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Streptokokkien ja Staphylococcus aureuksen aiheuttamat infektiot ovat hyvin
yleisia ja osa niista voi aiheuttaa vakavia yleisinfektioita, kuten sepsista. Taudin-
aiheuttajan tunnistaminen on tarkeaa hoidon aloittamisen kannalta, koska bak-
teeriperaisia infektioita voidaan hoitaa antibiooteilla. Streptokokit ja S. aureus
voidaan tunnistaa kayttamalla immunologisia osoituskokeita. Luotettavat tulok-
set saadaan seuraamalla ty6ohjeita tarkasti ja toimimalla niiden mukaan.

Opinnaytetyon aihe saatiin Tampereen ammattikorkeakoulun sosiaali- ja ter-
veysalan yksikon bioanalyytikon tutkinto-ohjelman toimeksiantona. Tehtavana
on tuottaa ty6ohjeet bioanalyytikko-opiskelijoille bakteriologian opintojakson la-
boraatioihin neljasta eri osoituskokeesta, jotka ovat Biosynex® Strep A, Ulti-
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sopivat opetusmateriaaliksi. Tavoitteena on kehittda opiskelijoiden oppimista
harjoitustunneilla, parantaa omaa mikrobiologian osaamista ja perehtya tyéoh-
jeiden laatimiseen.

Opinnaytety0 sisaltaa raportin ja tuotoksen. Raportissa kerrotaan tarkemmin
opinnaytetydn eri osa-alueista, joita ovat taudinaiheuttajabakteerit, naytteenotto
ja immunologiset osoituskokeet. Lisaksi on kerrottu hyvista tyoohjeista, tutki-
musmenetelmasta, opinnaytetyoprosessista ja tuotoksesta. Tuotoksena teimme
neljat kuvalliset tyoohjeet, joista I0ytyy tarvittavat tiedot testin suorittamiseen.

Tyoohjeet testattiin nuoremman opiskelijaryhman bakteriologian laboraatiotun-
neilla. Heilta saadun palautteen perusteella tyoohjeita muokattiin ja sen jalkeen
tyoohjeet olivat valmiit kaytettaviksi.
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Streptococcus and Staphylococcus aureus cause very common diseases and
some of those may be life-threatening. Pathogens are important to identify in in-
itiating care. Streptococcus and S. aureus can be identified by immunological
methods.

The topic of this study was requested by the Biomedical Laboratory Science
Department of Tampere University of Applied Sciences. The purpose of this
study was to produce four easily understandable and compact working instruc-
tions for bacteriology laboratory classes to be used in teaching. The aim of this
study was to improve learning of the students and deepen our own knowledge
about bacteriology.

The thesis includes a comprehensive report and four working instructions. The
report presents the various components of the thesis that is the pathogens and
various tests methods. Working instructions are made for Biosynex® Strep A,
Ultimed™ Streptococcus A Cassette, PathoDxtra Strep Grouping Kit and Bio-
Rad Pastorex™ Staph-Plus — rapid tests and by following these instructions stu-
dents can learn how to perform tests. By following the working instructions relia-
ble test results can be obtained.

The working instructions were tested by first- and second-year Biomedical La-
boratory Science students. Based on their feedback, the working instructions
were revised and subsequently made available as educational material.

Key words: Staphylococcus aureus, Streptococcus, grouping of strepto-
cocci, working instruction
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1 JOHDANTO

Bioanalyytikon tutkinto-ohjelmaan Tampereen ammattikorkeakoulussa kuuluu
opintojakso bakteriologiasta. Opintojakson tavoitteena on, etta opiskelija oppii
muun muassa tuntemaan bakteriologiassa kaytettavia laitteita, valineita seka
analyysimenetelmia ja tekemaan bakteriologian perustutkimuksia luotettavasti.
Opintojakson aikana bioanalyytikko-opiskelija oppii tekemaan osoituskokeita,
joilla han pystyy osoittamaan taudinaiheuttajia erilaisista naytteista seka tunnis-
tamaan streptokokin ja stafylokokin toisistaan. (Tampereen ammattikorkeakoulu
n.d.)

Opinnaytetyon toimeksiantajana on Tampereen ammattikorkeakoulu. Aihe opin-
naytetyohon syntyi mielenkiinnosta mikrobiologiaan ja halusta tehda toiminnalli-
nen opinnaytetyd. Osoituskokeiden tekeminen oli meille mieleista omalla bakte-
riologian opintojaksolla, joten oli luontevaa lahtea tekemaan opinnaytetyota nii-
hin liittyen. Opinnaytetydmme tuotoksena teemme selkeat ja tiiviit tydohjeet
Tampereen ammattikorkeakoulun bioanalyytikko-opiskelijoiden kayttoon. Tyo-
ohjeisiin otamme kuvia, jotka kuvataan koulun opetuslaboratoriossa ja tyovai-
heissa kaytetaan koulussa olevia laitteita seka valineita. Opinnaytetydllemme
on tarvetta, koska laboraatiotunneilla tulee olla hyvat ja selkeat tydohjeet, jotta
opiskelijat tietavat miten jokainen tyOvaihe tehdaan ja tydohjeita naille testeille
ei ollut ennestaan. Tutkimustulosten takia on tarkeaa, etta kaikki tyovaiheet on
suoritettu oikein. Opinnaytetydn tavoitteena on lisaksi kehittdad mikrobiologian
osaamista perehtymalla opinnaytetydssa kaytettyihin testeihin ja niilla osoitetta-

viin taudinaiheuttajiin, seka oppia laatimaan tyoohjeita.

Paatimme rajata aluetta niin, etta opinnaytetyo sisaltaa nelja eri testia: Bio-
synex® Strep A, Ultimed™ Streptococcus A Cassette, Pathodxtra Strep Grou-
ping Kit ja Bio-Rad Pastorex™ Staph-Plus. Valitsimme nama osoituskokeet,
koska naille ei ollut ennestaan selkeita tyoohjeita suomeksi. Nama testit perus-
tuvat bakteerien antigeenien tunnistamiseen ja niissa maaritetaan yleisia taudin-

aiheuttajia, joita ovat streptokokkiryhmat A, B, C, D, F ja G seka Staphylococ-



cus aureus ja siksi niitd on tarkea oppia tunnistamaan. Nailla testeilld maaritet-
tavat taudinaiheuttajabakteerit voivat aiheuttaa jopa vakavia yleisinfektioita, ku-
ten esimerkiksi sepsista ja endokardiittia, ja siksi niiden maaritys ja hoidon aloit-
taminen mahdollisimman nopeasti on tarkeaa. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Koti-
lainen 2010). Useimmiten kuitenkin nielutulehdus on hoitoon hakeutumisen
syyna, ja sitd hoidetaan mikrobilaakkeilla (Carlson & Koskela 2011). Nailla tes-
teilld osoitettavia taudinaiheuttajabakteereita voi olla muullakin kuin nielussa, ja
esimerkiksi iholla olevat bakteeri-infektiot ovat kuudenneksi yleisin syy suoma-

laisten terveydenhuoltokaynneille (Kaypa hoito 2010).

Opinnaytetydssamme on kaksi osaa: raportti seka tuotos. Tuotoksena teemme
nelja kuvallista tydohjetta. Kuvalliset tydohjeet ovat tiivistetyt ja ne sisaltavat eri
tydvaiheet selkeasti. Kirjallisessa osassa kerromme tarkemmin tutkimusten me-
netelmista ja taudinaiheuttajista seka perehdymme siihen, millainen on hyva

tydohje.



2 TAUDINAIHEUTTAJABAKTEERIT

Normaalifloora koostuu eri alueilla erilaisista bakteereista, kuten streptokokeista
seka stafylokokeista ja siksi niiden |6ytyminen naytteesta ei ole aina kliinisesti
merkittavaa (Kaypa hoito 2010). Esimerkiksi Staphylococcus aureus kuuluu ne-
nan normaaliflooraan, mutta rikkoutuneella iholla se saattaa aiheuttaa infektion
(Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2010). Taudinaiheuttajabakteerien maa-
rittdminen naytteesta on tarkeaa, jotta hoito voidaan aloittaa tarvittaessa. Bak-
teerit voivat paasta rikkoutuneen ihon kautta kudoksiin seka verenkiertoon.
Iholla olevat bakteeri-infektiot ovat kuudenneksi yleisin syy suomalaisten tervey-

denhuoltokaynneille. (Kaypa hoito 2010.)

Nielutulehdukset ovat yleisimpia perusterveydenhuollon kayntisyita, koska niita
esiintyy kaikenikaisilla ja niitd voivat aiheuttaa monet eri taudinaiheuttajat. Nielu-
tulehdusten yleisyys vaihtelee vuodenajan mukaan. (Kaypa hoito 2018.) Suurin
osa nielutulehduksista on virusten aiheuttamia, mutta ne voivat olla myos bak-
teeriperaisia. Aikuisten nielutulehduksista vain 5-10 % on streptokokkien ai-
heuttamia. (Lumio & Jalanko 2018.) Bakteerien aiheuttama nielutulehdus vaatii
aina antibioottinoitoa. Bakteereista nielutulehduksen voivat aiheuttaa beeta-
hemolyyttisten streptokokkien ryhmat A, C ja G, joista yleisin on A-ryhman bee-
tahemolyyttinen streptokokki, joka aiheuttaa angiinaa. (Nykopp 2015.) Beeta-
hemolyyttiset streptokokit tarttuvat pisara- ja kosketustartuntana inmisesta toi-
seen. Tartunnan voi saada seka oireiselta potilaalta etta oireettomalta kanta-

jalta. Oireet ilmenevat 2-4 vuorokauden jalkeen tartunnasta. (Rantala 2013.)

Streptokokit jaetaan alfa-, beeta- ja ei-hemolyyttisiin kantoihin. Beetahemolyyt-
tisten streptokokkien pesakkeiden ymparille muodostuu kirkas hemolyysi-
vyOhyke verimaljalla kasvatettaessa. (Rantakokko-Jalava & Anttila, 2010.) Kir-
kas hemolyysivyohyke muodostuu, kun bakteerit tuottavat solunulkoisia entsyy-
meja, jotka hajottavat punasoluja verimaljalla. Hemolyysia tulee tarkastella va-
loa vasten, jotta kirkas hemolyysivyohyke eli beetahemolyysi erottuu taustasta.
(Tille 2014, 87.)



Beetahemolyyttiset streptokokit jaetaan niiden pesakkeen koon perusteella
suuri- ja pienipesakkeisiin seka niiden pinnalla olevien antigeenien perusteella
Lancefieldin ryhmiin. Lancefieldin ryhmat maaraytyvat streptokokin pinnalla ole-
van polysakkaridiantigeenin mukaan, jonka perusteella ne voidaan tunnistaa
ryhmiin A, B, C, D, F ja G. (Rantakokko-Jalava & Anttila, 2010; Todar n.d.)
Tassa opinnaytetydssa beetahemolyyttisista streptokokeista kaytetdan lyhyem-

paa nimitysta, streptokokit, jotta tekstia on selkeampaa lukea.

