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Our thesis was a functional development study, which resulted in a clinical microbiology laboratory manual
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1 JOHDANTO

Ihminen on pohjimmiltaan utelias ja selviytydkseen han tarvitsee tietoa ymparistdstadn ja omasta
suhteestaan siihen. Syntymastdmme saakka kerddmme ja tulkitsemme ymparilldmme olevaa uutta
informaatiota. Nain muodostamme kuvaa siita fyysisesta ja sosiaalisesta maailmasta, jossa eldmme,
seka itsestamme osana sita. Tasta prosessista kaytetdaan nimitystd oppiminen. Oppimista on monen-
laista ja yhteista oppimisen eri muodoille on se, etta ne ovat kytkeytyneet toimintaan ja palvelevat
sitd. (Soini, Rauste-von Wright ja von Wright 2003, 50-51.)

Opinnaytetydn aiheeksi valitsimme kliinisen mikrobiologian tyéohjeiden paivityksen, koska kliinisen
mikrobiologian harjoitustunneilla kdyttdmamme tydohjevihko oli jo puutteellinen ja osittain vanhen-
tunut. Opinndytetydmme toimeksiantajana toimii Savonia-ammattikorkeakoulu. Opinnaytetyémme

on toiminnallinen kehittdmistyd, jonka tuotoksena on pdf-muodossa oleva tydohjevihko.

Aiheen valintaan vaikuttaa suuresti opinndytetydn merkitys omalle alalle. Ammattikorkeakoulun
opinndytetydssa opiskelijan tulee kyetd kehittamadn omia taitojaan seka kehittdmaan jollain tavalla
omaa ammattialaa. (Kananen 2015b, 35-36.) Opinndytetyoksemme valikoitui kehittdmistyd, joka oli
juuri silld hetkelld ajankohtainen ja tarpeellinen. Opinndytetydmme tuotos hyddyttaa tulevaisuu-
dessa seuraavia vuosikurssin opiskelijoita, jotka ovat tulevaisuudessa oman alamme ammattilaisia ja

asiantuntijoita.

Opinnadytetydmme tarkoitus oli pdivittaa kliinisen mikrobiologian harjoitustuntien tyéohjeet bio-
analyytikko-opiskelijoille. Paivityksen avulla ssaamme ty&ohjeet ajan tasalle niin, ettei niissa olisi
puutteita tai mitaan tarpeetonta. Pyrimme tekemaan tybohjeista selkedt, helposti ymmarrettavat ja
joiden kanssa olisi helppo tyéskennella itsendisesti. Selkeiden tybohjeiden kanssa tyéskentely on te-
hokasta, kun ei tarvitse esittaa jatkuvasti tarkentavia kysymyksia esimerkiksi opettajalta. Aikaa saas-
tyy my®és siing, kun valtetdan turhia virheitd puutteellisten ohjeiden takia

Opinnadytetydn tavoite on, ettd uusien tytohjeiden kanssa tydskentely on sujuvampaa, joka nain ol-
len edistda bioanalyytikko-opiskelijoiden oppimista. On tarkeda, ettd bioanalytiikkaa ja kliinistéd mik-
robiologiaa opiskelevien opiskelijoiden oppimateriaali olisi selkeda ja ajan tasalla, jotta heilla olisi

ammattiin valmistuessa kliinisen mikrobiologian menetelmiin liittyva viimeisin tieto ja osaaminen.
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2 GRAMNEGATIIVISET SAUVABAKTEERIT

2.1 Bakteriologia

Bakteriologia on tieteenala, joka on keskittynyt bakteereihin (Terveyskirjasto 2018). Ravintoalustalla
kasvaessaan ne muodostavat silmalld havaittavia pesdkkeita, joita voidaan tutkia erilaisin menetel-

min kliinisen mikrobiologian laboratoriossa (Sarvas, Skurnik ja Vaara 2010, 14).

Bakteereita luokitellaan bakteeritaksonomian tieteenalalla eli alalla, joka maarittelee bakteereille luo-
kat erilaisten ominaisuuksien perusteella (Eerola ja Lindholm 2010, 63). Tallaisia ominaisuuksia voi-
vat olla esimerkiksi mikroskooppinen ja makroskooppinen ndkyvyys, bakteereille luonteenomainen
kasvu, aineenvaihdunnalliset ja biokemialliset ominaisuudet, antigeenisyys tai genotyyppi (Murray,
Pfaller, Rosenthal 2016, 106). Yksi tarkeimmistd bakteerien jaottelutavoista on bakteerien koko,
muoto ja ryhmittyminen, joita voidaan tutkia mikroskoopissa. Bakteerit voivat olla esimerkiksi kok-

keja eli pienia ja pyoreita tai sauvoja eli sylinterinmuotoisia. (Murray ym. 2016, 106.)

Gramvarjays on bakteerien varjdysmenetelmd, jonka avulla bakteerit voidaan jakaa kahteen ryh-
maan, positiivisiin ja negatiivisiin. Grampositiiviset bakteerit varjaytyvat sinisiksi kristallivioletti varilla,
kun taas gramnegatiiviset punaisiksi safraniinilla. Varien jakautuminen naiden kahden ryhman valilla
perustuu bakteerien solukalvon rakenteeseen. Grampositiiviset bakteerit omaavat paksun peptidogly-
kaaniseinan, kun taas gramnegatiivisten bakteerien seind on paljon ochuempi ja rasvaliukoisempi.
Tama tarkoittaa sitd, ettd gramvarjayksen alkoholikasittelyssa gramnegatiiviset bakteerit paastavat
kristalliviolettivarin ulos solusta, joten se taytyy vastavarjata safraniinilla, jotta ne nakyisivat. Baktee-
rien varjdysta voi katsoa mikroskoopilla ja siten tunnistaa, onko kyseessa gramnegatiivinen vai posi-
tiivinen bakteeri. (Cappuccino ja Welsh 2018, 83-84.)

Paneudumme opinnaytetydssamme gramnegatiivisiin sauvabakteereihin. Naita bakteereja ei ole kasi-
telty aiemmassa ty6ohjeessa niin tarkasti. Halusimme my®és kirjoittaa niistd sen takia, koska li-
sasimme tuottamaamme oppimateriaaliin gramnegatiivisten bakteereiden tunnistuskokeita ja teimme

niistéd helposti seurattavan visuaalisen kaavion liitteeksi.

2.2 Gramnegatiiviset sauvabakteerit

Gramnegatiivisiin sauvabakteereihin kuuluu muun muassa Enterobacteriaceae-heimoon kuuluvat £s-
cherichia colj, Proteus- ja Pseudomonas-lajit. Ryhmaan kuuluu myés KECS- ryhman muodostavat
Klebsiella-, Enterobacter-, Citrobakter- ja Serratia-lajit. (Siitonen ja Vaara 2010, 177; Anttila ja Tis-
sari 2010b, 200; Anttila ja Tissari 2010a, 196.)

Gramnegatiiviset bakteerit aiheuttavat infektioita, esimerkiksi keuhkokuumetta, tavallisten haavojen-
ja leikkaushaavojen tulehduksia seka aivokalvontulehduksia. Gramnegatiiviset bakteerit voivat olla
resistentteja monille Idakkeille ja antibiooteille, kuten kefalosporiini £.colilia tai trimetopriimi Kleb-
stella pneumoniaella. (Centers for Disease Control and Prevention 2019; Jalava 2018.) Gramnegatii-
visten bakteerien ulkomembraani on rakentunut niin, ettd se voi estda suurimolekyylisten vesiliukois-
ten aineiden paasyn solun sisaan, joten siksi ne ovatkin osin resistentteja (Sarvas ym. 2010,

27). Gramnegatiiviset bakteerit omaavat myos siséanrakennetun kyvyn muuntua resistenteiksi ja
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voivat myds siirtdd geneettistd materiaalia muihin bakteereihin, joka tekee my6s naistd bakteereista
resistentteja tietyille Iddkkeille ja antibiooteille (Centers for Disease Control and Prevention 2019).
Gramnegatiivisten bakteerien tunnistuskokeisiin kuuluvat muun muassa seuraavat tunnistus kokeet:
gram-varjays, laktoosikoe, oksidaasikoe, API 10 ja API 20E sekd Pseudomonaksille API NE 20 ja kro-

mogeeninen viljelymalja.

2.3 Escherichia coli

Escherichia coli -bakteerit (£.coli) kuuluvat ihmisten ja eldinten suoliston normaaliflooraan. Yleensa
ne ovat hyddyllisid estden muita mikrobeita tarttumasta isénnan suolistoon tai lisééntymasta siella.
(Ruokavirasto 2019.) Kuitenkin osa £.coli -bakteerikannoista ovat muuntuneet siten, ettd ne kykene-
vat aiheuttamaan ihmiselle ripulina ilmenevia suolistotulehduksia, virtsatietulehduksia ja aivokalvon
tulehduksia (Ruokavirasto 2019 ja Terveyskirjasto 2019a). Eras tallainen bakteeri on Enterohemor-
raaginen Escherichia coli eli EHEC-bakteeri. Merkittdvin EHEC-bakteerin kantaja on nautakarja seka
muut marehtijat. Tartunnan ihminen voi saada saastuneiden elintarvikkeiden kautta tai juoma- tai

uimavedesta. (Ruokavirasto 2019.)

EHEC-bakteeri kykenee tuottamaan verotoksiini-nimistéd myrkkya (Shiga-toksiini), joka on haitallista
suoliston toiminnan kannalta (Ruokavirasto 2019). Infektioon riittda jo hyvin pieni altistus ja itdmis-
aika on yleensa 3-8 paivaa. Oireet alkavat useimmiten akuutilla gastroenteriitilla, johon liittyy usein
lievd kuume, verinen ripuli ja toisinaan voi ilmaantua oksentelua. (ECDC 2017.) Infektio todetaan
EHEC-viljelylla tuoreesta ulosteesta. Tutkimuksessa osoitetaan PCR-tekniikalla EHEC:ille ominaiset
shiga like-toksiinit seka ndytteen positiivisuus viljelylla. (HUSLAB 2020.) Hoitona EHEC- bakteerin
infektioon kaytetadn nestetasapainon yllapitoa eika antibiootteja suositella. Noin 015 prosentille
EHEC-tartunnan saaneista kehittyy vakava hemolyyttis-ureeminen oireyhtyma eli HUS. EHEC-tar-

tunta pitaa ilmoittaa aina tartuntatautirekisteriin. (Korhonen ja Nuutinen 2019.)

E.colin aiheuttamassa virtsatietulehduksessa vililihan ja perdaaukon alueella normaalisti esiintyvéana
bakteerina se on paassyt nousemaan virtsaputkea pitkin virtsarakkoon. Tyypilliset oireet virtsatietu-
lehduksessa ovat tihentynyt virtsaamisen tarve, virtsaamispakko ja kirvely virtsatessa. £.coli on klii-
nisesti merkittévin patogeeni naisten virtsatietulehduksissa. Jopa 75-95 prosenttia naisten virtsa-
tietulehduksista on £.colin aiheuttamaa. Nuorilla ja keski-ikaisilla miehilld virtsatietulehdus on harvi-
nainen. Hoitona E£.colin aiheuttamaan virtsatietulehdukseen kdytetaan antibiootteja. £ colitunniste-
taan virtsatietulehduksen aiheuttajaksi tekemalla virtsan bakteeriviljely kasvatusmaljalle. (Virtsatietu-
lehdus (virtsarakkotulehdus ja munuaistason tulehdus): kdypa hoito -suositus 2019.) £.colimuodos-
taa eri maljoille tunnistettavat bakteerille tunnusomaiset pesakkeet. Esimerkiksi Cystine-Lactose-
Electrolyte-Deficient Agar eli CLED-maljalle £.coli muodostaa laktoosi-positiivisia keltaisia lapikuulta-
mattomia pesédkkeitd ja CHROMagar™Orientation-maljalle tumman pinkkeja pesékkeitd. (CHROMa-
gar 2020; Thermoscientific 2020.)

E.colin mikrobiladkeresistenssi kasvaa nopeasti vaikeuttaen sopivan ladkkeen valintaan infektioiden

hoidossa (Choe, Lee ja Lee 2018). Baktreerien laakkeiden vastustuskyvysta eli Iadkeresistenssista
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puhuttaessa resistentti tarkoittaa, etta bakteeri on vastustuskykyinen kyseiselle ldakkeelle. Herkka
tarkoittaa, ettd bakteeri on herkka kyseiselle ladkkeelle. (EUCAST 2020; Terveyskirjasto 2020.) Ylei-
sesti herkkyys virtsatietulehduksia aiheuttaneilla £ coli -bakteereilla on trimetopriimi-sulfametoksat-
solille alle 80 prosenttia, fluorokinoloneille noin 80 prosenttia, amoksisilliinille ja klavulanaatille noin
80 prosenttia, ja nitrofurantoniinille sekd fosfomysiinille yli 90 prosenttia. (Choe, Lee ja Lee 2018).
Vastaavasti resistenssiys on vahvaa erityisesti ampisilliinille. Saudi Arabiassa suoritetun tutkimuksen
mukaan virtsatietulehduksen aiheuttaneen E. colin resistenssiys ampisilliinille oli potilasryhmasta riip-
puen noin 64-83 prosenttia. Myds trimetopriimi-sulfametoksatsolin resistenssiksi saatiin noin 42-59
prosenttia. (Alanazi, Aleanizy ja Algahtani 2018.) Herkkyyksid katsottaessa on muistettava, etta alu-

eelliset erot voivat olla suuriakin (Choe, Lee ja Lee 2018).

Vakavan uhan aiheuttaa E.colin laajakirjoisia beetalaktamaaseja (extented spectrum beta-lactama-
ses, ESBL) tuottavien kantojen yleistyminen (Jalava 2018). ESBL on bakteerin hankkima ominaisuus,
joka tekee sen vastustuskykyiseksi tavallisimmille hoidossa kaytetyille antibiooteille tuottamalla anti-
biootteja pilkkovia entsyymeja (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2019a). Pariisissa 2015 suoritetun
tutkimuksen mukaan virtsatietulehduksia aiheuttaneiden E.col/in ESBL-kantojen resistenssiys amok-
silliinille, fluorokinoloneille, nitrofurantoiinille ja fosfomysiinille ovat 100 prosenttia, 80 prosenttia,
alle viisi prosenttia ja alle 10 prosenttia (Chervet ym. 2017). Resistenssiys kolmannen polven kefa-
losporiineita on myos yleistynyt 2000-luvulla ESBL-kantojen yleistymisen takia. Erityisesti kolmannen
A-luokan eli CTX-M-ryhman beetalaktamaasit ovat levinneet laajalle. Naille on ominaista, ettd ne ky-
kenevat hydrolysoimaan kolmannen polven kefalosporiineja. (Jalava 2018; Terveyden ja hyvinvoin-
nin laitos 2019b.) ESBL-kantoja oli Euroopan tasolla keskimaarin 11-prosenttia vatsan sisdisista
osista keratyista naytteistd, joita saatiin etenkin leikkauksien yhteydessa. Esiintyvyys kuitenkin vaih-

teli suuresti Viron 1,4 prosentista Turkin 35 prosenttiin. (Badal ym. 2012.)

2.4  Proteus-lajit

Proteusten tunnetuin laji on Proteus mirabilis. Proteukset ovat suoliston normaaliflooraa ja niita tut-
kitaan laboratoriossa usein (Carrol, Joergensen ja Pfaller 2015). Proteukset ovat taudinaiheuttajana
opportunisteja eli ne eivat normaalisti aiheuta tulehdusta terveelle ihmiselle, mutta kun elimistdn
puolustuskyky heikkenee, ne voivat muuttua taudinaiheuttajiksi (Terveyskirjasto 2019b; Anttila ja
Tissari 2010a). Proteuksilla on kyky tuottaa rikkivetya ja niilld tavataan usein vahvasti positiivinen
ureaasi. Urean hajottamiskyky selittaad osin Proteusten taipumusta aiheuttaa virtsatieinfektioita, silla
ureaasi tuhoaa munuaisten tubuluksia, kun virtsa muuttuu alkaliseksi. Tasté syysta virtsatieinfektio

voi kroonistua. Proteuksia tavataan myds haavainfektioissa. (Anttila ja Tissari 2010a, 198.)

