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Staphylococcus aureus kuuluu ihon normaaliflooraan, mutta on myés merkittava taudin-
aiheuttaja ihmisell&. Viime vuosina bakteerien mikrobil&dakeresistenssi on kasvanut mer-
kittdvasti kaikkialla maailmassa. Suurella osalla S.aureus-kantoja on kehittynyt vastus-
tuskyky penisilliiniryhmén antibiootteja kohtaan. Terveydenhuollossa haasteen on kehit-
tanyt erityisesti metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus eli MRSA. MRSA-tartunnat
ovat lisddntyneet viime vuosien aikana nopeasti. Leviamisen estdmiseksi mahdolliset in-
fektiotapaukset ja oireettomat MRSA-kantajat on tarkea havaita nopeasti.

Opinnaytetyon aiheena on S.aureus-bakteerikantojen kefoksitiinikiekkoherkkyysmééri-
tyksen verifiointi. Kefoksitiinikiekkoherkkyysmaaritys on EUCAST:n standardien mu-
kainen herkkyysmenetelma, jota tulisi kayttaa S.aureus-kantojen tunnistamisessa. Opin-
naytetyon toimeksiantaja on Fimlab Laboratoriot Oy:n kliinisen mikrobiologian vastuu-
alue. Tarkoituksena on vertailla kefoksitiini- ja oksasilliinikiekkomenetelmad, oksasil-
liini-E-testia ja kefoksitiinimaljaa (MRSA-malja). Opinndytetyon tavoitteena on tuottaa
tietoa Fimlab Laboratoriot Oy:lle ja selvittaa riittaako pelkké kefoksitiinikiekkoherkkyys-
maadritys S.aureus-kantojen diagnostiikassa.

Opinnaytety6 suoritettiin kvantitatiivisena kokeellisena tutkimuksena. Tutkimusta varten
analysoitavaksi varattiin 50 potilasnéytettd. Jokainen néyte tutkittiin neljalla eri herkkyys-
menetelmalld. Naytteistd 26 kappaletta oli MRSA-positiivisia. Tuloksia ké&siteltiin Mic-
rosoft Excel-taulukkolaskentaohjelmalla. Vertailuparista kefoksitiini- ja oksasilliinikiek-
koherkkyys tuotettiin hajontakaavio ja laskettiin korrelaatio. Mitattuja kiekkoherkkyys-
tuloksia verrattiin MRSA-maljan tuloksiin.

Tulosten perusteella kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetelma toimii S.aureuksen ja
MRSA:n diagnostiikassa herkemmin kuin aiemmin k&ytdssa ollut oksasilliinimenetelma.
Kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetelmén tulokset ovat yhtenevia MRSA-maljan tuloksen
kanssa.

Asiasanat: Staphylococcus aureus, MRSA, kefoksitiini, verifiointi, kiekkoherkkyysme-
netelmé



ABSTRACT

Tampereen ammattikorkeakoulu
Tampere University of Applied Sciences
Degree Programme in Biomedical Laboratory Science

IKALAINEN, HEIDI & SAASKO, JONNA:
Verification of S.aureus Strains Using the Cefoxitin Disc Diffusion Method

Bachelor's thesis 47 pages, appendices 3 pages
August 2016

Antimicrobial susceptibility tests are used to determine the antimicrobial resistance of
bacteria. Identifying Staphycoccus aureus and methicillin resistant Staphycoccus aureus
(MRSA) can be done using the disc diffusion method. Using the disc diffusion method is
simple and affordable. Due to the increasing amounts of MRSA-infections, Pirkanmaa
Hospital District has been using a combination of three different susceptibility methods
for detecting MRSA.

The purpose of this study was to examine if Fimlab Medical Laboratories Ltd could
switch from their current detection method to the cefoxitin disc diffusion method. This
method is in accordance with the standards set by EUCAST. Existing methods were com-
pared to the cefoxitin disc diffusion method. This study was quantitative and experimental
method was employed.

The sample of the study consisted of 50 patient specimens. These patient specimens were
selected by Fimlab Medical Laboratories Ltd in year 2015. The research experiments
were conducted in the Laboratory of Microbiology of Fimlab Medical Laboratories Ltd
during one week. The results were analysed with statistical software.

The results of the experimental section indicate that the cefoxitin disc diffusion method
is sufficient on its own for detecting MRSA. Additionally, the results of the cefoxitin disc
diffusion method are easier to read than those of the previous methods. The results indi-
cate that Fimlab Laboratories Ltd could transition from their current method to the stand-
ardized cefoxitin disc diffusion method.

Key words: Staphylococcus aureus, MRSA, cefoxitin, verification, disc diffusion
method
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1 JOHDANTO

Staphylococcus aureus on yksi merkittavimpié taudinaiheuttajia ihmisilla. Se aiheuttaa
monia erilaisia infektioita niin terveille kuin sairaalapotilaillekin. Hankaluuksia tervey-
denhuollossa aiheuttaa metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus, eli MRSA. MRSA
ei ole vaarallisempi taudinaiheuttajana kuin tavallinen S.aureuksen aiheuttama infektio,
ongelmana on bakteerin mikrobilaakeresistenssi. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen
2010, 83, 90.) 2010-luvun alussa Pirkanmaalla MRSA-tartuntoja on ollut jopa kymmen-
kertainen maard muuhun Suomeen verrattuna. Vuonna 2011 kaikista MRSA-bakteremi-
oista Suomessa 52 % sai alkunsa Pirkanmaalta. (Huttunen & Timonen 2012.)

Herkkyysmaéaritysten tavoitteena on arvioida, onko tutkittavalla antimikrobilaakkeella
saavutettavissa hyvé hoitovaste tutkittavan mikrobin aiheuttaman infektion hoidossa. Jo-
kaisen mikrobilajin herkkyysmaéaritykseen valitaan tietty ryhma laakeaineita, joita suosi-
tellaan kéytettavaksi kyseisessa infektiossa. (Katila 2004, 357.) Kiekkoherkkyysmene-
telma on yleisimmin kaytetty, yksinkertaisin ja edullisin herkkyysmaéritystapa. Menetel-
massé bakteerikantaa levitetdén elatusainemaljalle, jolle asetetaan eri la&kkeitd sisaltavia
kiekkoja. Bakteeri alkaa kasvaa ja samanaikaisesti ladke diffundoitua kiekosta elatusai-
neeseen. Kiekon ympérille syntyy estorengas, jonka halkaisija on sitd suurempi mité her-

kempi bakteerikanta on kyseiselle ladkkeelle. (Carlson & Koskela 2011.)

Opinnaytetyon aihe saatiin kevaalla 2015. Aihe on tydeldmalahtdinen ja sen toimeksian-
taja on Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikké. Opinnaytetyésuunnitelma teh-
tiin toukokuussa 2015, ja virallinen lupa tyélle mydnnettiin elokuussa 2015. Opinnayte-
tyon aloittamishetkelld Fimlabin mikrobiologian laboratorio kéytti stafylokokkien herk-
kyysmaarityksissd ja MRSA:n seulonnassa oksasilliinikiekkoa ja kefoksitiinimaljaa, eli
MRSA-maljaa. Kahden eri antibiootin ja maaritysmenetelmén kayttoon oli paadytty la-

hinnd MRSA-tartuntojen maarén takia.

EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) on kolmen
jarjeston muodostama komitea, jonka yhtend paatehtdvana on yhdistéé antibioottiherk-
kyysrajoja eri Euroopan maiden kesken (EUCAST). Aiemmin Suomessa toimittiin
FiRe:n (Finnish study group for antimicrobial resistance eli Suomalainen mikrobiladke-

resistenssin tutkimusryhma@) standardin mukaan, mutta EUCAST-standardiin siirryttiin
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vuonna 2011. EUCASTIn standardin mukaan kefoksitiini on suositeltavin antibiootti
kiekkotestaukseen, sill& se on herkka ja spesifinen mecA-vélitteisen metisilliiniresistens-
sin havaitsemiseen. Né&in ollen oksasilliinin kaytosta tulisi luopua kiekkotestauksessa.

Taman opinndytetyon kokeellisessa osuudessa méaéritetddn rinnakkain bakteerikantojen
herkkyyttd kefoksitiini- ja oksasilliinikiekoilla, oksasilliini-E-testilla ja kefoksitiinimal-
jalla. Tarkoituksena on verifioida kefoksitiinikiekon k&ytto, eli osoittaa sen toimivuus
Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian laboratoriossa. Tutkimusmateriaaliksi valikoi-
tui 50 kliinisista naytteista eristettyd bakteerikantaa. Valitut kannat seka niiden maara tu-
livat suoraan toimeksiantajalta. Naytteiden mééara on riittdva, jotta tutkimuksen luotetta-
vuutta ja toimivuutta voidaan arvioida. Opinnéytetyon tulosten perusteella Fimlab Labo-
ratoriot Oy arvioi, onko kefoksitiinikiekon kayttdminen yksinaan riittdva S.aureuksen

herkkyysmaarityksessa.

