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Tiivistelma

Ulosteviljelynédyte tulee ottaa oikeaoppisesti, ja se on sailytettdva ja kuljetettava asianmukai-
sesti, jotta voidaan varmistaa virheetdn laboratoriodiagnoosi bakteeriripulin aiheuttajasta. Tut-
kimuksen tarkoituksena oli tutkia Salmonella typhimurium-, Shigella sonnei-, Yersinia entero-
colitica- ja Cambylobacter jejuni -bakteerien sailyvyyttda FecalSwab- ja Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkissa. Liséksi selvitettiin millaisia eroja bakteerikuljetusputkien valilla il-
menee taudinaiheuttajien sdilyvyydessé bakteerikuljetusputkissa. Tutkimus oli toimeksianto
Ita-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman, Joensuun aluelaboratorion mikro-
biologian osastolta. Tutkimusmenetelma oli kvantitatiivinen ja koeasetelma kokeellinen.

Tutkimusnéytteina kaytettiin puhdasviljeltyjd ATCC-bakteerikantoja. Bakteerindytteet valmis-
tettiin fysiologiseen natriumkloridiin ja naytteet siirrettiin bakteerikuljetusputkiin, jonka jal-
keen niité sailytettiin 0, 24, 48 ja 72 tuntia jadkaappilampétilassa. Bakteerikuljetusputkien si-
séltdmista bakteerindytteistd valmistettiin laimennossarjat kunkin sdilytysajan paattyessa. Lai-
mennokset viljeltiin elatusainemaljoille, jonka jalkeen elatusainemaljoja inkuboitiin asianmu-
kaisissa olosuhteissa. Inkubaatioaikojen paatyttya bakteeripesdkemaarat laskettiin ela-
tusainemaljoilta, ja bakteeripesakemaéarista laskettiin bakteeripitoisuudet.

Tulokset osoittavat, ettd yleisimmat bakteeriripulin taudinaiheuttajat sédilyvét sekd FecalSwab-
ettd Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa 72 tuntia. Tutkimuksen perusteella FecalSwab-
bakteerikuljetusputkea voidaan kuitenkin pitéa suositeltavana valintana taudinaiheuttajien sai-
Iytys- ja kuljetusmuodoksi. On myds huomioitava, ettd taudinaiheuttajien sdilyvyys ei tdsmaél-
lisesti kuvasta potilasnéytteiden sailyvyytta bakteerikuljetusputkissa, koska tutkimusnaytteet
sisalsivat ainoastaan bakteeriripulin taudinaiheuttajia, eivatkd néytteet sisaltaneet ulosteen
normaaliflooraa. Tasté syysta tulokset ovat suuntaa antavia.
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Appropriate specimen collection, preservation and transport are essential for accurate microbi-
ologic diagnosis of bacterial enteritis. The purpose of this study was to evaluate the FecalSwab
and Transystem M40 transport systems for maintenance of viability of Salmonella typhimu-
rium, Shigella sonnei, Yersinia enterocolitica and Campylobacter jejuni. The aim of this study
was also to compare the performances of FecalSwab transport system to Transystem M40
transport system. The subject of this study was provided by the Eastern Finland Laboratory
Centre Joint Authority Enterprise, Joensuu Regional Laboratory, Department of Microbiology.
This study was quantitative and experimental.

The used isolates were ATCC bacterial strains. An organism suspension from a isolate of each
strain was prepared in physiological saline. The suspension was added to transport systems
and incubated at refrigerated temperature for 0, 24, 48 and 72 hours. After incubation, 10-fold
serial dilutions were prepared. Each dilution was plated to appropriate agar plates and incu-
bated under optimum conditions for organism tested. Colonies were counted on plates and the
average colony count was used.

According to the results, both bacterial transport systems appear to be acceptable for transport
of the enteric pathogens at 72 hours. On the basis of the results, it can be concluded that the
FecalSwab proved more efficient for transport and storage of the enteric pathogens compared
to the Transystem M40. However, it must remember that the viability of pathogens reported in
this study may not accurately reflect results with clinical fecal specimens because the study
specimens contained only the enteric pathogens and fecal normal flora were not present.
Therefore the results are suggestive.
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1 JOHDANTO

Ripulitaudit kuuluvat ihmisen yleisimpiin infektioihin ja ovat kaikenik&isten ongelma.
Ihmiselle ripulia aiheuttavat seké bakteerit, virukset ettd alkueldimet. Aikuisilla ripuli-
tautien merkitys on erityisen suuri matkailun johdosta. (Mattila & Jarvinen 2011, 475,
478.) Matkailija saa matkakohteessaan paitsi eldmyksia myos sekalaisen maaran paikal-
lisia mikrobeja (L&4dveri, Kantele, Hakanen & Mattila 2010, 403). Ripulitaudit ovat ylei-
sin matkailijoiden terveysongelma, mitataanpa sita yleisyydelld, sairauspaivilla tai va-
kuutuskorvauksilla (Nohynek, Siikamaki, Peltonen & Kantele 2011, 753). Vuosittain
koko maailmassa ripulitautiin sairastuu matkansa aikana tai kotiin palattuaan jopa 10
miljoonaa ihmistd ja Suomessa keskimé&érin 100 000 ihmisté (Mattila & Jarvinen 2011,
474). Maailman laajuisesti matkailijoiden ripulitaudeista jopa 80 prosenttia on bakteeri-

en aiheuttamia (Laaveri ym. 2010, 403).

Suomessa yleisimpid bakteeriripulin taudinaiheuttajia ovat salmonellat, shigellat, yer-
siniat ja kampylobakteerit (Koskela & Tarkka 2009, 242). Perusterveelld henkilolla bak-
teeriripuli on yleensa itsestddn ohimeneva, mutta se voi aiheuttaa vakavia seurauksia
pienille lapsille, vanhuksille, raskaana oleville seka henkildille, joiden vastustuskyky on
puutteellinen (Nohynek ym. 2011, 753—755; Laaveri ym. 2010, 406—407). Tapauskoh-
taisesti harkiten potilaalta otetaan ulosteviljelyndyte, esimerkiksi jos taudinaiheuttajan
epéilldén olevan yleisvaarallinen tartuntatauti. Koska taudinaiheuttajaa ei voida péatella
oireiden perusteella, otetaan ulosteviljelynayte diagnoosin varmistamiseksi. (Mattila &
Jarvinen 2011, 495-496.) Osa bakteeriripulin taudinaiheuttajista kuolee nopeasti epé-
edullisissa olosuhteissa, joten ulosteviljelynaytteen séilytys- ja kuljetusolosuhteiden on
oltava optimaaliset taudinaiheuttajien sdilyvyyden varmistamiseksi (vrt. Koskela &
Tarkka 2009, 242—-243; Miller, Holmes & Krisher 2003, 56; Klossner 2001, 39). Ulos-
teviljelynéaytteesta tehdaan kliinisen mikrobiologian laboratoriossa ulosteen bakteerivil-
jely 1 -tutkimus, johon on koottu yleisimpien bakteeriripulin taudinaiheuttajien viljely-
tutkimukset (Siitonen & Haukka 2005, 176).

Taméan opinndytetyon tarkoituksena oli tutkia yleisimpien bakteeriripulin taudinaiheut-
tajien séilyvyyttd kahdessa eri bakteerikuljetusputkessa. Tutkimuksessa selvitettiin,
kuinka bakteeriripulin taudinaiheuttajien bakteeripitoisuudet muuttuvat séilytyksessa



ajan funktiona ja millaisia eroja bakteerikuljetusputkien valilla ilmenee taudinaiheuttaji-
en séilyvyydessa bakteerikuljetusputkissa. Opinnédytetyon toimeksiantajana oli Ita-
Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman (ISLAB) Joensuun aluelaborato-
rion mikrobiologian osasto. Toimeksiantajasta kaytetdan tdssé opinndytetydssa termié
Joensuun kliinisen mikrobiologian laboratorio. Tutkimus tehtiin yhteistydssa bakteeri-
kuljetusputkien valmistajan Copan Italia S.p.A:n seka heidan jalleenmyyjansa Mekalasi

Oy:n kanssa. Bakteerikuljetusputket tutkimukseen saatiin Copan Italia S.p.A:lta.

2  YLEISIMMAT BAKTEERIRIPULIN TAUDINAIHEUTTAJAT

Yleisimpi& bakteeriripulin taudinaiheuttajia ovat salmonellat, shigellat, yersiniat ja
kampylobakteerit, joita kutsutaan myds suolistopatogeeneiksi (Farmer 2003, 636;
Nachamkin 2003, 902). Suomessa todetaan vuosittain noin 7 000 bakteeriripulitartuntaa
(Siitonen & Lyytikéinen 2008, 70). Todellisten tartuntojen mééaran arvioidaan kuitenkin
olevan moninkertainen raportoitujen maaraan nahden, sill4 vain osa sairastuneista ha-
keutuu terveydenhuoltoon (Mattila & Jéarvinen 2011, 480; Rautelin 2007, 218). Suomes-
sa yleisin bakteeriripulin taudinaiheuttaja on kampylobakteeri. Se on ollut salmonellaa
yleisempi tartuntaldydds vuodesta 1998 lahtien. (Rossow & Kuusi 2010a, 19-21; Ruutu
& Puska 2010, 5.) Yersiniat ovat kampylobakteerien ja salmonellojen jalkeen tavalli-
simpia taudinaiheuttajia (Huovinen, Kuusi, Sihvonen, Haukka & Siitonen 2006, 4816).
Shigellatartuntojen ilmaantuvuus on huomattavasti pienempi verrattuna muihin baktee-

riripulin taudinaiheuttajiin (Rossow & Kuusi 2010b, 21-22).

Bakteeriripulin taudinaiheuttajat eivat kuulu ihmisen suoliston normaaliflooraan. Sal-
monellat, yersiniat ja kampylobakteerit ovat zoonoottisia taudinaiheuttajia eli ihmisen ja
eldimen valill4 suoraan tai valillisesti tarttuvia tauteja. (Rautelin 2007, 217, 219-220;
Siitonen & Vaara 2007, 177, 184, 190, 192-193.) Valillinen tartunta voi tapahtua esi-
merkiksi elintarvikkeiden tai veden vélitykselld (Zoonoosikeskus 2011). Shigellatartun-
ta on aina peréisin shigellaa erittdvan ihmisen ulosteesta (Mattila & Jarvinen 2011,
485). Shigellat tarttuvat erittdin herkasti ja levidvat muista bakteeriripulin taudinaiheut-
tajista poiketen myods kosketustartunta (Bopp, Brenner, Fields, Wells & Strockbine

2003, 660). Ripulitauteja aiheuttavien bakteerien tartunnat muistuttavat oireiltaan toisi-



aan, mutta kampylobakteeritartunnoissa oireet ovat usein voimakkaimpia (Mattila &
Jarvinen 2011, 480, 484—-485; Mattila, Siitonen & Peltola 2001, 1454).

Salmonellat ja shigellat luokitellaan yleisvaarallisiksi tartuntataudeiksi (L583/1986;
AT786/1986). Tama ei johdu siité, ettd bakteereja pidetédén erityisen vaarallisina, mutta
niiden torjunta edellyttaa, ettd tietyissa ammateissa toimivien henkildiden tydskentelya
rajoitetaan, kunnes bakteerin erittyminen ulosteeseen lakkaa (Siitonen & Vaara 2007,
189). Tallaisia riskitoitd ovat esimerkiksi vastasyntyneiden parissa tyoskentely, eréat
vesilaitoksen tyot seké tyotehtavat, joissa késitelldédn pakkaamattomia ja helposti pilaan-
tuvia elintarvikkeita. Henkiloon, joka ei tydskentele edella mainituissa riskitoissé tai
joka sairastaa kampylobakteerien tai yersinioiden aiheuttamaa ripulitautia, ei yleensé
sovelleta tyGskentelya rajoittavia méaérayksia. (Kuusi, Jalava, Siitonen & Ruutu 2007, 5;
Siitonen & Vaara 2007, 189-190.) Yleisohjeena on, ettd bakteeriripuliin sairastuneen
tulee kuitenkin valttaa elintarvikkeiden kasittelyd ja ruuan valmistusta seka huolehtia
tehostetusta kasi- ja wc -hygieniasta tartunnan levidamisen ehkéisemiseksi (Mattila &
Jarvinen 2011, 481).

2.1 Salmonellat

Salmonella-suku jaetaan kahteen lajiin, Salmonella enterica ja Salmonella bongori.
Naéista ensimmadiseen kuuluu 6 alalajia (subspecies [ssp.]), joista S. enterica ssp. enterica
on yleisin salmonellaldydds ihmisilta ja tasalampoisilta elaimiltd. Muita alalajeja 16ytyy
yleisesti vaihtolampoisilta el&aimiltd, joiden normaaliflooraan useat erilaiset salmonellat
kuuluvat. (Siitonen & Vaara 2007, 184-185; Bopp ym. 2003, 663, 665.) Suomessa ylei-
simmat bakteeriripulia aiheuttavat salmonellat ovat S. enteritidis ja S. typhimurium
(Mattila & Jarvinen 2011, 480). Valtaosa todetuista salmonellatartunnoista on peraisin
ulkomailta (Kirstild 2001, 5117).

Salmonellatartunta saadaan tyypillisesti ihmisen tai eldimen ulosteilla kontaminoitunei-
den (saastuneiden) elintarvikkeiden tai veden valitykselld (Kyyhkynen, Korkeila & Sii-
tonen 2004, 4275; Bopp ym. 2003, 665). Salmonellat ovat fakultatiivisia anaerobeja eli
ne voivat lisdantyé seka hapellisissa ettd hapettomissa olosuhteissa (Mattila & Jarvinen
2011, 480; Hokajarvi, Pitkénen, Torvinen & Miettinen 2008, 20). Ne sdilyvét hengissa



suoliston ulkopuolella ja mikéli sailytysolosuhteet ovat sopivat ja kuumennus on riitté-
matontd, salmonellat padsevat lisddntymaan elintarvikkeissa (Mattila & Jarvinen 2011,
480). Tartuntaan vaadittava infektiivinen (tartuttava) bakteeriannos on suuri, yli 10 000
bakteeria (Mattila & Jérvinen 2011, 480; Hokajarvi ym. 2008, 18). Epidemioita ilmenee
usein tilanteissa, joissa suurelle joukolle valmistetaan kuumentamattomista tai vaillinai-
sesti kuumennetuista aineksista ruokia, ja niita sdilytetd&n pitkia aikoja huoneenlam-
mossa (Kyyhkynen ym. 2004, 4275). Suomessa on todettu myds useita epidemioita,
joissa tartunnanldhteend ovat olleet sinimailaksen ja mung-pavun raaat ituversot (Pelto-
la, Kanerva, Kuusi, Kyyhkynen & Siitonen 2003, 4350).

Salmonellat aiheuttavat tyypillisesti bakteeriripulin (salmonellaenteriitin), mutta myos
vakavia yleisinfektioita. Salmonellaenteriitin itdmisaika on keskimadrin 6—72 tuntia.
Yleisimmét oireet ovat &killinen ripuli, vatsakivut ja kuumeilu. Oireet kestavét 4-10
paivad, mutta salmonelloja erittyy ulosteeseen vield kliinisten oireiden havittyékin.
Keskimaéardinen bakteerien eritysaika on noin 4-5 viikkoa. Salmonellaenteriitin hoidos-
sa riittad yleensa yleiskunnosta huolehtiminen ja nestetasapainon yllapitdminen. Vaka-
vat yleisinfektiot ja pitkittyneet tai kliinisesti vaikeat salmonellaenteriitit vaativat kui-
tenkin mikrobiladkehoitoa. (Mattila & Jarvinen 2011, 479-481; Siitonen & Vaara 2007,
184-185, 187-188.)

2.2 Shigellat

Shigella-suku jaetaan neljaan lajiin, jotka ovat Shigella dysenteriae, Shigella boydii,
Shigella flexneri ja Shigella sonnei (Bopp ym. 2003, 659). Suomessa yleisimmét lajit
ovat S. flexnerin ja S. sonnei (Rossow & Kuusi 2010b, 21-22; Siitonen & Vaara 2007,
190, 192). Valtaosa todetuista tartunnoista on peréisin ulkomailta (Mattila & Jarvinen
2011, 485; Rossow & Kuusi 2010b, 21-22).

Shigelloja esiintyy ihmisten ja muiden kadellisten suolistossa, josta ne erittyvat ulostee-
seen (Bopp ym. 2003, 660). Ne voivat olla joko aerobeja eli kykenevét kasvamaan ha-
pellisissa olosuhteissa tai salmonellojen tapaan fakultatiivisia anaerobeja (Hokajarvi
ym. 2008, 22). Shigellat leviavét herkasti, silla niiden infektiivinen bakteeriannos on
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pieni, vain 10-500 bakteeria (Siitonen & Vaara 2007, 192). Shigellatartunta on aina

peréisin shigellaa erittdvan ihmisen ulosteesta (Mattila & Jéarvinen 2011, 485).

Tartunta voidaan saada myos elintarvikkeiden tai juomaveden valitykselld, jotka ovat
kontaminoituneet tartunnan saaneen henkilon huonon kasihygienian seurauksena tai
esimerkiksi vihanneksista tai juureksista, jotka ovat kontaminoituneet kastelu- tai huuh-
teluveden valitykselld. Shigellat tarttuvat suhteellisen herkdsti my6s uimavedestd seka
kosketustartuntana esimerkiksi kattelyssa. (Mattila & Jarvinen 2011, 485.) Tartunnat
levidvat tyypillisesti tilanteissa, joissa hygieniataso on alhainen ja ihmistiheys suuri
(Bopp ym. 2003, 660).

Shigellat aiheuttavat seka veristd ripulia (dysenteria, punatauti) ettd veretontd ripulia
(Siitonen & Vaara 2007, 190; Bopp ym. 2003, 660). Shigellojen aiheuttamaa bakteeriri-
pulia kutsutaan shigelloosiksi. Taudin itdmisaika on keskimadarin 1-7 vuorokautta. Oi-
reina ovat ripulin lisaksi kuume, pahoinvointi ja vatsakivut. Oireiden kesto on yleensa
5-7 vuorokautta, mutta shigelloja erittyy ulosteeseen vield oireiden havittya, harvoin 3
kuukautta kauemmin. Suomessa suositellaan toistaiseksi mikrobilaakitysta kaikissa ta-
pauksissa, joissa sen kaytolle ei ole vasta-aiheita. Nain paraneminen ja bakteerien eri-
tyksen loppuminen nopeutuvat. (Mattila & Jarvinen 2011, 485-486; Siitonen & Vaara
2007, 191.)

