokset vastanneet toisiaan.
Vastavarin voimakkuus 5
Nayte| Bakteerien nakyvyys Vilielytulos Tulosten yhtenevaisyys
Opiskelijat Laboratorio
1 - gram-sauva 0
2 gram+kokki gram-sauva,anaerobibakteeri 0
3 gram+kokki gram-sauva 0
4 - gram-sauva, gram+kokki 0
5 - gram-sauva, gram-+kokki 0
6 - gram-sauva 0
7 - gram-sauva 0
8 - gram-sauva 0
9 - gram-sauva 0
10 gram+kokki gram-sauva, gram-+kokki 0
11 |gram-sauva, gram+kokki |gram-sauva, gram-+kokki 1
12 gram+kokki gram-sauva, gram-kokKki 0
13 gram'sggi’ i;i?:sauva’ gram-sauva, gram-+kokKi 1
14 - gram-sauva 0
15 - gram-sauva, gram-+kokki 0
16 - gram-sauva, gram-+kokki 0
17 - gram-sauva 0
18 gram+kokki gram-sauva, gram-+kokki 0




Taulukko 9. Vertailutaulukko, vastavarin voimakkuus 8.

Liite 6

Taulukkoon on merkitty laboratorioasiantuntijan havainnot bakteerien nadkyvyydesté ja

laboratorion bakteeriviljelytulos. Tulosten yhtenevaisyyssarakkeeseen on verrattu néi-

den kahden tuloksen yhtenevaisyytta. Numeerinen arvo 1 (yksi) tarkoittaa tulosten yh-

tenevaisyytta ja numeerinen arvo 0 (nolla) kertoo, etteivat tulokset vastanneet toisiaan.

Vastavarin voimakkuus 8
Nayte| Bakteerien nakyvyys Vilielytulos Tulosten yhtenevaisyys
Laboratorioasiantuntija Laboratorio
1 - gram-sauva 0
2 - gram-sauva,anaerobibakteeri 0
3 gram+kokki gram-sauva 0
4 - gram-sauva, gram+kokki 0
5 gram-sauva gram-sauva, gram+kokki 1
6 - gram-sauva 0
7 gram-sauva gram-sauva 1
8 - gram-sauva 0
9 - gram-sauva 0
10 gram-sauva gram-sauva, gram-+kokki 1
11 gram-sauva gram-sauva, gram+kokki 1
12 - gram-sauva, gram-kokKki 0
13 gram's;;ﬁ;igakrzsauva’ gram-sauva, gram-+kokki 1
14 - gram-sauva 0
15 - gram-sauva, gram-+kokki 0
16 - gram-sauva, gram-+kokki 0
17 gram-sauva gram-sauva 1
18 |gram-sauva, gram+kokki |gram-sauva, gram-+kokki 1




Taulukko 10. Vertailutaulukko, vastavarin voimakkuus 8.

Liite 7

Taulukkoon on merkitty opiskelijoiden havainnot bakteerien nédkyvyydesta ja laborato-

rion bakteeriviljelytulos. Tulosten yhtenevéisyyssarakkeeseen on verrattu ndiden kah-

den tuloksen yhtenevéisyyttd. Numeerinen arvo 1 (yksi) tarkoittaa tulosten yhtenevai-

syytté ja numeerinen arvo 0 (nolla) kertoo, etteivét tulokset vastanneet toisiaan.

Vastavarin voimakkuus 8
Nayte| Bakteerien nakyvyys Vilielytulos Tulosten yhtenevaisyys
Opiskelijat Laboratorio
1 - gram-sauva 0
2 gram+kokki gram-sauva,anaerobibakteeri 0
3 |gram-sauva, gram+kokki gram-sauva 1
4 - gram-sauva, gram+kokki 0
5 - gram-sauva, gram-+kokki 0
6 - gram-sauva 0
7 gram-sauva gram-sauva 1
8 - gram-sauva 0
9 - gram-sauva 0
10 gram+kokki gram-sauva, gram-+kokki 0
11 |gram+kokki, gram-sauva |gram-sauva, gram-+kokki 1
12 gram+kokki gram-sauva, gram-kokKki 0
13 gramﬂ;?:::;g;ir\gsauva’ gram-sauva, gram-+kokKi 1
14 - gram-sauva 0
15 - gram-sauva, gram-+kokki 0
16 - gram-sauva, gram-+kokki 0
17 - gram-sauva 0
18 |gram+kokki, gram-sauva |gram-sauva, gram-+kokki 1




Liite 8

Taulukko 11. Taustan varjaytyvyyden muutos, opiskelijoiden tulkinta.