Opinndytetyon raporttiosuus selvittad Staphylococcus aureuksen sekd metisilliiniresis-
tentin Staphylococcus aureuksen keskeisimpia ominaisuuksia ja rakenteita. Laborato-
riodiagnostiikassa kaydaan lapi S.aureuksen erotusdiagnostiikkaa muista Staphylococ-
cus-bakteereista. Erés tarkeé osa laboratoriodiagnostiikkaa on myds metisilliiniresistens-
sin Ioytyminen. Avaamme raporttiosuudessa tyollemme merkitykselliset mikrobilaakkeet
B-laktaamit. Opinndytetydssa raportoidaan kokeellinen osuus, aineiston analysointi seka

tulokset.



2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS JA MRSA

Stafylokokit kuuluvat ihon normaaliflooraan, mutta taudinaiheuttajina ne saavat aikaan
ihoinfektioita, leikkaus- ja haavainfektioita sekd sepsiksia. Potilasndytteita tutkittaessa
stafylokokkien merkitysté voi olla joskus vaikea arvioida, silld normaaliflooraan kuulu-
vana niitd 10ytyy muun muassa kainaloiden alueelta, nenén ja sukupuolielinten limakal-
voilta ja korvakaytavistd. (Jonsson & Karhumaki 2005, 143.)

Nykypaivéana antibioottihoitojen ollessa yleisig, bakteerit kehittdvat helposti mikrobilaa-
keresistenssid. Ndin ollen sairaalamaailmassa yksi merkittadvimmisté stafylokokeista on

paljon sairaalainfektioita aiheuttava metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus.

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on muista stafylokokeista poiketen koagulaasipositiivinen stafy-
lokokki. S.aureus on térke& taudinaiheuttaja niin terveilla ihmisilla kuin vaikeasti sai-
railla. Ihminen voi muiden stafylokokkien tavoin kantaa S.aureusta aika ajoin nendsséan,
iholla ja toisinaan eméttimen tai perasuolen alueella. Bakteeri leviaa iholle tai limakal-
voille kosketus- tai aerosolitartuntana. Bakteerin nimi juontuu pesakkeiden keltaisesta
varistd. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2003, 98-99.) S.aureus tuottaa karotenoi-
dipigmenttid nimeltddn staphyloxanthin, joka muodostaa vérin pesakkeisiin (Levinson
2014, 111). Varia ei kuitenkaan voida yksindan kayttaa tunnistuskriteering, silla varitys
voi puuttua ja muutkin stafylokokit voivat muodostaa keltaisia pesakkeitd. (MVuopio-Var-
kila, Kuusela & Kotilainen 2003, 98-99.) S. aureuksen tarkempaa erotusdiagnostiikkaa
kasitelld&n luvussa 3.

Merkittavimpia S. aureuksen ominaisuuksia on sen resistenssi penisilliiniryhmén antibi-
oottivalmisteita kohtaan. Suurin osa S.aureus-kannoista pystyy tuottamaan [-lakta-
maasia, joka hajottaa penisilliinid. Ensimmaiset havainnot penisilliiniresistenssista tehtiin
1940-luvun alkupuolella, pian sen jalkeen, kun penisilliini oli otettu kliiniseen kayttoon.
Bakteerin resistenssi metisilliinia sekd muita 3-laktaameja (stafylokokkipenisilliinit) koh-

taan 16ydettiin piakkoin metisilliinin k&yttéonoton jalkeen Britanniassa. (Peacock 2006,
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77.) EUCASTIn tulkinnallisten sadntdjen mukaan S.aureus on resistentti kaikille p-lak-

taameille, mikéli se on resistentti oksasilliinille tai kefoksitiinille.

2.2 Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA)

Bakteerien resistenssi mikrobilddkkeille on viime vuosien aikana kasvanut merkittavasti
kaikkialla maailmassa. Etenkin sairaalapotilaiden kohdalla moniresistentit bakteerit ovat
lisddntyneet huolestuttavan paljon. Metisilliiniresistentteja Staphylococcus aureus- kan-
toja tavattiin maailmalla ensimmaistd kertaa 1960-luvulla. Alkuun tartunnat havaittiin
sairaaloissa, mutta myéhemmin 1990-luvulla MRSA-kantoja alkoi esiintyd myds avohoi-
dossa. MRSA-tartunnat ovat lisdantyneet monissa maissa viimeisimpien vuosien aikana
nopeasti. Suomessa MRSA-tartuntojen mééra on kasvanut merkittavasti viimeisen kym-
menen vuoden aikana. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kaotilainen 2003, 102; Jonsson &
Karhuméki 2005, 145.)

Pirkanmaan alueella MRSA-ilmaantuvuus on suurinta koko Suomessa. Pirkanmaalla
MRSA-tartuntojen maara oli korkeimmillaan vuonna 2011. Levidmisen ehkadisemiseksi
otettiin kayttoon kattava MRSA-seulonta, jossa hyddynnettiin uusia PCR-menetelmia.
Liséksi henkilokuntaa koulutettiin myos erityisesti parempaan kasihygieniaan. (Huttunen
& Timonen 2012.) Vuonna 2015 Pirkanmaan sairaanhoitopiirin alueella todettiin 20 pro-
senttia vdhemméan uusia MRSA-tartuntoja kuin vuonna 2014. MRSA:n ilmaantuvuus
laski aiempiin vuosiin verrattuna. Merkittavin lasku uusien MRSA-tapausten maarassa
on Tampereen yliopistollisen sairaalan lisaksi Tampereen kaupungin hoitoyksikoissa, lu-
kuun ottamatta Hatanpédan sairaalaa. MRSA-verenmyrkytysten ilmaantuvuus laski Pir-
kanmaalla vuonna 2015 maan keskitasolle ensimmaistd kertaa vuosikymmeneen. (Pir-

kanmaan sairaanhoitopiiri 2015, 32-35.)

MRSA-tartuntojen levidmisen estdmiseksi mahdolliset MRSA-infektiotapaukset ja oi-
reettomat kantajat on tarkeé havaita nopeasti. Erityisesti ulkomailla sairaalahoidossa ol-
leet potilaat voivat kuulua riskiluokkaan. Keski- ja Etel&-Euroopan, Aasian ja Lahi-idan
sairaaloissa MRSA-tapauksia on paljon. Ulkomailla matkustaneiden lisdksi MRSA-néyt-
teitd on suositeltavaa ottaa potilailta, joilla on aikaisemmin 16ytynyt MRSA. Useat sai-

raalajaksot ja antibioottikuurit altistavat tartunnan saamiselle. Potilaat, joilla todetaan
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MRSA-positiivisuus, pidetddn kosketuseristyksessd, kunnes heidét voidaan todeta nega-
tiivisiksi MRSA:n suhteen. Potilaalle kerrotaan, mik& hdnen sairastamansa tauti on,
kuinka se tarttuu ja miksi hdnet on eristetty. Levidmisen estdmisessa oikeanlainen ohjaus
on erityisen tarkeaa seka hyvalla kasihygienialla on keskeinen rooli. Potilaalla on oikeus
lilkkua ja hanelld saa kdydéa vierailijoita. Vierailijoille kerrotaan tartunnasta ja siit,
kuinka heidan tulee suojautua, jotta bakteeri ei levidisi eteenpéin. (Kurki & Pammo 2010,
14-15, 19, 23-24.)

Kolonisaatio eli MRSA-kantajuus tarkoittaa, ettd henkild kantaa kyseisté bakteeria esi-
merkiksi ihollaan, mutta bakteeri ei ole aiheuttanut kantajalleen infektiota. Kantajaksi to-
teaminen vaatii, ettd henkil6lta on 16ydetty MRSA-bakteeri kahdesta viikon vélein ote-
tusta naytteestd. Sairaaloissa ja terveydenhuollossa tydskentelevat voivat olla myods kan-
tajia bakteerille. Yleensé henkilokunnan kolonisaatio on lyhytaikaista, mutta on mahdol-
lista, ettd tyontekija ja& pitk&aikaiskantajaksi. Altistavia tekijoita pitkaaikaiselle kanta-
juudelle ovat ihosairaudet, kuten esimerkiksi atooppinen iho. (Kurki & Pammo 2010, 15,
25.)