Proteuksilla voi olla hyvinkin resistentteja kantoja. P.mirabilis on kuitenkin herkka léhes kaikille anti-
biooteille, joita kaytetdan gramnegatiivisten bakteerien aiheuttamien bakteeritulehdusten hoitoon.
Proteus vulgaris on puolestaan resistentimpi. (Anttila ja Tissari 2010a, 198.) Proteus mirabilis-kan-

noista saattaa l6ytya myds moniresistentteja ESBL-kantoja (Tuhkalainen 2018).
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2.5 Pseudomonas-lajit

Pseudomonas-lajeista tunnetuin on Pseudomonas aeruginosa, jota esiintyy laajalti eri paikoissa vaa-
timattomien kasvuolosuhteidensa vuoksi. Se pystyy hyédyntamaan useita orgaanisia yhdisteita kas-

vaakseen ja ndin ollen selviytymaan monissa eri ymparistdissd, kuten maaperassa ja vedessa. Muut

Pseudomonas-suvun jasenet viihtyvat myos maaperassa ja vedessa, mutta niita ei tavata terveyden-
huollossa niin usein. Aika ajoin ne kuitenkin kolonisoivat pitkdaikaissairaita. (Anttila ja Tissari 2010b,
200-202; Centers for Disease Control and Prevention 2019.)

P.aeruginosa on infektion aiheuttajana opportunisti. Se infektoi monisairaita ja sairaalahoidossa ole-
via potilaita. (Anttila ja Tissari 2010b.) Infektion voi saada esimerkiksi kontaminoituneesta vedesta
tai se voi levita ihmisten valilld kontaminoituneista pinnoista, kasista tai valineistd. Patogeenina
P.aeruginosa esiintyy esimerkiksi keuhkoissa ja haavoissa seka katetreissa. (Carrol, Joergensen ja
Pfaller 2015.) Yleisimmat infektioalueet ovat kuitenkin valiliha, kainalot ja korvat (Anttila ja Tissari
2010b). P. aeruginosa aiheuttaa monimuotoisia infektioita, kuten korva-, haava- ja nielutulehduksia

seka keuhkokuumetta (Carrol ym. 2015).

P.aeruginosa on luonnostaan hyvin resistentti sen erityisen ulkomembraaninsa takia, joka toimii te-
hokkaana lapaisyesteena. P.aeruginosan soluseindssa on myos erityisia pumppuja, jotka pumppaa-
vat antibiootteja ulos solusta. (Anttila ja Tissari 2010b.) P.aeruginosa on kuitenkin herkka siihen te-
hoaville antibiooteille. Esimerkiksi siprofloksasiiniressistenttien kantojen osuus vuonna 2018 oli kor-
keimmillaan 12,9 prosenttia virtsakannoista ja meropeneemiherkkyydeltaan alentuneiden kantojen
osuus oli noin 7 prosenttia. Tama on hyvin vahan verrattuna moniin muihin Pohjoismaihin, joissa
meropeneemiresistenttien kantojen maara naytteissa on suuri, jopa yli 50 prosenttia vuonna 2017.
Moniresistentit P.aeruginosa -kannat ovat myds erittdin vahaisia. Vuonna 2018 vain 0,1 prosenttia
eristetyistd kannoista oli resistentteja meropeneemille, keftatsidiimille, tobramysiinille, siprofloksasii-
nille ja peperasilliini-tatsobaktaamille samanaikaisesti. (Jalava 2018.) Jari Jalavan (2018) mukaan
WHO eli World Health Organization luokittelee karbapeneemeille resistentit P.aeruginosa -kannat
kriittisiksi bakteereiksi uusien antibioottien kehityksen kannalta. Naitd moniresistentteja kantoja voi
potilaiden mukana siirtya suomalaisiin sairaaloihin, joten hygieenisiin toimiin on kiinnitettéva erityista
huomiota. (Jalava 2018; World Health Organization 2017.)

2.6 KECS-ryhma

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter ja Serratia on joukko Enterobacteriaceae -heimon bakteereja,
jotka muodostavat KECS-ryhman (Thermofisher 2014). Nama bakteerit ovat ihmisen suoliston nor-
maalia flooraa, jonka vuoksi ne eivat yleensa aiheuta terveelle ihmiselle infektioita. KECS-ryhman
bakteerit ovat merkittavia sairaalainfektioiden aiheuttajia. Yleisimmat niista aiheutuvat infektiot ovat
virtsatieinfektio, keuhkokuume ja verenmyrkytys. Naita bakteereita tavataan myés sekainfektioissa
esimerkiksi haavoissa. (Anttila ja Tissari 2010a, 196.) KECS-ryhmasta tarkastelemme Iahemmin

Klebsiella-lajeja, silla ne ovat yleisempia taudinaiheuttajia tassa ryhmassa.
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Klebsiella-lajit

Klebsiellat ovat likkumattomia gramnegatiivisia sauvabakteereja, joilla on erityinen kyky muodostaa
polysakkaridikapselia ymparilleen. Ne nakyvat elatusainemaljoilla isoina limaisina pesdkkeina. (Ant-
tila ja Tissari 2010a, 196.) Klebsiellat ovat tuottamansa beetalaktamaasin takia luonnostaan resis-
tentteja ampisilliinille, mutta yleensa herkkia monille muille antibiooteille. Klebsiella-lajien kohdalla
laajakirjoiset plasmidien koodittamat beetalaktamaasia tuottavat ESBL-kannat ovat viela suhteellisen
harvinaisia. (Anttila ja Tissari 2010a,196—197.) Klebsiella-lajeista yleisimmat ovat Klebsiella pneumo-
niae ja Klebsiella oxytca (Murray ym. 2016, 262).

Karbapeneemille resistentti K. Pneumoniae on laajimmalle levinnyt sairaalahygieenisesti merkittava
gramnegatiivinen sauvabakteeri (Terveyden ja hyvinvoinninlaitos 2020b). CPE eli Carbapenemase
Producing Enterobacteriaceae on joukko bakteereja, jotka tuottavat karbapeneemiryhman antibioot-
teja hajottavia entsyymeja. Ne ovat seuraava askel ESBL-ominaisuuden jatkokehityksessa, joten nii-
den aiheuttamien infektioiden hoitoon I6ytyy enaa vain harvoja tehokkaita antibiootteja. CPE:ta
esiintyy samoilla bakteereilla kuin ESBL:dakin, muun muassa £. colj, Klebsiellat ja Enterobacter-lajit.
(Anttila 2020.) Viime aikoina karbapenemaaseja tuottavien Klebsiella pneumoniae kantojen aiheutta-
mat infektiot ovat lisdantyneet Suomessa ja ulkomailla. Ensimmadinen tallainen kanta havaittiin Suo-
messa vuonna 2009. (Anttila ja Tissari 2010a, 197.) Vuodesta 2010 vuoteen 2018 neljassa Euroopan
maassa tilanne on kehittynyt korkeimpaan luokkaan viisi, jossa CPE:ta tavataan ldhes kaikissa sai-
raaloissa ja tapauksia tulee tasaiseen tahtiin lisad. Suomessa tdssa ajassa olemme siirtyneet tasolta
yksi tasolle kolme eli yksittaisista tapauksista useampiin tapauksiin eri yksikdissa ja eri sairaanhoito-
piirien alueella. (Albiger ym. 2019.) Suomessa CPE kantoja vuonna 2019 Iéydettiin 103 ja niista K.
Pneumoniae:n aiheuttamia oli 32. Vuonna 2018 léydetystd seitsemastakymmenestakolmesta kan-

nasta kaksikymmentanelja oli K. Pneumoniaea. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2020a.)
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3 BAKTEERIEN TUNNISTUSKOKEET KLIINISEN MIKROBIOLOGIAN HARJOITUSTUNNEILLA

Tassa luvussa kerromme niiden tunnistuskokeiden periaatteita, joita olemme aiemmasta tyéohjevih-
kosta muokanneet tai jotka ovat lisatty uusina ohjeina tydohjevihkoon. Edellisesta tyéohjevihkosta
puuttui bakteerien tunnistuksena apuna olevan kromogeenisen CHROMagar™Orientation -maljan
toimintaperiaatteen esittely, joten lisdsimme sen uutena tydohjevihkoon. Lisasimme tydohjeisiin
API® 20 E -testin jo aiemmissa ohjeissa olleen API® 10 S:n rinnalle. Uutena testind harjoitustun-
neille on tullut myos Prolex™ Staph Latex Kit-testi, joka on agglutinaatiotesti stafylokokeille. Aiem-
min harjoitustunneilla kaytdssa ollut stafylokokeille selektiivinen Bio-Rad:n SaSelect-malja on talla
hetkelld korvattu Biomerieux:n SAIDE chromID™ S.aureus Elite -maljalla. Naissa maljoissa on hie-

man erilainen toimintaperiaate ja tulosten tulkintaohje, joten ohje tuli uusia.

Tydohjeisiin tuli lisatd kaksi uutta antibioottiherkkyyksillda maaritettavaa tunnistuskoetta: telluriinikoe
ja C-390-koe, joissa herkkyysmaaritykset tehdaan kiekkomenetelmalld. Myds B-laktamaasikokeen
ohje ja periaate kirjoitettiin uusiksi tydohjevihkoon, koska antibioottikiekon valmistaja oli vaihtunut.

B-laktamaasikoe on entsyymimadritys (Huovinen ja Vaara 2011).

CHROMagar™Orientation-malja

CHROMagar™Orientation-malja (kuva 1.) on tarkoitettu helpottamaan erityisesti virtsateiden pato-
geenisten bakteereiden tunnistusta visuaalisesti. Sité voidaan kuitenkin kayttdd myds muiden nayte-
laatujen bakteeriviljelyissa. (CHROMagar 2020.) Tasséa kasvatusalustassa kaytetty kromogeeni saa
bakteerit kasvamaan niille ominaisen varisind pesakkeind. Kromogeeni on molekyyli, joka on kiinni-
tetty tiettyyn spesifisen entsyymiaktiivisuuteen reagoivaan substraattiin. Kun maljalle viljelty bakteeri
alkaa kasvaa ja tuottaa entsyymia kromogeeni irtoaa substraatista ja alkaa tuottaa bakteerille tyypil-
listd véria. Kromogeeninen malja on erittdin spesifinen menetelmd, joka tunnistaa esimerkiksi £.colin
99,3 prosentin herkkyydelld. Voimakkaat kromogeeniset varit tulevat esille kasvualustalla 18-24 tun-
nin inkuboinnin jélkeen. (CHROMagar 2013.) CHROMagar™Orientation-maljaa tarkastellessa varilli-
sien bakteeripesakkeiden ansiosta on helpompaa erottaa, jos maljalla kasvaa useampi kuin yksi bak-
teerilaji. (CHROMagar 2017.) Oheisessa taulukossa (Taulukko 1.) on esitelty CHROMagar™Orienta-

tion-maljalla kasvavien pesdkkeiden vareja.

TAULUKKO 1. Bakteerien kasvu CHROMagar™Qrientation-maljalla (CHROMagar 2020.)

E.coli tumma pinkki

Enterococcus pienet turkoosit pesdkkeet, "kuiva”
Klebsiella, Enterobacter, Serratia metallin sininen, “limainen”
P.aeruginosa ldpikuultava, hohtava

S.aureus pienet vaalean keltaiset pesakkeet
Proteus ruskea halo

Citrobacter metallin sininen, punertava halo
S.saprophyticus pienet vaalean pinkit pesakkeet
Candida albicans vaalea, varitdn
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KUVA 1. E. colin kasvu CHROMagar™Orientation-maljalla (Korhonen 2019.)
API® 20 E -testi

Gramnegatiiviset sauvat ja enterobakteerit voidaan luokitella ja nimeta tutkimalla niiden biokemialli-
sia ominaisuuksia API® 20 E -testiliuskojen avulla. API® 20 E - liuska sisaltéd 20 mikrotaskua,
joissa on kuivattuja substraatteja. Mikrotaskuihin lisdtadn tutkittavasta bakteerista ja fysiologisesta
keittosuolaliuoksesta valmistettua suspensiota. Testiliuskoja inkuboidaan lampdkaapissa 18—-24 tun-
tia, joka jdlkeen tulokset tulkitaan. Bakteerin aineenvaihdunta aiheuttaa inkuboinnin aikana mikro-
taskuissa varimuutoksen, joka tulkitaan testin mukana tulevan taulukon avulla tai APIWeb-ohjel-

malla. (Biomerieux 2002.)
Prolex™ Staph Latex Kit-testi

ProlexTM Staph Latex Kit-testia kaytetdaan erottamaan Staphylococcus aureus muista stafyloko-
keista. Testin suorittamiseen tarvitaan 18—-24 tuntia inkuboituja bakteeripesdkkeita ja bakteeripesak-
keet suositellaan poimittaviksi epaselektiiviseltd maljalta. ProlexTM Staph Latex Kitin reagenssi sisal-
tda sinisia lateksipartikkeleita, jotka ovat herkistettyja fibrinogeenilla ja IgG:lla. Kun hyytymistekijaa
ja/tai proteiini A:ta sisaltavaa S.aureusta ja kitin reagenssia sekoittaa keskenaan, syntyy nopeasti

voimakas agglutinaatio, joka nakyy sakkautumisena. (Pro-lab Diagnostics 2017.)

Tulos tulkitaan agglutinaation muodostumisen perusteella. Jos testikortilla muodostuu silmin havait-
tava agglutinaatio, voidaan testi tulkita positiiviseksi. Positiivinen tulos tarkoittaa tutkittavan baktee-
rin olevan S.aureus. (Pro-lab Diagnostics 2017.)
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SAIDE chromID™ S.aureus FElite -selektiivinen malja

SAIDE chromID™-malja on suunniteltu Staphylococcus aureuksen tunnistamisen avuksi. S.aureus
voidaan havaita taltd kromogeeniseltd ja selektiiviseltd vaaleanpunaisina pesakkeind. Maljan ravin-
teikkaan pohjan sisaltémat eri peptonit ja kromogeeninen substraatti mahdollistavat S.aureuksen
kasvun ja suoran tunnistamisen. Tutkittavaa bakteeria viljelldan SAIDE chromID™-maljalle suoraan
pesdkkeestd tai valmistetusta bakteerisuspensiosta. Maljaa inkuboidaan lampdkaapissa 18-24 tuntia.
Maljan valikoiva seos estda useimpien hiivojen ja muiden kuin S.aureus-lajiin kuuluvien bakteerien

kasvun. (Biomerieux 2016.)

Tulos tulkitaan tarkastelemalla maljalla esiintyvan bakteerikasvuston varid silmamaardisesti. Vaalean-
punaisen kasvuston tulkitaan olevan S.aureus. Tulkinnassa on otettava huomioon myés mahdolliset
virheldhteet. Bakteeri maaran ollessa hyvin runsas, viljelykohta nayttda varikkdéammalta kuin itse pe-
sakkeet. Pesdkkeiden vari saattaa jaada kehittymattd ilman hyvaa hajotusta viljelyssa. Lisaksi on
otettava huomioon tietyt koagulaasipositiiviset Stafylokokki-lajit, muut kuin S.Aureus, jotka voivat
myos kasvaa vaaleanpunaisina maljalla. Jotkin muut lajit kuten, Bacillus- ja Klebsiella-lajit saattavat
tuottaa vaaleanpunaisia pesdkkeitd. On my6s mahdollista, etta joillakin S.aureus -kannoilla on jokin
erityinen kasvuvaatimus, jonka seurauksena ne eivat kasva tai muodosta vaaleanpunaisia pesak-
keita. (Biomerieux 2016.)

Bakteerien tunnistus antibioottiherkkyysmaarityksien avulla

Kliinisen mikrobiologian laboratorio maarittaa usein naytteista eristetyille patogeeneille antibiootti-
herkkyysmaaritykset, jotta ladkehoito osataan suunnitella oikein. Herkkyysmaarityksia voidaan kui-
tenkin kayttda apuna myoés bakteerien tunnistuksessa. Bakteerien luontainen herkkyys ja vastustus-
kyky eli resistenssi vaihtelevat lajikohtaisesti. (Carlson ja Koskela 2011.) Herkkyysluokat on jaettu
kansainvalisesti kdytdssa olevan SIR-jérjestelman mukaan kolmeen luokkaan, jotka ovat:
o S (=susceptible), bakteeri on herkka kyseiselle 1adkkeelle ja laaketta voidaan kayttdaa infektion
hoidossa normaaliannoksina.
¢ I (=intermediate), bakteerin herkkyys on alentunut tai ei voida pitaa taysin herkkana kysei-
selle Iadkkeelle. Léakehoidon onnistuminen on todennakdistd, kun annostusta tai pitoisuutta
infektiokohdassa lisataan.
o R (resistant), bakteeri on vastustuskykyinen kyseiselle ldakkeelle. Lédke ei todenndkoisesti
tehoa infektioon suurinakaan annoksina. (Eucast 2020.)
Bakteerien herkkyyden ja antibiootin tehon mittana kdytetaan antibiootin pienintd bakteerin kasvun
estavaa pitoisuutta eli MIC-arvoa (Minimal inhibitory concentration). MIC- arvo voidaan mitata useilla
eri menetelmilld, kuten laimennosmenetelmallad, kiekkomenetelmalld, entsyymimaaritykselld ja geeni-

menetelmalla. (Carlson ja Koskela 2011.)
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B-laktamaasikoe

B-laktamaasikokeella voidaan osoittaa tuottaako tutkittava bakteeri betalaktaameja pilkkovaa B-lak-
tamaasi-entsyymia. Koe soveltuu haemophiluksille, stafylokokeille ja neisseria gonorrhoeadle. Testi
perustuu kiekossa esiintyvan substraatin (G-penisilliinin) B-laktaamirenkaan pilkkomiseen. Baktee-
rissa mahdollisesti esiintyva B -laktamaasi hydrolysoi  -laktaamirenkaan amidisidoksen ja kiekon

indikaattorin (bromikresolivioletti) vari muuttuu violetista keltaiseksi tai rusehtavaksi. (Rosco 2009.)

