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Perinteisesti bakteriologisten naytteiden ottoon ja kuljetukseen on kaytetty geelikuljetusput-
kia, jolloin naytteet taytyy viljella manuaalisesti. Viljelyautomaation yleistyttya on alettu kayt-
téaa viljelyautomaatteihin soveltuvia nestekuljetusputkia. Nayteastiassa (nestekuljetusputki
ja geelikuljetusputki) tulee olla oikeat olosuhteet eri bakteereille ja mahdollisten taudinai-
heuttajien tulee sailya hengissa seka rikastumatta sailytyksen ja kuljetuksen ajan, jotta nayt-
teen laatu pysyisi luotettavana.

Opinnaytetydssa tutkittiin tunnettujen American Type Culture Collection (ATCC) -bakteeri-
kantojen sailyvyyttd eSwab®- seka Puritan Liquid Amies Transport system (PLAT®) -nes-
tekuljetusputkissa. Opinnaytetydhon valittiin kasvu- ja sailytysvaatimuksiltaan eroavia aero-
bisia sekd anaerobisia kokki- ja sauvabakteereita. Opinnaytety6 suoritettiin HUSLABIn kilii-
nisen bakteriologian osastolla. Bakteerien sailyvyytta tutkittiin 0, 6, 24, 48 sekd 72 tunnin
kuluttua kuvitellusta naytteenottohetkestad seké huoneenlammdssé ettd jadkaappilampoti-
lassa séilytettyind. Naytteet viljeltiin maljoille eri aikapisteissa ja bakteeripesakkeet laskettiin
18-48 tunnin kuluttua viljelysta.

Opinnaytetyon tulosten perusteella voimme todeta kaytettyjen ATCC-kantojen sailyvan tut-
kimuskelpoisina eSwab®-nestekuljetusputkessa 48 tunnin sailytyksen ajan, mikali putki on
sdilytetty jadkaappilampotilassa. PLAT®-nestekuljetusputkessa sailytettyna kaytetyt ATCC-
kannat sailyivat jadkaappilampétilassa 48 tunnin sailytyksen ajan, poikkeuksena Prevotella
melaninogenica seka Haemophilus influenzae, joiden sailyvyys oli néilla kannoilla huo-
nompi. Tulosten perusteella ei suositella nestekuljetusputkien sailytysta huoneenlampoti-
lassa, mikali sailytysaika on yli 6 tuntia. Jadkaappilampotilassa sailytettynd bakteerien
maara naytteessa kuvaa lahtdtasoa (naytteenottohetked) jopa 72 tunnin sailytyksen ajan
(poikkeuksena N. gonorrhoeae, H. influenzae). Jotta kaikki mahdolliset patogeeniset 16y-
dokset kuitenkin saataisiin kiinni, olisi naytteet viljeltava viimeistadn 48 tunnin kuluttua.

Avainsanat ATCC, nestekuljetusputki, bakteerien sdilyminen, eSwab®,
PLAT®
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The traditional way to collect bacteriological samples is to use gel transports tubes that are
cultured manually. Automated inoculation instrument becoming general the use of liquid
amino transport tubes is now more common. The transport tube has to have right conditions
for different bacteria, possible pathogens has to stay viability through the storage and
transport.

The purpose of our final project was to find out the survival of American Type Culture Col-
lection (ATCC)-samples in liquid amino transport tubes. For the final project were used aer-
obic and anaerobic gram-positive and gram-negative bacteria. We discovered preservation
in two different liquid amino transport tube: eSwab® and Puritan Liquid Amino Transport
System (PLAT®)-Liquid amies transport tubes. Final project was done in a co-operation with
HUSLAB, the division of clinical microbiology, Helsinki, Finland. Samples were cultured to
maintenance medium after 0, 6, 24, 48 and 72 hours. The colony formit units were calculated
after 18-48 from the culture. The specimens were stored both at the room temperature and
refrigerator temperature.

In our final project we detected that the used ATCC-samples survived 48 hours in eSwab®-
tube if they were storaged in refrigerator temperature. ATCC-samples survived 48 hours in
PLAT®-tube if they were storaged in refrigerator temperature, exception Prevotella melani-
nogenca and Haemophilus influenzae which did not survive that well. Based on our study
we do not recommend storage at room temperature if the storage time is more than 6 hours.
Storage in refrigerator temperature is generally recommendable.

Keywords ATCC, liquid transport tube, survival of bacteria, eSwab®,
PLAT®
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1 Johdanto

Perinteisesti bakteriologisten naytteiden ottoon ja kuljetukseen on kaytetty geelikuljetus-
putkia, jolloin naytteet taytyy viljella manuaalisesti. Viljelyautomaation yleistymisen
my6ta on alettu kayttaa viljelyautomaatteihin soveltuvia nestekuljetusputkia. Nayteasti-
assa (nestekuljetusputki ja geelikuljetusputki) tulee olla oikeat olosuhteet eri bakteereille
ja mahdollisten taudinaiheuttajien tulee sailyad hengisséa sekéa rikastumatta sailytyksen ja

kuljetuksen ajan, jotta naytteen laatu pysyisi luotettavana.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia tunnettujen American Type Culture Collection
(ATCC) -bakteerikantojen sailyvyyttd kahdessa eri nestekuljetusputkessa. Tyohon valit-
tiin kasvu ja sailytysvaatimuksiltaan eroavia aerobisia sekd anaerobisia kokki- ja sau-
vabakteereita. Opinnaytetydssa kaytettiin Copanin valmistamaa eSwab®-nestekuljetus-
putkea sekéa Puritan diagnosticsin valmistamaa Puritan Liquid Amies Transport system
(PLAT®) -nestekuljetusputkea. Opinnaytetyo suoritettin HUSLABIN Kliinisen bakteriolo-
gian osastolla. Bakteerien sailyvyytta tutkittin eSwab®- seka PLAT®-nestekuljetusput-
kessa 0, 6, 24, 48 sekd 72 tunnin kuluttua kuvitellusta naytteenottohetkesta sek& huo-
neenlammaossa etta jddkaappilampdtilassa sailytettyina. Naytteet viljeltiin maljoille eri ai-
kapisteissa ja bakteeripesdkkeet laskettiin 18—48 tunnin kuluttua viljelysta. Bakteriologis-
ten naytteiden pidempiaikaista sailyttamista ei suositella, mutta joskus naytteita joudu-
taan sailyttamaan esimerkiksi viikonlopun yli ja siksi on tarkeaa tietaa, kuinka kauan bak-

teerit naytteessa sailyvat ja missa lampdétilassa niita olisi parasta sailyttaa.

Ohjaajina toimivat HUSLABIn bakteriologian osaston kliininen asiantuntija Risto Hilla ja
Metropolia ammattikorkeakoulun bioanalytikan koulutusohjelman yliopettaja Riitta
Lumme. Opponoijina toimivat bioanalytiikan opiskelijat Asta Viljanen ja Piia-Riikka Pip-
pola.

2 Bakteerien sailyvyyteen ja kasvuun vaikuttavat tekijat

Bakteerit ovat yksisoluisia, mikroskooppisen pieniéd seka suhteellisen yksinkertaisia or-
ganismeja joiden tarkastelu vaatii yleensa mikroskoopin kayttoa. Kiintealla kasvualus-
talla kasvanut bakteeri havaitaan silminnédhden pesdkkeing, jotka koostuvat sadoista mil-

joonista tai jopa tuhannesta miljoonasta erillisestd bakteerisolusta. (Vaara — Skurnik —



Sarvas 2010: 14-15.) Bakteerit jaetaan soluseindnsé rakenteen perusteella gramnega-
tilvisiin ja grampositiivisiin lajeihin. Gramnegatiivisilla bakteereilla on ohuempi pep-
tidoglykaanikerros kuin grampositiivisilla bakteereilla ja niilla on sen liséksi myos ulko-
membraani. (Bakteerisolun ulkoiset rakenteet. Solunetti 2006.) Myds muoto vaikuttaa
bakteerien jaotteluun. Muotoja on paapiirteittain nelja: sylinterinmuotoiset sauvat, pyo-
reat tai munan muotoiset kokit, kierteiset spirillit seka tiukasti kiertyneet spirokeetat.
(Morfologia. Solunetti 2006.)

Bakteerinaytteiden analytiikassa on ensiarvoisen tarkeaa preanalyyttiset tekijat. Nayte
tulee ottaa oikeasta paikasta oikealla naytteenottovalineella seké kuljettaa oikeassa lam-
poétilassa tutkivaan laboratorioon vélttaen pitkid seisotusaikoja. Naytteen tulee siis ku-
vastaa mahdollisimman todenmukaisesti naytteenottokohdan sen hetkista bakteerimaa-
rad. Bakteeripesakkeiden maarasuhteet vaikuttavat tehtaviin jatkotutkimuksiin. (Tuokko
— Rautajoki — Lehto 2008: 90-91.)

Naytettd otettaessa tulee kiinnittda huomiota oikeaan naytteenottotekniikkaan ja asep-
tiikkaan valttden naytteenottotikun kosketusta terveeseen ihoon tai limakalvoon. Nayte
tulee ottaa infektoituneesta kohdasta. Naytteenottotikun osuessa muualle kuin naytteen-
ottokohtaan elimistén normaaliflooraa voi joutua naytteeseen, mahdollisesti peittden al-
leen patogeeniset I6ydokset. (Tuokko — Rautajoki — Lehto 2008: 90-91.)

Naytteenottovélineiden ja kuljetusastioiden on oltava kayttokelpoisia ottaen huomioon
viimeiset kayttopaivamaarat. Kuljetusastiat, kuten geelikuljetusputket sekéa nestekulje-
tusputket, tarjoavat bakteereille suojan kuivumiselta ja hapelta seké estavat niiden lisa-
kasvua. (Tuokko — Rautajoki — Lehto 2008: 90-91.)

Bakteerien kasvuun vaikuttavat mm. ympadristoén lampétila, happipitoisuus ja pH seka
kasvualustan koostumus. Bakteereiden kasvuun vaikuttaa myds ympaériston kosteus,

jota monet bakteerit tarvitsevat kasvaakseen. (Salkinoja-Salonen 2002: 191, 200).

Bakteerien ominainen kasvulampétila-alue saattaa vaihdella -15-105 °C valilla. Kasvu-
l[Ampdtila-alue saattaa vaihdella esimerkiksi ravinteiden saatavuudesta riippuen. Optimi-
l[Ampadtila, jossa bakteerit kasvavat parhaiten, on ihmisten yleisimmilla taudinaiheuttajilla
noin 37°C. (Niemeld 2002: 191-193.)