2.3 Staphylococcus aureuksen ja MRSA:n rakenne

Grampositiivisen S. aureuksen soluseindn rakentavat peptidoglykaani ja teikkohapot
(Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2003, 99). Peptidoglykaanikerros ympéroi bak-
teerisolun, grampositiivisilla bakteereilla peptidoglykaanikerroksia on jopa useita kym-
menié paallekkain. Stafylokokin peptidoglykaanikerrokselle on ominaista viiden glysii-
niyksikén muodostamat sillat. Glysiinisillan voi hajottaa lysostafiini-niminen entsyymi,
mika lopulta johtaa bakteerisolun lyysiin eli hajoamiseen. Tasta syysta peptidoglykaanin
synteesid estdvat antibiootit ovat tehokkaita stafylokokkibakteereja vastaan. (Vaara,
Skurnik & Sarvas 2003, 59, 61-62; Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2010.) Estaak-
seen peptidoglykaanikerroksen hajoamisen, bakteeri suojaa itsensd elimiston immuu-
nijarjestelmaltd joko kapselilla tai bakteerin pinnalla olevilla valkuaisilla. S.aureus-kan-
tojen polysakkaridikapselit voidaan jakaa 11 erilaiseen serotyyppiin, joista yleisimmat
ovat tyypit 5 ja 8. Kapselin avulla bakteeri tekee itsensad vastustuskykyiseksi fagosytoo-
sille. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2010.)
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Teikkohappojen sivuhaarat, jotka koostuvat erilaisista sokereista tai D-aminohapoista,
méérittelevat bakteerien antigeenisen spesifisyyden. Happamuutensa ansiosta teikkoha-
pot huolehtivat solun mikroympériston ionitasapainosta. Happamuus auttaa bakteeria
myos pitdmalla fagosyytit loitolla. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2003, 59, 61-62.) S.aureuk-
sella teikkohappoja 16ytyy kahta eri tyyppié: seinaméateikkohappoa ja solukalvoon Kiin-
nittynytta lipoteikkohappoa (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kaotilainen 2010). Lipoteikko-
hapon perustama rakenne voi antaa bakteerille suojaa antimikrobisia ladkkeit& vastaan.
Vaikka lipoteikkohapon tarkka rooli on viela osin tuntematon, se on tarke& osa grampo-
sitiivisen bakteerin soluseinaméé. (Pecy & Grindling 2014.) Stafylokokkiserologiassa
hyddynnetéén vasta-aineita, joita elimistd muodostaa teikkohappoja kohtaan etenkin sy-
vissé S.aureus-infektioissa (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2010).

S.aureus kiinnittyy elimistdn solujen ja rakenteiden pintaan useilla eri adhesiineilla, jotka
sijaitsevat bakteerisolun pinnalla. Ndma adhesiinit ovat pintaproteiineja kiinnittynein& so-
luseindman peptidoglykaaniin kovalenttisen sidoksen avulla. Adhesiineja voidaan kutsua
myo6s nimella MSCRAMM (microbial surface component reacting with adherence matrix
molecules). Yksi S.areuksen tarkeimmista ja parhaiten tutkituista adhesiineista on prote-
Iini A, joka sitoutuu immunoglobuliinien Fc-osaan. Proteiini A:n avulla bakteeri estéa
spesifisten vasta-aineiden padsya kohteeseen sitomalla ne pintaansa vaarin pdin. Siten
kyseinen adhesiini suojaa bakteerin rakenteita elimiston aiheuttamilta puolustusreak-
tioilta. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2010.)

S.aureukselta 10ytyy superantigeeneja, toiselta nimeltddn eksotoksiineja. Eksotoksiinit
kiinnityvat T-solun reseptoriin, joka aiheuttaa T-solujen aktivaation. Tunnetuin S.aureuk-
sen eksotoksiini on TSST-1 (toxic shock syndrome toxin). Nimensd mukaisesesti TSST-
1 aiheuttaa toksista sokkioireyhtymad. Oireyhtyman voi aiheuttaa mik& tahansa S.aureuk-
sen aiheuttama infektio, mutta yleensa se on seurausta eméattimen kolonisaatiosta liittyen
tamponin kayttoon. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 86, 88-89.)

MRSA:n metisilliiniresistenssi on perdisin kannan mecA- tai mecC-geenin koodaamasta
yliméaaraisesta muuntuneesta penisilliinid sitovasta proteiinista (penicillin-binding pro-
tein, PBP2a). Se muodostuu bakteerin soluseindmaan, ja p-laktaamit sitoutuvat siihen hy-
vin heikosti. S.aureuksella on yhteensa neljé erilaista PBP:a. MRSA:n muuntunut PBP2a

on kykenevéa kayttamaan kaikkien ndiden neljan ominaisuuksia haastaessaan p-laktaami-
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antibiootteja. MRSA on resistentti kaikille penisilliineille, karbapeneemeille ja kefa-
losporiineille. MRSA-kannat voivat hankkia resistenssitekijoita myos muita mikrobil&ék-
keitd kohtaan. Tutkimusten myota ladketeollisuus on onnistunut kehittdmaan muutamia
uuden sukupolven kefalosporiineja, jotka soveltuvat MRSA:n hoitamiseen. (Fuda, Suvo-
ros, Vakulenko & Mobashery 2004; Jalava 2016, 15.; Peacock, 77; Vuopio-Varkila, 102.)
Uusille antibiooteille on akuutti tarve. On kulunut pitka aika siit4, kun uuden toiminta-
mekanismin antibiootti on tullut markkinoille. Uusien ld&kkeiden toimintakyky tulisi séi-
Iyttdd mahdollisimman pitk&éan. (Dobric 2014, 14-15.)
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3 STAPHYLOCOCCUS AUREUKSEN LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

Bakteerien laboratoriodiagnostiikan térked lahtokohta on oikeaoppinen naytteenotto.
Mikrobiologisessa naytteenotossa huolellisuus, oikea ajoitus ja kontaminaation valttami-
nen ovat avainasioita diagnostiikan kannalta. Mikrobiologian laboratoriossa diagnos-
tilkka aloitetaan bakteerin tunnistamisesta, jossa selvitetddn aluksi kyseessé oleva infek-
tionaiheuttaja. Bakteerista tehdaan jatkotunnistuksia tarkempaa selvittelya varten, esi-

merkiksi mikrobiladkeherkkyyden tunnistamiseksi.

3.1 Naytteenotto ja viljely

Mikrobiologinen ndyte tulee ottaa niin, ettd infektiokohteesta saadaan edustava otos. In-
fektiokohde on paikka, jossa taudinaiheuttaja esiintyy. Néyte tulee ottaa ennen mikrobi-
la&kehoidon alkamista. Pienikin m&aré antibakteerista valmistetta voi estéé taudinaiheut-
tajan l6ytamisen. Vakavissa infektioissa mahdollinen mikrobildakehoito ei ole este nayt-
teenottamiselle. (Katila 2004, 343; Tykslab 2010.) Naytteet tulee toimittaa laboratorioon
mahdollisimman pian siten, ettd mikrobien méaara ei nouse tai laske kuljetuksen aikana.
Liian pitka sailytys tai kuljetus saattaa lisatd normaaliflooran mikrobeja ja néin vaikeuttaa
taudinaiheuttajan maarittamista naytteestd. Samoin itse taudinaiheuttajat voivat tuhoutua
lilan pitk&n séilytyksen tai kuljetuksen vuoksi. Jos ndytettd ei pystytd lahettdméan heti,
séilytysohjeet tulee tarkistaa laboratorion ohjeista. (Katila 2004, 344; Saros 2005, 177.)

Bakteeriviljelyndytteissé esiintyy usein monia erilaisia bakteerikantoja, joiden erottele-
miseksi tarvitaan puhdasviljelyd. Puhdasviljelyn periaatteena on saada yksittdinen bak-
teerisolu erilleen toisista hajotusmenetelmalld. Hajotusviljelyssa (kuva 1) tutkittavaa bak-
teeria levitetddn aluksi 1/3 - 1/2 elatusainemaljan pinnasta, jonka jélkeen tehdaan vilje-
lysauvalla ensimmadinen hajotus. Nayte levitetddn asteittain koko maljalle ja viimeiselle
hajotusalueelle tehddan niin sanottu héntd, jotta yksittdiset bakteerit saadaan irralleen.
Bakteerit lisd&ntyvét nopeasti ja useimmat patogeeniset bakteerit kasvavat parhaiten +35
°C:n lampdtilassa. Jokainen muodostuva pesake on lahtodisin yhdesta bakteerisolusta. (Sa-
ros 2005, 202; Carlson & Koskela 2011.)
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KUVA 1. Hajotusviljelmé (Kuva: Heidi Ikaldinen & Jonna Saéasko 2016)

MRSA-ndyte otetaan yleensa nenasté, nielusta ja mahdollisista infektioalueista, esimer-
kiksi haavoista. Nayte voidaan ottaa vastasyntyneeltd myds navasta. Kantajilta otetaan
lisaksi seurantandytteet paikasta, josta MRSA:ta on aikaisemmin I6ytynyt (Tuokko, Rau-
tajoki & Lehto 2008, 97). Pirkanmaalla MRSA-néaytteet otetaan molemmista sieraimista
nukkatikulla sentin syvyydeltd pyoréayttden. Nayte irrotetaan tikusta pyorittelemalla sita
Copanin eMRSA Broth -viljelyputken nesteessa. Samaan putkeen otetaan nayte nieluri-
soista ja takanielusta. Naytteet muista infektioporteista otetaan kaikki samaan putkeen.
(Fimlab Laboratoriot Oy 2016c.) Viljelyputket laitetaan suoraan inkuboitumaan niiden
saapuessa laboratorioon (Hirvonen 2016). Kanta-Hameessa ja Keski-Suomessa MRSA-
naytteenotossa on kaytdssa kuljetusgeeliputki tai juoksevassa muodossa oleville néyt-

teille steriili korkillinen astia (Fimlab Laboratoriot Oy 2016c).