Biosynex® Strep A ja Ultimed™ Streptococcus A Cassette -testeilla voidaan
maarittda A-ryhman beetahemolyyttinen streptokokki. Streptokokin ryhmanmaa-
ritykseen kaytetaan Pathodxtra Strep Grouping Kit -testia, jolla voidaan maarit-
taa A, B, C, D, F, G —ryhmien beetahemolyyttisia streptokokkeja. Staphylococ-

cus aureus osoitetaan naytteesta Bio-Rad Pastorex™ Staph-Plus -testilla.

2.1 A-ryhman streptokokki

A-ryhman streptokokki eli Streptococcus pyogenes on beetahemolyyttinen,
grampositiivinen ketjukokki, joka kasvaa aerobisissa olosuhteissa. A-ryhman
streptokokki kuuluu normaaliflooraan ja noin 10 % vaestdsta kantaa sita oireet-
tomana. Elimistdn puolustuskyvyn heikentyessa tai bakteerin paastessa infekti-
olle alttiisiin kudoksiin, A-ryhman streptokokki voi aiheuttaa infektion. (Hellstén
2005, 36; Kotilainen, Syrjanen & Vuopio-Varkila 2010b). Verimaljalla S.
pyogenes voi olla erikokoinen, samea seka harmahtava ja pesakkeiden ympa-

rilld on beetahemolyyttinen rengas (Leber 2016).

A-ryhman beetahemolyyttisten streptokokkien I0ytyminen naytteesta on aina
merkittavaa, koska ne eivat kuulu ihmisen normaaliflooraan. Niiden ryhman
maarittdminen on tarkeaa, jotta hoito voidaan aloittaa. (Kaypa hoito 2010). A-
ryhman streptokokki voi aiheuttaa tavallisia nielu- ja ihoinfektioita, joita ovat
muun muassa ruusu, selluliitti seka infektoituneet haavat. Se voi aiheuttaa myds
markapesakkeita, lapsivuodekuumetta, artriittia eli niveltulehdusta, osteomyeliit-
tia eli luutulehdusta ja aivokalvontulehdusta seka osalla potilaista endokardiittia

eli sydanlappien tulehdusta. Vakavimmillaan se voi aiheuttaa hengenvaarallisia
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infektioita, kuten esimerkiksi bakteremioita ja nekrotisoivaa faskiittia eli lihaskal-
von tulehdusta. Streptokokkisepsis voi saada alkunsa A-ryhman streptokokin ai-
heuttamasta iho- ja pehmytkudosinfektiosta. (Rantala 2013.) Ehja iho estaa
bakteerien paasyn kudoksiin ja verenkiertoon (Kaypa hoito 2010). Jalkisairau-
tena potilas voi saada poststreptokokkaalisen glomerulonefriitin eli munuaiske-
rastulehduksen tai reumakuumeen. Infektio voi saada alkunsa rikkinaiselta

iholta, pehmytkudoksista ja hengitysteista. (Rantala 2013.)

A-ryhman streptokokki on yleinen ylahengitysteiden infektioiden aiheuttaja, esi-
merkiksi angiinan (Biosynex® Strep A 2016). Se voi aiheuttaa my06s nielurisatu-
lehduksen, eli tonsilliitin. A-ryhman streptokokin yleisimpia oireita ovat kurkku-
kipu, kuume, nielurisojen valkoiset pilkut tai peitteet, turvonneet ja aristavat
imusolmukkeet leuan alla seka paansarky. Lapsilla voi olla myds vatsakipua,
pahoinvointia ja oksentelua. (Kaypa hoito 2018.) Kylmina vuodenaikoina infekti-
oita esiintyy enemman. A-ryhman streptokokki on ainut merkittava nielutuleh-
duksen aiheuttaja siihen liittyvien jalkitautien vuoksi (Ruuskanen & Heikkinen

2011). Hoitamattomina ne voivat johtaa jopa kuolemaan (Rantala 2013).

A-ryhman streptokokin aiheuttama nielutulehdus tarvitsee aina antibioottihoitoa,
jonka tarkoituksena on nopeuttaa oireiden haviamista, estaa markivat kompli-
kaatiot ja reumakuume, seka vahentaa taudin leviamista. A-ryhman streptoko-
kin aiheuttamaa nielutulehdusta hoidetaan useimmiten peroraalisella penisillii-
nilla, mutta myds kefalosporiinit ja klindamysiini tehoavat. (Ruuskanen & Heikki-
nen, 2011.)

2.2 B-ryhman streptokokki

B-ryhman streptokokki eli Streptococcus agalactiae on grampositiivinen kokki-
bakteeri (Day & Torok 2005). Beetahemolyyttinen B-ryhman streptokokki on
emattimen ja alemman suoliston normaaliflooraan kuuluva bakteeri. Sita voi 10y-
tya my0s nielusta, iholta tai virtsarakosta ilman, ettad kantajalla on oireita. (Ter-

veyden ja hyvinvoinnin laitos n.d.) Maljalla B-ryhman streptokokin pesake on
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harmahtavan valkoinen, jossa on pieni hemolyyttinen rengas ymparilla (Mahon,
Lehman & Manuselis 2007, 399).

Aikuisilla B-ryhman streptokokki voi aiheuttaa iho- ja pehmytkudosinfektioita,
virtsatietulehdusta, artriittia eli niveltulehdusta, osteomyeliittia eli luutulehdusta,
keuhkokuumetta, endokardiittia eli sydanlappien tulehdusta, aivokalvotuleh-
dusta ja vatsakalvotulehdusta. Selluliitti ja markapesakkeet seka jalka- ja pai-
nehaavainfektiot ovat tavallisimpia iho- ja pehmytkudosinfektioita, joita B-ryh-
man streptokokki aiheuttaa. Pahimmillaan se voi aiheuttaa nekrotisoivaa faskiit-
tia eli lihaskalvon tulehdusta seka toksista sokkia. B-ryhman streptokokki voi ai-
heuttaa bakteremioita vastasyntyneille, raskaana oleville ja iakkaille, joilla on
pitkdaikaissairauksia. Hoitona kaytetaan penisilliinia ja kefalosporiinia, joille
Streptococcus agalactiae on herkka. (Rantala 2013; Saxén & Vuopio-Var-

kila 2010.)

Infektiot raskauden aikana voivat aiheuttaa ongelmia sikion terveydelle ja ras-
kauden kululle. Monet raskaudenaikaiset aikaiset infektiot voidaan estaa neu-
vonnalla tai ladkehoidolla. Raskauden aikana joitain infektiotauteja seulotaan
neuvolassa, esimerkiksi B-ryhman streptokokkia GBS-viljelylla. Kaikilta odotta-
vilta dideiltd suositellaan otettavaksi GBS-viljely mahdollisimman myéhaan lop-
puraskaudessa, yleensa raskausviikoilla 35-37. GBS-viljelylla voidaan osoittaa
B-ryhman streptokokkia myos oireettomilta kantajilta. B-ryhman streptokokki
tarttuu aidista lapseen synnytyksen aikana synnytyskanavasta. Vastasynty-
neelle B-ryhman streptokokki on yksi yleisimmista vakavien infektioiden aiheut-
tajista, silla se voi aiheuttaa bakteremiaa, meningiittia ja sepsista. Viljely otetaan
emattimen suulta, valilihasta ja peraaukosta samalla naytteenottotikulla. Neuvo-
lakorttiin merkitaan viljelyn tulos ja GBS-positiivisille aideille annetaan sairaa-
lassa ennen synnytysta synnytyksen aikainen antibiootti. Antibioottihoidon tar-
koituksena on vahentaa vastasyntyneen sepsisriskia. (Lyytikainen, Nuorti, Hal-
mesmaki, Carlson, Uotila, Vuento, Kurkinen, Sarkkinen, Ammala & Jarvenpaa
2006; Saxén & Vuopio-Varkila 2010; Tiitinen 2018; Uotila 2018.)
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2.3 C-ja G-ryhmien streptokokit

C- ja G —ryhmien streptokokkeja eli Streprococcus dysgalactiae subsp. Equi-
similista esiintyy normaalimikrobistossa hengitysteissa, ruoansulatuskanavassa
ja urogenitaalialueella. Ne voivat aiheuttaa useita eri infektioita, jonka takia on
tarkea maarittaa viljelyn ja rynmamaarityksen avulla mita ryhmaa streptokokit
ovat. (Rantakokko-Jalava & Anttila, 2010; Rantala 2013.) Maljalla C- ja G-ryh-
man streptokokkien pesakkeet ovat isoja (Vuopio-Varkila, Sivonen & Leinonen
1997, 403).

C- ja G —ryhmien streptokokkien tautikirjo on vastaava kuin A-ryhman streptoko-
killa. Ne voivat aiheuttaa korkeaa kuumetta, vaikeaa nielutulehdusta, ruusua,
selluliittia, keuhkokuumetta, niveltulehdusta, aivokalvotulehdusta, sydanlappa-
tulehdusta. Pahimmillaan ne voivat aiheuttaa nekrotisoivaa faskiittia eli lihaskal-
von tulehdusta ja toksista sokkia. Jalkitauteja C- ja G —ryhmien streptokokki-in-
fektioilla on harvoin, mutta niita voivat olla glomerulonefriitti eli munuaiskerasten
tulehdus seka reaktiivinen artriitti eli niveltulehdus. (Kaypa hoito 2018; Ranta-
kokko-Jalava & Anttila, 2010; Rantala 2013).

Oireiselta potilaalta I16ytyneet C- ja G -ryhmien streptokokit hoidetaan, mikali
I6ydds on runsas. C- ja G -ryhmien streptokokit ovat herkkia penisilliinille, mutta

resistentteja basitrasiinille. (Rantakokko-Jalava & Anttila 2010).

2.4 Enterokokit

Enterococcus-suku erotettiin omakseen 1980-luvun puolivalissa. Sitd ennen
niita pidettiin streptokokkeina, ja siksi ne kuuluvat edelleen Lancefieldin D-ryh-
maan. Enterokokit ovat grampositiivisia kokkibakteereita, jotka kasvavat usein
harmahtavina ei-hemolyyttisind pesakkeina, mutta myods alfahemolyyttisia ja
jopa beetahemolyyttisia kantoja tavataan. (Rantakokko-Jalava & Anttila, 2010;
Leber 2016.)



12

Enterokokkia |0ytyy suoliston ja ihon normaalifloorasta. Enterokokit aiheuttavat
useimmiten virtsatieinfektioita. Niita voi esiintya myos vatsaontelon ja lantion
alueen infektioissa aiheuttaen esimerkiksi vatsakalvon tulehduksen. Enterokokit
voivat levita verenkiertoon. Enterokokit ovat tarkeita sairaalainfektioiden aiheut-
tajia, koska ne ovat luontaisesti resistensseja useimmille antibiooteille ja siksi
niiden aiheuttamien infektioiden hoitamiseen voidaan kayttaa vain harvoja anti-
biootteja. Enterokokki-infektiolle altistavat korkea ika, vakava perussairaus seka
immuunipuute. Myds tehohoito, tutkimusvalineet ja vatsan alueelle kohdistuvat
leikkaukset lisdavat riskia enterokokki-infektion saamiseen. (Kolho 1997;
Rantakokko-Jalava & Anttila, 2010.)