Bakteereita jaotellaan myos hapentarpeen mukaan. Happea elddkseen tarvitsevia bak-
teereita kutsutaan aerobeiksi ja happea sietdmattomat bakteerit ovat anaerobeja. Monet
bakteerit pystyvét elamaan sekd hapekkaassa ettd vahahappisessa ymparistossa: naita
kutsutaan fakultatiivisiksi anaerobeiksi tai fakultatiivisiksi aerobeiksi. Mikroaerobeiksi
kutsutaan niitd bakteereita, jotka kykenevat kasvamaan pienissé happipitoisuuksissa.
Er&at bakteerit tarvitsevat kasvaakseen ilmaa, johon on lisatty 10 % hiilidioksidia, nama
ovat nimeltdén kapnofiilisia bakteereita. (Vaara ym. 2010: 35—-36). Useimmat patogeeni-
set bakteerit kasvavat parhaiten hieman alkalisessa pH:ssa, pH 7.2—7.6 (Elliott — Wort-
hington — Osman — Gill 2007: 9).

Bakteereiden kasvatusalustana voidaan kayttaa niin kiinted& kuin nestemaista kasvu-

alustaa. Opinnaytetytssa kaytettiin kiinteitd agarpohjaisia viljelymaljoja kasvualustoina.

Agarpohjaisten kasvualustojen ominaisuuksia:

¢ Monet bakteerit kasvavat yksinkertaisella kasvatusalustalla, johon on lisatty po-
lypeptidej&, aminohappoja seka suoloja ja vitamiineja siséaltavia ainesosia.

¢ Rikastettuihin kasvualustoihin on lisatty lisaravinteita; vaativampia kasvuolosuh-
teita tarvitsevat bakteerit viljellaan yleisesti naille maljoille. Maljoja ovat mm. veri-
ja suklaamaljat.

o Selektiivisten kasvualustojen tarkoitus on edistaa tiettyjen bakteerien kasvua, sa-
malla estaen toisten bakteerien kasvun. Maljat voivat sisaltdd sappisuoloja, jotka
mahdollistavat sappea sietavien bakteerien kasvun, sekd antibiootteja, jotka
mahdollistivat vain naita antibiootteja kestavien bakteerien kasvun samalla vai-
mentaen tai tappaen muut bakteerit.

¢ Indikaattorikasvualustojen tarkoituksena on havaita tietyt bakteerit jo maljan va-
rinmuutoksen perusteella. Maljojen toiminta perustuu yleisesti sokerien fermen-
toitumiseen, joka aiheuttaa pH:n muutoksen takia maljan indikaattorin varin
muuttumisen. Eri bakteerit kayttavat eri sokereita.

(Elliot ym. 2007: 10.)



2.1 Opinnaytetydssa kaytetyt nestekuljetusputket

Perinteisesti bakteriologiset naytteet on otettu geelikuljetusputkeen, mutta ne eivat so-
vellu vilielyautomaattiin, silla WASP®-viljelyautomaatti vaatii viljelyn suorittamiseen nes-
temaisen naytteen. Nestekuljetusputket voidaan viljella WASP®-viljelyautomaatilla. Au-

tomaattiviljelyn yleistyttya myds nestekuljetusputkien kayttd on lisdantynyt.

Opinnaytetyohon valittiin kaksi markkinoilla olevaa rakenteeltaan ja kaytoltddn saman
tyyppista nestekuljetusputkea, joiden oletetaan soveltuvan markkinoilla olevien viljelyau-
tomaattien kayttoon. Molemmat testatut putket ovat saman kokoisia ja kierrekorkillisia.
Naytetikku jaa kiinni putkessa olevaan korkkiin, miké helpottaa naytteiden kasittelya la-
boratoriossa.

2.1.1 eSwab®- ja PLAT®-nestekuljetusputkien ominaisuudet

eSwab®-nestekuljetusputkea voidaan kayttad anaerobisten, aerobisten ja vaativien bak-
teerien naytteenottoon ja kuljetukseen. eSwab®-nestekuljetusputkea voidaan kayttaa
my0ds antigeenien ja nukleiinihappojen osoitukseen. Putki on steriilissé paketissa, joka
siséltaa nailonkuitupdisen naytteenottotikun ja tarroitetun kierrekorkillisen polypropeeni
naytteenottoputken. Naytteenottotikun paa on pehmeéé nukkamaista nailonkuitua. Nai-
lonkuidun tarkoitus on estaa bakteerien tunkeutumista liilan syvalle nukkaan, mikéa edis-
taa bakteerin irtoamista kuljetusnesteeseen. Naytteenoton jalkeen nailonkuitupainen
tikku katkaistaan putkeen, jolloin bakteerit liukenevat kuljetusnesteeseen. Naytteenotto-
putki sisaltdd 2 ml kuljetusnestetta, jonka tarkoitus on sailyttdd bakteerit elinkykyisina.
Nesteessa ei ole entsyymeja tai inhibiittoreita, jotka saattavat vaikuttaa bakteerien saily-
miseen. Valmistajan ohjeistuksen mukaan nestekuljetusputki tulee toimittaa tutkivaan la-
boratorioon huoneenlammdssa mahdollisimman pian néytteenotosta, mieluiten kahden
tunnin kuluessa. Muussa tapauksessa putki tulee sailyttaa jadkaappi- tai huoneenlam-
potilassa riippuen naytteesta. Naytteet olisi suositeltavaa tutkia viimeistaan 48 tunnin ku-
luessa naytteenotosta. Poikkeuksena on muun muassa Neisseria gonorrhoeae, joka tu-
lee tutkia viimeistddn 24 tunnin kuluttua naytteenotosta.(Copan Flock Technologies
2012))

PLAT®-nestekuljetusputkea voidaan kayttaa anaerobisten, aerobisten ja vaativien bak-

teerien naytteenottoon ja kuljetukseen. Viruksia, klamydiaa ja mykoplasmaa ei kuiten-



kaan suositella otettavaksi PLAT®-putkeen, silla ne vaativat erilliset kuljetusnesteet. Kul-
jetusputki on steriilissa paketissa, joka siséltad vanutetun polyesterikuituisen naytteen-
ottotikun sek& kierrekorkillisen polypropeeniputken. Naytteenottotikun polyesterikuidut
mahdollistavat naytteen nopean absorption naytteenottotikkuun seké bakteerin vapau-
tumisen naytteenottotikusta nesteeseen. Kuljetusnestettd on 2 ml ja se sisaltaa ei-ravit-
sevaa fosfaattipuskuria. Nesteen tarkoituksena on sdilyttaé bakteerit elinkelpoisina.
Naytteenoton jalkeen naytteenottotikku katkaistaan putken sisalle. Valmistajan ohjeis-
tuksen mukaan nayte tulee lahettédé tutkivaan laboratorioon mahdollisimman pian, mie-
lellaan kahden tunnin kuluessa. Muussa tapauksessa PLAT® -nestekuljetusputki tulee
sdilyttaa joko jadkaappi- tai huoneenlampdétilassa riippuen naytteesta. Naytteet olisi suo-
siteltavaa tutkia viimeistaan 48 tunnin kuluessa naytteenotosta. Poikkeuksena mm. Neis-
seria gonorrhoeae, joka tulee tutkia viimeistdaan 24 tunnin kuluttua naytteenotosta.
PLAT®-putken toimivuutta ei ole evaluoitu, jos sailytysaika ylittaa 48 tuntia. (Puritan Me-

dical Products.)

Nestekuljetusputket ovat ominaisuuksiltaan lahella toisiaan. eSwab®-nestekuljetusput-
ken naytteenottotikun nukka on nailonkuitua, kun taas PLAT®-nestekuljetusputkessa on
kaytetty polyesterikuitua. Naiden molempien kuitujen tarkoituksena on maksimoida nayt-
teen absorpoituminen naytteenottotikkuun seka vapautuminen kuljetusnesteeseen. Put-
kien toimivuuden kannalta on tarkeaa, ettd naytteenottotikku katkaistaan nestekuljetus-
putkeen. PLAT®-nestekuljetusputken kuljetusneste sisaltda ei-ravitsevaa fosfaattipus-

kuria, jota eSwab®-nestekuljetusputki ei sisalla.

2.2 Opinnaytetydssa kaytetyt kasvualustat

Kasvualustat valittiin opinnaytetytssa kaytettyjen ATCC-kantojen kasvuvaatimusten pe-

rusteella. (Taulukko 1.)

CLED agar on yleismalja jolla erotellaan tyypillisesti virtsan bakteereita, mutta se sovel-
tuu myds muille naytteille. CLED-malja sisaltaa L-kystiinia ja bromtymolisinia, ravinteina
toimivat haimauute, lihaekstrakti, gelatiini, kaseiini ja laktoosi. Laktoosia lisataan luo-
maan energialahde organismeille, jotka pystyvat kayttamaan laktoosia fermentoimalla.
L-Kystiini mahdollistaa pienipesékkeisten koliformisten bakteerien kasvun. Bromtymoli-
sini toimii pH-indikaattorina, joka erottelee laktoosia fermentoivat laktoosia fermentoimat-

tomista bakteereista. Ne bakteerit jotka kykenevat fermentoimaan laktoosia laskevat



maljan pH:ta jolloin maljan vari muuttuu sinertavasta keltaiseksi. (BD Diagnostic Systems
2003: 116-117.)

Verimaljaa kaytetadn muun muassa a- ja B-hemolyyttisten bakteerien erottelemiseen.
Se soveltuu myos likvor- ja mark&nayteviljelyihin, silld suurin osa bakteereista kasvaa
verimaljalla. Verimalja sisaltda yleisesti lampaan tai hevosen verta. Malja sisaltda ravin-
teina tryptikaasi-soijaa, lihauutetta, kaseiinin hapanta hydrolysaattia ja tarkkelysta. Ka-
seiinin hapan hydrolysaatti seka lihaekstrakti tarjoavat hyvat aminohapot ja typpipitoiset
aineet, mineraalit ja muut ravinteet tukevat bakteerien kasvua. Tarkkelys suojaa myr-

kyilta, joita saattaa esiintyd mediumissa. (BD Diagnostic Systems 2003: 83,583.)

Suklaamalja on rikas yleismalja, jolla kasvaa suurin osa bakteereista. Malja sisdltaa lam-
paan tai hevosen verta. Punasolut hemolysoidaan eli hajotetaan etukateen, jolloin he-
moglobiini vapautuu punasoluista. Hemoglobiini vapauttaa X-faktorin (hemiinin)
haemophilus-lajien kayttdéon. Malja sisaltaa verta seka ravinteina tryptikaasi soijaa, li-
hauutetta, kaseiinin hapanta hydrolysaattia ja tarkkelysta. (BD Diagnostic Systems 2003:
139.) Maljalle on lisatty myos Vitalex osa 1 ja 2, jotka toimivat rikasteina (BD Diagnostic
Systems 2003: 241).