3.2 Staphylococcus aureuksen tunnistaminen

S. aureus on helposti ja yksinkertaisesti tunnistettavissa. Se on ainoa stafylokokkilaji,
joka on koagulaasipositiivinen, miké tarkoittaa, etta bakteeri kasvaessaan hyydyttaa plas-
maa. Mikroskoopissa se esiintyy stafylokokeille tyypillisesti pienind ryhming, pareina tai

yksittaisind grampositiivisina kokkibakteereina. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen
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2003, 98-99.) S. aureuksen tunnistus perustuu koagulaasin ohella sen kykyyn tuottaa ka-
talaasia ja DNA:ta hajottavaa deoksiribonukleaasia (Katila 2004, 354). Stafylokokkikas-
vuston voi tunnistaa varsin luotettavasti S. aureukseksi pika-agglutinaatiotesteillg, jonka
avulla saadaan selville bakteerin koagulaasipositiivisuus. S. aureus kasvaa helposti taval-
lisilla elatusaineilla, ja se kestad kuljetusta seké jopa kuivumista hyvin. (Vuopio-Varkila,
Kuusela & Kaotilainen 2011.) Nykypaivén laboratorioissa S.aureuksen tunnistamisessa
voidaan kayttdd myos automaatiomenetelmiad. Pirkanmaalla kdytdssa on massaspektro-
metri VITEK MS MALDI-TOF. (Hirvonen 2016.) Tutkittavat molekyylit ionisoidaan
matriisiavusteisella laserdesorptioionisaattorilla, jonka jalkeen ne erotellaan toisistaan
niiden massa/varaus -suhteen perusteella lentoaika-analysaattorissa. Laite soveltuu eten-
Kin proteiinien ja peptidien tunnistamiseen. MALDI-TOF tarjoaa paljon etuja muihin tut-
kimustekniikoihin ndhden. Menetelma on teknisesti helppo, nopea ja matalakustanteinen

ja sita voidaan soveltaa myds muille mikrobilajeille ja -suvuille. (Kérpanoja 2014, 143.)

S. aureuksen pienipesdkkeisia SCV-variantteja (small colony variants) voi olla vaikea
havaita maljalla ja ne voidaan helposti tulkita kontaminanteiksi. SCV-kannoilla on mu-
taatio hengitysketjun komponenteissa, jonka vuoksi bakteeri kasvaa hitaasti, bakteeripin-
nan varaus muuttuu ja resistenssi useita antibiootteja kohtaan kasvaa. (Vuopio-Varkila,
Kuusela & Kotilainen 2011.)

3.3 MRSA:n toteaminen

EUCAST:n suosituksen perusteella MRSA todetaan testaamalla S. aureus -kannan herk-
kyys kefoksitiinille. Herkkyys voidaan testata kiekkoherkkyysmenetelmalla. EUCAST:n
menetelmaohje ei edellytd kefoksitiinilla todetun MRSA-kannan varmistamista muilla
menetelmilld, mutta siitd huolimatta MRSA:n varmistamiseksi ja luotettavuuden vuoksi
suositellaan geenimonistukseen perustuvien varmistustestien tekemista kaikille kefoksi-
tiinitestilla 10ydetyille kannoille. Geenitestien on tunnistettava mecA- ja mecC-geenit. Jos
kanta on kefoksitiiniherkkyydeltd&n alentunut, mutta jaa geenitesteissa negatiiviseksi, se
ldhetetddn THL:een (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos) varmistustestaukseen. (Jalava
2016, 16.)

MRSA:n seulontaviljelyissé suositellaan rikastusviljelyn kéytt6d, koska sen voidaan kat-

soa olevan herkin menetelmd. Pirkanmaalla ndytteet tulevat laboratorioon rikastavissa
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Copan eMRSA Broth -nestekuljetusputkissa. Kyseinen rikastusputki siséltdd nestepoh-
jaista mediumia. Mediumissa on variyhdistettd, joka vaihtaa véria keltaisesta vihredén tai
siniseen S. aureuksen kasvaessa siind. 24 tunnin inkuboinnin jalkeen putken varia tarkas-
tellaan. Mikéli putki on 24 tunnin jalkeen keltainen, se jatetdan inkuboitumaan viela toiset
24 tuntia. Jos putki on edelleen keltainen, se vastataan negatiivisesti. Vihertavéksi tai si-
nertavéaksi muuttunut putki on positiivinen ja se siirretddn jatkoviljelyyn. Kaikki positii-
visiksi muuttuneet putket viljellaén selektiiviselle kromogeeniselle MRSA-maljalle. Jos
naytteet viljelladn suoraan selektiiviselle kromogeenimaljalle, tulee kayttda pitk&a inku-
baatioaikaa (42 - 48 h) riittdvan herkkyyden saavuttamiseksi. (Hirvonen & Kaukoranta
2014; Fimlab Laboratoriot Oy 2016b; Hirvonen 2016; Jalava 2016, 17.)

MRSA kasvaa kromogeenimaljalla varillisind pesdkkeind. Malja sisaltdéd MRSA-kantoja
valikoivia antibiootteja seka variaineeseen sidottuja yhdisteitd, joita stafylokokeista vain
S.aureus kayttaa kasvaessaan. Maljan toiminta perustuu liukenevaan varitttmaén mole-
kyyliin eli kromogeeniin. Tdma on kiinnitetty spesifiseen substraattiin, joka reagoi ent-
syymiaktiivisuuteen. Kun maljalla kasvava spesifinen mikrobikanta kasvaa, se tuottaa
entsyymid, jolloin substraatti irtoaa kromogeenistd. Kromogeenin irtoaminen saa aikaan
sille tyypillisen varin ja saostuman muodostumisen. Menetelmé on erittdin spesifi ja sen
avulla bakteerikantoja voidaan erottaa toisistaan yksilollisten vérien perusteella. MRSA-
kannat kasvavat spesifisilla maljoilla vaaleanpunaisesta roosan vériseen (kuva 2). (Ran-
takokko-Jalava 2011; CHROMagar ™.) Naytteesta MRSA-maljalla kasvanut S. aureuk-
seen sopiva pesakekasvu tunnistetaan Pirkanmaalla MALDI-TOF:lla, sille tehddan herk-
kyysmaaritys ja varmistetaan mecA/mecC-geenin l&sndolo (Hirvonen 2016).
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KUVA 2. Positiivinen tulos MRSA-maljalla (Kuva: Heidi Ikéldinen & Jonna S&asko
2016)

Mec-geeni osoitetaan geenimonistusmenetelmalld eli PCR-menetelmalla (polymeraasi-
ketjureaktiomenetelmd) (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2011). Geenimonistus-
menetelmia voidaan kayttdd myos MRSA-kantojen osoittamiseen suoraan potilasnéyt-
teestd. MRSA-PCR:t kohdistuvat liitoskohtaan, jossa mecA-geenin sisaltavé geenikasetti
SCCmec yhdistyy S.aureuksen genomiin. Tamén liséksi osoitetaan usein itse mecA ja
jokin lajintunnistuksen varmistava geeni. Ndma menetelmat ovat herkempia kuin suora
viljely selektiiviselle kromogeenimaljalle ja suunnilleen yhta herkkia kuin rikastukseen
perustuvat viljelymenetelmét. Ne antavat kuitenkin myos véarié positiivisia tuloksia, silla
testi ei tunnista kaikkien MRSA-kantojen liitoskohdan signaalia. Menetelmi& voidaan siis
kayttdd MRSA-kantajuuden poissulkemisessa, mutta kaikki positiiviset |0ydokset on aina

varmistettava myos viljelylla. (Rantakokko-Jalava 2013, 162; Jalava 2016, 17.)

MRSA-kannat tyypitetddn ensisijaisesti spa-tyypitykselld. Menetelma on FINAS-akkre-
ditoitu. Tyypityksen kohteena on spa-geeni, joka koodaa S. aureuksen pinnalla sijaitsevaa
proteiini A:ta, mecA-geenid ja kohtaa, jossa mecA-geenin geenikasetti SCCmec yhdistyy
S.aureuksen genomiin. Spa-geenissé on vaihteleva mééara toistojaksoja, joiden sekvenssin
ja lukumaéran perusteella maaraytyy, mika spa-tyyppi on kyseessé. (Rantakokko-Jalava
2011; THL 2016.) Testi tulkitaan positiiviseksi, kun puhtaasta bakteeripesakkeesta saa-

daan oikea spa-signaali sek& mecA-signaali. SCCmec-signaali nousee esiin usein vasta
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PCR:n loppuvaiheessa. Pienelld ndytemaarélla timan toteaminen voi olla hankalaa. SCC-

negatiiviset kannat ilmenevét 1&hinné tietyissa spa-tyypeissé. (Rantakokko-Jalava 2011.)

