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Tassa opinnaytetydssa tutkimuksen kohteena ovat nielutulehdukset ja nieluviljelyssa toisinaan
vaikeasti l6ydettavat bakteerit. Tutkimuksen tarkoituksena on arvioida, kuinka luotettava nielun
streptokokkiviljelyn tulos on ja jaako nieluviljelysta tunnistamatta non-hemolyyttisia A-streptokok-
keja eli Streptococcus pyogenes-bakteereita. Lisaksi tarkastellaan, kuinka paljon Arcanobac-
terium haemolyticum-bakteeria esiintyy nieluviljelynaytteissa. Opinnaytetydssa tuodaan esille Le-
mierren-oireyhtyman aiheuttajabakteeri, Fusobacterium necrophorum. Bakteeria ei kuitenkaan
tutkita, koska kaytdssa ei ole nielun anaerobiviljelya.

Opinnaytety6 tehtiin HUSLABIn Kliinisen mikrobiologian Bakteriologian yksikolle, jossa oli tarve
tutkia nieluviljelysséa helposti tunnistamatta jadvia nielutulehdusten aiheuttajia. Opinnaytetytn tu-
losten pohjalta Bakteriologian yksikko sai tietoa, kuinka runsaasti non-hemolyyttisia A-streptokok-
keja ja Arcanobacterium haemolyticum-bakteereja esiintyi nielundytteissa. Tietoa saatiin lisaksi
kayttssa olevien menetelmien tehokkuudesta ja soveltuvuudesta nykyiseen naytevirtaan.

Negatiivisiksi vastatuista eSwab-nielunaytteista (n=253) etsittiin non-hemolyyttisia Streptococcus
pyogenes-kantoja Abbott ID NOW™ Strep A 2 -molekulaarisen testin avulla. Liséaksi Arcanobac-
terium haemolyticum-bakteeria etsittiin negatiivisilta nieluviljelymaljoilta (n=1541) ja tarvittaessa
pesakkeitd tutkittin VITEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla. Kaytettavissa ollut tutkimusai-
neisto koostui HUSLABIN Bakteriologian yksikdn potilasnielunaytteista, joten naytteita ei erikseen
tarvinnut kerata.

Negatiivisten nielundytteiden (n=253) joukosta I6ytyi positiivisia A-streptokokkikantoja kahdeksan
(8) kappaletta (3,16 %), joista yksi (1) kappale osoittautui non-hemolyyttiseksi A-streptokokiksi
(0,4 %). Arcanobacterium haemolyticum-bakteeria ei [0ytynyt yhtdan negatiivisilta nieluviljelymal-
joilta (n=1541). Tutkimuksen perusteella non-hemolyyttisid A-streptokokkikantoja esiintyy vahan
negatiiviseksi vastatuissa nieluviljelynaytteissa (0,4 %), mutta A-streptokokkikantoja jaa seulon-
nassa toisinaan huomaamatta (3,16 %). Arcanobacterium haemolyticum-bakteeria ei esiintynyt
taman tutkimuksen nielunayteotoksessa lainkaan (0,00 %).

Aiempien tutkimuksien perusteella non-hemolyyttiset Streptococcus pyogenes-kannat voivat ai-
heuttaa my6s invasiivisia ja vakavia infektioita, jopa epidemioita. Taman takia non-hemolyyttisten
A-streptokokkikantojen tunnistaminen ja diagnosointi on tarke&a. Arcanobacterium haemolyti-
cum-bakteerin hidas ja heikko kasvu vaikeuttaa bakteerin tunnistamista viljelymaljoilta. N&in ollen
on hyva pitdad mielessa nama bakteerit mahdollisina nielupatogeeneina ja muistaa bakteerien
olemassaolo.

Avainsanat Streptococcus pyogenes, non-hemolyyttinen Streptococcus py-
ogenes, A-streptokokki, Arcanobacterium haemolyticum, Fusobacte-
rium necrophorum, nielutulehdus, nieluviljely
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This thesis targets pharyngitis and bacteria that are difficult to detect in the throat culture. The
purpose of my study was to research how much non-hemolytic Streptococcus pyogenes (group
A Streptococcus) occurs in throat samples and what is their clinical meaning. More over purpose
of my study was to sort out how much Arcanobacterium haemolyticum-bacteria occurs in throat
culture. This thesis also mentions Fusobacterium necrophorum-bacteria, but it is not being inves-
tigated, because there is no anaerobic cultivation of the throat available.

This study of thesis was made to Hospital District of Helsinki and Uusimaa laboratory (HUSLAB)
Clinical microbiology Bacteriology units in Helsinki, Finland. They had a need for a study of bac-
teria, which are easily left undetected in the throat. Based on the results of this thesis the HUSLAB
Bacteriology units received information on the high prevalence on non-hemolytic Streptococcus
pyogenes and Arcanobacterium haemolyticum as well as on the effectiveness and suitability of
its methods for the current sample stream.

A total of 253 negative throat samples were re-examined using the Abbot ID NOW™ Strep A 2
molecular assay. In addition, Arcanobacterium haemolyticum was searched on 1 541 negative
culture plates. If it was necessary, the colonies were also examined with a VITEK® MS MALDI-
TOF -analyzer. The available research material consisted of patient samples from the patients of
HUSLAB Bacteriology unit. The samples did not need to be collected separately.

In negative throat samples there were eight (8) positive Streptococcus pyogenes (3,16 %) found
and one (1) of them was a non-hemolytic Streptococcus pyogenes (0,4 %). Arcanobacterium
haemolyticum weren’t found on any of the throat cultivation (=1541). In the conclusion of this
study, it was found that non-hemolytic Streptococcus pyogenes are present in a small number of
negative throat samples (0,4%). Sometimes Streptococcus pyogenes was missing in the culture
(3,16 %) for some reason. Arcanobacterium haemolyticum-bacterium were not present in this
study (0,00 %).

Finally based on the previous studies, non-hemolytic Streptococcus pyogenes may also cause
invasive and serious infection. Fast identification and diagnosis of non-hemolytic Streptococcus
pyogenes is important. Study also shows, that low and weak growth of the Arcanobacterium hae-
molyticum makes it difficult to identify them from the culture plates. When looking at the results,
it is good to keep in mind these possible pathogens and their existence.

Keywords Streptococcus pyogenes, non-hemolytic Streptococcus py-
ogenes, group A Streptococcus, Arcanobacterium haemolyticum,
Fusobacterium necrophorum, pharyngitis, throat culture
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Késitteet ja lyhenteet

Abbott ID NOW™ Strep A 2= Molekulaarinen testilaite, joka hyddyntéa isotermaalista
nukleiinihappomonistustekniikkaa A-streptokokki-infektion toteamiseksi.

Bakteeriviljely= Menetelm4, jolla bakteereita kasvatetaan laboratorioissa. Viljely toimii
yhtena osana bakteeridiagnostiikkaa.

BHS= B-hemolytic Streptococci, B-hemolyyttinen streptokokki.

Eksoentsyymit, toksiinit= Elion aineenvaihdunnan tuottamaa myrkyllista ainetta. Esi-
merkiksi bakteerien tuottamat hemolysiinit.

GABHS= Group A B-hemolytic Streptococci, ryhman A $-hemolyytinen streptokokki.
GAS= Group A Streptococci, ryhman A streptokokki.

Gramvarjays= Varjaysmenetelma, joka varjaa grampositiiviset ja -negatiiviset bakteerit
eri varisiksi niiden soluseinien rakenteen perusteella.

Hemolyysi= Punasolujen hajoaminen. Streptokokit jaetaan hemolyysiryhmiin niiden he-
molyysikyvyn mukaan: alfa (a), beeta () ja non (y).

In vitro= Keinotekoisissa olosuhteissa.

Katalaasitesti= Strepto- ja stafylokokkien erotusdiagnostiikkamenetelma. Streptokokit
eivat tuota katalaasientsyymia eli nd&ma bakteerit eivat kykene hajottamaan vetyperoksi-
dia vedeksi ja hapeksi. Katalaasinegatiiviset bakteerit eivat saa kuohumisreaktiota ai-
kaan.

Lemierren= Oireyhtyma4, jossa esiintyy vasemman sisemman kaulalaskimon markainen
laskimoveritulppa, joka voi lahettaa tulppia eri puolelle kehoa esimerkiksi maksaan,
keuhkoihin tai jopa luuytimeen. Oireyhtyma liittyy nielutulehduksiin. Oireyhtyman aiheut-
tajana on yleensa Fusobacterium necrophorum-bakteeri.

MALDI-TOF= Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight-analysaattorin
menetelman toiminta perustuu massaspektrometriaan. Laitteella pystytdaan tunnista-
maan naytteesta erilaisia proteiineja, peptideja ja polymeereja. Saatua informaatiota ver-
rataan tietokantaan ja saadaan selville bakteerilaji.

O-hemolysiini= Bakteerien tuottama happilabiili eli epavakaa hemolysiini (SLO), osal-
listuu hemolyysireaktioon.

PCR= Polymerase Chain Reaction eli polymeraasiketjureaktio on menetelma, jossa lam-
potilojen vaihtelun ja alukkeiden avulla monistetaan eksponentiaalisesti esimerkiksi
DNA:ta.

Vieritesti= POC (point of care) eli "pikatesti” on hoitopaikkatesti, joka suoritetaan poti-
laan lasn& ollessa nopeasti.

S-hemolysiini= Bakteerien tuottama happivakaa hemolysiini (SLS), osallistuu hemolyy-
sireaktioon.

Tonsilliitti= Nielutulehdus, nielurisatulehdus, angiina.
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Viljelyagarmalja= Viljelyalusta, jonka agarille bakteerinaytteet viljellaan. Esimerkiksi
streptokokkiselektiiviselle CO-maljalle eli kolistiini-oksoliinihappo-maljalle viljella&n
yleensa streptokokkinaytteita.

a= Alfa, kreikkalainen kirjain, kirjaimistossa ensimmainen kirjain.

B= Beeta, kreikkalainen Kirjain, kirjaimistossa toinen Kirjain.

Y= Gamma, kreikkalainen kirjain, kirjaimistossa kolmas kirjain.
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1 Johdanto

Taman opinnaytetydn mielenkiinnon kohteena olivat nielutulehdukset ja nieluviljelyssa
vaikeasti havaittavat bakteerit. Nielutulehdukset ovat yleisimpié syitéd hakeutua perus-
terveydenhuollon piiriin jokaisessa ikaluokassa. Nielun bakteeri-infektioissa yleisin tau-
dinaiheuttaja on A-streptokokki eli Streptococcus pyogenes. Arcanobacterium
haemolyticum-bakteerin esiintyvyys nielunaytteissa on noin 0,5-2,0 % (Carlson — Jarvi-
nen 2010: 154). A. haemolyticum kasvaa hitaasti ja heikosti, joten sen esiintulo on
haasteellisempaa laboratorio-olosuhteissa. Opinnaytetydssa tuodaan esille myés
Fusobacterium necrophorum-bakteeri, joka aiheuttaa Lemierren-oireyhtymaa.
Fusobacterium necrophorum-bakteeria ei kuitenkaan tutkita tdssa opinnaytetydssa,
koska nielun anaerobiviljelya ei ole laboratoriossa saatavilla.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli arvioida, kuinka luotettava nielun streptokokkiviljelyn tu-
los on ja jaako nieluviljelysta tunnistamatta non-hemolyyttisia A-streptokokkeja eli S.
pyogenes-bakteereita. Negatiiviseksi todetut eSwab-nielunaytteet (n=253) tutkittiin uu-
delleen Abbott ID NOW™ Strep A 2 -molekulaarisen testin avulla. Tutkimuksen tarkoi-
tuksena oli selvittéda, kuinka paljon negatiiviseksi vastatuista viljelytuloksista muuttuisi
molekulaarista menetelmaa kayttamalla positiivisiksi. Lisaksi tarkastelun kohteena oli hi-
taasti viljelyssa kasvava A. haemolyticum-bakteeri. Tarkoituksena oli selvittaa, kuinka
paljon A. haemolyticum-bakteeria esiintyy nieluviljelynaytteissa. A. haemolyticum-bak-
teeria etsittiin negatiiviseksi vastatuilta nieluviljelymaljoilta (n=1541). A. haemolyticum-
bakteerin osalta analysointimenetelméana kaytettiin VITEK® MS MALDI-TOF -analysaat-

toria.

Opinnaytetyd laadittiin  Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin laboratoriolle,
HUSLABIle, Kliinisen mikrobiologian Bakteriologian yksikolle Meilahteen, Helsinkiin. La-
boratoriolla oli tarve tutkia nielutulehdusten aiheuttajia, jotka jaavat viljelyssa helposti
tunnistamatta. Opinnaytety6n tulosten pohjalta Bakteriologian yksikkod sai tietoa mene-
telmiensa tehokkuudesta ja soveltuvuudesta nykyiseen naytevirtaan. Opinnadytetyd on

15 opintopisteen kokonaisuus, joka kuuluu bioanalyytikko (AMK) tutkinto-ohjelmaan (210
op).