2.3  Yersiniat

Yersinia-suvusta tunnetaan télla hetkella 14 lajia. Ihmiselle taudinaiheuttamiskykyiset
lajit ovat Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis ja Y. pestis. (Sihvonen, Nissinen &
Siitonen 2009, 252.) Y. enterocolitica ja Y. pseudotuberculosis aiheuttavat bakteeriripu-
lia. Y. pestis on historiallinen kirppujen puremien valityksella levidva ruttobasilli, mus-
tan surman aiheuttaja. (Siitonen & Vaara 2007, 192-194; Siitonen & Haukka 2005,
175.) Seuraavassa yersinioilla tarkoitetaan Y. enterocolitica ja Y. pseudotuberculosis -
bakteereja. Suomessa todetut yersiniatartunnat ovat oletettavasti peréisin valtaosin ko-
timaasta (Mattila & Jarvinen 2011, 476, 485; Siitonen & Haukka 2005, 175).
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Yersiniat levidvét padasiassa kontaminoituneiden elintarvikkeiden vélityksella (Huovi-
nen, Kuusi, Sihvonen, Haukka & Siitonen 2006, 4813). Tartuntaan vaadittava infektii-
vinen bakteeriannos on suuri, yli 10 000 bakteeria (Mattila & Jarvinen 2011, 485). Yer-
siniat ovat fakultatiivisia anaerobeja, ja muista bakteeriripulin taudinaiheuttajista poike-
ten ne pystyvét lisddntymaan jadkaapissa elintarvikkeiden sailytyksen aikana (Siitonen
& Haukka 2005, 175; Bockemuhl & Wong 2003, 672, 675). Merkittdvimpana Y. ente-
rocolitican reservoaarina (varastona) pidetdén sikaa, jonka nielurisoissa ja suolistossa
bakteeria esiintyy yleisesti (Siitonen & Haukka 2005, 175). Teurastuksen yhteydessa
taudinaiheuttaja voi siirtya sianlihaan, esimerkiksi jos ruho kontaminoituu ulosteella
(Hallanvuo 2009, 45). Tartunta saadaan tyypillisesti maistamalla raakaa sian jauhelihaa
tai siséelimia (Siitonen & Vaara 2007, 194). Y. pseudotuberculosis -bakteerin reservo-
aareja ovat monet luonnonvaraiset eldimet, kuten esimerkiksi jyrsijat, linnut ja janikset
(Mattila & Jarvinen 2011, 485). Tartunnanlahtein ovat usein vihannekset, jotka ovat
kontaminoituneet esimerkiksi eldinten ulosteiden tai saastuneen kasteluveden vélityksel-
I& (Penttinen 2006a, 4594).

Viimeisen kymmenen vuoden aikana yersiniat ovat aiheuttaneet Suomessa useita tuore-
tuotteisiin liittyvid ruokamyrkytysepidemioita (Ruutu & Puska 2010, 5). Y. enterocoliti-
ca on harvinaisempi epidemioiden aiheuttaja, kun taas Y. pseudotuberculosis aiheuttaa
ruokamyrkytyepidemioita vuosittain (Korkeala & Lindstrom 2009, 681; Huovinen ym.
2006, 4813). Epidemioiden tartuntal&dhteiné ovat olleet muun muassa Y. pseudotubercu-
losis -bakteerilla kontaminoituneet porkkanat ja ja&vuorisalaatti (Kuusi, Rimhanen-
Finne, Lukinmaa & Siitonen 2010, 29).

Yersinioiden aiheuttaman bakteeriripulin eli yersinioosin itdmisaika on 4—7 vuorokautta
(Mattila & Jarvinen 2011, 485). Taudin oireet ovat vaihtelevia. Osa yersiniooseista on
hyvin lievid, osa kuumeisia ja osa hyvin kivuliaita suoliston alueen imurauhastulehduk-
sia (Siitonen & Vaara 2007, 193). Pahimmillaan oireet voivat muistuttaa umpilisakkeen
tulehdusta, miké& voi johtaa umpilisdkkeen turhaan poistoon. Oireet kestdvat muutamas-
ta pdivastd jopa kolmeen viikkoon. Tauti paranee yleensa itsestdan, mutta kliinisesti
vaikeat yersinioosit vaativat mikrobiladkehoitoa. (Mattila & Jarvinen 2011, 485; Siito-
nen & Vaara 2007, 193-194.)
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2.4 Kampylobakteerit

Campylobacter-suvusta tunnetaan télla hetkella 16 lajia, joista Campylobacter jejuni ja
Campylobacter coli ovat tarkeimmét ihmiselle infektioita aiheuttavat kampylobakteerit
(Rautelin 2007, 217; Nachamkin 2003, 902). Seuraavassa kampylobakteereilla tarkoite-
taan C. jejuni ja C. coli -bakteereja. Valtaosa Suomessa todetuista tartunnoista on peréi-
sin ulkomailta (Mattila & Jéarvinen 2011, 483).

Kampylobakteerit levidvat tyypillisesti kontaminoituneiden elintarvikkeiden ja veden
valityksella (Penttinen 2006b, 2867; Rautelin & Hanninen 2004, 406). Niita esiintyy
runsaasti eri eldinlajien suolistossa, esimerkiksi naudoilla, sioilla ja siipikarjalla, ja ne
voivat teurastuksen yhteydessa kontaminoida ruhon pinnan. Toisin kuin salmonellat ja
yersiniat, kampylobakteerit eivat pysty lisdédntymaan ruoassa. Kampylobakteerit ovat
mikroaerofiilejd, jotka eivat kestd normaalia happipitoisuutta, mutta kykenevét kasva-
maan matalassa happipitoisuudessa. Ne vaativat lisdantydkseen myos suhteellisen kor-
kean lampdotilan, optimaalilampétila on 42 °C. Kampylobakteerit sdilyvat kuitenkin
elinkykyisina pitkid aikoja epésuotuisissa olosuhteissa, ja niiden infektiivinen baktee-
riannos on pieni. (Rautelin 2007, 217-220; Penttinen 2006b, 2867.) Jo muutaman sa-
dan bakteerin nauttiminen voi johtaa tartuntaan. Tartunta voidaan saada myos kontaktis-
sa kampylobakteeria kantaviin eldimiin, mukaan lukien kotieldimet. Tartunta sairastu-

neesta henkiltsté toiseen on harvinaista. (Rautelin 2007, 218-220.)

Kampylobakteerit leviavéat tehokkaasti kontaminoituneen juomaveden vélityksella.
Rengaskaivoveden juominen on yksi merkittdvimmista riskitekijoistd. Kampylobaktee-
reja esiintyy myos luonnonvesissg, ja tartunnan voi siten saada myods luonnonvedessa
uidessa. (Mattila & Jarvinen 2011, 484; Penttinen 2006b, 2866.) Viimeisten kymmenen
vuoden aikana kampylobakteerit ovat aiheuttaneet useita juomavesivalitteisia epidemi-
oita, jotka ovat liittyneet muun muassa kunnallisiin vedenottamoihin ja juomavetena
kaytettyyn luonnon veteen. Tartunnoille on tyypillistd my6s vuodenaikaisvaihtelu. Ko-
timaisia laajoja vesivdlitteisia epidemioita esiintyy loppukesélla ja alkusyksylla. (Kuusi
ym. 2010, 29; Rautelin & Hanninen 2004, 406-407.) Kampylobakteerien aiheuttamat
elintarvikeperdiset ruokamyrkytykset ovat puolestaan tyypillisesti yksittdisia ja epide-

miat pienid (Kuusi ym. 2010, 29).
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Kampylobakteerien aiheuttaman bakteeriripulin eli kampylobakterioosin itdmisaika on
1-7 vuorokautta (Mattila & Jarvinen 2011, 484). Yleisoireita ovat ripuli, vatsakivut,
pahoinvointi ja kuume. Ripuli voi olla myos verista. (Rautelin & Hanninen 2004, 405.)
Ripulioireet kestavat 3—-5 vuorokautta, mutta esimerkiksi vatsakivut voivat jatkua jopa
viikkoja, ja ne ovat useilla potilailla voimakkaampia kuin muissa bakteeriripuleissa.
Kampylobakteereja erittyy ulosteeseen keskimaarin 2—3 viikon ajan. (Mattila & Jarvi-
nen 2011, 484.) Tauti on yleensa itsestddn ohimeneva, mutta vaikeita ja pitkittyneitéd
oireita voidaan hoitaa mikrobilaakityksellda (Mattila & Jarvinen 2011, 484; Rautelin
2007, 218-219).

3 PREANALYYTTISTEN TEKIJOIDEN VAIKUTUS BAKTEE-
RIRIPULIDIAGNOSTIIKASSA

Laboratoriotutkimusprosessin preanalyyttinen vaihe luo perustan luotettaville laborato-
riotutkimustuloksille (Matikainen, Miettinen & Wasstrom 2010, 12). Preanalyyttiset
tekijat ovat ndytteen analysointia edeltavia asioita, jotka vaikuttavat keskeisesti analyy-
sin lopputulokseen (Matikainen ym. 2010, 12; Liimatainen 1999, 26). Kliinisessa labo-
ratoriossa ennen naytteen analysointia tapahtuvilla toimenpiteilld on olennainen vaiku-
tus luotettavan ja oikea-aikaisen laboratoriotuloksen aikaansaamiseen (Linko 2007, 21).
Klossnerin (2001, 39) mukaan virheelliset preanalyyttiset tekijat bakteeriripulidiagnos-
tilkassa voivat johtaa pahimmassa tapauksessa jopa vaaraian taudinmaéarittelyyn, eika

esimerkiksi virheellisesti sailytettyja ulosteviljelynéytteita tulisi tutkia.

Mikrobiologisissa tutkimuksissa tarkeimpia preanalyyttisia tekijoitd ovat naytteenottoa
edeltdava mikrobil&ékitys, ndytteenotto sekd néytteen sailytys- ja kuljetusolosuhteet en-
nen analysointia (Markkanen 2000, 172; Liimatainen 1999, 26). Bakteerindyte pyritdan
ottamaan aina ennen mikrobilddkehoidon aloittamista, mutta esimerkiksi vakavissa in-
fektiotapauksissa ndyte voidaan joutua ottamaan vasta mikrobild&kehoidon aloituksen
jalkeen (Karhuméki, Jonsson & Saros 2010, 199-200; Yl6nen 2005, 102; Liimatainen
1999, 26). Bakteerindytteessa pienikin mééra mikrobil&déketta voi estdd herkén taudinai-
heuttajan kasvun, jolloin taudinaiheuttaja voi jaad& diagnosoimatta (Y16nen 2005, 102).

Koska mikrobil&akitystd kaytetddn suhteellisen harvoin bakteeriripulin hoidossa (poik-
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keuksena shigelloosi) (vrt. Mattila & Jarvinen 2011, 481, 484—-486, 498—499), ulostevil-
jelynéaytteenottoa seké ulosteviljelyndytteen sailytys- ja kuljetusolosuhteita voidaan pi-
taa bakteeriripulidiagnostiikan keskeisina preanalyyttising tekijoina (vrt. Klossner 2001,
39).

Tuokko, Rautajoki ja Lehto (2008, 90) sekd Ylonen (2005, 99) korostavat potilasohja-
uksen tarkeyttd. Olennaista on, ettd potilas ymmartdd saamansa néytteenotto-ohjeet ja
pystyy toimimaan niiden mukaisesti (Ylonen 2005, 99). Oikeaoppisen néytteenoton
lisaksi myds nédytteen sadilytys- ja kuljetusolosuhteiden on oltava asianmukaiset, jotta
voidaan taata bakteerien paras mahdollinen séilyvyys ennen néytteen analysointia (Mil-
ler ym. 2003, 55-56; Liimatainen 1999, 26). Esimerkiksi bakteerien lukuméara nayt-
teessd muuttuu nopeasti epasopivien sailytys- ja kuljetusolosuhteiden seurauksena. Bak-
teerindytteen sdilytys- ja kuljetusolosuhteita ovat néytteen sdilytys- ja kuljetusmuoto
seka séilytykseen ja kuljetukseen kuluva aika seka vallitseva lampdétila. (Karhumaki ym.
2010, 199; Liimatainen 1999, 26.)

3.1 Ulosteviljelynaytteenotto

Bakteeriripulidiagnostiikassa potilas ottaa ulosteviljelyndytteen omatoimisesti. Potilaal-
le annetaan selkedt ohjeet sek& suullisesti ettd kirjallisesti, jotta ndytteenotto onnistuisi
toivotulla tavalla. (Koskela & Tarkka 2009, 243; Tuokko ym. 2008, 90.) Itd-Suomen
laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman toimialueella kaytettavd ulosteviljely-

naytteenoton potilasohje on liitteessa 1.

Ulosteviljelynéyte tulisi ottaa 1-2 vuorokauden sisalla suolisto-oireiden alettua, jolloin
taudinaiheuttajaa on néytteessa eniten (Koskela & Tarkka 2009, 242; Farmer 2003,
647). Potilas ulostaa puhtaaseen ndytteenottoastiaan, esimerkiksi kaarimaljaan. Uloste-
viljelynéytettd ei saa ottaa WC-istuimen altaasta sen likaisuuden vuoksi. (Matikainen
ym. 2010, 105.) Néyte otetaan ulosteessa mahdollisesti esiintyvastd markéisesta, limai-
sesta tai verisestd kohdasta (Koskela & Tarkka 2009, 242; Tuokko ym. 2008, 98). Bak-
teeriripulidiagnostiikkaan soveltuvia ulosteviljelyndytteen séilytys- ja kuljetusmuotoja
ovat steriilit bakteerikuljetusputket sekad tehdaspuhtaat ulostekuljetuspurkit (Koskela &
Tarkka 2009, 242-243).
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Vaihtoehtoisesti ulosteviljelyndyte voidaan ottaa myos perésuolesta (perasuolindyte)
(Bopp ym. 2003, 654; Nachamkin 2003, 904). Pesasuolindyte tulee ottaa bakteerikulje-
tusputkeen (Forbes, Sahm & Weissfeld 2002, 6). Naytteenotossa on tarkedd huomioida,
ettd néytteenottotikun pddhan saadaan nakyvaa ulostetta (Bopp ym. 2003, 654). Pe-
résuolindyte ei kuitenkaan ole suositeltavin ndytemuoto bakteeriripulidiagnostiikassa,
erityisesti aikuisilla potilailla. Sitd suositellaan kayttavéksi vain, jos naytteenotto suo-

raan ulosteesta ei ole mahdollista. (Forbes ym. 2002, 967.)

3.2 Ulosteviljelyndytteen sailytys- ja kuljetusmuoto

Mikrobiologisen nédytteen séilytys- ja kuljetusmuoto tulee valitaan niin, ettd mahdolli-
nen taudinaiheuttaja sailyy elinkykyisena néytteen sdilytyksen ja kuljetuksen ajan (Mil-
ler ym. 2003, 56). Laboratorion ohjeistuksesta riippuen, ulosteviljelynédyte otetaan joko
kahteen bakteerikuljetusputkeen tai ulostekuljetuspurkkiin seka bakteerikuljetusputkeen
(Karhumaéki ym. 2010, 235; Koskela & Tarkka 2009, 242—-243). It4&-Suomen laborato-
riokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman toimialueella ulosteviljelyndyte suositellaan otet-

tavan molempiin kuljetusmuotoihin (ISLAB 20114, 1).

Koskelan ja Tarkan (2009, 242) mukaan shigellat ja kampylobakteerit ovat herkkia
ulosteen pH-muutoksille, mink& vuoksi bakteerikuljetusputki on suositeltava kuljetus-
muoto ndille taudinaiheuttajille. Myos Forbes ym. (2002, 12) toteavat shigellan olevan
erittdin herkk& pH:n muutoksille. Salmonellat taas séilyvét hyvin ulosteviljelyndyttees-
s&, minka vuoksi néytettd voidaan séilyttdd myos kuljetuspurkissa (vrt. Koskela &
Tarkka 2009, 242; Siitonen & Vaara 2007, 187). Useat eri Kirjallisuusléhteet suosittele-
vat, ettd ulosteviljelynayte otetaan bakteerikuljetusputkeen aina, kun naytteen sailytys ja
kuljetus kestavat kauemmin kuin kaksi tuntia (Bopp ym. 2003, 654; Farmer 2003, 647;
Nachamkin 2003, 904; Forbes ym. 2002, 967).

3.3 Ulosteviljelynaytteen sailytys- ja kuljetusaika seka kuljetuslampdétila

Yleisohjeena on, ettd mikrobiologinen ndyte tulee toimittaa analysoivaan laboratorioon

mahdollisimman nopeasti, jotta bakteerien maarasuhteet pysyisivat samana kuljetuksen
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aikana naytteenottohetkeen verrattuna (Carlson & Koskela 2011, 51). Pitkan séilytys- ja
kuljetusajan seurauksena naytteen normaaliflooraan kuuluvat bakteerit voivat lisaantya
ja vaikeuttaa taudinaiheuttajien diagnosointia normaaliflooran joukosta (Karhuméki ym.
2010, 199). Ulosteen normaaliflooran bakteerit lisdantyvét huoneenldmmassa jo lyhyes-
S& ajassa nopeasti, ja ne kestdvét erilaisia olosuhteita hyvin. Bakteeriripulin taudinai-
heuttajia voi ulosteviljelyndytteessé olla véhan, ja useimmat niistd sdilyvat huonosti
epéedullisissa olosuhteissa. Ne saattavatkin siten jadda nopeasti lisdédntyvan normaali-
flooran peittamiksi. (Klossner 2001, 39.)

Klossnerin (2001, 39) mukaan bakteerikuljetusputkeen otettu ulosteviljelynéyte tulisi
viljella 24 tunnin sisélla naytteenotosta. Forbes ym. (2002, 7) toteavat, ettd ulostevilje-
lynéyte tulisi toimittaa laboratorioon 24 tunnin sisalla néytteenotosta ja nayte tulisi vil-
jella viimeistaéan 72 tunnin kuluessa ndytteenotosta, kun ndytettd on sailytetty jaadkaappi-
lampotilassa. Miller ym. (2003, 56) korostavat, ettd shigelloosia epdailtdessa ulostevilje-
lynéyte tulisi viljella valittdmasti naytteenoton jalkeen, koska shigellat kuolevat nopeas-

ti ndytteen sailytyksen ja kuljetuksen aikana.

Padsaantoisesti ulosteviljelynéytettd tulee sailyttdd jaédkaappilampotilassa 4 °C:ssa, jos
viljelya ei voida tehda heti ndytteenoton jalkeen (Forbes ym. 2002, 7, 14, 476; Klossner
2001, 39). Miller ym. (2003, 57) toteavat, ettd shigellan, yersinian ja kampylobakteerin
aiheuttamaa bakteeriripulia epdiltdessd, ulosteviljelyndytetta tulisi séilyttad jaakaappi-
lampdatilassa 4 °C:ssa ja salmonellaenteriittia epdiltdesséd huoneenlammossa 25 °C:ssa.
Ita-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman toimialueella ulosteviljely-

naytetté suositellaan séilytettdvan jaakaappilampotilassa (ISLAB 2011a, 1).

4 BAKTEERIKULJETUSPUTKET BAKTEERIRIPULIDIAG-
NOSTIIKASSA

Mikrobiologisessa ndytteenotossa on tarkead, ettd ndyte otetaan oikeasta paikasta, oike-
aan aikaan, séilytetddn asianmukaisesti ja kuljetetaan mahdollisimman nopeasti analy-
soivaan laboratorioon (Liimatainen 2010, 57; Tuokko ym. 2008, 90; Ylénen 2005, 99).