2.5 F-ryhman streptokokki

F-ryhman streptokokit ovat aerobibakteereita, jotka tunnettiin ennen nimella
Streprococcus milleri, mutta nyt nimeksi on vakiintunut Streptococcus angin-
osus. Ne voivat aiheuttaa nielupaiseen nielutulehduksen komplikaationa. (Aitto-
niemi & Vuento 2006.) S. anginosus voi aiheuttaa myos hammasinfektioita
(Kokkonen, Tuomisto & Tiainen 2019). Maljalla pesakkeet ovat pienia ja niille

ominaista on kinuskimainen haju (Spellerberg & Brandt 2011, 332-338).

Osalla Streptococcus anginosus ryhmaan kuuluvilla kannoilla on Lancefieldin F-
antigeeni, mutta joiltakin kannoilta se puuttuu. S. anginosusta esiintyy normaali-
floorassa ylahengitysteissa, suolistossa ja urogeenitaalialueella. Nielunaytteista
erotetaan pienipesakkeinen anginosus-ryhma isopesakkeisista C- ja G —ryh-
mien streptokokeista, koska pienipesakkeista anginosus-ryhmaa ei pideta nielu-
tulehduksen aiheuttajana. (Rantakokko-Jalava & Anttila 2010.)

2.6 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on ihmisen ainoa koagulaasipositiivinen stafylokokkilaji,

muut ovat koagulaasinegatiivisia, jonka avulla se voidaan erottaa muista stafy-

lokokeista. Se on tyypillinen grampositiivinen kokkibakteeri. Maljalla S. aureus
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nayttaa kellertavalta pienelta pesakkeelta. (Kayser, Bienz, Eckert & Zinkernagel
2005, 231; Kotilainen, Kuusela & Vuopio-Varkila 2010a; Todar n.d.; Vuopio-Var-
kila ym. 2010.)

Staphylococcus aureus on yleisin stafylokokki ja ihoinfektioiden aiheuttaja. Noin
50% ihmisista kantaa sitd normaalifloorassaan nendssa, nielussa tai iholla. S.
aureus -infektio ei levia aina, mutta mikali potilaalla on ihorikkoa tai haava, se
voi levita ihon syvempiin kerroksiin. Se aiheuttaa yleisimmin markaisia iho- ja
pehmytkudosinfektioita seka leikkaushaava-, luu- ja nivelinfektioita. Pahimmil-
laan se voi aiheuttaa vakavia yleisinfektioita, kuten sepsista ja endokardiittia eli
sydanlappien tulehdusta. (Hellstén 2005, 41; Vuopio-Varkila ym. 2010.) Nayte
otetaan tulehduspesakkeesta, esimerkiksi markivasta haavasta, mikali on syyta
epailla stafylokokki-infektiota. Stafylokokkia voidaan tutkia verenkierrosta bak-
teeriviljelylla, mikali potilaalla on yleisoireita tai han on immuunipuutteinen.
(Kaypa hoito 2010.)

Staphylococcus aureus on resistentti Iahes kaikkia kliinisessa kaytdossa olevia
antibiootteja vastaan. Yli 80% sen kannoista pystyy tuottamaan penisilliinia ha-
jottavaa entsyymia, beetalaktamaasia, jonka vuoksi ne ovat resistentteja tavalli-
selle penisilliinille. On kehitetty stafylokokkipenisilliineja, kuten kloksasilliini ja
dikloksasilliini, jotka ovat tehokkaita beetalaktamaasia tuottavaa kantaa vas-
taan. Jotkin S. aureus -kannoista ovat kehittyneet resistenteiksi myds stafylo-
kokkipenisillineja vastaan. Tallaisia kantoja kutsutaan metisilliiniresistenteiksi S.
aureuksiksi eli MRSA:ksi. Ne ovat moniresistentteja kantoja ja aiheuttavat haas-
teita hoidossa, silla tavalliset antibiootit eivat kay niiden hoitoon. Sairaaloissa ja
hoitolaitoksissa MRSA-kannat ovat merkittava sairaalahygieeninen ongelma.
Taudinkuvaltaan ja vaikeusasteeltaan MRSA-kannat eivat eroa antibiooteille
herkista S. aureuksista. MRSA-potilaita hoidetaan sairaalassa yleensa koske-
tuseristyksessa, jotta kanta ei leviaisi potilaasta toiseen henkilokunnan kasien
valityksella. (Hellstén 2005, 41; Vuopio-Varkila ym. 2010.)
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3 NAYTTEENOTTO

Preanalytiikka on tarkea osa testin suoritusta, jotta saadaan luotettavat tulokset.
Mikrobiologisia naytteita ottaessa oikea naytteenottotekniikka on tarkeaa, jotta
taudinaiheuttajamikrobia saadaan naytteeksi ja kontaminaatio minimoidaan.
(Leber 2016.)

Nielutulehdusta epailtdessa nayte otetaan pintanaytteena potilaan nielusta ja
nielurisoista steriililla naytteenottotikulla. Potilaan kielta painetaan lastalla alas
ja naytetta otetaan reilusti molemmista nielurisoista seka nielun takaosasta pyo-
rittden tikkua limakalvolla, niin etta saadaan kerattya mahdolliset bakteerit nayt-
teenottotikkuun. Huulten, kielen ja hampaiden koskettamista tulee valttaa konta-
minaation vuoksi. Naytteenotossa on tarkeaa kayttaa suojakasineita, suu-ne-
nasuojusta ja hyvaa valaistusta. Nielundyte voidaan tutkia pikatestilla, jos tau-
dinaiheuttajan epaillaan olevan streptokokki A. Positiivinen pikatestitulos on
yleensa luotettava, jonka jalkeen laakari maaraa potilaalle antibioottikuurin. Ne-
gatiivinen tulos on varmistettava bakteeriviljelylla, koska tulos jaa virheellisesti
negatiiviseksi joka neljannella. Epailtdessa jotain muuta taudinaiheuttajaa,
nayte tulee viljellda maljalle, silla muita taudinaiheuttajia ei voida osoittaa suo-
raan pikatesteilla. Nielunayte viljellaan hajotusmenetelmalla maljalle ja anne-
taan kasvaa lampoOkaapissa 2-3 paivaa. Bakteeriviljelyssa saadaan kasvamaan
jo yksikin naytteeksi saatu bakteeri. Viljelyn jalkeen mahdollisesti kasvava bak-
teeri pitaa viela tunnistaa, kayttaen erilaisia menetelmia. Bakteriologiassa osoi-
tuskokeita tehdaan esimerkiksi testikaseteilla, joihin muodostuu silminnahtava
muutos, kuten agglutinaatio tai variviiva. (Carlson & Koskela 2011; Biosynex®
Strep A 2016; Koskenkorva 2019; Matikainen, Miettinen & Wasstrom 2016,
114—-115; Nykopp 2015.)



15

Nielun takaosa

Nielurisat

KUVA 1. Nielunaytteenottokohdat (Sarkkinen, n.d., muokattu).

Taudinaiheuttajia voi olla ympari kehoa ja niista otetaan naytteita taudinaiheut-
tajan tunnistamiseksi. Nayte voidaan ottaa esimerkiksi palovammasta, leikkaus-
haavasta tai pintahaavasta. Nayte otetaan infektiokohdasta ennen mikrobilaa-
kehoidon aloittamista siten, etta tutkittavaksi saadaan bakteereja, jotka sisalta-
vat infektion aiheuttajan. Naytteenottajan tulee kayttaa suojakasineita. Infek-
tiokohta puhdistetaan keittosuolalla. Aseptisella tyoskentelylla estetdan ihon
normaaliflooran bakteerien ja hiivojen paaseminen naytteeseen. Ihoinfektioista
nayte otetaan naytteenottotikulla tulehtuneen ja terveen kudoksen rajalta, koska
siella on eniten taudinaiheuttajia. Nayte tulee laittaa naytteenoton jalkeen valit-
tomasti sopivaan kuljetusputkeen tai -astiaan ja se tulee kuljettaa mahdollisim-
man nopeasti mikrobiologian laboratorioon, jossa se viljelldaan maljalle. (Carlson
& Koskela 2011; Matikainen ym. 2016, 164—165.)

Nayte viljellaan kolmivaiheisena hajotusviljelmana huoneenlampdiselle maljalle.
Viljellessa valtetaan puhumista, jotta malja ei kontaminoidu. Hajotusviljelmassa
pyritaan viljelemaan nayte siten, etta maljalle saadaan yksittaisia pesakkeita la-
jimaaritysta varten. Kolmivaiheisessa hajotusviljelmassa maljalle levitetaan en-
sin tiheasti naytetta naytteenottotikulla siten, etta nayte peittaa puolet maljasta.
Sen jalkeen ensimmaisessa vaiheessa tehdysta tiheasta levitysalueesta vede-
taan viljelysauvalla muutama veto ja tehdaan siksak-hajotus puolikkaalle puh-

taasta maljapinnasta. Viimeisessa vaiheessa vedetaan muutama veto siksak-
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hajotusalueelta ja tehdaan harvempi siksak-hajotus viimeiselle maljaneljannek-
selle. Maljaa kasvatetaan lampdkaapissa 35 asteessa 18-24 tuntia ennen mah-
dollisia jatkotutkimuksia. (Matikainen ym. 2016, 117-118.)

KUVA 2. Kolmivaiheinen hajotusviljelytekniikka (Matikainen ym. 2016, 117,

muokattu).
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4 IMMUNOLOGISET OSOITUSKOKEET

Bakteerien aiheuttamat infektiot ovat tarkeita saada diagnosoitua, koska hoita-
mattomina bakteerit saattavat aiheuttaa vakavia infektioita. Osoituskokeita teh-
daan, kun potilaalla epaillaan olevan streptokokin tai stafylokokin aiheuttama in-
fektio esimerkiksi nielussa tai haavassa. Osoituskokeilla selvitetdan, onko nayt-
teessa taudinaiheuttajabakteereita ja mika taudinaiheuttajabakteeri on ky-
seessa, jotta voidaan aloittaa sen hoitaminen mahdollisimman nopeasti. Useim-
pien immunologisten osoituskokeiden menetelmat perustuvat bakteerien pinta-
rakenteiden eli antigeenien tunnistamiseen. (Biosynex® Strep A 2016; Hellstén
2005, 36; Kaypa hoito 2018.)