Aiheeseen oli mukava tarttua, koska aihe oli mielenkiintoinen ja tutkimukselle seka tut-
kimuksen tuomalle uudelle tiedolle ja tuloksille oli selkea tarve. Opinnaytetyon tarkoituk-
sena oli siis tutkia, kuinka paljon non-hemolyyttisid A-streptokokkikantoja jai havaitse-
matta nieluviljelyssa ja mika oli naiden non-hemolyyttisten kantojen kliininen merkitys
seka onko nielun negatiivinen streptokokkiviljelyn tulos luotettava. Lisaksi tutkittiin, pal-

jonko A. haemolyticum-bakteeria esiintyi nielunaytteissa.

Aiempien tutkimusten perusteella opinnaytetydn aihe on ajankohtainen ja tarkea niin la-
boratorion kuin potilaan hoidon kannalta. Useat aiemmat tutkimuksen painottavat, ettei-
vat kaytdssa olevat rutiinitutkimukset ole aina tarpeeksi herkkia havaitsemaan non-he-
molyyttisid A-streptokokkikantoja. A. haemolyticumin hidas ja heikko kasvu taas vaikut-
tavat A. haemolyticumin tunnistamiseen. Vaikka non-hemolyyttiset A-streptokokki-kan-
nat ovat harvinaisia, on aiemmissa tutkimuksissa ilmennyt tapauksia, jotka johtivat va-
kaviin invasiivisiin infektioihin ja jopa kuolemaan saakka, koska diagnoosia ei saatu tar-
peeksi ajoissa. Olisiko ndma tapaukset voitu estaa, jos laboratorioiden diagnostiikka olisi
herkemp&aa mahdollisten non-hemolyyttisten A-streptokokkikantojen suhteen?

2 Bakteerien aiheuttamat nielutulehdukset

Nielutulehdukset ovat yleisimpia syitd hakeutua perusterveydenhuollon piiriin jokaisessa
ikaluokassa. Virukset esimerkiksi adenovirukset ja Epstein—Barrin virus ovat aiheuttajina
useimmissa nieluinfektiotapauksissa. Bakteeriperdisissa tartunnoissa yleisin aiheuttaja
on A-streptokokki eli S. pyogenes. Taman lisaksi B-hemolyyttiset streptokokkiryhmat
(BHS) C ja G (Streptococcus dysgalactiae subspecies equisimilis) voivat aiheuttaa nie-
lutulehduksia. A. haemolyticum ja F. necrophorum ovat erotusdiagnostisesti tarkeité nie-

lutulehduksien aiheuttajia. (Nielutulehdus: K&ypa hoito -suositus 2018.)

Bakteerit ovat yksisoluisia, tumattomia organismeja ja bakteerien elinolosuhteet vaihte-
levat. Osa bakteereista ovat fakultatiivisia eli ne pystyvat lisddntymaan niin hapellisissa
(aerobinen) kuin hapettomissa olosuhteissa (anaerobinen). Osa bakteereista ovat joko
aerobisia tai anaerobisia. (Yleistd mikrobeista 2018.) Bakteerin soluseiné antaa baktee-
reille ominaisen muotonsa ja soluseinan rakenne on monien antibioottien toimintameka-
nismien perustana. Soluseinan rakenne jakaa bakteerit grampositiivisiin ja -negatiivisiin.
(Vaara ym. 2010: 21.)
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S. pyogenes ja A. haemolyticum ovat grampositiivisia bakteereita. S. pyogenes on muo-
doltaan kokkibakteeri ja A. haemolyticum on sauvabakteeri. (Nousiainen — Tarvainen —
Aaltonen — Carlson 2000; A-ryhman streptokokki 2016.) F. necrophorum on gramnega-
tiivinen sauvabakteeri (Nuikka — Jarva — Meri 2018). Grampositiivisilla bakteereilla on
paksu soluseiné ja gramnegatiivisilla bakteereilla on ylimaarainen ulkomembraani solu-
seindssaan. Seka grampositiivisilla ettd gramnegatiivisilla bakteereilla on soluseindssa
peptidoglykaanikerros, joka on mureiinia. Peptidoglukaanikerros on jaykka ja vaikuttaa

bakteerin muotoon ja kokoon. (Vaara ym. 2010: 21-22.)

Aikuisen vaeston nielutulehduksista 5—10 % on streptokokin aiheuttamia. Lapsilla ja kou-
luikaisilla A-streptokokki aiheuttaa 10—-30 % nielutulehdustapauksista. A-streptokokin ai-
heuttama nielutulehdus esiintyykin yleensa juuri leikki- ja kouluikaisilla lapsilla. Alle 3-
vuotiailla A-streptokokin aiheuttama nielutulehdus on harvinainen. (Lumio — Jalanko
2018.) A-, C-, ja G-ryhman streptokokit voivat aiheuttaa epidemioita. Tilannetta, jossa
15-20 % ryhmasta (esimerkiksi paivakoti, armeija tai perhe) sairastaa streptokokki-in-
fektiota kutsutaan epidemiaksi. Talldin on tarkeda tunnistaa epidemia ajoissa ja laakita
potilaat yhta aikaa. Nieluviljely on epidemiatapauksissa nielunaytteiden analysointime-
netelméana. (Nielutulehdus: Kaypa hoito -suositus 2018.)

Nielutulehdukset voivat olla kivuliaita ja kuumetta voi esiintyd. Lapsilla kurkkukivun voi
havaita lisdantyneena kuolaamisena ja ruokahaluttomuutena. (Lumio — Jalanko 2018.)
Potilailla ei yleensé bakteerin aiheuttamassa infektiossa ilmene lainkaan nuhaa eika ys-
k&a. Nuha ja yska viittaavat virusperaiseen infektioon. Virusperaiseen infektioon ei maa-
rata antibiootteja eli mikrobiladkkeitd, koska virusinfektiot paranevat itsestaan. (Eskeli-
nen 2016a.) Nielutulehdusten aiheuttajat ja ilmeneminen vaihtelevat niin vaestéryhman
kuin vuodenajan seké nielutulehdusten maarittelemisen ja paikallisten tutkimusten mu-

kaan (Nielutulehdus: Kaypa hoito -suositus 2018).

2.1 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes eli A-streptokokki kuuluu A-streptokokkiryhm&én (GAS) ja on
ryhman A B-hemolyyttinen streptokokki (GABHS) (Gera — Mclver 2013). S. pyogenes on
grampositiivinen kokkibakteeri ja aiheuttaa yleensé nielutulehdusta eli angiinaa (A-ryh-
man streptokokki 2016). S. pyogenes kykenee mygds aiheuttamaan vakavia infektioita

kuten verenmyrkytyksia (Vuopio-Varkila — Syrjanen — Kotilainen 2010: 102).
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Ulkonadltaan A-streptokokkipesékkeet ovat valkoharmaita, sileédhkoja ja kosteapintaisia.
Muodoltaan S. pyogenes-pesakkeet ovat selkedreunaisia ja kupolimaisia. A-streptokok-
kipesékkeet ovat halkaisijaltaan alle 0,5 millimetria. Bakteerin tunnistettavuuteen vaikut-
taa suuresti pesaketta ympardiva B-hemolyysivythyke, jossa veriagar muuttuu punai-

sesta kellertavaksi, kun bakteeri hajottaa verimaljan punasolut hemolysiinien avulla (Ku-

vio 1). Hemolyysivydhyke on bakteeripesaketta selvasti suurempi. (Spellerberg — Brandt
2016.)

Kuvio 1. S. pyogenes-bakteeripesakkeitd CO-verimaljalla. Bakteerin tuottama (3-hemolyysi on
taydellistd ja maljan agarissa esiintyy vaaleita vyohykkeita bakteeripesékkeiden ympa-
rillda. B-hemolyysissa maljan punasolut ovat pesékkeiden ympériltd hajonneet bakteerin
tuottamien S- ja O-hemolysiinien takia. CO-verimaljan vari on muuttunut bakteeri-
pesakkeiden ympariltd punaisesta kellertavan lapinakyvaksi.

A-streptokokilla on useita virulenssitekijoita, joiden avulla bakteeri pystyy valttamaan
isantansa puolustusjarjestelman (Walker ym. 2014). Esimerkiksi A-streptokokin solusei-
nan uloimman kerroksen kapseli koostuu hyaluronihaposta, joka toimii suojaavana teki-
jana fagosytoosia eli solusyontia vastaan. Soluseina siséltaa esimerkiksi M-proteiinia.
M-proteiinin avulla bakteeri puolustautuu elimiston puolustusjarjestelmaa vastaan. M-
proteiinin avulla A-streptokokkeja voidaan luokitella serotyyppeihin. A-streptokokki tuot-
taa eksoentsyymeja- ja toksiineja, kuten S- ja O-hemolysiineja. (Vuopio-Varkila ym.
2010: 102.) A-streptokokkibakteerilla on myds kyky hajottaa epiteelid aiheuttaen invasii-
visia eli elimiston siséisia infektioita (Walker ym. 2014).
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A-streptokokkeja voidaan serotyypityksen lisaksi tyypittdd emm-tyypityksella. Eri emm-
tyyppeja on loydetty yli 230 kappaletta. Emm-tyypitys perustuu M-proteiinia koodaavan
geenin sekvensointiin. Useimmiten vakavat infektiot ovat tyyppien emm1 ja emm3 ai-
heuttamia. (Vuorela ym. 2017.) Emm-tyypit 1, 3, 12 ja 28 aiheuttavat yleensa A-strepto-
kokkitartuntoja teollistuneissa maissa. Eri emm-tyypit ovatkin jakautuneet maantieteelli-
sesti ja sosioekonomisesti eri puolille maailmaa. Pinnallisia infektioita aiheuttavat emm-
tyypit 2, 4, 6, 12 ja 44/61. Invasiivisten infektioiden aiheuttajat ovat emm-tyyppeja 1, 3 ja
49. Tietyt emm-tyypit liittyvat tiettyihin infektioihin kuten akuuttiin reumakuumeeseen.
(Walker ym. 2014.) Vakavat A-streptokokki-infektiot aiheuttavat yleensa epidemia-aal-
toja. Bakteerien parantunut kyky levité ihmisesta toiseen on seurausta bakteereissa ta-
pahtuneista geneettisistd muutoksista. (Vuopio 2018.)

A-streptokokkien tyypillisia tartuntatapoja ovat kosketus- ja pisaratartunta. Tartunnan voi
saada myos ruoan vélitykselld, joka on kontaminoitunut. Itamisaika A-streptokokki-infek-
tiossa on noin 1 — 4 vuorokautta, jopa kuukausi, tartunnan saamisesta oireiden ilmene-

miseen. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2018; Vuopio-Varkila ym. 2010: 108.)

A-ryhman streptokokin aiheuttamassa infektiossa kuume nousee nopeasti, imusolmuk-
keet turpoavat seka nielu aristaa, punottaa ja nielussa esiintyy peitteita (Lumio — Jalanko
2018). Yleisoireet kuten pdénsarky, huonovointisuus ja oksentelu ovat mahdollisia infek-
tio-oireita A-streptokokkitartunnassa. A-streptokokki voi aiheuttaa ruusua ja sepsista eli
verenmyrkytystd, mutta talldin tartuntareitti on eri kuin nielutulehduksissa. Jos infektio
leviaa nielusta eteenpain, voi mahdollisesti esiintyd esimerkiksi valikorvan tai nenan si-
vuontelon tulehdus tai keuhkokuumetta. (Vuopio-Varkila ym. 2010: 103.) Potilaalla voi
esiintya lisdksi pernaalista eli perdaukon ihottumaa, markarupea, mansikkakieli tai kyn-
sivallin tulehdus. Nama I6ydokset puoltavat A-streptokokki-infektioita tyypillisten oireiden

(Taulukko 1) kanssa. (Nielutulehdus. Kéaypa hoito -suositus 2018.)

Jalkitautina A-streptokokki-infektiosta on tavattu reumakuumetta, joka vaurioittaa sydan-
lAppida. Reumakuumeen aiheuttaja on elimistdon immuunipuolustuksen reaktio eika niin-
k&an bakteeri. (Lumio — Jalanko 2018.) Immuunipuolustuksen reaktio on ristireaktio, joka
johtuu A-streptokokin uloimman seinan hyaluraanihaposta (Vuopio-Varkila ym. 2010:
102).
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Taulukko 1. Taulukossa on kuvattu yleisimmat A-streptokokin aiheuttamat nielutulehduksen oi-
reet (Nielutulehdus: Kaypa hoito -suositus 2018).