Koska osa bakteeriripulin taudinaiheuttajista on herkkia erilaisille olosuhdemuutoksille,
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ulosteviljelynédytteen séilytys- ja kuljetusmuoto on valittava huolella (vrt. Koskela &
Tarkka 2009, 242—243; Miller ym. 2003, 56). Useat eri kirjallisuuslahteet suosittelevat
ulosteviljelynéytteenottoon bakteerikuljetusputkea (Bopp ym. 2003, 654; Farmer 2003,
647; Nachamkin 2003, 904; Forbes ym. 2002, 967).

Bakteerikuljetusputkia on useita erilaisia (Mekalasi Oy 2010, 3-7). Perinteinen geeli-
kuljetusputki sisaltad steriilin néytteenottotikun sekd putken sisélla olevaa pehmeééa
agargeelia (Carlson & Koskela 2011, 51). Tédssa opinndytety0dssé agargeelista kaytetdén
termi& kuljetusalusta. Tuokon ym. (2008, 91) ja Ylosen (2005, 101) mukaan n&ytteenot-
totikkujen vanupaét ovat puuvillaa, dacronia tai muuta keinokuitua. Copan Italia S.p.A
kayttada geelikuljetusputkien naytteenottotikuissa raion-vanua (Pentikdainen 2011). Perin-
teisten geelikuljetusputkien rinnalle ovat tulleet uuden tyyppiset, Liquid Based Micro-
biology (LBM) -tuoteperheeseen kuuluvat bakteerinkuljetusputket, jotka sisaltavat nai-
lonisen nukkatikun sek& nestemadisen tai puolijuoksevan kuljetusalustan (Copan ltalia
S.p.A 2011, 2-15).

4.1 Bakteerikuljetusputkien kuljetusalustat

Bakteeriripulidiagnostiikkaan soveltuvien bakteerikuljetusputkien kuljetusalustojen ra-
vinnepitoisuuksien tulee olla matalat, jotta voidaan ehkaista ulosteen normaaliflooraan
kuuluvien bakteerien liikakasvua (Sewell 2003, 35). Tdméa on tarke&d, koska bakteeriri-
pulin taudinaiheuttaja voi jdadda diagnosoimatta, jos se jaa nopeasti lisdéntyvan normaa-
liflooran peittamaksi (vrt. Klossner 2001, 39). Kuljetusalustojen tulee myds estaa ulos-
teviljelynaytteen kuivuminen, koska useimmat bakteeriripulin taudinaiheuttajista ovat
herkkid kuivuudelle, ja ne kuolevat nopeasti epdedullisissa olosuhteissa (Sewell 2003,
35).

Bakteerikuljetusputkien kuljetusalustat siséltdvat spesifisid ainesosia, jotka edistdvat
bakteerien sailymistd naytteen kuljetuksen ajan. Tietyt reagenssit muun muassa yllapi-
tavét kuljetusalustan pH:n optimaalisena bakteereille. (Chapin & Murray 2003, 264.)
Esimerkiksi kuljetusalustan puskurointi ehkéisee ulosteviljelyndytteen pH:n vaihteluja
(vrt. Sewell 2003, 35). Shigellat ja kampylobakteerit ovat herkkia pH-muutoksille, min-
k& vuoksi kuljetusalustan pH:n on pysyttava optimaalisena ulosteviljelynédytteen saily-
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tyksen ja kuljetuksen aikana (vrt. Koskela & Tarkka 2009, 242). Tavallisimpien baktee-
riripulin taudinaiheuttajien séilytykseen ja kuljetukseen soveltuvia kuljetusalustoja ovat
esimerkiksi Cary-Blair-, modifioitu Cary-Blair- ja Amies-kuljetusalustat (Bopp ym.
2003, 654; Farmer 2003, 636; Miller ym. 2003, 57; Nachamkin 2003, 904).

4.1.1 Modifioitu Cary-Blair -kuljetusalusta

Modifioitu Cary-Blair -kuljetusalusta on kehitetty Cary-Blair-kuljetusalustasta, joka on
ensisijaisesti suunniteltu edistdméan salmonellojen ja shigellojen sailyvyytta ulostevilje-
lynéytteessa. Modifioidussa Cary-Blair -kuljetusalustassa agargeelin pitoisuus on mata-
lampi kuin Cary-Blair-kuljetusalustassa. Se on suunniteltu parantamaan erityisesti kam-
pylobakteerien sdilyvyyttd ulosteviljelyndytteen sailytyksen ja kuljetuksen aikana. (Se-
well 2003, 35.) Nachamkin (2003, 904) toteaa modifioidun Cary-Blair -kuljetusalustan
olevan kaiken kaikkiaan paras kuljetusalusta kampylobakteereille, ja soveltuvan myos

muiden bakteeriripulin taudinaiheuttajien sailytykseen ja kuljetukseen.

Tatd tutkimusta vastaavia, modifioitua Cary-Blair -kuljetusalustaa kasittelevid aiempia
tutkimuksia ei onnistuttu I6ytdmaan. 1980-luvun alussa on kuitenkin tutkittu modifioi-
dun Cary-Blair -kuljetusalustan soveltuvuutta Campylobacter jejunin séilytys- ja kulje-
tusmuodoksi séilytysaikoja ja -lampdtiloja muuttamalla (Wang, Reller, Smallwood,
Luechtefeld & Blaser 1983, 803-807; Luechtefeld, Wang, Blaser & Reller 1981,
438-443). Wang ym. (1983, 803) tutkivat C. jejunin séilyvyytta erilaisissa kampylobak-
teerille soveltuvissa rikasteliemissa ja kuljetusalustoissa, mukaan lukien modifioitu Ca-
ry-Blair -kuljetusalusta. Tutkimuksessa kéytettiin potilaiden ulosteviljelyndytteitd, joi-
den oli diagnosoitu sairastavan C. jejunin aiheuttamaa bakteeriripulia. Ndytteet viljeltiin
paivittain, kunnes niista ei voitu enda diagnosoida C. jejunin bakteerikasvua. Tulosten
perusteella C. jejuni séilyi paremmin jadkaappilampdétilassa kuin huoneenldmmaossa
neljassé tutkitussa rikasteliemessé ja kuljetusalustassa, mukaan lukien modifioitu Cary-
Blair -kuljetusalusta. Tutkijat toteavat, ettd jos ulosteviljelynédytteen séilytykseen jaa-
kaappilampotilassa voidaan kayttd vain yhta sailytys- ja kuljetusmuotoa, kuljetusalus-
taksi voitaisiin talloin valita modifioitu Cary-Blair. Tutkijat kuitenkin suosittelevat kah-
ta muuta tutkimuksessa kuvailtua kuljetusalustaa ulosteviljelynédytteen sailytys- ja kulje-

tusmuodoksi huoneenldammassa. (Wang ym. 1983, 803—-806.)
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4.1.2 Amies-kuljetusalusta

Amies-kuljetusalusta on yksi yleisimmistd bakteerindytteenotossa kaytettavista kulje-
tusalustoista (Forbes ym. 2002, 13). Sitd voidaan kayttada useiden eri bakteerilajien séi-
Iytys- ja kuljetusmuotona (Miller ym. 2003, 57; Forbes ym. 2002, 4, 6). Kirjallisuusl&h-
teiden mukaan Amies-kuljetusalusta soveltuu myos ulosteviljelyndytteiden sailytykseen
ja kuljetukseen (Bopp ym. 2003, 654; Farmer 2003, 647; Miller ym. 2003, 57). Taté
tutkimusta vastaavia, Amies-kuljetusalustaa késittelevia aiempia tutkimuksia ei onnis-
tuttu loytaméan. Bakteeriripulin taudinaiheuttajien sailyvyytta on kuitenkin tutkittu ylei-
sesti Amies-kuljetusalustassa (Dan, Richardson, Miliotis & Koornhof 1989, 151-154;
Taylor & Schelhart 1973, 940-944).

Vuonna 1989 julkaistussa tutkimuksessa vertailtiin bakteeriripulin taudinaiheuttajien
sdilyvyyttda Amies- ja Cary-Blair-kuljetusalustoissa, puskuroidussa glyseroli-
suolaliuoksessa seké ulostekuljetuspurkissa. Tutkimusnaytteet valmistettiin lisadmalla
tutkittavia bakteeriripulin taudinaiheuttajia ulosteviljelyndytteisiin, jotka oli kerétty ter-
veiltd aikuisilta. Tutkimusnaytteet inokuloitiin (siirrettiin) vertailtaviin sailytys- ja kulje-
tusmuotoihin, jonka jalkeen niita sdilytettiin jadkaappilampotilassa, syvajaadytettyna
sekd nestemaéisessa typessa. Tutkimusnadytteiden sailytysajat vaihtelivat viikosta kah-
teentoista kuukauteen. Tulosten perusteella bakteeriripulin taudinaiheuttajat séilyivat
jadkaappilampdtilassa pisimman ajan Cary-Blair-kuljetusalustassa verrattuna muihin
séilytys- ja kuljetusmuotoihin. Tutkijat toteavat, ettd muissa séilytyslampdtiloissa ei
havaittu merkittavia eroja vertailtavien séilytys- ja kuljetusmuotojen valilla. (Dan ym.
1989, 151-154.)

4.2 FecalSwab-bakteerikuljetusputki

FecalSwab-bakteerikuljetusputki kuuluu Liquid Baced Microbiology (LBM) -
tuoteperheeseen, ja se on tarkoitettu ulostendytteen séilytykseen ja kuljetukseen (Copan
Italia S.p.A. 2011, 2, 9). Yksittéispakattu, steriili pakkaus sisaltda nailonisen nukkatikun
sekd kierrekorkkisen kuljetusputken, jossa on 2 ml puolijuoksevaa modifioitua Cary-
Blair -kuljetusalustaa (Copan Italia S.p.A. 20104, 1).
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4.2.1 FecalSwab-bakteerikuljetusputken kayttéominaisuudet

FecalSwab-bakteerikuljetusputkea voidaan kéyttda useisiin eri mikrobiologisiin tutki-
musmenetelmiin. Bakteeriripulidiagnostiikassa ulosteviljelyndyte voidaan viljella ela-
tusainemaljoille n&ytteenottotikulla tai pipetoimalla kuljetusalustaa suoraan ela-
tusainemaljoille. (Copan Italia S.p.A. 2010a, 1.) FecalSwab-bakteerikuljetusputkessa
olevaa ulosteviljelynéytettd voidaan kayttdd myos salmonellan diagnosointiin seleniitti-
rikastusmenetelméalla (Copan Italia S.p.A. 2011, 2, 9; Copan Italia S.p.A. 2010b, 1).
Tutkimusten mukaan FecalSwab soveltuu myds mikrobildékityksen jalkeista ripulitautia
tyypillisesti aiheuttavan Clostridium difficile -bakteerin sdilytys- ja kuljetusmuodoksi
(Altieri, Bossa, Capalbo, Di Tranglia & Fontana 2011, 1; Allibardi, Marini, Giambra,
Castriciano & Squassina 2010, 1; Castriciano, Kafka, Padman & Lee 2010, 1). FecalS-
wab-bakteerikuljetusputkessa olevaa ulostendytettd voidaan kayttdd myos lasten ripuli-
tauteja tyypillisesti aiheuttavien rota- ja adenovirusten ulosteessa olevien antigeenien

osoitukseen pikadiagnostiikkamenetelmalla (Castriciano, Booth & Leclipteux 2009, 1).

Vuonna 2011 julkaistussa tutkimuksessa verrattiin FecalSwab-bakteerikuljetusputken ja
ulostekuljetuspurkin toimintakykya keskendéan. Potilailta keréttiin ulosteviljelynaytteet
molempiin kuljetusmuotoihin, ja naytteet analysoitiin laboratoriokohtaisilla tutkimus-
menetelmilla. Potilasnéytteistd diagnosoituja taudinaiheuttajia olivat salmonellat ja
kampylobakteerit seké& Clostridium difficile -bakteerit. Tulokset osoittavat, etta taudin-
aiheuttajia diagnosoitiin useammasta FecalSwab-bakteerikuljetusputkesta kuin uloste-
kuljetuspurkista. ~ Tutkimuksen  perusteella  tutkijat  toteavat  FecalSwab-
bakteerikuljetusputken olevan suositeltavampi séilytys- ja kuljetusmuoto ripulitauteja

aiheuttaville bakteereille kuin ulostekuljetuspurkki. (Altieri ym. 2011, 1.)

4.2.2 FecalSwab-bakteerikuljetusputken naytteenottotikku

FecalSwab-bakteerikuljetusputkipakkaus siséltdd nailonisen nukkatikun, joka on uuden
tyyppinen apuvaline naytteenottoon. Ulosteviljelyndyte voidaan ottaa nailonisella nuk-
katikulla sekd ulosteesta ettd perdsuolesta. Varressa olevan katkaisukohdan ansiosta

néytteenottotikku voidaan katkaista kuljetusputkeen. Kun korkki kierretddn kuljetusput-
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ken paalle, naytteenottotikku kiinnittyy korkkiin, mika helpottaa tytskentelyd. (Copan
Italia S.p.A. 2011, 9; Copan Italia S.p.A. 2010a, 1; Copan Italia S.p.A 2010b, 1.)

Néytteenottotikun paa on péaallystetty lyhyilla synteettisilla nailonkuiduilla. Nailon on
sumutettu néytteenottotikkuun sahkostaattisessa kentéssa, jolloin kuidut asettuvat alus-
taan kohtisuoraan. Nailonkuitujen vélisen kapillaarijannitteen ansiosta nukkatikku ker&é
itseensa runsaasti nédytettd. (Copan Diagnostics Inc. 2009a; Mekalasi Oy, 4.) Perintei-
sestd vanupéisestd néytteenottotikusta poiketen nailoninen nukkatikku ei ime naytetta
sisélle itseensd (Copan Diagnostics Inc. 2009a). Ominaisuuden ansiosta nailonpéasta
vapautuu jopa 95 prosenttia kerétysta ndytteestd, kun ndytteenottotikku asetetaan juok-

sevaan tai puolijuoksevaan kuljetusalustaan (Copan Italia S.p.A. 20104, 1).

Vuonna 2006 julkaistu tutkimus tukee edelld kuvattuja nailonisen nukkatikun ominai-
suuksia. Nailonisen nukkatikun todettiin vapauttavan 93 prosenttia sisaltdmastaan néyt-
teesté fysiologiseen natriumkloridiin, kun taas perinteinen vanupdinen naytteenottotikku
vapautti 30 prosenttia sisaltamastaan naytteestd. Tulosten perusteella tutkijat toteavat,
etta koska nailonpddsta vapautuu enemman naytettd verrattuna perinteiseen naytteenot-
totikkuun, voidaan olettaa, ettd tdimén seurauksena myo6s bakteereja siirtyy enemman

viljelyn yhteydessa elatusainemaljalle. (Human & Jones 2006, 1-3.)

4.3 Transystem M40 -bakteerikuljetusputki

Transystem M40 -bakteerikuljetusputki kuuluu perinteisiin geelikuljetusputkiin (Copan
Diagnostics Inc. 2009b). Se soveltuu useiden erilaisten bakteerilajien sadilytykseen ja
kuljetukseen sekd jadkaappilampotilassa ettd huoneenlammosséd (Copan lItalia S.p.A.
2010c, 1). Yksittaispakattu, steriili pakkaus sisaltdd raion-vanutikun seka kuljetusput-
ken, jossa on 5 ml:n Amies-kuljetusalusta (Mekalasi Oy 2010, 9).

4.3.1 Transystem M40 -bakteerikuljetusputken kdyttdominaisuudet

Transystem M40 -bakteerikuljetusputkea voidaan kéyttdaa seka aerobisten ettd anaero-

bisten bakteerien (bakteerit, jotka elavat ja lisd&ntyvat hapettomissa oloissa) sailytyk-
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seen ja kuljetukseen (Copan Italia S.p.A. 2010c, 1). 2000-luvulla on julkaistu useita
Transystem M40 -bakteerikuljetusputkea kasittelevid tutkimuksia (Rishmawi, Ghneim,
Kattan, Ghneim, Zoughbi, Abu-Diab, Turkuman, Dauodi, Shomali, EI-Razeq Issa, Si-
riani, Marzouka, Schmid & Hindiyeh 2007, 1278-1283; Arbique, Rendell & Forward
2006, 1; Morosini, Loza, Gutiérrez, Almaraz, Baquero, Canton 2006, 19-24; Kramer,
Holliday, Kanchana & Thomas 2003, 1-4).

Vuonna 2007 julkaistussa tutkimuksessa selvitettiin muun muassa Transystem M40 -
bakteerikuljetusputken soveltuvuutta perinteiseen ulosteviljelynédytteenottoon seka pe-
résuolindytteenottoon bakteeriripulidiagnostiikassa. Potilailta keréttiin ulosteviljelynayt-
teet Transystem M40 -bakteerikuljetusputkiin molemmilla nédytteenottotekniikoilla, ja
naytteet analysoitiin laboratoriokohtaisilla tutkimusmenetelmilld. Tutkijat toteavat, ettd
tulosten  perusteella ulosteviljelyndyte voidaan ottaa Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkeen sekd suoraan ulosteesta ettd perasuolesta. (Rishmawi ym. 2007,
1278-1282.)

Ita-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman toimialueella Transystem
M40 -bakteerikuljetusputkea kdytetddn muun muassa ulosteviljelynéytteiden séilytys- ja
kuljetusmuotona. Bakteerikuljetusputken kayttd ulosteviljelyndytteenotossa on kuvattu
liitteessa 1 olevassa Itd&-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman toimi-
alueella kéytettavan ulosteviljelyndytteenoton potilasohjeessa. Joensuun kliinisen mik-
robiologian laboratoriossa Transystem M40 -bakteerikuljetusputken sisaltdma ulostevil-
jelynayte viljelladn naytteenottotikulla bakteeriripulin taudinaiheuttajille tarkoitetuille,
selektiivisille elatusainemaljoille (ISLAB 2011a, 1).

4.3.2 Transystem M40 -bakteerikuljetusputken naytteenottotikku

Transystem M40 -bakteerikuljetusputkipakkaus siséltdéd pitkan néytteenottotikun, joka
helpottaa bakteerindytteenottoa hankalastakin naytteenottokohdasta (Mekalasi Oy 2010,
9). Bakteerikuljetusputki on tiimalasin muotoinen, minka ansiosta ilmakuplat tulevat
pois kuljetusalustasta, kun néytteenottotikku asetetaan kuljetusputkeen. Tamé& mahdol-
listaa my0ds anaerobisten  bakteerien  sdilymisen  Transystem M40 -

bakteerikuljetusputkessa. (Pentikdinen 2011.) Tiimalasimuodon ansiosta néytteenotto-
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tikku pysyy néytteen séilytyksen ja kuljetuksen ajan Amies-kuljetusalustan ympargimé-
na. Erikoismuotoiltu turvakorkki sulkee bakteerikuljetusputken lukiten sen tiiviisti.
(Mekalasi Oy 2010, 9.)