Fastidious Anaerobe Agar -malja (FAA-malja) on anaerobibakteereille tarkoitettu yleis-
malja. Malja sisaltdd peptoniseosta, natriumkloridia, tarkkelysta, natriumbikarbonaattia
ja pyrofosfaattia. Ravinteina glukoosia (hiilen lahde), I-kysteiinid, natrium pyruvaattia
seka kasvutekijoina natriumsukkinaattia, hemiinia ja K-vitamiinia. Peptoni toimii typpi- ja
vitamiinilahteend, natriumkloridi sailyttda osmoottisen tasapainon agarilla, tarkkelyksen
tehtavana on absorboida toksiset aineet, joita saattaa esiintya agarilla. Natriumbikarbo-
naatti lisda bakteerin hapensietokykya toimimalla hapensitojana ja pyrofasfaatti toimii

puskurina. (Acumedia. Fastidious Anaerobe Agar 2011.)

Thayer Martin 5 -malja (TM5-malja) on paaasiallisesti suunniteltu Neisseria gonorr-
hoeaen seké Neisseria meningitidiksen kasvualustaksi. Malja sisaltéa proteoosipeptonia
ravinteeksi, fosfaattipuskuria pH:n kontrolloimiseksi, maissitarkkelysta maljalta mahdol-
lisesti 6ytyvien toksisten rasvahappojen neutraloimiseksi ja IsoVitaleXia rikasteeksi. Li-
saksi malja siséltaa hevosen tai lampaan defibriloitua verta sekd patogeenisen Neisse-
rian kasvua edistavinad tekijoind vitamiineja, aminohappoja, koentsymeja, ferri-ioneja
sekd muita faktoreita. (BD Diagnostic Systems 2003: 246.) Maljalle on lisatty konta-
minanttien kasvun estamiseksi vankomysiinia, kolistiinia, trimetopriimiia, klindamysiinia

seka amfotersiinia, jotka antibiootteina estavéat muiden bakteerien ja hiivojen kasvua.



Esimerkiksi kolistiini estdd gramnegatiivisten ja vankomysiini grampositiivisten baktee-

rien kasvua. (BD Diagnostic Systems 2003: 242.)

Taulukko 1.  Viljelymaljat ja niille viljellyt nestekuljetusputkissa sailytetyt ATCC-kannat.

CLED-malja

Verimalja
Suklaamalja
Fastidius anaerobe agar =

FAA-malja

Thayer Martin 5 - malja

Osittain selektiivinen
yleismalja

Yleismalja esim. erilai-
silla streptokokeille
Rikas yleismalja
Anaerobibakteereiden
yleismalja

Gonococcus-  Vviljelyyn
(GC-malja)

3 American Type Culture Collection -kannat

S. aureus(ATCC 25923), E.
Coli(ATCC 25922), P. aeru-
ginosa(ATCC 27853)

S. pyogenes(ATCC 19615)

H. influenzae(ATCC 49247)
B. fragilis(ATCC 25285), P.
melaninogenica(ATCC
25845)

N. gonorrhoae(ATCC 49226)

American Type Culture Collectionilla (ATCC) tarkoitetaan sellaisia tunnettuja mikrobi-

kantoja, joita laboratorioissa kaytetdan mikrobiviljely- ja tunnistusmenetelmien sisdiseen

laadunohjaukseen ja menetelmien validointiin. Kannoista kaytetddn myos nimityksia re-

ferenssikannat ja vertailukannat. Kantojen avulla varmistetaan menetelmien toimivuus,

tulosten oikeellisuus ja toistettavuus. Kannat ovat useimmiten perdisin kansainvalisista

kantakokoelmista, jotta ne olisi helppo jaljittaa tarpeen vaatiessa. Ennen uuden kannan

kayttdonottoa tulee sen ominaisuudet varmistaa ja validoida. Laboratorion sisaisella laa-

dunohjausmenettelylla seurataan, etta halutut ominaisuudet sailyvat mikrobikannalla

muuttumattomina. Seurannan tulee olla saanndllista seka selkeasti ohjeistettua ja doku-

mentoitua. (Mikrobiologiset vertailukannat 2005: 11.)



3.1 Tutkittavat ATCC-kannat

Opinnaytety6hon valittiin kasvu ja sailytysvaatimuksiltaan eroavia aerobisia seké anae-
robisia kokki- ja sauvabakteereita. Opinnaytetydbhon valittiin aerobisista kokkibaktee-
reista gramnegatiivinen Neisseria gonorrhoeae seka grampositiiviset Streptococcus
pyogenes ja Staphylococcus aureus. Sauvabakteereista valittiin gramnegatiiviset Esche-
richia coli, Pseudomonas aeruginosa ja Haemophilus influenzae. Anaerobibakteereista
tydhon valittin gramnegatiivinen sauvabakteeri Bacteroides fragilis seka gramnegatiivi-
nen kokkibakteeri Prevotella melaninogenica

3.1.1 Aerobibakteerit

Aerobibakteereilla tarkoitetaan happea elaékseen tarvitsevia bakteereita (Katso Luku 2

Bakteerien sailyvyyteen ja kasvuun vaikuttavat tekijat: 3.).

Gonokokki eli Neisseria gonorrhoeae on gramnegatiivinen kokkibakteeri. Se on tippuri-
infektion aiheuttaja ja sukupuolielinten limakalvot ovatkin bakteerin infektion kohteita.
Gonokokki leviaa sukupuoliyhdynnassa tai didista lapseen 29 raskausviikosta eteenpain.
Gonokokki on erittain herkka kuivumiselle ja kaikille ulkopuolelta tuleville kemiallisille ja
fysikaalisille ominaisuuksille. Se ei siis saily kovinkaan kauan ihmiskehon ulkopuolella.
(Vuento — Seppald 2010: 156.) N. gonorrhoeae kasvaa mm. GC-maljalla (Thayer Martin
5- malja). Kasvu voi nayttaa joko kimaltelevalta ja homogeeniselta tai sitten se voi olla
suurta ja siitd puuttuu kimalteleva vaikutus (Koneman, Elmer — Allen, Stephen — Janda,
William — Schreckenberger, Paul — Winn,Washington 1997: 508). Gonokokkia ei suosi-
tella sailytettavaksi yli 48 tuntia, silla se ei saily pitkd&n varastoituna. Suositeltu lampdtila
kasvulle on 35-37 °C hiilidioksidiymparistossa. (Lai-King — Martin 2005).

A-streptokokiksi kutsuttu Streptococcus pyogenes on aerobinen, beetahemolyyttinen ja
grampositiivinen kokkibakteeri. Sen yleisimmin aiheuttama infektio on nielurisatulehdus
eli tonsilliitti, mutta se voi aiheuttaa myds iho- ja pehmytkudosinfektioita. (Vuopio-Varkila
— Syrjanen — Kotilainen 2010: 102.) S. pyogenes kestaa hyvin kuljetusta, mutta on silti
sailytettava ja kuljetettava oikeaoppisesti. S. pyogenes kasvaa tavallisella verimaljalla
+35-37 °C:ssa ja viihtyy erityisesti hiilidioksidipitoisessa ymparistdssa. (Vuopio-Varkila
— Syrjanen ym. 2010: 106). S. pyogenes erottuu selkean verimaljan hemolyysin vuoksi

(Elliot ym. 2007: 24). Optimi kasvulampotila on 35-37 °C hiilidioksidiymparistossa.



Staphylococcus aureus on grampositiivinen kokkibakteeri, ja se on osa ihmisen normaa-
liflooraa. Se voi aiheuttaa infektioita perusterveille henkildille seka vastustuskyvyltaan
heikentyneille. Bakteeri levidd kosketus- tai aerosolitartuntana esimerkiksi ihorikkojen
kautta. Tarkeimpia kliinisia infektioita ovat méarkaiset iho- ja pehmytkudosinfektiot, leik-
kaushaava-, luu- ja nivelinfektiot ja vakavat yleisinfektiot. (Vuopio-Varkila — Kuusela —
Kotilainen 2010: 83—-86). S.aureus kasvaa helposti tavallisilla elatusaineilla. Se kestaa
kuljetusta ja kuivumista hyvin. (Vuopio-Varkila ym. 2010: 83-86.) S. aureus kasvaa laa-
jalla lampdtila-alueella, 10—42 °C:ssa. Bakteerin optimi kasvulampétila on 35-37 °C (El-
liott ym. 2007: 19). Kasvusto on noin 1-2 mm leveéaa ja sileapintaista. Se voi olla kel-
taista, kellertavaa tai jopa vaaleaa tai harmaata. (Koneman — Allen — Janda Schrecken-
berger — Winn. 1997: 549).

Kolibakteeria nimelta Escherichia coli 16ytyy ihmisen suolistossa normaalifloorana. E.
coli on gramnegatiivinen aerobinen sauvabakteeri. Se on isannalleen hyodyllinen silla E.
coli tuottaa K-vitamiinia ja estédd muiden bakteerien kasvua. Se voi kuitenkin aiheuttaa
infektioita paastessdan esimerkiksi vamman kautta suoliston ulkopuolelle. Tavallisin E.
colin aiheuttama infektio on virtsatieinfektio. (Siitonen — Vaara 2010: 178.) CLED-malja
siséltaa laktoosia, jota E. coli fermentoi, ja malja muuttuu keltaiseksi. E. coli -pesékkeet
kasvat yleensa keltaisena. Optimi kasvulampdtila on 35-37 °C. (BD CLED Agar. 2006.)

Pseudomonas aeruginosa on gramnegatiivinen aerobinen sauvabakteeri. Kosteat olo-
suhteet ovat sille otolliset kasvun kannalta. Se viihtyy ihmisella tavallisesti valilihassa,
kainaloissa seka korvissa. P. aeruginosa on tavallisin ulkokorvatulehduksen aiheuttaja.
Sairaalaolosuhteissa sen on todettu aiheuttavan virtsatieinfektioita. (Tissari — Anttila
2010: 200-201.) P. aeruginosa kasvaa useimmilla maljoilla ja sen tunnistaa luonteen-
omaisesta vihreasta kasvupigmentista. Optimi kasvulampétila on 35-37 °C. (Elliot ym.

2007:49.) P. aeruginosan tunnistaa makeahkosta, kukkamaisesta tuoksusta.

Haemophilus influenzae on gramnegatiivinen aerobinen sauvabakteeri (joissakin tilan-
teissa fakultatiivinen anaerobi). Hemophilukset kuuluvat ihmisen ylahengitysteiden nor-
maaliflooraan. Eli se ei aiheuta vahaisind maarina valttamatta infektiota. Vakavia H. in-
fluenzaen aiheuttamia infektioita ovat aivokalvontulehdus, kurkunkansitulehdus, keuh-
kokuume ja septikemia. (Kayhty — Peltola 2010: 166—-167). H. influenzae on kasvuolo-
suhteiltaan vaativa ja tarvitsee kasvaakseen hemiinia ja NAD":a (Elliott ym. 2007: 44).
H. influenzae kasvaa suklaamaljalla lapinékyvina, pienina pesékkeina (BD Chocolate

agar 2013: 2). Optimi kasvulampdétila on 35-37 °C hiilidioksidiympéaristossa.
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3.1.2 Anaerobibakteerit

Anaerobibakteereilla tarkoitetaan happea vahan sietavia tai sietamattomia bakteereita

(Katso Luku 2 Bakteerien sailyvyyteen ja kasvuun vaikuttavat tekijat: 3.).