Tyypilliset oireet A-streptokokin aiheuttamassa nielutulehduksessa

Nielu kiped, varsinkin nieltdessa

Oireet iimaantuvat nopeasti

Nielurisoissa valkoista peitetta

Kuumetta yli 38,0 °C

Imusolmukkeet turvonneet ja aristavat kaulalla
Paansarky, pahoinvointi ja oksentelu

Ei nuhaa ja yskaa

A-streptokokki-infektio diagnosoidaan nieluviljelylla tai nieluvieritestilla. Tarvittaessa ne-
gatiivinen vieritestin tulos varmistetaan viljelymenetelmalla luotettavan tuloksen saa-
miseksi. (Nielutulehdus: Kaypa hoito -suositus 2018.) Jos epéillaan nielussa 3-hemolyyt-
tistd A-streptokokkia, pyyntoné on streptokokkiviljely eli Ps-StrVi (Bakteeri, nieluviljely,
laaja 2018).

Hoitona bakteeri-infektiossa kaytetaan antibiootteja eli mikrobiladkkeitd (Rantala 2013).
Mikrobihoito poistaa aiheuttajan, estaa taudin leviamista, lieventda oireita ja jalkitautien
iimaantumisen todennakoisyys pienenee. (Nielutulehdus: Kaypa hoito -suositus 2018.)
10 vuorokauden antibioottikuuri on nielutulehduksissa tavallinen, vaikka lyhyempikin
kuuri parantaisi taudin. Pidempi kuuri edistéaa bakteerin haviamista nielusta ja estaa jal-

kitautien esiintymista. (Lumio — Jalanko 2018.)

B-hemolyyttiset streptokokit ovat herkkia beetalaktaameille kuten kefalosporiineille ja pe-
nisilliinille. Penisilliinid, klindamysiinia, ensimmaisen polven kefalosporiinia tai makroli-
deja kaytetdan A-streptokokki-infektion hoidossa. Penisilliini ja klindamysiini tehoavat ja-
kautuviin soluihin, mutta klindamysiini estdd myods proteiinisynteesin. (Rantala 2013.) A-
streptokokilla ei esiinny resistenttiytta eli vastustuskykya penisilliinille. (Nielutulehdus:

Kaypa hoito -suositus 2018.)



2.2 Non-hemolyyttinen Streptococcus pyogenes

Non-hemolyyttinen Streptococcus pyogenes on S. pyogenes-bakteerin fenotyyppi eli il-
miasu, joka ei muodosta B-hemolyysia veriagarmaljalle S-hemolysiinin tuotannon hairiin-
tymisen takia. (Walker ym. 2014) Nieluviljely perustuu B-hemolyysin tunnistamiseen ve-
riagarmaljalta bakteeripesakkeiden ymparilta pesékkeiden morfologian liséksi. Ei-hemo-
lyyttinen eli non- eli gamma (y) -hemolyyttinen A-streptokokki voi jaada huomaamatta,
koska kyseinen bakteerikanta ei hajota punasoluja veriagarmaljalta eli hemolyysivy6hy-
kettd ei muodostu bakteeripesakkeen ymparille (Kuvio 2). (Purcell — Phelan — Doyle
2013.) Aiemmissa tutkimuksissa on painotettu, ettd non-hemolyyttiset kannat jaavéat hel-

posti huomaamatta normaalissa nieluviljelyjen seulonnassa hemolyysin puuttumisen ta-

kia. Viljelya pidetaan kuitenkin nykyisin hyvin toimivana menetelmana. (Cimolai — Trom-
bley — Bhanju 2002.)

Kuvio 2. Non-hemolyyttisid S. pyogenes-bakteeripesdkkeitd. Non-hemolyyttinen bakteeri ei he-
molysoi veriagarmaljalla eli bakteeri ei hajota lainakaan maljan punasoluja.

Non-hemolyytinen A-streptokokki on esimerkiksi Yhdysvalloissa aiheuttanut nielutuleh-
dus- jareumakuume-epidemian vuonna 1971. Nielutulehduksen jalkitautina tavattiin reu-
makuumetta. Ta&ma vahvisti, ettd non-hemolyyttiset A-streptokokkikannat voivat yhta hy-
vin aiheuttaa jalkitauteja kuin tavanomaiset B-hemolyyttiset A-streptokokki-kannat. (Pur-
cell ym. 2013.)



8

Non-hemolyyttisten A-streptokokkikantojen esiintyvyys on aiemmissa tutkimuksissa ollut
alhainen. Japanissa 1 690 kappaleen otoksessa oli 818 kappaletta positiivisia A-strepto-
kokkinaytteitd, joista 9 kappaletta osoittautuivat non-hemolyyttisiksi A-streptokokkikan-
noiksi (Yoshino ym. 2010). Esimerkiksi 361 kappaleen nielunayteotoksessa oli 3 % non-
hemolyyttisia A-streptokokkikantoja. Kanadassa 216 kappaleen otoksessa l6ytyi 1 non-
hemolyyttinen A-streptokokki-kanta. (Purcell ym. 2013.)

Eraan tutkimustapauksen epatyypillinen kliininen kuva ja naytteen erikoinen pesakemor-
fologia johtivat siihen, ettd nayte tutkittin 16S rRNA-sekvensoinnilla eli lajispesifisten
geenialueiden monistuksella seka fenotyyppien karakterisoinnilla. A-streptokokki tuottaa
S- ja O-hemolysiinia. Taudinaiheuttajaksi 16ydetty non-hemolyytinen A-streptokokki oli
mutantti S-hemolysiinitekijan suhteen. Bakteerin tuottama S-hemolysiini aiheuttaa A-
streptokokille ominaisen (-hemolyysin veriagarmaljalla, joten S-hemolysiinitekijan mu-
taation takia S-hemolyysia ei muodostu lainkaan. Tutkimuksessa painotetaan, etta A-
streptokokki aiheuttaa myos vakavia infektioita, joten diagnostiikan tulee olla luotettavaa
myds mutatoituneiden kantojen osalta. Tietoisuutta non-hemolyyttisista |0ydoksista tulee
lisata mikrobiologian laboratorioissa. (S6nksen — Ekelund — Bruun 2006.)

Erédassa tutkimuksessa veriviljelysséa ilmennyt epatyypillinen A-streptokokki oli non-he-
molyyttinen ja vaikea tunnistaa. Tama non-hemolyyttinen A-streptokokki-kanta tuottaa
vain O-hemolysiinia eika siksi saa aikaan B-hemolyysia, koska S-hemolysiini puuttuu.
Toisinaan myds epapuhtaudet kuten naytteenottokohdan lahialueiden mikrobit voivat
hairitd bakteerimaaritystd. Tutkimuksessa kehotetaan olemaan laboratorioissa tietoisia

varianteista A-streptokokkikannoista. (Turner — Gunn 2007.)

Jantsch ym. (2013) tutkimuksessa pehmytkudosnayte sekvensoitiin epaselvan diagnoo-
sin vuoksi ja A-streptokokki-kannan sag-operonissa havaittiin deleetio eli poistuma. Pe-
rimassa oli ennenaikainen lopetuskodoni S-hemolysiinia koodaavassa geenissa. Geeni
palautettiin plasmidivektorin avulla normaaliksi ja bakteerin ominaisuus tuottaa S-hemo-
lysiinia palautui. Samalla my6s bakteerin B-hemolyysikyky palautui. Tama viittaa siihen,
ettd SLS-geeni ja sagC-operoni ovat yhteydessa bakteerin toksisiin ominaisuuksiin. Ta-
paus osoitti bakteerin tunnistamisen vaikeuden rutiinitutkimuksissa, jos hemolyysireaktio
puuttuu pesékkeen ympaérilta bakteerikannan mutaation vuoksi. Analysoinnissa tulee
kiinnittad huomiota pesékkeisiin, joiden ymparilla ei ole hemolyysivythyketta eli punaso-
lut eivat ole hajonneet, mutta pesdkkeen ulkon&kd muistuttaa S. pyogenes-bakteeria eli

A-streptokokkia.



Yoshino ym. (2010) tutkimuksessa selvitettiin epf-geenisté (koodaa solunulkoista matrik-
sia) sag-operoniin (S-hemolysiinin tuotanto) valilla olevalla deleetiolla eli poistumalla ole-
van vaikutusta bakteerin fenotyyppiin ja S-hemolysiinin tuotantoon. Naiden tekijoiden
katsottiin olevan hairid bakteerin tunnistamiselle. Tutkimuksessa 818 kappaleen otok-
sesta loytyi 9 kappaletta non-hemolyyttisia A-streptokokkikantoja (1,1 %). Tutkimuk-
sessa painotettiin, ettd bakteeriviljelyssa on riski non-hemolyyttisten A-streptokokkikan-
tojen huomaamatta jadmiseen, vaikkakin kyseiset non-hemolyyttiset A-streptokokki-kan-

nat ovat harvinaisia.

2.3 Arcanobacterium haemolyticum

Arcanobacterium haemolyticum (ent. Corynebacterium haemolyticum) eli arkanobak-
teeri on Arcanobacterium-sukuun kuuluva tarkein ihmispatogeeni. A. haemolyticum kuu-
luu difteroideihin eli koryneformeihin. (Nousainen ym. 2000). A. haemolyticum on aero-
binen grampositiivinen sauvabakteeri, joka aiheuttaa nielutulehduksia yleensad 15-25
vuotiaille henkildille. Esiintyvyys nielunaytteista on noin 0,5-2,0 %. (Carlson — Jarvinen
2010: 154.)

A. haemolyticum-bakteerin peséke on pyorea ja pistemainen. Ulkonadltddn A. haemoly-
ticum-bakteeripesake on vaaleahko ja lapikuultamaton (Kuvio 3). Pesékkeen halkaisija
on noin 0,5 millimetria ja pesaketta ymparoi yleensa kapea -hemolyysivydhyke. (Al6s.)
Jos A. haemolyticum-pesékkeen kaapii pois verimaljan agarilta, ja& agarin pinnalle

tumma kuoppa siind kohdassa olleesta bakteeripesdkkeestda (Cummings ym.1993).
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Kuvio 3. Arcanobacterium haemolyticum-bakteeripesakkeitd, jotka ovat veriagarmaljalla piste-
maisena kasvustona. Tama A. haemolyticum-kanta on non-hemolyyttinen eli hemolyy-
sia ei ole nakyvissa.

Rokkomainen ihottuma, kuume, yska ja suurentuneet imusolmukkeet ovat mahdollisia
oireita A. haemolyticum-infektiossa. Taudille spesifiset iho-oireet ilmaantuvat tartunnan
alkuvaiheessa, joka voi hankaloittaa taudin tunnistamista oireiden perusteella. (Nousiai-
nen ym. 2000.) A. haemolyticum-bakteeri voi aiheuttaa sepsista eli verenmyrkytysta ja
diabeetikkojen jalkainfektioita (Carlson — Jarvinen 2010: 154).

A. haemolyticum-bakteeri kasvaa hitaasti, joten sen esiintulo on haastavaa laboratorio-
olosuhteissa (Carlson — Jarvinen 2010: 154). Kasvu voidaan todelta viljelymaljalta 24—
48 tunnin kuluttua viljelysta kasvatuksen jalkeen (Nousainen ym. 2000). A. haemolyti-
cum-bakteeria ei yleensa etsita normaalista nieluviljelystd, joten A. haemolyticumia epéai-

tédessa pyyntona tulee olla laaja nieluviljely eli Ps-BaktVi (Bakteeri, nieluviljely, laaja).

A. haemolyticum on tolerantti penisilliinille, joten antibiootti ei tapa bakteeria vaan estaa
bakteerin kasvua. Tama tuottaa ongelmia bakteeri-infektion hoidon suhteen. Makrolidit
ja niiden ryhmaan kuuluva erytromysiini tehoavat sen sijaan kyseiseen bakteeriin parem-

min. (Nousiainen ym. 2000.)



11

Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd nielussa esiintyy useammin B-hemolyyttisia
streptokokkeja kuin A. haemolyticum-kantoja (Carlson — Renkonen — Kontiainen 1994).
Tassa Carlson ym. (1994) tutkimuksessa 3 922 kappaleen nielundyteotoksesta l6ytyi A.
haemolyticum-bakteeria 0,5 % eli pienessa osassa otosta. Puolessa infektiotapaukista
A. haemolyticum-kanta oli ainoa nielussa esiintyva bakteeri ja puolessa tapauksista
esiintyi lisédksi my6s B-hemolyyttisia streptokokkeja. Tutkimus painottaa, ettd B-hemo-

lyyttiset streptokokit esiintyvat nielussa useammin kuin A. haemolyticum-bakteeri.