A-ryhman streptokokki on yleisin taudinaiheuttaja, joka voidaan maarittaa pika-
testilla suoraan nielunaytteesta potilaan odottaessa vieressa. Sen tulos on riitta-
van luotettava vain, jos tulos on positiivinen. Negatiivinen pikatestitulos tulee
aina tarkistaa viljelylla. Jos A-ryhman streptokokki -naytetta ei ehdita analysoi-
maan heti, on nayte viljeltdva verimaljalle ennen osoituskokeen tekemista. Muut
taudinaiheuttajat voidaan maarittaa vain viljellyltd maljalta osoituskokeella. Vil-
jellyn naytteen tuloksen saamiseen voi menna useampi vuorokausi. (Bio-
synex® Strep A 2016; Hellstén 2005, 36; Kaypa hoito 2018.)

Ennen streptokokkien ryhmamaaritysta ja Staphylococcus aureus -maaritysta
tulee varmistua siita, onko tutkittava taudinaiheuttaja streptokokki vai stafylo-
kokki. Katalaasitestilla erotetaan stafylokokit streptokokeista. Stafylokokit ovat
katalaasipositiivisia ja streptokokit katalaasinegatiivisia. Testissa lisataan 2-pro-
senttista vetyperoksidia bakteerikasvustolle, jota on kasvatettu vuorokausi. Tes-
tia ei tule tehda suoraan verimaljalle, koska veri tuottaa katalaasientsyymia ja
siksi se tehdaan obijektilasilla. Testissa vetyperoksidi reagoi katalaasientsyymin
kanssa, jota stafylokokkibakteeri tuottaa. Vetyperoksidin ja katalaasientsyymin
reagoidessa entsyymireaktion tuottama happi alkaa kuplia. (Biomedicinsk Ana-
lytiker 2014; Sojakka & Valimaki 2011,168-169; Todar n.d.; Babbar 2015.)
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Jos katalaasitesti on positiivinen, tulee testata, onko myds koagulaasitesti posi-
tiivinen, jolloin bakteeri on todennakdisesti Staphylococcus aureus. Koagulaasi-
testin toiminta perustuu S. aureuksen pinnalla olevaan hyytymistekijaan. Tes-
tissa muodostuu agglutinaatio, jos naytteessa on hyytymistekijaa, joka reagoi
koagulaasientsyymin kanssa. Koagulaasitestia kaytetdan S. aureuksen tunnis-
tamiseen muista stafylokokeista, koska se on ainut koagulaasinegatiivinen sta-
fylokokki. Agglutinaation muodostuminen tarkoittaa, ettd naytteessa on S. au-
reusta. Kaikilla S. aureus —kannoilla ei ole hyytymistekijaa ja talloin koagulaasi-
testilla saadaan vaaria negatiivisia tuloksia. Osoituskokeet ovat koagulaasitestia
herkempia ja luotettavampia, koska niilla voidaan tunnistaa S. aureuksen pin-
nalta hyytymistekijan lisaksi proteiini A, ja siksi bakteerit tunnistetaan useammin
osoituskokeella kuin koagulaasitestilla. (Mahon, Lehman & Manuselis 2007,
375-377.)

4.1 Biosynex® Strep A

Biosynexin testilla voidaan havaita A-ryhman streptokokin antigeeneja nielu-
naytteesta ja tulokset saadaan viidessa minuutissa. Biosynex Strep A —testika-
setin toiminta perustuu kvalitatiiviseen lateraalivirtauksiseen immunoanalyysi-
testiin, joissa reaktiot perustuvat Streptokki A:n antigeenien tunnistamiseen
vasta-aineilla. Naytteenottotikun ollessa koeputkessa naytteen antigeenit rea-
goivat vasta-aineilla paallystettyjen partikkeleiden kanssa. Testikasetin testivii-
valle on asetettu A-ryhman streptokokin antigeeneille spesifisia vasta-aineita.
Testin aikana vasta-aineet tarttuvat kiinni antigeeni-vasta-ainepartikkeliyhdistel-
miin ja ne muodostavat varillisen viivan testialueelle. Jos naytteessa ei ole
vasta-aineelle sopivaa antigeenia, varimuutosta ei tapahdu. (Biosynex® Strep A
2016; Rosner, Grassman & Haas 1991.)

Testipaketti sisaltaa testikasetit, negatiivisen ja positiivisen kontrollin, reagenssit
A ja B, tiputuskarkia, koeputkia seka steriileja naytteenottotikkuja. Testit, uutto-
liuokset, naytteet ja kontrollit tulee lammittaa huoneenlampaisiksi ennen testin
tekemista, jotta voidaan varmistua testin onnistumisesta. (Biosynex® Strep A
2016.)
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KUVA 3. Biosynex Strep A -testin sisaltamat tarvikkeet.

Molemmista A- ja B-reagenssipulloista lisataan reagenssia nelja pisaraa koe-
putkeen, tdaman jalkeen liuosta sekoitetaan koeputkessa varovasti kasien va-
lissa pyorittelemalla. Testi voidaan tehda suoraan nielunaytteesta tai viljellylta
maljalta, josta otetaan 1-4 pesakettad naytteeksi. Naytetikku laitetaan koeput-
keen ja siita irtoaa mahdollisia antigeeneja liuokseen. Liuosta tiputetaan nayte-
kaivoon ja testikasetilla olevat spesifiset vasta-aineet tarttuvat naytteessa mah-
dollisesti oleviin antigeeneihin muodostaen variviivan. (Biosynex® Strep A
2016.)

KUVA 4. Vasemmalla positiivinen tulos ja oikealla negatiivinen tulos.

Tulokset tulee lukea viiden minuutin kuluttua. Kymmenen minuutin jalkeen tu-
lokset eivat ole enaa luotettavia, eika niita tule lukea. Positiivisessa tuloksessa
testikasettiin ilmestyy kaksi punaista viivaa, yksi testialueelle ja yksi kontrollialu-
eelle. Positiivinen tulos on merkki Streptokokki A:sta. Pienikin varivaihtelu tulki-

taan positiiviseksi. Negatiivisessa tuloksessa testikasettiin ilmestyy yksi viiva
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kontrollialueelle. Negatiivinen nayte tulee viljelld A-ryhman streptokokki-infektion
poissulkemisen vahvistamiseksi, silla testi voi jaada virheellisesti negatiiviseksi.
Positiivista tulosta ei tarvitse vahvistaa viljelylla. Virheellisessa testissa kontrolli-
viivaa ei tule nakyviin, mutta testialueelle voi tulla viiva eika tulos ole talloin luo-
tettava. Testi tulee aina tehda uudelleen, jos kontrolliviiva ei muutu punaiseksi.
Positiiviset tulokset ovat yleensa luotettavia, mutta negatiiviset tulokset tulisi tar-
kistaa viljelymaljalla vaarien negatiivisten tulosten varalta. (Biosynex® Strep A
2016.)

Testikaseteissa on sisdinen laaduntarkistusmekanismi, kontrollialue (C). Kont-
rollialueelle ilmestyy punainen viiva, jos testissa kaytetyn naytteen maara on ol-
lut riittava, testaustekniikka oikea ja nayte lapaissyt kalvon. Testipakkauksen
vaihtuessa ja ennen kasettien kayttdonottoa tulee tehda ulkoinen laaduntarkis-
tus positiivisella ja negatiivisella kontrollilla, jotka tulevat pakkauksen mu-

kana. (Biosynex® Strep A 2016.)

Virhelahteiden valttamiseksi ohjeita tulee seurata jarjestyksessa. Virhelahteita
ovat ilmakuplat naytekaivossa, virheellinen maara naytetta, vanhentuneet testi-
valineet seka vaara testausmenetelma. Kontaminaatio saattaa aiheuttaa vaaria
tuloksia. Veri ja lima saattavat hairita testausta. Vaaria negatiivisia tuloksia voi
tulla myds vaaran naytteenottotekniikan vuoksi. Testivalineita tulee sailyttaa oi-
keassa lampdtilassa ja niita tulee kayttaa huoneenlampaoisina. (Biosynex® Strep
A 2016.)

4.2 Ultimed™ Streptococcus A Cassette

Ultimedin Streptococcus A Cassette on osoituskoe, jolla voidaan maarittaa A-
ryhman streptokokin antigeenit nielunaytteesta viidessa minuutissa. Testin me-
netelma on kvalitatiivinen lateraalivirtauksinen immunoanalyysitesti, joissa reak-
tiot perustuvat Streptokokki A:n antigeenien tunnistamiseen vasta-aineilla. Nay-
tetikun ollessa koeputkessa, naytteen antigeenit reagoivat vasta-aineilla paal-
lystettyjen partikkeleiden kanssa. Testikasetilla oleva testialue on paallystetty A-

ryhman streptokokille spesifisilla vasta-aineilla. Naytteessa olevat antigeenit
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reagoivat vasta-aineiden kanssa ja tuottavat varillisen viivan, joka havaitaan
testikasetista. Jos naytteessa ei ole vasta-aineelle sopivaa antigeenia, varin-
muutosta ei tapahdu. (Rosner, Grassman & Haas 1991; Ultimed Streptococcus
A Cassette 2015.)

Testipaketti sisaltaa testikasetteja, negatiivisen ja positiivisen kontrollin, rea-
genssit 1 ja 2, tiputuskarkia, koeputkia ja steriileja naytetikkuja. Testissa tarvit-
tavia valineita tulee kayttda huoneenlampdising, jotta voidaan varmistua testin

luotettavuudesta. (Ultimed Streptococcus A Cassette 2015.)

KUVA 5. Ultimed Streptococcus A Cassette -testin sisaltamat tarvikkeet.

Seka A- etta B-reagenssipullosta lisatdan nelja pisaraa reagenssia koeputkeen
ja sen jalkeen liuosta sekoitetaan kasien valissa pyorittelemalla. Naytetta ote-
taan suoraan nielusta tai verimaljalta 1-4 pesaketta. Naytetikku laitetaan koe-
putkeen ja siita irtoaa mahdollisia antigeeneja liuokseen. Liuosta tiputetaan tipu-
tuskarjen avulla testikasetin naytekaivoon ja testikasetilla olevat spesifiset
vasta-aineet tarttuvat naytteessa mahdollisesti oleviin antigeeneihin muodos-

taen variviivan. (Ultimed Streptococcus A Cassette 2015.)

KUVA 6. Vasemmalla positiivinen tulos ja oikealla negatiivinen tulos.
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Tulokset tulee lukea viiden minuutin kuluttua. Kymmenen minuutin jalkeen tu-
lokset eivat ole enaa luotettavia, eika niita tule lukea. Punaisen viivan muodos-
tuminen testialueelle on merkki positiivisesta tuloksesta. Viivan puuttuminen tar-
koittaa, ettd nayte on negatiivinen eika sisalla A-ryhman streptokokki—antigee-
nia. Kasetissa on kontrollina sininen viiva, jonka tulee aina tulla nakyviin, jotta
testituloksen voi hyvaksya. Positiivisessa tuloksessa testikasettiin ilmestyy kaksi
viivaa: punainen ja sininen. Varin intensiivisyys saattaa vaihdella, mutta pienikin
maara varia testiviivalla on merkki positiivisesta tuloksesta. Tulos on hyva lukea
kirkkaan valon alla, jotta pienikin varimuutos erottuu vaaleasta taustasta. Nega-
tiivisessa tuloksessa testikasettiin ilmestyy sininen viiva kontrollialueelle. Vir-
heellisessa testissa kontrolliviivaa ei tule nakyviin, mutta testialueelle voi tulla
viiva, eika tulosta tule talldin hyvaksya. Testi tulee aina tehda uudelleen, jos

kontrolliviiva ei muutu siniseksi. (Ultimed Streptococcus A Cassette 2015.)

