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Tiivistelma

Actinobaculum schaalii on grampositiivinen sauvabakteeri, ja se kuuluu ihmisen
normaaliflooraan. A. schaalii luokitellaan anaerobibakteeriksi, mutta silld on
mikroaerofiilisia ominaisuuksia. Opinnédytetyon tarkoituksena oli tutkia seitsemai
Actinobaculum schaalii -bakteerikantaa. Tutkimuksessa vertailtiin kyseisid kantoja
kesken&an suorittamalla erilaisia mikrobiologisia tunnistustesteja ja viljeltiin kannat
erilaisille elatusmaljoille. N&illa menetelmilla yritettiin 16ytd& kannoille yhteisia tekijoitéa
ja ominaisuuksia, joiden perusteella voidaan helpottaa A. schaalii -bakteerin tunnistamista
Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa. Lisaksi tutkittiin, |0ydettdisiinkd potilaan
virtsasta helpommin A. schaalii -bakteeria, jos virtsan erikoisviljely U-BaktEVi sisaltaisi
anaerobisille bakteereille tarkoitetun elatusmaljan. Tutkimus oli toimeksianto 1ta-Suomen
laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyman, Mikkelin aluelaboratorion mikrobiologian
osastolta. Tutkimusmenetelmé oli kvantitatiivinen ja koeasetelma kokeellinen.

Tutkimuksen perusteella saatiin uutta tietoa A. schaaliin ominaisuuksista ja
kayttdytymisesta erilaisissa olosuhteissa, mikda voi auttaa A. schaaliin tunnistuksessa
Kliinisessd mikrobiologian laboratoriossa. Tutkimus oli tarked, koska A. schaalii -
bakteeria ei ole tutkittu aikaisemmin Suomessa. Erikoistutkimusten osalta voitaisiin
kehittdd nykyista BaktEVi-tutkimusta siten, ettd sen avulla voisi I6ytdd A. schaaliin
virtsanaytteestd ABA-viljelyn avulla. Erikoistutkimuksen kehittdminen olisi tarkeaa siksi,
ettd A. schaalii -bakteeri l6ydettaisiin ja tunnistettaisiin mahdollisimman varhaisessa
vaiheessa.
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1 Johdanto

Bakteereilla ei ole varsinaista tumaa, ja niiden DNA on kiinnittynyt solukalvoon. Ne
jaetaan soluseindn rakenteen mukaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin
bakteereihin. Bakteerit ovat nopeita lisdédntymaan niiden nopean jakautumiskyvyn
vuoksi. Tasta syysta bakteerit sopeutuvat hyvin muuttuviin elinolosuhteisiin. (Solunetti,
2006.) Bakteerilla taytyy olla virulenssitekijoitd, ettd se voi infektoida tai lisdéntya
ihmisessé. Erilaisia virulenssitekij6itd on olemassa melkein yhtd suuri méaré kuin tautia
aiheuttavia bakteerejakin. Bakteeri-infektion erilaiset oireet johtuvat tiettyjen bakteerien
lisadntymisestd ihmisessd. Liséantyessadn bakteerit riistavat elimistolta ravinteita,
aiheuttavat tulehdusta ja kudostuhoa. Infektio voi johtaa darimmaisessa tapauksessa
jopa ihmisen kuolemaan. T&ma ei kuitenkaan ole bakteerien tarkoitus, koska samalla
kun ihminen menehtyy, myo6s bakteeri kuolee. (Hedman, Heikkinen, Huovinen,
Jarvinen, Meri & Vaara 2010. 68 - 69.)

A. Schaalii on grampositiivinen kokkimainen sauvabakteeri (Beguelin, Genne, Vara,
Tritten, Siegriest, Jaton & Lienhard 2010). Se luokitellaan anaerobibakteeriksi, mutta
silla on my6s mikroaerofiilisia ominaisuuksia. A. schaalia -bakteeria on vaikea
tunnistaa sen muodostamien pesdkkeiden ulkomuodon perusteella, silla se sekoitetaan
yleensd ihmisen normaaliflooran kasvustoon. (Cattoir, Varca, Greub, Prod’hom,
Legrand & Lienhard 2010.) Actinobaculum-suku l6ydettiin ensimmaisen kerran vuonna
1997 (Reinhard, Prag, Kemp, Andersen, Klemmensen, Hgjlyng, Serensen &
Christensen 2005). A. schaali -bakteeria on esiintynyt virtsassa, veressd ja limassa.
Bakteeria on 16ytynyt virtsaviljelyssa ja veriviljelyssd. (Fendukly & Osterman 2005.)
Tamé bakteeri aiheuttaa virtsatietulenduksia, mutta se aiheuttaa myds sepsisté,

osteomyeliittid, paiseita ja erittéin vaikeita ihotulehduksia (Beguelin ym. 2010).

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia Actinobaculum schaalii -kantoja. Tutkittavana
on seitsemén eri A. Schaalii -kantaa, jotka on I0ydetty veriviljelyndytteistd 1td-Suomen
laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtyméan (Islab) alueelta. Tarkoituksena on

vertailla  kyseisid kantoja keskenddn suorittamalla erilaisia mikrobiologisia



tunnistustesteja ja viljelemalla niitd kolmelle erilaiselle elatusmaljalle. Nailla
menetelmilla yritetddn |0ytdd kannoille yhteisia tekijoitd ja ominaisuuksia, joiden
perusteella voidaan helpottaa A. schaalii -bakteerin tunnistamista kliinisen
mikrobiologian laboratoriossa. Liséksi tutkitaan, olisiko potilaan virtsasta helpompi
l0ytaé A. schaalii -bakteeri, jos virtsan erikoisviljely U-BaktEVi sisaltaisi anaerobisille

bakteereille tarkoitetun elatusmaljan.

Tutkimus on térked, koska A. schaalii -bakteeria ei ole tutkittu aikaisemmin Suomessa.
A. schaalii -bakteeria on tutkittu aikaisemmin vain Ruotsissa, Ranskassa ja Tanskassa.
A. schaalii -bakteerin ominaisuuksien tunteminen on tarkedd, koska sitd ei valttdmatta
tunnisteta, vaan se sekoitetaan ihmisen normaaliflooraan. Bakteerin tunnistaminen
aikaisessa vaiheessa on tdrkeda siksi, ettei bakteeri aiheuta virtsatieinfektiota
vakavampaa infektiota, kuten esimerkiksi sepsistad. Tdman takia tutkimuksessa tutkitaan
myo6s U-baktEVi-tutkimuksen kehittdmistg, jotta A. schaalii -bakteeri tunnistettaisiin jo
virtsaviljelyndytteestd. Tutkimus on toimeksianto Itd&-Suomen laboratoriokeskuksen
liikelaitosyhtyman, Mikkelin aluelaboratorion mikrobiologian osastolta.
Toimeksiantosopimus on liitteessd 1. Tutkimuksessa tutkimusmenetelména on

kvantitatiivinen eli maaréallinen tutkimus.

2 Bakteerit

Bakteerit ovat pienid organismeja, jotka lisddntyvat itsendisesti jakautumalla.
Bakteerisoluja on ihmisessd kymmenkertaisesti enemman kuin omia soluja. lhmisella
on oma normaalifloora, joka on normaali, runsas bakteeristo suolistossa, limakalvoilla
ja iholla. Normaalifloora pitdd yll& ihmisen elimiston immuunijérjestelméa, kasittelee
ruoka-aineita ja suojaa ihmistd. Yleensd bakteerien aiheuttamat haitalliset taudit

hoidetaan pois antibiooteilla. (Lumio 2009.)



2.1 Bakteerin rakenne

Bakteerit ovat mikroskooppisen pienid ja yksisoluisia organismeja. Kiintealla
ravintoalustalla kasvaessa bakteerit muodostavat pesékkeitd, jotka voidaan havaita
silmilld katsoen. Yksittéiset bakteerit ovat kuitenkin niin pienid, ettd niita taytyy
tarkastella mikroskoopilla. Yksi bakteeripesdke sisaltdad satoja miljoonia bakteerisoluja.
(Hedman ym. 2010, 37)

Bakteerit jaetaan muotonsa perusteella pallomaisiin kokkeihin (coccus) ja sauvoihin
(bacillus). Kokin ja sauvan vélimuotoa kutsutaan kokkobasilliksi. Vibrioiksi kutsutaan
pilkunmuotoisia kayristyneitd sauvoja. Korkkiruuvinmuotoisia, kapeita ja Kierteisia
bakteereita kutsutaan spirokeetoiksi. Sprillit ovat kuin spirokeetat, mutta pienempia.
Bakteerit voivat esiintyd my0s ryhmissg, pareittain tai ketjuissa. Pareittain esiintyvia
kokkeja kutsutaan diplokokeiksi. (Hedman ym. 2010, 57, 63, 213.)

Bakteerin rakenteita ovat muun muassa fimbriat eli tarttumakarvat, joiden avulla
bakteeri tarttuu esimerkiksi limakalvoille. Flagellat ovat bakteerien liikkumisvalineita.
Ne ovat pitkid korkkiruuvinmuotoisia ja taipuisia rakenteita. Bakteeri liikkuu myds
liukumalla, jolloin bakteerilla ei ole flagellaa. Bakteerit liikkuvat kohti suotuisimpia
kasvuolosuhteita. Pariutumisen avulla bakteereilla on mahdollisuus siirtdd DNA:ta
solusta toiseen, ja tdmd tapahtuu bakteerien erikoistuneiden karvojen avulla. Naita
karvoja kutsutaan piluksiksi. Ep&edullisissa olosuhteissa bakteeri voi selvité itiong, joka
on bakteerin lepomuoto. (Hedman ym. 2010, 14 - 15.)

2.2 Bakteerin kasvuolosuhteet

Jokaisen bakteerin on I0ydettdva ainekset, joita se tarvitsee energian tuottamiseen ja
solun biosynteesiin. Ravinteina bakteerit kayttdvat luonnosta saatavia kemikaaleja ja
yhdisteitd. Laboratoriossa bakteerit saavat elatusaineista kaiken, mink& ne vaativat
kasvuun. (Hedman ym. 2010, 33 - 34.)