Mackenzie ym. (1995) tutkimuksessa A. haemolyticum-bakteeria tutkittin yhteensa
11 620 kappaleen nielunayteotoksesta. A. haemolyticum-bakteeria esiintyi 42 nayt-
teessa, erityisesti 15-18-vuotiailla henkilgilla. A. haemolyticum-bakteerin esiintyvyys
otoksessa oli 2,5 %. Tutkimus osoitti, ettd A. haemolyticum on patogeeni, jota esiintyy
erityisesti nuorilla henkil6illd, yleensa noin 15-18-vuotiailla.

Eréissa aiemmissa tutkimuksissa havaittiin, ettd A. haemolyticum-bakteerin nopea tun-
nistaminen on tarkeaa oikean antibiootin l6ytamiseksi. A. haemolyticum-bakteerin hidas
kasvu ja heikko hemolyysi hairitsevét bakteerin tunnistamista. (Volante — Corina — Con-
tucci — Cald — Artuso 2008.) Toisessa tutkimuksessa havaittiin, etté on tarkeaa tunnistaa
A. haemolyticum-kannat ja erottaa kannat muista laheisista taudinaiheuttajista. Myo6-
héaiseksi jaanyt bakteerin tunnistus voi aiheuttaa vakavia infektioita. (Parija ym. 2005.)
Eraissa tutkimuksissa havaittiin, etta A. haemolyticumin B-hemolyysi tuli ilmi nopeammin
ihmisveriagarmaljalla kuin lampaanveriagarmaljalla (Balikci — Topkayan— Belas 2011,
Gaston — Zurowski 1996).

2.4 Fusobacterium necrophorum

Fusobacterium necrophorum on gramnegatiivinen ja anaerobinen sauvabakteeri. Levi-
tesséan bakteeri aiheuttaa tyypillisesti nuorille perusterveille henked uhkaavan infektion,
joka kantaa nimea Lemierren. F. necrophorum-bakteeri on térkein Lemierren-oireyhty-
man aiheuttaja. Tarkeaa on diagnosoida ja hoitaa infektio mahdollisimman nopeasti,
jotta vakavilta jalkiseuraamuksilta valtytdan. Esiintyvyys Lemierren-oireyhtymalla on ar-
violta 0,8-1,5 infektiota vuodessa miljoonaa henkea kohden. Suomessa nain arvioiden
tapauksia on vuosittain 5-8 kappaletta. Taudin yleistymiselle viime vuosina on nahty
syind esimerkiksi mikrobilaakkeiden harkitumpi kaytté kuin ennen ja parantunut diagnos-
tiikka. F. necrophorum-infektion ominaisia 10ydoksia ovat F. necrophorum-positiivinen
veriviljely seké kuvantamistutkimuksilla kaulan ja pd&n alueen laskimoiden septiset trom-
boosit. (Nuikka ym. 2018.)
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Lemierren-oireyhtyma alkaa yleensa ylahengitystieinfektiolla, jolloin esiintyy tonsilliittia ja
seurauksena kurkkupaise. Infektiossa voi esiintya toispuoleisesti niska- ja kaulakipua.
Paiseesta bakteeri leviaa paan- ja kaulanalueelle ja septiset embolukset eli tulpat levia-
vat talta alueelta ympari kehoa esimerkiksi keuhkoihin, luihin, niveliin ja maksaan. F.
necrophorum voi jaddda huomaamatta, koska bakteeri vaatii anaerobiviljelya. Bakteeri
kasvaa lisaksi hitaasti. Metronidatsoli on suosittu mikrobilaake infektion hoitoon, koska
se tehoaa kaikkiin Fusobacterium-kantoihin. (Nuikka ym. 2018.) HUSLABIn Bakteriolo-
gian yksiktssa ei ole tarjolla nielun anaerobiviljelyd, joten kyseisessa laboratoriossa ei

F. necrophorum-bakteeria pystyta I6ytamaan ja diagnosoimaan.

Lemierren-oireyhtymaéan sairastavuutta sekéa kuolleisuutta edistéda F. necrophorum-bak-
teerin vaikea eristdmien ja tunnistaminen laboratorio-olosuhteissa. N&in hoito voi viivas-
tya. Erdéssa tutkimuksessa suositellaan kayttamaan kuvantamista taudin toteamisen tu-
eksi ja antibioottien nopeaa kayttéa. (Creemers-Schild ym. 2014.)

3 Bakteerien tutkiminen nielutulehduksissa

Nieluviljely on nielutulehduksien perusdiagnostiikkamenetelméa (Blomberg 2012a). Nie-
luvilielya pidetadn toimivana ja niin sanottuna standardimenetelméana muihin vastaaviin
testeihin verrattuna. Nieluviljelyn tulokseen vaikuttaa esimerkiksi tydntekijoiden koulutus
eli kuinka tyontekijat tulkitsevat bakteereita ja niiden ominaisuuksia viljelymaljoilta.
(Blomberg 2012b.) Viljelyn hyvia puolia ovat laajat jatkotutkimusmahdollisuudet kuten
antibioottiherkkyyden maaritykset. Viljelyn tulkintaa voi vaikeuttaa naytteeseen joutunut

normaalifloora. (Heikkild ym. 2005: 95.)

Nielundytteenottoon tulee kiinnittaa erityistd huomiota, silld nayte tulee ottaa potilaan
mahdollisesti peitteisista tonsilloista eli nielurisoista ja nielun takaseindsta naytteenotto-
tikulla. Naytteenottotikulla ei saa koskettaa kielté eik& hampaita. (Blomberg 2012a.) En-
nen nielundytteenottoa on hyva olla sydmatta ja juomatta seka valtettava erilaisten huuh-
teiden ja kurkkupastillien kaytt6a, jottei nielussa olevat bakteerit vahenisivat (Nielunayt-

teenotto).

Bakteeriviljelyssa nayte viljellaan elatusaineelle, jossa on suotuisat keinotekoiset olosuh-
teet bakteerille. Elatusaineissa on optimaalinen mééra esimerkiksi ravinneaineita ja suo-
loja. Bakteerit lisdéntyvat nopeasti ja eksponentiaalisesti elatusainemaljoilla. (Eskelinen

2016b.) Osa bakteereista vaatii happea lisaantydkseen ja osa bakteereista ei happea
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siedd. Bakteereja kasvatetaan viljelykaapeissa, joissa on otettu huomioon bakteerien
yksil6lliset kasvuolosuhteiden tarpeet. Osalla bakteereista lisddntyminen on optimaalista
hiilidioksidi lasna ollessa. Talloin bakteerien kasvatuksessa kaytetdan hyddyksi CO2-vil-

jelykaappeja, joihin lisataan hiilidioksidikaasua. (Heikkila ym. 2005: 35.)

Nayte viljelladn sopivalle elatusaineelle yleensa hajotusviljelytekniikalla manuaalisesti
kasin tai WASP-viljelyautomaatilla. Neljasosa maljan pinnasta pyyhitdan naytteenottoti-
kulla tikkua samanaikaisesti pyoritellen. Taman jalkeen ensimmainen hajotus tehdaan
puolelle maljalle puhtaalla viljelysauvalla. Sauvalla tehdaan viela toinen hajotus, joka tar-
koituksena on tuoda esiin yksittaiset bakteeripeséakkeet vilielméan kasvaessa. (Heikkila
ym. 2005: 105.)

Nieluviljelyt kasvavat niille suotuisissa olosuhteissa yleensa 1-2 vuorokautta (Heikkila
ym. 2005: 95) Nieluviljelymaljoihin lisatty lampaanveri on tavallisin ja parhaimmaksi ko-
ettu etenkin streptokokkeja ja niiden hemolyyttisid ominaisuuksia havaitsemaan (Heikkila
ym. 2005: 36). A-streptokokki kasvaa hyvin +37 °C ja 5-10 % hiilidioksidin lasna ollessa
(Gera — Mclver 2013).

3.1 Streptokokkien tunnistustestit

Bakteerit voidaan varjatd Hans Christian Gramin mukaan nimetyn varjayksen avulla
(Coico 2005; Vaara ym. 2010: 21). Gram-varjayksen avulla bakteerit voidaan luokitella
esimerkiksi grampositiivisiin ja -negatiivisiin kokkeihin sek& grampositiivisiin ja -negatii-
visiin sauvoihin mikroskooppia apuna kayttden (Nousiainen ym. 2000; A-ryhman strep-
tokokki 2016). Gram-varjayksessa grampositiiviset bakteerit varjaytyvat violeteiksi ja
gramnegatiiviset vaaleanpunaisiksi (Vaara ym. 2010: 21). Grampositiivisilla bakteereilla
on paksu, monikerroksinen peptidoglykaanikerros, joka sailyttéaa kristalliviolettivarin si-
sallaén ja bakteerit varjaytyvat violeteiksi. Gramnegatiivisilla bakteereilla sen sijaan on
ulkoinen solukalvo, mutta ohut peptidoglykaanikerros. Safraniini varjaa gramnegatiiviset

bakteerit vaaleanpunasiksi. (Gram-varjays.)

Hemolyysi tarkoittaa erytrosyyttien eli punasolujen hajoamista. Veriagarmaljalle viljellyt
bakteerit hajottavat veriagarmaljan punasoluja S- ja O-hemolysiinien avulla. Hemolysiinit
ovat eksotoksiineja, joka aiheuttavat hemolyysireaktion. Hemolyysireaktioita on kolmea
lajia ja ne tulevat esille veriagarmaljoilla (Kuvio 4). Hemolyysireaktioista B-hemolyysi on
taydellinen ja veriagar muuttuu punaisesta kellertavaksi ja samalla lapinakyvaksi S- ja

O-hemolysiinien takia. O-hemolysiini (SLO) on happilabiili eli epévakaa ja S-hemolysiini
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(SLS) on happistabiili eli happivakaa. Epataydellisessa a-hemolyysissa veriagar muuttuu
vihertavaksi. Tama vihertava a-hemolyysireaktio johtuu bakteerin tuottamasta vetyper-
oksidista, joka hapettaa veriagarmaljan punasolujen hemoglobiinin methemoglobiiniksi.
Non- eli gamma(y)-hemolyysi tarkoittaa tilannetta, jossa hemolyysivyohykettd ei muo-
dostu lainkaan bakteeripesakkeiden ymparille eli bakteeri ei hajota ollenkaan veriagar-

maljan punasoluja. (Sharma — Gupta 2014.) Hemolyysiominaisuus voi vaihdella riippuen,

minka elaimen verta agarmaljaan on lisatty (Anand — Gordon — Shaw — Fonseca — Olsen
2000).

Kuvio 4. Vasemalla B-hemolyyttinen Streptococcus pyogenes, keskella a-hemolyyttinen Entero-
coccus faecium ja oikealla non-hemolyyttinen Streptococcus pyogenes.

Katalaasitestilla pystytddn erottamaan esimerkiksi streptokokit stafylokokeista. Kata-
laasipositiiviset bakteerit tuottavat katalaasientsyymia, joka hajoittaa vetyperoksidin ha-
peksi ja vedeksi. Positiivinen tulos ndkyy seoksen kuplimisena. Katalaasia tuottamatto-
mat katalaasinegatiiviset bakteerit eivat muodosta kuplintaa, kun bakteerimassaa lisé-
tadn 3 %-vetyperoksidiliuokseen. Stafylokokit ovat katalaasipositiivisia ja streptokokit

ovat katalaasinegatiivisia. (Reiner 2010.)

B-hemolyyttiset streptokokit (BHS) voidaan jakaa eri ryhmiin agglutinaatiotestin avulla.
Bakteerit jaetaan soluseinan antigeenien perusteella eri Lancefieldin ryhmiin: A, B, C ja
G (D, F). (Rantala 2013.) Agglutinaatiotesti on nimitetty testin kehittdjan Rebecca Lan-
cefieldin mukaan. A-streptokokeilla on soluseindssaan antigeeni A, johon ryhmaspesi-
feilla vasta-aineilla paallystetyt agglutinaatiotestin latex-partikkelit sitoutuvat ja tapahtuu
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agglutinaatio. Agglutinaatio nakyy seoksen rakeisuutena testialustalla, jossa on baktee-
risuspensiota ja agglutinaatiotestin ryhmaspesifista reagenssia. (Streptococcal grouping
Kit).

Bakteerin tunnistus voidaan myds tehda kayttaen erilaisia biokemiallisia testeja tai me-
netelmia, joilla selvitetddn taudinaiheuttajan perima (Rantala 2013). A-streptokokki
eroaa muista p-hemolyyttiisista bakteereista basitrasiiniherkkyydensé vuoksi. A-strepto-
kokki muodostaa viljelymaljalle lisatyn basitrasiinikiekon ympaérille estorenkaan. (Blom-
berg 2012a.)