Tutkittavasta bakteerista ja fysiologisesta keittosuolaliuoksesta tehdaan koeputkeen vahva noin 4,0
McFarlandin vahvuinen suspensio. Suspension vahvuuden voi mitata DensiCHEK-laitteella. Koeput-
keen lisataan diagnostinen kiekko, jonka jalkeen putkea inkuboidaan lédmpdkaapissa noin 20 minuut-
tia. Inkuboinnin jalkeen tarkastellaan, onko suspension vari muuttunut. Jos vari on pysynyt violet-
tina, tulos on negatiivinen. Jos suspension vari on muuttunut keltaiseksi tai rusehtavaksi, voidaan

tulos tulkita positiiviseksi. (Rosco 2009.)

Telluriinikoe

Telluriinikoetta kaytetddn Enterococcus faecaliksen erottamiseen streptokokista ja muista enteroko-
keista. Telluriinikoe perustuu siihen, etta £. faecalis kasvaa herkkyysmaljalla normaalisti I&helle tellu-
riinikiekkoa mustilla tai harmailla pesakkeilld, kun taas muut enterokokit ja streptokokki kasvavat
kauempana kiekosta muodostaen estorenkaan. £. faecalis on siis telluriinille resistentti bakteeri.
(Rosco 2009; Facklam 1972.)

Tutkittavasta bakteerista ja fysiologisesta keittosuolaliuoksesta valmistettua suspensiota viljelldaén
Miiller-Hinton-maljalle dreijaamalla. Maljalle asetetaan telluriinikiekko ja maljaa inkuboidaan lamp6-
kaapissa yon yli, jonka jalkeen tulos on valmiina tulkittavaksi. Jos pesdkkeitd kasvaa mustina tai har-
maina kiekon lahettyvilla (halkaisija alle 10 millimetrid) voidaan tuloksesta paatelld bakteerin olevan
telluriinille resistentti, eli kyseessa olisi ndin ollen £. faecalis. Kyseessa on streptokokki tai muu ente-
rokokki, jos bakteeri on herkka telluriinille ja estorenkaan halkaisija on suurempi kuin 12 millimetria.
(Rosco 2009.)

C-390-Koe

C390-koetta kdytetdan erottamaan gramnegatiivinen sauvabakteeri Pseudomonas aeruginosa muista
Pseudomonas-lajeista. Testi perustuu siihen, ettd Pseudomonas aeruginosalla on spesifinen resis-
tenssi 9-chloro-9-(4-diethylaminophenyl) -10- phenylacridan-antimikrobiladkkeelle (C-390). Tutkitta-
vasta bakteerista valmistettua 0,5 McFarlandin vahvuista bakteerisuspensiota dreijataan Miiller-Hin-
ton-maljalle, johon lisatdan myés C-390-kiekko. 18—24 tunnin lampdkaapissa inkuboinnin jalkeen
estorengas mitataan maljalta ja tulos tulkitaan. Jos estorengas jéé halkaisijaltaan alle 12 mm, tutkit-
tava bakteeri voidaan tulkita resistenssiksi kyseiselle antimikrobildakkeelle. Resistenssi C-390:lle tar-

koittaa, ettd kyseessa on Pseudomonas aeruginosa. (Rosco 2009.)
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4 OPPIMATERIAALIN TUOTTAMINEN

4.1 Oppiminen

Oppiminen on aivojen muovautumista erilaisia uusia tietoja ja taitoja omaksuessa. Se on vuorovai-
kutteinen prosessi, jossa omia kokemuksia muuttamalla saadaan aikaan pysyvia muutoksia tie-
doissa, taidoissa ja asenteissa. (Ita-Suomen yliopisto s. a.; Huotilainen 2016.) Tavoitteellisen ja elin-
ikdisen oppimisen edellytyksend on oppijan kyky tiedostaa omat oppimisen taidot ja kehittaa niita.
Tietoisuus omasta oppimisprosessista saa vastuullisen oppijan toimimaan entista itseohjautuvam-
min. (Opetushallitus 2014.)

Oppimistyylilla tarkoitetaan jokaisen yksilon tapaa, jolla han oppii ja omaksuu tietoa parhaiten
(Bjork, McDaniel, Pashler ja Rohrer 2009). Oppimistyyleja on luokiteltu paljon ja yhden kaytetyim-
man, VARK-jaottelun mukaan, oppiminen jaetaan neljdan osaan: visuaaliseen, auditiiviseen, kirjalli-
seen ja kinesteettiseen oppiseen. Visuaalinen oppija omaksuu tietoa nékéaistin avulla ja auditiivinen
kuuloaistin avulla. Kirjallisen oppijan vahvuudet ovat lukeminen ja kirjoittaminen. Kinesteettinen op-

pija kayttéda kehoaan oppimistilanteessa ja tekee mielelldan itse eri asioita. (Chick s. a.)

Opetuksen raataléiminen vastamaan oppijan oppimistyylia ei kuitenkaan ole tutkimusten mukaan
kannattavaa. On havaittu, etta oppimistulokset ovat olleet talléin jopa huonompia materiaalin ollessa
raataloitya vastaamaan oppijan oppimistyylid. (Bjork ym. 2009; Tangen 2017.) Mygéskaan oppijan
oppimistyylilld ei ole havaittu olevan merkittédvaa yhteytta akateemiseen menestykseen (An-
dayeshgar ym. 2020). Rogowskyn, Calhoun ja Tallalin suorittamassa tutkimuksessa ei havaittu mer-
kittdvaa tilastollista korrelaatiota siing, etta auditiivisena oppijana itseaan pitavat olisivat parempia
kuulunymmartamisessa. Ohjeiden esittaminenkdan siind muodossa, mika vastasi yksilon ensisijaista
oppimistapaa, ei korreloinut merkittavasti paremman oppimisen tai tiedon sailyttdmisen kanssa.
(Calhoun, Rogowsky ja Tallal 2014.)

Oppimistyylien sijaan huomio tulisi kiinnittaa kasvatustieteen professori Markku Niemivirran mukaan
oppijan tiedollisiin valmiuksiin, temperamenttiin ja motivaatioon (Nygren 2018). Myds erityispedago-
giikan apulaisprofessori Riikka Mononen painottaa naitda kolmea asiaa oppimisen peruspilareina. Hy-
vat pohjatiedot edistavat oppimista, silla uudet kokonaisuudet rakentuvat aikaisemmin opittujen tie-
tojen varaan. Motivaatio on olennainen osa oppimisprosessia, silld oppijan ollessa motivoitu, tyds-
kentelee han todennakdisesti aktiivisemmin paastakseen tavoitteeseen. Temperamentti puolestaan
kuvaa Monosen mukaan esimerkiksi oppijan aktiivisuutta, sensitiivisyytta, sosiaalisuutta tai sinnik-
kyyttd. Laadittaessa opetusta huomioon tulisikin ottaa oppijoiden erilaiset temperamentit, silld osa
meista on ujompia kuin toiset. (Tutorhouse 2018.) Ensisijaisesti oppimisessa on kuitenkin kyse Nie-

mivirran mukaan sisalldista (Nygren 2015).
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4.2 Ohjeen laatiminen

Ohjeen tarkeimpiin tavoitteisiin kuuluu saada lukija lukemaan ohje kokonaan, silla monilla ihmisilla
on taipumus luottaa omiin tietoihin seka taitoihin ja ryhtya heti toimeen. Siksi olisi tarkeaa kiinnittaa
huomiota pelkan toiminnallisen puolen lisaksi my&s lukijan motivointiin. (Kauppinen, Nummi ja Sa-
vola 2010, 134.) Hyvan ensivaikutelman luominen on tall6in tarkeda (Hodgson 2007). Hyvalla ulko-
asulla tuotoksesta tulee miellyttavamman nakdinen ja se voi lisata luotettavuutta ja taten edistaa
oppimista (Ranta ja Kortetjarvi-Nurmi 2018, 78). Hyvaa ulkoasua voidaan luoda esimerkiksi run-
saalla kuvituksella. Oikein kaytettyind hyvin laaditut piirrokset ja kuvat ovat tehokkaampia kuin sa-
nat, ja etenkin niiden henkildiden kohdalla, jotka osaavat puutteellisesti ohjeen kielta, kuvitus on
erityisen tarkeaa. (Kauppinen ym. 2010, 135.)

Ohjeet tulee laatia huomioiden lukijoiden erilaiset luku- ja kayttotavat, silla lukija voi kdyttaa ohjetta
eri jarjestyksessa ja eri tavoin mita on suunniteltu (Kauppinen ym. 2010, 135). Tassa auttaa ohjei-
den esittaminen tarkoituksen mukaisessa jarjestyksessa. Tarkoituksenmukaisin jarjestys on aikajar-
jestys, kun annetaan ohjeita siitd, miten pitdisi suorittaa vaadittu tehtdva. Voi olla my6s tarpeen kir-
joittaa johdanto ohjeen alkuun, jossa kerrotaan ohjeen tarkoitus, mihin tulokseen pitdisi paasta,
mitd valineitd tai muita tarpeita tarvitaan ja pitdakd jotain muuta ottaa huomioon. (Kankaanpaa ja
Piehl 2011, 296.) My6s Kauppinen ym. (2010, 137) painottavat johdannon merkitystd, silla ohjeen

kayttdkelpoisuus riippuu siita.

Ohjeen kielen pitaa olla ymmarrettdvaa ja savyltaédn asiallista. Termeja, joita lukija ei varmuudella
tunne, tulee valttaa tai ainakin selittad, jos niiden kayttd on pakollista. Lukijaa voidaan puhutella
suoraan tai kdyttda epdsuoraa ilmaustapaa. Konkreettisissa toimintaa vaativissa ohjeissa tavallisinta
on sinutella lukijaa ja kdyttad kaskymuotoa. (Kankaanpéa ja Piehl 2011, 299.) Kayttamalla aktiivia
passiivin sijaan saadaan virkkeista selkedmpia ja lause tekee selvaksi henkildn, jonka tulee suorittaa
toimenpide (Online-learning s.a.). Toistoa voidaan kayttaa aina, kun siihen on tarvetta ja samoista

asioista tulee kayttda aina samaa nimitysta (Kauppinen ym. 2010, 136).

Ohjeen tekijalla on velvollisuus estad ohjeen suorittajaa tekemastd mitdan mista aiheutuisi vaarati-
lanne itselle tai ymparistélle. Ohjeisiin tulee laatia helposti ymmarrettavia varoituksia johdantoon, jos
varoitus koskee koko ohjetta tai toiminnallisen ohjeen yhteyteen, jos se koskee jotain erityistoimin-
toa tai -vaihetta. Varoitukset on syyta visualisoida, jotta ne huomattaisiin paremmin. Kaytettdessa
vaaraa ilmaisevia kuvia, tulee kayttaa vakiintuneita symboleita. Varoituksen on oltava oikeassa pai-
kassa, jotta lukija huomaa varoituksen ennen kuin tekee jotain vaarin. Lukijaa tulee myds opastaa

suojautumaan vaaratilanteen sattuessa seka valttamaan vaaraa. (Kauppinen ym. 2010, 137-138.)

Hyva tydohje saastaa lukijalta aikaa ja turhaa vaivannakda. Ohjeita kirjoitettaessa on otettava huo-
mioon samat asiat kuin muidenkin tekstien laatimisessa. Pitad osata esittda tarpeelliset asiat ja kar-
sia turhat pois. Ilmaisutavan tulee olla lukijalle sopiva ja asiat tulee esittda sellaisessa jarjestyksessa,
mika palvelee tarkoitusta parhaiten. Ty6ohjeen tekijan tulee arvioida, mitd vaaditaan, etta ohjeet

auttavat lukijaa suorittamaan sen, mika on tavoitteena. (Kankaanpaa ja Piehl 2011, 295.)
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5 KEHITTAMISTYON TARKOITUS JA TAVOITE

Kehittamistydmme tarkoitus oli paivittda kliinisen mikrobiologian harjoitustuntien tyéohjeet bio-
analyytikko-opiskelijoille. Paivityksen avulla saimme tydohjeet ajan tasalle niin, ettei niissa olisi puut-
teita tai mitdan tarpeetonta. Pyrimme tekemdan tydohjeista selkeat, helposti ymmarrettavat ja joi-
den kanssa olisi helppo tydskennella itsendisesti. Selkeiden tydohjeiden kanssa tydskentely on teho-
kasta, kun ei tarvitse esittda jatkuvasti tarkentavia kysymyksia esimerkiksi opettajalta. Aikaa saastyy

my®ds siind, kun valtetdan turhia virheitd puutteellisten ohjeiden takia.

Kehittdmistydmme tavoite oli, ettd uusien tydohjeiden kanssa tydskentely on sujuvampaa, joka ndin
ollen edistad bioanalyytikko-opiskelijoiden oppimista. On tarkeaa, etta bioanalytiikkaa ja kliinista
mikrobiologiaa opiskelevien opiskelijoiden oppimateriaali olisi selkeaa ja ajan tasalla. Ammattiin val-
mistuessa heilld olisi hallussaan kliinisen mikrobiologian menetelmiin liittyva viimeisin tieto ja osaa-

minen.
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6 TOIMINNALLISEN KEHITTAMISTYON VAIHEET

6.1 Toiminnallinen opinnaytetyd

Opinndytetydmme oli toiminnallinen kehittdmistyd. Toiminnallisessa opinndytetytssa lopullisena
tuotteena on aina jokin konkreettinen tuotos, eli produkti. Se voi olla esimerkiksi ohje, opas tai port-
folio. Tuotos, joka sisaltaa tekstia, on suunniteltava niin, ettd se palvelee sille suunnattua kayttaja-
kuntaa. Hyvia kriteereja tuotokselle ovat mm. informatiivisuus, selkeys, jondonmukaisuus ja asiasi-
sallén sopivuus kohderyhmalle. Ohjeistuksen tai oppaan teossa on syyta tarkastella kriittisesti sita
varten kerdttya tietoa ja lahteitda. On varmistettava, etta kaytetyt lahteet ovat luotettavia ja ajanmu-
kaista. (Vilkka ja Airaksinen 2004, 51-53.) Kehittamistydssa pyritadn ratkaisemaan tyéelamassa tai
opiskelussa esiin nousseita kaytanndn ongelmia tai uudistamaan kaytantdja seka tuomalla uutta tie-
toa tydelaman kaytanndistd (Ojasalo, Moilanen ja Ritalahti 2014, 18-19). Kehittémistoiminnan ta-
voitteena on muutos, joka tahtda aiempaa parempiin tai tehokkaampiin toimintatapoihin tai -raken-
teisiin. Kehittdminen voi kohdistua myds ammatilliseen osaamiseen. Ty6eldmalahtoiset kehittamis-
tehtavat antavat tarkeda osaamista tulevaisuuden tydntekijoille. (Toikko ja Rantanen 2009, 16; Oja-
salo ym. 2014, 15.) Toiminnallisen kehittdmistyén tunnusomaisia piirteitd ovat myds siitd syntyvan
tuotoksen uutuusarvo, hyéty, ainutkertaisuus ja kadytettdvyys. Opinndytetydraportissa tuotos voidaan
sijoittaa tyon loppuun tai siita voidaan tehda myds erillinen liite. On tarkeaa erotella, etta raport-
tiosio on kirjallinen esitys kehittédmistyodstd, jonka tuloksena on muodostunut erillinen ja itsendinen
tuotos. (Salonen 2013, 13, 25; Vilkka ja Airaksinen 2004, 65.)

Tarkeita opittavia taitoja kehittdmistydssa ovat vuorovaikutus-, ongelmanratkaisu- ja yhteistydtaidot.
Usein kehittamisty6 tehdaan ryhmdssa, mutta siind korostuu myos itsendinen tydskentely. Kehitta-
mistyon tekija tekee itsenaista tiedonhakua, johtaa itse tydskentelyaan ja tydskentelytavan tulisi olla
tavoitteellista ja arvioivaa. (Ojasalo ym. 2014, 15.) Kehittamistoimintaan liittyy olennaisesti tutki-
muksellinen ldhestymistapa, koska tutkimustietoa sovelletaan kaytantédn. Talldin voidaan puhua
tutkimuksellisesta kehittamistoiminnasta, jossa yhdistyy konkreettinen kehittémistyd ja uuden tiedon
tuottaminen. (Toikko ja Rantanen 2009, 19.)