Bakteerit jaetaan hapen tarpeen mukaan viiteen eri ryhmé&én. Hapen tarve on yksi
bakteerien kasvuolosuhde. Osa bakteerilajeista tarvitsee happea elédékseen, ja nailla

bakteereilla on happea kayttavd hengitysjarjestelmé. Téllaisia bakteereita kutsutaan



aerobeiksi. Toiset bakteerilajeista eivat taas kestd happea ollenkaan, ja tallaisia
bakteereita kutsutaan anaerobeiksi. Anaerobibakteerilta puuttuu aerobibakteerin
hengityselin. Téllaisia bakteereita on 99 prosenttia ihmisen suoliston normaalifloorasta.
Bakteereita, jotka voivat el4dd aerobisissa ja anaerobisissa olosuhteissa, kutsutaan
fakultatiivisiksi anaerobeiksi. Naitd bakteereita esiintyy usein sekainfektioissa.
Bakteerit, jotka eivédt pysty elamédin normaalissa happipitoisuudessa, mutta pystyvat
kuitenkin kasvamaan véhdisissd happipitoisuuksissa, kutsutaan mikroaerofiilisiksi.
Kapnofiiliset bakteerit kasvavat hyvin ilmassa, jossa on 10 prosenttia hiilidioksidia. Ne
kasvavat myos pelkéssa ilmassa, mutta huonommin kuin hiilidioksidipitoisessa ilmassa.
Yleisesti kliinisessa mikrobiologiassa puhutaan vain anaerobi- ja aerobibakteereista.
(Hedman ym. 2010, 35- 36.)

Lampotila on merkittavd bakteerien kasvuolosuhde. Bakteerit viihtyvat parhaiten 35 -
37 °C:n l&mpotilassa. Bakteeri séilytetddn yleensa 37 °C:n lampdétilassa niiden
optimaalisessa ymparistdssa Jotkut bakteerit, kuten Pseudomonas-lajit, viihtyvat myods

viiledssa ymparistdssa. (Hedman ym. 2010, 37.)

3 Actinobaculum Schaalii

Actinobaculum schaalii -bakteeri tunnistettiin ensimmaisen kerran vuonna 1997, ja se
nimettiin saksalaisen mikrobiologi Klaus P. Schaaliin mukaan (Bank, Jensen, Hansen,
Seby & Prag 2010). A. Schaalii on grampositiivinen kokkimainen sauvabakteeri
(Beguelin ym. 2010). Se luokitellaan anaerobibakteeriksi, mutta silla on myos
mikroaerofiilisid ominaisuuksia. A. schaalii -bakteeri kuuluu Actinobaculum-sukuun, ja
se on myos laheistd sukua Actinomyces- ja Arcanobacterium-bakteerien suvulle. A.

schaalii -bakteeri kuuluu osaksi ihmisen normaaliflooraa. (Cattoir ym. 2010.)

A.schaalii -bakteeri aiheuttaa infektioita pé&asiassa pitkaaikaissairailla idkkailla
miespotilailla, joilla on ollut ennestddn urologisia sairauksia (Cattoir ym. 2010).
Bakteeri aiheuttaa virtsatietulehduksia, mutta my6s sepsistd, osteomyeliittid, paiseita ja

erittdin vaikeita ihotulehduksia (Beguelin ym 2010). A. schaali -bakteeria esiintyy
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virtsassa, veressa ja limassa. Bakteeria on l6ydetty Suomessa vain muutama tapaus.
A.schaalii -tapauksia on loytynyt virtsaviljelyssa ja veriviljelyssa. (Fendukly &
Osterman 2005.)

A.schaalii -bakteeri kasvaa parhaiten hevosen- tai lampaanverimaljalla. Bakteerin kasvu
on hyvin nékyvissa 48 tunnin inkubaation jalkeen. Inkubaatio tapahtuu anaerobisissa
olosuhteissa 37 °C:n ldmpdtilassa. A.schaalii -bakteeria esiintyy kasvualustoilla pienena
harmaana kasvustona. Yhden bakteeripesékkeen ldapimitta on noin 0,2 - 1 mm.
(Beguelin ym. 2010.) Pesdkkeen ulkomuodon perusteella A.schaalii -bakteeria on
vaikea tunnistaa, silld se sekoitetaan yleensa ihmisen normaaliflooran kasvustoon
(Cattoir ym. 2010). A. schaalii -bakteeripesdakkeiden ympérilla voidaan havaita heikkoa
beetahemolyysid (Bank ym. 2010). Kyseista bakteeria on tutkittu katalaasi-, ureaasi- ja
oksidaasitesteill4. Saadut tulokset ovat olleet negatiivisia. (Beguelin ym. 2010.)

4 Bakteerien tunnistus

Gramvarjaykselld erotellaan bakteerit niiden soluseinan perusteella grampositiivisiin ja
gramnegatiivisiin. Bakteereita tunnistetaan myo6s hajun ja pesékkeen koon mukaan. Kun
pesédke on pienikokoinen, ravintoalustalla kasvava bakteeri on yleensé kokkibakteeri.
Jos pesdke on puolestaan isokokoinen ja limainen, Kkyseessd on sauvabakteeri.
Bakteerien tunnistamiseksi on kehitetty erilaisia kasvualustoja, joissa eri bakteerit
kasvavat niille tunnusomaisin tavoin ja Vvérein. Bakteereita tunnistetaan
entsyymireaktioiden avulla. Entsyymireaktiossa voidaan tutkia bakteerin yksittéista
kykyé toimia reaktiossa tai kykya, jossa bakteeri hajottaa orgaanisia yhdisteitd. YKksi
tallainen esimerkki on API- testi. (Hedman, Heikkinen, Huovinen, Jarvinen, Meri &
Vaara. 2011, 38 - 45.)

4.1 Gramvarjays

Useimmilla bakteereilla on plasmamembraanin ulkopuolella solusein, jota eldinsolussa

ei ole. Soluseind estdd solujen osmoottisen hajoamisen ja antaa bakteerisoluille niille
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tyypillisen muodon. Soluseindn rakenne jakaa bakteerit kahteen luokkaan,
grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin bakteereihin. Gramnegatiivisilla bakteerilla on
ylimaarainen niin sanottu ulkomembraani soluseindssaan. Grampositiivisella bakteerilla
soluseind on huomattavasti paksumpi kuin gramnegatiivisella bakteerilla. Erot
gramnegatiivisten  ja  grampositiivisten  bakteerien  valille  tulevat esille
bakteerivarjayksessa, jonka kehitti tanskalainen ladkari Hans Christian Gram.
Varjayksessa grampositiiviset bakteerit varjaytyvat tumman sinivioleteiksi, ja

gramnegatiiviset bakteerit muuttuvat vaaleanpunaisiksi. (Hedman ym. 2010, 21.)

Gramvarjdys suoritetaan siten, ettd bakteeri kiinnitetdadn ensin objektilasille esimerkiksi
kuumentamalla. Taman jalkeen bakteeri kasitellaan emaéksisella
kristalliviolettiliuoksella, joka varjaa kaikki bakteerisolut violeteiksi. Muodostunut vari
kiinnitetddn jodi-kaliumjodiliuoksella, minkd jalkeen se huuhdellaan asetoni-
alkoholiseoksella.  Gramnegatiivisista bakteereista vari huuhtoutuu pois, mutta
grampositiiviset bakteerit sailyttavat violetin varinsd.  Gramnegatiiviset bakteerit
saadaan nakyviin viimeisessd vaiheessa, kun valmiste vérjatdan punaisella safraniinilla.
(Hedman ym. 2011, 38.)

4.2 Bakteerien mikroskooppinen tutkimus

Moderni  valomikroskooppi  koostuu  sisddnrakennetusta  valonldhteestd  seka
yhdistelmélinssistd, joka tarkoittaa ainakin kahden linssin yhteistoimintaa. Varjattya
naytettd katsotaan ldpivalaisuna eli valo on keskitetty néaytteeseen ja ndyte n&hdéén
kirkasta taustaa vasten. (Murray, Baron, Pfaller, Tenover & Yolken 1995, 33 - 35.)

Valomikroskopiassa etsitddn objektilasilta edustava kuva néytteestd, kayttden
esimerkiksi x 10-25 -objektiivia. Tamén jalkeen objektilasille tiputetaan muutama tippa
immersio6ljya ja siirrytddn katsomaan 6ljyimmersio-objektiivia. Naytetta tarkastellaan
suoralinjaisesti joko sivelyn pituus- tai poikkiakselin suuntaan. Nadytteesta on pyrittava
arvioimaan bakteerien esiintyminen ja niiden jarjestaytyminen ryhmiksi, pareiksi tai
ketjuiksi. Objektilasilta katsotaan myds néytteen bakteerien gramreaktiivisuus eli onko
tarkasteltava bakteeri grampositiivinen vai -negatiivinen. Kun tarkastellaan

grampositiivisia sauvoja, pitadé erottaa, onko Kyseessé pieni vai suuri sauva. Tarkempi
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morfologinen analyysi vaatii paljon kokemusta Kliinisten néytteiden tutkimisesta.
(Penttil&d 2004, 350 - 351.)

4.3 ldentifikaatiotestit

Katalaasitestillg, tutkitaan tuottaako bakteeri peroksideja hajottavaa katalaasientsyymia.
Testissd kaytetdan vetyperoksidia, joka hajoaa hapeksi ja vedeksi. Testi suoritetaan
siten, etta siirretddn bakteeripesakkeitd puhtaalle objektilasille. Bakteerimassan paalle
tiputetaan muutama tippa vetyperoksidiliuosta. Bakteeri on katalaasipositiivinen, kun
todetaan kuplintaa. Bakteeripesakkeet téytyy ottaa veri-elatusmaljalta erittdin
huolellisesti, koska elatusmaljan punasolut voivat aiheuttaa vaaran positiivisen tuloksen.
(Murray, Baron, Pfaller, Tenover & Yolken 1999, 1666.)

Oksidaasitesti havaitsee sytokromin oksidaation. Testi voidaan suorittaa kolmella eri
reagenssilla. Kovacs-reagenssi on yleisin kéytdssd oleva reagenssi, koska se on
vahemman myrkyllinen ja hellavaraisempi kuin muut reagenssit. Testi suoritetaan siten,
ettd kostutetaan Whatman no.2 -paperia muutamalla pisaralla reagenssia. Veri-
elatusmaljalta otetaan steriililld puutikulla erillinen bakteeripesake, joka hierotaan
kostutetulle paperille. Kovacs-reagenssi antaa tuloksen 10 - 15 sekunnin kuluessa.

Positiivinen tulos nahdaan tumman violettina varind. (Murray ym. 1999, 1670.)

Indolitestia kaytetddn selvittdamé&én organismin kykyé tuottaa indolia, tryptofaanin
deaminaatiossa Ehrlich- ja Kovacs-reagenssien avulla. Kovacs-reagenssi on
hellavaraisempi kuin Ehrlich-reagenssi. Testi suoritetaan samalla tavalla kuin
oksidaasitesti. Positiivinen reaktio ndhd&an sinisend tai sini-vihredna varimuutoksena
kahden minuutin kuluessa. Variton tai heikko vaaleanpunainen vari tulkitaan
negatiiviseksi tulokseksi. Ainoastaan tryptofaania sisaltdvaa elatusmaljaa voidaan
kéyttad indolitestin suorittamiseen. (Murray ym. 1999, 1668.)