3.2 Abbott ID NOW™ Strep A 2

Abbott ID NOW ™ Strep A 2 -laite on molekulaarinen ja in vitro-testi, jonka analysointiaika
on noin kuusi minuuttia (Kuvio 5). Menetelmé&na toimii kvalitatiivinen ja isoterminen
nukleiinihappojen monistustekniikka, jossa templaatteja hytdynnetaan monistamisessa.
Sitoutuneet fluoresenssileimatut molekyylit tunnistetaan fluoresenssin avulla. Laite antaa
tuloksen nopeasti, koska isotermisen monistamisen takia lampétilojen muuttaminen ja

nukleiinihapon puhdistaminen jaavat valista. (Abbott.)

Isoterminen menetelma toimii suhteellisen alhaisessa seka tasaisessa lampdtilassa. Me-
netelmé& on nopeampi ja halvempi kuin markkinoilla olevat PCR (Polymerase Chain
Reaction) -monistuslaitteet, joita kaytetaan periman monistamiseen lampétila eroja hyo-
dyntéen. (Kerttula — Lavikainen 2017.) Negatiivinen vastaus saadaan Abbott ID NOW™
Strep A 2 -laitteella kuudessa minuutissa, positiivinen tulos jopa 2—3 minuutissa (Abbott).
Abbott ID NOW™ Strep A 2-laitteen herkkyys on 98,5 % ja spesifisyys 93,4 % (Alere™
i strep A 2 on nyt ID NOW™ strep A 2).
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Kuvio 5. Kuvassa Abbott ID NOW™ (Alere™ i) -laite, jolla analysoitiin negatiiviseksi vastattuja
nielunaytteita uudelleen etsien niistd non-hemolyyttisia A-streptokokkikantoja, jotka ei-
vat hemolysoi veriagarmaljalla.

3.3 VITEK® MS MALDI-TOF

MALDI-TOF (=Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight) -analysaatto-
rin toiminta perustuu massaspektrometriaan ja laitetta kaytetaan bakteerien lajimaarityk-
seen kliinisen mikrobiologian laboratorioissa. Analysaattorilla pystytaan tunnistamaan
naytteesta erilaisia proteiineja, peptideja ja polymeereja. Mikrobien tunnistaminen perus-
tuu tyhjiéputkessa lentavien eri ionien nopeuseroihin. Saatuja parametreja verrataan tie-
tokantaan, jossa on esimerkiksi tiettyjen bakteerien parametreja. Kasite TOF (=time of
flight) eli lentoaika kuvaa analysaattorin menetelmaa, jossa kappaleet lentavat masso-
jensa koon takia tyhjioputkessa eri nopeuksilla eri ajassa. (MALDI-TOF Mass Spectrom-
etry, VITEK® MS; Singhal — Kumar— Kanaujia — Virdi 2015.)

Bakteeripesakkeista perdisin oleva bakteerimassa levitetdan metalliselle naytelevylle ja
paallystetdan matriksilla. Matrikseja on erilaisia ja kaytettava matriksi valitaan tutkittavan
kohteen mukaan. Matriksi koostuu happamista molekyyleista, orgaanisista aineista ja
useimmiten tislatusta vedesta. Laitteen 337 nanometrin aallonpituudella toimiva laser-
sade hoyrystda matriksin ja absorboi energiaa lasersateesta. Tapahtuu ionisaatio, jossa
nayte varautuu sahkdoisesti, kun energia siirtyy naytteeseen. Massa-varaussuhde mita-
taan. Naytteestd ja matriksista muodostuneet ionit kiihdytetddn sahkokentan avulla ja

ionit jarjestyvat tyhjioon eri jarjestyksessa massakoon perusteella. Lentoaika, jonka ioni
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kulkee tyhjion lapi, mitataan. Lentoaika on riippuvainen varauksen ja massan suhteesta.
Pienet ionit etenevat nopeammin tyhjion lapi. Lentoputken ionipeili korjaa ionien valisia
eroja ja tarkentaa mittausta. Muodostuneita spektreja verrataan tietokantojen tietoihin ja
saadaan maaritettya oikea bakteerilaji naytteelle. (MALDI-TOF Mass Spectrometry, VI-
TEK® MS; Singhal ym. 2015.)

3.4 Xpert® Xpress Strep A

GeneXpert® -laitteessa menetelmana toimii reaaliaikainen-PCR eli polymeraasiketjure-
aktio. (GeneXpert® 1V). PCR-menetelmalla pystytddn monistamaan esimerkiksi taudin-
aiheuttajan DNA:ta ja tunnistamaan siitéa alukkeiden avulla DNA-jaksoja. Lampdtilojen
vaihtelun avulla kaksijuosteinen perima saadaan avautumaan, monistumaan ja alukkeet
sitoutumaan avautuneisiin yksijuosteisiin DNA-molekyyleihin. Sykleja toistetaan noin 30
kertaa ja saadaan lopputuotteena monistettua DNA:ta. (Nukleiinihappojen monistami-
nen.) Reaaliaikaisessa-PCR -menetelmassa voidaan naytteista mitata etsittdvan DNA-

jakson maaraa merkkiaineiden avulla reaaliaikaisesti. (QPCR-menetelma).

Xpert® Xpress Strep A -testissd on korkea herkkyys (100 %) ja spesifisyys (94.1 %)
laitteen molekulaarisen menetelméan ansiosta. (Xpert Xpress Strep A — Nyt saatavilla!
2017) Laite havaitsee reaaliaikaisen-PCR -menetelméan avulla leimatun kohdesekvens-
sin monistetuista nukleiinihapoista. Strep A -testikasetti sisaltdd maaritykseen tarvittavat
reagenssit ja tutkittava nayte lisatédan valmiiseen testikasettiin. A-streptokokkipositiivinen

tulos saadaan jopa 18 minuutissa. (GeneXpert® I1V.)

4 Tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyo liittyy nielutulehduksiin, joiden aiheuttajat ovat toisinaan haastavasti ha-
vaittavissa nykyisilla diagnosointimenetelmillda. Opinnaytetyén tarkoitus oli selvittaa,
kuinka luotettava nielun negatiivinen streptokokkiviljelytulos on, paljonko non-hemolyyt-
tisia A-streptokokkeja jai huomaamatta viljelymenetelm&a kaytettdessa ja mikéa oli non-
hemolyyttisten A-streptokokkien kliininen merkitys. Tulosten pohjalta HUSLABIn Bakte-
riologian yksikko sai tietoa ovatko analyysimenetelmat tarpeeksi herkkid maarittamaan

non-hemolyyttisia A-streptokokki-kantoja.

Liséksi tutkittiin, paljonko Arcanobacterium haemolyticum-bakteeria esiintyi nielunayt-

teissa. Nykyisin nielunaytteitd kasvatetaan vuorokausi, mutta A. haemolyticum-bakteeri
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vaatisi pidempiaikaista kasvatusta. Tutkimuksen avulla saadaan selville, onko A.
haemolyticum-bakteeria helpompi havaita pidempaan kasvaneilta nieluviljelymaljoilta ja

taytyyko kasvatusaika olla pidempi, jotta kyseinen kanta saataisiin esiin nielunaytteista.

Tutkimuskysymykset:

1) Kuinka luotettava negatiivinen nielun streptokokkiviljelyn (Ps-StrVi) tulos on?

2) Kuinka paljon non-hemolyyttisia A-streptokokkeja esiintyy nielunaytteissa?

3) Kuinka paljon Arcanobacterium haemolyticumia esiintyy nielunaytteissa?

4) Mika on non-hemolyyttisten streptokokkikantojen kliininen merkitys?

5 Opinnaytetyon toteutus

Tutkimus toteutettiin HUSLABIn Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa Bakteriologian
yksikdssé Meilahdessa, Helsingissa viikoilla 46—49 vuonna 2018. Opinnaytetydssa kay-
tettiin paaasiallisina analysointimenetelména Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitetta, jolla
tutkittiin 253 kappaletta negatiiviseksi vastattuja eSwab-nielunaytteita etsien naytteista
non-hemolyyttisia A-streptokokkeja. Toisena analysointimenetelmana kaytéssa oli VI-
TEK® MS MALDI-TOF -analysaattori, jonka avulla tunnistettiin negatiivisilta nieluviljely-
maljoilta (n=1541) mahdollisia A. haemolyticum-bakteereita. Xpert® Xpress Strep A -

testia kaytettiin Abbott ID NOW Strep A 2 -testin referenssimenetelmana.

5.1 Naytteiden kerddminen

Tutkimuksessa kaytetyt nielundytteet olivat potilasnaytteita. Nielundytteet saapuvat eri
HUSLABIN toimipisteistad Bakteriologian laboratorioon analysoitavaksi. Naytteet saapui-
vat tutkimusohjekirjan mukaisesti geelikuljetusputkissa (esimerkiksi Transpocult) tai nes-
temaisissé kuljetusputkissa (eSwab) (Streptokokki, viljely, (beetahemolyyttinen strepto-
kokki), nielueritteestd). Geelikuljetusputkissa saapuneet naytteet viljelladn kasin CO-
maljoille, mutta eSwab-nielunaytteet viljellaédn kayttden apuna WASP-viljelyautomaattia,
joka viljelee nielundytteen viljelymaljalle. Non-hemolyyttisen A-streptokokin osalta tutki-

muksessa oli mukana vain eSwab-kuljetusputkiin otettuja naytteita.
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Nielunaytteet viljeltin CO-maljalle (kolistiini-oksoliinihappo), joka on selektiivinen strep-
tokokkimalja, joka sisaltdd lampaan verta. Streptokokkiselektiivisyyden vuoksi strepto-
kokkien kasvu on maljalla optimaalinen. CO-viljelymalja on ravinnerikas ja juuri talla mal-

jalla streptokokkien hemolyysikyky tulee hyvin ilmi. (Petts 1984.)

Nielunaytteiden viljelemisen jalkeen maljat menivat kasvamaan COz-kaappiin ja itse nie-
lundyteputket menivat nieluhuoneeseen sdilytykseen odottamaan vastausta, minka jal-
keen naytteistd valikoitui satunnainen otos mukaan tutkimukseen (n=253). Nielunayte-
maljat seulottiin ja bakteeripesékkeet analysoitiin normaaliin tapaan yhden vuorokauden
kasvatuksen jalkeen nielupisteessa eli maljoilta etsittiin streptokokkeja muistuttavia -
hemolyyttisia pesékkeita. Pesékkeista tehtiin agglutinaatiotesti, joka antaa vastaukseksi
A, G, C tai B-streptokokki. Potilas sai vastauksen normaaliin tapaan ja taman jalkeen
nielunayteputki siirtyi tutkimusaineistoksi opinnaytetyéhon.

Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitteella analysoitavat negatiiviseksi vastatut nielunaytteet
(n=253) non-hemolyyttisten A-streptokokin etsintaan valittiin satunnaisesti eSwab-nielu-
naytteista. Nielunaytteitd ei valikoitu muuten kuin ottopaivanmaaran eli naytteen tuoreu-
den suhteen. Naytteina pyrittiin kayttdmaan edellispdivana viljeltyja naytteita, jolloin nayt-
teet ovat mahdollisimman tuoreita ja ainakin negatiivinen vastaus oli jo vastattu My+ -
potilastietojarjestelméaén. Naytevirta oli sen verran runsasta, ettei naytteiden tuoreuden
suhteen ollut ongelmaa. Naytteeksi valikoitui satunnaisesti ndytteita naisilta ja miehilta

seka eri ikaluokista ja hoitoyksikoista.

Tuore nielunayte mahdollistaa optimaalisen tuloksen Abbott ID NOW™ Strep A 2 -lait-
teella. Nielunaytetta voi sailyttaa 72 tuntia huoneenlammassa tai jaakaappilampoétilassa.
Naytetta taytyy myos olla riittavasti oikean tuloksen saamiseksi ja nayte tulee olla oikein
otettu. Kosketusta kieleen, hampaisiin ja poskiin tulee valttaa nielunaytetta otettaessa,

jotta naytteesta tulisi edustava. (Abbott.)