Naytteenottotikun pad on valmistettu raion-vanusta, johon on lisatty kasvisproteiinia
parantamaan olosuhdemuutoksille herkkien bakteerien séilymistd Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa (Mekalasi Oy 2010, 9). Néytteenottotikun paa sisaltaa kasvis-
proteiinin liséksi tarkasti valitun maarén liima- sekd sidosaineita. Yhdessa ndma omi-
naisuudet edistavat bakteerindytteen sdilymista ndytteenottotikussa sekd naytteen vapau-
tumista esimerkiksi bakteeriviljelyn yhteydessé elatusainemaljalle. (Copan Diagnostics
Inc. 2009b.)

Vuonna 2004 julkaistussa tutkimuksessa verrattiin viiden erilaisen bakteerilajin séily-
mistd Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa sek& toisessa Amies-kuljetusalustaa
sisdltdvassa bakteerikuljetusputkessa huoneenlammassa. Tulokset osoittavat tutkittujen
bakteerien  sdilyvdn  kaiken  kaikkiaan  paremmin  Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa. Tutkijat pohtivat bakteerikuljetusputkien vélisten erojen ole-
van yhteydessa muun muassa naytteenottotikkujen valmistustekniikoiden ja -
materiaalien eroihin. (Gandhi & Mazzulli 2004, 1, 4.)

5 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TUTKIMUSONGELMAT

Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia yleisimpien bakteeriripulin taudinaiheuttajien séi-
lyvyyttd kahdessa eri bakteerikuljetusputkessa. Tutkimuksessa selvitettiin, kuinka Sal-
monella typhimurium-, Yersinia enterocolitica-, Shigella sonnei- sek& Cambylobacter
jejuni -bakteerindytteiden bakteeripitoisuudet muuttuvat sailytyksessa ajan funktiona ja
millaisia eroja FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien vélill& ilmenee
taudinaiheuttajien sailyvyydessa bakteerikuljetusputkissa. Tutkimus tehtiin toimeksian-
tona (liite 2) Itd&-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymén Joensuun alue-

laboratorion mikrobiologian osastolle.
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Opinndytetyon tutkimusongelmat:

1. Kuinka S. typhimurium-, S. sonnei-, Y. enterocolitica- sekd C. jejuni -naytteiden bak-
teeripitoisuudet  muuttuvat, kun bakteerindytettda  sdilytetdan FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa 72 tunnin ajan?

2. Kuinka S. typhimurium-, S. sonnei-, Y. enterocolitica- seka C. jejuni -ndytteiden bak-
teeripitoisuudet muuttuvat, kun bakteerindytettd séilytetddn  Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa 72 tunnin ajan?

3. Millaisia eroja ilmenee FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien vé-
lilla 72 tunnin aikana, S. typhimurium-, Y. enterocolitica-, S. sonnei- sekd C. jejuni -

naytteiden bakteeripitoisuuksissa?

6 TUTKIMUKSEN MENETELMALLISET VALINNAT

Tama tutkimus oli kvantitatiivinen eli méaréllinen tutkimus (vrt. Hirsjarvi 2009, 140).
Tutkimusmenetelmalla etsitdén vastauksia kysymyksiin, jotka pohjautuvat tutkimuson-
gelmiin. Asioita kuvataan numeeristen suureiden avulla ja tuloksia tarkastellaan tilastol-
lisin menetelmin. Tutkimusaineisto voidaan hankkia muun muassa tilastoista, rekiste-
reista tai itse kerd&mélla. Mikali aineisto kerdt&an itse, on tutkimukseen valittava tie-
donkeruumenetelmé sekd paatettdva kerattdvan tiedon maard. (Heikkila 2008, 16,
18-19, 21.) Tutkimusaineiston kokoa pohdittaessa on tehtdva kompromisseja kéytetta-
vissé olevien resurssien ja tutkimustulosten tarkkuuden valilla (Karjalainen 2010, 14;
Heikkila 2008, 30—32). Téssa tutkimuksessa tutkimusaineiston koko maaraytyi aineis-
ton kerdamiseen kéytettavissa olevan ajan ja tyontekijaresurssien perusteella seka toi-
meksiantajan toiveiden mukaan. Tutkimusaineiston pienestd koosta johtuen tuloksia ei
ollut mahdollista tarkastella tilastollisten testien avulla. Tutkimuksen laboratoriotutki-
musprosessin tarkkuuden ja toistettavuuden edellytyksend olivat kuitenkin kvantitatiivi-
sessa tutkimuksessa keskeisten validiteetin ja reliabiliteetin vaatimusten huomioiminen
(vrt. Heikkila 2008, 29-30, 186—187).

Tama tutkimus luokiteltiin my6s kokeelliseksi tutkimukseksi (vrt. Hirsjarvi 2009, 134;
Heikkila 2008, 21), sill& siind tutkittiin tiettyjen bakteerikuljetusputkien ja bakteerindyt-
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teen séilytykseen kuluneen ajan vaikutusta yleisimpien bakteeriripulin taudinaiheuttaji-
en sdilyvyyteen. Kokeellisessa tutkimuksessa kaytetadn koeasetelmaa, jonka avulla sel-
vitetddn tiettyjen, tutkittujen muuttujien vaikutusta tutkimuskohteisiin. Tutkimuksen
edellytyksend on, ettd tutkimuskohteisiin vaikuttavat muut tekijat pyritdén vakioimaan.
(Karjalainen 2010, 11-12; Heikkila 2008, 21.) Tassa tutkimuksessa muuttujina olivat
bakteerinkuljetusputkityyppi ja aika, tutkimuskohteina tavallisimmat bakteeriripulin
taudinaiheuttajat. Tutkittavien bakteerindytteiden pitoisuudet ja bakteerikuljetusputkien

séilytyslampotila seka naytteiden kasittely- ja viljelytekniikat pidettiin vakioituina.

Tutkittavat bakteeriripulin taudinaiheuttajat valittiin Joensuun kliinisen mikrobiologian
pakastetaltioiduista kaupallisista ATCC-bakteerikannoista (American Type Culture Col-
lection). Tutkimuksessa kéytetyt bakteerilajit olivat Salmonella typhimurium (ATCC
14028), Shigella sonnei (ATCC 9290), Yersinia enterocolitica (ATCC 23715) seké
Cambylobacter jejuni (ATCC 33291). ATCC-bakteerikannat ovat ominaisuuksiltaan
tunnettuja bakteerikantoja, jotka ovat perdisin kansainvalisestd mikrobikantakokoelmas-
ta (Metrologian neuvottelukunta 2005, 8-9). Kun bakteerinaytteet valmistettiin labora-
toriossa jo olemassa olevista ATCC-bakteerikannoista, tutkimusnaytteiden hankinnasta
ei aiheutunut kustannuksia tutkimusta tehtdessd, ja tutkimuksessa ei mydskaan tarvittu
bakteeriripulin taudinaiheuttajia sisaltavia potilasnaytteitd. Tutkimuksen toteutus poti-
lasnaytteill& ei olisi ollut mahdollista tutkimukseen kaytettavissa olevan ajan rajallisuu-

den vuoksi.

7 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Tutkimukseen valituista ATCC-bakteerikannoista kdytetdan tutkimuksen toteutuksen
kuvauksessa termeja salmonella-, shigella-, yersinia- ja kampylobakteerindytteet. Bak-
teerikuljetusputket (liite 3) tutkimukseen saatiin Copan Italia S.p.A:lta. Ennen varsinai-
sen tutkimuksen toteuttamista tehtiin esitutkimus 18.2. - 27.2.2011. Varsinainen tutki-
mus suoritettiin 3.3. - 19.3.2011. Tutkimuksen toteuttamiseen tarvittava tutkimuslupa
saatiin aluelaboratoriojohtajalta (liite 4).
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7.1 Esitutkimuksen suorittaminen

Esitutkimuksen tekeminen on suositeltavaa aina ennen varsinaisen tutkimuksen toteut-
tamista. Sen avulla voidaan tdsmentda ja rajata tutkimusongelmia seka testata valitun
tiedonkeruumenetelmén toimivuutta. (Lacey 2010, 22-23; Heikkila 2008, 22.) Tassa
tutkimuksessa tehtiin esitutkimus, jossa testattiin tutkimussuunnitelman toimivuus seka
perehdyttiin eri tydvaiheiden tekniseen toteutukseen. Esitutkimus tehtiin kolme kertaa.
Kahdella ensimmaiselld kerralla tutkimussuunnitelmassa havaittiin virhetekijoita, jotka
korjattiin ja esitutkimus toteutettiin kolmannen kerran. Esitutkimus vastasi laboratorio-
tyoskentelyprosessiltaan varsinaista tutkimusta, mutta oli toteutukseltaan suppeampi.
Esitutkimuksen havaintojen perusteella tehtiin varsinaisessa tutkimuksessa kaytetyt tyo-

ohjeet, jotka ovat liitteissa 5-10.

Esitutkimuksessa havaittiin, ettd kampylobakteeri kuolee nopeasti fysiologisessa natri-
umkloridissa. My0s naytteiden sekoittamisen Vortex-sekoittajalla todettiin heikentavan
kampylobakteerin sdilymisté fysiologisessa natriumkloridissa. Havaintojen perusteella
paatettiin, etta tutkimuksen tyovaiheet suoritetaan mahdollisimman nopeasti ja bakteeri-
naytteitd vortexoidaan vain tarvittava minimiaika. Esitutkimuksessa havaittiin lisaksi,
ettd osa kampylobakteeripesdkkeistd kasvoi kampylobakteerille selektiivisella ela-
tusainemaljalla (campylomalja) levidvind ja epatarkkarajaisina, minka vuoksi bakteeri-
pesékkeiden laskeminen oli haasteellista. Varsinaisessa tutkimuksessa campylomaljoja
paatettiin inkuboida lisaa bakteeripesékkeiden laskennan jalkeen, jolloin pesékkeet erot-

tuivat toisistaan selkeammin.

7.2 Tutkimuksen suorittaminen

Tutkimus aloitettiin esivalmisteluilla tyoskentelyn sujuvuuden varmistamiseksi. Pakas-
tetaltioidut ATCC-bakteerikannat sulatettiin ja puhdasviljeltiin liitteend 5 olevan ty6oh-
jeen mukaisesti. Muut esivalmisteluihin kuuluvat tehtdvét on kuvattu liitteind 6-9 ole-
vissa tyodohjeissa. Tutkimuksen ajan tydskenneltiin vetokaapissa, jossa ei késitelty mik-
robiologisia potilasnéytteitd. Laboratoriotydskentelyprosessi jaksotettiin myos niin, ettd

vain yhden bakteeriripulin taudinaiheuttajan naytteita kéasiteltiin kerrallaan vetokaapissa.
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Né&illad tyoskentelytavoilla pyrittiin minimoimaan bakteerindytteiden kontaminaation

riski. Laboratoriotyoskentelyprosessi esitetdadn yksinkertaistetusti kuviossa 1.

Bakteerikuljetusputkien inokulaatio eli
bakteerindytteen siirto bakteerikuljetusputkiin

Bakteerindytteen valmistus —>

v
Bakteerikuljetusputkien séilytys N
jadkaappilampétilassa 0 h, 24 h, 48 h, 72 h

Bakteerindytteiden viljely elatusainemaljoille

\4

Bakteeripesakkeiden laskeminen elatusainemaljoilta

Kuvio 1. Tutkimuksen laboratoriotydskentelyprosessin suorituskaavio.

Tutkimuksen ajan pidettiin laboratoriopéivakirjaa, johon Kirjattiin muun muassa eri tyo-
vaiheiden suoritusajankohdat ja mahdolliset poikkeamat tydohjeista. Laboratoriopdivé-
kirjaan merkittiin péivittdin myds bakteerindytteiden séilytykseen kéytetyn jaékaapin
sekd elatusainemaljojen inkubointiin kaytettyjen lampdkaappien ldmpotilalukemat.
Edelld mainitut lampotilamittaukset ovat konkreettinen osa kliinisen mikrobiologian
laboratorion toiminnan luotettavuutta (vrt. Carlson & Koskela 2011, 53). Tutkimuksessa

kaytettyjen laitteiden toimiessa optimaalisesti tuloksia voidaan pitéa vertailtavina.

7.2.1 Bakteerinaytteen valmistus

Bakteerindytteen  valmistus  aloitettiin ~ tekemélla  puhdasviljellystd ~ ATCC-
bakteerikannasta suspensio. Steriililld pumpulipuikolla sekoitettiin muutamia bakteeri-
pesakkeitd 3 ml:aan fysiologista natriumkloridia, jonka jélkeen koeputkea vortexoitiin 5
sekunnin ajan. Suspension valmistuksen jalkeen puhdasviljellyn bakteerikannan ela-
tusainemaljaa inkuboitiin vuorokauden ajan lampokaapissa liitteend 5 olevan tydohjeen

mukaisesti mahdollisten kontaminaatiopesakkeiden havaitsemiseksi.

Valmistetun suspension bakteeripitoisuuden tuli vastata McFarland 0,5 -standardia.
McFarland-standardi on kansainvalinen menetelm4, johon vertaamalla voidaan valmis-
taa halutun bakteeripitoisuuden omaavia bakteerisuspensioita. McFarland 0,5 -standardi

vastaa keskimaarin bakteerimaaraa 1-2 x 10® PMY/ml (pesakkeen muodostava yksikko



28

per millilitra). (Metrologian neuvottelukunta 2006, 7.) Tutkimuksessa suspension pitoi-
suus varmistettiin Vitek2 Densichek -laitteella.

Suspensiosta valmistettiin tutkittava bakteerindyte, joka vastasi pitoisuutta 1-2 x 10’
PMY/ml. Laimennos tehtiin 1:10, jolloin 2 700 pl:aan fysiologista natriumkloridia pipe-
toitiin 300 pl valmistettua suspensiota, jonka jalkeen koeputkea vortexoitiin nopeasti.
Tybvaiheen onnistuminen varmistettiin méaarittdmalla bakteerindytteen pitoisuus lai-
mennossarjan avulla. Nayte laimennettiin siten, ettd sen sisaltdmien bakteerien muodos-
tamat yksittéiset pesékkeet olivat laskettavissa elatusainemaljoilta. Tutkimuksessa kay-
tetty bakteerindytteen pitoisuuden maaritysohje on liitteessa 6. Pitoisuuden maaritys

tehtiin bakteerikuljetusputkien inokulaation jalkeen tyon sujuvuuden varmistamiseksi.

7.2.2 Bakteerikuljetusputkien inokulaatio ja sdilytysajat jadkaappilampotilassa

Bakteerikuljetusputkien inokulaatio eli bakteerindytteen siirto bakteerikuljetusputkiin
tehtiin nopeasti bakteerindytteen valmistamisen jalkeen. Tutkimuksessa kéytetty baktee-
rikuljetusputkien inokulaatio-ohje on liitteessa 7. Yhden bakteeriripulin taudinaiheutta-
jan bakteerindyte inokuloitiin kahteentoista FecalSwab- ja Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkeen, jonka jalkeen bakteerikuljetusputkia sailytettiin jadkaappilam-
potilassa (2 - 8 °C + 2 °C) 15 minuuttia, 24 tuntia, 48 tuntia ja 72 tuntia. Séilytysajat
valittiin toimeksiantajan toiveiden mukaan. 15 minuutin séilytysajasta kaytetaan tassa
opinnaytetydssa jatkossa maaritelméa 0 h. Taulukossa 1 esitetdan yhden bakteeriripulin
taudinaiheuttajan tutkimiseen kaytetyt bakteerikuljetusputkien lukumaarat kunkin saily-

tysajan mukaan.

Taulukko 1. Yhden taudinaiheuttajan tutkimiseen kaytettyjen bakteerikuljetusputkien

lukuméara ja sailytysajat jadkaappilampotilassa.

Bakteerikuljetusputkien lukumaara o ]
Bakteerikuljetusputkien

Bakteerikuljetusputki sailytysaikojen mukaan
kokonaismé&ara
Oh 24 h 48 h 72 h
FecalSwab 3 kpl 3 kpl 3 kpl 3 kpl 12 kpl

Transystem M40 3 kpl 3 kpl 3 kpl 3 kpl 12 kpl
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7.2.3 Bakteerinaytteiden viljely elatusainemaljoille

Sailytysaikojen paattyessd kolme kappaletta molempia bakteerikuljetusputkia (rinnak-
kaiset bakteerikuljetusputket) otettiin huoneenlampdon ja niiden sisaltdmat bakteeri-
naytteet viljeltiin elatusainemaljoille. Viljely tehtiin bakteerindytteistd valmistettavien
laimennossarjojen avulla. Liitteissa 8 ja 9 on bakteerikuljetusputkien laimennossarjojen
valmistusohjeet ja liitteessa 10 esitutkimuksen perusteella valitut laimennossarjat bak-
teerikohtaisesti esitettynd. Laimennossarjojen valmistuksen jalkeen, kutakin laimennos-
ta pipetoitiin 100 pl bakteeriripulin taudinaiheuttajille tarkoitetuille, selektiivisille ela-
tusainemaljoille (taulukko 2). Bakteerindytteiden viljely tehtiin hajotusviljelytekniikalla
(liite 11).

Taulukko 2. Bakteerindytteiden viljelyolosuhteet (Mukaillen ISLAB 20114, 1).

Bakteerinayte Elatusainemalja | Inkubaatiolampdtila | Inkubaatioaika
Salmonella XLD 35°C 24 h
Shigella XLD 35°C 24 h
Yersinia yersiniamalja 30°C 24 h
Kampylobakteeri cambylomalja 42 °C 48 h

Elatusainemaljoja inkuboitiin tietyn lampdtilan omaavissa lampdkaapeissa taulukossa 2
kuvattujen inkubaatioaikojen mukaisesti. Bakteeriripulin taudinaiheuttajilla on kullekin
bakteerille ominaiset kasvuvaatimukset, joita hyddynnetdan bakteeriripulidiagnostiikas-
sa (vrt. Bockemihl & Wong 2003, 679; Bopp ym. 2003; 660, 665; Nachamkin 2003,
905). Esimerkiksi 30 °C:n lampétila edistad yersinioiden kasvua elatusainemaljalla, kun
taas kampylobakteereille optimaalilampétila on 42 °C (vrt. Koskela & Tarkka 2009,
244-245; Bockemihl & Wong 2003, 679; Forbes ym. 2002, 142). Kampylobakteerien
kasvun edellytyksend on myds inkubointi mikroaerofiilisessd kaasuseoksessa (vrt.
Nachamkin 2003, 905). Tutkimuksessa kampylobakteerindytteille luotiin mikroaerofii-

liset olosuhteet anaerobiastiaan kaupallisen kaasukehittimen avulla.