Glukosidaasit ovat glukosideja hydrolosoivia entsyymeja (Duodecim. 2012).
Alfaglukosidaasit ovat joukko entsyymejd, jotka reagoivat 1,4 alfasidoksissa ja siten
vapauttavat yksittaisen alfa-glukoosi-molekyylin alkuperdisestd rakenteesta (ExPASYy.
2012). Alfaglukosidaasi-testi tehd&&n siten, ettd tutkittavasta bakteerista tehdaan

bakteerisuspensio koeputkeen. Koeputkessa taytyy olla noin 0,25 millilitraa 0,9 %:sta
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natriumkloridi-liuosta, johon lisatdan tutkittavasta bakteeria. Bakteerisuspension
vahvuus taytyy olla vahintddn 4 McFarlandin vahvuinen. Koeputkessa olevaan
bakteerisuspensioon lisatddn diagnostinen kiekko ja putki suljetaan. Koeputkea
inkuboidaan nelj& tuntia tai vaihtoehtoisesti annetaan olla yon yli 35 - 37 °C:n
lampdotilassa  lampokaapissa.  Alfaglukosidaasi-testin  positiivinen tulos ndhdaén
keltaisena varina ja negatiivinen tulos vérittomana. Negatiivisena kontrollina kéytetéédn

pelkkaa bakteerisuspensiota.

4.4 Kemialliset testit

API-testit ovat testipakkauksia grampositiivisten ja gramnegatiivisten bakteerien seka
hiivojen tunnistukseen. API-testeilld osoitetaan bakteerin sokereiden fermentaatiota ja
entsyymiaktiviteetteja, erilaisilla entsyymireaktioilla. API-testiliuskat siséltavat testille
ominaisen maaran pienié testikaivoja, joihin on lisdtty entsyymireaktioita aiheuttavia
suspensioita. Testeissd on pH-indikaattoreita, jotka saavat aikaan reaktioissa tapahtuvat

varinmuutokset. (bioMérieux 2009a.)

API-testit valitaan tutkittavan bakteerin mukaan. Esimerkiksi API-Coryne -testi on
tarkoitettu grampositiivisten sauvabakteereiden nimeédmiseen, ja API-rapid ID 32 A on
tarkoitettu anaerobibakteereiden tunnistukseen ja nimedamiseen. Testiliuskojen
testikaivoihin pipetoidaan tietyn McFarlandin standardin mukaisesti
bakteerisuspensiota, riippuen testiliuskasta. API-testi-liuskoja inkuboidaan 37 °C:n
lampdtilassa 4 - 24 tuntia testin ohjeesta riippuen. (bioMérieux 2009a.) Tulosten
tulkinnassa ké&ytetddn API-koodia, joka tulee jokaisen kolmen perdkkdisen testin
positiivisista tuloksista (Penttila 2004, 357). API-testeistd saadaan tulokset, jotka
tarkistetaan APlweb- tietokannasta. APlweb-tietokanta antaa numerokoodin ja nimen
tutkittavalle bakteerille sen entsymaattisten reaktioiden perusteella. (bioMérieux
2009b).

Vitek2 on automaatti, joka tekee bakteerin tunnistuksen entsymaattisten reaktioiden
perusteella, osoittamalla bakteerin sokereiden fermentaatioita ja entsyymiaktiivisuuden.
Vitek2-analysaattori tekee myos herkkyysmaarityksen automaattisesti. Automaatti
tarvitsee vakioidun bakteerisuspension jokaisella mittauskerralla, jotta automaatti toimii

asianmukaisesti. Bakteerisuspensio on tietty maara keittosuolaliuosta ja bakteerimassaa,
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suspension vahvuutta mitataan McFarlandin standardin mukaisesti. Suspensio laitetaan
Vitek2-analysaattorin telineeseen. Laite imee bakteerisuspension tunnistuskorttiin, josta
tekee vield tarvittavan bakteerisuspensiolaimennoksen. Samalla laite imee suspension
herkkyysmadrityskorttiin. Tunniste- ja herkkyyskortit syotetddn samassa telineessé
Vitek2-analysaattoriin, mihin on aikaisemmin asetettu bakteerisuspensio. Analysaattori
analysoi kortit 4-16 tunnin kuluttua ja ilmoittaa mika bakteeri on kyseessd ja taman
la&keherkkyyden. Analysaattorin analysoidessa muita kortteja, voi laitteeseen syottéa
lisad kortteja. Valmiit kortit Vitek2-laite poistaa automaattisesti itse. Tunniste- ja
herkkyyskortit valitaan tutkittavan bakteerin mukaan. (Nissinen 2008, 195-196.)

4.5 Bakteerien viljely ja siihen kaytettavat elatusmaljat

Diagnostisen bakteriologian perusmenetelménd kaytetty bakteeriviljely on séilyttanyt
asemansa, koska sen etuina ovat tarvittavan valineiston halpuus ja yksinkertaisuus.
Viljeltyjéd bakteerikantoja on helppo tutkia tarkemmin erilaisilla tunnistustesteilla ja
lisaksi voidaan maéarittdad bakteereille mikrobiladkeherkkyyksia. Viljelytutkimuksia
voidaan osittain porrastaa. Esimerkiksi negatiiviset virtsaviljelyt voidaan seuloa ja vain
positiiviset eli kasvavat néytteet lahetetddn jatkotutkimukseen mikrobiologian
laboratorioon. (Hedman ym. 2010, 40.)

Puhdasviljelytekniikkaa tarvitaan erottamaan erilaiset bakteerilajit ja -kannat toisistaan
bakteeriviljelynéytteistad. Periaatteena puhdasviljelyssa on laimentaa lahtOmateriaalia
niin pitkalle, ettd kiintedn elatusaineen pinnalle saadaan erillisid ja yksittaisia
bakteeripesékkeitd. Kaytdnnossa viljely tapahtuu niin kutsutulla hajotusmenetelméllé.
Hajotusmenetelméssa alkuperéistd ndytettd levitetddn aluksi vain pienelld osalle
elatusmaljaa ja edelleen viljelysauvaa apuna kayttden koko elatusmaljan pinnalle.
Viimeisella hajotusalueella ei ole enaa jaljella kun vain murto-osa naytteen bakteereista.
Bakteerit lisdéntyvét elatusmaljalla nopeasti jakaantumalla kahtia, ja ne muodostavat
nain silminnahtavia pesakkeitd vajaan vuorokauden aikana. Kukin bakteeripesake on
lahtoisin yhdesta samasta solusta. Puhdasviljelma saadaan aikaan, kun siirretddn peséke
kasvamaan uudelle elatusmaljalle. (Hedman ym. 2010, 41.) Kuvassa 1 on

havainnollistettu hajotusviljelyn periaate.
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Kuva 1. Hajotusviljely (mukaillen Hedman ym. 2010, 41).

Elatusmaljat eli kiinted elatusaine valmistetaan siten, ettd hyydytetdd&n nestemadinen
elatusaine agarille. Se valetaan sen jalkeen pydredlle muoviselle elatusmaljalle.
Patogeenisten bakteerien kasvuvaatimukset ovat erilaisia. Toiset bakteerit ovat
huomattavasti vaativampia, ja ne tarvitsevat kasvualustakseen runsaasti erilaisia
kasvutekijoitd. Elatusaineessa ravinteina kaytetd&n erilaisia liha- ja hiivauutteita seké
peptoneja, jotka ovat osittain hydrolysoituneita proteiineja. Usein elatusmaljoihin
lisatadn rikasteeksi defibrinoitua hevosen tai lampaan verta. Verimaljoilla on nahtévissa
joillekin bakteereille tyypillinen hemolyysi pesékkeiden ympérilla. Ruskea suklaa-
elatusmalja on veri-elatusmaljaakin  rikkaampi  kasvualusta, koska siséltaa
kuumentamalla hajotettua verta. Useimmat aerobiset patogeenit kasvavat veri- ja
suklaamaljoilla, ja siksi nditd maljoja kutsutaankin yleiselatusaineiksi. Néiden liséksi on
kaytettdvissa erikoistarkoituksiin lukuisia erottelevia ja selektiivisid elatusaineita.
Erotteleva elatusmalja auttaa bakteerin alustavassa tunnistuksessa. Selektiivista
elatusmaljaa kaytetd&n silloin, kun halutaan etsid vain tiettyd taudinaiheuttajaa ja

samalla estéa hairitsevien bakteerien kasvu. (Hedman ym. 2010, 41.)

ABA-elatusmalja on rikas elatusmalja anaerobibakteerin kasvatukseen. ABA-
elatusmalja siséltda tarkasti valittuja aineita, jotka tukevat anaerobibakteerin kasvua.
Yhtena aineena on esimerkiksi tarkkelys, joka imee itseensd mahdolliset myrkylliset
metaboliitit. Liséksi elatusmalja sisaltdd hiivauutetta, joka toimii vitamiinien lahteena.
ABA-elatusmaljaa tulee kéayttdd vain in vitro -tutkimuksissa. Elatusmaljaa ei saa
kayttad, jos se on vanhentunut, vaihtanut varia tai siind on huomattavissa minkaanlaista

huonontumaa. (Bridson 1998.)
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ChromID CPS® -elatusmalja on virtsan bakteerien kasvatukseen ja tunnistukseen
tarkoitettu elatusmalja. Sen avulla voidaan tunnistaa esimerkiksi Escheria coli,
Enterococcus ja Klebsiella. ChromID CPS®-elatusmalja on rikas elatusalusta, joka
koostuu erilaisista proteiinijohdannaisista ja kolmesta kromogeenisestd substraatista.
Kromogeeniset substraatit mahdollistavat spesifisten entsyymien havaitsemisen.
Elatusaineeseen on laitettu lisaksi tryptofaania, mik& parantaa indolin havaitsemista.
(bioMérieux 2011.)

4.6  Antibioottiprofiili

Bakteerien ladkeherkkyysmaarityksella on tarkoituksena tutkia hankittua resistenssia.
Herkkyysmaaritys tulee aina tehda sellaisille l1adkeaineille, joille kyseinen bakteeri on
luonnostaan herkk&. Yleensd herkkyysmadaritys suoritetaan siten, ettd mitataan
bakteerikasvun estyminen tutkittavan ladkkeen l&snd ollessa. Mittaamisesta saadaan
tulokseksi lukuarvo. Ladkepitoisuus, joka vahintddn tarvitaan bakteerin kasvun
estdmiseksi, saadaan maarittdmalla pienin kasvua estava laakepitoisuus, MIC (minimum
inhibitory concentration). Yksittaisen potilaskannan MIC-madaritykseen kaytetaan
kaupallista E-testid. Toinen kaytettdvd herkkyysmadritysmenetelma on niin kutsuttu
kiekkomenetelmad. Se on suhteellinen menetelma, jossa estorenkaan halkaisija (ERH) on
la&keherkkyyden mittaustulos. Suomessa kéytetddn kumpaakin menetelmad, joista

perusmenetelména kaytetddn kiekkomenetelmaa. (Nissinen 2006, 202.)