Bacteroides fragilis on gramnegatiivinen anaerobinen sauvabakteeri. Se kuuluu suolis-
ton limakalvon normaaliflooraan. B. fragilis voi aiheuttaa paiseita eri puolille elimistta
karatessaan suolistosta, esimerkiksi tulehtuneesta umpilisékkeesta. (Rautio — Vuento
2010: 243-244.) B. fragilis kasvaa maljalla vaaleana tai harmahtavana, kuperana pesék-
keena (Jousimies-Somer — Summanen — Citron — Baron — Wexler — Finegold 2002: 84).
Optimi kasvulampdétila on 35-37 °C anaerobisissa kasvuolosuhteissa.

Prevotella melaninogenica on anaerobinen pigmentoiva gramnegatiivinen sauvamainen
kokki. P. melaninogenicaa esiintyy suuontelossa ihmisen normaalifloorana. P. melani-
nogenica voi kuitenkin aiheuttaa infektioita p&én, kaulan ja ylempien hengitysteiden alu-
eella. (Prevotella melaninogenica ATCC 25845; Koneman ym. 1997: 756.) P. melani-
nogenica voi kasvaa tarpeeksi pitkan kasvatuksen jalkeen rusehtavina pesékkeina (Rau-

tio ym. 2010: 244). Optimi kasvulampdtila on 35—37 °C anaerobisissa kasvuolosuhteissa.

4  Opinnaytetyon tarkoitus ja tutkimuskysymykset

Opinnaytety6n tarkoituksena oli tutkia tunnettujen American Type Culture Collection
(ATCC) -bakteerikantojen sailyvyyttd kahdessa eri nestekuljetusputkessa. Opinnayte-
tydssa kaytettiin eSwab®- seka Puritan Liquid Amies Transport system (PLAT®) -neste-
kuljetusputkea. Opinnaytetyd suoritettin HUSLABIn Kliinisen bakteriologian osastolla.
Bakteerien sailyvyytta tutkittin eSwab®- seka PLAT®-nestekuljetusputkessa 0, 6, 24, 48
sekad 72 tunnin kuluttua kuvitellusta ndytteenottohetkesta seka huoneenlammassa etta
jaékaappilampotilassa sailytettyina. Naytteet viljeltiin maljoille eri aikapisteissa ja baktee-
ripesdkkeet laskettiin 18—48 tunnin kuluttua viljelysta. Joskus naytteita joudutaan sailyt-
tamaan esimerkiksi viikkonlopun yli ja siksi on tarkeaa tietaa, kuinka kauan bakteerit nayt-
teessa sailyvat ja missa lampdétilassa niita olisi parasta sailyttaa. Tydmme oli empiirinen

kvantitatiivinen, kokeellinen tutkimus.
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Tutkimuskysymyksia olivat:

e Kuinka opinnaytetydssa kaytetyt ATCC-kannat sailyvét 0, 6, 24, 48 ja 72 tunnin
sdilytyksen jalkeen jaakaappi- sekd huoneenlampdétilassa eSwab®- ja PLAT®-
nestekuljetusputkissa?

o Sailyvatkd bakteerien maarat samana, rikastuvatko tai kuolevatko bak-

teerit eri sailytysaikojen kuluessa?

5 Toteutus

Ty6 toteutettiin HUSLABIn bakteriologian osastolla 20.5-26.5.2014 valisena aikana.
Tyon toteutus suunniteltin yhdessd HUSLABIn bakteriologian kliinisen asiantuntijan
Risto Hillan kanssa. Eri aikapisteet ja sailytyslampotilat valittiin aikaisempien tutkimusten
sekd yleisia laboratoriokaytanteitd hyodyntden. Metropolian AMK:n opinnaytetydssa
(Pasanen — Pirdil 2013) kaytettiin samoja sdilytysaikoja, mutta tyohon lisattiin viela 72
tunnin aikapiste, jotta voitiin ottaa huomioon viikonlopun yli menevat sailytykset. Van
Horn, Audette, Sebeck ja Tucker (2008: 1655-1658) kayttivat osin samoja bakteereita
tutkiessaan bakteerien sailyvyyttd eSwab®-nestekuljetusputkessa. Van Horn ym. tutki-
muksen tulosten perusteella voimme olettaa bakteerien rikastuvan huoneenlampdtilassa

sdilytettynad. Tutkimuksesta saatiin pohjaa opinnaytetyéhon.

Ty6t jaettiin siten, ettd molemmat paasivat tekemaan seka laimennossarjoja etta baktee-
rien laskentaa. Taulukossa 2 on esilla opinnaytetydprosessin aikataulu. Toteutusta oh-
jasi Risto Hilla. Ennen varsinaista toteutusta seurattiin Risto Hillan tekemia koesarjoja,

jotta pystyttiin arvioimaan aikataulutusta seka tydn sujuvuutta paremmin.

Taulukko 2.  Opinnaytetydn aikataulu

AIKATAULU Ajankohta
Opinnaytetydn valinta vko 5 2014

| tapaaminen 10.2.2014
Jasennysseminaari 13.-14.2.2014

Tyopaja (kypsyysnayteinfo sekad tyo- | 5.3.2014

suunnitelman kirjoittaminen)

Il tapaaminen 6.3.2014

Tydpaja (lupa-asiat) 18.3.2014
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Suunnitelman hahmottelu vko 11-12

Il tapaaminen (harjoittelusarjojen | 26. ja 28.3.

teko)

Tybpaja (suunnitelman kirjoittaminen) | 9.4.2014
Suunnitelman kirjoittaminen vko 14-18
Suunnitelman palautus viim. 6.5.2014

TyOpaja (lahteet, viitteet, otsikointi) 7.5.2014

Suunnitelmaseminaari 13.-14.5.2014

Tutkimusluvan anominen vko 20

Opinnéaytetydn toteutus vko 21-22

Raportin kirjoitus vko 21-22 seké elo-lokakuu 2014
Raportin palautus 30.10.2014

Kypsyysnayte 4.11.2014
Opinnaytetydoseminaari vko 45

5.1 Kaytanndn toteutus

Opinnaytetydssa tutkittiin tunnettujen ATCC-bakteerikantojen sailyvyytta kahdessa eri
nestekuljetusputkessa 0, 6, 24, 48 ja 72 tunnin sailytysaikojen jalkeen. Tutkimuskoh-
teena oli bakteerien sailyvyys ja muuttujina lampétilat ja sailytysaika. Opinnaytetydssa
vakioitiin sailytyslampatilat (jAdkaappi- ja huoneenlampd), maljojen viljely (WASP®-vilje-

lyautomaatti) ja naytteiden bakteeripitoisuudet.

Ennen tytn aloitusta HUSLABIn Kliinisen bakteriologian osaston henkilokunta viljeli ja
kasvatti tunnetut ATCC-kannat. Bakteriologian laboratorion elatusainekontrolli-tydpiste
pitaa ylla ATCC-kantoja. Tydssa kaytettiin naita tuoreita, edellisena paivana valmiiksi
viljeltyja maljoja bakteerisuspensioiden tekoon. Kaikki tarvittavat tyovalineet, kuten vilje-
lymaljat ja nestekuljetusputket, saatiin HUSLABIn kliinisen bakteriologian osastolta.

Bakteerikannoista tehtiin bakteerisuspensiot 0,9 % natriumkloridi-liuokseen (NaCl-liuok-
seen), josta suspensio jaettiin kahteen eri nestekuljetusputkeen. Putkia sailytettiin 0, 6,
24, 48 ja 72 tuntia jaadkaappi- seka huoneenlampadtiloista. Viljelyt suoritettiin jokaisen ai-
kapisteen kohdalla. Bakteereilla testattiin viljelyssa kaytettava bakteerisuspension

maéara ensimmaisen aikapisteen kohdalla (0 tunnin sailytyksen jalkeen). WASP®-viljely-



13

automatilla voi viljella joko 10 pl tai 30 pl viljelysilmukalla. Testaus suoritettiin nailla kah-
della tilavuudella. 10 pl todettiin olevan luotettavampi naytemaara, silla bakteeripesak-
keet olivat selkeammin laskettavissa. 30 pl kaytettdessa bakteerit kasvoivat tihe&dna mat-
tona maljalla, jolloin pesakkeité ei voitu erottaa toisistaan.

5.1.1 Suspensioiden valmistus

Kannoista valmistettiin 0,5 McFarland vahvuinen suspensio 0,9 % NaCl-liuokseen. N&ain
vakioitiin suspensiossa olevien bakteeripesakkeiden maara. Peséakkeita tulisi olla mal-
jalla yli 50 mutta alle 300 — nain bakteeripesakkeiden laskeminen on mahdollista. Ennen
suspension valmistusta NaCl-liuosta sisaltdvan putken tausta-arvo mitattiin ja tausta-
arvo vahennettiin mittaustuloksesta, jotta saatiin tietoon pelkan bakteerisuspension vah-
vuus (0,5 McFarland). Suspensiot valmistettiin laminaarikaapissa. Bakteeria otettiin mal-
jalta pienia pesakkeita kerrallaan joko silmukalla tai hajotussauvalla. Bakteeripesakkeet
liuotettiin NaCl-liuokseen. Pesékkeita lisattiin kunnes saavutettiin 0,5 McFarlandin vah-
vuinen suspensio. Bakteerien lisayksen jalkeen suspensio sekoitettiin huolella. Vahvuus
mitattiin Densicheck-lukulaitteella, joka ilmoitti tuloksen mittaamalla liuoksen sameuden.

5.1.2 Laimennossarja

Aerobiset bakteerit E. coli, P. aeruginosa, S. pyogenes seka S. aureus laimennettiin10°4
cfu/ml (Colony-formit unit/ml = pesékkeiden méaara/ml) vahvuiseksi. Laimennos suoritet-
tiin seuraavasti: bakteerisuspensiosta valmistettiin laimennossarja. 0,5 McFarlandin vah-
vuisesta bakteerisuspensiosta pipetoitiin 100 pl 0,9 ml NaCl-liuokseen (1. laimennos) ja
tasta laimennoksesta pipetoitiin seuraavaan putkeen 100 pl suspensiota bakteeritto-
maan 0,9 ml NaCl-liuokseen (2. laimennos), tasta putkesta (2. laimennoksesta) pipetoi-
tiin taas 100 pl suspensiota seuraavaan bakteerittomaan NaCl-liuokseen (3. laimennos),
3. laimennoksesta pipetoitiin 200 pl suspensiota seka eSwab®- seka PLAT®- putkeen,
joissa tuli olla naytetikut mukana. Kuviossa 1 on kuvattu laimennosten teko. Nestekulje-
tusputkissa on 2 ml nestettd, nain molempien putkien bakteeripitoisuus on noin 10%4
cfu/ml. Vaativille kannoille H. influenzae, Neisseria gonorrhoae, B. fragilis sekd P. mela-
ninogenica suoritettiin yksi laimennos vahemman, jolloin nestekuljetusputkeen saatiin
1,5*10°5 cfu/ml vahvuinen liuos (3. laimennos). Taulukossa 3 kuvataan pesakkeiden

maara/laimennos. Jokaisen laimennoksen jalkeen putket sekoitettiin huolella, jotta liuok-
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sesta saatiin mahdollisimman homogeeninen. Pipetin karjet vaihdettiin jokaisen laimen-
noksen jalkeen. N&in saatiin mahdollisimman tarkka laimennos, eika likaisesta karjesta
siirtynyt bakteereita seuraavaan putkeen.