Tutkimuksessa kaytetyt bakteerindytteiden viljelyolosuhteet perustuvat Joensuun Kliini-
sen mikrobiologian laboratorion kayttamiin bakteeriripulidiagnostiikan tutkimusmene-
telmiin. Kampylobakteerindytteiden inkubaatioaika vastasi laboratorion k&ytant6a, mut-
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ta salmonella-, shigella-, ja yersiniandytteiden inkubaatioajat olivat lyhyemmét kuin
laboratoriossa on kaytantoné. 24 tunnin inkubaatioajan jalkeen bakteeripesakkeet erot-
tuivat elatusainemaljoilla selkeimmin toisistaan, jolloin bakteeripesakkeiden laskeminen

voitiin tehda luotettavasti.

7.2.4 Bakteeripesékkeiden laskeminen elatusainemaljoilta

Bakteeripesakkeet laskettiin elatusainemaljoilta inkubaatioaikojen péaatyttya. Ela-
tusainemaljat jaettiin sektoreihin ja pesakkeet laskettiin ké&silaskuria apuna kayttéaen.
Né&in varmistettiin, ettd jokainen bakteeripesdke huomioitiin laskennassa ja etta kukin
pesake laskettiin vain kerran. Salmonella- shigella- ja yersiniandytteiden bakteeri-
pesakemaarat laskettiin vahintadn kaksi kertaa. Jos tulokset poikkesivat toisistaan
enemman kuin 10 bakteeripesdkkeen verran, laskettiin pesakemaarét kolmannen kerran.
Koska kampylobakteerindytteiden elatusainemaljoja ei voitu jakaa sektoreihin niiden

mustan vérin takia, bakteeripesdkemaarét laskettiin yhteensa nelja kertaa.

Bakteerikasvua tarkasteltaessa kiinnitettiin huomiota hyvaan valaistukseen seka taus-
taan, jota vasten elatusainemaljat asetettiin. Tausta valittiin korostamaan bakteeripesak-
keiden &é&riviivoja, jotta pesédkkeet olivat erotettavissa toisistaan mahdollisimman tarkas-
ti. Salmonella- ja yersinianaytteiden bakteeripesdkkeet laskettiin vaaleaa taustaa vasten
ja shigellanaytteiden tummaa taustaa vasten. Kampylobakteerindytteiden bakteeripeséak-

keiden laskemisessa ei voitu hyddyntaa taustaa elatusainemaljojen mustan varin takia.

Shigella- ja kampylobakteerindytteiden bakteeripesdkemaarien laskemisen jalkeen ela-
tusainemaljoja inkuboitiin vuorokauden ajan lisd4. Shigellandytteiden valmistukseen
kaytetylla puhdasviljelymaljalla havaittiin muutama kontaminaatiopesake ja ela-
tusainemaljojen inkubaatiolla haluttiin selvittdd mahdollinen tutkimusnéytteiden konta-
minoituminen. Shigellandytteiden elatusainemaljoja inkuboitiin 35 °C:ssa 24 tuntia,
jonka jalkeen bakteerikasvua tarkasteltiin uudelleen. Elatusainemaljojen tarkastelussa ei

havaittu kontaminaatiopeséakkeita.

Kampylobakteerindytteiden bakteeripesakkeista osa kasvoi 48 tunnin inkubaation jal-
keen campylomaljalla levidvind ja epatarkkarajaisina, minka vuoksi bakteeripesakkei-

den laskeminen oli haasteellista. Bakteeripesédkkeiden erottumista campylomaljoilta
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pyrittiin parantamaan inkuboimalla elatusainemaljoja huoneenldamméssa ilman mik-
roaerofiilisia olosuhteita 24 tunnin ajan. Inkubaatioajat ja -lampdtilat kuuluvat vain ta-
man tutkimuksen laboratoriotydskentelyprosessiin, eika niitd kayteta bakteeriripulidiag-
nostiikassa Joensuun Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa. Inkubaation jélkeen bak-
teeripesékkeiden metallinhohtoinen véri syveni, ja pesédkkeiden &ariviivat olivat selke-
ammin havaittavissa, mika helpotti bakteeripesékkeiden erottamista toisistaan.

8 TUTKIMUSAINEISTON ANALYSOINTI

Taman tutkimuksen tutkimusaineisto muodostui elatusainemaljoilta lasketuista baktee-
ripesdkemaarista (liite 12). Tutkimusaineistoon valittiin elatusainemaljat, joilla kasvoi
vahemman kuin 1 500 bakteeripesakettd. Aiemmin vastaavalla laboratoriotydskentely-
prosessilla toteutetuissa tutkimuksissa tutkimusaineistoihin valittiin elatusainemaljat,
joilla kasvoi 30—300 bakteeripeséketta. Tutkimusaineistot olivat kuitenkin keskiméaéarin
kaksi kertaa suuremmat kuin téssa tutkimuksessa. (vrt. Van Horn, Audette, Sebeck &
Tucker 2008, 1656; Van Horn, Audette & Tom 2006.) Tédssa tutkimuksessa tutkimusai-
neiston koko maaraytyi aineiston kerdamiseen kéytettdvissa olevan ajan ja tyontekija-
resurssien perusteella sekéd toimeksiantajan toiveiden mukaan. Bakteeripesakemaéarien
hyvaksymisrajoja laajennettiin, koska tutkimusaineiston haluttiin olevan tarpeeksi suuri

luotettavien tutkimustulosten varmistamiseksi.

Tutkimusaineisto analysoitiin Microsoft Excel 2007 -taulukkolaskinohjelmalla. Tutki-
muksessa oli keskeista madrittad bakteerikuljetusputkien sisaltdmien bakteerindytteiden
pitoisuudet kunkin sdilytysajan paattyessd. Bakteeripitoisuus laskettiin elatusainemal-
joille viljeltyjen laimennossarjojen avulla. Yksittaisen bakteerikuljetusputken sisaltdman
néytteen bakteeripitoisuus madritettiin siten, ettd elatusainemaljojen bakteeripesakemaa-
rat laskettiin vastaamaan laimennossarjan yht4 laimennosta. Tuloksista laskettiin kes-
kiarvo, jolloin saatiin bakteeripitoisuus/0,05 ml. Tulos kerrottiin edelleen kahdella-
kymmenelld, jolloin tuloksi saatiin bakteeripitoisuus/1 ml. Kerroin oli kaksikymmenta,
koska alkuperdisen bakteerikuljetusputkiin inokuloidun néytemé&éran (100 pl), ja lai-
mennossarjan suhde oli 1/20. Kaikkien yksittéisten bakteerikuljetusputkien sisaltdmien

naytteiden bakteeripitoisuuksien (liite 12) méaérittamisen jalkeen laskettiin kunkin saily-
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tysajan, kolmen rinnakkaisen bakteerikuljetusputken pitoisuuksien keskiarvo, joka on
yksittéinen, tarkasteltava tutkimustulos. Bakteeripitoisuus ilmoitettiin pesdkkeen muo-
dostavana yksikkona millilitrassa (PMY/ml). Liitteessa 13 on kuvattu bakteeripitoisuu-

den maaritys esimerkein.

Tutkimuksessa laskettiin lisaksi bakteeripitoisuuden keskiarvon prosentuaalinen muutos
kunkin sdilytysajan paattyessd suhteessa lahtotilanteen (0 h) keskiarvoon. Tulokset ku-
vaavat bakteerikuljetusputkikohtaista, tutkittavien taudinaiheuttajien bakteeripitoisuuk-
sien muutosta sdilytyksessa ajan funktiona. Tutkimusaineistoa analysoitaessa vertailtiin
keskenddn myos FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien sisaltamien
bakteerinaytteiden pitoisuuksia kunkin séilytysajan paattyessd, ja tulokset esitettiin sa-
nallisesti. Tulokset kuvaavat bakteerikuljetusputkien valisia eroja tutkittavien taudinai-

heuttajien sdilyvyydessa bakteerikuljetusputkissa.

9 TULOKSET

Tutkimustulokset esitetddn bakteerikohtaisesti, kunkin bakteeriripulin taudinaiheuttajan
tulokset omana kokonaisuutenaan. Tuloksia havainnollistetaan taulukoin, joissa esite-
tddn bakteerindytteiden bakteeripitoisuudet FecalSwab- ja Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkissa kunkin sailytysajan paattyessd sekéd bakteerikuljetusputkikoh-
taiset bakteeripitoisuuksien prosentuaaliset muutokset (%) suhteessa lahtétilanteeseen (0
h). Liitteessd 12 esitetddn bakteerinndytteiden alkuperéiset bakteeripitoisuudet ennen
naytteiden inokulointia bakteerikuljetusputkiin.

9.1 Salmonella typhimurium -naytteet

S. typhimurium -ndytteiden tuloksista (ks. taulukko 3) n&hd&an, ett4d FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin séi-
lytysaikojen padttyessa matalammat verrattuna lahtétilanteeseen (0 h). Transystem M40
-bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat kunkin séilytysajan (24 h, 48 h ja 72

h) paattyessa korkeammat suhteessa lahtotilanteeseen (0 h). S. typhimurium -ndytteiden
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bakteeripitoisuudet ovat 72 tunnin tarkastelujakson ajan korkeammat FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa kuin Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa.

Taulukko 3. Salmonella typhimurium -néytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) loga-
ritmisina kunkin sdilytysajan paattyessa seka bakteerikuljetusputkikohtaiset bakteeripi-
toisuuksien prosentuaaliset muutokset (%) suhteessa séilytysaikaan 0O h.

SALMONELLA TYPHIMURIUM

Bakteeripitoisuudet (PMY/ml) séilytysaikojen paattyessa seka

Bakteerikuljetusputki bakteeripitoisuuden muutos (%) suhteessa sdilytysaikaan 0 h

Oh 24 h 48 h 72h
FecalSwab 6,4 x 10° | 5,4 x 10° (-16%) | 5,5 x 10° (-14%) | 5,5 x 10° (-14%)
Transystem M40 8,9x 10° | 2,0 x 10° (125%) | 1,9 x 10° (113%) | 1,8 x 10° (102%)

9.2 Shigella sonnei -naytteet

Shigella sonnei -naytteiden tuloksista (ks. taulukko 4) nahdaan, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin sai-
Iytysaikojen padttyessa matalammat verrattuna lahtétilanteeseen (0 h). Transystem M40
-bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat kunkin sailytysajan (24 h, 48 h ja 72
h) paattyessd korkeammat suhteessa laht6tilanteeseen (0 h). S. sonnei -naytteiden bak-
teeripitoisuudet ovat 72 tunnin tarkastelujakson ajan korkeammat FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa kuin Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa.

Taulukko 4. Shigella sonnei -néytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/mIl) logaritmisina
kunkin séilytysajan péattyessé seké bakteerikuljetusputkikohtaiset bakteeripitoisuuksien
prosentuaaliset muutokset (%) suhteessa sdilytysaikaan O h.

SHIGELLA SONNEI

Bakteeripitoisuudet (PMY/mI) sdilytysaikojen paattyessa seka

Bakteerikuljetusputki bakteeripitoisuuden muutos (%) suhteessa sdilytysaikaan 0 h

Oh 24 h 48 h 72h
FecalSwab 7,3x10° | 6,3x10° (-14%) | 7,1x 10°(-3%) | 6,4 x 10° (-12%)
Transystem M40 2,4x10° | 2,9x10°(21%) | 3,0 x 10° (25%) | 2,9 x 10° (21%)
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9.3 Yersinia enterocolitica -naytteet

Yersinia enterocolitica -naytteiden tuloksista (ks. taulukko 5) nahdaan, ettda FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin séi-
Iytysaikojen padttyessa korkeammat verrattuna l&htotilanteeseen (0 h). Myos Transys-
tem M40 -bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat kunkin sdilytysajan (24 h,
48 h ja 72 h) paéattyessa korkeammat suhteessa lahtotilanteeseen (0 h). Y. enterocolitica
-naytteiden bakteeripitoisuudet ovat 72 tunnin tarkastelujakson ajan korkeammat Fe-

calSwab-bakteerikuljetusputkessa kuin Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa.

Taulukko 5. Yersinia enterocolitica -ndytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) logarit-
misina kunkin séilytysajan paattyessa seka bakteerikuljetusputkikohtaiset bakteeripitoi-

suuksien prosentuaaliset muutokset (%) suhteessa séilytysaikaan O h.

YERSINIA ENTEROCOLITICA

Bakteeripitoisuudet (PMY/mI) séilytysaikojen paattyessa seka
Bakteerikuljetusputki bakteeripitoisuuden muutos (%) suhteessa sdilytysaikaan 0 h

Oh 24 h 48 h 72 h
FecalSwab 5,7x10° | 2,5x107(339%) | 5,8 x10(918%) | 1,3 x10%(2181%)
Transystem M40 1,5x10° | 3,2 x10°%(113%) | 6,4 x10°(327%) | 3,8 x107(2433%)

9.4 Campylobacter jejuni -naytteet

Campylobacter jejuni -naytteiden tuloksista (ks. taulukko 6) nahdaan, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuus on 24 tunnin sailytysajan paattyessd korke-
ampi verrattuna lahtotilanteeseen (0 h). 48 tunnin ja 72 tunnin sdilytysaikojen péattyessa
bakteeripitoisuudet ovat matalampia suhteessa lahtotilanteeseen (0 h). Transystem M40
-bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin
séilytysaikojen pééattyessd matalammat verrattuna lahtétilanteeseen (0 h). C. jejuni -
naytteiden bakteeripitoisuudet ovat 72 tunnin tarkastelujakson ajan korkeammat Fe-
calSwab-bakteerikuljetusputkessa kuin Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa.
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Taulukko 6. Campylobacter jejuni -naytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) logaritmi-
sina kunkin sailytysajan péaattyessd sekd bakteerikuljetusputkikohtaiset bakteeripitoi-

suuksien prosentuaaliset muutokset (%) suhteessa sdilytysaikaan O h.

CAMPYLOBACTER JEJUNI

Bakteeripitoisuudet (PMY/mI) sailytysaikojen paattyessa seka

Bakteerikuljetusputki bakteeripitoisuuden muutos (%) suhteessa silytysaikaan 0 h

Oh 24 h 48 h 72 h
FecalSwab 6,0x10° | 6,6 x 10° (10%) | 4,5 x 10° (-25%) | 5,0 x 10° (-17%)
Transystem M40 3,0x10° | 1,8 x10° (-40%) | 1,7 x 10° (-43%) | 1,3 x 10° (-57%)

10 TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimustuloksia tarkastellaan bakteerikohtaisesti, kunkin bakteeriripulin taudinaiheut-
tajan tulokset omana kokonaisuutenaan. Nain toimeksiantaja voi hyddyntaa tutkimuk-

sessa saatuja tuloksia harkintansa mukaan.

10.1 Salmonella typhimurium

Tutkimuksessa selvitettiin, kuinka Salmonella typhimurium -naytteen bakteeripitoisuus
muuttuu, kun naytettd sailytetddn FecalSwab- ja Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkissa 72 tunnin ajan. Liséksi tutkittiin, millaisia eroja bakteerikulje-
tusputkien vélilla ilmenee 72 tunnin aikana S. typhimurium -ndytteiden bakteeripitoi-

suuksissa.

Kun tarkastellaan S. typhimurium -ndytteiden tuloksia n&hdaan, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin sai-
Iytysaikojen péaattyessa keskiméarin matalammat verrattuna l&ht6tilanteeseen (0 h), mut-
ta kuitenkin l&htotilanteen pitoisuustason tuntumassa. Prosentuaaliset muutokset osoit-

tavat, ettd bakteeripitoisuudessa ei ole havaittavissa selkedd vaihtelua 72 tunnin aikana.
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Transystem M40 -bakteerikuljetusputken sisdltdmien S. typhimurium -néytteiden tulok-
sista nahdaan, ettd bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin saily-
tysaikojen paattyessé korkeammat verrattuna lahtétilanteeseen (0 h). 24 tunnin séilytys-
ajan paattyessa bakteeripitoisuus nousee keskimaarin kaksinkertaiseksi suhteessa lahto-
tilanteeseen (0 h) ja séilyy saavutetulla pitoisuustasolla 72 tunnin tarkastelujakson lop-

puun asti.

S. typhimurium -ndytteiden bakteeripitoisuudet ovat kaikkien séilytysaikojen péattyessa
korkeammat  FecalSwab-bakteerikuljetusputkessa ~ kuin ~ Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa. Tulokset osoittavat kuitenkin, ettd Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat FecalSwab-bakteerikuljetusputken
sisdltdmien S. typhimurium -ndytteiden pitoisuustason tuntumassa 72 tunnin tarkastelu-

jakson ajan.

10.2 Shigella sonnei

Tutkimuksessa selvitettiin, kuinka Shigella sonnei -ndytteen bakteeripitoisuus muuttuu,
kun naytetta sailytetddn FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa 72
tunnin ajan. Lisaksi tutkittiin, millaisia eroja bakteerikuljetusputkien valilla ilmenee 72

tunnin aikana S. sonnei -naytteiden bakteeripitoisuuksissa.

Kun tarkastellaan S. sonnei -nédytteiden tuloksia nahdaan, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin séi-
Iytysaikojen paattyessa keskimaarin matalammat verrattuna lahtotilanteeseen (0 h). Pro-
sentuaaliset muutokset osoittavat, ettd bakteeripitoisuuksissa tapahtuu laskua ja nousua
72 tunnin tarkastelujakson aikana, mutta bakteeripitoisuudet ovat kuitenkin lahtotilan-

teen (0 h) pitoisuustason tuntumassa.

Transystem M40 -bakteerikuljetusputken sisaltdmien S. sonnei -ndytteiden tuloksista
nahdaan, ettd bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin séilytysaikojen
paattyessd keskimaarin korkeammat verrattuna lahtotilanteeseen (0h), mutta lahtotilan-
teen pitoisuustason tuntumassa. Prosentuaaliset muutokset osoittavat, ettd bakteeripitoi-

suuksissa ei ole havaittavissa selke&da vaihtelua 72 tunnin tarkastelujakson aikana.
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S. sonnei -naytteiden bakteeripitoisuudet ovat kaikkien sailytysaikojen paattyessa kor-
keammat  FecalSwab-bakteerikuljetusputkessa ~ kuin  Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa. Tulokset osoittavat kuitenkin, ettd Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat FecalSwab-bakteerikuljetusputken
sisdltdmien S. sonnei -ndytteiden pitoisuustason tuntumassa 72 tunnin tarkastelujakson

ajan.

10.3 Yersinia enterocolitica

Tutkimuksessa selvitettiin, kuinka Yersinia enterocolitica -ndytteen bakteeripitoisuus
muuttuu, kun naytettd sailytetddn FecalSwab- ja  Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa 72 tunnin ajan. Lisaksi tutkittiin, millaisia eroja bakteerikulje-
tusputkien valilla ilmenee 72 tunnin aikana Y. enterocolitica -naytteiden bakteeripitoi-

suuksissa.