3.4 Herkkyysmaaritykset

Mikrobiologian laboratorio méarittaa erilaisista kliinisista ndytteista eristettyjen patogee-
nien herkkyyden mahdollisille infektion hoidossa kaytettaville mikrobilaakkeille. Bak-
teerien todellinen herkkyys elimistdssa riippuu bakteerien maérasta ja kasvunopeudesta,
sekéd ymparistotekijoista (mérkaeritteen maara, kudoksen pH ja happiosapaine). (Carlson
& Koskela 2011.) Herkkyysmaadritysten tulee olla standardoitu sen madritysmenetelman
mukaan, jonka tulkintakriteerit ovat kéytossa. Laakemaarien, elatusainekoostumuksen,
maljan agarpaksuuden ja suositellun bakteerisuspensiovahvuuden tulee olla valitun me-
netelman mukaisia. (Katila 2004, 358.) EUCAST maéérittelee herkkyysmaéarityksien tul-
kintarajat timanhetkisten resistenssimekanismien tuntemisen mukaan. Uusin EUCAST:n

taulukko herkkyysrajoista (versio 6.0) on tullut voimaan vuoden 2016 alusta.

Herkkyysmaéarityksisséd kaytettdvd bakteerisuspensio pyritddn tekemddn saman vah-
vuiseksi kuin MacFarland 0.5 standardi. Viljelysauvalla poimitaan muutama erillinen pe-
séke koskettamalla bakteerimassaa tuoreelta viljelmalta, jonka jalkeen pesakkeet lisataan
steriiliin 0.9 % keittosuolaan. Suspension tiheyden maarittdmiseen tarvitaan hyva valais-
tus ja tumma tausta. Parhaan tuloksen saa vertaamalla standardi- ja bakteerisuspensioita
rinnakkain. Valmista suspensiota siirretddn huoneenlampadiselle ja pintakuivalle maljalle
koko pinta-alaltaan, joko dreijaamalla tai tiheilla edestakaisliikkeilla. Bakteerin siirros-
tuksen tulee tapahtua 15 minuutin kuluessa suspension valmistuksesta. Tavoitteena on
jatkuva ja tasainen kasvusto, jossa estorenkaiden reunat ovat mahdollisimman selkeité.
(Nissinen 2009.)

3.4.1 Kiekkoherkkyysmaaritys

Kiekkoherkkyysmaéaritykset ovat yleisimmin kéytettyja bakteerien herkkyysmaarityksia,

silla ne ovat oikein suoritettuna luotettavia ja teknisesti helppoja. Maljalle viljell&éan stan-

dardoitua bakteerisuspensiota, jonka jalkeen maljalle asetetaan antibioottiladkkeelld kyl-
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lastettyja pahvikiekkoja tai tabletteja (kuva 3). (Brown, Andrews, Winstanley & Mac-
Gowan 2005, 215.) Bakteerit alkavat kasvaa, ja samalla ldéke alkaa diffundoitua kiekosta
elatusaineeseen. Malja sijoitetaan lampokaappiin +35 °C:n inkuboitumaan ja tulos lue-
taan yleensd seuraavana péivana 18-24 tunnin kuluttua. Kiekkojen mikrobiladke estéa
mikrobil&ékkeille herkkien bakteerien kasvun kiekkojen lahelld. Kasvun estyminen na-
kyy kirkkaana estorenkaana kiekon ymparilla, ja timén estorenkaan halkaisija mitataan.
Mité suurempi estorenkaan halkaisija on, sitd herkempi bakteeri on kyseiselle mikrobi-

la&kkeelle. Resistentit bakteerit kasvavat lahes tai kokonaan kiinni kiekossa. (Saros 2005,
175; Carlson & Koskela 2011.)

KUVA 3. Kiekkojen asettaminen maljalle (Kuva: Heidi Ikaldinen & Jonna Sadsko 2016)

Mikrobildékkeet voidaan jakaa estorenkaan halkaisijan mukaan kolmeen eri SIR-jarjes-
telmén luokkaan: S (sensitive, herkkd), kun bakteerin herkkyys ei poikkea normaalista, |
(intermediate, alentunut herkkyys) ja R (resistant, vastustuskykyinen), kun bakteerin sie-
tokyky laékkeelle on muuttunut normaalia oleellisesti korkeammaksi. (Saros 2005, 175;
Carlson & Koskela 2011.) I-alue on S- ja R-alueen vililla, ja sen tarkein tehtdva on eh-
kaistd menetelman epatarkkuudesta johtuvien véérien R- tai S-tulkintojen syntymista
(Nissinen 2009).
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Aikaisemmin Suomessa kaytettiin FiRe:n standardia. Kaikki Suomen FiRe-laboratoriot
ovat siirtyneet kayttdimaan EUCAST-standardia vuodesta 2011 lahtien. Ennen vuotta
2011 olevia resistenssitasoja ei voi suoraan verrata nykyisiin resistensseihin standardin
vaihtumisen myota. (Jalava 2014, 8.) EUCAST suosittelee kefoksitiinia S.aureuksen
kiekkotestaukseen, koska se on erittdin herkka ja spesifinen mecA- ja mecC-geenin merk-
kiaineelle. Oksasilliinikiekkojen kaytt6d ei en&da suositella. EUCAST:n uusimmassa
Breakpoint-taulukossa oksasilliinin tulkintarajat on poistettu. (Lindholm 2013.)

3.4.2 E-testi

MIC-arvo (minimal inihibitory concentration) ilmoittaa pienimmaén bakteerin kasvun es-
tavan laékeainepitoisuuden (Rintala, E. & Saxén, H. 2011, 44). Kaytannossa pyritdan ku-
doksen l&akepitoisuuksiin, jotka ovat 2-4 kertaa suurempia kuin MIC-arvo. Harvemmin
voidaan maarittad lisaksi MBC (minimal bactericidal concentration) eli pienin tappava
pitoisuus. (Saros 2005, 175; Carlson & Koskela 2011.)

MIC-arvo méaritetadn E-testilla (Epsilon-testi). E-testi on kaupallinen ohut muovinen
liuska, jossa on valmiiksi imeytettynd tiettya ladketta gradienttina (pitoisuus muuttuu as-
teikon mukaan). Maara ilmaistaan mikrogrammoina antibioottia millilitrassa elatusai-
netta. Liuskassa on mitta-asteikko MIC-arvon lukemista varten. E-testi asetetaan elatus-
ainemaljalle, jossa on valmiina tutkittavasta bakteerikannasta valmistettua suspensiota.
Inkuboinnin jalkeen liuskan ymparilla nahddén paarynanmuotoinen bakteerikasvun esto-
vyobhyke (kuva 4). MIC-arvo luetaan suoraan mitta-asteikolta estovyohykkeen ja liuskan
leikkauspisteesta. (Carlson & Koskela 2011; Fimlab Laboratoriot Oy 2016a.) Kun laéak-
keen MIC-arvo infektion aiheuttajaa kohtaan tunnetaan, voidaan vakavissa infektioissa
saataa ladkkeen annostusta tarkemmin sopivaksi, kuin pelkdan SIR-tulkinnan perusteella.

Laékkeen farmakokineettiset ominaisuudet tulee ottaa tall6in huomioon. (FiRe 2009.)



KUVA 4. E-testin estovythyke (Kuva: Heidi Ikaldinen & Jonna S&&sko 2016)
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4 B-LAKTAAMIT

B-laktaamien bakteerilddkeryhmé& muodostuu penisilliineistd, kefalosporiineista seké
erdistd muista p-laktaamirakenteisista bakteeriladkkeista kuten karbapaneemeista. p-lak-
taamin rakenne muistuttaa bakteerin soluseinén peptidoglykaanin ristisitomisessa toimi-
vaa D-alanyyli-D-alaniinirakennetta. Taman vuoksi B-laktaamit sitoutuvat bakteerin pep-
tidoglykaanisynteesin loppuvaiheen entsyymeihin, penisilliinia sitoviin proteiineihin (pe-
nicillin binding protein, PBP). Bakteerien resistenssi voi johtua poikkeavista PBP-ent-
syymeistd, joihin B-laktaamit eivét kykene sitoutumaan tai bakteerien muodostamista -
laktaamientsyymeistd, jotka hajottavat -laktaamirenkaan. Bakteerien ulkokalvolla voi
myos olla kyky estdé ladkkeen paasy bakteerisolun sisaan. Stafylokokkien tuottama f-
laktamaasi hajottaa vain penisilliinejd, jonka vuoksi sita kutsutaankin penisillinaasiksi.
(Jarvinen, Huovinen & Vaara 2011.) MRSA:n resistenttiys -laktaameja kohtaan syntyy
PBP2a:n lasndolosta (Levinson 2014, 89).