SR
100wl 100w 100wl 2004l
eSwa
h
0,5 McF 0,9 0.9
049 Macl Macl
Aloitussus- MaC|
_ |
PENsIo 1. Laim 2. Laim 3. Laim
N F r, \ r
200 pl
PLAT
Kuvio 1. Laimennossarjan teko
Taulukko 3. Laimennosten bakteerimaara
Aloitussuspensio 0,5 Mc Farland = 1,5 * 10°8 cfu/ml
1. laimennos 1:10 = 1,5 *10%7 cfu/ml
2. laimennos 1:100 = 1,5*10°6 cfu/mi
3. laimennos (vaativat kannat) 1:1000 = 1,5*10°5 cfu/ml
4. laimennos nestekuljetusputkiin | 1:10000 = 1,5*10%4 cfu/ml

5.1.3 Viljely

Naytteet viljeltin WASP®-viljelyautomaatilla. WASP®-viljelyautomaatti on nestepohjais-
ten mikrobiologisten naytteiden kasittelyyn suunniteltu viljelyautomaatti. Laitteella voi-
daan viljella nestekuljetusputkissa olevat naytteet. WASP®-viljelyautomaattiin voidaan
ohjelmoida tarvittavat naytteenkasittelymenetelmat muistiin, kuten esimerkiksi tarvittavat
viljelyiden vakioidut mikrolitramaarat. WASP® poimii naytteen, tunnistaa nayteastian tyy-

pin, ja tekee automaattisesti kaikki naytteelle ohjelmoidut toimintavaiheet. Lopuksi
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WASP® steriloi silmukan. (WASP 2014.) Automaatti viljeli maljalle 10 pl naytetta hajo-
tusviljelmalla (kuvio 3).

Naytteet viljeltin huoneenlampaisille viljelymaljoille. Jokaisesta putkesta viljeltin maljat
ennen sailytysta ja inkubointia (0 tuntia). Jokaisesta bakteerikannasta viljeltiin siis nelja
maljaa jokaista aikapistettd kohden. Kummastakin putkesta tehtiin viljelyt, huoneenlam-
massa sailytetyista nestekuljetusputkista seka jaakaappilampotilassa sailytetyista put-
kista. Viljelyt tehtiin 0, 6, 24, 48 ja 72 tunnin kuluttua laimennosten valmistuksesta. Kuvi-
ossa 2 on esitetty yhdesta bakteerikannasta tulevien maljojen maara. Viljelyja tehtiin yh-
desta putkesta viisi kappaletta ja yhdesta bakteerikannasta tuli nelja nestekuljetusput-
kea, joista tehtiin viljelyt (kaksi jadkaappilampdtilaan ja kaksi huoneenlampddon). Yhdesta

bakteerikannasta viljeltiin siis yhteensa 20 maljaa.
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Kuvio 2. Yhdestda ATCC-kannasta viljeltyjen maljojen maara.
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Maljoja kasvatettiin 18—48 tuntia riippuen siitd oliko kyseessa aerobi-, anaerobibakteeri
vai Neisseria gonorrhoeae. Aerobeja kasvatettiin 18 tuntia ja anaerobeja seké Neisseria
gonorrhoeaeta 48 tuntia jokaista aikapistetta kohden. Maljojen bakteeripesékkeet lasket-
tiin manuaalisesti, aerobibakteereista aina seuraavana paivana viljelysta ja anaerobibak-
teereista seka Neisseria gonorrhoeaesta kaksi paivaa viljelyn jalkeen. Bakteeripesék-
keet laskettiin koko maljalta yhteen ja pesékkeiden méaarat eroteltiin hajotusviljelman eri
alueilta (kuvio 3, liite 1 ja liite 2). Nain pystyttiin vertaamaan runsaskasvuisia maljoja toi-
siinsa. Mikali bakteerit kasvoivat jokaisella hajotusviljelman eri alueilla siten, ettei bak-

teeripesakkeitd kyennyt erottamaan toisistaan, maaraksi merkittiin >400.

Kuvio 3. Hajotusvilielman bakteeripesakkeiden kasvualueet. Alue 1 siséltda suurimman maaran
bakteeripesakkeita ja bakteeripesakkeiden maara yleisesti pienenee mentaessa kohti
neljatta aluetta.

6 Tulokset

Tunnettujen ATCC-kantojen sdilyvyyttd eSwab®- ja PLAT ®-nestekuljetusputkissa tar-
kasteltiin vertaamalla eri aikapisteissa (6, 24, 48 ja 72 tunnin sailytys) viljeltyja ja eri lam-
potiloissa (jadkaappi- ja huoneenlamp6) sailytettyja naytteitd heti (0 tunnin sailytys) vil-

jeltyihin ja kasvatettuihin maljoihin.

6.1 Opinnaytetydssa kaytettyjen ATCC-kantojen sailyvyys, aerobibakteerit

Tulokset esitetddn bakteerikannoittain. Bakteerien sailyvyys eSwab®- ja PLAT®-neste-
kuljetusputkissa seka sailytysaikojen ja -lampdtilojen vaikutukset bakteerien séilyvyyteen
on kuvattu kaavioilla. Bakteeripesakkeiden maéara on kuvattu lyhenteella cfu = Colony-

formit unit = pesakkeiden maara.
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6.1.1 Neisseria gonorrhoeae sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

Kuuden tunnin jadkaappisdilytyksen jalkeen N. gonorrhoeae -bakteeripesakkeiden
maara laski 11 % lahtttilanteeseen verrattuna. Lahtétilanteessa pesakkeita oli 118 cfu.
24 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesakkeiden maara laski 53 %. 48 tunnin sailytyk-
sen jalkeen maara oli 12 cfu (-76 %). 72 tunnin kuluttua bakteeripesakkeité ei enaa ollut
(0 cfu). Huoneenlampdtilassa sailytettyna N. gonorrhoeae sdilyi 24 tuntiin saakka (-21
%), mutta 48 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripeséakkeiden maara oli laskenut jo 85 %.
72 tunnin kohdalla bakteeripesékkeita ei ollut laskettavissa. (Kuvio 4, liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

N. gonorrhoeae sdilyi jadkaappilampdtilassa sailytetyssd PLAT®-nestekuljetusputkessa
jopa 72 tuntiin saakka, bakteeripesakkeiden maaré laski kuitenkin tasaisesti lahtétilan-
teesta. 6 tunnin sailytyksen jalkeen maara oli laskenut vain 1 %, 48 tunnin sailytyksen
jalkeen bakteeripeséakkeita oli jaljella 113 cfu (- 35 % lahtdtilanteeseen verrattuna, 175
cfu). 72 tunnin kuluttua bakteeripesékkeiden maara oli laskenut noin puoleen alkuperai-
sestd (-57 %). Huoneenlampdtilassa sailytettyna N. gonorrhoeae séilyi vain 6 tuntiin
saakka, jolloin oli laskettavissa 115 cfu (-15 %). 24 tunnin sailytyksen jalkeen oli vain yksi

bakteeripesake havaittavissa, jonka jalkeen méaara oli 0 cfu. (Kuvio 5, liite 2.)
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Kuvio 4. N. gonorrhoeae -bakteeripesakkeiden méaéra eri aikapisteissa, jaakaappi- seka huo-
neenlampdatilassa sailytetyissd eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 5. N. gonorrhoeae -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissd, jadkaappi- seka huo-
neenlampdotilassa sailytetyissd PLAT®-nestekuljetusputkissa.

6.1.2 Streptococcus pyogenes sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

S. pyogenes sadilyi jadkaappilampoétilassa sailytetyssa eSwab®-nestekuljetusputkessa
aina 72 tuntiin saakka lahes samana, kuin lahtttilanteessa. Lahtttilanteessa bakteeri-
pesakkeiden maaré oli 104 cfu. 72 tunnin sailytyksen jalkeen maara oli laskenut vain 2
%. Huoneenlampdtilassa 6 tunnin sailytyksen jalkeen S. pyogenes -bakteeripesakkei-
den maara nousi 39 %, lahtttilanteessa 112 cfu. Bakteeripesékkeiden maéara nousi séi-
lytysaikojen pidentyessa. 72 tunnin sailytyksen jalkeen maara nousi 257 %. (Kuvio 6, liite
1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

S. pyogenes séilyi jAdkaappilampdtilassa sailytetyssd PLAT®-nestekuljetusputkessa
aina 72 tuntiin saakka lahes samana, kuin lahtttilanteessa. Lahtttilanteessa bakteeri-
pesakkeiden maara oli 105 cfu. 72 tunnin sailytyksen jalkeen maéara nousi vain 3 %.
Huoneenlampdtilassa 6 tunnin sailytyksen jalkeen S. pyogenes -bakteeripesakkeiden
maaréa nousi 45 %, lahtétilanteessa 102 cfu. Bakteeripesakkeiden maaré nousi sailyty-
saikojen pidentyessa. 72 tunnin sailytyksen jalkeen maard nousi 292 %. (Kuvio 7, liite
2.)
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Kuvio 6. S. pyogenes -bakteeripeséakkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- seka huoneen-
lampotilassa sailytetyissa eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 7. S. pyogenes -bakteeripesékkeiden mé&éara eri aikapisteissa, jadkaappi- sekd huoneen-
lampotilassa sailytetyissd PLAT®-nestekuljetusputkissa.
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6.1.3 Staphylococcus aureus sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

S. aureus sailyi jadkaappilampotilassa sailytetyssa eSwab®-nestekuljetusputkessa aina
72 tuntiin saakka lahes samana, kuin lahtotilanteessa. Lahtotilanteessa bakteeripesak-
keita oli 46 cfu, 72 tunnin sailytyksen jalkeen maara oli laskenut 9 %. Huoneenlampoti-
lassa 6 tunnin sailytyksen jalkeen S. aureus -bakteeripesékkeiden maara nousi 1 % lah-
totilanteeseen, 81 cfu, verrattuna. 24 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesdkkeiden
maara nousi 354 %, jonka jalkeen m&ara nousi 48 tunnin sailytyksen jalkeen 394 % ja
72 tunnin sailytyksen jalkeen 323 %. (Kuvio 8, liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

S. aureus séilyi jAdkaappilampdtilassa sdilytetyssd PLAT®-nestekuljetusputkessa aina
72 tuntiin saakka lahes samana, kuin lahtotilanteessa. Lahtotilanteessa bakteeripesak-
keita oli 93 cfu, 72 tunnin sailytyksen jalkeen méara oli laskenut 17 %. Huoneenlampoti-
lassa 24 tunnin sailytyksen jalkeen S. aureus -bakteeripesékkeiden maéara nousi 6 %
lahtotilanteeseen, 102 cfu, verrattuna. 48 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesakkeiden

maara nousi 160 % ja 72 tunnin sailytyksen jalkeen 251 %. (Kuvio 9, liite 2.)
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Kuvio 8. S. aureus -bakteeripesdkkeiden mééra eri aikapisteissa, jadkaappi- sekéd huoneenlam-
potilassa sdilytetyissd eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 9. S. aureus -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissa, jddkaappi- seka huoneenlam-
potilassa sailytetyissd PLAT®-nestekuljetusputkissa.