Kiekkomenetelméssd maaritetddn ladkeaineen tietyn pitoisuuden estovaikutus
tutkittavan kannan kasvulle. L&&keaineet on annosteltu yleensd halkaisijaltaan 6
millimetrin  kiekkoihin.  Tutkittavasta bakteerikannasta tehddin standardisoitu
solususpensio, joka siirrostetaan herkkyysmadaritys elatusmaljalle. Taman jélkeen
elatusmaljalle lisatdan valitut la&keainekiekot. Elatusmaljaa inkuboidaan 18 tuntia,
jonka jalkeen mitataan ladkeainekiekkojen aikaansaamat estorenkaat millimetreiné.
(Penttild 2004, 357.)

Viime vuosien aikana E-testid on kéaytetty yhd useammin kliinisessd mikrobiologiassa,
kun tutkitaan anaerobibakteereita, sen hyvén soveltuvuuden takia. Tutkittavasta
bakteerista tehddan 0,5 McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio, joka levitetdédn

elatusmaljalle. Muovinen, tiettyd antibioottia siséltdvd E-testiliuska asetetaan
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elatusmaljalle. 24 - 48 tunnin inkubaation jalkeen E-testiliuskan muodostama ellipsi
luetaan elatusmaljalta. MIC-lukema luetaan ellipsin ja liuskaan merkittyjen MIC-

arvojen risteyskohdasta. (Murray ym. 1999, 1668.)

I-, R- ja S-kirjaimilla esitetddn bakteerien herkkyys antibiooteille. | tarkoittaa
intermediate. Tata ilmaisua kaytetaan, kun bakteeri on osittain herkka antibiootille. R eli
resistentti tarkoittaa sit4, ettd antibiootti on tehoton tutkittavalle bakteerille. S eli
sensitiivinen merkitsee, ettd bakteeri on herkk& antibiootille. (Mustajoki & Kaukua
2012.)

Tutkimukseen valittiin nelja bakteerilaaketta: kelaleksiini, kefuroksiimi, mesillinaami ja
penisilliini. Kefaleksiinilla on hyvd teho muun muassa Staphylococcus aureukseen,
Srteptococcus pyogenekseen, muihin hemolyyttisiin streptokokkeihein,
peptostreptokokkeihin, pneumokokkiin ja klostrideihin. Kefaleksiinia kaytetdan
avohoidossa padasiassa streptokokkien tai Staphylococcus aureuksen aiheuttamissa
infektioissa, kuten ihoinfektioissa. Sitd voidaan kayttdd myos haava- sekd akuuteissa
virtsatieinfektioissa. Kefuroksiimilla on laaja antibakteerinen kirjo. Se tehoaa valtaosaan
bakteereista, jotka aiheuttavat perusterveelle ihmiselle vaikean ja nopeasti etenevén
yleisinfektion. Se onkin laajin sairaalassa kaytetty bakteeriladke. Kefuroksiimia
kaytetddn, kun aiheuttajabakteeri ei ole selvill4 tai jos infektion sijaintikaan ei ole
tiedossa. Mesillinaami eli amdinosilliini on penisilliinijohdos. Se kuitenkin eroaa muista
penisilliineistd vaikutusspekrinsd suhteen. Mesillinaami ei yleensd tehoa kovin hyvin
grampositiivisiin - bakteereihin, mutta se on erittdin tehokas gramnegatiivisille
enterobakteereille. Sitd kayteddnkin Suomessa gramnegatiivisten enterobakteerien
aiheuttamien virtsatieinfektioiden hoidossa. Penisilliini on peruslaéke, jota k&ytetddn
hyvin monenlaisten infektioiden hoidossa. Peruspenisilliinit jaetaan kahteen ryhmaan,
G- ja V-penisilliineihin. G-penisilliini annetaan kdytanndssa aina laskimoon, koska se
hajoaa mahalaukun matalassa pH:ssa. Siksi sitd kaytetdan lahinnd sairaaloissa. V-
penisilliini on yksi kéaytetyimpid bakteerilddkkeistd Suomessa, ja sitd kaytetaan
padasiassa tonsilliitin ja ylahengitysteiden bakteeri-infektioiden hoitoon. (Hedman ym.
137 - 149.)
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5 Virtsan bakteeriviljely ja erikoisviljely U-Baktevi

Virtsan bakteeriviljely tehdaan yleensa aamuvirtsasta tai vahintaan nelja tuntia rakossa
séilyneestd virtsasta. Ndytteenotossa on noudatettava erityisesti puhtaussééntojd, jotta
néyte olisi luotettava. Huoneenlamma@ssé séilyneestd virtsasta ei saada oikeaa kuvaa
virtsateiden bakteerimaérastd, koska bakteerit lisdéntyvat nopeasti huoneenlammossa.
Tastda syystda nayte on tutkittava valittomasti. (Mustajoki & Kaukua 2012)
Tutkimuksessa kaytettdva virtsandyte annetaan liitteen 6 Islabin virtsandytteenotto-

ohjeen mukaisesti.

Virtsandytteesta otetaan bakteeriviljelyndyte pienella steriililla, vakioidulla silmukalla.
Vakioidun silmukan sisddn jaa naytettd 1 mikrolitra. Silmukasta néyte siirretddn
kasvamaan elatusmaljalle. Elatusmaljat laitetaan l&mpdkaappiin + 37 °C:n lampd6tilaan
kasvamaan ja tulokset luetaan noin vuorokauden kuluttua viljelysta. Jos elatusmaljalla
kasvaa yli 100 000 (10°) bakteeria/ml, on se kaytanndssa aina tulehduksen merkki. Jos
kasvua on 10 000 — 100 000 (10" - 10°) bakteeria/millilitrassa, se on viitteellinen tulos
mutta ei taysin varma bakteeritulenduksen merkki. Vield epavarmempi tulos on 1000 —
10 000 (10% - 10% bakteeria/ml, mutta jos potilaalla on selvét oireen ja virtsassa on
leukosyytteja eli valkosoluja, se voi tarkoittaa tulehdusta. Virtsatietulehdusta ei ole, jos
virtsanaytteessa on alle 1000 (10" - 10%) bakteeria millilitrassa. Virtsatietulehduksessa
elatusainemaljalle kasvaa yleensd vain yhtd bakteerilajia. T&lloin kyseessa on
todenndkaoisesti tulehdus, koska yksi bakteerilaji aiheuttaa aina tulehduksen. Jos
elatusmaljalla kasvaa useita erilaisia pesdkkeitd, bakteerit ovat tulleet virtsaamisen

yhteydessé tai huonosta alapesusta. (Mustajoki & Kaukua 2012.)

U-BaktEVi-tutkimuksessa etsitddn harvinaisia ja pienind pitoisuuksina esiintyvié
virtsatieinfektion aiheuttajia, kuten urologisten ja immunosupressiopotilaiden naytteita.
Virtsanayte viljellddn suklaa- ja kromogeeniselle elatusmaljalle 10 puln
siirrostussilmukalla. Kliinisesti merkittdvd bakteerikasvu tunnistetaan, arvioidaan
kasvun madra ja tehdd&n herkkyysmaééritys. (Islab. 2012.) U-BaktEVi-
tutkimusmenetelmalla pystytaan toteamaan vahaiset, noin 10° bakt/ml bakteerimaarat.
Kasvuvaatimuksilta vaativien mikrobien osoittamisen mahdollistaa rikas elatusalusta.

Tamdn takia U-BaktEvi-tutkimusta voidaan kayttdd muuhunkin, kuin vain
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virtsatieinfektion selvityksessda, esimerkiksi verenmyrkytys potilaan infektion

taudinkuvan selvityksessa. (Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiiri 2012)

6 Tutkimuksen tarkoitus ja tehtava

Opinndytetyémme tarkoituksena oli karakterisoida Actinobaculum schaalii -kantoja.
Tutkittavana oli seitseman eri A. Schaalii -kantaa, jotka on l0ydetty veriviljelynaytteista
Islabin alueelta. Tarkoituksena oli tehd& kannoista viljelyt eri maljoille, saada API- ja
Vitek-koodit, tehdd gramvarjaykset, identifikaatiotestit ja tutkia antibioottiherkkyydet.
Lisdksi on tarkoituksena tehdd puhtaasti otettuun virtsaan erivahvuiset laimennokset
bakteerikannoista ja viljella ne ABA-elatusmaljalle, koska halusimme selvittaa,

voidaanko kyseessé olevaa bakteeria [0ytad U-baktEVi -erikoisvirtsaviljelylla.

Tutkimustehtavid tyéssamme olivat:
1. Tutkia missd olosuhteissa A. schaalii kasvaa.
2. Loytdd A. schaalii -bakteerikannoille yhtendisid ominaisuuksia sen

tunnistamiseksi.

7 Tutkimuksen menetelmalliset valinnat

Tamé tutkimus oli kvantitatiivinen eli méaérallinen tutkimus. Maarallisessa
tutkimuksessa on tarkeda tutkijan objektiivisuus eli tutkijan puolueettomuus. Tutkija ei
siis vaikuta millaan tavoin tutkimustuloksiin. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa halutaan
tietoa valitusta muuttujasta. Tydssamme muuttujana ovat A. schaaliin seitseman eri
kantaa. Madarallinen tieto saadaan selville niin kutsutun mittarin avulla. Mittareita
madréllisessa tutkimuksessa ovat haastattelu, kysely- ja havainnointilomake. (Vilkka
2007, 13.) Tutkimuksessa on kokeellisen tutkimuksen piirteitd. Kokeellisessa
tutkimuksessa mitataan yhden késiteltdvan muuttujan vaikutusta toiseen muuttujaan

(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2008, 130). Tydssa naytteeksi valittiin seitsemén A.
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schaalii -bakteerikantaa. Niitd analysoitiin erilaisten koejarjestelyjen avulla.
Koejarjestelyt olivat tarkkaan harkitut ja suunnitellut.

Kvantitatiivinen menetelm&ssd saatua tietoa tarkastellaan numeerisesti eli tutkittavia
asioita ja niiden ominaisuuksia kasitella&dn yleisesti kuvaillen numeroiden avulla.
Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tutkija saa tutkimustiedon numeroina tai ryhmittamalla
laadullisen aineiston numeeriseen muotoon. Tutkija tulkitsee ja selittdd olennaisen
numerotiedon sanallisesti ja kuvaa, kuinka asiat liittyvat toisiinsa tai eroavat toistensa
suhteen. Luonnon ilmidn tutkiminen kvantitatiivisessa tutkimusmenetelmalld on
mahdollista siten, ettd tutkittavat asiat muutetaan rakenteellisesti. Tydssa tutkimus
strukturoidaan eli tutkittava asia ja sen ominaisuudet suunnitellaan ja vakioidaan.
Tutkimus on Kartoittava eli tavoitteena on etsid uusia ndkokulmia. Tarkasteltavasta
asiasta voidaan 0ytdd keskeisia malleja, teemoja, luokkia ja tyypittelyja. Perusjoukko
on kohdejoukko, jota tutkimuksessa halutaan tutkia ja tehda siitd paatelmid. Otos on
havaintoyksikon joukko, joka edustaa perusjoukkoa mahdollisimman hyvin. (Vilkka
2007, 14,20,51.)