Sisainen laaduntarkistus kuuluu testikasettiin. Sininen viiva ilmestyy kontrollialu-
eelle (C), jos naytetta on ollut riittavasti, testaustekniikka on ollut oikea ja nayte
lapaissyt kalvon. Suositeltavaa olisi tehda ulkoinen laaduntarkistus 20 testin va-

lein. (Ultimed Streptococcus A Cassette 2015.)

Virhelahteiden valttamiseksi ohjeita tulee seurata jarjestyksessa. Virhelahteita
ovat kontaminaatio, ilmakuplat naytekaivossa, virheellinen naytemaara seka
vaara testausmenetelma. Testipakettia ei tule kayttaa vanhentumisen jalkeen.
Veri ja lima saattavat myoOs hairita testausta. Vaaria negatiivisia tuloksia voi tulla
myo0s vaaran naytteenottotekniikan vuoksi. Testivalineita tulee sailyttaa oike-
assa lampoétilassa ja niita tulee kayttda huoneenlampadisina. (Ultimed Strepto-
coccus A Cassette 2015.)

4.3 PathoDxtra Strep Grouping Kit

PathoDxtra Strep Grouping Kit on osoituskoe, jolla pystytaan maarittamaan A,
B, C, D, F ja G -ryhmien streptokokit. Reagenssit sisaltavat vasta-aineita, joiden

avulla pystytaan tunnistamaan streptokokkien antigeenit ja maarittamaan niiden
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ryhma. Reaktiokortissa on kohdat, joihin naytetta ja eri reagensseja laite-

taan. Vasta-aineet sitoutuvat spesifisti streptokokin seindamassa oleviin antigee-
neihin, jos silla on vasta-aineelle sopivia antigeeneja, ja tama aiheuttaa aggluti-
naation. Vasta-aineet on suunniteltu siten, etta ne sitoutuvat vain tiettyjen strep-
tokokkiryhmien antigeeneihin. Jos naytteessa ei ole kyseisen ryhman antigee-

nia, agglutinaatiota ei muodostu. (PathoDxtra Strep Grouping Kit 2015.)

Pakkauksen mukana tulee kertakayttoisia reaktiokortteja, latex-pulloja (oma
pullo jokaista streptokokkiryhmaa varten), positiivinen kontrolli seka reagenssit
1-3. Tarvikkeita sailytetdan jadkaapissa, mutta niita tulee kayttaa huoneenlam-
poisina luotettavan tuloksen saamiseksi. Lisaksi testin tekemiseen tarvitaan pie-

nia koeputkia ja pipetteja. (PathoDxtra Strep Grouping Kit 2015.)

KUVA 7. PathoDxtra Strep Grouping Kit -testin sisaltamat tarvikkeet.

Testi tehdaan aina viljellyltd maljalta, jossa tulee olla pesakkeita riittavasti.
Nayte voi olla esimerkiksi nielusta, virtsasta tai haavasta, mista tahansa missa
epaillaan jotakin streptokokkia ja sen rynma halutaan maarittaa bakteerin tun-

nistamiseksi (PathoDxtra Strep Grouping Kit 2015).

Testin suorituksessa aluksi putkeen tiputetaan 1-reagenssia yksi tippa. Sen jal-
keen viljellyltd maljalta poimitaan kertakayttoisella sauvalla tai silmukalla pe-
sake, ja se sekoitetaan putkessa 1-reagenssin kanssa. Lisataan 2-reagenssia
yksi tippa ja sekoitetaan. Lisataan viela 3-reagenssia ja sekoitetaan. Liuoksen

valmistamisen jalkeen on hyva merkita testikortille testialueet 1-6 latex-pullojen
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kirjaimilla. Testialueelle pudotetaan yksi tippa latex-reagenssia, jokaiselle testi-
renkaalle pullon kirjainta vastaavalle renkaalle (A-renkaalle Strep A —latexia
jne.). Lopuksi naytealueelle tiputetaan 50 pl nayteliuosta. Nayteliuos ja latex-
reagenssi sekoitetaan puhtaalla tikulla tasaiseksi. Testikorttia tulee keinuttaa
kirkkaan valon alla mahdollisen agglutinaation havaitsemiseksi. (PathoDxtra
Strep Grouping Kit 2015.)

2PDXCTILE

KUVA 8. Testikortti. G-renkaalla positiivinen agglutinaatio.

Agglutinaatio on luettavissa reaktiokortilta paljain silmin. Positiivinen agglutinaa-
tio muodostuu kymmenessa sekunnissa. Korttia ei kuitenkaan tule keinuttaa yli
60 sekuntia. Positiivinen tulos nakyy reaktiokortilla latexpartikkeleina sen ren-
kaan kohdalla, jossa on ryhman antigeeneille spesifista vasta-ainetta. Niiden
koko saattaa vaihdella ja ne saattavat olla sakkaisia. Tausta on sininen. Negatii-
visessa tuloksessa reaktiokortille ei tule nakyvia muutoksia. Ryhmanmaarityk-
sessa halutaan tietaa streptokokin ryhma, joten ainoastaan positiiviset tulokset

ovat merkittavia. (PathoDxtra Strep Grouping Kit 2015.)

Latexreagenssien toimivuus tulee testata positiivisella kontrollilla aina testipake-
tin vaihtuessa tai jos epailee testin tulosta (Labquality n.d.). Positiivisessa kont-
rollissa on antigeeneja, jotka ovat spesifisia latexreagenssien vasta-aineille.
Kontrolli on onnistunut, jos kontrollindytteeseen tulee agglutinaatiota. (Pat-
hoDxtra Strep Grouping Kit 2015.)

Virhelahteiden valttamiseksi ohjeita tulee seurata jarjestyksessa. Virhelahteita
ovat kontaminaatio, vaara testaustekniikka seka sailytys. Testia tulee kayttaa

huoneenlampodisena. Agglutinaatiokortin nayterenkaaseen ei saa koskea. Mikali
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potilaalla on montaa eri streptokokkia, saattaa reaktiokortille muodostua aggluti-
naatio useammalle kuin yhdelle nayterenkaalle. Jos maljalla kasvaa streptokok-
kien lisaksi myds Staphylococcus aureusta, voidaan saada vaara positiivinen
tulos, mikali naytteeksi otetaan maljalta streptokokkipesakkeiden lisaksi S. au-
reus -pesakkeita. S. aureus voi aiheuttaa heikkoa epaspesifistd agglutinaatiota
useammalle eri nayterenkaalle. Talloin testi tulee tehda uudelleen. Jos ennen
ryhmamaaritysta ei ole tehty katalaasitestia ja maljalla kasvaa S. aureusta, voi
testi antaa agglutinaation streptokokki A-ryhman nayterenkaalla. Joillakin S. au-
reus —kannoilla on proteiini A:ta, joka voi suurissa pitoisuuksissa antaa virheelli-
sen agglutinaation latexpullo A:n kanssa kanssa. Myos Listeria Monocytogenes
Voi reagoida positiivisesti Strep B ja Strep G lateksien kanssa, joka aiheuttaa
vaaria positiivisia tuloksia. (Labquality n.d.; PathoDxtra Strep Grouping Kit
2015; Sorri 2019.)

4.4 Bio-Rad Pastorex™ Staph-Plus

Bio-Radin Pastorex Staph-Plus on agglutinaatioon perustuva osoituskoe, jolla
tunnistetaan naytteesta Staphylococcus aureus sen antigeenien perusteella.
Latexreagenssissa on vasta-aineita ja agglutinaatioreagensseja, jotka sisaltavat
fibrinogeenia ja IgG:ta. Niiden avulla tunnistetaan Staph. aureuksen antigeenit
ja pinnan rakenteista polysakkaridikapseli, hyytymistekijoita ja proteiini A. Mikali
naytteessa on S. aureusta, latexreagenssissa olevat spesifiset vasta-aineet tart-
tuvat antigeeneihin kiinni ja sen vaikutuksesta muodostuu agglutinaatio. (Bio-
Rad Pastorex™ Staph-Plus 2015.)

Pakkauksen mukana tulevat latexreagenssi, negatiivinen kontrolli, kertakayttoi-
sia agglutinaatiokortteja seka tikkuja. Testin suorittamiseen tarvitaan myos sau-
voja. Latexreagenssia ja negatiivista kontrollia tulee kayttaa huoneenlampoi-

sina, jotta tulokset ovat luotettavia. (Bio-Rad Pastorex™ Staph-Plus 2015.)
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KUVA 9. Bio-Radin Pastorex Staph-Plus -testin sisaltamat tarvikkeet.

Agglutinaatiokortilla olevat testialueet merkitaan ennen testin suorittamista, jotta
voidaan olla varmoja koko testin ajan, kummalla testialueella on nayte ja kum-
malla negatiivinen kontrolli. Latexreagenssi vorteksoidaan ennen kayttéa. Sen
jalkeen sita tiputetaan yksi tippa agglutinaatiokortin naytealueelle. Naytetta ote-
taan viljellyltd maljalta 1-3 eri pesakkeesta tikulla ja niitd emulgoidaan latexrea-
genssitipassa kymmenen sekuntia. Lopuksi nayteseos pydritetaan tasaiseksi ti-
kun avulla ja reaktiokorttia keinutetaan tasaisesti. (Bio-Rad Pastorex™ Staph-
Plus 2015.)

KUVA 10. Testikortit. Vasemmalla puolella positiivinen tulos ja oikealla puolella

negatiivinen tulos.

Tulokset ovat luettavissa paljain silmin 30 sekunnin kuluttua. Positiivisessa tu-
loksessa liuskalla nakyy agglutinaatiota. Agglutinaation koko saattaa vaihdella
ja se saattaa olla sakkaista. Tausta on vaaleanpunainen. Agglutinaation tulee
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olla selked, ja heikko agglutinaatio tulee aina varmistaa uudella testilla. Negatii-
visessa tuloksessa liuskalle ei tule nakyvia muutoksia. (Bio-Rad Pastorex™
Staph-Plus 2015.)