4.1 Kefalosporiinit ja kefoksitiini

Kefalosporiinit ovat Cephalosporium-homeen erittdman antibiootin puolisynteettisia joh-
dannaisia (J&rvinen, Huovinen & Vaara 2011). Nama p-laktaamit toimivat samalla tavalla
kuin penisilliinit: ne inhiboivat peptidoglykaanin ristisidontaa. Ero penisilliineihin tulee
rakenteesta. Kefalosporiinit voidaan jakaa viiteen eri sukuun. Ensimmaéisen sukupolven
kefalosporiinit toimivat lahinna grampositiivisia kokkeja vastaan, kun taas uudempien
sukupolvien kefalosporiinit syntetisoitiin niin, ettd ne toimisivat myds gramnegatiivisia
sauvoja vastaan. Ndma uudet kefalosporiinit on jaoteltu toiseen, kolmanteen ja neljanteen
sukupolveen, joissa jokaisella sukupolvella on laajempi vaikutus tiettyja gramnegatiivisia
sauvoja kohtaan. (Levinson 2014, 72-73.) Samalla useiden teho grampositiivisiin baktee-
reihin on heikentynyt verrattuna ensimmaiseen polveen (Jarvinen, Huovinen & Vaara
2011). Neljannen ja viidennen sukupolven kefalosporiinit toimivat myds monia grampo-
sitiivisia kokkeja vastaan. Kefalosporiinit ovat tehokkaita monia organismeja vastaan.
Niita siedetdan yleisesti hyvin ja ne tuottavat vahemman yliherkkyysreaktioita kuin peni-
silliinit. (Levinson 2014, 72-73.)
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Kefoksiitini (C16H17N307S2) on semisynteettinen, antibakteerisen vaikutuksen omaava
toisen sukupolven kefalosporiini. Rakenteensa ansiosta se on tehokas gramnegatiivisten
bakteerien lisdksi myos B-laktamaasia erittavia bakteereja vastaan. Kefoksitiini toimii
inaktivoimalla bakteerin PBP:n toimintaa soluseindmalla. Taman toiminnan vaikutuk-
sesta bakteerin soluseina heikentyy ja aiheutuu solun tuhoutuminen. (PubChem 2016.)
Kefoksiini on todettu paremmaksi mecA-geenin tunnistajaksi kuin penisilliinit (Swenson
& Tenower 2005).

4.2 Stafylokokkipenisilliinit

Toisin kuin muut penisilliinit, stafylokokkipenisilliinit eivét hajoa stafylokokkien tuotta-
man penisillinaasin vaikutuksesta. Niitd kaytetadn ainoastaan stafylokokkien aiheutta-
mien infektioiden hoitoon, erityisesti vaikeissa infektioissa, kuten sepsiksessa. Stafylo-
kokkipenisilliinit eivat ole yhté tehokkaita esimerkiksi streptokokkien hoidossa. Stafylo-
kokit voivat kuitenkin kehittda resistenssin stafylokokkipenisilliineille, jolloin kantoja
kutsutaan metisilliinille tai oksasilliinille resistenteiksi stafylokokeiksi. Ne ovat resistent-
tejd myos lahes kaikille muille B-laktaameille, mukaan lukien kefalosporiinit. Resistenssi
johtuu kromosomiin integroituneesta mecA- tai mecC-geenistd, joka koodaa penisilliinia

sitovaa uutta proteiinia PBP2a:ta. (Jarvinen, Huovinen & Vaara 2011.)

Oksasilliini, joka kuuluu stafylokokkipenisilliineihin, on -laktamaasia kestévé valmiste.
Muita samankaltaisia valmisteita ovat esimerkiksi kloksasilliini ja dikloksasilliini. Val-
misteiden 6-aminopenisillaanihappoon on liitetty sivuketjun rakenne, joka suojaa mole-
kyylid B-laktamaasientsyymiltd. Naitd penisillinaaseja kdytetddn pelkastdan fB-lakta-

maasia tuottavia stafylokokkeja vastaan. (Huupponen 2014.)
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5 VERIFIOINTI

Standardin SFS-EN 1SO 15189 mukaan laboratorion tulee kéyttaa vain validoituja mene-
telmid. Validoinnin tarkoituksena on varmistaa, ettd menetelma tayttaa sille asetetut vaa-
timukset ja menetelma sopii kayttotarkoitukseensa. (Izquierdo Alvarez & Bernabeu And-
reu 2011.) Verifiointi eli todentaminen tarkoittaa, ettd laboratorio osoittaa tutkimusten ja
dokumenttien kautta hallitsevansa kayttdonotettavan menetelman, ja osoittaa menetel-
man soveltuvan tarkoitukseensa. Verifiointi on kevyempi menettely kuin varsinainen va-
lidointi, jossa tarkoituksena on todistaa menetelman toimivuus ja sen antamien tulosten
oikeellisuus laboratoriossa. Verifioinnissa osoitetaan, ettd jo validoitu menetelmé toimii
omassa laboratoriossa omaa ndytemateriaalia kéytettdessa odotetusti. (Haapala 2015;
Hallanvuo 2010.) Menetelmien verifiointi kuuluu jokaisen laboratorion toimintaan (Ika-
heimo 2002, 13-14).

Mittausmenetelmat ja niihin liittyvat tuotteet valmistetaan usein suurissa kansainvélisissa
yrityksissd, jotka ovat vastuussa validoinnista. Menetelmien ja tarvikkeiden ostajat ja
kayttdjat taas ovat vastuussa verifioinnista, jolloin osoitetaan, ettd validoinnissa esille tul-
leet piirteet pystytddn tuottamaan samalla tavalla omassa laboratorioympéristossé. Veri-
fiointikaytantoihin vaikuttaa akkreditointi ja sertifiointi. Kaytannossa verifiointi on rajoi-
tettu kahden menetelméan vertailuun ja tutkimusten toistamiseen, jotta saadaan selville
epatarkkuudet. Joskus voidaan keratd vertailuarvoja viitearvojen varmistamiseksi. Ylei-
sesti kliiniset laboratoriot tutkivat 20-200 potilasnaytettd, joissa on mahdollisimman laaja
konsentraatioalue, kayttden seké nykyistd korvattavaa menetelmad, ettd uutta verifioita-
vaa menetelmaa. (Theodorsson 2012, 316-317.)

On olemassa muutamia mitattavia muuttujia, jotka tulisi ottaa huomioon validoinnissa ja
verifioinnissa. Arvioitu tarkkuus on yksi avainmuuttujista. Kvantitatiivisessa menetel-
maéssa tarkkuus koostuu tdsmaéllisyydesta ja oikeellisuudesta. Tasmallisyys tarkoittaa tu-
losten yhteenpitévyytta toistetuissa mittauksissa, ja oikeellisuus tulosten yhteenpitavyytta
viitearvojen kanssa. Laadullisissa menetelmissé tarkkuuden osatekijat ovat herkkyys ja
spesifisyys. Herkkyydella mitataan sitd, kuinka hyvin menetelmé& huomaa positiiviset tu-
lokset, kun taas spesifisyys kuvaa sitd, kuinka hyvin negatiiviset tulokset huomataan. (Iz-

quierdo Alvarez & Bernabeu Andreu 2011.)
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Edes yksinkertaiselta vaikuttavaa menetelméaa ei pitdisi vaihtaa laboratoriossa ilman, etta
toimivuus on jollain tavalla varmistettu. Menetelmé&a ei pida koskaan vaihtaa ainoastaan
hinnan vuoksi, silla laatu on térkein Kkriteeri. Perusteellinenkaan validointi tai verifiointi
ei tee tarpeettomaksi laadunvarmistusta jatkossa, joten menetelman toimivuutta tulee seu-

rata sisaisin kontrollein ja ulkoisten laadunarvointien avulla. (Liimatainen 2002, 12-13.)
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6 TYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Opinnaytetyon tarkoituksena on madrittad rinnakkain bakteerikantojen herkkyytta kefok-
sitiini- ja oksasilliinikiekolla seka oksasilliini-E-testilld ja kefoksitiinimaljalla. Kefoksi-
tiinikiekkoherkkyys on tydssé verifioitava menetelmd, jonka toimivuutta verrataan kay-
t0ssé olevaan menetelméén. Tyon alussa Fimlab Laboratoriot Oy hyddynsi Staphylococ-
cus aureuksen ja MRSA:n toteamisessa kolmen eri menetelmén yhdistelmaéa: oksasillii-
nikiekko, oksasilliini-E-testi seké kefoksitiinimalja. Tyon tarkoitus voidaan tiivistaa seu-

raavaan kahteen tutkimuskysymykseen:

1. Ovatko Staphylococcus aureuksen herkkyysmaarityksen tulokset yhtenevia E-tes-

tilla, kefoksitiinimaljalla seka oksasilliini- ja kefoksitiinikiekolla?

2. Onko kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetelm& yksistdan riittdva Staphylococcus

aureuksen metisilliiniresistenssin havaitsemiseen?

Opinnaytetyon tavoitteena on selvittad, voisiko Fimlab Laboratoriot Oy siirtya kaytta-
maan Staphylococcus aureuksen diagnostiikassa pelkéstaan kefoksitiinikiekkoa. Tavoit-
teen tayttyessd MRSA:n diagnosointi Fimlab Laboratoriot Oy:lla olisi nykyisten EUCAS-
Tin seké FiRen standardien mukaista ja myds nopeampaa seké yksinkertaisempaa kuin

aiemmin.