Kun tarkastellaan Y. enterocolitica -ndytteiden tuloksia nahdaan, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin sai-
Iytysaikojen paattyessa korkeammat verrattuna sailytysaikaan O h. Prosentuaaliset muu-
tokset osoittavat, ettd bakteeripitoisuus nousee sailytysajan kuluessa (24 h, 48 h ja 72 h)
suhteessa lahtotilanteeseen (0 h) ja bakteeripitoisuus moninkertaistuu 72 tunnin tarkas-
telujakson aikana.

Transystem M40 -bakteerikuljetusputken sisaltdmien Y. enterocolitica -naytteiden tu-
loksista nahdaén, ettd bakteeripitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin saily-
tysaikojen paattyessd korkeammat verrattuna lahtotilanteeseen (Oh). Prosentuaaliset
muutokset osoittavat, ettd bakteeripitoisuus nousee sdilytysajan kuluessa (24 h, 48 h ja
72 h) suhteessa lahtotilanteeseen (0 h) ja bakteeripitoisuus moninkertaistuu 72 tunnin

tarkastelujakson aikana.

Y. enterocolitica -ndytteiden bakteeripitoisuudet ovat kaikkien sdilytysaikojen pééattyes-
sd& korkeammat FecalSwab-bakteerikuljetusputkessa kuin Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa.  Bakteeripitoisuus  nousee  nopeammin  FecalSwab-

bakteerikuljetusputkessa séilytysajan kuluessa (24 h ja 48 h) suhteessa laht6tilanteeseen
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(0 h). Tulokset osoittavat, ettd Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoi-
suus on kuitenkin 72 tunnin sdilytysajan paattyessa FecalSwab -bakteerikuljetusputken

sisdltdman Y. enterocolitica -ndytteen pitoisuustason tuntumassa.

10.4 Campylobacter jejuni

Tutkimuksessa selvitettiin, kuinka Campylobacter jejuni -nédytteen bakteeripitoisuus
muuttuu, kun naytettd sailytetddn FecalSwab- ja  Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa 72 tunnin ajan. Lisdksi tutkittiin, millaisia eroja bakteerikulje-

tusputkien valilla ilmenee 72 tunnin aikana C. jejuni -ndytteiden bakteeripitoisuuksissa.

Kun tarkastellaan C. jejuni -naytteiden tuloksia n&hdain, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudessa tapahtuu nousua ja laskua 72 tunnin tar-
kastelujakson aikana. Prosentuaaliset muutokset osoittavat, ettd bakteeripitoisuuden
vaihtelusta huolimatta, pitoisuudet ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin sailytysaikojen

paattyessa lahtotilanteen (0 h) pitoisuustason tuntumassa.

Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa C. jejuni -naytteiden bakteeripitoisuudet
ovat 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin séilytysaikojen paattyessa matalammat verrattuna
lahtotilanteeseen (0 h). Prosentuaaliset muutokset osoittavat, ettd bakteeripitoisuus las-
kee sdilytysajan kuluessa (24 h, 48 h ja 72 h) suhteessa l&ahtotilanteeseen (0 h). 72 tunnin
séilytysajan paattyessa bakteeripitoisuus on 57 prosenttia matalampi verrattuna lahtoti-

lanteeseen (Oh).

C. jejuni -naytteiden bakteeripitoisuudet ovat kaikkien sdilytysaikojen pééattyessa korke-
ammat FecalSwab-bakteerikuljetusputkessa kuin Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa.  Tuloksista  nahddan, ettd  Transystem M40 -
bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat kuitenkin FecalSwab-
bakteerikuljetusputken sisaltdmien C. jejuni -néytteiden pitoisuustason tuntumassa 72

tunnin tarkastelujakson ajan.
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11 JOHTOPAATOKSET

Edella esitetyt tulokset huomioon ottaen voidaan todeta, ettd Salmonella typhimurium-
ja Shigella sonnei -ndytteiden bakteeripitoisuudet pysyvét suhteellisen stabiileina Fe-
calSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkissa 72 tunnin ajan. Yersinia entero-
colitica -naytteen bakteeripitoisuus nousee molemmissa bakteerikuljetusputkissa 72
tunnin tarkastelujakson aikana, ja bakteeripitoisuudet ovat tarkastelujakson paattyessa
keskimé&arin kaksikymmenkertaiset lahtotilanteeseen (0 h) verrattuna. Campylobacter
jejuni  -ndytteen bakteeripitoisuus pysyy suhteellisen stabiilina FecalSwab-
bakteerikuljetusputkessa, mutta laskee Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa.
Transystem M40 -bakteerikuljetusputki sisaltdd C. jejuni -naytettd kuitenkin myoés 72
tunnin séilytysajan péaéattyessa.

Tulosten perusteella yleisimmaét bakteeriripulin taudinaiheuttajat sdilyvét sekéd FecalS-
wab- ettd Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa 72 tuntia. N&in ollen voidaan olla
samaa mieltd Forbesin ym. (2002, 7) kanssa, ettd ulosteviljelyndytettd voidaan sailyttaa
jadkaappilampdtilassa 72 tunnin ajan. Tulokset ovat kuitenkin vastoin Klossnerin (2001,
39) esittamaa tietoa, ettd bakteerikuljetusputkessa sailytetty ulosteviljelynayte tulee vil-
jella 24 tunnin kuluessa nédytteenotosta. On kuitenkin huomioitava, ettd potilasnayttees-
sé bakteeriripulin taudinaiheuttajia voi olla vahainen maard, ja ne voivat jadda nopeasti
lisadntyvan ulosteen normaaliflooran peittamiksi, miké vaikuttaa taudinaiheuttajien séi-
lyvyyteen (vrt. Klossner 2001, 39). Tassé tutkimuksessa bakteeripitoisuudet olivat suh-
teellisen korkeita ja néytteet sisdlsivat ainoastaan tutkittavia taudinaiheuttajia, joten tu-

loksia voidaan pitad suuntaa antavina.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd bakteeriripulin taudinaiheuttajien bakteeripitoisuudet ovat
korkeammat FecalSwab-bakteerikuljetusputkessa 72 tunnin tarkastelujakson ajan.
Transystem M40 -bakteerikuljetusputkessa bakteeripitoisuudet ovat kuitenkin FecalS-
wab-bakteerikuljetusputken sisaltdmien bakteerindytteiden pitoisuustason tuntumassa.
S. typhimurium- ja S. sonnei -néytteiden tulokset huomioon ottaen voidaan todeta, etta
bakteerikuljetusputkien valiset erot liittyvat todennékoisesti ndytteenottotikkujen erilai-
siin toimintaperiaatteisiin (vrt. Human & Jones 2006, 2—3), koska molemmissa baktee-

rikuljetusputkissa taudinaiheuttajien bakteeripitoisuudet séilyvat suhteellisen stabiileina
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72 tunnin ajan. Y. enterocolitica- ja C. jejuni -ndytteiden bakteeripitoisuuksissa tapahtuu
puolestaan vaihtelua 72 tunnin tarkastelujakson aikana, joten bakteerikuljetusputkien
valiset erot ovat seurausta myos taudinaiheuttajien sdilyvyydesta bakteerikuljetusputki-
en kuljetusalustoissa. Y. enterocolitica -ndytteiden bakteeripitoisuuden kasvu on yhtey-
dessa myos taudinaiheuttajan kykyyn lisdantyé jaédkaappilampotilassa (vrt. Siitonen &
Haukka 2005, 175). Tulokset huomioon ottaen voidaan todeta, ettd FecalSwab-
bakteerikuljetusputki sailyttad tutkitut bakteerindytteet kaiken kaikkiaan paremmin kuin
Transystem M40 -bakteerikuljetusputki. Tutkimuksen perusteella FecalSwab-
bakteerikuljetusputkea voidaan pit4é suositeltavana valintana yleisimpien bakteeriripu-
lin taudinaiheuttajien sdilytys- ja kuljetusmuodoksi.

12 TUTKIMUKSEN LUOTETTAVUUS JAEETTISYYS

Tutkimuksen luotettavuus perustuu validiteettiin ja reliabiliteettiin. Ne kuuluvat hyvén
kvantitatiivisen tutkimuksen perusvaatimuksiin. (Heikkila 2008, 29-30.) Validiteetti
kuvaa tutkimuksen patevyytta ja reliabiliteetti tutkimuksen tarkkuutta (Karjalainen
2010, 16; Hirsjarvi 2009, 231; Holopainen & Pulkkinen 2008, 16—17). Eettisesti hyvék-
syttdvan tutkimuksen keskeisend edellytyksend on puolestaan hyvan tieteellisen kéytan-
non (good scientific practice) noudattaminen (Kuula 2006, 34—35; Tieteellinen neuvot-
telukunta 2002, 3).

12.1 Validiteetti

Validiteetti tarkoittaa tutkimuksen kykya mitata sitd, mitd oli tarkoituskin mitata (Hirs-
jarvi 2009, 231; Heikkilad 2008, 29-30, 186; Holopainen & Pulkkinen 2008, 16). Talla
tutkimuksella saatiin vastaukset madritettyihin tutkimusongelmiin, joten talla tavalla
mitattuna tutkimus on validi. Heikkild (2008, 30, 186) toteaa, ettd validiteettia on vaikea
tarkastella tutkimuksen teon jalkeen, joten se tulisi varmistaa etukéteen huolellisella
suunnittelulla ja tarkoin harkitulla tutkimusaineiston keruulla. Ennen varsinaisen tutki-
muksen toteuttamista tehtiin esitutkimus, jossa testattiin tutkimussuunnitelman toimi-

vuus seka perehdyttiin eri tyovaiheiden tekniseen toteutukseen. Esitutkimuksessa selvi-
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tettiin my6s mahdollisia ennalta odottamattomia virhetekijoitd, jotka poistettiin varsi-
naisesta tutkimuksesta. Tutkimusta suunniteltaessa hyddynnettiin my0ds alan eri asian-
tuntijoiden tietotaitoa. Tarvittaessa konsultoitiin Joensuun Kliinisen mikrobiologian la-
boratorion erikoisladkaria seka bakteerikuljetusputkien valmistajan Copan Italia S.p.A:n

ja heidan jalleenmyyjénsa Mekalasi Oy:n edustajia.

Tutkimuksen suunnitelmaa ja teoreettista viitekehysta Kirjoitettaessa pyrittiin Kriittisyy-
teen seké lahteitd valittaessa etté niita tulkittaessa (vrt. Makinen 2006, 128). Tutkimuk-
sessa kaytettiin mahdollisimman uusia l&hteitd, jotta tutkimus ei perustuisi vanhaan tie-
toon. Lahteiden alkuperdd, aitoutta ja puolueettomuutta pohdittiin, ja tutkimukseen va-
littiin vain luotettavina pidettyja lahteitd. Lahteina kaytettiin ensisijaisesti alkuperéis- eli
primaarildhteitd. Sekundaarilahteitd kaytettaessd huomioitiin tarkasti lahdekritiikki (vrt.
Viskari 2009, 65; Makinen 2006, 128-131). Tutkimuksen laboratoriotutkimusprosessi
pohjautui Joensuun kliinisen mikrobiologian laatuvaatimusten mukaisiin tydohjeisiin
sekd aiempiin vastaavalla laboratoriotydskentelyprosessilla toteutettuihin tutkimuksiin
(vrt. Van Horn ym. 2008, 1655-1656; Coleman, Shah-Khan, Sautter & Bahrani-
Mougeot 2007; Van Horn ym. 2006).

12.2 Reliabiliteetti

Reliabiliteetti tarkoittaa tulosten tarkkuutta. Tulokset eivét ole sattumanvaraisia, vaan
mittaukset ovat mahdollisimman toistettavissa myds muiden tekemind. (Heikkila 2008,
30, 187.) Tutkimuksessa laboratorioprosessin kulku pyrittiin ilmaisemaan niin, etta se
olisi toistettavissa myds jonkun muun tekemdnd. Tutkimusta ennen suoritettiin kliinisen
mikrobiologian syventdva harjoittelujakso, jolloin oli mahdollista kehittdd osaamista
mikrobiologisten laboratoriotutkimusten suorittamisessa, ja ndin voitiin varmistaa vaki-

oidut tyoskentelytavat tutkimuksessa.

Laboratoriossa tyoskenneltdessd noudatettiin aseptisia tyotapoja seka Joensuun Kliinisen
mikrobiologian laboratorion ty6turvallisuusohjeita. Laboratoriotydskentelyprosessi to-
teutettiin niin, ettd bakteerindytteiden kontaminaation riski pystyttiin minimoimaan.
Mahdollisten kontaminaatioiden havaitsemiseksi bakteerindytteiden valmistukseen kay-
tettyja puhdasviljelymaljoja inkuboitiin vuorokauden ajan bakteerikuljetusputkien in-
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okulaation jalkeen. Kontaminaatiota epéiltdessd myods bakteerindytteiden elatusainemal-
joja inkuboitiin vuorokauden ajan bakteeripesdkemaéarien laskennan jalkeen ja bakteeri-

kasvua tarkasteltiin uudelleen kontaminaation poissulkemiseksi.

Karjalainen (2010, 23) toteaa, ettd luotettavassa tutkimuksessa ei esiinny sattumanvarai-
sia tuloksia. Tutkimuksessa bakteeripesakemaarien laskeminen sekd tutkimusaineiston
analysointi suoritettiin huolellisesti ja tarkasti. Liséksi tutkimus toteutettiin yersiniandyt-
teiden osalta kaksi kertaa. Ensimmadiselld tutkimuskerralla naytteiden laimennossarjojen
pitoisuudet olivat liian korkeita, jolloin bakteeripesakeméarien laskentaa ei voitu tehda
luotettavasti. Tutkimus toteutettiin uudelleen laimeammilla pitoisuuksilla ja tutkimusai-

neistoon huomioitiin vain jalkimmaisen tutkimuskerran tulokset.

Reliabiliteettia arvioitaessa on huomioitava tutkimusaineiston koon merkitys (Heikkil&a
2008, 30-31). Tutkimuksessa bakteerikuljetusputkien lukuméaara vastasi aiempia vas-
taavalla laboratoriotyoskentelyprosessilla toteutettuja tutkimuksia (vrt. Van Horn ym.
2008, 1655-1656; Coleman ym. 2007; Van Horn ym. 2006), mutta tutkimusaineistoon
valittavien elatusainemaljojen lukuma&é&rat olivat kuitenkin pienemmat. Nain ollen tut-
kimusaineistoon valittavien elatusainemaljojen bakteeripesdkemaarien hyvaksymisrajo-

ja laajennettiin.

Kliinisen mikrobiologian laboratorion toiminnan luotettavuuden tirked osatekija on
laboratoriolaitteiden toimivuus. Tata tarkkaillaan muun muassa jadkaappien ja lampo-
kaappien jatkuvilla lampétilamittauksilla. (Carlson & Koskela 2011, 53.) Tutkimukses-
sa laitteiden toimivuutta seurattiin péivittain kirjaamalla lampétilalukemat tutkimuksen
aikana pidettyyn laboratoriopdivékirjaan. Laitteiden lampdtilat olivat Joensuun kliinisen

mikrobiologian laboratorion suosittelemien lampétilarajojen mukaiset.

Elatusainemaljojen toimivuus on keskeinen tekija kliinisen mikrobiologian laboratorion
toiminnassa. Tulosten luotettavuus on oleellisesti riippuvainen elatusainemaljojen laa-
dusta. (Metrologian neuvottelukunta 2006, 8.) Tutkimuksessa Joensuun Kliinisen mik-
robiologian laboratorion ammattitaitoinen henkilokunta valmisti elatusainemaljat ja
kontrolloi niiden laadun ja toimivuuden. Elatusainemaljoja séilytettiin myds asianmu-

kaisissa olosuhteissa ja ne kaytettiin ennen viimeista kayttopaivamaaraa.
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12.3 Eettisyys

Eettisesti hyvaksyttava tutkimus edellyttad, ettd tutkimuksen teossa noudatetaan hyvéa
tieteellistd kaytantda. Tama tarkoittaa muun muassa tiedeyhteisén toimintatapojen nou-
dattamista sek& rehellisyytta ja tarkkuutta tutkimustydssa. (Tutkimuseettinen neuvotte-
lukunta 2002, 3.) Tutkimuksessa eettisyys pyrittiin huomioimaan toimimalla hyvén tie-
teellisen kaytanndn mukaisesti, esimerkiksi suunnittelemalla tutkimus yksityiskohtaises-
ti ja tydskentelemalld huolellisesti ja tarkasti. Lisdksi raportointi suoritettiin rehellisesti,

mitdan missaan vaiheessa vaaristelematta ja tulokset ilmoitettiin sellaisina kuin ne ovat.

Hyvén tieteellisen kéytdnnon vastaista on plagiointi eli toisen henkildn ideoiden, tutki-
mustulosten tai sanamuodon esittdminen omanaan (Tutkimuseettinen neuvottelukunta
2002, 5). Tutkimuksessa lahteet merkittiin seka tekstin yhteyteen ettd lahdeluetteloon
mahdollisimman tarkasti ja huolellisesti. Lisdksi tutkimuksessa huomioitiin tekijanoi-
keudellisten periaatteiden ja saddosten noudattaminen (vrt. Viskari 2009, 111-112;
L404/1964), kysymélla lupa ulosteviljelyndytteenoton potilasohjeen kéyttoéon (liite 1)

Joensuun Kliinisen mikrobiologian laboratoriolta.

Viskari (2009, 109) toteaa, ettd tutkijan tulee huomioida muiden tutkijoiden tyo ja saa-
vutukset asianmukaisesti tutkimuksessaan. Tdma tutkimus oli mahdollinen, koska Joen-
suun Kliinisen mikrobiologian laboratorion erikoislaéakérilta saatiin tietotaidollista apua
tutkimusta tehtéessd. Ensiarvoisen tarkeaa oli myos laboratorion ammattitaitoisen hen-
kilokunnan panos elatusainemaljojen valmistuksessa. Tutkimuksen toteutuksessa pyrit-
tiin my6s huomioimaan ympardiva tyoyhteisd. Tutkimuslupa saatiin aluelaboratoriojoh-
tajalta ja tutkimus pyrittiin toteuttamaan niin, etta laboratoriotydskentelyprosessi ei vai-

kuttanut hairitsevasti tydyhteison toimintaan.

Eettisesti hyvaksyttavan tutkimuksen edellytyksend on myds tutkimuksen rahoituslah-
teiden ja tutkimuksen suorittamisen kannalta merkityksellisten sidonnaisuuksien ilmoit-
taminen (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2002, 3). Tamén tutkimuksen tekijalla ei
ole sidonnaisuuksia, jotka vaikuttaisivat tutkimuksen toteutukseen, tuloksiin tai esitet-

tyihin johtop&éatoksiin.
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13 JATKOTUTKIMUSAIHEET

Yleisimpien bakteeriripulin taudinaiheuttajien sailyvyyttd bakteerikuljetusputkissa voi-
taisiin jatkossa tutkia tata tutkimusta vastaavalla laboratoriotutkimusprosessilla, mutta
suuremmalla tutkimusaineistolla. Lisaksi voitaisiin verrata FecalSwab- ja Transystem
M40 -bakteerikuljetusputken toimintakykyja keskenaan potilasnéytteilla seka jadkaappi-

lampotilassa ettd huoneenldmmaossa.
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Potilasohje ulosteviljelynaytteenottoon

Z}

ITA-SUCMEN LABORAT ORIOKESKUKSEMN POTILASOHIE

LIKELAITOSKUNMTATHTYMA
13,5,2008 1(1)

Potilasohje ulostendyiteen ottamisesta bakteeriviljelyd varten
F-SalmVi (2608) F-BakiVi1 (3442) F-BakiVi3 (3584)

Tutkimuksen tarkoitus

Ulosteen bakteenvijelytutkimuksen tarkoftuksena on selviltda, 1oytyykd ulostenayttessta
ripulitautsfa tai vatsavaivola aiheuttavia bakteereita.