6.2 Suunnittelu ja toteutus

Toikko ja Rantanen (2009) hahmottavat kehittédmistydlle viisi vaiheisen mallin, joka kuvaa opinndy-
tetydtdmme hyvin. Kehittdmistydn etenemisen malli on esitelty mukaillen kuviossa 1. Ensimmaisena
vaiheena on kehittamistyon perustelu, jossa maaritelld tydn lahtdékohdat: miksi jotakin pitaa kehittaa
juuri nyt? Lahtokohtina ovat nykytilanteen ongelma ja tulevaisuuden visio. Toisessa vaiheessa ty6n
etenemista ja kdaytannon asioita pitda suunnitella ja organisoida. Ty6njaon tulee olla kaikille selvilla.
Kolmas vaihe on toteutus, jossa lahdetaan etenemaan tavoitetta kohti. Konkreettisen tekemisen eli
kirjoittamisen ja uusien tydohjeiden luomisen ohella kehittémistoiminnassa tulee olla pohtiva ja ana-
lysoiva ote. Neljannessa vaiheessa ty6ta arvioidaan ja yksinkertaisimmillaan analysoidaan sita, onko
tydn tavoitteet saavutettu. Viimeisessa vaiheessa kehittamistyon tulokset tai tuotos laitetaan levityk-
seen. (Toikko ja Rantanen 2009, 56-63.)



19 (31)

Organisointi

e Tarkoitus ja ¢ Tybsuunni- * Tuotos e Palaute o Hyvinvointi
tavoite telma * Raportti « Viimeistely konferenssi
* Aihekuvaus * Tiedonhaku e Loppu- « Tydohje-vihko
« Tydnjako arviointi kéyttoon

KUVIO 1. Opinnaytetydprosessi vaiheittain (mukaillen Toikko ja Rantanen 2009, 56-63).

Sopivan aiheen valinta luo hyvat edellytykset onnistuneelle opinndytetyélle. Hyvan aiheen kriteereina
voidaan pitda muun muassa omaa kiinnostusta aiheeseen ja ettd se on sopiva omalle tieteenalalle.
On tarkeaa, etta aihe opettaa tekijalle jotakin ja ettd aiheesta on saatavilla tarpeeksi tietoa. (Hirs-
jarvi, Remes ja Sajavaara 2009, 77-78.) Myds Metsdmuuronen (2009, 38) toteaa, ettéd aiheen ja ai-
hepiirin valinnassa on kannattavaa valita aihe omien mielenkiinnon kohteiden joukosta. Aiheen on
syyta olla myds sellainen, josta opiskelijalla on suoritettuna opintojaksoja. Aiemmin opittu teoria-

pohja helpottaa opinndytetyon tekemistd. (Kananen 2017, 24.)

Valitsimme aiheen opinnaytetydlle alkuvuodesta 2019. Keskustelimme aiheesta ja sen tarkoituksesta
ja tavoitteesta ohjaavan opettajan kanssa. Teimme opinnaytetyon aihekuvauksen ja tyésuunnitel-
man kevaan 2019 aikana. Opinndytetydn etenemisen hahmottelun jalkeen teimme SWOT-analyysin.
SWOT-analyysi muodostuu kartoittamalla sisdisten tekijoiden, eli henkildiden tai organisaation, vah-
vuuksia (strenghts) ja heikkouksia (weaknesses) seka ulkoisista tekijoista riippuvia mahdollisuuksia
(opportunities) ja uhkia (threats). Analyysi on hyva tehda ennen varsinaisen tyon tai projektin aloit-
tamista, jotta riskit voidaan tunnistaa etukateen. Tyon etenemista hankaloittavia tekijoita voidaan

ndin valttda ja ennaltaehkaista. (Finnish National Board of Education 2010, 23-24.)

Opinnaytetydn organisointi jatkui syksyn 2019 aikana. Olimme ty6harjoittelussa jokainen eri paikka-
kunnilla, mutta pidimme yhteyttd saadaksemme kerattya opinndytety®n teoriaosuuteen hyvia tieto-
ldhteitd. Tammikuussa 2020 aloitimme tydstdmaan opinndytetyon teoriaa ja varsinaista tuotosta eli
tydohjeita. Ennen tuotoksen ja raportin kirjoittamisen aloitusta mietimme vield yhdessa tydnjakoa,
jotta kaikille olisi selva mista aloittaa. Tytohjeisiin laadimme useita uusia tydohjeita, joissa meidan
tuli pohtia ohjeiden selkeytta ja oikeellisuutta. Laatimamme tydohjeet kavivat valilla tarkistuksessa
ohjaavalla opettajalla ja tarvittaessa muokkasimme tydohjeita palautteen mukaan. Tydohjevihkon
laadinnassa meidan tuli pohtia tydohjeiden toimivuutta kaytanndssa, jotta opinndytetydmme tarkoi-

tus ja tavoite tayttyivat.

Opinnaytetydn tuotoksena teimme kliinisen mikrobiologian tyéohjeet Savonia-ammattikorkeakoulun
bioanalyytikko-opiskelijoille. Tydohjevihko jaetaan opiskelijoille séhkdisessa muodossa, pdf-tiedos-
tona, jolloin jokainen voi tulostaa itselleen tydohjeet paperille harjoitustunteja varten. Tydohjeet li-
satdan myos ThingLink 360° -virtuaalioppimisymparistotn, jossa opiskelijat voivat tutustua tydohjei-
siin ennen harjoitustuntien alkua. Opinndytetydprosessin aikana meidan tuli perehtyd opinnaytetyon

teoriaosuudessa siihen, millainen on hyva tydohje ja miten se tukee opiskelijoiden oppimista. Lisaksi
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teoriaosuudessa kerroimme yleisesti gramnegatiivisista sauvabakteereista, niiden jaottelusta ja omi-

naisuuksista patogeeneina.

TyOohjeet tuli laatia niin, ettd niiden seuraaminen on helppoa ja vaivatonta. Jokaisen tyéohjeen
alussa on kerrottu tunnistuskokeen menetelman periaatteita teoriassa, jotta tydohjeen lukija saa
kasityksen siitd, mita erilaisia reaktioita kokeen aikana todella tapahtuu. Tydohjeen seuraavassa vai-
heessa kerrotaan mité reagensseja ja valineita kokeen suorittamiseen tarvitaan. Kun vélineet ja rea-
genssit ovat esilla, lukija voi siirtya seuraavaan kohtaan, jossa kerrotaan ohjeet kokeen suorittami-
seen. Jokaisen tydohjeen lopussa on ohje kokeen lopputuloksen tulkitsemiseen. Tyoohjevihkon lop-
puun lisattiin myds oma tekemamme kaavion gramnegatiivisten sauvabakteereiden tunnistamisen
avuksi. Aiempi tydohje piti jo sisdlldaan tunnistuskaavion grampositiivisille kokkibakteereille, joten te-
kemamme tunnistuskaavio oli hyva lisa tunnistamiskokeiden kulun havainnollistamiseksi. Aikaisem-
massa ohjeessa oli myds hyvin havainnollistavia kuvia, jotka paatimme jattaa sellaisinaan uuteen
tybohjeeseen. Lisasimme tydohjevihkoon myds uudet bakteeriviljelyille tarkoitetut viljelykuviot oppi-
misen tueksi. Kun saimme tydohjevihkon melkein valmiiksi, aloimme tydstdaméaan opinndytetydn ra-
porttiosuutta. Aloimme etsia viela lisaa tietolahteitd ja paneuduimme tieteelliseen kirjoittamiseen.
Pyysimme vdlilla palautetta opinndytetydmme ohjaajalta ja jatkoimme tydstamista l&pi kevaan. Ra-

porttiosio vaati paljon arviointeja, lisdyksia ja viimeistelyd ennen kuin se saatiin valmiiksi.

Huhtikuussa osallistuimme Savonia-ammattikorkeakoulun hyvinvointikonferenssiin. Hyvinvointikonfe-
renssi siirtyi kevaan 2020 poikkeusolojen vuoksi kokonaan verkossa toteutettavaksi ja perinteiset
luokkatiloissa jarjestettdvat seminaarit peruttiin. Seminaarit korvattiin videoesityksilld, jotka olivat
katsottavissa hyvinvointikonferenssin verkkosivuilla. Teimme opinndytetydstémme informatiivisen e-
posterin ja muutaman minuutin mittaisen videoesittelyn. E-posterissa ja videoesittelyssa kerroimme

opinndytetyon taustasta, tarkoituksesta ja tavoitteesta, menetelmasta, seka tuotoksesta.

Opinnaytetydprosessi aiheen valinnasta valmiiksi tyoksi kesti [dhes kaksi vuotta. Tahan ajanjaksoon
sisaltyi kuukausia, jolloin tydskentelimme aktiivisesti, etsimme luotettavia tietoldhteita, kavimme lapi
kirjallista materiaalia ja kirjoitimme. Valilla oli kuukausia, jolloin olimme kesatdissa tai tydssaoppi-
massa. Syksylla 2019 olimme liki nelja kuukautta kestdvassa keskussairaalaharjoittelussa, jolloin
opinndytetyon tydstéaminen jai todella véhaiseksi. Keskussairaalaharjoittelun jalkeen paasimme aloit-

tamaan tydohjeiden paivitysta ja se onnistui mielestdmme melko sujuvasti.
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7 POHDINTA

Opinndytetydmme teoriapainotteisessa raporttiosiossa kerroimme, miten ja miksi olemme tata opin-
ndytetyota tehneet. Lisaksi kuvailimme, millainen tydprosessi on ollut ja millaisiin johtopaatoksiin
olemme tulleet tyon tekemisen aikana. Opinndytetydn loppuvaiheessa ja pohdinnassa arvioimme

opinndytetyOprosessin aikana kertynytta oppimista ja osaamista.

Ammattikorkeakoulussa pyritdéan ammatilliseen korkeakoulututkintoon ja sielld korostuu voimak-
kaasti yhteys ty6elamadn. Tavoitteena on tukea opiskelijan ammatillista kasvua ja paasya ammatilli-
siin asiantuntijatehtaviin. Ammattikorkeakoulut tukevat sellaisia tutkimus- ja kehittdmistéita, jotka
palvelevat niin korkeakouluopetusta kuin tydelamaakin. (Vilkka 2015.) Ammattikorkeakoululain mu-
kaan opinndytetydn tavoitteena on syventaa opiskelijan osaamistaan tutkinto-ohjelmaan ja tydela-
maan liittyvilld aihealueilla. Opinnaytety6 osittaa, etta opiskelijalla on valmius soveltaa opittuja tie-

toja ja taitoja ty6eldman asiantuntijatehtdvissa. (Kananen 2017, 22.)

Koimme kehittémistyon aiheen meille sopivaksi. Tydohjeiden laatiminen tuntui selkealta, koska
olimme kaikki tehneet suurimman osan tydohjeisiin tulevista uusista kokeista oman vuosikurssimme
kliinisen mikrobiologian harjoitustunneilla ja olimme havainneet puutteet aikaisemmissa tydohjeissa.
Edelliset tydohjeet oli jo valmiiksi tehty selkedsti loogisessa jarjestyksessa etenevaan muotoon, joten
paatimme kirjoittaa uudet tydohjeet saman kaavan mukaisesti. Koemme padsseemme opinnayte-
tyon tavoitteeseen, koska tekemamme tydohjevihko on nyt paivitetty ajan tasalle niin, etta sieltd
I6ytyvat kaikki harjoitustunneilla tehtdvat bakteerien tunnistuskokeet ja antibioottiherkkyysmaarityk-
set. Arvioisimme tuotoksen onnistuneen hyvin. Lisadmamme viljelykuviot helpottavat visuaalisesti
hahmottamaan bakteeriviljelyiden suorittamista. Lisaksi tydohjeissa on kadytetty kuvia, taulukoita ja
kaavioita helpottamaan ohjeiden hahmottamista ja tutkimusten etenemisesta. Turhiksi koetut nayt-
teenotto-ohjeet paatettiin poistaa, koska ndytteenottoon liittyvat asiat on kasitelty naytteenotto-
opintojaksolla ennen kliinisen mikrobiologian opintojakson alkua. Uusia tyéohjeita laatiessa tuli pe-
rehtya tarkasti reagenssi- ja testikittivalmistajien englanninkielisiin kayttéohjeisiin ja tuoteselostei-
siin. Sielta ohjeet tuli laatia suoraviivaisesti tydohjeen muotoon, eika ohjeisiin saanut jattéa tulkinnan
varaa. Tydohjevihkon ulkoasu on selkeé ja ohjeet etenevat loogisessa jarjestyksessa. Emme koke-
neet tarvetta vaihtaa ohjeiden perinteista paperista vihkomallia esimerkiksi digitaaliseen muotoon,
koska ohjevideoiden ja digitaalisten kuvien katseleminen tydn teon aikana voisi olla hankalaa ja digi-
laitteita ei tulisi muutenkaan kayttad samanaikaisesti bakteereiden kanssa tydskennellessa. Toki oh-
jevideoihin voi tutustua ennen harjoitustunteja mutta harjoitustuntien aikana on helpompi lukea ja

kerrata ohjeita paperilta.

7.1 Itsearviointi ja ammatillinen kehittyminen

Valilld ryhmassa tydskentely tuotti haasteita, koska ryhman jasenten aikataulut eivéat aina olleet
helppoa sovittaa yhteen. Kaikilla ryhmaldisilld oli opinndytetydn kirjoittamisen lisaksi paljon muitakin
koulutehtdvia ja meneillddn olevia kursseja seka omia henkildkohtaisia menoja. Lisdksi kevaalla 2020

poikkeusolot estivat meitd kokoontumasta koulun tiloihin tydskentelemaan, ja muitakin ei-pakollisia
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kokoontumisia tuli valttaa koko kevaan ajan. Pidimme kuitenkin yhteytta puhelimitse ja valilla pi-
dimme palavereita Zoom-yhteydella. Ryhmadssa tydskentelyssa oli kuitenkin myds etunsa. Jos jollakin
ryhman jasenista tuntui olevan vaikeuksia saada omaa kirjallista osuuttansa etenemaén, pystyimme
silloin talléin tukeutumaan muiden ryhman jasenten apuun ja keksimadn keinoja edetd omassa kir-
joittamistydssa. Opinndytetydtd ohjaavan opettajan antama palaute ja ohjeet tietyin valiajoin helpot-
tivat opinnaytetydprosessin etenemistd. Myds useamman silmaparin lukiessa kirjallista raporttia tai
laadittuja tydohjeita, virheet ja puutteet saatiin havaittua nopeammin. Lisaksi erilaisia nakdkantoja

opinnadytety6hon liittyviin asioihin saatiin yhdessa keskustelemalla ja pohtimalla.

Opinndytetydn tekeminen syvensi omaa osaamistamme ja tietdmystamme bakteerien tunnistusme-
netelmista kliinisessa mikrobiologiassa. Opimme my®és tarkastelemaan ja arvioimaan tydohjeiden
toimivuutta seka uusien tyéohjeiden laatimista kliinisen laboratorion tydymparistéssa. Opinnadyte-
tyota kirjoittaessa kehitimme taitojamme luotettavan tiedon hankinnassa, analysoinnissa ja sovelta-
misessa. Savonia-ammattikorkeakoulun kuvaamiin bioanalyytikon yleisiin seka ammatillisiin kompe-
tensseihin peilatessa, voimme todeta, ettd olemme kehittyneet useilla osa-alueilla. Yleisissa kompe-
tensseissa mainitaan esimerkiksi tydyhteisétaidot, jota voi periaatteessa soveltaa myds ryhmatyds-
kentelyyn opinndytetydn yhteydessa. On osattava toimia ryhman jasenena kantaen oma vastuu te-
kemisistaan ja tydskennella valilld itsendisesti samalla kuitenkin ottaen huomioon muut ryhman jase-
net. Ammatilliset kompetenssit koostuvat muun muassa laboratoriotutkimusprosessin eri vaiheista.
Opinndytety6ta tehdessamme syvensimme osaamistamme erityisesti kliinisen mikrobiologian labora-
torioprosessin analyyttisessa ja postanalyyttisessa osaamisessa. Meidan tuli tietad tarkasti ohjeita
laatiessa, kuinka bakteerien tunnistuskokeet ja herkkyysmadritykset tehdaan ja tulkitaan, jotta pys-
tyimme laatimaan niista toimivat tydohjeet. Opinnadytetydprosessin aikana saimme kokemusta myds
ammatillisissa kompetensseissa mainitusta tutkimus- ja kehittdmistoiminnasta kliinisessa laboratorio-

tyodssa. (Savonia-ammattikorkeakoulu 2017.)