Perusjoukkona on kaikki 10ydetyt A. schaalii -bakteerikannat. Otoksena tutkimuksessa
tutkittiin Suomesta Islabin eri toimipisteista |6ydettyja A. schaalii -bakteerikantoja.
Tutkimuksessa ei saatu varsinaisia numeerisia tuloksia. Tulokset ilmoitettiin
mikrobiologiassa kaytetyilla menetelmilld. Esimerkiksi maljojen kasvun merkitseminen
yhdella +:lla, tarkoittaa bakteerin kasvua ensimmadiselld siirrostusalueella ja kahdella
++:lla, kun bakteeri kasvaa kahdella siirrostusalueella. Toimintaympéristéna
tutkimuksessa oli Mikkelin kliinisen mikrobiologian laboratorio. Laboratorion
henkil6kuntaan kuuluu seitseman laboratoriohoitajaa, mikrobiologi sekd mikrobiologian

ylilaakari.

7.1 Aineiston hankinta ja kasittely

Aineistona tutkimuksessa toimi seitseman eri Actinobaculum schaalii -bakteerikantaa.
N&ma kannat on ldydetty veriviljelynédytteesta Islabin alueelta. A. schaalii -bakteerin eri
kannat on saatu tutkimukseen Islabin toimipisteista: Joensuusta, Kuopiosta, Mikkelisté
ja Savonlinnasta. Toimipisteet toimittivat A. schaalii -bakteerikannat tutkimusta varten
Mikkelin kliinisen mikrobiologian laboratorioon, jossa A. schaalii -bakteerikannat

séilytettiin pakastettuna.
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Bakteerikannat sulatettiin ja viljeltiin puhdasviljelyna elatusmaljoille tutkimusta varten.
Kliinisessd mikrobiologian laboratoriossa tydskenteleva laboratoriohoitaja puhdisti A.

schaalii -bakteerikannat, niin ettd elatusmaljoilla kasvoi vain A. schaalii -bakteeria.

7.2 Tyon toteutus

Tyon esitestaus suoritettiin - Mikkelin Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa 5.-
8.3.2012. Esitestauksessa kaytettiin kahta sattumanvaraisesti valittua A. schaalii -
bakteerikantaa.  Esitestauksessa testattiin  tutkimussuunnitelman toimivuus ja
perehdyttiin tutkimuksen tekniseen toteutukseen. Havaitut virhetekijat korjattiin, jotta
tyd pystyttiin  toteuttamaan mahdollisimman virheettémasti ja luotettavasti.
Esitestauksessa testattiin - A. schaalii -bakteerin kasvukykya NaCl-liuoksessa
laimennossarjaa varten ABA- ja CPS3-elatusmaljoilla. Laimennossaran esitestauksessa
huomattiin, ettei A. schaalii -bakteeri kasva NaCl-liuoksessa. Tasta syystd tdma osio

laimennossarjan toteutuksesta poistettiin tutkimuksesta.

Varsinainen tutkimus suoritettiin  9.-13.4.2012 Mikkelin kliinisen mikrobiologian
laboratoriossa. Tutkimuksessa tutkittiin kaikkia seitsem&a A. schaalii -bakteerikantaa.
Tutkimuksessa asiantuntija-apuna olivat kliinisen mikrobiologian laboratoriohoitajat,
mikrobiologi sekd mikrobiologian yliladkari. Tutkimus oli tarkeda tehdd, koska
aikaisempaa tutkimusta A. schaalii -bakteerista ei ole Suomessa tehty. Tutkimuksessa
tutkittiin A. schaalii -bakteerin ominaisuuksia ja kayttdytymistd eri olosuhteissa. A.
schaalii -bakteerikannat nimettiin jarjestysnumeroin: kanta 1, kanta 2, kanta 3, kanta 4,
kanta 5, kanta 6 ja kanta 7.

7.2.1 Maljojen viljely

Kaikki seitseman eri A schaalii -bakteerikantaa viljeltiin viljelysauvalla veri-, suklaa- ja
ABA-elatusmaljoille. Elatusmaljat merkitddn A. schaalii -bakteerikantojen nimen
mukaan. Aerobisena elatusmaljana tutkimuksessa oli veri-elatusmalja. Aerobiset
elatusmaljat laitettiin kasvamaan +37 °C:n lampdkaappiin kahdeksi vuorokaudeksi.
Mikali veri-elatusmaljoissa ei nakynyt bakteerikasvustoa ensimmaéisen vuorokauden

jalkeen, veri-elatusmaljoja kasvatettiin vield toinen vuorokausi.
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Anaerobisina elatusmaljoina tutkimuksessa olivat veri-, suklaa- ja ABA-elatusmaljat.
Anaerobiset elatusmaljat laitettiin kasvamaan hapettomiin olosuhteisiin kahdeksi

vuorokaudeksi, + 37 °C:n lampdokaappiin.

7.2.2 Mikrobiologiset tunnistustestit

Mikrobiologiset identifikaatiotestit: katalaasi-, oksidaasi-, indoli- ja
alfaglukosidaasitestit tehtiin puhdasviljelymaljoilta. ldentifikaatiotestit tehtiin sen takia,
jotta voitiin olla varmoja, ettd tutkittavat bakteerikannat ovat samaa bakteeria eli A.
schaalii -bakteeria.

Gramvarjaysta varten poimittiin maljoilta bakteeripesakkeité viljelysauvalla ja siirrettiin
ne objektilasille, jossa ne sekoitettiin viljelysauvalla pieneen madrdédn Aquaa.
Preparaatin annettiin kuivua huoneenlamma@ssd, jonka jalkeen ndyte Kkiinnitettiin
lampolevylld. Kiinnityksen jalkeen néyte varjattiin gramvéarjaysohjeen mukaisesti.
Varjayksen valmistuttua preparaatti  tutkittiin - mikroskoopilla  100-kertaisella

suurennoksella.

API-Coryne testeihin tarvittavat bakteerisuspensiot valmistettiin siten, ettd lisattiin
riittdvasti bakteeripesékkeitda API suspension medium -ampulliin. Bakteeripesakkeet
kerattiin elatusmaljalta viljelysauvalla ja liuotettiin ampulliin. Bakteerisuspensio
tarkistettiin sameuden perusteella, vertaamalla sitd 6 McFarlandin standardiin oikean
vahvuuden tarkistamiseksi. Tamé& jalkeen pipetoitiin  suspension API-Coryne
testiliuskoille tytdohjeiden mukaisesti. API-Coryne testi ja perdmalja laitettiin
kasvamaan yhdeksi vuorokaudeksi + 37 °C ldmpdkaappiin. Seuraavana péivana API-
Coryne -testi luettiin yliladkérin kanssa ja saatiin A. schaalii -bakteerikannoille API-
numerokoodi. Lisaksi tarkastettiin, ettd perdmaljalla oli kasvua. Mikéali perdamaljalla ei

nékynyt kasvua, ei API-testid voinut pitéé luotettavana.

API-rapid ID 32 A -testeihin bakteerisuspensiot valmistettiin samoin periaattein kuin
API-Coryne-testeihin valmistetut bakteerisuspensiot. APIl-rapid ID 32 A -testien
bakteerisuspensiot tarkistettiin 4 McFarlandin standardin perusteella. Pipetoitiin

bakteerisuspension tydohjeen mukaisesti testiliuskoihin. API-rapid ID 32 A -testit
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laitettiin inkuboitumaan + 37 °C:n lampoOkaappiin. Tulokset luettiin neljan tunnin

jalkeen ylild&karin kanssa. Tulokset merkittiin ylos laboratoriopdivakirjaan.

Vitek-numerokoodit saatiin Vitek2-analysaattorilla. Vitek-méaritysta varten tehtiin 2
McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio. A. schaalii -bakteeripesékkeet otettiin Vitek-
maaritysta varten veri-elatusmaljalta. Bakteerisuspension vahvuus mitattiin erillisella
Vitek2-analysaattoriin kuuluvalla mittarilla. Vitek-méaéarityksessa kaytettiin gram-

positiivisten anaerobibakteerien tunnistuskortteja.

Antibioottiherkkyyksia varten otettiin puhdasviljelymaljoilta kolmesta viiteen erillista
A. schaalii  -bakteeripesdkettda  viljelysauvalla ja  sekoitettiin  bakteerit
keittosuolaliuokseen.  Tavoitteena oli tehdd 0,5 MecFarlandin  vahvuinen
bakteerisuspensio. Bakteerisuspension valmistuttua laitettiin  bakteerisuspensioon
pumpulipuikot, joiden avulla bakteerisuspensio dreijattiin tasaisesti ABA-elatusmaljalle.
Dreijauksen jalkeen maljoille laitettiin kefalexin ja mecillinam antibioottikiekot seké
kefuroksiimi- ja penisilliini-E-testiliuskat. Herkkyysmaljoja kasvatettiin anaerobioosissa
kaksi vuorokautta + 37 °C:n lampokaappissa. Tulokset luettiin kahden vuorokauden

kuluttua, mittaamalla estorenkaan halkaisija ja E-testin muodostama ellipsi.

7.2.3 Laimennossarjojen viljely

Tyossa selvitettiin, missd pitoisuuksissa A.schaalii -bakteeri kasvaa virtsassa.
Tarkoituksena oli tehdd keinotekoisia virtsandytteitd, joihin siirrettiin eri maara
bakteereja. Tutkimus tehtiin kahdesta parhaiten kasvaneesta A.schaalii -
bakteerikannasta laimennos sarjat 10, 10, 10 10 ja 10™. Laimennossarijat aloitettiin
suodattamalla virtsa bakteerisuodattimen I&pi. Otettiin viisi koeputkea johon jokaiseen
pipetoitiin 2 ml suodatettua virtsaa. Putket merkittiin 10, 10", 102 1072 ja 10™
Ensimmadiseen 10 -putkeen liséttiin 3 A.schaalii -bakteeripesdkettd. 10 -putkesta
siirrostettiin 200 pl:a naytetta 10™ -putkeen ja niin edelleen. Kuva 2 havainnollistaa

virtsan laimennossarjaa.
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200 200 200 200
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1 2 3

10 10 10° 100 10"
Kuva 2. Virtsan laimennossarja (Kuva: Anni Leppénen ja Johanna Seppald).