Oma tavoitteemme opinndytetyOprosessin aikana on syventdd omaa osaamistamme ja tie-
tamystdmme mikrobiologian osalta. Tavoitteenamme on myds kehittyd ongelmanratkai-
sussa ja lahdekriittisyydessd. Toivomme oppivamme mahdollisimman paljon tutkimuk-
sen tekemisesta ja sen tulosten arvioinnista. Opinnaytetyon kokeellisen osuuden suoritta-
minen luo hyvé& pohjaa mikrobiologian laboratoriossa tyoskentelemiselle.
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7 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tutkimusmenetelmat jaetaan karkeasti kahteen eri ryhméén: kvantitatiivinen ja kvalita-
tiivinen tutkimus. Kvalitatiivinen eli laadullinen tutkimus pyrkii selittdmééan tutkimus-
kohteen kayttdytymistd ja padtosten syitd. Tutkimusmenetelmand kdytimme kvantitatii-
vista eli maéarallista tutkimusta. Kyseisté tutkimusta kaytetaan, kun etsitddn vastausta ky-
symyksiin: ”Mikd? Missd? Paljonko?”. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa asioita kasitel-
I&4&n numeeristen arvojen kautta ja asioita havainnollistetaan taulukoinnin tai asioiden va-
listen riippuvuuksien vélitykselld. Taulukoinnin edellytyksena on, etté jokaiselle tutkitta-
valle yksikolle annetaan arvoja eri muuttujilla. Aineiston tulee olla riittdvén suuri ja edus-
tava luotettavien tulosten saamiseksi. (Alasuutari 2011; Heikkild 2014, 15.) Kvantitatii-
vinen analyysi pohjautuu siihen, etté etsitdan eri muuttuja-arvojen tilastollisia yhdistavia
tekijoitd. Kuitenkaan kvantitatiivinen tutkimus ei anna selityksiéd yhdistaville tekijoille.
(Alasuutari 2011.)

Tyémme on kokeellinen eli eksperimentaalinen tutkimus. Kyseessa on selittavan tutki-
muksen muoto, jonka kautta tarkastellaan tiettyjen tekijoiden vaikutusta kontrolloiduissa
olosuhteissa. Keskeisté kokeelliselle tutkimukselle on pyrkié vakioimaan kaikki muut te-
kijat paitsi tutkittava muuttuja. Tama menetelméd on yleinen luonnontieteiden liséksi
myos laéketieteen puolella. Kokeellinen tutkimus vaatii ammattitaitoa, silla luotettavien
tulosten saamiseksi tulee osata arvioida tuloksia Kriittisesti. (Heikkild 2014, 14, 19.)
Tydssamme muuttujina toimivat erilaiset mikrobiherkkyystestit.

Tutkimuksen otoksena oli yhteensé viisikymmenta (50) ndytettd. Naytteet olivat toimek-
siantajan kerddmid ja valikoimia. Tutkimuksessa kdytettavat naytteet oli varmistettu S.au-
reus-kannoiksi. Kokeellisen osuuden alussa yksi kannoista oli todettu mecA-positii-
viseksi. Tarkastelimme eroavaisuuksia kahden antibiootin, kefoksitiinin ja oksasilliinin,
valilla. Tutkimuksemme vaati huolellisuutta ty6tavoissa, koska emme analysoineet nayt-

teistd rinnakkaistuloksia. Kaikki ndytteet ké&siteltiin samoilla tyGtavoilla.

Hyvén tutkimusraportin edellytyksend on koko tutkimuksen luotettavuuden arviointi
(Heikkild 2014, 178). Luotettavuutta on mahdollista kuvata kahdella eri termill&: relia-
biliteetti ja validiteetti (Metsdmuuronen 2002, 10). Luotettavuus ei saisi olla yksioikoi-

sesti tavoiteltu ominaisuus, vaan luotettavuuden tarkeys riippuu tutkimuskysymyksesta.
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Reliabiliteetti maarittelee tutkimustuloksen toistettavuutta. Tutkimuksen mittaustulos
voidaan olettaa koostuvan mitattavasta suureesta ja mittausvirheesta. (Ketokivi 2015.)
Mittausvirhe tassa ty0ssé voisi esimerkiksi olla herkkyysrajojen mittaamisessa: yksi lu-
kee herkkyydeksi I:n ja toinen R:n. Taménlaista reliabiliteettia kutsutaan toistomittausre-
liabiliteetiksi. Mittaus katsotaan reliaabeliksi, kun uudelleen suorittamalla saadaan sama
tulos (Ketokivi 2015).

Validiteetti kuvaa sitd, miten on onnistuttu mittaamaan juuri sitd, mita pitikin mitata.
Yleistettyna tutkimuksen validius tarkoittaa systemaattisen virheen puuttumista. Syste-
maattiseen virheeseen ei auta suurempi otoskoko ja sen laajuutta voi olla vaikea arvioida.
Systemaattisen virheen aiheuttaa jokin aineiston kerdamiseen liittyva tekija. Mikali mit-
tauksessa ilmentyy kyseinen virhe, alenevat sen seurauksena yleensa seka reliabiliteetti
ettd validiteetti. Systemaattinen virhe on paljon pahempi kuin satunnaisvirhe. Mitattavat
kéasitteet ja muuttujat tulee olla tarkoin méériteltyja ja tutkimuksen tavoitteet tdsmallisia.
Etukateen tehdyll4 huolellisella suunnittelulla ja tiedonkeruulla varmistetaan validiutta.
Validius on hankala kasitella jalkikateen. (Heikkila 2014, 27, 177.)
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8 KOKEELLINEN OSUUS

Suoritimme opinndytteen kokeellisen osuuden Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian
laboratoriossa 7.-11.9.2015. Saimme ohjausta osuuden suorittamiseen tydelamén yhteys-
henkil6lta, sairaalamikrobiologi Jari Hirvoselta. Olimme alustavasti miettineet péivien
kulun ennen kokeellisen osuuden alkamista (taulukko 1). N&in pdivien aikataulutus ja

ohjelma olivat ensimmaisesté péivasta lahtien suhteellisen selkeité.

TAULUKKO 1. Kokeellisen osion aikataulu

PVM
7.9. e Tutustuminen mikrobiologian laboratorion tiloihin
e Tarvikkeiden valikointi osuuden suorittamista varten
e Puhdasviljelméat verimaljalle 35 valikoiduista potilasnaytteesta,
joissa vallitseva bakteerikanta oli S.aureus
8.9. e 0,5 McFarlandin bakteerisuspensioiden tekeminen puhdasviljel-
mista
o Bakteerisuspensioiden viljely maljoille
e Maljojen kiekottaminen
9.9. o Herkkyystuloksien lukeminen ja tulkinta edellispdivén maljoista
e 15 uutta puhdasviljelmé&a valikoiduista potilasnéytteista
10.9. e 0,5 McFarlandin bakteerisuspensioiden tekeminen puhdasviljel-
mista
o Bakteerisuspensioiden viljely maljoille
e Maljojen kiekottaminen
11.9. e Herkkyystuloksien lukeminen ja tulkinta edellispdivan maljoista
e Alustavaa kokeellisen osuuden tulosten tulkintaa Jari Hirvosen
kanssa

Kokeellisen viikon ensimmaisend pdivana tutustuimme mikrobiologian laboratorion ti-

loihin ja tydskentelytapoihin. Sairaalamikrobiologi opasti meille tyotavat puhdasviljel-
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mien tekemiseen sek& maljojen viljelyyn. Meille varatut naytteet oli séilytetty jaédkaappi-
lampotilassa. Nadytemadrana 50 kliinista naytetté oli sopivan kokoinen otos kahdelle teh-
tavéksi viikon aikana. Naytteistd ei ollut muuta tietoa kuin ndytenumero, joten emme
hyodynténeet potilastietoja tyon aikana. Yhdestd naytteesta tuli tehda nelja viljelméaa:
kolme Muller-Hinton-maljalle kefoksitiini- ja oksasilliinikiekkoja seké oksasilliini-E-tes-
ti& varten, ja yksi kefoksitiinia siséltavéalle selektiiviselle MRSA-maljalle. Jaoimme anti-
bioottikiekoille tarkoitetut Miller-Hinton-maljat kahteen osaan ja MRSA-maljan neljaén
osaan vahentddksemme kéytettavien maljojen maaréa. Kéytossa olleet antibioottikiekot

ja E-testi-liuska on kerrottu taulukossa 2.