7.2  Eettisyys ja luotettavuus

Opinnaytetydn kohdalla tutkimusetiikalla voidaan tarkoittaa yleisesti sovittujen peliséantéjen noudat-
tamista. Siind otetaan huomioon tutkimuksessa mukana olevat henkilét ja toimijat, toimeksiantaja,
rahoittaja, tutkimuskohde ja yleisé. (Vilkka 2015, 41.) Meidén tapauksessamme voimme ajatella
huomioonotettavien toimijoiden olevan opinndytetyétatekevan ryhmamme jasenet, toimeksiantajana
Savonia-ammattikorkeakoulua ja yleisona kohderyhmasta eli bioanalyytikko-opiskelijoista, jotka

kayttavat tuotostamme opiskeluissaan.

Hyva tieteellinen kaytantdé (HTK) tarkoittaa, ettad tutkijat kayttavat tiedeyhteisdn hyvaksymia tiedon-
hankinta- ja tutkimusmenetelmia. Tiedonhankinnassa on nojauduttava tieteelliseen kirjallisuuteen ja
asianmukaisiin tietolahteisiin, kuten ammattikirjallisuuteen. Tutkimustyon tekeminen ja tulosten esit-
tdminen hyvan tieteellisen kaytannon mukaisesti edellyttaa tekijalta rehellisyytta, huolellisuutta ja
tarkkuutta. Rehellinen ja vilpitdn toiminta tarkoittaa, etta tutkija tai kirjoittaja kunnioittaa toisten
tuottamia tutkimustuloksia tai kirjallisuutta mainitsemalla heidat tarkoin lahdeviitteissa ja esittamalla

heidan aikaansaannoksensa oikeassa valossa. Vilpilliselld toiminnalla tarkoitetaan, etta toisten tuo-
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toksia vaaristellaan tai plagioidaan. Hyvana muistisdanténa voi pitaa sitd, ettd mitd paremmin lahde-
viittaukset on merkattu, sité paremmin tutkimus on noudattanut hyvin tieteellisen kaytannon peri-
aatteita. Piittaamattomuudesta johtuvat virheet johtuvat yleensa tutkijan tai kirjoittamisen puutteelli-
sista tiedoista ja taidoista — ei tiedeta kuinka tulisi oikeasti toimia. (Vilkka 2015, 4143, 45.)

Hyvan tieteellisen kdytannén noudattaminen lisda tutkimuksen luotettavuutta (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta 2012, 6). Opinnaytetyémme luotettavuutta pyrimme varmistamaan koko opinnayte-
tyoprosessin ajan. Raporttiosiota kirjoittaessa kaikkeen tausta-aineistoon nojautuvaan tekstiin on
merkittava tiedon alkupera ja tekija hyvan tutkimustavan mukaisesti (Lempinen ja Raivo 2020). Ke-
hittamistyon luotettavuuden mittaaminen on haasteellisempaa kuin maarallisessa tai laadullisessa
tutkimuksessa. Kehittémistytssa ei saada lopputulokseksi tutkimustuloksia vaan lopputuloksena pyri-
tdan saamaan aikaan muutos. Luotettavuutta voidaan arvioida tarkastelemalla kehittdmisty&proses-
sin eri vaiheita, onko kaikki tehty oikein ja suunnitelman mukaisesti. (Kananen 2015a, 111-112).
Pyrimme lisdéamaan opinnaytetydmme luotettavuutta kayttdmalla useita ajantasaisia lahteitd. Etenkin
verkkolahteiden kohdalla on syytd olla erityisen kriittinen. Lahteiden etsimisessa kdytimme kirjalah-
teiden lisdéksi luotettavista tietokannoista, kuten PubMedista ja Cinahlista l6ytyvia erilaisia tutki-

musartikkeleita.

Poikkeusolojen vallitessa kevaalla 2020, tiedon hakeminen kirjaldhteistd vaikeutui huomattavasti,
koska kaikki kirjastot olivat kiinni kdytanndssa koko kevaan ajan. Tietoa oli tuolloin pyrittdva hyo-
dyntdamaan internet-lahteistd ja sahkoisessa muodossa olevista e-kirjoista. Opinndytetydn tuotosta
eli tydohjevihkon sisaltéd voimme pitaa luotettavana, koska lahdeaineistona on kaytetty ajantasaisia
reagenssi- ja testikittivalmistajien kaytté- ja turvaohjeita seka esitteitd. Tuotoksen luotettavuutta
olisimme halunneet lisaté myos testaamalla tuotosta jo ennen varsinaista kayttéénottoa. Olisimme
halunneet, ettd edes pieni opiskelijaryhma olisi suorittanut tydohjevihkossa olevat kokeet ja antanut
meille palautetta tydohjevihkon toimivuudesta, sisallosta ja ulkoasusta. Tahan emme kuitenkaan
saaneet mahdollisuutta ristedvista aikatauluista johtuen. Aloimme ty6staa tydohjeita juuri kun meita
vuotta mydhemman vuosikurssin opiskelijat olivat lopettaneet kliinisen mikrobiologian opintojakson.
Tyo6n tulokset ja tydohjeiden toimivuus tulevat selville vasta kun bioanalyytikko-opiskelijat ottavat ne
kayttoonsa. Seuraavaksi jarjestettava opintojakso jarjestetdan loppuvuodesta 2020, kun olimme

saaneet opinndytetydmme jo valmiiksi.
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1 Johdanto

Tama tybohje on tarkoitettu Savonia-ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman kliinisen
mikrobiologian harjoitustunneille. Tyéohje sisaltda harjoitustydtunneilla tehtévien tunnistus- ja
herkkyyskokeiden ohjeet. Tydohjeen alusta I6ydat myos yleisia toiminta- ja tydskentelyohjeita. Lisaksi
tybohjeessa on liitteend yleisimpien bakteereiden tunnistamista helpottavia tunnistuskaavioita. Sinun
tulisi kerrata nielu- ja veriviljelyn seka virtsan bakteeriviljelyndytteen naytteenotto-ohjeet ennen
harjoitustunteja.

Tybohjeessa olevat ohjeet ovat kaikki talla hetkella kliinisen mikrobiologian laboratoriossa kaytettyja
bakteereiden tunnistus- ja herkkyyskokeita. Tydohjeeseen on hyva tutustua huolellisesti jo ennen

harjoitustunteja, jotta osaat toimia oikein ja turvallisesti.

Tydohje on paivitetty 2020 opinnaytetydna vanhan tyéohjeen pohjalta. Tydohjeen kayttdoikeudet on
luovutettu Savonia-ammattikorkeakoululle.

Toivotamme mielenkiintoisia ja mukavia hetkid mikrobiologian kiehtovassa maailmassal



2 Yleista toiminta- ja tyoskentelyohjeita

Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa tulee tydskennella huolellisesti ja tarkasti, koska tydskentelet

tauteja aiheuttavien bakteerien kanssa. Laboratoriossa tulee toimia sovittujen saéantdjen mukaisesti.

Saantoja noudattamalla takaat oman seka toisten turvallisuuden laboratoriossa ja sen ulkopuolella.

Tutustu alla oleviin ohjeisiin ENNEN laboratorioon menoa!

2.1 Mikrobiologian harjoitustuntien sdannot:

Pukeudu asianmukaisesti suojavaatteisiin (Ilyhythihainen jakku ja housut) ja tyokenkiin ennen
harjoitustunneille menoa
o Huomioi suojavaatteiden alla olevat vaateet, jottet kuljeta bakteereita laboratorioluokan
ulkopuolelle
o Suojavaatteissa El saa lahtea laboratorion ulkopuolelle
o Laita suojavaatteet pesuun harjoitusviikon jalkeen
Kayta tarvittaessa muita asiaankuuluvia suojavarusteita
o Suojakasineet, suu-nenasuojus ja suojalasit
Ehja iho on paras suoja. Tarkista katesi ja peita mahdollinen haava laastarilla seka kayta
suojakasineita
Laboratorioluokassa El saa sytda eikéa juoda
Al4 laita sormia tai kynia suuhun laboratoriossa
Ala koskettele kasvojasi tai hiuksiasi
o Pitkien hiusten on oltava kiinni
Ala kaivele korviasi, nenéasi tai kynnenalusiasi
Sormuksia, kelloja, suuria kaula- ja korvakoruja El saa kayttaa
Pese ja desinfioi kadet huolellisesti ENNEN ty6dskentelyn aloittamista seka laboratorioluokasta
poistumista
o Puhelimen kaytt6: Desinfioi kédet ennen puhelimen kayttéa seka sen jalkeen
Ala tydskentele tydohjeen paalla
Ole huolellinen: tutustu kittien ja reagenssien turvalausekkeisiin, lue kayttdohjeet ja noudata niitéa
Pida tydpisteesi puhtaana
o Puhdista ty6tasosi ennen tdiden aloittamista seka tyopaivan paatteeksi
o Puhdista tyotasosi heti etanalilla, jos siihen roiskahtaa naytettd tai muuta naytetta
siséltavaa materiaalia
Siivoa tyOpisteesi tyopaivan lopuksi ja jarjestele tavarat oikeille paikoilleen yhdessa muiden kanssa
o Havita jatteet ohjeen mukaisesti

o Muista sammuttaa kaasu



2.2 Aseptinen tyoskentely

Aseptisella tyoskentelylla pyritdan estamaan ja ehkaisemaan mikrobien leviamista ymparistoon,
itseensa tai muihin ihmisiin. Aseptiseen toimintaan vaikuttaa myds oma henkilékohtainen hygienia,
terveys ja oma toiminta. Kellojen ja sormusten alle ja& usein vett4, jolloin ne tarjoavat edulliset
olosuhteet bakteerien kasvulle, ja niiden kayttoa tulee valttda laboratoriotydskentelyssa. Lisaksi tulee
valttda kynsilakan kayttoa seka kiinnittdd huomiota kynsien pituuteen. Rikkinainen kynsilakan pinta ja
pitkien kynsien alusta tarjoavat oivan kasvualustan bakteereille. Kaula- ja korvakorut taas saattavat
kontaminoitua laboratorion bakteereista, jolloin viet bakteerit mukanasi laboratorion ulkopuolelle. My6s
nenén ja suun alueiden tai ihon epapuhtauksien ja nappyléiden koskettelua tulee valttaad. On myoés
tarkeaa hallita oikeanlaiset yskimis- ja niistamistavat, jotta et aiheuta néytteeseen kontaminaatiota.
Edelld mainittuja kohtia noudattamalla voi ehkéaistd kontaminaatioiden syntya.

Suurimpana vaikuttajana aseptiseen toimintaan on oma aseptinen omatunto. Talla tarkoitetaan
aseptisia toimintatapoja ja tyojarjestysta, joita tyontekija noudattaa. Se tarkoittaa siis sitoutumista
aseptisten saantéjen noudattamiseen omassa tydskentelyssaan. Kasihygienia on yksi tarkeéa
vaikuttava tekija aseptisuuteen mikrobiologian laboratoriossa. Kasien pesu tulee aina suorittaa ennen
laboratorioon menoa ja ennen sieltd [&ahtda. Kasien pesu tulee tehda aina huolellisesti ohjeita
noudattaen. Suojakasineita tulee kayttaa tarvittaessa. Kayta kasineita esimerkiksi silloin, kun kasien
iho ei ole ehja tai kéasiteltdessa erityista huomiota vaativia bakteereita



2.3 Jatteiden oikea jaottelu

Mikrobiologian harjoitustunneilla syntyy monenlaista jatettd, jotka tulee havittda oikeaoppisesti.
Vélineiden ja naytteiden havitykseen on erittéain tarke&a kiinnittdd huomiota ja syntynyt jate tulee AINA
laittaa sille tarkoitettuun jateastiaan. Alla on lueteltu muutamia vinkkeja, siitd minne mikakin jate kuuluu:

Sekajate:

- Tyovélineet

Terveydenhuollon erityisjate

- Tartuntavaarallinen, biologinen jate

» Elatusainemaljat kannet teipattuna

» Sauvat ym. muut bakteereita sisdltavat tyovalineet ensin suljettavaan pussiin
- Tapaturmavaarallinen jate

* Neulat

Ongelmajate:

Katso kayttoturvatiedotteet

Varjaysaineet

» Erilliseen merkittyyn astiaan: VARIJATE
Etanoli-asetoni

* Erilliseen merkittyyn astiaan: ONGELMAJATE

- Reagenssit

Tietosuojajate:

- Jate, joka sisaltaa henkilotietoja

Hyotyjate

- Paperi, pakkaukset jne.

- Lasi



3 Bakteerinaytteet

Mikrobiologisia naytteita otetaan esimerkiksi verestd, ulosteesta, virtsasta, haavoista sekéa limakalvoilta.
Hyva mikrobiologinen nayte on otettu oikeasta paikasta, oikeaan aikaan seka sailytetty asianmukaisesti
ennen laboratorioon toimittamista. Mikrobiologisen naytteen laatu ja ndytteenottotapa riippuvat
epdiltdvasta tulehduksesta seka sita aiheuttavasta mikrobista. Nayte vaatii aina lahetteen, josta tulee
ainakin ilmeté henkilétiedot, naytteenottoaika, tarkka naytteenottopaikka ja naytelaatu. Lahetteessa voi
olla tietoa myds perussairauksista, kaytdssa olevasta antibiootista ja muista ladkkeista.

Mikrobiologisia naytteita ottavat lagkéarit ja muu hoitohenkilokunta mutta myos bioanalyytikot ja potilaat
itse. Bioanalyytikolla on iso rooli naytteenoton asiantuntijana ja etenkin potilasndytteenotossa on
tarkeaa antaa oikeanlaiset ohjeet naytteenottoon tutkimuksen onnistumisen kannalta. Siksi on erittéin
tarkead ymmartaa mikrobiologisen naytteenoton perusperiaatteet. Kertaa nielu- ja veriviljelyn seka

virtsan bakteeriviljelyn naytteenotto-ohjeet ennen harjoitustunteja.



4 Bakteerien kasvattaminen ja viljeleminen

Bakteerien tunnistamista varten bakteerindytteet viljellaan keinotekoisille elatusaineille, jotka voivat olla
joko kaupallisia tai itse laboratoriossa valmistettuja. Elatusaineet valitaan aina etsittavan bakteerin
mukaan, silla eri bakteereilla on erilaisia kasvuvaatimuksia. Elatusaineet sisaltavat bakteerien
kasvamiselle ja lisdantymiselle tarpeellisia ravintoaineita, kuten erilaisia orgaanisia ja epaorgaanisia
kemiallisia yhdisteitd. Elatusaineissa on eldimista tai kasveista peraisin olevia aineita kuten verta,
seerumia ja lihauutetta. Maljoihin on joskus myds lisatty antibiootteja muiden bakteerien kasvun

estamiseksi.

Viljelyissa kaytetéaan eniten kiinteité ravintoalustoja eli viljelymaljoja. Kiintea pohja saadaan
merilevapohjaisesta agarista. Kiintealla ravintoalustalla bakteerit kasvavat erillisind pesakkeing, joten
pesakkeita on helppo ottaa maljan pinnalta tunnistuskokeita varten. Bakteerien tunnistamisen apuna

voidaan hyddyntaa pesdkemorfologian tarkastelua.

Puolikiinteat ravintoalustat sisaltavat vahemman agaria kuin kiinteat ravintoalustat. Puolikiinteité
ravintoalustoja hyddynnetdan liikkuvien ja likkumattomien bakteerien erottamiseksi toisistaan.

Nestemaisten ravintoliuoksien tavallisin elatusaine on lihaliemi. Nestemaisia ravintoliuoksia

hy6édynnetaan rikastusviljelyissé ja kasvattaessa suuria bakteerimaaria.

Viljelyja tehtdessa tulee huomioida myés bakteerin kasvulle sopiva ympaéristé. Kasvuun vaikuttavat
muun muassa lampétila, kosteus, pH, osmoottinen paine, hapen ja hiilidioksidin mééara. Happea
vaativat bakteerit kasvatetaan normaalissa lampokaapissa, mutta hiilidioksidia vaativat bakteerit
kasvatetaan hiilidioksidikaapissa. Tilanteissa, joissa ei ole kaytettavissa hiilidioksidikaappia, voidaan
maljat laittaa eksikaattorissa lampdkaappiin +35-36 "C. Eksikaattorista poistetaan happi polttamalla
sen hiilidioksidiksi palavan kynttilan avulla. Kynttila sammuu itsekseen hapen loputtua, mutta valvo ja

varmista kynttilan sammuminen.