MNaytteenottovalineet

Teille on annettu mukaan tutkimuspyynnon muksisest nayttesnotiovalineita:
<+ Bakieernnkuljtusputki: sisaltaa pumpulipdisen ndytetikun ja ndyteputken, jonka pohjalla
on tummaa kulietusgeshia
jaftai
< Lusikkapurkki: muovinen kiemekorkillinen purkki, jonka korkissa on lusikka

MNaytteenotto

=  Tyhjentakaa virsarakko ennen ulcstamista, silld virtsaa ei saa joutua ulcstesn sekaan.
+ Lliostakaa puhtaaseen, kuivaan astiaan (esim. potta)
+* (Offakaa ulcstetta saamiinne nayteasboihin:

4 Bakieerinkuliptusputki: Ottakaa ndyteputkesta tulppa pois ja kastakaa ndytetikun
pumpulipaata reilusti ulosteeseen. Tyontakaa naytetikku nayteputkesn niin etta
pumpulipdd uppoaa kuljstusgeeliin. Tikun pissa oleva tulppa toimii putken sulkijana,
alkuperaizen tulpan voitte havittaa.

< Lusikkapurkki: Ottakaa korkkilusikalla ulostetta purkkiin runsas mééara, puoli purkillista

+ Kijoittakaa ndyteputkesn (ja purkkiin} nimenne ja syntymaaikanne, tai limatkaa nimitama.
+ Pakatkaa ndyteputki (ja purkki) muovipussiin (esim. Minigip&); kukin ndyteastia omaan
pussiinsa.

MNaytteen toimittaminen tutkittavaksi

+  Toimittakaa ndyteputki (ja purkki) saman pdivan aikana laboratorioon

+ Jos joudutte sdilyttamaan ndyteputkea (purkkia) useita tunteja ennen laboratorioon
toimittamista, pitdk3a se viledssa eaim. jd3kaapissa ja auringonvalolta sucjattuna. Mayte i
saa jadtya.

MNayviteenottoon littyvissd kysyrmyvkeiees waitte ottas yhteytta:

Dhjeen antanut laborataria

Pubelin
ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN LITKELAITOSHUNTAYHTY MA
Euapio, Puijonlsaksontie 2 Joerguy, Tikkamdentie 16
Ma-Pe 7-15 puh 044-717 B7 20 Ma-Pe 7-15 puh Od4-717 BEAS
Mikkel, Porassalmenkatu 3537 Cavanlinng, Keskessairaglantie &

Ma-Pe 7-15 puh 044-717 8523 Ma-Pe 7-15 puh 044-717 8540
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Toimeksiantosopimus

OPINNAYTETYON TOIMEKSIANTO

POHJOIS-KARJALAN
AMMATTIKORKE AKQULL!

SOPIJAOSAPUOLET:

TOIMEKSIANTAJA |SLAD , Joeascua olueloloaaacio mkednidesicn oseslo

—_ ) 7
Yhteystiedot: I \kamceake 16 §0210 Jeensoo ?GHIQ'-S-K(;«‘IQ,\QQ kg;k;é&m{(&ra\q

Sahkdpostiosoite: Pir\«k() hogiola @ islalo &
OPISKELUA Neoco Fatserann / PRAMK Bicandlyhitan keoldusdyelenn Joeaso
Yhteystiedot: _noace - focsenan (@ adln .Pkmm\x &

TOIMEKSIANTOSOPIMUS:

Opinndytetyon tarkoituksena on tutkia yleisimpien bakteeriripulin taudinaiheuttajien siily-
vyyttd Transystem M40- bakteerikuljetusputkissa ja FecalSwab -enterobakteerien kuljetus-
putkissa jadkaappildmpétilassa.

Osapuolet ovat tiniin sopineet toimeksiannosta seuraavaa: (esim. rahoitus, aikarajat,
tekijinoikeudet)

Antaa kiytto6n laboratorion tilat ja tutkimustarvikkeet (mm. pasteur-pipetit, laimennosputket,
viljelysauvat/-silmukat) seki elatusainemaljat (176 kpl XLD, 100 campylo, 76 yersinia).Opis-
kelijalla on oikeus kiyttd# laboratorion pakastetaltioituja bakteerikantoja tutkimukseen. Bak-
teerikuljetusputket toimitetaan suoraan laboratorioon, jossa niiti siilytetéin asianmukaisesti.

Opiskelija hakee erillisen luvan tutkimuksen tekoon ja suorittaa tutkimuksen aikataulun mu-
kaisesti (tutkimussuunnitelma kevit 2011, laboratoriotutkimusvaihe kevzlla 2011 vko 9-11,
opinndytteen viimeistely syksylld 2011). Opiskelija toimittaa toimeksiantajalle kansitetun ver-
sion (1kpl) opinnéytetydsti.

Opinnytetydn ohjaajana PKAMK:ssa toimii ot | lgc&j aioea 'lo\ ngm i&;\\\mlg

Piiviys ja allekirjoitukset

2% \. ZO“ \)C(Y‘ISUQ AZ" }Gv Ly" y( o krohicl leh . ‘)

Tdimeksianmjan eﬂuswja Opiskelija
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Tutkimukseen kaytettyjen bakteerikuljetusputkien tunnistetiedot

Bakteerikuljetusputkivalmistaja Copan Italia S.p.A

Salmonella typhimurium -ndytteet

FecalSwab-enterobakteeri kuljetus- ja sailytysputki, 470CE
modifioitu Cary-Blair -media 2 ml

REF 032F01

LOT 36JA00

EXP. DT. 2012/04

Transystem M40, 408C
Amies-alusta, muovitikku ilman hiilta
REF 002E47

LOT 15CDO00

EXP. DT. 2012/02

Shigella sonnei -naytteet

FecalSwab-enterobakteeri kuljetus- ja sailytysputki, 470CE

modifioitu Cary-Blair -media 2 ml

REF 032F01 REF 032G05
LOT 36JA00 LOT 50P700
EXP. DT. 2012/04 EXP. DT. 2012/05

Transystem M40, 408C
Amies-alusta, muovitikku ilman hiilta
REF 002M01

LOT 36KR00

EXP. DT. 2012/04

1(2)
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Tutkimuksessa kaytettyjen bakteerikuljetusputkien tunnistetiedot

Yersinia enterocolitica -naytteet

FecalSwab-enterobakteeri kuljetus- ja sailytysputki, 470CE
modifioitu Cary-Blair -media 2 ml

REF 032F01 REF 032G05
LOT 36JA00 LOT 50P700
EXP. DT. 2012/04 EXP. DT. 2012/05

Transystem M40, 408C
Amies-alusta, muovitikku ilman hiilta
REF 002M01

LOT 36KR00

EXP. DT. 2012/04

Campylobacter jejuni -naytteet

FecalSwab-enterobakteeri kuljetus- ja sailytysputki, 470CE
modifioitu Cary-Blair -media 2 ml

REF 032F01

LOT 36JA00

EXP. DT. 2012/04

Transystem M40, 408C
Amies-alusta, muovitikku ilman hiilta
REF 002M01

LOT 36KR00

EXP. DT. 2012/04

2 (2)
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Tutkimuslupa

ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN HOITOTIETEEN JA MUIDEN TERVEYS-
LIIKELAITOSKUNTAYHTYMA TIETEIDEN TUTKIMUSLUPAHAKEMUS

Nro 5 /20jf

Hakemuksen késittely on kuvattu hallinnollisessa ohjeessa "Hoitotieteen ja muiden terveystieteiden
tutkimuksen ohjeet Kuopion yliopistollisessa sairaalassa”. Hakemukseen liitetdsn tutkimussuunnitelma
aineiston keruulomakkeineen ja saatteineen, rahoitussuunnitelma.

HAKIJA

Vastuullinen tutkija

N Focseran avece bocscnan@edo., P\@"\ﬂ &
Nimi
Muut tutiijat

Tys- tai opiskelupaikka th}gii&g'g\gg_qmﬁh\&(\ea\nou\b

Virka/toimi (ei koske opiskelijoita)

Opiskelupaikka B AMK mika  PRAMIT [ yliopisto mika [ muu mika
Suoritettava tutkinto ﬁ.oo\oq\};;r\-i\:\.o (AMK)
TUTKIMUS

Tutkimuksen nimi

pu ] Lishic.sk\.
Tutkimuksen Iyhyt kuvaus (mm. tutkimuksen tarkoitus, kohderyhma ja tutkimusmenetelméat) seka julkaisusuunnitelma

(maksimissaan 300 sanaa)

Tollaeaws oo kvonklahioen kekeelinen lkimus. Takodoksenn ca Ikie, sdlecaellen,
5\m3e\\m, esimen o kamPY\cbq‘c\fetin Slyy 7% ch.nsyslem M0 e Fece)Swely -
bq\\ee(.‘r_u\'e\m?d\qssc\ on oayleenctosta “ca ddunct 15 einoddha, . 2448 e T Nohey
Toliecksesse seviklaea SOVEN onke ba‘t\ceh\u'ljebs ‘)u{h‘eﬂ ni;\/“ei&o sé\\\\/{x/s\yurﬁ
e fleaisie, ecoio - TQ\‘dMUmeG{ do keotou Joeaseon Yimiseo m\\ﬂa\me\(}jt\q \e\oo
edoticn pates alhoido Sty bekieed eanaiste,. Eaaea varsinaisen kalimd sen

Lolegheonte. ¥hdicen soppeey eyiestans QPmoe.Y\eh/d \U\‘(c..&\c.cm Jqu\ukuussc.

2ol .
Tutkimus on amk-tutkinto [ ylempi amk-tutkinto [ pro gradu O lisensiaattitys
[ vaitoskirja [ muu, mika
Monikeskustutkimus Oei O kylia [ kansallinen [ kansainvilinen
Tutkimuksen kokonaisaikataulu A Aikataulu KYSissa/Islabissa
Yool 200 - ok 100 2% 2 -1%.3 .20y
Kustannukset

Arvio KYSille ja Islabille koituvista kustannuksista <100 €
Tarkempi kustannuserittely esitettava erillisell4 liitteelis.
[] Ei aiheuta kustannuksia KYSille/Islabille

ISLAB 210-1.

islab
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Tutkimuslupa

Z ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN HOITOTIETEEN JA MUIDEN TERVEYS-
LIIKELAITOSKUNTAYHTYMA TIETEIDEN TUTKIMUSLUPAHAKEMUS

PAATOS

= Myénnéan tutkimusluvan

[0  Myénnan tutkimusluvan, mutta ennen tutkimuksen aloittamista tutkimukselle tulee hakea tutkimuseettisen toimi-
kunnan lausunto / johtajaylila&karin lupa rekisteritutkimuksia varten / STM:n lupa rekisteritutkimuksia varten /
KYS:n henkilostopaallikon lupa henkilokuntaa koskevia tutkimuksia varten / muu lupa, miké

Tulosyksikon / -alueen ylihoitajan / hallintoylihoitajan p&é&tss nro

Islabin aluelaboratorion johtajan paatss %) a i ol
3z 20 OA <
Allekirjoitis
Lot Peo hborus

Nimen selvennys

Yhteyshenkil6 Islabissa/KYSissé (Tulosyksikén /-alueen ylihoitaja tai hallintoylihoitaja nimez)

wo

Prittr Howtata 151,08 . Wemoiuin obuel., mmidisd

Nimi J TyGyksikks = * K 2.7
’pff-/{/(o,ham"am@ 1S/ab.+i ’ yOHH -HYEE801 a
S-posti 4 Puhelin

LITTEET B Tutkimussuunnitelma ] sivua
B4 Rahoitussuunnitelma \ sivua
[ Muita liitteita sivua

/A islob
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Tydohje pakastetaltioitujen bakteerikantojen sulatukseen ja viljelyyn (Mukaillen
Hautala 2011).

ATCC-bakteerikannat:

Salmonella typhimurium ATCC 14028
Shigella sonnei ATCC 9290

Yersinia enterocolitica ATCC 23715
Cambylobacter jejuni ATCC 33291

Bakteerikannat ovat pakastettuina skim milk -putkissa (pakastusputket, jotka sisél-
tavat rasvatonta maitoa) -70 °C:ssa. Etsi bakteerikanta pakastelokerosta ja tarkista
pakastusputken ATCC-numerosarja.

. Valitse sulatettavalle bakteerikannalle soveltuva elatusainemalja taulukon 1 mukaan.
Raaputa viljelysauvalla pakastusputken pinnalta skim milk -hiletta elatusainemaljal-
le. Vie skim milk -putki takaisin pakastelokeroon merkitylle paikalle.

Hajota hileet viljelysauvalla elatusainemaljan pinnalle hajotusviljelytekniikalla.
Inkuboi elatusainemaljaa lampdkaapissa taulukon 1 mukaisesti.

Tee puhdasviljelma. Ota viljelysauvan kérkeen yksi bakteeripesédke aiemmin viljel-
lyltd elatusainemaljalta ja viljele se uudelle elatusainemaljalle hajotusviljelyteknii-

kalla. Inkuboi elatusainemaljaa lampdkaapissa taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1. Bakteerikantojen viljelyolosuhteet (Mukaillen ISLAB 2011a, 1; ISLAB
2011b, 1).

Bakteerikanta Elatusainemalja Inkubointilampdtila Inkubointiaika
Salmonella XLD 35°C 24 h
Shigella XLD 35°C 24 h
Yersinia yersiniamalja 30°C 24 h

. S 42°C anaerobiastia
Kampylobakteeri verimalja + kaasukehitinpakkaus 48 h

Inkuboi puhdasviljelman elatusainemaljaa 24 tuntia varsinaisessa tutkimuksessa
tehtdvan bakteerindytteen valmistamisen jalkeen mahdollisten kontaminaatiopesék-
keiden havaitsemiseksi. Noudata taulukossa 1 esitettavia inkubointilampdtiloja.

Huomioitavaa: Bakteerikantojen viljelyolosuhteet pohjautuvat Joensuun kliinisen
mikrobiologian tutkimusmenetelmiin, mutta tydohje on tarkoitettu vain tutkimus-
kayttoon.
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Tydohje alkuperaisen bakteerindytteen pitoisuuden maaritykseen (Mukaillen Van
Horn ym. 2008, 1655-1656; Coleman ym. 2007; Van Horn ym. 2006).

Tarvittavat valineet:

- ilmaméntépipetti

- suodatinkarkia

- koeputkia (4 ml)

- koeputkiteline

- parafilmia

- fysiologinen natriumkloridi (0,9 % NaCl)

- viljelysauvoja

- XLD-, yersinia- tai campylo -elatusainemaljoja tutkittavan taudinaiheuttajan mu-
kaan

- kasilaskuri

Valmistettavat laimennokset:
- salmonella-, shigella- ja yersiniandytteet: 1:1 000, 1:10 000, 1:100 000
- kampylobakteeringyte: 1:100, 1:1 000, 1:10 000

Esivalmistelut:

1. Kirjaa koeputkiin numerot 1-6 taulukon 1 osoittamalla tavalla kuvaamaan koeput-
kiin valmistettavia laimennoksia.

2. Pipetoi kuhunkin koeputkeen 0,9 % NaCl taulukon 1 osoittama maara. Sulje koe-
putkien suut parafilmilla.

3. Merkitse elatusainemaljoihin tutkittavan bakteerin nimi ja viljeltava laimennos.
Huomioi, ettd laimennossarjat viljellaan rinnakkaisille elatusainemaljoille.

Laimennossarjan valmistus:

4. Vortexoi bakteerindytettd 5 sekuntia. Poista parafilmi koeputkista ja suorita laimen-

nossarjan valmistus taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1. Laimennossarjan pipetointikaavio.

Koeputken nro | Laimennos Pipetoi 0,9% NaCl
1 1:10 100 pl bakteerindytettd 900 ul
2 1:100 100 pl 1:10 laimennosta 900 pl
3 1:1000 100 pl 1:100 laimennosta 900 ul
4 1:10 000 100 pl 1:1 000 laimennosta 900 pl
5 1:100 000 100 pl 1:10 000 laimennosta 900 ul
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Tydohje alkuperdisen bakteerindytteen pitoisuuden maaritykseen (Mukaillen Van
Horn ym. 2008, 1655-1656; Coleman ym. 2007; Van Horn ym. 2006).
Laimennossarjan viljely elatusainemaljoille:

5. Kukin laimennos viljelldadn kahdelle, rinnakkaiselle elatusainemaljalle. Kéaytettavat
elatusainemaljat valitaan taulukon 2 mukaan. Pipetoi 100 ul kutakin laimennosta
rinnakkaisille elatusainemaljoille ja viljele hajotusviljelytekniikalla.

6. Inkuboi elatusainemaljoja taulukon 2 mukaisesti.

Taulukko 2. Bakteerinaytteiden viljelyolosuhteet (Mukaillen ISLAB 2011a, 1; ISLAB
2011b, 1).

Bakteeringyte Elatusainemalja Inkubointilampétila Inkubointiaika
Salmonella XLD 35°C 24 h
Shigella XLD 35°C 24 h
Yersinia yersiniamalja 30°C 24 h

. . 42°C anaerobiastia
Kampylobakteeri campylomalja + kaasukehitinpakkaus 48 h

Bakteeripitoisuuden maaritys:

7. Inkuboinnin jéalkeen jaa elatusainemaljat sektoreihin ja laske bakteeripesakkeiden
lukumaéarét.

8. Madrit4 bakteerindytteen pitoisuus samalla laskukaavalla kuin tutkittavien bakteeri-
kuljetusputkien naytteiden kohdalla tehdaén.

Huomioitavaa: Bakteerindytteiden viljelyolosuhteet pohjautuvat Joensuun kliinisen
mikrobiologian tutkimusmenetelmiin, mutta tydohje on tarkoitettu vain tutkimus-
kayttoon.
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Bakteerikuljetusputkien inokulaatio-ohje (Mukaillen Castriciano 2011; Van Horn
ym. 2008, 1655-1656; Coleman ym. 2007; Van Horn ym. 2006).

Tarvittavat valineet:

ilmamantéapipetti
suodatinkarkia

24 kpl koeputkia (4 ml)
2 kpl koeputkitelineita
12 kpl FecalSwab

12 kpl Transystem M40

Esivalmistelut:

1.