Negatiivinen kontrolli tulee tehda jokaiselle naytteelle. Sen avulla varmistutaan,
etta latexreagenssi toimii luotettavasti ja etta suoritustekniikka on oikea. Jos ne-
gatiivisella kontrollilla tehdyssa testissa ei havaita nakyvia muutoksia, voidaan
testin tulos hyvaksya. Testi tulee tehda uudestaan aina seka naytteelle etta
kontrollille, mikali kontrolliin tulee nakyvia muutoksia. Kontrollinaytetta tehdessa
tiputetaan yksi tippa negatiivista kontrollia agglutinaatiokortin kontrollialueelle.
Sen jalkeen otetaan naytetta 1-3 eri pesakkeesta sauvalla ja niitd emulgoidaan
latexreagenssin kanssa kymmenen sekuntia. Lopuksi nayteseos pyoritetaan ta-
saiseksi tikun avulla ja reaktiokorttia keinutetaan tasaisesti. Tulokset ovat luetta-
vissa 30 sekunnin kuluttua paljain silmin. Negatiiviseen kontrolliin ei saa tulla

agglutinaatiota, jotta tulos on luotettava. (Bio-Rad Pastorex™ Staph-Plus 2015.)

Virhelahteiden valttamiseksi ohjeita tulee seurata jarjestyksessa. Virhelahteita
ovat testivalineiden vaara sailytyslampdtila, kontaminaatio, vaara testausmene-
telma ja virheellinen naytemaara. Testivalineissa ja kontrolleissa tulee olla voi-
massa oleva paivamaara ja niita tulee kayttaa huoneenlampdisina. Agglutinaa-
tiokortin naytealuetta ei saa koskea. (Labquality n.d.; Bio-Rad Pastorex™
Staph-Plus 2015.)
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5 HYVAT TYOOHJEET

Tyoohjeiden tarkoituksena on auttaa niiden lukijaa tekemaan esimerkiksi jokin
tietty testi oikein. Niiden tulee olla selkeat, helposti saatavilla seka tiiviit, jotta
mielenkiinto seuraamiseen sailyy. Tydohjeita tehdessa on tiedettava, mitka tie-
dot ja vaiheet ovat tarkeita, jotta ohjeisiin ei tule ylimaaraista tietoa ja niista ei
puutu mitaan oleellista. Eri tydvaiheet on hyva numeroida tekojarjestyksen mu-
kaan, jotta niitd pystyy seuraamaan sujuvammin kohta kohdalta. Alussa on hyva
kertoa mita valineita tullaan tarvitsemaan testin aikana, ja vasta sen jalkeen al-
kaa kertomaan testin suorituksesta. Tydohjeessa tulee kayttaa samoja kasitteita
ja termeja. Tyoohjeiden tulee olla kirjoitettu yleiskielella kayttden mahdollisim-
man tuttuja ja lyhyita sanoja. Ammattisanat on kuitenkin hyva selittaa lukijalle,
jotta tydohjeiden seuraaminen on helpompaa. Ohjeita laatiessa tulee ottaa huo-
mioon esimerkiksi kohderyhman opiskelu- ja tietotausta. (Niemi, Nietosvuori &
Virikko 2006, 161; Pyhalahti 2002; Repo & Nuutinen 2005, 138; Roivas & Karja-
lainen 2013, 119-121; SFS 15189 2013, 28)

SFS-EN ISO 15189 -standardin mukaan laboratoriossa olevissa asiakirjoissa
tulee olla otsikko, yksilollinen tunniste jokaisella sivulla, voimassa oleva paiva-
maara, sivunumero ja kokonaissivumaara seka asiakirjan hyvaksymismerkinta
(SFS 15189 2013, 15).

Kirjallisten ohjeiden tukena on hyva kayttaa myos kuvia, koska ne auttavat luki-
jaa havainnollistamaan ja ymmartamaan tekstia paremmin seka nopeammin
(Niemi ym. 2006, 227). Kuvat tdydentavat tekstia ja auttavat lukijaa ymmarta-
maan miten eri tyovaiheet tehdaan. Niiden tulee olla tarkkaan valittuja ja sopia
asiayhteyteen. (Loiri & Juholin 1999, 53-55.) Kuvien tulisi olla niin selkeita, etta

lukija pystyy ymmartamaan ne myds ilman tekstia (Repo & Nuutinen 2005, 92).
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6 TEHTAVA, TARKOITUS & TAVOITTEET

Opinnaytetyon tehtavana on tehda tydohjeet Tampereen ammattikorkeakoulun
bioanalyytikko-opiskelijoille bakteriologian opintojakson laboraatioihin neljasta
eri osoituskokeesta, jotka ovat Biosynex® Strep A, Ultimed™ Streptococcus A

Cassette, PathoDxtra Strep Grouping Kit ja Bio-Rad Pastorex™ Staph-Plus.

Tarkoitus on tehda tyoohijeista tiiviit, selkeat ja helppolukuiset, joita seuraamalla
opiskelija voi harjoitella testien suoritusta. Tyoohjeissa ohjeistamme miten Tam-
pereen ammattikorkeakoulun bioanalyytikkokoulutuksen bakteriologian laboraa-
tioiden harjoitustunneilla tehdaan A-ryhman streptokokki-, Streptokokkiryhma-
maaritys- ja Stafylokokkitestit. Tulemme ottamaan tydohjeisiin kuvia eri tyovai-
heista tekstin tueksi. Kuvat otetaan Tampereen ammattikorkeakoulun opetusla-
boratoriossa ja jokainen tydvaihe tehdaan samoilla valineilla seka laitteilla mita

bioanalyytikko-opiskelijat tulevat kayttamaan omilla laboraatiotunneillaan.

Tavoitteena on kehittdad mikrobiologian osaamista oppimalla lisda opinnayte-
tydssa kaytetyista testeista seka niilla osoitettavista taudinaiheuttajista. Tavoit-
teena on myds perehtya tydohjeiden laatimiseen, jotta voimme tehda sellaiset
tydohjeet, joiden avulla bakteriologian opintojakson opiskelijat oppivat tekemaan
kyseisia testeja oikein. Tavoitteena on parantaa opiskelijoiden oppimista ja ke-
hittaa heidan osaamistaan harjoitustunneilla. Tavoitteena on, etta tuottamamme
tyoohjeet otetaan kayttoon bakteriologian kurssilla ja etta bakteriologian opet-

taja pitaisi niita opetusmateriaaliksi sopivina ja ottaisi ne kayttoon.
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7 TOIMINNALLINEN OPINNAYTETYO & PROSESSI

Toiminnallinen opinnaytety0 koostuu kahdesta osasta, kirjallisesta raportista
seka tuotoksesta. Toiminnallisen opinnaytetyon tuotoksena on aina jokin todel-
linen tuote, kuten esimerkiksi tassa opinnaytetydssa on neljat tydohjeet bakte-
riologian laboraatioihin. Ennen lopullisen tuotteen valmistumista on pohdittava
monia eri asioita, kuten tulevatko tyoohjeet sahkdisina vai kirjallisina. Sahkois-
ten tydohjeiden muokkaaminen on helpompaa mydéhemmin, ja opiskelijat voivat
itse tulostaa tydohjeet sitten kun niita tarvitsevat. Tuotoksen tarkeimpia kritee-
reitd ovat tuotteen hyddyllisyys, kaytettavyys, asiasisallon sopivuus, informatiivi-

suus, selkeys ja johdonmukaisuus. (Vilkka 2003, 51— 53.)

Aloitimme opinnaytetyon tekemisen kevaalla 2018. Mikrobiologia kiinnosti meita
aiheena ja halusimme opinnaytetydmme liittyvan siihen. Tiesimme, etta halu-
amme tehda toiminnallisen opinnaytetydn ja etenkin tydohjeiden tekeminen kiin-
nosti meita. Keskustelimme mikrobiologian opettajamme kanssa aiheestamme
ja han kertoi, millaisille tydohjeille olisi tarvetta ja paddyimme tekemaan bakte-
riologian tunneille tydohjeita neljasta eri immunologisesta osoituskokeesta. Sa-
mana kevaana aloitimme kirjoittamaan suunnitelmaa ja mietimme opinnayte-
tydn tarkoitusta, tavoitetta ja tehtavaa, seka aloitimme tiedonhaun ja 16ysimme
hyvia lahteita muistiin, liittyen bakteriologiaan ja osoituskokeisiin. Teimme
omalle opiskelijaryhmallemme kyselyn, missa selvitimme millaisia tydohjeita op-
pilaat pitavat hyvina, jotta saimme itse suunniteltua mahdollisimman selkeat ja
ymmarrettavat tyoohjeet. Kysyimme myos, mita ongelmia aikaisemmissa tyooh-
jeissa on heidan mielestaan tullut vastaan ja yritamme parantaa niita kohtia
omissa ohjeissamme. Naiden palautteiden perusteella saimme kasityksen siita
millaisia ohjeita opiskelijat haluavat lukea ja lahdimme tyostamaan omia tyooh-

jeitamme siihen suuntaan.

Opinnaytetyosopimuksen allekirjoitimme elokuussa 2018. Syksylla 2018

aloimme perehtymaan hyviin tyoohjeisiin seka suomentamaan testipakkausten
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mukana tulleita pakkausselosteita. Joulukuussa 2018 kavimme koulun bakterio-
logian laboratoriossa valokuvaamassa opinnaytetyon tyoohjeisiin kuvia eri tyo-

vaiheista seka teimme tyoohjeista ensimmaiset versiot.

Kevaalla 2019 kirjoitimme tydohjeisiin kaikki tarvittavat kirjalliset tiedot ja muok-
kasimme lauseita lyhyiksi, mutta ytimekkaiksi, niin etta ne vastaisivat tavoitet-
tamme. Sanamuotojen hiomisen jalkeen aloimme muokkaamaan kuvia ja valit-
simme mitka niista ovat tarpeellisia liittda ohjeisiin. Kuvia oli paljon erilaisia, ja
niista oli hyva valita juuri meille sopivat kuvat. Mietimme myds tyéohjeiden visu-
aalisuutta, koska halusimme tyoohjeiden olevan silmaa miellyttavat. Testa-
simme tekemiamme tydohjeita nuoremmalla opiskelijaryhmalla ja kysyimme
heiltd palautetta niiden toimivuudesta. Kyselyssa tuli esiin kuvien tummat varit.
Tietokoneella kuvat nayttivat hyvilta, mutta tulostettuina hieman tummilta.
Saimme my0s palautetta, etta tydohjeiden eri tydvaiheiden perassa voisi lukea
suluissa esimerkiksi Kuva A, jotta tiedetdan mihin kuvaan viitataan. Parista oh-
jeesta puuttui myds reagenssien vorteksointi, joten lisdsimme ohjeisiin ne koh-
dat. Teimme tydohjeista lopulliset versiot heiltd saamamme palautteen perus-
teella. Tydohjeiden valmistumisen jalkeen kirjoitimme raporttiin taudinaiheutta-

jista ja testeista opinnaytetydprosessimme aikana I6ytyneiden lahteiden avulla.