Rikastusviljely
Tarkoitus on saada nadytteessa oleva bakteeri kasvamaan runsaana
nestemaisessa elatusaineessa. Esimerkiksi veriviljely on rikastusviljely.

Hajotusviljely
Tarkoitus on saada naytteessa oleva bakteeri kasvamaan erillisinad pesakkeina

1. Viljele naytteenottotikulla naytetta 1/3:lle maljaa (kuva 2)

2. Vaihda puhdas viljelysauva ja viljele kohtisuoraan edellisesta viljelysta
(kuva 3)

3. Vaihda vield toinen puhdas viljelysauva ja viljele malja loppuun. Tee maljaan tarvittavat
merkinnat: naytenumero, viljely pvm (kuva 4)

Kuvé Viljele 1/3 maljasta Kuva 3 Viljele kohtisuoraanviljelystéi Kuva 4 Tee tarvittavat merkinnat

Puhdasviljely

Tarkoituksena on saada samaa bakteeria kasvamaan

I~
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. ‘_I'_'I.r \
=sa\il
] L)

"uyy

runsaasti jatkotutkimuksia varten.

1. Ota tutkittavaa bakteeria viljelysauvalla sen pesakkeistd HUOM!

Valta kontaminaatiota pesékkeitd poimiessasi
2. Tee viljely samalla tavalla kuin hajotus (koko

viljelyn voi tehda samalla sauvalla).

Kuva 5

Virtsaviljely

naytteen pinnan alle.
3. Veda silmukalla veto koko maljan poikki

4. Viljele malja siksak vedoin ylhaaltd puoleen véliin, sitten k&danna
malja ja viliele taas ylh&altd puoleen valiin. Silmukka El saa
koskea maljan reunoja.

1. Sekoita virtsanayte huolellisesti ennen viljelya.
2. Kasta 1 pl:n silmukka virtsaan ty6ntamall se n. 3 kertaa hieman §
i
1
1
1
]
v
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5 Sauva- ja kokkibakteereille yhteisid tunnistuskokeita

5.1 Bakteerien mikroskooppinen tarkastelu

Bakteereiden tunnistaminen mikroskopoimalla on yksi mikrobiologian perinteisimmista bakteereiden
tunnistusmenetelmista. Ennen mikroskopointia naytteet yleensa varjataan. Yleisin mikrobiologian
varjaysmenetelmista on gramvarjays. Kaytossa on mygds useita muita varjaysmenetelmia esimerkiksi

erilaiset happovarjaykset. Tyoohjeesta I6ytyy ohje gramvarjayksen suorittamiseen.

Etsi aluksi nakokenttd 10-kertaisella suurennuksella. Sen jalkeen tutki bakteereita 100-kertaisella
suurennoksella immersiodljyn kanssa. Valmista preparaattia mikroskopoidessasi kiinnita huomiota

ainakin seuraaviin asioihin:

1.  Varjaytyvyyteen (gram-negatiivinen/positiivinen)
2. Muotoon (kokki, sauva)

3. Bakteereiden ryhmittymiseen (ryhma, ketju)

HUOM! Muista ottaa huomioon my6s mahdolliset artefaktat, silla bakteereiden morfologia voi muuttua

esimerkiksi antibioottihoidon seurauksena.

5.2 Gram-varjays

Periaate

Varjayksen erot perustuvat gram-positiivisten ja gram-negatiivisten bakteerien soluseinamien rakenne-
eroihin. Gram-negatiivisten bakteerien soluseinama sisaltaa etanoliliukoisia lipidej&, jonka vuoksi
kristallivioletti-jodikompleksi paasee poistumaan solusta alkoholikasittelyn yhteydessa. Gram-
positiivisilla bakteereilla alkoholikasittely kutistaa paksun peptidoglykaaniseinaman, jolloin muodostuu

tihea polymeeriverkko, jonka lapi kristallivioletti-jodikompleksi ei mahdu poistumaan.

Alkoholikasittelyn yhteydessa gram-negatiivisista bakteereista tulee "varittdmia”, siksi lopuksi

suoritetaan vastavarjays safrariinilla.

Valineet

Obijektilasi, laboratoriotikku tai viljelysauva, imupaperi

Reagenssit: 0,9 % NaCl (tai steriili vesi) Kristallivioletti 2 %, Lugolin liuos, etanoliasetoni

varinpoistoliuos (1:1) ja safraniini



Suoritus

Valmisteen teko

Tiputa pisara 0,9 % NacCl:a objektilasille
Ota viljelysauvalla tutkittavaa naytetta
Sekoita ndyte objektilasilla olevaan pisaraan

P w P

IiImakuivaa preparaatti, jonka jalkeen varjaa se

Nayte voidaan ottaa suoraan potilaasta (esim. likvor- ja nivelneste), maljalta (hajotus- tai

puhdasviljelmaltd) tai ravintoliuoksesta (esim. veriviljelypullosta).

Varjays

Kiinnita preparaatti kuumentamalla.

Anna lasin jaahtya ennen varin lisdamista.

Peita kiinnitetty ndytealue kristallivioletilla, anna vérin vaikuttaa 1 minuutti.
Poista vari huuhtelemalla Lugolin liuoksella.

Peita naytealue Lugolin liuoksella, anna vaikuttaa 1 minuutti.

Huuhdo ylimaarainen Lugolin liuos pois juoksevalla vedella.

Huuhdo preparaatti varinpoistoliuoksella noin 30 sekuntia.

Huuhdo preparaatti nopeasti juoksevalla vedella.

© N o g bR

Peita naytealue safraniinin liuoksella ja anna vaikuttaa 30 sekuntia.
10. Huuhdo nopeasti juoksevalla vedella.
11. Kuivaa lasi imupaperilla, anna kuivahtaa hetki ilmassa ja mikroskopoi.

Virheldhteet

Liian vanha peséke voi aiheuttaa gram-positiivisen bakteerin virheellisen
varjaytymisen gram-negatiiviseksi.

Tuloksen tulkinta

Gram-positiivinen - Sininen / Tummanvioletti

Gram-negatiivinen - Punainen

12
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5.3 Kromogeeninen malja

CHROMagar™0Qrientation-malja on tarkoitettu helpottamaan erityisesti virtsateiden patogeenisten
bakteereiden tunnistusta visuaalisesti. Sitd voidaan kuitenkin kayttaa myos muiden naytelaatujen

bakteeriviljelyissa.

Periaate

Tassa kasvatusalustassa kaytetty kromogeeni saa bakteerit kasvamaan niille ominaisen varisind
pesakkeina. Kromogeeni on molekyyli, joka on kiinnitetty tiettyyn spesifisen entsyymiaktiivisuuteen
reagoivaan substraattiin. Kun maljalle viljelty bakteeri alkaa kasvaa ja tuottaa entsyymia kromogeeni
irtoaa substraatista ja alkaa tuottaa bakteerille tyypillista varia. Kromogeeninen malja on erittain
spesifinen menetelméd, joka tunnistaa esimerkiksi E.colin 99,3 prosentin herkkyydella. VVoimakkaat
kromogeeniset varit tulevat esille kasvualustalla 18—24 tunnin inkuboinnin jalkeen.
CHROMagar™0Orientation-maljaa tarkastellessa vérillisien bakteeripesékkeiden ansiosta on helpompaa
erottaa, jos maljalla kasvaa useampi kuin yksi bakteerilaji.

Valineet
Kromogeeninen malja, viljelysauva tai -silmukka.
Suoritus

1. Viljele naytetta tai bakteerisuspensiota kromogeeniselle maljalle.
2. Inkuboi maljaa lampokaapissa +35-36 ‘C:ssa yon yli.
3. Tarkastele bakteeripesakkeiden varia ja ulkondkoa.

Tulosten tulkinta

E.coli = tumma pinkki

Enterococcus > pienet turkoosit pesakkeet, "kuiva”

Klebsiella, Enterobacter, Serratia - metallin sininen, "limainen”

P.aeruginosa - lapikuultava, hohtava

S.aureus > pienet vaalean keltaiset pesékkeet

Proteus - ruskea halo

Citrobacter - metallin sininen, punertava halo

S.saprophyticus - pienet vaalean pinkit pesékkeet

Candida albicans - vaalea, variton
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5.4 Katalaasikoe
Kaytetaan streptokokkien ja stafylokokkien erotusdiagnostiikassa.

Periaate

Stafylokokkien tuottama katalaasientsyymi hajottaa vetyperoksidin hapeksi ja vedeksi, mika ilmenee

kuplintana.

Valineet
Obijektilasi/maljan kansi, viljelysilmukka/-sauva tai laboratoriotikku

Reagenssi: 3 % vetyperoksidi

Suoritus

1. Tiputa aluslasille 1-2 tippaa 3 % vetyperoksidia.

2. Ota steriililla silmukalla/sauvalla/puutikulla bakteerimassaa maljalta.
3. Suspensoi bakteerimassa vetyperoksidi pisaraan.

4. Tarkastele kuohuuko nayte.

Virhelahteet
Testi suositellaan tehtavaksi verettomalla alustalla kasvaneista pesékkeista tai varovasti pelkkaa
bakteerimassaa poimien verialustalta. Punaiset verisolut saattavat aiheuttaa kuplintaa. Kuplinta on

tosin heikompaa verrattuna positiiviseen tulokseen.

Platinasilmukkaa ei tulisi kayttaa, koska se aiheuttaa kuplintaa ollessaan tekemisissé vetyperoksidin
kanssa.

Tuloksen tulkinta

Katalaasi positiivinen (stafylokokki) - Vetyperoksidi kuohuu (kuva 7)
Katalaasi negatiivinen (streptokokki) - Vetyperoksidi ei kuohu

Kuva 7 Vetyperoksidi kuohuu (positiivinen tulos)
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5.5 Oksidaasikoe

Kéaytetdan gram-negatiivisten bakteereiden erotteluun. Oksidaasi-positiivisia bakteereja ovat
esimerkiksi Aeromonakset, Plesiomonakset, Kampylobakteerit, Neisseriat seka osa Pseudomonaksista

ja Pasteurelloista.

Periaate

Oksidaasipositiivisen bakteerin sisaltama sytokromioksidaasi hapettaa oksidaasireagenssin
(tetrametyyli-p-fenyleenidiamiini dihydrokloridi) indofenoliksi, mika ilimenee sinertdvana tai violetin

savyisena varina.

Valineet

Imupaperi, laboratoriotikku/viljelysauva

Reagenssit: Oksidaasireagenssi (Biomerieux™)

Suoritus

Testi suositellaan tehtavéksi epaselektiiviselta maljalta.

Kostuta pala imupaperia (tai muuta huokoista paperia) oksidaasireagenssilla. Ota tutkittavaa pesaketta

steriililla puutikulla/vilielysauvalla ja hiero se kostutetulle imupaperille.

Tuloksen tulkinta

Oksidaasipositiivinen - Sininen / Violettivari (10—30 sekunnin kuluessal)

Oksidaasinegatiivinen - Ei varin muutosta



6 Gram-negatiivisten sauvojen tunnistuskokeita

6.1 Laktoosinkaytto

Osa enterobakteereista on laktoosipositiivisia ja osa laktoosinegatiivisia. Suolistopatogeenit,
kuten Salmonella ja Shigella ovat laktoosinegatiivisia. Proteukset ja Pseudomonakset ovat
mya0s negatiivisia. E.coli -kannoissa on molempia, mutta yleisimmin ne ovat

laktoosipositiivisia.

Periaate

Bakteeri kayttaé kasvualustansa laktoosia, mikéa ilmenee maljan varin muutoksena.

Valineet

Cled-malja, viljelyvalineet

Suoritus

1. Viljele tutkittavaa bakteeria Cled-maljalle.
2. Inkuboi maljaa lampokaapissa +35-36 ‘C:ssa yon yli.

3. Tarkastele mahdollista varin muutosta maljalla.

Tuloksen tulkinta

Laktoosipositiivinen - Keltainen

Laktoosinegatiivinen - Sininen / Vihrea

16
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6.2 AP110SjaAPI 20 E

Periaate

Gram-negatiiviset sauvat ja enterobakteerit voidaan luokitella ja nimeté tutkimalla niiden biokemiallisia
ominaisuuksia. APl 10 S — liuska siséltaéa 10 mikrotaskua, joissa on kuivattuja substraatteja. APl 20 E-
liuskalla n&itéd mikrotaskuja on 20. Bakteerin aineenvaihdunta aiheuttaa varinmuutoksen, jota tulkitaan
testin mukana tulevan taulukon avulla tai APIWeb-ohjelmalla.

Valineet
API-testiliuska ja -kotelo, steriilia vetta, koeputki, Cled-malja, viljelysauva, Pasteur-pipetti, steriilia
parafiinioljya

Reagenssit: TDA-reagenssi (ferrikloridi), indolireagenssi (James), NIT1- ja NIT2-reagenssi,
API 20 E testissa lisdksi VP1 ja VP2 reagenssit

Suoritus

APl 10 S:

1. API-kotelon pohjalle kaadetaan hieman steriilia tislattua vettéa kosteuden yllapitamiseksi.
Tunnistetiedot kirjoitetaan kotelon pidennettyyn paahan. Liuska laitetaan koteloon.

2. Otetaan yksi pesdke tutkittavaa bakteeria ja suspensoidaan se 3 ml:aan steriilia tislattua vetta
koeputkessa.

3. Pasteur-pipetilla lisdtdan bakteerisuspensiota kaikkiin liuskan taskuihin liuskaa kallistaen,
ilmakuplien syntymista tulisi valttdad. ICITI — taskussa taytetaan myos kuplaosa
bakteerisuspensiolla.

4. Bakteerisuspensiosta tehdaan liséksi hantadmalja testin puhtauden ja bakteerin laktoosin kayton
tarkastelemiseksi. Hantamalja tehd&an viljelemalla bakteerisuspensiota Cled-maljalle. Vie
malja inkuboitumaan lampodkaappiin +35-36 °‘C:een yon yli.

5. LDC-, ODC-, H,S- ja URE- taskuissa taytetaan kuplaosat 6ljylla anaerobisen ilmaston

luomiseksi. Varotaan kontaminoimasta pullossa olevaa 6ljya bakteerisuspensiolla!
Sulje kotelo kannella ja inkuboi sita lampokaapissa +35-36 “C:ssa yon yli.
Seuraavana paivana lisataan TDA-taskuun tippa TDA-reagenssia (ferrikloridia) ja IND-putkeen
tippa indolireagenssia (James).

8. GLU-tuloksen lukemisen jalkeen taskuun lisataan yksi tippa NIT1-reagenssia, jonka jalkeen
siihen lisataan myos yksi tippa NIT2-reagenssia. Tulos on positiivinen, jos vari muuttuu
punaiseksi.

9. Tulokset luetaan varimuutosten perusteella reagenssivalmistajan ohjeen mukaan.



Tuloksen tulkinta

Tulkintataulukon avulla merkitd&n kunkin testin kohdalle + tai - tulosliuskaan. Siina testit on eritelty
kolmen ryhmiin ja pisteytetty 1, 2 ja 4. Jokaisessa ryhmassa lasketaan positiivisten tulosten pisteet

yhteen ja ndin saadaan nelinumeroinen profiili, jota verrataan testivalmistajan taulukkoon.

18



API 10 S:N TULKINTATAULUKKO

Testi Negatiivinen tulos Positiivinen tulos
ONPG varitbn keltainen
GLU sininen keltainen / sinivihrea
ARA sininen / sinivihred keltainen
LDC keltainen oranssi
oDC keltainen punainen / oranssi
ICITI vaalean vihrea / keltainen | sinivihreéd / sininen
H.S varitén / harmahtava musta sakka / ohut viiva
URE keltainen punainen / oranssi
TDA * keltainen tumman ruskea
IND *
varitt_')n / vaal.vihrea / vaalean punainen
keltainen
OoX variton violetti
NO3-NO2 keltainen punainen

*Varinmuutos valittomasti reagenssilisayksen jalkeen!

19

Lopuksi tarkastellaan hantamalja, josta nahdaan bakteerin laktoosinkaytto,
kasvaminen maljalla ja kasvaako se puhtaana (kontaminaatioiden mahdollisuus

tekovaiheessa).



20

Suoritus
API 20 E:
1. API-kotelon pohjalle kaadetaan noin 5ml steriilid tislattua vetta kosteuden yllapitamiseksi.
Tunnistetiedot kirjoitetaan kotelon pidennettyyn paahan. Liuska laitetaan koteloon.

2. Otetaan yksi peséke tutkittavaa bakteeria ja suspensoidaan se 5 ml:aan steriilia tislattua vetta
koeputkessa.

3. Pasteur-pipetilla lisdtdan bakteerisuspensiota kaikkiin liuskan taskuihin liuskaa kallistaen,
ilmakuplien syntymista tulisi valttéda. ICITI -, IVPI- ja IGELI-taskussa taytetdan myos kuplaosa
bakteerisuspensiolla.