6.1.4 Escherichia coli sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

E. coli sailyi jadkaappilampdétilassa sailytetyssa eSwab®- nestekuljetusputkessa 72 tun-
tiin saakka, mutta bakteeripesékkeiden maara laski sailytyksen pidentyessa. Lahtotilan-
teessa bakteeripesakkeita oli 98 cfu, 72 tunnin sailytyksen jalkeen maaréa oli laskenut 51
%. Huoneenlampdtilassa sailytettyné E. coli bakteeripesdkkeiden maara sdilyi lahes sa-
mana lahtotilanteeseen verrattuna 6 tuntiin saakka (+37 %), mutta jo 24 tunnin sailytyk-
sen jalkeen maara oli noussut 340 % (lahtétilanteessa 91 cfu, 72 tunnin kuluttua yli 400
cfu). (Kuvio 10, liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

E. coli sailyi jadkaappilampdtilassa sailytetyssa PLAT®-nestekuljetusputkessa 72 tuntiin
saakka, mutta bakteeripesakkeiden maara nousi 6—48 tunnin sailytyksen jalkeen. Lah-
totilanteessa bakteeripesakkeité oli 65 cfu. Suurin nousu tapahtui 24 tunnin sailytyksen
kohdalla, jolloin ma&ara oli noussut 51 %. 72 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesékkei-
den maara oli laskenut lahelle [&htétasoa, 69 cfu. Huoneenlampdétilassa sailytettyné E.
coli -pesdkkeiden maara nousi jo 6 tunnin sailytyksen jalkeen 109 %, lahtdtilanteessa 75
cfu. 24 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesékkeiden mééra oli noussut 433 %, maaréa

pysyi yhtéa korkealla aina 72 tunnin sailytykseen saakka. (Kuvio 11, liite 2.)
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Kuvio 10. E. coli -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- sekad huoneenlampo-
tilassa sailytetyissa eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 11. E. coli -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- sekd huoneenlampo-
tilassa sailytetyissa PLAT®-nestekuljetusputkissa.
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6.1.5 Pseudomonas aeruginosa sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

P. aeruginosa sailyi jadkaappilampdtilassa sailytetyssa eSwab®-nestekuljetusputkessa
tasaisena aina 72 tuntiin saakka. Lahtttilanteessa bakteeripeséakkeita oli 110 cfu, 72 tun-
nin sailytyksen jalkeen bakteeripesékkeiden maara oli 105 cfu (-5 %). Huoneenlampoti-
lassa sailytettyna P. aeruginosa sdilyi lahtétilanteeseen verrattuna 6 tuntiin saakka lahes
samana (+3 %), mutta jo 24 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesakkeiden maara oli
noussut 285 % (lahtotilanteessa 104 cfu, 72 tunnin sailytyksen kuluttua > 400 cfu). (Kuvio
12, liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

P. aeruginosa sailyi jadkaappilampoétilassa sailytetyssd PLAT®-nestekuljetusputkessa
tasaisena aina 72 tuntiin saakka. Lahtotilanteessa bakteeripesékkeita oli 103 cfu, 72 tun-
nin sailytyksen jalkeen bakteeripesékkeiden maara oli 104 cfu (+1 %). Huoneenlampoti-
lassa sdilytettyna P. aeruginosa sdilyi l&htétilanteeseen verrattuna 6 tuntiin saakka lahes
samana (+9 %), mutta jo 24 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesakkeiden maara oli
noussut 288 % (lahtdtilanteessa 103 cfu, 72 tunnin sailytyksen jalkeen > 400 cfu). (Kuvio
13, liite 2.)
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Kuvio 12. P. aeruginosa -bakteeripesékkeiden mééra eri aikapisteissa, jadkaappi- sekd huoneen-
lampotilassa sailytetyissd eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 13. P. aeruginosa -bakteeripesékkeiden méaara eri aikapisteissa, jddkaappi- sekd huoneen-
lampotilassa sailytetyissd PLAT®-nestekuljetusputkissa.

6.1.6 Haemophilus influenzae sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

H. influenzae sailyi eSwab®-nestekuljetusputkessa 72 tuntia. Suurin bakteeripesakkei-
den maarén lasku tapahtui kuitenkin 48 ja 72 tunnin sailytyksen valilla. 48 tunnin saily-
tyksen jalkeen bakteeripesékkeiden maaré oli laskenut 30 % ja 72 tunnin sailytyksen
jalkeen 92 %. Lahtdtilanteessa bakteeripesakkeiden maara oli 130 cfu. Huoneenlampo-
tilassa sailytettynd H. influenzaen -bakteeripesakkeiden maara nousi lahes kaksinker-
taiseksi 24 tunnin sailytyksen jalkeen (+98 %), lahtétilanteessa 130 cfu. 48 tunnin saily-
tyksen jalkeen bakteeripesakkeiden maaréa oli palannut lahelle lahtétasoa (-8 %). 72 tun-
nin sailytyksen jalkeen maara oli noussut 22 % lahtétilanteeseen verrattuna. (Kuvio 14,
liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

H. influenzae sailyi PLAT®- nestekuljetusputkessa jaakaappilampdétilassa sailytettyna 24
tuntiin saakka (-48 %), jonka jalkeen bakteeripesdkkeiden maara laskee 90 % (48 tunnin
sdilytyksen jalkeen). 72 tunnin séilytyksen jalkeen bakteeripesakkeitd oli 3 cfu (-97 %),
lahtotilanteessa 116 cfu. Huoneenlampdétilassa sailytettyna H. influenzae sailyi 6 tunnin
sdilytykseen saakka (-4 %, lahtotilanteessa 116 cfu) jonka jalkeen bakteeripesakkeita ei

enaa kasvanut (0 cfu). (Kuvio 14, liite 2.)
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Kuvio 14. H. influenzae -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- sekd huoneen
lampotilassa sailytetyissa eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 15. H. influenzae -bakteeripeséakkeiden maara eri aikapisteissa, jddkaappi- sekad huoneen-
lampdtilassa sailytetyissd PLAT®-nestekuljetusputkissa.

6.2 Opinnaytetydssa kaytettyjen ATCC-kantojen sailyvyys, anaerobibakteerit

Tulokset esitetddn bakteerikannoittain. Bakteerien sailyvyys eSwab®- ja PLAT®-neste-
kuljetusputkissa seka sailytysaikojen ja -lampdtilojen vaikutukset bakteerien sailyvyyteen
on kuvattu kaavioilla. Bakteeripesakkeiden maéara on kuvattu lyhenteella cfu = Colony-

formit unit = pesakkeiden maara.
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6.2.1 Bacteroides fragilis sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

B. fragilis sailyi eSwab®-nestekuljetusputkessa, seka jadkaappi- ettd huoneenlampoti-
lassa, lahes samana alkutilanteeseen nahden. Jadkaappilampdétilassa sdilytetyn neste-
kuljetusputken lahtétilanne oli 136 cfu, 72 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesakkei-
den maara oli laskenut 14 %. Huoneenlampdtilassa sailytetyn nestekuljetusputken lah-
totilanne oli 132 cfu, 72 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripeséakkeiden maara oli laske-
nut 6 %. (Kuvio 16, liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

B. fragilis sailyi jAdkaappilampdtilassa sailytetyssd PLAT®-nestekuljetusputkessa 72
tuntiin saakka. Lahtotilanteen (109 cfu) jalkeen pesakkeiden maara nousi 24 tunnin sai-
lytyksen jalkeen 29 %. 72 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripeséakkeiden maaré oli l1a-
hella lahtétasoa (+6 %). Huoneenlampadtilassa sailytettyna B. fragilis -bakteeripesakkei-
den maaré laskee 16 % lahtotilanteesta (127 cfu) 6 tunnin sailytyksen jalkeen, jonka
jalkeen pesékkeiden maara pysyy lahes samana 72 tunnin sailytykseen saakka (-16 %).
(Kuvio 17, liite 2.)
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Kuvio 16. B. fragilis -bakteeripesakkeiden mé&ara eri aikapisteissa, jadkaappi- sek& huoneenlam-
potilassa sailytetyissd eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 17. B. fragilis -bakteeripesékkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- sekd huoneenlam-
potilassa sailytetyissd PLAT®-nestekuljetusputkissa.

6.2.2 Prevotella melaninogenica sailyvyys

eSwab®-nestekuljetusputki:

P. melaninogenica sailyi jadkaappilampotilassa séilytetyssa eSwab®-nestekuljetusput-
kessa aina 72 tuntiin saakka. Lahtttilanteessa oli 136 cfu, 24 tunnin séilytyksen jélkeen
bakteeripeséakkeiden maara oli laskenut 19 % ja 72 tunnin sailytyksen jalkeen 26 %.
Huoneenlampdtilassa sailytettyna P. melaninogenica sailyi 24 tuntiin saakka. Lahtétilan-
teessa oli 128 cfu, 24 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeripesakkeiden maara oli laskenut

77 % jonka jalkeen bakteeripeséakkeita ei enda kasvanut (0 cfu). (Kuvio 18, liite 1.)

PLAT®-nestekuljetusputki:

Jaakaappilampdtilassa P. melaninogenica sailyi huonosti, 6 tunnin sailytyksen jalkeen
bakteeripesakkeita oli havaittavissa 5 cfu (lahtétilanteessa 121 cfu), bakteeripesakkei-
den maara oli vahentynyt 96 %. Muissa aikapisteissa bakteeripesakkeita ei enaa kasva-
nut (0 cfu). P. melaninogenica ei sadilynyt huoneenlampoétilassa sailytetyssa PLAT®-nes-
tekuljetusputkessa. 6 tunnin sailytyksen jalkeen ei ollut havaittavissa yhtdan pesaketta.
(Kuvio 19, liite 2.)
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Kuvio 18. P. melaninogenica -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- seka huo-
neenlampdtilassa sailytetyissd eSwab®-nestekuljetusputkissa.
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Kuvio 19. P. melaninogenica -bakteeripesakkeiden maara eri aikapisteissa, jadkaappi- seka huo-
neenlampdotilassa sailytetyissa PLAT®-nestekuljetusputkissa.