A. haemolyticumin etsimisessa kaytettiin negatiiviseksi seulottuja nieluviljelymaljoja
(n=1541). Ajanjaksolta 11.11. — 20.11.2018 kerattiin kaikki yhden vuorokauden kasva-
neet negatiivisiksi nielupisteella todetut nieluviljelymaljat lisdkasvatukseen kahdeksi vuo-
rokaudeksi CO»- eli hiilidioksidiviljelykaappiin. Maljoja kasvatettiin lisda kaksi vuoro-
kautta, joten CO-viljelymaljat olivat CO;-viljelykaapissa kokonaisuudessaan kolme vuo-
rokautta A. haemolyticum-bakteerin hidaskasvuisuuden vuoksi. Talla pyrittin maksimoi-
maan bakteerin I6ytyminen ja testaamaan pidemman kasvatusajan vaikutusta bakteerin

kasvamiseen.
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5.2 Naytteiden analysointi

Non-hemolyyttisia A-streptokokkeja etsittiin negatiivisiksi vastatuista eSwab-nieluviljely-
naytteista kayttamalla Abbott ID NOW™ Strep A 2 -analysaattoria. A. haemolyticum-
bakteeria etsittiin nieluviljelymaljoilta kayttden VITEK® MS MALDI-TOF -analysaattoria
(Kuvio 6). Negatiiviseksi vastatut eSwab-nielundytteet analysoitiin Abbott ID NOW™
Strep A 2 -laitteella, joka antaa tulokseksi A-streptokokki positiivinen tai negatiivinen.
Laitteella etsittiin non-hemolyyttisia A-streptokokkikantoja, jotka eivat non-hemolyysin ta-
kia tule aina valttamatta esiin maljojen seulonnassa yhden vuorokauden kasvatuksen

jalkeen.

Tutkimuspaivind Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitteella tutkittavat nielunaytteet varmis-
tettiin My+ -potilastietojarjestelmasta negatiivisiksi, jolloin naytteet sopivat tahan tutki-
mukseen. Negatiiviseksi todetut nielunaytteet syotettiin Excel-laskentataulukkoon ja ajet-
tiin satunnaisessa jarjestyksessa Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitteella. Kokonaisuudes-
saan negatiivisiksi todettuja eSwab-nielunaytteita tutkittiin Abbott ID NOW™ Strep A 2 -

testilld yhteensa 253 kappaletta. Nayteitad analysoitiin paivassa noin 20 kappaletta.

Opinnaytetytn toteutus aloitettiin Alere™ i Strep A -laitteella. Uusi versio laitteesta saa-
pui tutkimuksien aikana, jolloin laite sai uuden nimen Abbott ID NOW ™. Laite sdilyi sa-
mana, mutta paivitettyjen reagenssien johdosta analysointiaika lyheni noin 2 minuuttia.
Negatiivinen vastaus saatiin vimeistddn 6 minuutissa, positiivinen nopeamminkin. (Ab-
bott). Tydvaiheista jai pois naytevastaanottimen lAmmitys. Tama nopeutti ja suoravii-
vaisti tydnkulkua selvasti. Abbott ID NOW™ Strep A 2 -testilla negatiiviseksi vastatuista
nielunaytteista saadut positiiviset A-streptokokkitulokset varmistettiin Xpert® Xpress
Strep A -testilla.

Viljelymaljoilta, joilta etsittiin A. haemolyticum-bakteeria tehtiin paatds bakteerin peséke-
morfologian perusteella VITEK® MS MALDI-TOF -analyysista. Tutkimuksen aikana VI-
TEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla tehtiin analyyseja 213 kappaletta A. haemolyti-
cum-bakteeria epéiltdessa eli noin 14 % koko otoksesta (n=1541). VITEK® MS MALDI-
TOF -analyyseja tehtiin keskimaarain 23 kappaletta paivassa. VITEK® MS MALDI-TOF
-analyyseista 182 kappaletta onnistui (85 %). Epdonnistumisen syyna oli esimerkiksi,
ettei naytetta ollut riittavasti. Osasta heikko- ja niukkakasvuisista maljoista tehtiin puh-

dasviljelmia pesékkeista, jotka nayttivat etsimaltdmme bakteerilta.
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Puhdasviljelm& on yhdestd bakteeripesékkeesta tehty puhdas viljelmd&, jossa on vain
yhta bakteeria (Heikkila ym. 2005: 95). N&in ollen joistakin maljoista tehtiin useampia
VITEK® MS MALDI-TOF -analyyseja. Kolme vuorokautta kasvatettuja viljelymaljoja tar-
kasteltiin paivassa noin 19-297 kappaletta. Keskimaarin viljelymaljoja tarkasteltiin 171

kappaletta paivassa.

Sivulla 22 olevan kuvion avulla tutkimuksen kulku on helpompi hahmottaa. Ensimmai-
sessd osassa (1) nielundyte saapui laboratorioon, nayte viljeltiin, kasvatettiin ja analy-
soitiin. Potilas sai taman jalkeen tuloksen My+ -potilastietojarjestelmaan. Toisessa
osassa (2a) negatiiviseksi vastattu eSwab-nayteputki valikoitui mukaan tutkimukseen,
jossa etsittiin non-hemolyyttisia A-streptokokkeja. Nayte analysoitiin Abbott ID NOW ™
Strep A 2 -testilla. Jos néayte oli A-streptokokkipositiivinen, tehtiin naytteesta viljelymalja,
jota kasvatettiin vuorokausi. Viljelymaljalla tuli ilmi bakteerin hemolyysi tai hemolyysin
puute. Kasvatuksen jalkeen maljalla olevista pesakkeistd, jotka muistuttavat A-strepto-
kokkia tehtiin agglutinaatiotesti ja VITEK® MS MALDI-TOF. Nama vahvistivat, oliko ky-
seessa S. pyogenes- eli A-streptokokki-bakteeri. Abbott ID NOW™ Strep A 2 -testilla
positiiviset naytteet varmistettiin positiivisiksi myos Xpert® Xpress Strep A -testilla (Kuvio
6).

A. haemolyticum-bakteerin etsimiseksi vuorokauden kasvaneet negatiiviset nieluviljely-
maljat kerattiin talteen tietyltd ajanjaksolta ja niita kasvatettiin lisda kaksi vuorokautta
COq-viljelykaapissa (2b). Yhteensa kolmen vuorokauden kasvatuksen jalkeen jokainen
nielupisteelld negatiiviseksi vastattu CO-viljelymalja luettiin Excel-laskentataulukkoon.
Maljoilta etsittiin A. haemolyticum-bakteeria tarkastelemalla maljalla kasvavia bakteeri-
pesakkeitd. Huomiota kiinnitettiin pesakkeiden kokoon, variin, lapinakyvyyteen ja hemo-
lyysiin. Tarvittaessa maljoja verrattiin referenssimaljaan, jossa kasvoi hemolysoimatonta

A. haemolyticum-bakteeria (Kuvio 3).

Maljalla kasvavien pesakkeiden muistuttaessa A. haemolyticum-bakteeria, tutkittiin pe-
sakkeet VITEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla, jolla varmistettiin maljalla olevien pe-
sakkeiden bakteerilaji. (Kuvio 6) Tarvittaessa alkuperaisiltd maljoilta tehtiin hajotus- tai
puhdasviljelmia tilanteen mukaan, jolloin saatiin lisda pesakkeita tarkasteluun ja VITEK®

MS MALDI-TOF -analyysiin. Maljoja tarkasteltiin yhteensd 1541 kappaletta.
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Nielunayte
Vastaus
Agglutinaatiotesti Viljely (+1urk) Vastaus 1
Positiivinen Negatiivinen
Malja (+2vrk) eSwab-nayteputki
Tarkastelua ja VITEK® Abbott ID NOW ™ Strep A 2
2b M5 MALDI-TOF
Positiivinen A Positiivinen 5. Negatiivinen 5.
ositiivinen A.
haemolyticum Negatiivinen A. pyogenes pyogenes
haemaolyticum
CO-malja (+1vrk) Xpert® Xpress Strep A

Agglutinaatiotesti

VITEK® MS MALDI-TOF

2a

Kuvio 6. Kuviossa on esitettyna nielunaytteiden kulku non-hemolyyttisten A-streptokokkien (eS-
wab) ja A. haemolyticum-bakteerien (viljelymalja) osalta. Kuvio auttaa hahmottamaan
tutkimuksen ja naytteiden kulun kokonaisuutta.

Tutkimukseen, jossa etsittiin non-hemolyyttisid A-streptokokkeja valikoitui eniten lasten
nielunaytteita (Kuvio 7). Naisten nielunaytteité oli tutkimuksissa mukana enemman kuin
miesten (Kuvio 8). Naisten naytteita oli mukana Abbott ID NOW ™ -laitteella tutkittaessa

yhteenséa 162 kappaletta ja miesten 91 kappaletta.
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Kuvio 7. Kaikkien Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitteella tutkittujen eSwab-nielunaytteiden ikéja-
kaumat pylvasdiagrammissa esitettyna. Ikdjakaumassa tuodaan esille eri ik&luokkia
kuten lapset/kouluikéiset, nuoret aikuiset ja vanhukset.

Abbott ID NOW™ -[aitteella analysoidut
eSwab-nielunéaytteet ikaryhmittain jaoteltuna

(n=253)

o0 54
50 48

44

40
40 36
30
22
20
9
10
0
0-6v 7-14v 15-25v 26-35v 36-49v 50-64v yli 65v
SUKUPUOLIJAKAUMA

NIELUNAYTEOTOKSESSA (N=253)

Miehet
36 %

Naiset

64 %

Kuvio 8. Tutkimuksessa tutkittin Abbott ID NOW™ -laitteella eSwab-nielunaytteitd (n=253)
enemman naisilta kuin miehilta.
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6 Opinnaytetyon tulokset

6.1 Non-hemolyyttinen Streptococcus pyogenes

Negatiiviseksi vastatuista eSwab-nielunaytteista (n=253) I6ytyi Abbott ID NOW™ Strep
A 2 -laitteella uudelleen tutkittaessa 8 kappaletta positiivisia A-streptokokkinaytteita. Po-
sitiivisten A-streptokokkinaytteiden esiintyvyys koko otoksessa (n=253) oli 3,16 %. Var-
sinaisia non-hemolyyttisia A-streptokokkeja 8 positiivisen A-streptokokkindytteen jou-
kossa oli 1 kappale. Non-hemolyyttisyys tuli esille, kun néaytteet viljeltiin positiivisen tu-
loksen jalkeen viljelyagarmaljalle. Non-hemolyyttisten A-streptokokkien osuus koko otok-
sesta (n=253) oli 0,4 %. Testatuista nielunaytteista (n=253) 3 kappaletta (1,18 %) sai
tulokseksi invalid, joten varsinaista tulosta naista kolmesta naytteisté ei saatu (Kuvio 9).

Invalid; 3

Non-hemolyyttinen
A-streptokokki; 1

Negatiivinen A-streptokokki
Positiivinen A-streptokokki
u |nvalid

® Non-hemolyyttinen A-streptokokki

Kuvio 9. Aiemmin negatiiviseksi vastattujen nielunaytteiden (n=253) uudet tulokset molekulaari-
sella Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitteella tutkittuna.

Néayte numerolla 101 oli ainut positiivinen nayte, joka osoittautui veriagarmaljalla non-
hemolyyttiseksi A-streptokokki-kannaksi. Taulukosta kay ilmi, ettd kaikki Abbott 1D
NOW™ -laitteella saadut positiiviset A-streptokokkinéytteet olivat myds positiivisia
Xpert® Xpress Strep A -referenssitestilld analysoitaessa. A-streptokokkipositiivisia nayt-
teitd tarkasteltaessa huomaa, etteivat kaikki naytteet esimerkiksi olleet A-streptokokki-
ryhmapositiivisia agglutinaatiotestissa tai VITEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla S.
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pyogenes-positiivisia (Taulukko 2). Abbott ID NOW™ -|aitteella I0ydetyista A-streptokok-

Kipositiivisista naytteista naispuolisten naytteita oli 5 kappaletta ja miespuolisten nayt-

teita 3 kappaletta.

Taulukko 2. Téssa taulukossa on kaikki positiiviset A-streptokokkinaytteet, jotka analysoitiin
Abbott ID NOW™ Strep A 2 -laitteella. Negatiiviseksi vastattujen nielunaytteiden
otoksesta (n=253) I0ytyi 8 kappaletta A-streptokokki positiivista naytetta, joista 1
oli non-hemolyyttinen kanta.
Nayte Alkuperéi- | Abbott ID | Naytteen Xpert® Aggluti- VITEK® Non-hemo-
nen viljely, | NOW™ uudelleen- | Xpress naatiotesti, | MS lyysi,
+/- Strep A 2 viljely, Strep A A+ MALDI- S. pyogenes
maara: TOF,
+[++[+++ S. pyogenes
15 - + + + + + -
44 - + +++ + - - -
76 - + +++ + + - -
95 - + + + + - -
101 - + + + + + +
113 - + ++ + - - -
168 - + +++ + - - -
208 - + + + + + -

6.2 Arcanobacterium haemolyticum

Negatiivisilta nieluviljelymaljoilta (n=1541) ei I0ytynyt yhtd&n Arcanobacterium haemoly-

ticum-bakteerikantaa (Kuvio 10). Tutkimustuloksena voidaan pitaa sita, ettei A. haemoly-

ticum-bakteeria esiinny nieluviljelynaytteissa.
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Kuvio 10. Negatiivisilta nieluviljelymaljoilta (n=1541), joilta etsittiin A. haemolyticum-bakteeria VI-
TEK® MS MALDI-TOF -analysaattorin avulla 16ytyi paéasiassa nielun normaaliflooraa
ja Viridans-ryhman streptokokkeja, jotka ovat tavallisia bakteereita nielussa ja suussa.