Syksylla 2019 kirjoitimme raporttiin syventavaa tietoa eri taudinaiheuttajista ja
testien menetelmista. Syvensimme tietoa uusilla englanninkielisilla |1ahteilla ja
hioimme kappaleita selkeammiksi. Kavimme aikaisemmin Kirjoittamiamme kap-
paleita lapi, jotta saimme tekstin sujuvaksi ja informatiivisemmaksi. Palautimme

opinnaytetyon suunnitelmanmukaisesti 1. syyskuuta ohjaaville opettajille.
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8 TUOTOS

Tuotoksena valmistui neljat tydohjeet bakteriologian laboraatioihin. Rajasimme
tekemiamme tyodohjeita niin, etta niissa ovat vain tarvittavat asiat testin suorituk-
seen. Emme taysin noudattaneet ISO-standardien ohjeistusta, koska standar-
dinmukaiset tydohjeet sisaltavat paljon sellaista tietoa, mita ei tarvita testin suo-
rituksessa. Testipaketin pakkausseloste on saatavilla testia tehdessa ja sielta
voi halutessaan tarkistaa esimerkiksi sailytyslampdtilan. Teimme tyoohjeista
mahdollisimman tiiviit ja selkeat kayttamalla otsikointia seka numerointia suori-
tusvaiheissa. Otsikoinnin avulla tydohjeet pystyttiin jakamaan eri aiheiden pe-
rusteella: kayttotarkoitus, periaate, valineet, naytemuoto, laatukontrollit, suoritus
seka tuloksen tulkinta ja virhelahteet. Jokaisesta tydohjeesta teimme parin sivun
mittaiset, niin, ettd ne voi tulostaa yhdelle kaksipuoleiselle paperille. Jatimme
naytteenotto-ohjeet pois tydohjeista, koska tekemamme kyselyn perusteella

niille ei ollut tarvetta.

Tyobohjeiden ulkonadsta halusimme siistit ja huolellisesti tehdyt. Valitsimme val-
koisen taustan ja mustan fontin. Fontin halusimme pitda mahdollisimman neut-
raalina ja helppolukuisena, joten valitsimme fontiksi Calibrin. Kaytimme isompaa
fonttia paaotsikkoon, josta selviaa testin nimi. Oikeassa ylareunassa on tekijoi-
den nimet, koulutusala seka paivamaara, jotka ovat muuta tekstia pienemmalla.
Laitoimme ohjeiden oikeaan ylakulmaan Tampereen korkeakouluyhteison lo-
gon. Lihavoimme otsikot, jotta ne erottuisivat paremmin. Kehystimme ohjeet ja
kuvat pienilla mustilla reunoilla, jotta ne nayttaisivat huolitelluilta. Marginaalit ja-
timme hyvin pieniksi, jotta saimme yhdelle sivulle enemman tekstia. Tyoohjei-
den suorituksen kuvat asettelimme tekojarjestykseen ja merkitsimme ne aak-
kosjarjestyksessa, jotta niita on helpompi seurata. Tyoohjeiden tekoon saimme
ohjeita erilaisista lahteista, ennestaan tutuista tyoohjeista, pakkauksissa tule-

vista ohjeista seka ISO-standardeista.
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9 POHDINTA

Tehtavanamme oli tehda neljat eri tydohjeet Tampereen ammattikorkeakoulun
bioanalyytikko-opiskelijoille bakteriologian laboraatiotunneille. Tydohjeista tuli
sellaiset kuin olimme halunneetkin, eli tiiviit ja helposti seurattavat. Omasta mie-
lestdmme olemme onnistuneet tydohjeiden laatimisessa hyvin, koska saimme
luotua toimivat tydohjeet, jotka otetaan kayttodn bakteriologian opintojaksolla.
Opiskelijat voivat tulostaa tydohjeet bakteriologian opintojakson Tabula-pohjalta
ennen laboraatiotunteja, koska mikrobiologian laboratorioon ei saa vieda omaa

tietokonetta kontaminaatioriskin vuoksi.

Tavoitteenamme oli kehittdd omaa osaamistamme mikrobiologiassa ja saada
tydohjeista sellaiset, etta ne sopivat opetuskayttoon. Opinnaytetyota tehdes-
samme olemme kehittaneet osaamistamme mikrobiologiassa ja asiatekstin kir-
joittamisessa. Bioanalyytikon ammatissa on tarkeaa osata tehda erilaisia tyooh-
jeita, ja sita olemme saaneet opetella tuotosta tehdessamme. Tyoohjeita teh-
dessa oli tarkeaa kayttaa sanoja, jotka ovat bioanalyytikko-opiskelijoille tuttuja,
jotta tydohjeiden seuraaminen on helppoa. Keratessamme englanninkielisia 1ah-
teitd sanavarastomme kehittyi mikrobiologian alalta, josta koemme olevan hyo-

tya jatkossa.

Tarkoituksenamme oli tehda sellaiset tyoohjeet, joiden avulla bioanalyytikko-
opiskelija voi harjoitella testien suoritusta ja kehittaa omaa osaamistaan. Kuvat
otettiin Tampereen ammattikorkeakoulun opetuslaboratoriossa ja testien suorit-
tamisessa kaytettiin samoja valineita seka laitteita, joita bioanalyytikko-opiskeli-
jat kayttavat omilla laboraatiotunneillaan. Mielestamme tama toteutui hyvin,
koska saimme kayda vapaa-ajalla kuvaamassa koulun opetuslaboratoriossa
testin suoritusta ja tyoohjeiden kuviin saatiin samat valineet ja laitteet mita jat-
kossakin kaytetaan. Tyoohjeiden kuvia ottaessamme saimme itse kerrata tes-
tien tekoa. Sen jalkeen oli hyva alkaa tekemaan ensimmaista versiota tyéoh-
jeista, koska meilla oli hyvin mielessa, miten testit kaytannossa tehdaan ja mika

niissa on oleellista.
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Luotettavuutta saimme opinnaytetydhomme kayttamalla montaa eri lahdetta yh-
den asian perusteluun. Prosessin aikana olemme myo6s oppineet arvioimaan
kriittisesti erilaisia lahteita. Kaytimme Iahteina mahdollisimman laajasti kirjoja,
artikkeleita seka erilaisia ohjeistuksia. Kysyimme tydohjeistamme palautetta bio-
analyytikko-opiskelijoilta, jotka testasivat tyoohjeita omilla laboraatiotunneillaan.
Kerasimme palautteet nimettomina, jotta saimme mahdollisimman rehellista pa-

lautetta. Palautteen perusteella muokkasimme tyoohjeet lopulliseen versioon.

Opinnaytetyoprosessissa molemmat ottivat vastuuta opinnaytetydon etenemi-

sesta ja pystyimme motivoimaan toisiamme koko prosessin ajan. Parin kanssa
tyoskentely oli sujuvaa ja se helpotti tekstin luomista, kun pystyi aina kysymaan
toisen mielipidetta esimerkiksi erilaisista lausemuodoista ja asioiden oleellisuu-
desta, jotta emme kirjoittanut aiheen rajauksen ohi. Raportista saimme yhtenai-
sen perehtymalla molemmat opinnaytetydn eri aiheisiin ja taydentamalla toisen
kirjoittamaa tekstia. Lopuksi kavimme raportin lapi yhdessa ja tarkistimme, etta

olemme kayttaneet samoja sanoja kuvaamaan samoja asioita.

Opinnaytetyoprosessin aikana opimme suunnittelemaan aikatauluja ja asetta-
maan valitavoitteita, jotta paasimme tavoitteeseemme saada opinnaytetyd val-
miiksi syyskuuhun 2019 mennessa. Teimme opinnaytetydéta usein koko paivan
kerrallaan, ja paivan alussa sovimme mita kyseisen paivan aikana tullaan teke-
maan. Teimme myos viikkotavoitteita, jotta saimme tyon etenemaan aikataulun
mukaan. Valitavoitteiden asettaminen auttoi pitamaan motivaatiota ylla. Pro-
sessi on edennyt aikataulun mukaan ja onnistuimme aikataulutuksessa mieles-

tamme hyvin, koska tyonteko on jakautunut tasaisesti koko prosessin ajalle.

Opinnaytetyossa haastavaa oli aiheen rajaaminen, koska testeja oli monta ja
niilla osoitettiin eri taudinaiheuttajia. Yritimme kuitenkin saada tyosta mahdolli-
simman yhtenaisen ja rajata aiheen niin, ettei raporttiin tule mitaan ylimaaraista,
mielestamme onnistuimme tavoitteessamme. Jos aloittaisimme opinnaytetyon
uudelleen, rajaisimme aihetta eri tavalla. Aiheen olisi voinut rajata esimerkiksi
streptokokkien osoituskokeisiin, jolloin opinnaytetyohon olisi ollut helpompi

saada punainen lanka ja tyosta yhtenaisempi.
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Tulevaisuudessa voisi tehda uudet tydohjeet bakteriologian opintojaksolla kay-
tettaville testeille samalla tavalla kuin tassa opinnaytetyossa on tehty, jotta

kaikki kurssin tyoohjeet olisivat yhtenevaiset.
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Liite 1. Biosynex ® Strep A

i

~["] Tampereen
ammattikorkeakoulu

BIOSYNEX® Strep A Kati Koivisto ja Kirsi Lindell

Bioanalyytikon tutkinto-ohjelma
2.5.2019

Kayttotarkoitus

Pikatesti A-ryhman beetahemolyyttisen streptokokin havaitsemiseen nielusta ja viljelymaljalta
A-ryhman streptokokit aiheuttavat useimmiten nielutulehduksia, eli angiinaa

Periaate
e Virtausimmunoassayn avulla havaitaan nielundytteesta streptokokin antigeeneja
¢ Reagenssissa olevat antigeenit kiinnittyvat mahdollisesti esiintyville antigeeneille
¢ Naytteessa olevat antigeenit reagoivat vasta-aineiden kanssa ja tuottavat varilinjan testi- ja kontrollialueelle

Punaisen viivan muodostuminen on merkki positiivisesta tuloksesta. Viivan puuttuminen tarkoittaa, etta
ndyte on negatiivinen eika sisalld streptokokki A:n antigeeneja

Vilineet

Nayte

.