Valmiit virtsan ja A. schaalii -bakteerin laimennossarjat viljeltiin ABA- ja CPS3-
elatusmaljoille. Lisaksi viljeltiin nolla-ndytteet ABA- ja CPS3-elatusmaljoille. Nolla-
nayte oli bakteerisuodatettua virtsaa, mihin ei ollut lisdtty A. schaalii -bakteeria. Talla
varmistettiin, ettd virtsassa ei ollut epapuhtauksia, jotka olisivat voineet haitata
laimennossarjan tulkintaa. ABA-elatusmaljoja kasvatettiin anaerobisissa olosuhteissa +
37 °C:n lampokaappissa kaksi vuorokautta. CPS3-elatusmaljoja kasvatettiin aerobisissa
olosuhteissa + 37 °C:n lampokaappissa kaksi vuorokautta. Maljoihin merkittiin, mik&
kahdesta kannasta oli kyseessa ja mika laimennossarja. Talla menetelmélla selvitettiin,
voidaanko BaktEVi-tutkimus muuttaa sellaiseen muotoon, etta se sisaltdd myds ABA-

elatusmaljan.

7.2.4 Maljojen lukeminen

Puhdasviljelymaljoissa tarkasteltiin pesédkkeiden maaraé. Pesédkkeiden maara ilmoitettiin
+-+++, Kasvusto merkittiin yhden +:n verran, jos kasvusto kasvoi vain yhdessa
siirrostuksessa. Kasvusto merkittiin kahden ++:n verran, jos kasvusto oli levinnyt
seuraavalle siirrostusalueella ja kolmen +++:n verran, jos kasvusto kasvoi koko
elatusmaljalla. Maljoilta Kkatsottiin myos kasvuston ja pesakkeiden ulkondkoa,
esimerkiksi véri, koko ja muoto. Otettiin huomioon myds mahdollinen kasvuston tuoksu

ja se merkittiin tutkimuspaivakirjaan.

Virtsan laimennossarjan elatusmaljoista tutkittiin kasvustot jokaisesta laimennossarjan

elatusmaljalta. Kasvut merkittiin  bakteeripesakkeiden mé&aran mukaan. Jos
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elatusmaljalla ei ollut kasvua, merkitadn ei kasvua”. Jos elatusmaljalla oli alle 10
bakteeripesakettd, merkittiin  tulos »10®. Jos elatusmaljalla oli 10 -100
bakteeripesakettd, merkittiin  tulos ”10*°". Jos elatusmaljalla oli yli 100

bakteeripeséketts, tulos merkittiin 10°.

Kiekkoherkkyystulokset luettiin herkkyysmaljoilta mittaamalla estorenkaan halkaisija.
Estorenkaan halkaisija ilmoitettiin millimetreind. E-testin MIC-arvot luetaan testiliuskan
kasvustoon muodostamasta ellipsin reunasta ja tulokset ilmoitetaan mg/l. Kuvassa 3 on
kuvattuna yhden tutkittavan A schaalii -bakteerikannalle tehty

kiekkoherkkyysmaéritelmad. Kuvassa 4 nahdaén yhden A.schaalii bakteerikannan E-

testin muodostama ellipsi.

Kuva 3. Kiekkoherkkyys. (Kuva: Anni Leppénen ja Johanna Seppéld).

.\\\\\‘

Kuva 4. E-testi. (Kuva: Anni Leppénen ja Johanna Seppala).
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8 Tulokset

Tulokset kirjattiin huolellisesti laboratoriopdivékirjaan ja tulosten mahdolliset tulosteet
séilytettiin  erillisessé@ tuloskansiossa, joka yhdistettiin laboratoriopdivakirjaan.
Tutkimustulosten perusteella analysoitiin A.schaalii -bakteerikantojen yhtenevéisyytté,
joka auttaa A.schaalii -bakteerin tunnistamista kliinisen mikrobiologian laboratoriossa.
Laimennossarjan tulosten perusteella arvioitiin, voidaanko BaktEvi-tutkimukseen
sisallyttdd  ABA-elatusmalja  A.schaalii  -bakteerin  l0ytdmiseksi  helpommin

virtsandytteista.

Tutkimustulokset on esitetty tutkimuskohtaisesti. Tuloksista nahdaan, miten A. schaalii
kasvaa eri elatusmaljoilla, anaerobisissa ja aerobisissa olosuhteissa. Yhtend tulosten
osiona ovat API-testien ja VITEK-analysaattorin tulokset. Seuraavana késitelladn gram-
varjayksien tulokset, identifikaatiotestit, antibioottiherkkyyksien tulokset ja viimeisena
virtsan laimennossarjojen tulokset. Tutkimuksessa kédytetyt A. schaalii -bakteerikannat
on merkitty tuloksiin jarjestysnumeroin 1. — 7. Bakteerikantojen tarkemmat nimet ovat
vain tutkijoiden tiedossa.

8.1 Maljojen tarkastelu ja vertailu

Yhden vuorokauden inkubaation jalkeen kaikilla tutkittavilla maljoilla kasvoi
harsomainen ja utuinen pieni kasvusto. Taulukoissa 1 ja 2 on kuvattuna kahden

vuorokauden A. schaalii -kasvustot.

Taulukko 1. Kahden vuorokauden kasvu anaerobiolosuhteissa.

Kanta ABA- Veri- Suklaa-elatusmalja
elatusmalja elatusmalja

1 +++ +++ ++

2 +++ +++ ++

3 +++ +++ +++

4 +++ +++ ++

5 +++ ++ ++

6 +++ +++ +

7 +++ +++ +++
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Taulukossa 1 on merkitty seitseman A. schaalii -bakteerikannan kasvut kolmella eri
elatusmaljalla. Elatusmaljoja on kasvatettu kaksi vuorokautta anaerobisissa
olosuhteissa. Kasvu, joka on merkitty yhdelld +:1la tarkoittaa, ettd A. schaalii -bakteeri
kasvaa vain ensimmaiselld siirrostusalueella. Kaksi ++:lla tarkoittaa, ettd bakteeri
kasvaa kahdella siirrostusalueella. Mikéli bakteeri kasvaa jokaisella siirrostusalueella, se

merkitaan kolmella +++:lla.

Taulukko 2. Kahden vuorokauden kasvu veri-elatusmaljalla aerobisissa olosuhteissa.

Kanta Veri-elatusmalja

1 +++

+++

++

++

+

+++

~Nojo|h~lwiN

+++

Taulukossa 2 on kuvattuna A. schaaliin kasvu veri-elatusmaljalla kahden vuorokauden
inkubaation jalkeen. Inkubaatio tapahtui 37 °C:n lampdtilassa aerobisissa oloissa. A.

schaalii -bakteerin kasvu veri-elatusmaljalla on merkitty taulukkoon + - +++.

8.2 API-testien ja Vitek2:n tulokset

Tunnistustesteind kéaytettiin API-Rapid ID 32 A-, API-Coryne-testid ja VITEK2-
analysaattoria. Taulukoissa 1, 2 ja 3 on merkitty eri A. schaalii -bakteerikantojen

antamat koodit ja bakteerien nimet.

Taulukko 3. API-rapid ID 32-tulokset.

Kanta API-numerokoodi Bakteerin nimi
1 0436077717 Capnocytophaga spp
2 0426477717 Capnocytophaga spp
3 0410477717 Micromonas micros
4 0436477717 Capnocytophaga spp
5 0436477717 Capnocytophaga spp
6 0416477717 Capnocytophaga spp
7 0414477717 Capnocytophaga spp
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Taulukosta 3 ndhdaan, etta tutkittavat A. schaalii -bakteerikannat antavat API-rapid ID

32-testeissa suurimmalle osalle kannoista nimeksi Capnosytophaga spp.

Taulukko 4. API-Coryne-tulokset.

Kanta API-numerokoodi Bakteerin nimi

1 2050721 Gardenella vaginalis
2 0010721 Gardenella vaginalis
3 2050721 Gardenella vaginalis
4 2050721 Gardenella vaginalis
5 0050220 Gardenella vaginalis
6 2050721 Gardenella vaginalis
7 0050721 Listeria spp

Taulukosta 4 ndhdaan, ettd tutkittavat A. schaalii -bakteerikannat antavat API-Coryne-

testeissé suurimmalle osalle kannoista nimeksi Gardenella vaginalis.

Taulukko 5. Vitek-tulokset.

Kanta Vitek-numerokoodi Bakteerin nimi
1 6625100010401 Actinomyces meyeri
2 2601000000401 Low discrimination
3 6764100010641 Actinomyces meyeri
4 6727102010661 Unidentified organism
5 6625000010401 Low discrimination
6 6765100010441 Actinomyces meyeri
7 6724100010641 Actinomyces meyeri

Taulukossa 5 nahdaéan Vitek-analysaattorin antamat tulokset tutkittaville A. schaalii-
bakteerikannoille. Suurimmalle osalle kannoista Vitek-analysaattori antoi bakteerille

nimeksi Actinomyces meyeri.

8.3 Gramvarjayksen tulokset

A. schaalii gramvérjayksia tutkittiin valomikroskoopilla. Havaittiin, ettd A. schaalii on
kokin nadkdinen ja grampositiivinen sauvabakteeri. A. schaalii esiintyi kasoissa ja
yksittain eli sill4 ei ole selke&4 asettumista. Kaikki tutkittavat bakteerikannat nayttivat

samanlaisilta.



29

8.4 ldentifikaatiotestien tulokset

Kaikille seitsemélle kannalle tehtiin seuraavat identifikaatiotestit: katalaasi-, oksidaasi-,

indoli- ja a-glukosidaasi-testi. Taulukossa 6 on esitetty tunnistustestien tulokset.

Taulukko 6. Identifikaatiokaatiotestien tulokset.

Kanta Katalaasi | Oksidaasi Indoli a-glukosidaasi
1 - - - +
2 - - - +
3 - - - +
4 - - - +
5 - - - +
6 - - - +
7 - - - +

8.5 Antibioottiherkkyyksien tulokset

Antibioottiherkkyyksissa  vertailtiin ~ seitsemdn A. schaalii -bakteerikantojen
antibioottinerkkyyksid  kefalexin-,  kefuroksiini-, mecillinam- ja  penisilliini-

antibiooteille. Herkkyystulokset on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Antibioottiherkkyydet

Kanta |Kefalexin | Kefuroksiimi| Mecillinam | Penisilliini
(mm) (mg/l) (mm) (mg/l)
1 33 alle 0,016 38 0,006
2 38 alle 0,016 35 0,004
3 26 alle 0,016 28 0,004
4 31 alle 0,016 30 alle 0,004
5 32 alle 0,016 30 0,003
6 35 alle 0,016 35 0,008
7 31 alle 0,016 35 0,004
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8.6 Virtsan laimennossarjojen tulokset

Tutkimuksessa haluttiin tutkia, kuinka hyvin bakteerisuodatettuun virtsaan lisatty A.
schaalii -bakteeri kasvaa ABA- ja CPS3-elatusmaljalla. CPS3-elatusmaljalla ei ollut
huomattavissa mink&anlaista kasvua. ABA-elatusmaljojen kasvut on esitetty taulukossa
8. Lisdksi viljeltiin ABA- ja CPS3-elatusmaljoille nollanaytteet. Nolla-naytteisiin oli
viljelty ainoastaan bakteerisuodatettua virtsaa, ilman A. schaalii -bakteeria. Nolla-

naytteissa ei havaittu bakteerikasvua lainkaan.