Loydoksia negatiivisilta nieluviljelymaljoilta (n=1541) etsittaessa
A. haemolyticum-bakteeria VITEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla
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7 Tulosten tarkastelu

Non-hemolyytisten A-streptokokkien osuus tutkimuksessa jai pieneksi. Koko otoksesta
(n=253) loytyi 8 positiivista A-streptokokkia (3,16 %). A-streptokokkipositiivisten nayttei-
den joukossa oli varmasti 1 non-hemolyyttinen A-streptokokki (0,4 %). Aiemmissa tutki-
muksissa non-hemolyyttisten A-streptokokkikantojen osuus oli myds pienté. Purcell ym.
(2013) tutkimuksessa non-hemolyytisia kantoja l16ytyi 3 % ja Yosino ym. (2010) tutkimuk-
sesta kantoja loytyi noin 1,11 %. Nieluviljelyn negatiivista tulosta voidaan pitda luotetta-
vana, koska vain noin 3 % oikeasti positiivisista A-streptokokkikannoista jai huomaa-

matta koko otoksesta ja nieluviljelyn tulos on siten luotettava (96,84 %).

Yksi non-hemolyyttinen A-streptokokki tuli ilmi viljelymaljalla, jossa bakteeripesakkeiden
ymparille ei muodostunut hemolyysivyohykettd. Bakteeri varmistettiin agglutinaatiotes-
tilla ja VITEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla A-ryhmaiseksi S. pyogenes-bakteeriksi.
Tutkimus osoitti, ettd non-hemolyyttisid A-streptokokkeja esiintyy nielundytteissa. On

mahdollista, ettd seulonnassa huomatuissa positiivisissa nielundytteissa esiintyi myos
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non-hemolyyttisia A-streptokokkeja, vaikka maljoilla oli myds -hemolyyttista kasvustoa,

jonka takia naytteet menivat jatkoviljelyyn.

Taman tutkimuksen tulokset mukailivat aiempia tutkimustuloksia, joissa non-hemolyytti-
sid A-streptokokkeja oli tutkittu. Aiemmissa tutkimuksissa non-hemolyyttisia A-strepto-
kokkikantoja ei esiintynyt mydskaan runsaana (Purcell ym. 2013). Aiempien tutkimuksien
perusteella hon-hemolyyttiset A-streptokokkikannat voivat aiheuttaa myds invasiivisia ja
vakavia infektioita, jopa epidemioita, joten non-hemolyyttisten kantojen tunnistaminen ja

diagnosointi on tarkeaa (Sénksen ym. 2006).

Kaikki uudet positiiviset (n=8) A-streptokokkildydokset olivat peraisi 0—10 vuotiailta poti-
lailta. Lapsilta nielunaytteenotto on yleensé haastavampaa kuin aikuisilta, joten naytetta
ei saada valttamatta tarpeeksi ja nayte on niukka. N&in ollen nayte ei valttamatta kasva
tarpeeksi runsaana viljelymaljalla ja A-streptokokki jaéa siten huomaamatta. Haastavan
naytteenottotilanteen takia nayte voi olla otettu vaaralta alueelta eli naytteenottotikku ei
ole osunut peitteisiin nielurisoihin vaan esimerkiksi kieleen, hampaisiin tai poskiin. Tallgin
nayte on otettu vaarasta paikasta ja bakteeria ei mahdollisesti ole paassyt naytteeseen

runsaasti.

Kaikki tekijat, jotka vaikuttavat naytteeseen ja sen laatuun ennen naytteen saapumista
laboratorioon kutsutaan preanalyyttisiksi tekijoiksi (Heikkilda ym. 2005: 99). Nielunayt-
teenottotavat voivat poiketa toisistaan eri laboratorioissa ja eri henkildiden suorittamana,

vaikka naytteenotto-ohjeet ovat kaikkialla samantapaiset.

Tutkimuksessa mukana olleet naytteet saapuivat Bakteriologian yksikk6on analysoita-
vaksi eri laboratorioista ja eri henkildiden ottamina, joten naytteenottotavoissa voi esiin-
tya eroja, joita ei tassa tutkimuksessa ole voitu huomioida. Potilaiden ohjeistus voi poi-
keta eri laboratoriossa toisistaan. Ennen nielunaytteenottoa potilasta ei valttamatta ole
ohjeistettu olla sydbmatta ja juomatta ennen nielunaytteenottoa tai annettuja ohjeita ei
noudateta. Esimerkiksi sairaan lapsen nielukipu voi altistaa naytteenotto-ohjeiden huo-
miotta jattamiselle ja talldin lapset voivat olla juoneet tai sydneet juuri ennen naytteenot-

toa. Tam& muuttaa nielun bakteerimaaraa ja vaaristaa nieluviljelytulosta.

Lapset voivat olla mahdollisesti A-streptokokin kantajia, koska jopa kymmenell& prosen-
tilla esiintyy nielussa A-streptokokkia, mutta heilla ei ole oireita (Lumio — Jalanko 2018).

Talloin bakteeri ei valttamatta kasva viljelymaljalla yhté runsaana kuin potilailla, joilla on
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selkeéat A-streptokokki-infektion oireet. Lapsilla tiettyjen A-streptokokkityyppien esiinty-
minen voi olla myds mahdollista. Bakteerikannan hidas kasvu lapsipotilaiden naytteiden

kohdalla voi olla mahdollista.

Nieluviljelymaljojen seulonnan epatarkkuus ja inhimilliset virheet kuten A-streptokokki-
kasvuston huomaamatta jddminen voivat olla mahdollisia bakteerin heikon kasvun
vuoksi. Toisinaan nieluviljelymaljojen seulonnassa jaad huomaamatta esimerkiksi valta-
kasvuston alta B-hemolyyttinen A-streptokokki, jos naytteeseen on esimerkiksi eksynyt
paljon suun normaaliflooraa haastavan naytteenottotilanteen vuoksi. Viljelymaljojen kas-
vatus voi olla jostain syysta epaonnistunutta. Muita syita bakteerin kasvamattomuudelle
voi olla esimerkiksi viljelymaljojen toimimattomuus tai nielunaytteiden sailytyksen epaon-

nistuminen.

Tutkimuksessa kaytetty Abbott ID NOW™ -molekulaarinen testilaite on hyvin herkka
(98,5 %). Laite soveltuisi hyvin vieridiagnostiikkaan hoitoyksikon yhteyteen. Laite ei yk-
sinaan kerro, onko bakteeri naytteessa elava vai kuollut. Abbott ID NOW ™ -laite oli mie-
lestani helppokayttdinen, nopea ja kayttajaystavallinen. Pidan sitd myods luotettavana
sen korkean herkkyyden ja spesifisyyden ansiosta. Laite toimisi varmasti hyvin paivys-
tyskaytossa tai pienempien toimipisteiden laboratorioissa. Laitteen kaytdén oppi hopeasti
laitteen sen selkeyden ja yksinkertaisuuden vuoksi.

A. haemolyticum-bakteeria ei l6ytynyt yhtaan tutkimuksessa tarkastelluilta nieluviljely-
maljoilta (n=1541). Nieluviljelymaljoilta 16ytyi nielun normaaliflooraa ja Viridans-ryhman
streptokokkeja, jotka ovat tavallisia bakteereita ihmisen suussa (Soukka — Gaebler —
Meurman 2017). Tutkitut nieluviljelymaljat olivat kolmen vuorokauden kasvatuksen jal-
keen hankalia tarkasteltavia, koska kasvusto maljalla oli runsasta. On mahdollista, etta
heikko- seka hidaskasvuinen A. haemolyticum-bakteeri peittyi valtakasvuston alle. Mal-
jojen lukijan kokemus bakteerien pesdkemorfologian ja ulkonadn tunnistamisessa voi

my0s vaikuttaa.

Aiemmissa tutkimuksissa A. haemolyticum-bakteerin esiintyvyys ei ole ollut korkea. A.
haemolyticum-bakteerin esiintyvyys on ollut puolesta prosentista (Carlson 1994) kahteen
ja puoleen prosenttiin (Mackenzie ym. 1995; Carlson — Jarvinen 2010.) A. haemolyticum-
bakteeri vaatisi pidemman kasvatusajan hitaan kasvun vuoksi, joten kyseista bakteeria
epdillessa tulee pyytaa laaja nieluviljely (Ps-BaktVi) eika nielun streptokokkiviljelya (Ps-

StrVi) (Bakteeri, nieluviljely, laaja).
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Aiempien tutkimusten perusteella A. haemolyticum-bakteeri on kuitenkin hyva pitaa mie-
lessa mahdollisena nielupatogeenina (Parija ym. 2005). Nain ollen nielupisteenkin tyon-
tekijéiden on hyva harjaantua A. haemolyticumin tunnistamisessa silta varalta, etta bak-
teeria ilmenee seulonnassa nielundytemaljoilla. Nielunéytevirrat ovat niin suuria, ettei
naytteita ole mahdollista kasvattaa pidempaa aikaa nielupisteella. Koska A. haemolyti-
cum-bakteeria ei l6ytynyt tassa tutkimuksessa, ei viljelymaljojen lisdkasvatus valttdmatta

nostaisi bakteerin esiintymistiheytta laboratoriossa.

HUSLABIn Bakteriologian yksikdssa pidetaan tilastoa diagnostiikassa l6ytyneista non-
hemolyyttisista A-streptokokkikannoista. Laboratorioon saapuneesta koko nielunayte-
maarista noin 30 % paatyy seulonnasta jatkoviljelyyn (StrJVi). Naista noin 1 % on non-
hemolyyttisia kantoja, yleisimmin A- tai C-streptokokkia. Ajanjaksolta 8/2018-2/2019 la-
boratorioon saapui yhteensa 44 867 nieluviljelynaytetta. Niista 160 kappaletta oli non-
hemolyyttisid-kantoja, jotka huomattiin viljelymaljojen seulonnassa ja tutkittiin seka vas-
tattin normaaliin tapaan. Non-hemolyyttisten kantojen osuus koko tamé&n ajanjakson
naytteista oli 0,37 %. Eniten eli 79 kappaletta non-hemolyyttisista kannoista oli A-strep-
tokokkia, C-streptokokkia oli 77 kappaletta ja G-streptokokkia oli vain 4 kappaletta.

Terveyden- ja hyvinvoinnin laitos (THL) on tyypittanyt 22 kappaletta laboratoriossa ajalta
19.11.-14.12.2018 |oytynyttd non-hemolyyttista A-streptokokki-kantaa. Kaikki tyypitetyt
kannat (n=22) olivat tyyppia emm4.0. Tama emm-tyyppi 4.0 kuuluu viiden yleisimman
emm-tyypin joukkoon. Kannoista 10 kappaletta (10/22=45 %) olivat peraisin espoolaisilta
potilailta ja 5 kappaletta (5/22=23 %) peraisin helsinkildisilta potilailta. Loput naytteista
(7/22=31 %) olivat peraisin muualta. Vaikuttaa siltd, etta kyseessé on ollut epideeminen

non-hemolyyttinen kanta, joka on levinnyt ihmisten kesken tietylla alueella.

8 Pohdinta

8.1 Luotettavuus

Tyoskentelin huolellisesti tehdessani tutkimusta. Kasittelin naytteita tarkasti ja tunnolli-
sesti. Kaikki tutkimuksessa tehdyt asiat ja tutkitut naytteet Kirjattiin Excel-taulukkoon,
mika lisda luotettavuutta tutkimuksessa. Jos oli ongelmia, sain opinnaytetyén ohjaajal-
tani apua ongelman ratkaisemiseksi. Kaikki tutkimuksessa tekemani asiat pyrin kuvaa-

maan opinnaytetydssa mahdollisimman tarkasti. Kaytin opinnaytetydssatyéssa mahdol-
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lisimman luotettavia lahteitd seké& etsin tietoa monipuolisiesti niin kotimaisista kuin ulko-
maalaisista tutkimuksista ja artikkeleista lahdekriittisesti. Merkitsin lahdeviitteet selkeasti
niin tekstiin kuin lahdeluetteloon Metropolian ohjeiden mukaisesti, jolloin lukija voi tutus-

tua tietojen alkuperaan.