Kirjaa bakteerikuljetusputkiin seuraavat tunnistemerkinnat:

- kaikkiin putkiin tutkittavan taudinaiheuttajan nimi

- 3 putkeen sdilytysaika 0 h

- 3 putkeen sailytysaika 24 h

- 3 putkeen sdilytysaika 42 h

- 3 putkeen sailytysaika 72 h

- kunkin séilytysajan 3 putkeen roomalaiset numerot I, 11 tai 11l

Poista FecalSwab- ja Transystem M40 -pakkauksista bakteerikuljetusputket ja aseta
ne koeputkitelineeseen. Avaa tuotepakkaus varoen niin, etta nédytteenottotikku jaa
suojaan muovikuoren siséan.

Aseta toiseen koeputkitelineeseen 24 kappaletta koeputkia.

Inokulaatio:

4.

5.

Pipetoi kuhunkin koeputkeen 100 pul bakteerindytetta.

Aseta sekd FecalSwab- ettd Transystem M40 -bakteerikuljetusputken néytteenotto-
tikut koeputkiin ja anna ndytteen imeytyé ndytteenottotikkuihin kokonaan. Kééntele
naytteenottotikkuja koeputkissa imeytymisen edistdmiseksi.

Aseta ensin FecalSwab-ndytteenottotikut bakteerikuljetusputkiin. Toista sama
Transystem M40 -bakteerikuljetusputkille.
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FecalSwab-bakteerikuljetusputken laimennossarjan valmistusohje (Mukaillen
Castriciano 2011; Van Horn ym. 2008, 1655-1656; Van Horn ym. 2006).

Tarvittavat valineet:

- ilmaméntépipetti

- suodatinkarkia

- koeputkiteline

- kayttaméattomid FecalSwab-bakteerikuljetusputkia (kutsutaan tdssé tutkimuksessa
laimennossarja FecalSwab-putkiksi ja merkitddn lyhenteelld ISFS). Bakteerikulje-
tusputket sisdltavat 2 ml modifioitua Cary-Blair -kuljetusalustaa.

Esivalmistelut:

1. Selvitd kunkin séilytysajan péattyessa valmistettavan laimennossarjan porrastus liit-
teestd 10. Ota kayttoon vain tarvittava méara IsFS-putkia.

2. Avaa FecalSwab-tuotepakkaukset, vortexoi putkia muutaman sekunnin ajan ja aseta
ne koeputkitelineeseen. Néytteenottotikut voit havittdd normaalin sekajatteen muka-
na.

3. Kirjaa seuraavat tunnistemerkinnéat IsFS-putkiin:
- tutkittavan bakteerikuljetusputken roomalaisen numeron mukaan merkinté I, 11
tai 11
- valmistettava laimennos

Laimennossarjan valmistus:
4. Ota FecalSwab-bakteerikuljetusputket huoneenlampdon.

5. Vortexoi tutkittavaa bakteerikuljetusputkea 15 sekunnin ajan. Poista kuljetusputken
korkki.

6. Huomioi, ettd tutkittava bakteerikuljetusputken nédyte vastaa jo 1:20-laimennosta,
koska alkuperdisen bakteerindytteen maaré oli 100 ul ja kuljetusputkessa on 2 000
pl modifioitua Cary-Blair -kuljetusalustaa. Kun valmistat 1:100-laimennoksen, pipe-
toi 200 pl tutkittavan bakteerikuljetusputken naytettd uuteen IsFS-putkeen (taulukko
1). Sulje IsFS-putken korkki ja vortexoi 15 sekunnin ajan. Jatka laimennossarjan
valmistusta taulukon 1 mukaisesti. Huomioi, etté suljet kaikkien IsFS-putkien korkit
huolellisesti aina vortexoinnin ajaksi.

Taulukko 1. FecalSwab-bakteerikuljetusputken laimennossarjan pipetointi.

Valmistettava laimennos Lisattava nayte

1:100 200 ul bakteerikuljetusputken naytetta
1:1000 200 pl 1:100 naytettd

1:10 000 200 pl 1:1 000 néytettd

1:100 000 200 pl 1:10 000 néytettd

1:1 000 000 200 pl 1:100 000 naytettd
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Transystem M40 -bakteerikuljetusputken laimennossarjan valmistusohje (Mukail-
len Castriciano 2011; Van Horn ym. 2008, 1655-1656; Coleman ym. 2007; Van
Horn ym. 2006).

Tarvittavat valineet:

- ilmaméntépipetti

- suodatinkarkia

- fysiologista keittosuolaliuosta (0,9 % NaCl)
- koeputkia (4 ml)

- koeputkiteline

- parafilmia

Esivalmistelut:

1. Selvitd kunkin séilytysajan péattyessa valmistettavan laimennossarjan porrastus liit-
teestd 10. Ota kayttoon vain tarvittava méaréa koeputkia.

2. Kirjaa koeputkiin seuraavat tunnistemerkinnét:
- tutkittavan bakteerikuljetusputken roomalaisen numeron mukaan merkinta I,
I tai 111
- valmistettava laimennos

3. Pipetoi jokaiseen koeputkeen 2 000 ul 0,9 % NaCl (taulukko 1). Sulje koeputkien
suut parafilmilla. Poista parafilmi vasta ennen kunkin laimennoksen pipetointia.

Laimennossarjan valmistus:

4. Aseta bakteerikuljetusputken naytetikku koeputkeen ja vortexoi noin 15 sekunnin
ajan (taulukko 1). Lopuksi paina naytteenottotikun kéarked koeputken seindmaa vas-
ten, jotta mahdollisimman paljon naytettd irtoaa nédytteenottotikusta. VVortexoi koe-

putkea uudelleen noin 15 sekunnin ajan ennen seuraavan laimennoksen pipetointia.

5. Pipetoi laimennossarja taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1. Transystem M40 -bakteerikuljetusputken laimennossarjan pipetointi.

Valmistettava laimennos 0,9 % NaCl Lisattava nayte

1:20 2 000 pl naytetikun nayte (100pl)
1:100 2 000 pl 200 pl 1:20 naytettd
1:1000 2 000 pl 200 pl 1:100 néytettd
1:10 000 2 000 pl 200 pl 1:1 000 n&ytettd
1:100 000 2 000 pl 200 pl 1:10 000 naytettd
1:1 000 000 2 000 pl 200 pl 1:100 000 naytettd
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Bakteerikuljetusputkista viljeltavat laimennossarjat

Salmonella typhimurium -ndytteet

Taulukko 1. FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien siséltdmista S.
typhimurium -naytteista viljeltavat laimennossarjat kunkin sailytysajan mukaan.

Sailytysaika Oh 24 h 48 h 72 h
1/1 000 1/100 1/1 000 1/100

Laimennos 1/10 000 1/1 000 1/10 000 1/1 000
1/100 000 1/10 000 1/10 000

Shigella sonnei -naytteet

Taulukko 2. FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien siséltdmista S.
sonnei -naytteista viljeltavat laimennossarjat kunkin sailytysajan mukaan.

Sailytysaika Oh 24 h 48 h 72 h
1/1 000 1/100 1/100 1/100

Laimennos 1/10 000 1/1 000 1/1 000 1/1 000
1/100 000 1/10 000 1/10 000 1/10 000

Yersinia enterocolitica -naytteet

Taulukko 3. FecalSwab-bakteerikuljetusputkien siséltdmista Y. enterocolitica -
naytteista viljeltavat laimennossarjat kunkin séilytysajan mukaan.

Sailytysaika O0h 24 h 48 h 72 h
1/1 000 1/1 000 1/10 000 1/10 000

Laimennos 1/10 000 1/10 000 1/100 000 1/100 000
1/100 000 1/100 000 1/1 000 000 1/1 000 000

Taulukko 4. Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien sisaltdmistd Y. enterocolitica -
naytteista viljeltavat laimennossarjat kunkin séilytysajan mukaan.

Sailytysaika O0h 24 h 48 h 72 h
1/100 1/1 000 1/1 000 1/1 000

Laimennos 1/1 000 1/10 000 1/10 000 1/10 000
1/10 000 1/100 000 1/100 000 1/100 000

Campylobacter jejuni -naytteet

Taulukko 5. FecalSwab- ja Transystem M40 -bakteerikuljetusputkien sisaltamista C.
jejuni -naytteista viljeltavat laimennossarjat kunkin séilytysajan mukaan.

Séilytysaika Oh 24 h 48 h 72 h
1/100 1/10 1/10 1/10

Laimennos 1/1 000 1/100 1/100 1/100
1/10 000 1/1 000 1/1 000 1/1 000
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Salmonella typhimurium

1(8)

Taulukko 1. Elatusainemaljoilta lasketut S. typhimurium -naytteiden bakteeripesékkei-

den lukumaéarat.

Sailytysaika ja laimennos

Bakteeripesdkkeiden lukumaéara bakteerikuljetusputkessa

FS 1 FS I FS I M40 | M40 Il M40 11
Oh
1/1 000 439 429 278 52 45 43
1/10 000 38 29 37 2 6 8
1/100 000 4 0 3 1
24 h
1/100 1000 > > 1100 1100 971
1/1 000 306 282 236 106 113 113
1/10 000 27 41 27 11 5 8
48 h
1/1 000 200 355 308 116 115 97
1/10 000 29 25 26 8 9 8
72h
1/100 > > > 1000 850 870
1/1 000 317 263 290 109 79 96
1/10 000 26 26 25 10 7 10

> = yli 1 500 bakteeripesaketta

Taulukko 2. S. typhimurium -ndytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) kunkin sailytys-

ajan paattyessa.

Bakteerikuljetusputki

Bakteeripitoisuus (PMY/ml) kunkin sailytysajan paattyessa

Oh 24 h 48 h 72 h
FS | 8,1x10° 4,5x10° 4,9 x10° 5,8 x 10°
FSII 4,8 x 10° 6,9 x 10° 6,1 x 10° 5,2 x 10°
FS I 6,3 x 10° 5,1 x 10° 5,7 x 10° 5,4 x 10°
M40 | 4,8 x10° 2,2 x10° 2,0 x10° 2.1 x10°
M40 11 7.0x10° 1,8 x 10° 2,1x10° 1,6 x 10°
M40 111 1,5 x 10° 1,9 x 10° 1,8 x 10° 1,9 x 10°
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Taulukko 3. Alkuperéisen S. typhimurium -bakteerindytteen bakteeripesakemaarat rin-
nakkaisilla elatusainemaljoilla sek& méaritetty bakteeripitoisuus (PMY/ml).

Laimennos | Bakteeripesdkkeiden lukumaara
1/1 000 (1) 839

1/1 000 (2) 936

1/10 000 (1) 100

1/10 000 (2) 87

1/100 000 (1) 8

1/100 000 (2) 11

Bakteeripitoisuus (PMY/ml)
9,2 x 10°
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Shigella sonnei

Taulukko 4. Elatusainemaljoilta lasketut S. sonnei -ndytteiden bakteeripesékkeiden lu-
kumaarat.

Sailytysaika ja laimennos Bakteeripesdkkeiden lukumaéara bakteerikuljetusputkessa
FS1 FS I FS I M40 | M40 11 M40 111
Oh
1/1 000 387 390 393 72 141 110
1/10 000 35 36 32 10 13 13
1/100 000 5 4 2 1 1 2
24 h
1/100 > > > 1200 1200 1300
1/1 000 370 364 271 125 160 165
1/10 000 33 28 27 16 12 19
48 h
1/100 > > > 1400 1300 1400
1/1 000 358 349 424 167 176 185
1/10 000 33 29 38 15 14 14
72h
1/100 > > > 1400 1300 1400
1/1000 420 284 287 121 142 182
1/10 000 28 31 35 14 17 15

> =yli 1 500 bakteeripesaketté

Taulukko 5. S. sonnei -naytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) kunkin séilytysajan
padttyessa.

A .| Bakteeripitoisuus (PMY/mI) kunkin sailytysajan (h) paattyessa
Bakteerikul k
akteeriku Jetusput | oh 24 h 48 h 72h

FS | 8,2 x 10° 7,0 x 10° 6,9 x 10° 7,0 x 10°
FSII 7,7 x 10° 6,4 x 10° 6,4 x 10° 5,9 x 10°
FS I 6,1 x 10° 5,4 x 10° 8,0 x 10° 6,4 x 10°
M40 | 1,8 x 10° 2,7 x10° 3,0 x 10° 2.7 x 10°
M40 11 2,5x10° 2,7 x10° 3,0 x 10° 2,9 x 10°
M40 111 2,9 x10° 3,2 x10° 3,1x10° 3,1x10°
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Taulukko 6. Alkuperdisen S. sonnei -bakteerindytteen bakteeripesakeméarat rinnakkai-
silla elatusainemaljoilla sekd maaritetty bakteeripitoisuus (PMY/ml).

Laimennos | Bakteeripesdkkeiden lukumaara
1/1 000 (1) 626

1/1 000 (2) 633

1/10 000 (1) 62

1/10 000 (2) 73

1/100 000 (1) 8

1/100 000 (2) 5

Bakteeripitoisuus (PMY/ml)
6,5 x 10°
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Yersinia enterocolitica

5 (8)

Taulukko 7. Elatusainemaljoilta lasketut Y. enterocolitica -naytteiden bakteeripesakkei-

den lukumaéarat.

Sailytysaika ja laimennos Bakteeripesdkkeiden lukumaara bakteerikuljetusputkessa
FS1 FS I FS 1 M40 | M40 11 | M40 I
Oh
1/100 - - - 1300 1100 1100
1/1 000 321 366 320 71 90 84
1/10 000 31 42 24 1 5 3
1/100 000 1 1 4 - - -
24 h
1/1 000 1200 1100 1200 241 283 375
1/10 000 118 95 120 17 12 13
1/100 000 12 14 18 1 0 0
48 h
1/1 000 - - - 665 732 367
1/10 000 286 265 321 23 26 22
1/100 000 21 28 36 1 1 2
1/1 000 000 2 5 2 - - -
72h
1/1 000 - - - > > >
1/10 000 555 542 1200 100 188 368
1/100 000 64 41 110 9 24 15
1/1 000 000 9 4 3 - - -

> = yli 1 500 bakteeripesaketta

Taulukko 8. Y. enterocolitica -naytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) kunkin saily-

tysajan paattyessa.

I .| Bakteeripitoisuus (PMY/ml) kunkin séilytysajan (h) paattyessa
Bakteerikuljet tk
aKileerikuljetusputki oh 24 h 48 h 721

FS|1 4,9x10° 2,4%x10° 4,6x10° 1,4 x 108
FSII 5,9 x 10° 2,3x10° 7,0x10° 9,0 x 10’
FS 111 6,4 x 10° 2,.8x10° 5,9 x 10’ 1,7 x 108
M40 | 1,4 x 10° 3,4 x10° 6,6 x 10° 1,9 x 10’
M40 11 1,7 x 10° 2,7 x10° 7,3 x10° 4,3x10’
M40 111 1,5 x 10° 3,4 x10° 5,2 x 10° 52 x 10’
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Taulukko 9. Alkuperdisen Y. enterocolitica -bakteerindytteen bakteeripesakemé&arat
rinnakkaisilla elatusainemaljoilla sek& mééritetty bakteeripitoisuus (PMY/ml).

Laimennos Bakteeripesdkkeiden lukumaara
1/1 000 (1) 675

1/1 000 (2) 605

1/10 000 (1) 67

1/10 000 (2) 55

1/100 000 (1) 8

1/100 000 (2) 9

Bakteeripitoisuus (PMY/ml)
7,0 x 10°
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Campylobacter jejuni

7(8)

Taulukko 10. Elatusainemaljoilta lasketut C. jejuni -ndytteiden bakteeripesédkkeiden

lukumaarét.

Sailytysaika ja laimennos Bakteeripesdkkeiden lukumaéara bakteerikuljetusputkessa
FS|1 FS I FSHI | M401 | M40l M40 111

Oh
1/100 262 232 320 117 152 122
1/1 000 50 20 39 20 26 11
1/10 000 4 2 2 2 1 1
24 h
1/10 > > > > > >
1/100 275 359 272 72 105 95
1/1 000 31 46 30 5 9 12
48 h
1/10 > > > > > >
1/100 241 280 230 100 86 91
1/1 000 16 24 21 4 9 11
72h
1/10 > > > > > >
1/100 220 224 288 91 79 81
1/1 000 33 12 31 2 5 6

> =yli 1 500 bakteeripesaketté

Taulukko 11. C. jejuni -ndytteiden bakteeripitoisuudet (PMY/ml) kunkin séilytysajan

pééattyessa.
o ) Bakteeripitoisuus (PMY/mI) kunkin sdilytysajan (h) paattyessa

Bakteerikuljetusputki oh oah 48 h 29 h

FS|I 7,7x10° 5,9 x 10° 4,0x10° 5,5 x 10°
FS I 4,2 x 10° 8,2 x 10° 5,2 x 10° 3,4 x10°
FS I 6,1 x 10° 5,7 x 10° 4.4x10° 6,0 x 10°
M40 | 34x10° 1,2 x 10° 1,4 x 10° 1,1 x 10°
M40 11 3,4x10° 2,0x10° 1,8 x 10° 1,3x 10°
M40 111 2,2x10° 2,2x10° 2,0x10° 1,4 x 10°
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Bakteeripesakkeiden lukumaarat seka maaritetyt bakteeripitoisuudet

Taulukko 12. Alkuperdisen C. jejuni -bakteerindytteen bakteeripesdkemaarat rinnakkai-
silla elatusainemaljoilla sekd maaritetty bakteeripitoisuus (PMY/ml).

Laimennos Bakteeripesdkkeiden lukumaara
1/100 (1) 672

1/100 (2) 630

1/1 000 (1) 93

1/1 000 (2) 60

1/10 000 (1) 5

1/10 000 (2) 6

Bakteeripitoisuus (PMY/ml)
6,6 x 10°
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Bakteeripitoisuuden laskeminen

Esimerkkind Salmonella typhimurium -ndyte, sdilytysaika 0 h, FecalSwab-
bakteerikuljetusputket FS I, FS Il ja FS I (ks. liite 12).

Yksittdisten FecalSwab-bakteerikuljetusputkien (FS) siséltdmien S. typhimurium -
naytteiden bakteeripitoisuudet:

FS1

(439 +38 x 10 +4 x 100) x 1000
3

x 20 = 8126667 PMY/ml

Bakteeripitoisuus: 8,1 x 10° PMY/ml

FS 11

(429 + 29 x 10 + 0 x 100) x 1000
3

X 20 = 4793333 PMY/ml

Bakteeripitoisuus: 4,8 x 10° PMY/ml

FS I

(278 + 37 x 10 + 3 x 100) x 1000
3

x 20 = 6320000 PMY/ml

Bakteeripitoisuus: 6,3 x 10° PMY/ml

Kolmen rinnakkaisen FecalSwab-bakteerikuljetusputken (FS I, FS Il ja FS I1) sisalta-
mien S. typhimurium -néytteiden keskiarvo:

8126667 + 4793333 + 6320000
3

= 6413333 PMY/ml

Bakteeripitoisuus: 6,4 x 10° PMY/ml