6.3 Tulosten yhteenveto

Aerobinen gramnegatiivinen kokkibakteeri Neisseria gonorrhoeae sailyi eSwab®-neste-
kuljetusputkessa seka jadkaappilampdétilassa ettd huoneenlampdétilassa sailytettyna 48

tuntiin saakka. Bakteeripesakkeiden mééara laski sailytysajan pidentyessa. PLAT®-nes-
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tekuljetusputkessa sailytyslampdtilalla oli suuri vaikutus bakteerien sailymiseen. Jaa-
kaappilampdtilassa séailytettyna N. gonorrhoeae sailyi 6 tunnin sailytykseen asti lahes
muuttumattomana, jonka jalkeen bakteeripesakkeiden maara laski tasaisesti, bakteerin
kuitenkaan kuolematta. Huoneenlampdtilassa N. gonorrhoeae kesti vain 6 tunnin saily-
tyksen, jonka jalkeen bakteeri kuoli. Aerobisten grampositiivsten kokkibakteerien (Strep-
tococcus pyogenes, Staphylococcus aureus) maarat sailyivat sekd eSwab®- ettd
PLAT®-nestekuljetusputkessa rikastumatta jadkaappilampdétilassa sailytettynda. Huo-
neenlampdtilassa sailytettynd S. pyogenes sailyi 6 tunnin sailytykseen saakka molem-
missa nestekuljetusputkissa suuremmin rikastumatta, mutta jo 24 tunnin sailytyksen jal-
keen bakteereiden méaara lahti nousuun. S. aureus sailyi huoneenlampdétilassa sailytet-
tyna eSwab®-nestekuljetusputkessa 6 tunnin sailytykseen saakka rikastumatta, kun taas
PLAT®-nestekuljetusputkessa 24 tuntiin saakka. Naiden aikapisteiden jalkeen bakteeri-

pesdkemaarat lahtivat jyrkkaan nousuun.

Aerobisten gramnegatiivisten sauvabakteerien (Escherichia coli, Pseudomonas aeru-
ginosa) maarat sailyvat tasaisina sekd eSwab®- etta PLAT®-nestekuljetusputkessa ri-
kastumatta jadkaappilampoétilassa sailytettynd. Huoneenlampotilassa sailytettyind ky-
seisten bakteereiden bakteeripesdkemaarat lisdantyivat voimakkaasti jo 24 tunnin saily-
tyksen jalkeen. Haemophilus influenzae (gramnegatiivinen sauva) sailyi jaakaappilam-
potilassa séilytettyna eSwab®-nestekuljetusputkessa 48 tuntiin saakka, jonka jalkeen
bakteeripesakkeiden maara lahti laskuun. Huoneenlampdétilassa sailytettynd eSwab®-
nestekuljetusputken sisaltdmat rikastavat kasvutekijat ja H. influenzaen vaativat kasvu-
olosuhteet nakyivat bakteeripesakemaarien runsaana kasvuna ja sen jalkeisend pesa-
kemaarien laskuna. PLAT®-nestekuljetusputkessa H. influenzae -bakteeripeséakkeiden
maara laski sailytysajan pidentyessa jadkaappilampotilassa sailytettyna. Huoneenlam-
poétilassa sailytettyna vain kuuden tunnin sailytys oli suotavaa, silld opinnaytetydssa kay-

tetty H. influenzae kanta kuoli pidemman silytysajan jalkeen.

Anaerobinen gramnegatiivinen sauvabakteeri Bacteroides fragilis sailyi rikastumatta tai
kuolematta seka eSwab®- ettd PLAT®-nestekuljetusputkessa niin jaékaappi- kuin huo-

neenlampdtilassa sailytettyna.

Anaerobinen gramnegatiivinen kokkibakteeri Prevotella melaninogenica sailyi jadkaap-
pilampdotilassa sailytettyna eSwab®-nestekuljetusputkessa 72 tuntiin saakka vain vahai-
sella bakteeripeséakemaarien laskulla. Nestekuljetusputki sisdltéa kasvua edistavia teki-

jOit&, jotka mahdollistavat vaativan bakteerin kasvun, oikeassa lampétilassa sailytettyna.
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Huoneenlampdtilassa séilytettyna P. melaninogenica sdilyi vain 6 tuntiin saakka, jonka
jalkeen bakteeripesékkeiden maara laski rajusti. 48 tunnin sailytyksen jalkeen bakteeri-
pesakkeita ei ollut havaittavissa. PLAT®- nestekuljetusputkessa P. melaninogenica kuoli
eikd 6 tunnin sailytyksen jalkeen ollut havaittavissa bakteeripesakkeita.

eSwab®-nestekuljetusputkea kaytettaessa olisi suositeltavaa sailyttaa nestekuljetusput-
kea jadkaapissa, mikali naytteenoton ja viljelyn valilla on yli 6 tuntia. Kuviossa 20 nakyy
bakteeripesakkeiden maaran ero jadkaappi- ja huoneenlampdtilassa séailytettyna. eS-
wab®-nestekuljetusputki soveltuu opinnaytetydssa kaytettyjen ATCC- kantojen sdilytyk-
seen. Journal of Clinical Microbiology -lehden julkaisema tutkimus (Van Horn - Audette
- Sebeck - Tucker 2008) tukee naita tuloksia.

Kuvio 20. E. coli -kanta 24 tunnin sailytyksen jalkeen eSwab®-nestekuljetusputkessa jaékaappi-
(vas.) ja huoneenlampdtilassa (oik.) sailytettyna.

PLAT®-nestekuljetusputken sailyttamista jadkaapissa suositellaan, mikali ndytteenoton
ja viljelyn valillda on yli 6 tuntia. Etenkin vaativat bakteerit (H. influenzae, N. gonorrhoeae)
tulisi ehdottomasti sailyttad jadkaappilampdétilassa tai viljella 6 tunnin kuluttua naytteen-
otosta. PLAT®-nestekuljetusputki ei sovellu opinndytetyon tulosten perusteella kaytetyn
anaerobi P. melaningenican -kannan sailytykseen. Kuviossa 21 on havaittavissa, etta jo
6 tunnin jaakaappilampdtilasailytyksen jalkeen bakteeripesékkeitd ei ole muutamaa
enempéaa. Puritan Diagnosticin teettdméan tutkimuksen perusteella bakteerin tulisi sailya
PLAT®-nestekuljetusputkessa 48 tuntiin saakka seka jaékaappi- ettd huoneenlampoti-

lassa, joten jatkotutkimukset olisivat suotavia (Puritan Medical Products: 6).
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Kuvio 21. P. melaninogenica sailytettynd eSwab®- (vas.) ja PLAT®-nestekuljetusputkessa (oik.)
jadkaappilampdétilassa sailytettyna.

7 Luotettavuus ja eettisyys

Ty6 suunniteltiin huolellisesti yhdessa bakteriologian osaston kliinisen asiantuntijan
Risto Hillan kanssa ja yhtenadisista tydskentelytavoista sovittiin. Opinnaytetydssa kaytet-
tiin luotettavia ja ajankohtaisia lahteitd. Tyoskentely tapahtui bakteriologian laboratori-
ossa houdattaen Suomen bioanalyytikkoliiton maaraamia eettisia ohjeita (Suomen bio-
analyytikkoliitto ry 2006), kehittden omaa ammatillista osaamista ja hairitsemaétta tyonte-
kijoiden tydrauhaa. Tyodssa ei kaytetty potilasnaytteitd. Laboratoriossa kasiteltiin tyonte-
kijoiden toimesta potilasnaytteitd ja naiden osalta tuli noudattaa salassapitovelvollisuutta
opinnaytetyon toteutuksen ajan.

Opinnaytetytssa kaytettyjen ATCC-kantojen, viljelymaljojen, lampokaappien ja viljelyau-
tomaatin toimivuutta ja puhtautta valvoo bakteriologian laboratorio. Kaytetyt ATCC-kan-
nat ja viljelymaljat olivat tuoreita ja puhtaita lisdksi nestekuljetusputket olivat kayttokun-
nossa. Tyoskentely tapahtui aseptisesti ja tyoturvallisesti. Bakteerisuspensiot valmistet-
tiin laminaarikaapissa suojakasineité kayttaen. Bakteerisuspensiot olivat noin 0,5 McFar-
landin vahvuisia, jolla pyrittiin vakioimaan bakteeripeséakkeiden maara nestekuljetusput-
kessa. Viljely WASP®-viljelyautomaatilla on toistettavampi kuin késin suoritettu viljely
(Suuronen 2013). Nain tulosten vertaaminen toisiinsa oli luotettavampaa. Putkia sailytet-
tiin samassa lAmpdtilassa koko prosessin ajan ja putkien seisotusaikoja noudatettiin tas-
mallisesti. N&in pystyttiin takaamaan tulosten luotettavuus. Laadittuja ohjeita noudatettiin

ja varmistettiin tyOtapojen yhtenevaisyys. Laskutapojen yhtenevaisyyden varmista-
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miseksi molemmat opinnadytetyontekijat laskivat kahdeksan viljelymaljan bakteeri-
pesdkemaarat. Nestekuljetusputkien ja viljelymaljojen numerosarjojen tdsmaavyydesta
pidettiin huoli.

Opinnaytety6 suoritettiin tiettyjen resurssien puitteissa mahdollisimman kattavasti. Opin-
naytetyon tulosten luotettavuuden takaamiseksi tyo olisi kuitenkin hyva toistaa useam-
malla rinnakkaismaaritykselld, kayttden samoja ATCC-kantoja. Jatkotutkimuksena voisi

testata bakteerien sailyvyytta myos eri ATCC-kannoilla ja potilasnaytteilla.

8 Pohdinta

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittda kaytettyjen ATCC-kantojen sailyvyys kahdessa
eri nestekuljetusputkessa, jaédkaappi- sek& huoneenlampdtilassa sailytettyna 0, 6, 24, 48
ja 72 tunnin kuluttua naytteenotosta.

Opinnaytety6n tulosten perusteella voidaan todeta kaytettyjen ATCC-kantojen sailyvan
tutkimuskelpoisina eSwab®-nestekuljetusputkessa 48 tunnin sailytyksen ajan, kun putki
sdilytetaan jadkaappilampotilassa. PLAT®-nestekuljetusputkessa sailytettyna kaytetyt
ATCC-kannat sailyivat jadkaappilampétilassa 48 tunnin sailytyksen ajan, poikkeuksena
Prevotella melaninogenica seka Haemophilus influenzae, joiden sailyvyys oli tutkituilla
ATCC-kannoilla huonompi. Tulosten perusteella ei suositella nestekuljetusputkien saily-
tystd huoneenlampdtilassa, mikali sailytysaika on yli 6 tuntia. Yleisesti ottaen jadkaappi-
lampdtilassa sailytettynd bakteerien maard naytteessa kuvaa lahtétasoa (naytteenotto-
hetked) jopa 72 tunnin sailytyksen ajan poikkeuksena N. gonorrhoeae, H. influenzae.
Jotta kaikki mahdolliset patogeeniset |6ydokset kuitenkin saataisiin kiinni, olisi naytteet
viljeltava viimeistdan 48 tunnin kuluttua. Huoneenlampdtilassa sailytettyna suurin osa
ATCC-kantojen bakteeripesékkeiden maarasta nousi putkesta riippumatta, poikkeuk-
sena P. melaninogenica ja N. gonorrhoeae sekd PLAT®-nestekuljetusputkessa sailytetty
H. influenzae, joiden maara laski huoneenlampdétilassa sailytettyna. B. fragiliksen séaily-

vyyteen lAmpodtilalla ei ollut suurta merkitysta kummassakaan putkessa.