Taulukossa on opiskelijoiden havainnot taustan vérjaytyvyydesta. Yksi tahti (*) tarkoit-
taa taustan haaleaa varjaytyvyyttd, kaksi tahted (**) taustan nékyvéa varjaytyvyytta ja
kolme téhted (***) taustan voimakasta varjaytyvyyttd. Numeerinen arvo 1 (yksi) tar-

koittaa tausvérin voimistumista ja numeerinen arvo 0 (nolla) tarkoittaa, ettei taustan

varjaytyvyys voimistunut.

Taustan varjaytyvyys
Nayte| Opiskelijat vastavari5 | Opiskelijat vastavari 8 \\f;?na:fmggg
1 *% *k% 1
2 *% *%k% 1
3 *k% *k% 0
4 *% *k% 1
5 *% *%k% 1
6 *% *k% 1
7 *% *%k% 1
8 *% *k% 1
9 * *% 1
10 *k* *%k% 0
11 *% *% 0
12 *%k* *%k% 0
13 *% *% 0
14 *% *% 0
15 *% *% 0
16 *k* *%k% 0
17 *% *% 0
18 *% *% 0




Liite 9

Taulukko 12. Taustan varjaytyvyyden muutos, laboratorioasiantuntijan tulkinta.

Taulukossa on laboratorioasiantuntijan havainnot taustan varjaytyvyydesta. Yksi téhti

(*) tarkoit-taa taustan haaleaa varjaytyvyytta, kaksi tahted (**) taustan nakyvaa varjay-

tyvyyttd ja kolme téhted (***) taustan voimakasta vérjaytyvyyttd. Numeerinen arvo 1

(yksi) tar-koittaa tausvarin voimistumista ja numeerinen arvo 0 (nolla) tarkoittaa, ettei

taustan varjaytyvyys voimistunut.

Taustan varjaytyvyys
Néiyte Laboratorio—a_siantuntija Laboratorio—a_l.s@antuntija Vfal_rjé_ytyvy;_/den
vastavari 5 vastavari 8 voimistuminen
1 * *% 1
2 *% ** 0
3 *% *% 0
4 * *% 1
5 * * 0
6 *k%k *k%k 0
7 * ** 1
8 * *% 1
9 * ** 1
10 * * 0
11 * * 0
12 *% *k%k 1
13 * *x 1
14 * *% 1
15 * *x 1
16 * * 0
17 *% *% 0
18 *k% *k%k 0
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Opinnaytetydn toimeksiantosopimus
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Toimeksiantajan edustaja: | Pleds Hatede

Osoite: = Treea mae e, G . 80210 Joensww

Puhelinnumero: ,

Sahkoposti:

Opiskelijan/opiskelijoiden tiedot = 4 %

Koulutusohjeima: Piognalficra.

Opiskelijanumero(t) ja nimi(et): Mvods! , 02085 Jrnna Kowvisty | Sarinnna Repo
Puhelinnumero:

Sahkaposti: janna Kowisiogeeado pame i, Jarianna, P el peames,
Toimokshnujan sitoumukset

MJ&@S« g olitl. bate tids nmtzuu[//. battezn. . :
Opiskelijan sitoumukset

SWWW:}M&%««/_;/ el azf,zz:: ,’aﬁ:zuz&;gzy},‘,
Opinndytetydn ohjaus Karelia-amk:ssa

Ohinsjely: Elina. Lyyhtanen , Satv Marhseanen
Opinndytetydn julkisuus : N LV L L
Opinnaytetyd on julkinen asiakinja ja se voidaan julkaista Theseus-verkkokirjastossa
Allekirjoitukset
Paivays Opiskelijan allekirjotus ja nimenselvennys
" = e «)& MANA EPIVISTD
i \?z 01 Y { N 0, L pe
LY f AQuiag e JALIAMNA KEPO
Paivays ' Toimeksiantajan edustajan alleidio‘g%s ja nimenseivennys
‘ A, Zo L0
2.1,.2014 Puitkr

PIRKKO, HAYTALA