4. Bakteerisuspensiosta tehdaan liséksi hantamalja testin puhtauden ja bakteerin laktoosin kayton
tarkastelemiseksi. Hantdmalja tehdaan viljelemalla bakteerisuspensiota Cled-maljalle. Vie
malja inkuboitumaan lampodkaappiin +35-36 °‘C:een yon yli.

5. ADH-, LDC-, ODC-, H2S- ja URE- taskuissa taytetaan kuplaosat oljylla anaerobisen ilmaston
luomiseksi. Varotaan kontaminoimasta 6ljyruiskun neulaa bakteerisuspensiolla!

Sulje kotelo kannella ja inkuboi sitd lampokaapissa +35-36 “C:ssa yon vyli.

Seuraavana paivana lisataan TDA-taskuun tippa TDA-reagenssia (ferrikloridia), IND-putkeen
tippa indolireagenssia (James), VP-taskuun lisdtaan yksi tippa VP1-reagenssia, jonka jalkeen
siihen laitetaan myds yksi tippa VP2-reagenssia.

8. Tulokset luetaan varimuutosten perusteella reagenssivalmistajan ohjeen mukaan.

Tuloksen tulkinta

Tulkintataulukon avulla merkitadn kunkin testin kohdalle + tai - tulosliuskaan. Liuskan tulokset

syo6tetddn valmistajan internet-sivuilla olevaan API 20E tulostenlukijaan osoitteessa:

https://apiweb.biomerieux.com



https://apiweb.biomerieux.com/

APl 20 E:N TULKINTATAULUKKO

Testi Negatiivinen tulos Positiivinen tulos
ONPG variton keltainen
DH keltainen punainen / oranssi

LD keltainen punainen / oranssi

OoDC keltainen punainen / oranssi

ICITI vaalean vihrea / keltainen sinivihred / sininen
musta sakka / ohut

H,.S varitén / harmahtava viiva

URE keltainen punainen / oranssi

TDA * keltainen punaruskea

variton / vaalean vihrea /

IND * keltainen vaaleanpunainen
vaalean punainen /

IVP[** varitbn punainen
mustan pigmentin

IGELI ei levidmista levidminen
keltainen /

GLU sininen / sinivihrea harmahtavan
keltainen

MAN sininen / sinivihre&a keltainen

INO sininen / sinivihre&a keltainen

SOR sininen / sinivihre& keltainen

RHA sininen / sinivihre&a keltainen

SAC sininen / sinivihre& keltainen

MEL sininen / sinivihre& keltainen

AMY sininen / sinivihrea keltainen

ARA sininen / sinivihre&a keltainen

*Varinmuutos valittdmasti reagenssilisayksen jalkeen!
** Odota mahdollista varin muutosta vahintdan 10min
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Lopuksi tarkastellaan hantamalja, josta nahd&an bakteerin laktoosinkayttd, kasvaminen maljalla
ja kasvaako se puhtaana (kontaminaatioiden mahdollisuus tekovaiheessa).
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6.3 C-390-koe

C390-koetta kaytetaan erottamaan Pseudomonas aeruginosa muista Pseudomonas-lajeista.

Periaate

Pseudomonas aeruginosalla on spesifinen resistenssi 9-chloro-9-(4-diethylaminophenyl) -10-
phenylacridan-antimikrobildakkeelle (C-390).

Valineet

Viljelyvélineet, pumpulipuikko, Muller-Hinton-malja, dreija, DensiCHEK
Reagenssit: C-390-kiekko, 0,9% NaCl
Suoritus

1. Tee tutkittavasta bakteerista 0,5 McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio
keittosuolaliuokseen. Tarkista suspension vahvuus DensiCHEK:IIA.

2. Dreijaa maljalle tutkittavaa bakteerisuspensiota.

3. Aseta C-390-kiekko viljelman paalle.

4. Inkuboi maljaa yon yli 35-36 °C.

5. Mittaa estorenkaan suuruus.

Tulosten tulkinta
Pseudomonas aeruginosa = R, eli estorengas alle 12 mm

Muu Pseudomonas-laji > S, eli estorengas yli 12 mm
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6.4 Haemophilusten tunnistuskokeita

Haemophilukset ovat pienia gram negatiivisia sauvoja (joskus hyvin kokkimainen. Varjayksessa voi
my0Os nakya pidempid, ohuita sauvoja pienten sauvojen joukossa). Haemophilukset kolonisoivat
nenanielua ja suun limakalvoja, joten sieltd ovat tavallisimmat infektiotkin l&htdisin: otiitti, sinuiitti ja
konjunktiviitti. Ihmisella yleisimpia taudinaiheuttajia ovat Haemophilus influenzae, H.parainfluenzae ja

H.aphrophilus.

Bakteerisuvun erikoisuus on H.ducreyi, joka aiheuttaa pehmean sankkerin (sukupuolitauti).
Haemophilukset kasvavat suklaamaljalla pienina harmaina peséakkeina. Verimaljalla ne eivét yleensa

kasva puhdasviljelméana (huom. satelliittikoe).

6.3.1 Satelliittikoe

Periaate

Haemophilukset tarvitsevat verimaljalla kasvaakseen lahelleen toisen bakteerin, joka hemolysoi

punasoluja ja nain maljalta vapautuu haemophilusten tarvitsemia kasvutekijoita.

Valineet

Verimalja, viljelyvalineet ja Staphylococcus aureus- kanta.

Suoritus
Tutkittava bakteeri viljellaan verimaljalle siksak-viljelmana, jonka yli vedetdan viiva Staphylococcus

aureus-kantaa uudella steriililla viljelysauvalla.

Inkuboi maljaa CO;:ssa yon yli +35-36 °C.

Tuloksen tulkinta

Kaikki Haemophilukset ovat satelliitti-positiivisia (=S.aureus viiva kasvaa voimakkaasti ja sen
l&aheisyydessa Haemophilus pienena pesakkeend), paitsi H.aphrophilus, joka kasvaa verimaljalla
CO;:ssa.
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6.3.2 Farktorikoe

Periaate
Eri haemofiluslajit tarvitsevat erilaisia kasvutekijoita, joiden avulla ne voidaan erottaa

toisistaan. X-kiekko sisaltdd hemiinia, V-kiekko NAD:ia ja XV-kiekko hemiinia etta

NAD:ia. Viljelyyn kaytettava Muller-Hinton-malja ei sisalla hemiinia tai NAD:ia.

Valineet
Koeputki, Miller-Hinton-malja, dreija, pumpulipuikko ja DensiCHEK

Reagenssit: X-, V- ja XV-kiekot, 0,9 % NacCl

Kuva 8 Faktorikoe maljan merkinnéat
Suoritus
1. Tee tutkittavasta bakteerista suspensio 0,9 % NaCliin (n.0,5 McFarland). Tarkista
suspension vahvuus DensiCHEK:II&.
Dreijaa (katso s. 37) suspensiota tasaisesti Mller-Hinton-maljalle
Merkitse faktorikiekkojen X, V ja XV paikat (kuva 8)
Aseta faktori kiekot merkityille paikoille

Inkuboi maljaa CO,:ssa yon yli +35-36 °C.

o gk~ w DN

Tarkastele bakteerin kasvua maljalla.

HUOM! 0,5 McFarlandia tarkoittaa n. 108 elavaa bakteeria/ml.

Silmé&maaraisesti suspensio ndyttda hiukan samealta.
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Tuloksen tulkinta
Bakteerin kasvaessa vain XV-kiekon ymparilla, on kyseessa Haemophilus influenzae

Faktori eli kasvutekijgvaatimukset:

Bakteeri X V
H.influenzae + +
H.parainfluenzae - +

H.aphrophilus - -

Haemophiluksille on oma herkkyysmalja ja — paneeli. Haemophiluksille tehddan liséksi aina
beeta-laktamaasitesti (katso s. 39).



26

7 Gram-positiivisten kokkien tunnistuskokeita

7.1 Gram-positiiviset ryhmakokit
7.1.1 Koagulaasikoe

Kaytetdan erottamaan Staphylococcus aureus muista stafylokokeista. Koagulaasikokeen rinnalla

tehd&an aina viljely S.aureus-selektiiviselle maljalle, tulosten on oltava yhtalaiset.

Periaate
Koagulaasi on termostabiili entsyymi, jota |0ytyy lahinna S.aureuksesta. Se aiheuttaa ihmis- tai

kaninplasman fibrinogeenin koaguloitumisen eli hyytymisen.

Koagulaasientsyymi on myds kahdella muulla stafylokokilla (S. intermedus ja S.

Hyiucus), mutta niita ldydetaan vain harvoin kliinisista naytteista.

Valineet
Koeputkia, viljelysauva

Reagenssit: Kaupallinen kaninplasma (HUOM! Testaukseen eivat sovi muut eldainplasmat), steriili vesi

Suoritus
Plasma liuotetaan valmistajan ohjeiden mukaan.
1. Suspensoi runsas ymppi tutkittavaa bakteeria n. 0,3
millilitraan plasmaa.
Inkuboi putkea +35 °C:ssa yon yli.
Tarkastele onko putkeen muodostunut hyytymaa, putkea ei

saa ravistaa! (kuva 10)

Kuva 10 Koagulaasikokeen
tulosten tulkinta: ylemmassa
putkessa hyytyma (positiivinen)

Tuloksen tulkinta

Staphylococcus aureus - Putkeen on muodostunut hyytyma.

Koagulaasi negatiivinen stafylokokki = Plasma lilkkuu vapaasti, eika ole havaittavissa olevaa
hyytymaa.
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7.1.2 Staphylococcus aureuksen tunnistaminen Prolex™ Staph Latex Kit-testin avulla

Kaytetaan erottamaan Stafylococcus aureus muista stafylokokeista.

Periaate

Prolex™ Staph Latex Kitin reagenssi sisaltaa sinisia lateksipartikkeleita, jotka ovat herkistettyja
fibrinogeenilld ja IgG:lla. Kun hyytymistekijaé ja/tai proteiini A:ta siséltavaa S.aureusta ja kitin
reagenssia sekoittaa keskenaan, syntyy nopeasti voimakas agglutinaatio eli sakka. Testi suositellaan

tehtavéaksi epaselektiiviseltd maljalta.

Valineet

Prolex™ Staph Latex Kit- reagenssit ja -testikortit, viljelysauva, 18—24 tuntia inkuboituja tutkittavia

bakteeripesakkeita.
Suoritus

1. Ota Kkitti huoneenlamp6on vahintddn 10 minuuttia ennen testin tekoa, jotta reagenssit ovat
huoneenlampdisia ennen testin aloittamista.
Sekoita reagenssipulloa huolellisesti kaantelemalla ylosalaisin useita kertoja.
Annostele yksi tippa reagenssia testikortin ympyraan.
Ota maljalta kaksi pesakettd tutkittavaa bakteeria viljelysauvalla/sekoitustikulla ja sekoita ne
reagenssin kanssa keskenaéan pyorivin liikkein testikortin ympyran alueelle laitoja myoten.
Keinuttele testikorttia varovasti edestakaisin 20 sekuntia.
Tarkastele onko agglutinaatiota tapahtunut 20 sekunnin jalkeen.

Voit parantaa testin luotettavuutta kitin mukana tulevan negatiivisen kontrollin avulla.

Tuloksen tulkinta
Positiivinen tulos, eli agglutinaatio aiheuttaa sakan muodostumisen testiympyrassa.
Staphylococcus aureus - Agglutinaatio

Muu bakteeri > Ei agglutinaatiota
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7.1.3 Staphylococcus aureuksen tunnistaminen SAIDE chromID™ S. aureus Elite -
maljalta (Biomerieux™)

SAIDE chromID™-malja on suunniteltu S.aureuksen tunnistamiseen 18-24 tunnissa.

Periaate
Maljan ravinteikkaan pohjan siséltdmat eri peptonit ja kromogeeninen substraatti mahdollistavat

S.aureuksen kasvun ja suoran tunnistamisen. S.aureus voidaan havaita talldin vaaleanpunaisina
pesakkeina. Maljan valikoiva seos estdd useimpien hiivojen ja muiden kuin S.aureus-lajiin kuuluvien

bakteerien kasvun.

Valineet
SAIDE chromID™ -malja, viljelyvélineet

Suoritus

1. Viljele tutkittava kanta maljalle joko suoraan pesakkeesta tai herkkyyssuspensiosta. Viljely tehdaan
pienelle alueelle hajotusviljelyna (yhdelle maljalla voi viljella useamman naytteen).

2. Inkuboi maljaa 18-24 tuntia +35-36 °C:ssa.

3. Tarkastele maljaa ja bakteeripesékkeiden véareja.

HUOM! Jos inkubointi ylittd&a 24 tuntia, pinkit ja oranssit pesakkeet on varmistettava koagulaasi tai

agglutinaatiotestill.

Virhelahteet
- Jos maljalle siirretty bakteerim&éra on hyvin runsas, viljelykohta nayttaa varikkddmmalta kuin itse
pesékkeet.
- Jos maljalle viljelladn nayte suoraan ilman hyvaa hajotusta, pesdkkeiden vari saattaa jaada
kehittymatta.

- Tietyt koagulaasipostiiviset Stafylokokki-lajit, muu kuin S.aureus, voivat myds kasvaa
vaaleanpunaisina maljalla
- Jotkin muut lajit esim. Bacillicus ja Klebsiella saattavat tuottaa vaaleanpunaisia pesakkeita

- On mahdollista, etta jollakin S.aureus kannoilla on jokin erityinen kasvuvaatimus, jonka
seurauksena ne eivét kasva tai muodosta vaaleanpunaisia pesékkeita

Tuloksen tulkinta

S. Aureus - Vaaleanpunainen
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7.2 Gram-positiiviset ketjukokit
7.2.1 Hemolyysikoe
Kaytetaan streptokokkien tunnistamiseen.

Periaate
Streptokokkien erittdmat eksotoksiinit hajottavat verimaljan tai streptokokkimaljan punasoluja. Kun

punasolut hajoavat kokonaan, syntyy kirkas hemolyysi eli -hemolyysi. Kun punasolut hajoavat vain
osittain syntyy vihred hemolyysi eli a-hemolyysi. Kun hemolyysia ei ole havaittavissa, puhutaan non-

hemolyysista.

Valineet

Viljelyvalineet, veri- tai streptokokkimalja

Suoritus
Tehdaan hajotusviljely veri- tai streptokokkimaljalle. Inkuboi maljaa CO,-ymparistossa lampodkaapissa

+35-36 °C:ssa yon yli.

Virheldhteet
HUOM! my6s esim. E. coli, muut gram-negatiiviset sauvat, S. aureus ja Listeria monosytogenes voivat
aiheuttaa kirkkaan hemolyysin verimaljalla.

Tuloksen tulkinta
B-hemolyyttinen streptokokki - Kirkas hemolyysi
a-hemolyyttinen streptokokki - Vihred hemolyysi

Non-hemolyyttinen streptokokki / muu bakteeri - Ei silmin ndhtavaa hemolyysia

(Vaalea / Harmahtava kasvu)
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7.2.2 Optokiinikoe

Periaate

Optokiini estéad pneumokokin kasvua.

Valineet
Verimalja, viljelyvélineet

Reagenssit: Optokiinikiekko ROSCO DIATABS™

Suoritus

1. Viljele tutkittavaa bakteeria verimaljalle tiheéksi kasvustoksi.

2. Aseta optokiinikiekko vilielman paalle.

3. Inkuboi maljaa CO,-ympaéristossa lampokaapissa +35-36 °C:ssa yon yli.
4

Mittaa estorenkaan halkaisija ja vertaa tulosta optokiinikiekon valmistajan rajoihin.

Tuloksen tulkinta

ROSCO DIATABS™ — optokiinikiekon tulkinta:
S - estorenkaan halkaisija on yli 18 mm
R - estorenkaanhalkaisija on alle 18mm

Optokiinikiekkoja on saatavilla useilta eri valmistajalta, joten tarkista tulkintarajat aina valmistajalta!



7.2.3 Basitrasiinikoe

Periaate

Basitrasiini estda Streptococcus pyogeneksen kasvua.

Valineet
Veri- tai streptokokkimalja tai streptocult alusta

Reagenssit: Basitrasiinikiekko

Suoritus
1. Viljele tutkittavaa bakteeria maljalle tai streptocult alustalle.
2. Aseta basitrasiinikiekko viljelméan paalle.
3. Inkuboi maljaa lampokaapissa +35—-36 °C:ssa yon yli. Streptocult alustaa kasvatetaan
+35 °C:ssayli yon.