Abbott ID NOW™ -Jaitteella saadut positiiviset A-streptokokkitulokset negatiivisiksi vas-
tatuista nielunaytteistd varmistettiin ensin agglutinaatiotestilla ja sitten VITEK® MS
MALDI-TOF -analysaattorilla. Jos kasvu oli runsasta ja hyvin puhdasta A-streptokokki-
kantaa eli S. pyogenes-bakteeria, vastattiin tima potilaan hoitoyksikkéon. Lisaksi posi-
tiiviset A-streptokokkipositiiviset nieluviljelynaytteet analysoitiin Xpert® Xpress Strep A -
laitteella Abbott ID NOW™ - tuloksen varmistamiseksi. Tulokset olivat jokaisen positiivi-
sen naytteen kohdalla yhtenevaisia. Kaikki positiiviset eSwab-nielundytteet sailytettiin
jaékaappilampotilassa, jotta naytteet sailyisivat paremmin ja olisivat edelleen edustavia
lisaviljelyja- ja analyyseja varten. Abbott ID NOW™ -laitteelle tehtiin aina positiivinen ja

negatiivinen kontrolli, kun reagenssiera vaihtui.

A. haemolyticum-bakteeria etsittdessé negatiivisilta viljelymaljoilta pyrittiin pitamaan laa-
tua ylla ja joka paiva tutkimaan A. haemolyticum-bakteeria muistuttavia pesakkeita. VI-
TEK® MS MALDI-TOF -analysaattorilla analysoitaessa kontrollina on E. coli. Kun A.
haemolyticum-bakteeria etsittiin streptokokkinegatiivisilta viljelymaljoilta, kaytettiin refe-
renssimaljana viljelymaljaa, jossa kasvoi A. haemolyticum-bakteeria. Referenssimaljaan
oli hyva verrata pesakkeitda, joita tarkastelin tutkimusmaljoilta. Perehdyin myds A.

haemolyticum-bakteerin ulkondkd6n erilaisten lahteiden kautta.

Vieritestilaitetta kaytettaessa tulee muistaa, etté varsinkin lapsipotilaiden negatiivinen tu-
los tulee varmistaa viljelylla. Vieritestit soveltuvat tilanteeseen, jossa potilas odottaa pai-
kan paalla testin valmistumista ja vastausta, koska vastaus saadaan nopeasti. Epide-
miatilanteissa tulee kayttaa viljelymenetelmaa eika vieritesteja. Laitteen herkkyys tulee
testata aidossa kayttdymparistdssa ennen sen kayttéa diagnostiikassa. (Nielutulehdus:
Kaypa hoito -suositus 2018.) Abbott ID NOW™ -laitteen herkkyys on molekulaarisen
menetelman takia kuitenkin niin korkea, ettei laitevalmistajan mielesta tulosta tarvitse

varmistaa viljelylla (Abbott).

8.2 Eettisyys

Tutkimuksiin liittyy eettisid ohjeita, jotka ohjaavat tutkimuksellista tyoskentelya. Aihetta

tutkivalla tutkijalla tulee olla aito kiinnostus uuden tiedon hankkimiseen ja tutkitun tiedon
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tulee olla luotettavaa. Vilppeja kuten esimerkiksi tulosten vaaristelya ei tutkimuksissa hy-
vaksyta. Tutkimuksen tekeminen ei saa tapahtua ihmisten kustannuksella tai loukata ke-
taan. Tutkimuksen tulee edistdd ammatinharjoitusta. (Kankkunen — Vehvilainen — Julku-
nen 2013: 211-212.)

Opinnaytetydsta tehtiin Metropolian kanssa sopimus seka saatiin Helsingin ja Uuden-
maansairaanhoitopiiriltd hyvaksytty HUS-tutkimuslupa. Nama yhdessa mahdollistivat
tutkimuksen tekemisen. Tutkimuslupaan liitettiin esimerkiksi salassapitosopimus, EU:n

tietosuoja-asetusselvitys ja tutkimuksen rahoitussuunnitelma.

Opinnaytety6n tutkimuksessa oli eettinen nakdkulma. Potilaalle tuli ilmoittaa, jos nieluvil-
jelyssa negatiivisena vastattu nayte osoittautuikin myéhemmissa tutkimuksissa A-strep-
tokokkipositiiviseksi molekulaarisella testilla analysoitaessa. Muutamat uudet Abbott ID
NOWT™ -laitteella I6ydetyt A-streptokokkildydokset vastattiin hoitavaan yksikkdon, koska
kyseisen nielundytteen kasvusto oli hyvin runsasta ja puhdasta viljelymaljalla.

Tutkittavana oli oikeiden potilaiden naytteita, joita kasiteltiin potilasturvallisesti ja eetti-
sesti. Naytteet tutkittiin anonyymisti eika potilastietoja tuoda julki tassa opinnaytetyssa.
Naytteet olivat kuitenkin tunnistettavissa mahdollisten lisddiagnoosien varalta. Mahdolli-
nen infektioriski tuli ottaa huomioon naytteita kasiteltdessa. Aseptinen tydskentely ja eri-
laisien suojavalineiden kayttd vahentavat infektioriskia laboratoriossa tydskennellessa.

Toimin itse tutkimuksessa eettisesti. Sailytin naytteitd turvallisessa paikassa ja havitin
henkilotietoja sisaltéavat naytteet ohjeiden mukaisesti tietosuojattavaan jatteeseen. Ka-

sittelin tutkimusaineistoja Bakteriologian verkkoasemalla, joka on turvallinen ja suojattu.

8.3 Johtopaatokset

Negatiivinen nielun streptokokkiviljelyn (Ps-StrVi) tulos on luotettava, koska vain 3,16 %
negatiiviseksi vastatuista oikeasti positiivisista ndytteista jai tunnistamatta seulonnassa.
Negatiivisen nielun streptokokkiviljelyn luotettavuus on korkea (yli 95 %). Non-hemolyyt-

tisia A-streptokokkeja esiintyi 253 kappaleen nielunédyteotoksessa 1 kappale (0,4 %).

Arcanobacterium haemolyticum-bakteeria ei esiintynyt tutkimuksen nieluviljelymaljoilla
(=1541) lainkaan. On silti hyva pitaa mielessa, ettéd bakteeri voi olla mahdollinen nielu-
patogeeni aiemmin tehtyjen tutkimuksien perusteella, varsinkin jos kyseessa on nuori

aikuinen. Talldin tulee A. haemolyticum-bakteeri ottaa huomioon erotusdiagnostiikassa.
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Non-hemolyyttisten A-streptokokkien kliininen merkitys ei ole suuri, koska non-hemolyyt-
tisia kantoja esiintyi tutkimusotoksessa todella vahan (0,4 %). Non-hemolyyttinen A-
streptokokki-kanta voi aiheuttaa silti vakavia infektioita, jos ei bakteeria tunnisteta ajoissa
(S6nksen ym. 2006). Yleistasolla pieni kliininen merkitys voi olla yksilétasolla suuri. Esi-
merkiksi non-hemolyyttisen A-streptokokin aiheuttama raju infektio voi olla kohtalokas,

jos hoitoa ei saada aloitettua ajoissa bakteerin tunnistamisviiveen takia.

8.4 Kehittamisehdotukset

Non-hemolyyttisiin streptokokkikantoihin kohdistuvaa tutkimusta voisi kohdentaa esi-
merkiksi C- tai G-streptokokkiryhmiin ja etsia niistd non-hemolyyttisia kantoja. Tutkimuk-
sen kohteena voisi viljelyssé negatiivisten nielunaytteiden sijasta olla positiivisia nielu-
nayteita. Tassa tapauksessa voitaisiin tutkia, esiintyykd B-hemolyytisten streptokokkien
lisaksi samalla maljalla non-hemolyyttisia streptokokkikantoja. Ldydettyjen non-hemo-
lyyttisten streptokokkikantojen tyypittaminen laajemmin yhteistydssa Terveyden ja hyvin-
voinnin laitoksen kanssa vaoisi liittya tutkimuksen kehittamissuuntiin. Nain saataisiin laa-
jemmin tietoa, esiintyykd jotain tiettya streptokokkikantaa yleisemmin non-hemolyytti-
sena ja liittyyk® kantojen esiintymiseen vuodenaikavaihtelua. Tutkimusta voisi laajentaa

my6s muihin kuin nielunaytteisiin.

A. haemolyticum-bakteeria voi esiintya B-hemolyyttisten streptokokkien kanssa ja bak-
teerit voivat aiheuttaa yhdessa nielutulehduksen (Nousiainen ym. 2000). N&in ollen A.
haemolyticum-bakteerikantoja voisi etsia B-hemolyysi positiivisilta streptokokkinieluvilje-
lymaljoilta negatiivisten nieluviljelymaljojen sijasta. Jos positiivisia A. haemolyticum-mal-
joja loytyisi, mielenkiintoista olisi selvittda minkéa ikaiselta potilaalta nayte on ja ovatko
kaikki A. haemolyticum-positiiviset naytteet tietyltd maantieteelliseltd alueelta peraisin.
Viljelymalja, joille A. haemolyticum-naytteet tutkimuksessa viljeltaisiin voisi olla jokin muu
kuin CO-malja. CO-malja on tarkoitettu streptokokeille ja se estéda gramnegatiivisten sau-
vojen, basillusten ja stafylokokkien lisdksi myds difteroidien kasvua (Petts 1984). Joten
CO-malja ei valttamaétta ole optimaalisin maljavaihtoehto juuri A. haemolyticum-bakteerin
kasvamiselle. F. necrophorum-bakteerin osalta olisi mielenkiintoista koota tilastoja,
kuinka paljon bakteeria diagnosoidaan laboratoriossa, jossa nielun anaerobiviljelya on

saatavilla.
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8.5 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydn tavoitteena on tuoda esiin opiskelijan kykya soveltaa oppimiaan taitoja
seka tietoja. Tavoitteena on myos kehittédé opiskelijan kykyja ja luoda valmiuksia oman
alan asiantuntijatehtaviin. Opinnaytety6 tehdaan tiiviissa yhteistydsséa yhteistybkumppa-
nin kanssa viimeisena opiskeluvuotena. Nain olleen opinnaytetyd tehdaankin useimmi-
ten tydelaman tarpeisiin, mutta opinnaytetyon aihe liittyy lisaksi vahvasti opiskelijan kou-
lutusohjelmaan seké& opiskelijan omiin henkilokohtaisiin mielenkiinnonkohteisiin. (Metro-
polia.)

Koko opinnaytetytprosessi kehitti ammatillista kasvuani ja opetti tutkimusprosessin ete-
nemisesta. Opinnaytetydn vuoksi perehdyin nielutulehduksiin, nielutulehdusten aiheut-
tajabakteereihin seka tydssa kaytettaviin laitteisiin ja testeihin perusteellisesti. Opin pal-
jon lisaa aiheista ja tiedan nyt aihepiirista monipuolisemmin. Opinnaytety6ta tehdessa
paasin soveltamaan opintojaksoilta opittuja asioita kaytanndntydssa laboratoriossa.
Opinnaytetydn tydstaminen kehitti johdonmukaista ja prosessinomaista tytskentelya.
Tutkimusta tehdesséani taitoni tydskennella bakteriologisessa laboratoriossa kehittyivat.

Opin kasittelemaan bakteerinaytteita ja tydskentelemaan turvallisesti bakteerien kanssa.

Opinnaytety® eteni suunnitelman mukaisesti. Opinndytetydn suunnitelma laadittiin syk-
sylla 2018. Tutkimuksellisen osion tydstoon varattiin reilusti aikaa ja varauduttiin mah-
dollisiin ongelmiin ja viivastyksiin. Ongelmilta kuitenkin valtyttiin ja kaikki meni aikatau-
lussa suunnitelmien mukaisesti. Ennen opinnaytetydn alkua harjoittelu Bakteriologian la-
boratoriossa tuki valmiuksiani lahtea tydstdmaan opinnaytetyoté. Harjoittelun aikana
opin opinnaytetydn tutkimuksellisessa osuudessa tarvittavia bakteriologian perusmene-
telmia sek& tutustuin laboratorion toimintaan ja naytteiden kulkuun. Opinnaytetyon ra-
portin kirjoittamiselle varattiin myos riittavasti aikaa. Tamé varmasti vaikutti positiivisesti

opinnaytetyéhon.

Opinnaytetydprosessi kokonaisuudessaan eteni hyvin omalla painollaan kiinnostavan ai-
heen my6ta. Opinnaytetyota oli mukava tyostaa ja asioihin perehtyminen oli mielekasta,
koska aihe kiinnosti aidosti. Koko opinnaytetydprojekti oli opettavainen kokemus. Jal-
keenpéain ajateltuna, joitakin asioita opinnaytetyoprosessissa olisi voinut tehda parem-
min, mutta kokonaisuudessaan opinnaytetyd meni mielestani hyvin. Olen tyytyvédinen

lopputulokseen.
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