Taulukko 8. Virtsan laimennossarjat ABA-maljoilla.

laimennos | 10 10t 10 103 10™
kanta 6. 10° 10° 10*° 10*° 10°
kanta 3. 10° 10° 10*° 10*° 10°

9 Johtopaatokset

Johtopaatoksissd kasitelldan tutkimusten tuloksia ja vertaillaan niitd aikaisempiin
samantapaisiin  tutkimuksiin. Lisdksi vertaillaan A. schaalii -bakteerikantojen

kayttaytymista ja pyritadn 1oytdmaan yhtenevaisyyksia kaikille seitsemaélle eri kannalle.

9.1 Elatusmaljat

Fenduklyn ja Ostermanin (2005) tutkimuksessa A. schaalii -bakteeria inkuboitiin veri-
elatusmaljalla 37 °C:n lampdétilassa anaerobiolosuhteissa kahdesta kolmeen
vuorokautta. Inkubaation jalkeen maljoilla kasvoi A. schaalii -bakteeria. Tutkimuksessa
vertailimme kolmea erilaista elatusmaljaa, ABA-, suklaa- ja veri-elatusmaljaa. Vertailun
kohteena oli, kuinka A. schaalii kayttaytyy eri elatusmaljalla. Kuten taulukosta 1
nahdaan, A. schaaliin jokainen kanta kasvoi parhaiten anaerobisissa olosuhteissa ABA-

elatusmaljalla. A. schaalii kasvoi toiseksi parhaiten veri-elatusmaljalla ja huonoiten
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suklaa-elatusmaljalla. Merkittavdd kuitenkin oli, ettd A. schaalii kasvoi jokaisella
elatusmaljalla, koska aikaisemmissa tutkimuksissa A. schaalii -bakteerin kasvua ei ole

tutkittu suklaa-elatusmaljalla.

Bankin ym. (2010) tutkimuksen mukaan A. schaalii kasvoi veri-elatusmaljalla,
harmaina pienind pesdkkeind noin 1 mm:n kokoisina. Tutkimuksessa ABA-
elatusmaljalla A. schaalii-pesédkkeen koko oli noin 0,5 mm — 2 mm. Pesékkeet olivat
variltd&dn Kkeltaharmahtavia, muodoltaan kuperia ja selvareunaisia. Elatusmaljoja
avatessa havaittiin kitkerd tuoksu, joka oli verrattavissa kissan virtsan hajuun. Veri- ja
suklaa-elatusmaljalla pesdkkeet olivat samanlaisia kuin ABA-elatusmaljalla, mutta
hieman pienempikokoisia. Veri- ja suklaa-elatusmaljalla A. schaaliin kasvusto oli

vihertavaa.

Fenduklyn ja Ostermanin (2005) tutkimuksessa A. schaalii:a inkuboitiin kahdesta
kolmeen vuorokautta 37 °C:ssa aerobisissa olosuhteissa veri-elatusmaljalla, ja kasvua ei
havaittu lainkaan. Tutkimuksessa A. schaalii kasvoi my0ds aerobiolosuhteissa veri-
elatusmaljalla. Taulukosta 2 ndhd&an, ett4 jokainen A. schaalii -kanta kasvaa aerobisissa
olosuhteissa. Kasvu ei kuitenkaan ollut yhtd runsasta kuin anaerobisissa olosuhteissa.
Tamaé havaittiin, kun vertailtiin bakteeripesakkeiden kokoa anaerobisissa ja aerobisissa
olosuhteissa kasvaneiden maljojen valilla.  Tutkimuksessa A. schaalii kasvoi

molemmissa olosuhteissa, eli A. schaalii on mikroaerofiilinen anaerobibakteeri.

9.2 API-testit ja Vitek

Reinhardin ym. (2005) tutkimuksessa tehtiin API-Rapid ID 32 A- ja API-Coryne testit.
API-Rapid ID 32 antoi tulokseksi numerokoodit: 0400077705, 0420077705,
0430077705. Valmistajan tietokannassa numerokoodit antoivat bakteerin nimeksi
Actinomyces meyeri:n. Tutkimuksessamme A. schaalii -kannoista 86 % antoi API-Rapid
ID 32 A numerokoodien perusteella bakteerin nimeksi Capnocytophaga spp.
Numerokoodit ndkyvét taulukossa 3. Liitteessd 1 on eritelty API-Rapid ID 32 A:n
antamat entsymaattiset reaktiot A. schaalii -bakteerille.
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Reinhardin ym. (2005) tutkimuksessa API-Coryne antoi valmistajan tietokannasta A.
schaalii  -bakteerin  nimeksi  Arcanobacterium bernardiae, Acranobacterium
hemolyticum, Arcanobacterium pyogenes tai Gardenella vaginalis. Taulukosta 4
nahdaén, ettd 86 % A. schaalii -kannoista API-Coryne antoi bakteerin nimeksi
Gardenella vaginalis. Liitteessd 2 on eritelty API-Corynen antamat entsymaattiset

reaktiot A. schaalii -bakteerille.

Vitek-tuloksista ei ole vertailtavia tuloksia. Haluttiin tarkistaa, minké&laiset koodit ja
bakteerien nimet analysaattori antaa A. schaalii -bakteerille. Vitek-analysaattori antoi 57
prosentille  kannoista nimeksi Actinomyces meyeri. Kolmelle A.schaalii -
bakteerikannalle Vitek-analysaattori ei antanut selke&é bakteerin nimeé. Liitteessa 3 on

eritelty Vitek-analysaattorin entsymaattisten reaktioiden tulokset A.schaalii -bakteerille.

9.3 Gramvarjays ja identifikaatiotestit

Kaikki tutkittavat A. schaalii -bakteerikannat nayttivat gramvarjayksessa samalta, kun
sité tutkittiin valomikroskoopilla. A. schaalii -bakteeri on kokkoidi grampositiivinen
sauvabakteeri. Bakteeri esiintyy yksittdin ja kasoissa, joten silla ei ole selkeda

asettumista.

Cattoirin ym. (2010) tutkimuksessa on havaittu, ettd A. schaalii -bakteerin katalaasi- ja
oksidaasitestit olivat negatiivisia. Tutkimuksessamme kaikki A. schaalii -bakteerikannat
olivat katalaasi-, oksidaasi- ja indoli-negatiivisia sekd a-glukosidaasi-positiivisia.
Katalaasitestin perusteella voidaan sanoa, ettd A. schaalii ei tuota peroksideja hajottavaa
katalaasientyymid. A. schaaliin sytokromissa ei tapahdu oksidaatioreaktiota, koska se on
oksidaasi negatiivinen bakteeri. A. schaalii -bakteerilla ei ole kykya tuottaa indolia,
joten se on indoli-negatiivinen. Identifikaatiotesteilla osoitettiin, ettd tutkittava bakteeri

on A. schaaliia, kun bakteeria siirrostettiin puhdasviljelyssa elatusmaljalta toiselle.
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9.4 Antibioottiherkkyydet

Reinhardin ym. (2005) tutkimuksessa on tutkittu penisilliini-antibioottiherkkyyttd A.
schaalii -bakteerille, ja tulokseksi on saatu 0,003-0,032 mg/l. Opinnéytetyossa tutkittiin
myos kefuroksiimin antibioottiherkkyyksia A. schaalii -bakteerille, ja tulokseksi on
saatu alle 0,016 mg/l. Tasta voidaan paatelld, ettd A. schaalii -bakteeri on herkka myos

kefuroksiimi-antibiootille.

Taulukosta 7 voidaan nahdd, ettd A. schaalii -bakteeri on herkka opinndytetydssa
tutkittaville antibiooteille, joita olivat kefalexin-, kefuroksiini-, mecillinam- ja
penisilliini-antibiootit. ~ Tutkittavat ~ A.schaalii  -bakteerikannat  eivdt  eroa
antibioottiherkkyyksiltd&n kovinkaan paljon.

9.5 Virtsan laimennossarja

Taulukossa 8 on kuvattu ABA-maljoilla ndkynyt A. schaaliin kasvun mé&é&rd kahden
vuorokauden inkubaation jalkeen. Tuloksista voidaan paatelld, ettd A. schaalii kasvaa
hyvin bakteerisuodatetussa virtsassa ABA-elatusmaljalla. CPS3-maljoilla ei havaittu
ollenkaan A. schaaliin kasvua kahden vuorokauden inkubaatioajan jélkeen. Voidaan
paatelld, ettd CPS3-elatusmalja ei ole tarpeeksi rikas elatusmalja A. schaaliille.

Tutkimustulosten ja havaintojen perusteella voidaan sanoa, ettd ABA-elatusmalja
voitaisiin sisallyttdd U-BaktEVi-tutkimukseen. Talla tavoin A. schaalii -bakteeri olisi
helpompi tunnistaa kliinisen mikrobiologian laboratoriossa, koska talla hetkella U-

BaktEVi-tutkimus ei siséll& elatusmaljaa anaerobibakteereille.

9.6 Pohdinta

Tutkimuksessa 10ydettiin yhteisid tekijoitd Actinobaculum schaalii -bakteerikannoille.
Kaikki seitseman A. schaalii -bakteerikantaa antoivat samantapaisia tuloksia

tutkimuksessa tehdyissd testeissd. Tutkimuksen perusteella saatiin uutta tietoa A.
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schaaliin ominaisuuksista ja kayttaytymisesta erilaisissa olosuhteissa, mika voi auttaa A.
schaaliin tunnistuksessa kliinisessa mikrobiologian laboratoriossa. Tutkimus oli térked,

koska A. schaalii -bakteeria ei ole tutkittu aikaisemmin Suomessa.

Erikoistutkimusten osalta voitaisiin kehittd4 nykyistd BaktEVi-tutkimusta siten, etta sen
avulla voisi léytda A. schaaliin  virtsanaytteestda =~ ABA-viljelyn avulla.
Erikoistutkimuksen kehittdminen olisi tarke&d& siksi, ettd A. schaalii bakteeri
I0ydettdisiin ja tunnistettaisiin mahdollisimman varhaisessa vaiheessa, ennen kuin

bakteeri aiheuttaa elimistdssé vakavampaa infektiota.