Testipaketti, joka sisdltaa testikasetit, negatiivisen ja positiivisen kontrollin, reagenssit 1 ja 2, tiputuskarkia,
koeputkia, steriileja vanutikkuja

Nielunayte tai viljelymalja

Laatukontrollit

Ennen kasettien kdyttéonottoa tulee tehda ulkoinen laaduntarkistus positiivisella ja negatiivisella kontrollilla
Kasetit sisaltavat sisdisen tarkistusmekanismin eli kontrollialueen
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Suoritus
1. Poista testikasetti pussista ja kdyta mahdollisimman nopeasti
2. Lisaa l-reagenssipullosta 4 pisaraa koeputkeen (kuva A)
3. Lisda 2-reagenssipullosta 4 pisaraa koeputkeen (kuva B)
4. Sekoita liuosta pyorittelemalld varovasti kdsien valissa
5. Ota nayte vanutikulla suoraan nielusta tai maljalta 1-4 pesaketta (kuva C)
6. Lisda vanutikku koeputkeen, ravista 15 kertaa ja paina samalla vanutikun paata koeputken pohjaan
7. Purista putken seinid samalla, kun vedat vanutikun pois koeputkesta. Putkeen tulisi jadda mahdollisimman
paljon nestetta
8. Havita vanutikku ja anna liuoksen uuttua vdhintddn 1 minuutin ajan
9. Aseta tiputuskéarki koeputkeen

10. Aseta testikasetti puhtaalle ja tasaiselle pinnalle
11. Lisaa 3 pisaraa liuosta naytekaivoon, valta ilmakuplia (kuva D)
12. Lue tulokset 5-10 minuutin kuluttua

Tuloksen tulkinta

Positiivinen: Testiin ilmestyy kaksi punaista viivaa. Pienikin varivaihtelu tulkitaan positiiviseksi
Negatiivinen: Kontrollialueelle ilmestyy viiva
Virheellinen: Kontrolliviivaa ei tule, testi tehtdva uudelleen

Virheldhteet

Vaara nayte maara, suoritustekniikka tai naytteenottotekniikka

llmakuplat ndytekaivossa tai kontaminaatio

Vanhentuneet testivalineet tai vaara sailytys
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Liite 2. Ultimed™ Streptococcus A Cassette

‘

- Tampereen
ammattikorkeakoulu

Ultimed™ Streptococcus A Cassette Kati Koivisto ja Kirsi Lindell

Bioanalyytikon tutkinto-ohjelma
2.5.2019

Kayttotarkoitus

e Pikatesti A-ryhmén beetahemolyyttisen streptokokin havaitsemiseen nielusta tai viljelymaljalta
e A-ryhman streptokokit aiheuttavat useimmiten nielutulehduksia, eli angiinaa

Periaate

e Virtausimmunoassayn avulla havaitaan nielundytteestd A-ryhmaén streptokokin antigeeneja

s Reagenssissa olevat antigeenit kiinnittyvat mahdollisesti esiintyville antigeeneille

e Niytteessd olevat antigeenit reagoivat vasta-aineiden kanssa, jotka ovat spesifisia streptokokki A:lle ja
tuottavat varilinjan, joka havaitaan kasetista

e Punaisen viivan muodostuminen on merkki positiivisesta tuloksesta. Viivan puuttuminen tarkoittaa, etta nayte
on negatiivinen eikd sisalla streptokokki A -antigeenia

Vilineet

o Testipaketti, joka sisdltaa testikasetit, negatiivisen ja positiivisen kontrollin, reagenssit A ja B, tiputuskarkia,
koeputkia, steriileja vanutikkuja

Nayte
¢ Nielundyte suoraan nielusta tai viljelymalja
Laatukontrollit

e Joka 20. testi tulee tehda ulkoinen laaduntarkistus positiivisella ja negatiivisella kontrollilla
e Kaseteissa on sisdisend kontrollina kontrolliviiva, jonka tulee muuttua siniseksi, jotta testi on luotettava
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Suoritus

R kol il

8.
9.

Poista testikasetti kalvopussista ja kdytd mahdollisimman nopeasti

Pida reagenssi A —pulloa pystysuorassa ja lisdd 4 kokonaista pisaraa koeputkeen (kuva A)

Pida reagenssi B -pulloa pystysuorassa ja lisda 4 kokonaista pisaraa koeputkeen (kuva B)

Sekoita liuos huolellisesti pyorittamalla koeputkea 5

Ota nayte vanutikulla suoraan nielusta tai maljalta 1-4 pesaketta (kuva C)

Lisda vanutikku koeputkeen ja ravista vanutikkua lujaa 15 kertaa. Jata vanutikku putkeen minuutiksi

Paina vanutikkua putken reunaan ja purista putken reunoja yhteen samalla, kun poistat vanutikun putkesta
siten, ettd suurin osa nesteestd jaa putkeen

Laita tiputuskarki paikalleen koeputkeen

Aseta testikasetti puhtaalle ja tasaiselle pinnalle

10. Lisda 3 tippaa seosta naytekuoppaan (kuva D)
11. Lue tulokset 5-10 minuutin kuluttua

Tulosten tulkinta

Positiivinen: Kaksi viivaa (punainen ja sininen). Vérin intensiivisyys saattaa vaihdella, pienikin maara véria
testiviivalla on merkki positiivisesta tuloksesta

Negatiivinen: Sininen viiva kontrolliviivalla

Virheellinen: Kontrolliviivaa ei tule, testi tehtava uudelleen

Virheldhteet

Virheellinen naytteenottotekniikka, vaara naytemaara tai vaara suoritustekniikka
Kontaminaatio tai ilmakuplat ndytekaivossa
Vanhentunut testipaketti tai vaara sailytys
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Liite 3. PathoDxtra Strep Grouping Kit

(

=[] Tampereen
ammattikorkeakoulu

PathoDxtra Strep Grouping Kit Kati Koivisto & Kirsi Lindell

Bioanalyytikon tutkinto-ohjelma
2.5.2019

Kayttotarkoitus

o Kadytetdan beetahemolyyttisen streptokokkiryhmien A, B, C, D, F ja G madrittamiseen
e Streptokokkeja esiintyy ihmisten normaalifloorassa, mutta ne voivat myos aiheuttaa infektioita, esim. nielu-
tai kohtutulehduksia

Periaate

e Streptokokkien ryhmamaaritys perustuu eri streptokokkien antigeenien tunnistamiseen. Reagenssit on
suunniteltu antamaan positiivinen agglutinaatio tiettyjen streptokokkiryhmien kanssa

e Menetelma hyodyntaa latex-agglutinaatiota ja typpihapon poistomenetelmaa

e |gG:n ansiosta latex on spesifistd vain tietyn streptokokkiryhman antigeenia kohtaan. Vain siihen renkaaseen
syntyy agglutinaatiota, jossa reaktio tapahtuu. Jos naytteessd ei ole kyseisen ryhman antigeenid,
agglutinaatiota ei tapahdu

Vilineet
o Testipaketti, joka sisdltaa sekoitustikut, testikortit, latex-pullot (A, B, C, D, F ja G), positiivisen kontrollin ja

reagenssit 1-3
e Koeputkia, pipetti ja pipetin karkia

Nayte
* Maljalta pesdke

Laatukontrollit

e latex-reagenssi tulee kontrolloida ennen testin kayttda positiivisella kontrollilla
s Kontrolliin on tultava agglutinaatio, jotta testi on luotettava
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Suoritus
1. Ota tarvikkeet ajoissa huoneenlampoon
2. Sekoita kaikki pullot ennen tyovaiheita kasien vélissa pyorittelemalla
3. Nimea putki
4. Tiputa 1 tippa 1-reagenssia pullon ollessa pystysuorassa (kuva A)
5. Ota naytettd maljan 1-3 bakteeripesdkkeestd kertakdyttoisella sauvalla tai

silmukalla ja sekoita se putkeen missa on 1 reagenssia (kuva B)
6. Lisda 1 tippa 2-reagenssia koeputkeen ja napayta putkea 5 kertaa, jotta se
sekoittuu (kuva C)
Lisda putkeen 3-reagenssia 5 tippaa ja ndpéayttele pulloa sekoittaaksesi (kuva D)
Nimed testikortin ympyrat 1-6 latexpullojen kirjaimilla
9. Pudota 1 tippa Strep A -latexia ensimmaiseen renkaaseen, Strep B - ‘
latexia toiseen renkaaseen jne. (kuva E)
10. Pudota 50 pl liuosta jokaiseen renkaaseen (kuva F) _
11. Sekoita latex ja liuos renkaan sisilld puhtaalla tikulla. Kdyta uutta tikkua

jokaiseen renkaaseen (kuva G)
12. Keinuta reaktiokorttia rauhallisesti edes-takaisin kirkkaan valon alla
13. Positiivinen agglutinaatio muodostuu 10 sekunnissa
14. Lopeta keinuttaminen agglutinaation muodostumisen jilkeen. Al4 kuitenkaan
keinuta yli 60 sekuntia
Tulosten tulkinta
e Positiivinen: Jos sakkaa muodostuu jollekin renkaalle, on tulos positiivinen sen
ryhman suhteen. Sakka on tummansinisia partikkeleita ja erottuu silmin. Jos
useammalla kuin yhdelld renkaalla tapahtuu agglutinaatiota, tee testi
uudelleen
¢ Negatiivinen: Ei agglutinaatiota

g N

|
Virheldhteet : C :
SN
e Liian vdhan tai paljon naytetta
e Vaadra suoritusmenetelma, sailytys tai kontaminaatio
e Useampi positiivinen tulos (useampaa kantaa naytteessa)
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Kayttotarkoitus

* Madritetadn Staphylococcus aureuksen esiintymistad ndytteestd agglutinaatiotestilla

e Staphylococcus aureus on ihmisen markédbakteeri, jota havaitaan nendssa ja iholla. Se oireilee markaisina

infektioina ja ihon paiseina, saattaa aiheuttaa myds vakavia infektioita ja verenmyrkytyksia

Periaate

¢ Testi perustuu agglutinaatioon

Latex-reagenssissa on fibrinogeenia ja |gG:td, jotka tunnistavat Staphylococcus aureuksen
polysakkaridikapselin, hyytymistekijoita ja proteiini A:ta

Mikali ndytteessa on Staphylococcus aureusta, latex-reagenssissa olevat spesifiset vasta-aineet tarttuvat
antigeeneihin kiinni ja sen vaikutuksesta muodostuu agglutinaatiota

Vilineet

* Testipaketti, joka sisdltda latex-reagenssin, negatiivisen kontrollin, kertakayttoisia agglutinaatiokortteja ja
tikkuja

¢ Viljelysauvoja

Ndyte

o Viljelymaljalta stafylokokkipesake

Laatukontrollit

¢ Negatiiviseen kontrolliin ei saa tulla agglutinaatiota, jotta testi on luotettava
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Suoritus

1. Merkitse kummalle renkaalle laitat ndytteen (rengas N) ja kummalle
negatiivisen kontrollin (rengas K)

2. Vorteksoi latex-reagenssi (kuva A)

3. Tiputa 1 tippa latex-reagenssia agglutinaatiokortin
nayterenkaalle (kuva B)

4. Tiputa 1 tippa negatiivista kontrollia agglutinaatiokortin
kontrollirenkaalle (kuva C)

5. Ota naytettd maljan 1-3 pesdkkeesta tikulla (kuva D) ja emulgoi niitd
latex-reagenssitipassa 10 sekuntia. Pyoritd ndyte tasaiseksi tikulla
(kuva E)

6. Toista 5. kohta negatiiviseen kontrolliin uudella tikulla

Keinuta reaktiokorttia rauhallisesti tasaiseksi

8. Lue tulokset 30 sekunnin kuluttua

o

Tuloksen tulkinta

e Positiivinen: Tulokset nakyvat paljain silmin. Latex-partikkeleiden koko
saattaa vaihdella, voivat ndkya sakkaisina. Tausta vaaleanpunainen
Agglutinaation tulee olla selked, heikko agglutinaatio pitda varmistaa
uudella testilla

¢ Negatiivinen: Ei ndkyvia muutoksia

Virheldhteet

e Vaarad naytteenottotekniikka, suoritusmenetelma tai virheellinen
ndytemaara
e Testivalineiden vaara sailytys