Bakteerien sdilyvyyteen vaikuttavat monet tekijat, mm. onko potilas saanut antibioottia,
naytteenottokohta, naytteen bakteerimaara ja onko naytteessa muita bakteereita. Opin-
naytetydssa tutkittiin yksittaisten ATCC-kantojen sailyvyytta kyseisissa nestekuljetusput-

kissa, dsken mainittujen tekijéiden vaikutusta sailyvyyteen ei tiedeta.
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Tulosten perusteella nestekuljetusputket soveltuvat lahes kaikkien kaytettyjen kantojen
sdilytykseen ja viljelyyn. Viljelyautomaatin viljelemat naytteet ovat tulostasoltaan korke-
ampia, joten automaattiin soveltuvien nestekuljetusputkissa sailytettavien naytteiden
taso on toistettavampaa, kuin manuaalisesti viljeltdvien geelikuljetusputkien (Suuronen
2013). Markkinoilla olevien nestekuljetusputkien toimivuutta on tarkeda testata niiden
toimintaymparistdssa, vaikka tuotteen valmistaja onkin omat testauksensa suorittanut.
Onkin hyodyllista todeta vastaavatko eri toimijoiden suorittamien testausten tulokset toi-
siaan. Opinnaytetyon tuloksia voidaan hytdyntaa bakteriologisia naytteita tutkivissa la-
boratorioissa, jotka vertailevat eri nestekuljetusputkia. Opinnaytetydn tuloksia voidaan
hyodyntaa mietittdessa naytteiden sailytyksen ohjeistusta ja tarvitseeko ohjeistusta
muuttaa. Opinnaytetyon ja aikaisempien tutkimusten perusteella voidaan suositella nes-
tekuljetusputkien kayttda bakteriologisten naytteiden sailytyksessa, ottaen huomioon

sdilytyslampdtilat ja sailytysajat.

Opinnaytetytssa kaytettyjen ATCC-kantojen maara oli tydon aikatauluun ja resursseihin
suhteutettuna sopiva. Suuremman naytemaaran myoté tyo olisi kasvanut liian suureksi.
Kaytannonosuus suoritettiin kahden viikon aikana ja rinnakkaisten maaritysten suoritta-
minen olisi vaatinut enemman aikaa. Ty0 aikataulutettiin kdytdnnénosuuden seka rapor-

tin kirjoittamiseen sopivaksi ja aikataulussa pitaydyttiin.

Opinnaytetytn aikana opimme niin bakteriologian laboratorion toiminnasta kuin kaytta-
mistamme bakteerikannoista. Tieteellisen tekstin luominen luotettavia lahteitd kayttaen
osoittautui odotettua haastavammaksi. Opinnaytetyon raporttia kirjoitettaessa opimme
arvioimaan lahteiden luotettavuutta ja sisaltéa kriittisemmin. Tieteellisen tekstin tuotta-
minen kehittyi tydn edetessa. Opimme opinnaytetydn aikana tieteellisen tutkimuksen lah-
tokohdat ja suorittamisen. Saimme tukea koko prosessin ajan ja ohjaajat antoivat kriit-
tistd kannustavaa palautetta, jonka avulla kehitimme toimintaamme. Haasteena tyon to-
teutukselle ja teorian sisdistdmiselle oli kdytannon toteuttamisen vaiheessa vahainen
bakteriologian tuntemus. Bakteriologian harjoittelu suoritettiin vasta varsinaisen kaytan-
ndénosuuden jalkeen. Tytn edetessa oma osaamisemme bakteriologian tuntemuksessa

kuitenkin kehittyi.
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Bakteeripesédkkeiden maara eri aikapisteissa eSwab®-nestekuljetusputkessa

eSwab®
Bakteeri |kasvualueet |Oh jk oh hl 6h jk 6h hl 24hjk |24hhl [48hjk |48hhl |72hjk |72hhl
| 100 100 100 100 100 100 91 100 10 100
1 H.influen- |l 23 20 14 28 11 100 0 15 0 50
’ zae 1l 6 8 2 5 0 47 0 3 0 6
1\, 1 2 3 2 2 10 0 2 0 3
yhteensa 130 130 119 135 113 257 91 120 10 159
% 100 % 100 % 92 % 104 % 87 % 198 % 70 % 92 % 8% 122 %
. _ I 100 100 100 100 47 100 12 24 0 0
Neisseria ') 14 37 5 21 2 18 0 0 0 0
2. gonorr-
h 1l 4 17 0 6 0 4 0 0 0 0
oeae
Y 0 2 0 0 0 1 0 0 0 0
yhteensa 118 156 105 127 49 123 12 24 0 0
% 100 % 100 % 89 % 81% 42 % 79 % 10 % 15% 0% 0%
| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
3 S. Il 3 11 3 41 7 100 8 100 1 100
’ pyogenes ||| 0 1 0 ils 2 100 2 100 100
\Y) 1 0 0 0 1 37 0 20 100
yhteensa 104 112 103 156 110 337 110 320 102 400
% 100 % 100 % 99 % 139 % 106 % 301 % 106 % 286 % 98 % 357 %
| 45 81 41 79 48 100 32 100 40 100
] 0 0 0 1 100 0 100 100
4, S. aureus
11 1 0 0 0 100 0 100 100
\Y 0 0 0 2 68 0 100 43
yhteensa 46 81 41 82 50 368 32 400 42 343
% 100 % 100 % 89 % 101 % 109 % 454 % 70 % 494 % 91 % 423 %

Liite 1

@t
T a1



Liite 1

| 97 90 68 100 59 100 53 100 48 100
_ I 1 1 0 21 0 100 0 100 0 100
5. E. coli
I 0 0 0 4 0 100 0 100 0 100
IV 0 0 0 0 0 100 0 100 0 100
yhteensi 98 91 68 125 59 400 53 400 48 400
% 100%| 100% 69%| 137% 60%| 440% 54%| 440% 49%| 440%
| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Bac- I 31 26 21 29 27 31 20 20 12 18
6. teroides
" I 5 5 11 12 6 9 4 4 4 6
fragilis
IV 0 1 1 1 0 5 1 1 1 0
yhteensi 136 132 133 142 133 145 125 125 117 124
% 100%| 100 % 98%| 108% 98%| 110% 92 % 95 % 86 % 94 %
| 100 100 100 100 100 28 100 0 100 0
Prevotella 1, 28 19 17 13 5 1 8 0 0 0
7. melani-
: I 7 8 8 1 0 0 0
nogenica
IV 1 1 0 0 0 0 0 0 0
yhteensi 136 128 125 114 110 29 110 0 100 0
% 100%| 100% 92 % 89 % 81% 23% 81 % 0% 74 % 0%
| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
g P.aeru- |l 8 3 2 5 6 100 7 100 3 100
: ginosa I 1 1 0 2 2 100 2 100 2 100
IV 1 0 0 0 1 100 1 100 0 100
yhteensi 110 104 102 107 109 400 110 400 105 00, DNE
N
% 100%| 100 % 93%| 103% 99%| 385%| 100%| 385% 95%| 385%| — o




Bakteeripesékkeiden maara eri aikapisteissa PLAT®-nestekuljetusputkessa

PLAT®
Bakteeri | kasvualueet |Oh jk Oh hi 6h jk 6h hi 2ahjk [24hhl |48hjk |48hhl |72hjk |72hnhl
| 100 100 100 100 72 0 11 0 2 0
1 H.influen- |l 14 14 6 8 0 0 1 0 1 0
’ zae 11 2 2 3 2 0 0 0 0 0 0
1\, 0 0 0 0 0 0 0 0
yhteensa 116 116 109 111 72 0 12 0 3 0
% 100 % 100 % 94 % 96 % 62 % 0% 10% 0% 3% 0%
. _ | 100 100 100 100 100 1 100 0 75 0
Neisseria ) 46 15 36 11 10 0 9 0 0 0
2. gonorr-
h 1l 26 5 36 4 3 0 4 0 0 0
oeae
Y 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0
yhteensa 175 121 173 115 113 1 113 0 75 0
% 100 % 100 % 99 % 95 % 65 % 1% 65 % 0% 43 % 0%
| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
3 S. Il 4 2 1 35 2 100 100 100
' pyogenes ||l 1 0 0 8 0 100 100 100
1\, 0 0 0 5 0 20 26 100
yhteensa 105 102 101 148 102 320 104 326 108 400
% 100 % 100 % 96 % 145 % 97 % 314 % 99 % 320 % 103 % 392 %
| 91 100 87 100 63 100 52 100 75 100
] 0 2 0 1 7 0 100 2 100
4, S. aureus
1l 1 0 0 0 0 0 54 0 100
\Y) 0 0 0 1 0 11 0 58
yhteensa 93 102 87 101 65 108 52 265 77 358
% 100 % 100 % 94 % 99 % 70 % 106 % 56 % 260 % 83 % 351 %
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| 65 75 91 100 97 100 86 100 68 100
_ I 0 0 0 44 1 100 1 100 1 100
5. E. coli
I 0 0 0 12 0 100 0 100 0 100
\Y 0 0 0 1 0 100 0 100 0 100
yhteensi 65 75 91 157 98 400 87 400 69 400
% 100%| 100%| 140%| 209%| 151%| 533%| 134%| 533%| 106%| 533%
| 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Bac- I 6 17 19 6 28 10 17 2 10
6. teroides
ool I 8 18 1 11 1 5 5
ragilis
IV 1 2 0 0 2 2 2 0 0 0
yhteensi 109 127 137 107 141 113 124 104 115 107
% 100%| 100%| 126% 84%| 129% 89%| 114% 82%| 106% 84 %
| 100 100 5 0 0 0 0 0 0 0
Prevotella 1, 18 9 0 0 0 0 0 0 0 0
7. melani-
: I 3 7 0 0 0 0 0 0 0 0
nogenica
IV 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
yhteensi 121 117 5 0 0 0 0 0 0 0
% 100%| 100% 4% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
| 100 100 100 100 100 100 91 100 100 100
o P. aeru- I 3 2 0 10 1 100 2 100 3 100
: ginosa I 0 1 0 0 0 100 0 100 1 100
\Y 0 0 0 2 0 100 0 100 0 100 o —
yhteensi 103 103 100 112 101 400 93 400 104 400 &7
% 100%| 100% 97%| 109% 98%| 388% 90%| 388%| 101%| 388% N