10 Luotettavuus ja eettisyys

Tutkimuksen kokonaisluotettavuuden muodostavat reliaabelius ja validius. Tehty
tutkimus on hyvad, kun valittu otos edustaa perusjoukkoa ja mittaamisessa on
mahdollisimman vé&hdn mittausvirheitd. Tutkimuksen reliabiliteetti arvioi tulosten
pysyvyyttd mittauksesta toiseen eli tutkimuksen kykyd antaa ei-sattumanvaraisia
tuloksia. Tutkimuksen validiteetti on tutkimuksen kyky mitata sitd, mit& tutkimuksessa
on ollut tarkoitus mitata. Eettisyyden ndkdkulmasta hyva tutkimus noudattaa aina hyvéa
tieteellistéd kaytantoa. (Vilkka 2007, 90-152.)

10.1 Reliabiliteetti ja validiteetti

Reliabiliteetti arvioi tulosten pysyvyyttd mittauksesta toiseen eli toistettavuutta.
Tutkimuksen reliabiliteetissa tarkastellaan aina mittaukseen liittyvia asioita ja
tutkimuksen toteutuksen tarkkuutta. Reliabiliteetin arvioinnin kohteena ovat esimerkiksi
otoskoko ja laatu, kuinka huolellisesti havaintoyksikkdjen kaikkia muuttujia koskevat
tiedot syotetty sekd tutkimuksen mittausvirheet. (Vilkka 2007, 149.)

Laboratoriossa suoritettavassa tutkimuksessa noudatettiin vakioituja ja aseptisia
tyoskentelytapoja  sek&  Mikkelin  Kliinisen ~ mikrobiologian  laboratorion
ty6turvallisuusohjeita. Tutkimuksen eri tyovaiheet suoritettiin Islabin tydohjeiden
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mukaisesti. Vakioidut ja aseptiset tyoskentelytavat takasivat tyon luotettavuuden eli
tutkimuksen eri vaiheet suoritettiin huolellisesti ja tarkasti. Tutkittavat bakteerikannat
olivat aikaisempien tutkimustulosten perusteella varmistettu A. schaalii -bakteeriksi.
Liséksi mikrobiologian laboratorionhoitajat olivat puhdistaneet bakteerikannat valmiiksi
tutkimusta varten. A. schaalii -bakteerin tunnistuksessa oli asiantuntija-apuna
mikrobiologi, mikrobiologian ylilddkéari sekd mikrobiologian laboratorionhoitajat.

Tutkimusaineiston keradminen tutkimuksessa suoritettiin myos erittain huolellisesti.

Tutkimuksen validiteetti on hyva silloin, kun tutkija ei ole mennyt esimerkiksi
kasitteiden tasolla vikaan ja systemaattiset virheet puuttuvat. Tutkimuksen validiteettia
voidaan arvioida tutkimuspaivékirjan avulla. Tutkimuspéivakirjaan kirjataan tehdyt
ratkaisut ja niiden perustelut. (Vilkka 2007, 153.)

Tutkimus suunniteltiin huolellisesti ja esitutkimus tehtiin ennen varsinaista tutkimusta.
Esitutkimuksen avulla testattiin tutkimussuunnitelman toimivuus ja perehdyttiin eri
ty6vaiheiden tekniseen suoritukseen. Esitutkimuksella pyrittiin selvittdmaan myos
odottamattomia virhetekijoitd, jotka voitiin poistaa varsinaisesta tutkimuksesta.
Tutkimuksessa konsultoimme tarvittaessa Mikkelin kliinisen mikrobiologian yliladkéaria
sekd mikrobiologia. Tutkimuksen suorituksen aikana pidettiin tutkimuspéivékirjaa.
Opinnaytety6téd Kirjoitettaessa kéytettiin mahdollisimman uusia ja luotettavia lahteita.
Lahteind on kéytetty ensisijaisesti alkuperéislahteita.

10.2 Eettisyys

Tutkimuksessa tulee noudattaa hyvaa tieteellistd kaytantod, mikéa tarkoittaa esimerkiksi
yleista huolellisuutta, tarkkuutta ja rehellisyytta tutkimustyossé seka eettisesti kestévien
tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmien kaytt6d. Omassa tutkimuksessa
tehdyista valinnoista ja niihin liittyvista perusteluista on vastuussa tutkija. Tutkijan
vastuulla on myds minimoida tutkimuksen haitat ja suhteessa niihin maksimoida
hyodyt. Tutkimusetiikan lisdksi tutkijan taytyy noudattaa voimassa olevaa
lainsaadantoa. (Vilkka 2007, 90.)
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Eettisyys tutkimuksessa nédkyy siten, ettd tutkimus on suoritettu huolellisesti ja
tutkimuksesta saadut tulokset on esitetty rehellisesti. Tutkittavat A. schaalii -
bakteerikannat oli I0ydetty potilasnéytteistd. Tdméan takia nimesimme tutkittavat kannat
jarjestyksessa 1. numerosta eteenpain. T&ma tehtiin siita syysta, ettei ulkopuoliset pysty
jaljittaméan A. schaalii -bakteerikantoja potilaisiin. Tutkimuksessa noudatettiin myods

salassapitovelvollisuutta.
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API-Coryne-reaktiot

NIT PYZ PyrA PAL BGUR BGAL oGLU BNAG ESC URE GEL
PV215 - + - - - - + - + - -
S-21528 - - - - - - + - - - -
S-21495 - + - - - - + - + - -
M-21846 - + - - - - + - + - -
11PV511 - - - - - - + - + - -
J-20722 - + - - - - + - + - -
BC-16602 | - - - - - - + - + - -
0% 57% 0% 0% 0% 0% 100% 0% 8% 0% 0%
0 GLU RIB XYL MAN MAL LAC SAC GLYG CAT
PV215 - + + + - + - + - -
S-21528 - + + + - + - + - -
S-21495 - + + + - + - + - -
M-21846 - + + + - + - + - -
11PV511 - - + - - + - - - -
J-20722 - + + - + - + - -
BC-16602 | - + + + - + - + - -
0% 86% 100% 8% 0% 100% 0% 8% 0% 0%
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VITEK2-analysaattorin reaktiot

dGAL dCEL SAC BGALi MTE PHOS LeuA TyrA ARB

PV215 - - + - + - + + -
5-21528 - - - - - - + - -
S-21495 - - + - + - + + -
M-21846 - - + - + - + + -
11PV511 - - - - + - + + -
J-20722 - - + - + - + + -
BC-16602 - - + - + - + + -

0% 0% 71% 0% 86 % 0% 100% 86% 0%

AARA  ESC IARA  ELLM APPA NAG AGALi BdFUC dRIB2

PV215 - - () + - - - - +

5-21528 | - - - - - - - -

5-21495 | - - + ; - ;

M-21846 + -

11PV511 - - -

1-20722 | - - - (+) - - -

+ + + o+ 4+
1
1
1
1
+ + 4+ + 4+ o+

BC-16602 | - - + ) - - -

14%
14% 0% 42% 86 % (29%) 0% 0% 0% 100 %

PheA dGLU BGLUi BMAN BNAGI OPS ProA dMNE URE

PV215 (-) + - - - - + - -
S-21528 (-) + - - - - + - -
S-21495 + - - - - - + - -
M-21846 + + - - - - + + -
11PV511 (-) + - - - - + - -
J-20722 + + - - - - + - -
BC-16602 + (-) - - - - + - -

57% 71% 0% 0% 0% 0% 100% 14% 0%
ARG AMANi AARAF PyrA Dmal BGURi PVATE AIFUC  Dxyl

PV215 - - - + + - - - -
S-21528 - - - + - - - - -
S-21495 - - - + + - - -

M-21846 - - + + + - - -

11PV511 - - - + + - - - -
J-20722 - - - + + - - - +
BC-16602 - - - + + - - - +

0% 0% 14% 100 % 86 % 0% 0% 0% 57 %
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Islabin potilasohje virtsandytteenottoon

ITA-SUOMEN LABORATORIOKESKUKSEN POTILASOHJE
LIKELAITOSKUNTAYHTYMA
15.6.2012 1

Potilasohje kotona annettavaa virtsan perustutkimusta varten

Luotettavan tuloksen saaminen virtsandytteesté edellyttaa asianmukaista valmistautumista,
huolellista néytteenottoa ja oikeaa ndytteen sailytystd. Aamuvirtsa soveltuu parhaiten virtsateiden
sairauksien perusnaytteeksi. Oireita aiheuttavaa virtsatietulehdusta voidaan tutkia myos
paivaaikaisesta naytteesta.

Valmistautuminen

- Ennen naytteenottoa valta kovaa fyysista rasitusta ja syémisté ja juomista yon aikana.

—  Virtsan on oltava rakossa vahintaan 4 tuntia ennen naytteenottoa. Jos kéyt yolla wc:ssé, ota
nayte aamulla vasta sitten, kun edellisesta virtsaamisesta on kulunut 4 tuntia.

Néytteenottovilineet

—  Purkki, jonka kannen suojateipin alla on néyteneula ndyteputkea varten.
—  Nayteputket (1-3 kpl), jotka sisaltavat sailontaainetta ja tyhjion.

— Huom! Niyteputken korkkia ei saa avata!

Virtsandytteen antaminen
Pese kadet huolellisesti. Tee alapesu késisuihkua kayttden lampimalla vedella.
Saippuaa ei saa kayttaa. Kuivaa WC-paperilla. Avaa purkin kansi kiertamalla.

Naiset:
Pida hapyhuulia erilldén ja laske véhan virtsaa ensin WC-pyttyyn.
Vie purkki virtsaamista keskeyttamatta virtsasuihkun alle ja tayté 2/3 purkillista.

Miehet:

Pida esinahka taaksepain vedettyna ja laske vahan virtsaa ensin WC-pyttyyn.
Vie purkki virtsaamista keskeyttamatta virtsasuihkun alle ja tayta 2/3 purkillista.

Virtsandytteen siirto putkeen

—  Sulje purkin kansi tiukasti. Aseta purkki tukevalle alustalle.

- Avaa purkin kannessa oleva suojateippi, jolloin ndyteneula paljastuu

— Paina nayteputki korkki edell& nayteneulaan ja pidé siind kunnes putki on taynna.

—  Kun putki on taynna, poista se nayteneulasta

- Sekoita putkea kaantamalla ylosalaisin 8-10 kertaa.

- Téayta kaikki nayteputket samalla tavalla

- Kiinnita nimitarrat nayteputkiin pitkittain.

- Tuo nayteputket laboratorioon huoneenldmméssa mahdollisimman pian.
- Havita purkki kodin sekajatteissé.

Palauta timi ohje niytteen mukana ja tdydennd tiedot:

Henkilétunnus

Virtsandytteenottoaika / - klo.

Edellisesté vir i on kul tuntia

Tutkimuksiin tai tuloksiin liittyviin kysymyksiin vastaa oma laakérinne tai hoitajanne.
Laboratorio vastaa néytteenottoon liittyviin kysymyksiin.

Oman hoitajan/lagkarin
yhteystiedot

Laboratorion yhteystiedot