4. Mittaa estorenkaan halkaisija.

Tuloksen tulkinta
Basitrasiini positiivinen eli S. Pyogenes - Estorenkaan halkaisija yli tai yhta suuri kuin 16 mm

Basitrasiini negatiivinen - Estorenkaan halkaisija alle 16 mm

31
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7.2.4 Streptokokkien antigeeninen eli Lancefieldin ryhmitys agglutinaatiokokeella

Periaate
Tyypitys Lancefieldin ryhmiin perustuu B-hemolyyttisten streptokokkien pinnalla olevien erilaisten

hiilihydraattien rakenteisiin.

Valineet
Koeputkia, viljelysauvoja

Reagenssit: Kaupalliset kitit: Oxoid™ Streptococcal Grouping Kit ja PathoDxtra™ Strep Grouping
Reagent Set

(Reagenssit séilytetaéan jadkaapissa pystyasennossa ja otetaan huoneenlampdén n. puoli tuntia
ennen kayttoal)

HUOM! Jos kaytosséa on joku muu kaupallinen kitti kuin ylla mainitut kitit, niin tutustu aina

ensin valmistajan ohjeeseen!

Suoritus Oxoid™-entsyymiuuttomenetelmélla

1. Pipetoi 400 pl liuotettua ekstraktioentsyymia koeputkeen.

2. Lisaa putkeen 2-5 tutkittavan kannan peséketta.

3. Inkuboi +37°C 5 min, jonka jalkeen ravista putkea 3 sekuntia ja jatka inkubaatiota viel& 5 min.

4. Anna bakteerisuspension jaahtya huoneenlampoiseksi ennen testia.

5. Sekoita huoneenlampadiset latex-reagenssit hyvin.

6. Annostele kuhunkin testiympyraan 1 tippa kutakin latex-reagenssia.

7. Lisaa Pasteur-pipetilla 1 tippa bakteerisuspensiota kuhunkin testiympyraan.

8. Sekoita kunkin testiympyran tipat keskenaén kayttaen aina puhdasta sekoitustikkua siirryttdessa
seuraavaan testiympyraéan. Levité suspensio koko ympyran alueelle.

9. Keinuta testilevya kevyesti edestakaisin enintddn minuutti. Lue tulos levylta.
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Suoritus PathoDxtra™-happouuttomenetelmalla

1. Lisaa koeputkeen 1 tippa reagenssia 1.

2. Lisaa putkeen 1-4 pesaketta tutkittavaa bakteeria kayttaen viljelysauvaa tai siimukkaa (ala kayta
vanutikkua). Sekoita hyvin. Sopiva maaréa pesékkeita on sellainen, jolla tulee heikosti samea
suspensio.

3. Lis&a putkeen 1 tippa reagenssia 2 ja sekoita naputtelemalla putkea 5-10 sekuntia.

4. Lisaa putkeen 5 tippaa reagenssia 3 ja sekoita naputtelemalla putkea 5-10 sekuntia.

5. Lisda Pasteur-pipetilla tippa testisuspensiota niin moneen testiympyraéan, kuin testattavia ryhmia
on.

6. Annostele kuhunkin testiympyrdan 1 tippa hyvin sekoitettua huoneenlampdista latex-reagenssia.
A-latexia omaan ympyraan, B-latexia omaan jne.

7. Sekoita kunkin testiympyran tipat keskenaan kayttaen aina puhdasta sekoitustikkua siirryttaessa
seuraavaan testiympyraan. Levita suspensio koko ympyran alueelle.

8. Keinuta testilevya hellavaraisesti edestakaisin enintdan minuutti. Lue tulos levylta.

Virhelahteet:
Epépuhtaiden bakteeripesékkeiden kaytto tai kontaminaatio jossain tydvaiheessa voi aiheuttaa sakan

muodostumisen useampaan testiympyraan. Tee uusi testi.

Tuloksen tulkinta
B-hemolyyttinen bakteeri >Sakka

Muu bakteeri kuin B-hemolyyttinen streptokokki
- Eisakkaa

7 N\

Kuva 11. Sakan muodostuminen vasemmalla
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7.3 D-ryhméan streptokokit = enterokokit

Taman ryhman streptokokit kuuluvat elimistén eri alueiden, varsinkin genitaalialueen ja suoliston,
normaaliflooraan. Tavallisimmat kliinisissa naytteissa esiintyvat enterokokit ovat Enterococcus faecalis
ja Enterococcus faecium.

Kasvuvaatimuksiltaan ne ovat vaatimattomia. Veri- ja streptokokkimaljalla ne kasvavat harmaina
pienina pesdkkeina. Aerobikasvatuksessa ne ovat alfa- tai nonhemolyyttisia, mutta anaerobissa usein
beta-hemolyyttisia.

7.3.1 Sappieskuliinikoe
Kéaytetaan enterokokkien erottamiseksi muista streptokokeista.

Periaate
Enterokokit pystyvat lisdantymaan maljalla, joka siséltaéa sappisuoloja, eskuliinia ja rautaa.

Enterokokkien hajottamasta eskuliinista muodostunut metabolituote reagoi raudan kanssa, mika

iimenee maljalla mustana varina.

Valineet

Eskuliinimalja, viljelyvalineet

Suoritus
1. Veda tutkittavasta bakteerista viiva sappieskuliinimaljalle.
2. Inkuboi maljaa lampotkaapissa +35-36 ‘C:ssa yon yli.

3. Tarkastele kasvaako maljalla mustia bakteeripesékkeita.

Tuloksen tulkinta

Enterokokki (E. Faecium, E. Faecalis) > Maljalla kasvaa mustia bakteeripesékkeita (sappieskuliini
posiivinen)

Streptokokki = Véaritén
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7.3.2 Arabinoosikoe

Kéaytetdan Enterococcus faeciumin ja Enterococcus faecaliksen erottamiseen toisistaan.

Periaate
E.faecium fermentoi arabinoosia muuttaen maljan violetin varin keltaiseksi. E. Faecalis taas ei saa
maljaa muuttamaan véria.

Vélineet
Viljelyvalineet, arabinoosimalja

Suoritus
1. Viljele tutkittavaa bakteeri arabinoosimaljalle. (Yhdelle maljalle voi viljella useamman néytteen!)

2. Kasvata yon yli +35-36 “C:ssa.
3. Tarkastele maljaa seuraavana paivana.

Tuloksen tulkinta

E.faecium - Keltainen
E.faecalis - Ei varimuutosta (violetti)

Bakteeri Arabinoosi Sappieskuliini
E.faecium keltainen positiivinen
E.faecalis violetti positiivinen




7.3.3 Telluriinikoe

Telluriinikiekkoja kaytetdan Enterococcus faecaliksen erottamiseen streptokokista ja muista
enterokokeista.

Periaate

Enterococcus faecalis kasvaa normaalisti lahelle telluriinikiekkoa mustilla/harmailla pesékkeilld, kun

taas muut enterokokit ja streptokokki kasvavat kauempana kiekosta muodostaen estorenkaan.

Valineet
Viljelyvélineet, pumpulipuikko, Muller-Hinton-malja, dreija, DensiCHEK.
Reagenssit: Telluriinikiekko, 0,9% NaCl
Suoritus
1. Tee tutkittavasta bakteerista 0,5 McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio
keittosuolaliuokseen. Tarkista suspension vahvuus DensiCHEK:IIA.
2. Dreijaa maljalle tutkittavaa bakteeriymppid.
3. Aseta telluriinikiekko viljelman paalle.
4. Inkuboi maljaa yon yli 35-37 °C.

5. Mittaa estorenkaan suuruus.

Tuloksen tulkinta

E. Faecalis > Estorengas pienempi kuin 210mm (R)

Streptokokki ja useat muut enterokokit - Estorengas suurempi kuin 12 mm (S)

36
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8 Herkkyysmaaritykset

Bakteerien herkkyyden ja bakteeriladkkeen tehon mittana kaytetaan MIC-arvoa eli Minimal Inhibitory
Consentration. Voidaan maarittaa myés MBC-arvo eli Minimal Bacterial Consentration.
Laakeherkkyys voidaan maarittaa usealla eri menetelmalla, joita ovat agardiffuusimenetelmé
(kiekkomenetelma), laimennusmenetelma (E-testi, katso video kurssimateriaaleista),

entsyymimaaritykset ja geenimenetelmat.

Herkkyysluokat kansainvalisesti kaytetyn SIR-jarjestelman mukaan ovat:
S (susceptible) = Bakteeri herkka tutkitulle antibiootille normaalilla hoitoannoksella.
| (intermediate) =Tutkittu antibiootti kayttokelpoinen vain korkeilla annoksilla.

R (resistant) = Bakteeri vastustuskykyinen tutkitulle antibiootille eli resistentti.

Periaate

Laakekiekosta diffundoituva laékeaine estaa bakteerin kasvun kiekon ympaérilté ja sitd suuremmalta

alueelta mitd herkempi bakteeri on kyseiselle laékkeelle.

Valineet

Viljelysauva, Muller-Hinton-malja, pumpulitikku, dreija, DensiCHEK

Reagenssit: 0,9 % NaCl-putki, antibioottikiekot

Avaamattomat antibiootit ja antibioottiannostelijat sailytetdéan jadkaapissa ja ne tulisi nostaa

huoneenlampddn noin tuntia ennen annostelua. Avatut antibiootit sailyvat noin kuukauden.
Suoritus

1. Tee puhtaasta ja tuoreesta bakteerikasvustosta 0,5 McFarlandin ymppi 1,0 ml:aan steriilia 0,9 %
NaCl:a. Tarkasta ympin vahvuus DensiCHEK:IIA. Ymppi tulee siirrostaa maljalle 15 minuutin
kuluessa ympin valmistamisesta.

2. Kasta steriili pumpulitikku suspensioon ja kuivaa ylimaarainen neste putken sisdreunaan.

3. Veda pumpulitikulla herkkyysmaljan pinnalle poikkiviiva. Levitd samalla tikulla suspensio koko
maljalle dreijan avulla. HUOM! Al paina tikkua liian kovasti!

Valta myos koskettamasta maljan reunoja, jottei syntyisi aerosoleja.
4. Annostele antibioottikiekot maljalle kasin tai antibioottiannostelijalla.
5. Inkuboi maljoja kyseessé olevan bakteerin vaatimassa kasvuymparistossa yon yli.

6. Mittaa seuraavana paivana laékeaineiden aiheuttamien estorenkaiden halkaisijat (mm).



38

Kuva 12 Dreijaamisen aloittaminen Kuva 13 Dreijaamisen lopettaminen Kuval4 Antibioottikiekot maljalla

Tuloksen tulkinta

Tarkista aina ladkeainekohtaiset rajat. Asiakkaalle annetaan vastaus herkkyysluokkina S, | tai R.
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8.1 B-laktamaasikoe

Monet kliinisesti tarkeat bakteerit tuottavat B-laktamaasientsyymia, joka pystyy hajottamaan 3 -
laktaamiantibiootteja. B -laktamaasientsyymia tavataan staphylokokeilla, haemophiluksilla, Branhamella

catarrhaliksella, Neisseria gonorrhaella, enterokokeilla ja anaerobibakteereilla.

Periaate
Testi perustuu kiekossa esiintyvan substraatin (G-penisilliinin) B-laktaamirenkaan pilkkomiseen.
Bakteerissa mahdollisesti esiintyva B -laktamaasi hydrolysoi B -laktaamirenkaan amidisidoksen ja

kiekon indikaattorin (bromikresolivioletti) vari muuttuu violetista keltaiseksi tai rusehtavaksi.

Valineet

Koeputki, viljelysauva
Reagenssit: 0,9 % NaCl, B —laktamaasikiekko (ROSCO™)

Suoritus

1. Ota useita pesakkeitd maljalta (yhden vuorokauden kasvustosta) ja suspensoi ne 0,25 ml 0,9%
NaCl:a. Pyri tekemé&an vahva suspensio, noin 4,0 McFarlandia. Tarkista suspension vahvuus
DensiCHEK:II&

2. Lisaa putkeen yksi B-laktamaasikiekko ja sekoita.
Inkuboi putkea 15—-20 min lampokaapissa +35-36 “C.
4. Tarkastele muuttuuko liuoksen vari.

Tuloksen tulkinta

B-laktamaasi positiivinen = Vari muuttuu keltaiseksi (rusehtava)

B-laktamaasi negatiivinen - Violetti

HUOM!
- Testin reaktioaika voi vaihdella tutkittavan bakteerin lajista ja bakteeripesékkeen iasta riippuen.

-B-laktamaasi positiivisilla kannoilla penisilliinin ja ampisilliinin herkkyydet tulkitaan R:ksi
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9 Muita mikrobiologisia tunnistuskokeita

9.1 Seerumikoe eli itutesti

Harjoitustunneilla tehdaan sienitutkimuksista ainoastaan seerumitesti, joka on tarkoitettu Candida

albicansin erottamiseen muista hiivalajeista.

Periaate

Seerumikokeessa luodaan sellaiset olosuhteet Candida albicansille, jotta se
kykenee muodostamaan ituputken. ltuputki(hyyfi) on paksuudeltaan noin puolet
ja pituudeltaan noin nelinkertainen hiivasoluun verrattuna. ltuputken ja solun

yhtymékohdassa ei ole seinamaé vaan se on avonainen.

Valineet

Seerumia sisaltava koeputki, viljelysauva, objektilasi, peitinlasi

Reagenssit: ihmisen tai naudan seerumia

Suoritus
1. Suspensoi tutkittavaa hiivapeséketta viljelysauvalla seerumia sisaltdvaan koeputkeen.
2. Inkuboi putkea 2-3 tuntia +35-36 °C:ssa (tai yon yli)
3. Tiputa objektilasille tippa hyvin sekoitettua seerumiymppia ja peité tippa peitinlasilla.
4

Tarkastele tippaa mikroskoopilla 40x objektiivilla.

Tuloksen tulkinta

Jos on havaittavissa ituputkia (kuva 15), on kyseessa Candida albicans.

&
Joskus Candida albicans ei tee ituputkea seerumitestissa. 3 \
\
[tuputki muodostuu kuitenkin jatkoviljelmassa, mutta neljan ~ 13 O
, : L I
tunnin kasvatuksen jalkeen my6s muut hiivalajit alkavat L/[/E/
muodostaa ituputkia. /f D
Aeas

Kuva 15 Ituputkien

muodostuminen
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9.2 Nielun pikatesti

A-ryhman B-hemolyyttinen streptokokki aiheuttaa nielutulehduksen, jonka hoidossa penisilliini on
avainasemassa. Nykyaan on saatavilla kaupallisia pikatesteja, joilla voidaan hyvinkin nopeasti osoittaa
A-ryhman streptokin antigeeni nielundytteesta. Diagnostiikassa tama ei yksin riitd, silla niiden herkkyys
on alle 95 %, ja liséksi C- tai G ryhman streptokokit jaavat nailla testeilla 16ytymatta. Siksi
nielunaytteesta pikatestin lisdksi on syyta tehda myas viljely.

Periaate

Perustuu streptokokin A-antigeenin osoitukseen.

HUOM! Naytteenoton oikea suorittaminen on ehdoton edellytys sille, etta testilla saadaan oikea tulos

Valineet

Reagenssit: Quick-Vue Dipstick Strep A test

Suoritus

HUOM! Tutustu valmistajan ohjeeseen, jos kaytdssa on muu kuin Quick-Vue Dipstick Strep A test.

1. Avaa pakkaus ja aseta testiliuska telineeseen. Testiliuska tulee kayttaa valittomasti foliopaketin
avaamisen jalkeen. Testiliuskaan saa koskea vain siitd paasta, missa on teksti strep A.
Sekoita reagenssi A ja tiputa sité koeputkeen 3 tippaa

Sekoita reagenssi B ja tiputa sitéa koeputkeen 3 tippaa. Liuoksen pitdisi muuttua vihreaksi.
Laita naytteenottotikku koeputkeen.

Purista putken p&éata, jotta tikusta saataisiin ndyte mahdollisimman hyvin nesteeseen.

Pydrita tikkua putkessa vahintaan viisi kierrosta.

Anna tikun seista nesteessa 1 minuutin ajan.

© N o a0 kM 0N

Minuutin kuluttua purista kaikki mahdollinen neste naytteenottotikusta samalla kun nostat tikun pois
putkesta.
9. Upota testiliuska koeputkeen niin, etta nuolet osoittavat alaspain. Anna testiliuskan seista putkessa

viisi minuuttia, jonka jalkeen voit lukea tuloksen.

Tulokset

Streptokokki A-positiivinen - Kaksi viivaa: punainen testiviiva ja vaaleansininen kontrolliviiva. Viivojen
varin voimakkuus voi vaihdella.

Streptokokki A-negatiivinen - Yksi viiva: vaaleansininen kontrolliviiva

Testi uusittava uudella naytteelld, kun sinisté kontrolliviivaa ei ilmesty viiden minuutin kuluessa.
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