TAULUKKO 2. Kokeellisessa osiossa kdytetyt antibioottikiekot ja E-testiliuska

Kefoksitiinikiekko Mast Diagnostics:

MASTDISCS (5x50) CEFOXITIN 30ug FOX30C
Oksasilliinikiekko Mast Diagnostics:

MASTDISCS (5x50) OXACILLIN 1ug OX1C
Oksasilliini-E-testi Thermo Scientific Oxoid:

M.1.C.Evaluator OXACILLIN 256-0,015 ug/ml

Viljelimme S.aureusta sisaltavistd naytteista ensin puhdasviljelmét. Levitimme vilje-
lysauvalla pesékkeen alkuperdiseltd maljalta verimaljalle. Maljoja inkuboitiin +35 °C:n
lampokaapissa noin 24 tuntia. Puhdasviljelmista teimme standardin mukaisen 0,5
MacFarlandin bakteerisuspension. Valmistimme suspension lisadmalla yhden tai useam-
man bakteeripesdkkeen viljelysauvalla 0,9% natriumkloridiliuokseen. Taman jalkeen
vertasimme suspension vahvuutta MacFarland 0,5 standardisuspensioon, ja tarvittaessa
sekoitimme joukkoon lisd4 bakteeripesdkkeitd. Viljelimme suspensiosta pumpulitikulla
pohjakasvuston kolmelle Muller-Hinton-maljalle ja yhdelle MRSA-maljalle. E-testid var-
ten oleville Miller-Hinton-maljoille levitimme suspension dreijaamalla (kuva 5) ja muille
maljoille liikuttaen pumpulitikkua edestakaisin. Miller-Hinton-maljoista kiekoitimme
kaksi kefoksitiini- ja oksasilliini-antibioottikiekoilla ja dreijatulle maljalle laitoimme ok-
sasilliini-E-testin. K&ytimme antibioottikiekkojen ja E-testiliuskan asettamiseen maljoille
automaattisia kiekottajia sekd pinsetteja. Siirsimme maljat kasvamaan lampdkaappiin

+35 °C:n yon yli.
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KUVA 5. Bakteerisuspension dreijaus (Kuva: Heidi lkélainen & Jonna Saasko 2016)

Herkkyyksien lukemisesta meilld ei ollut vield paljon kokemusta, joten luimme tuloksia
aluksi sairaalamikrobiologin opastuksella. Tuloksien rajoja tulkitsimme EUCAST:n
herkkyysrajojen mukaan. Kefoksitiinikiekkojen ymparille muodostuneissa renkaissa alle
22 mm halkaisija tarkoittaa resistenttia ja yli 22 mm halkaisija herkkaa. Oksasilliini ei ole
endd EUCAST:n taulukoissa, joten kdytimme Fimlab Laboratoriot Oy:n ohjetta. Sen mu-
kaan alle 11 mm halkaisija tarkoittaa resistenttid, 11-12 mm alentunutta herkkyytta ja yli
13 mm herkkaa. Mittasimme muodostuneet kiekkoherkkyysrenkaat tyontdmitalla ja kat-
soimme E-testiliuskan asteikon ympdrille muodostuneen kuvion rajan arvon. Mikali arvo
oli kahden luvun vélissd, merkitsimme sen niista kahdesta pienemmaksi luvuksi. Valilla
vastaan tuli ndytemalja, jota oli hankala lukea. Kerdsimme ndma maljat omaan pinoonsa
ja varmistimme niiden tulokset lopuksi sairaalamikrobiologilta. Kokeellisen osuuden vii-
meisend paivana taulukoimme herkkyystulokset valiaikaisesti paperille ja kdvimme alus-

tavasti saamiamme tuloksia lapi yhdessé sairaalamikrobiologin kanssa.

Kokeellisen osuuden tulokset kasiteltiin tilastotieteellisin menetelmin Microsoft Excel-
taulukkolaskentaohjelmalla. Maljoilta mitatut kiekkoherkkyydet, MIC-arvot seké&
MRSA-maljan tulokset kirjattiin ylos Microsoft Excel-taulukkoon (ks. liite 1). Tauluk-
koon merkittiin ylos myds bakteerin herkkyys mikrobilédakkeelle SIR-jérjestelmalla. Tau-
lukkoa apuna kéyttden teimme tuloksista Excelilld kaaviot, joista tulosten tulkinta onnis-

tuu nopeasti. Alun perin tarkoituksena oli ottaa tilastolliseen vertailuun kolme muuttujaa,
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kiekkomenetelmét ja e-testi, mutta yritysten jalkeen totesimme sen olevan huono ratkaisu.
Kiekkomenetelmén SIR-vastaukset ja e-testin MIC-arvot osoittautuivat hankaliksi ver-
tailla kesken&an, silla niissa on eri mitta-asteikot. Saadut MIC-arvot taulukoitiin muiden
tulosten kanssa yhteiseen tulostaulukkoon. Taulukosta on nopeasti nahtévissa mikrobi-
la&kkeen MIC-arvo kullekin analysoidulle naytteelle. Laskimme my6s MIC-arvoista kes-

kiarvon seké vaihteluvalin pienimmall& ja suurimmalla lukemalla.

Paadyimme analysoimaan kiekkoherkkyysmenetelmien eroa verraten niitd MRSA-mal-
jan tuloksiin. Vertasimme MRSA-maljan positiivisen/negatiivisen tuloksen suhdetta ok-
sasilliini- ja kefoksitiinikiekkoherkkyydell& saatuun SIR-arvoon. Taman liséksi kiekko-
herkkyysmenetelmien herkkyysarvoista tehtiin hajontakaavio ja laskettiin kahden tulok-
sen valinen korrelaatio seké muutosprosentit kefoksitiini- ja oksasilliinikiekon herkkyys-
rajojen valilla (ks. liite 2). Liséksi taulukoitiin SIR-tulosten méard molemmilla kiekko-
menetelmilld, MRSA-maljojen tulos seka kiekkomenetelman poikkeavat SIR-tulokset.
Kefoksitiini- ja oksasilliinikiekon herkkyysrajojen eroista tehtiin selked pylvasdiagrammi
(ks. liite 3).
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9 TUTKIMUSTULOKSET

Vertailimme 50 S.aureus-bakteerikantaa neljélla eri herkkyysmenetelmélla. Naista kan-
noista 26 kappaletta oli MRSA-positiivisia ja 23 kappaletta MRSA-negatiivisia. Yhden
naytteen MRSA-maljan tulos oli epdvarma. MRSA-maljan kasvua verrattiin kiekkome-

netelman SIR-vastauksiin.

9.1 Kiekkoherkkyysmenetelmien vertailu

Kahden muuttujan valisen yhteyden tutkiminen aloitetaan tarkastelemalla, onko muuttu-
jilla mahdollisuutta olla yhteydessé toisiinsa. Todettaessa, ettd muuttujilla voisi olla yh-
teys toisiinsa, voidaan tilastollista tutkimusta jatkaa. Kahden muuttujan vélistd yhteytta
voidaan tarkastella hajontakuviolla (kuvio 1) eli korrelaatiodiagrammilla (scatter dia-
gram). Muuttujien arvot merkitddn koordinaatistoon ja tarkastellaan, muodostuuko pis-
teistd sadnnollista joukkoa. Hajontakuviosta voidaan tutkia yhteyden voimakkuutta, muo-
toa ja suuntaa. Sdanndnmukaisesta kuviosta voidaan jatkaa muuttujien vélisen yhteyden
matemaattista tarkastelua korrelaatiokertoimen avulla. Pearsonin korrelaatiokertoimen
avulla voidaan osoittaa lineaarisen riippuvuuden suuruutta kertoimien -1 ja +1 valilla.
Kertoimen etumerkki osoittaa riippuvuuden suunnan, positiivinen luku osoittaa nousevaa
suoraa ja negatiivinen laskevaa suoraa. Jollei muuttujilla ole havaittavaa lineaarista riip-
puvuutta, on kertoimen arvo 0. (Holopainen & Pulkkinen 2008, 228-229, 233-234; Heik-
kila 2014, 192-193.)
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Kefoksitiinikiekon mitattu herkkyysarvo

KUVIO 1. Kefoksitiini- ja oksasilliinikiekon vélinen hajontakuvio ja regressiosuora

Regressiosuoran avulla voidaan havaita lineaarista riippuvuutta muuttujien valilla, silla
pisteet muodostuvat suoran lahettyville. Taulukosta l16ytyva arvo R? on selityskerroin,
joka kertoo kuinka suuren osan selittdvd muuttuja (x) ja selitettdva muuttuja (y) vaihtele-
vat. Selityskerroin on saatu nostamalla korrelaatiokerroin toiseen potenssiin. Selitysker-
roin 0,64 tarkoittaa, ettd y:n vaihteluista 64 % voidaan selittdad x:n vaihteluiden avulla.
(Heikkila 2014, 193.) Korrelaatiokerroin laskettiin kefoksitiini- ja oksasilliinikiekon
herkkyystulosten vélille. Korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,80. Nouseva suora hajontaku-
viossa tukee tulosten vilista positiivista riippuvuutta. Tulosten valilla on ndin ollen ha-
vaittavissa samanlaista suuntautumista. Kertoimen arvo tukee lineaarisen riippuvuuden

olemassaoloa.

9.2 Tulosten yhtenevaisyys menetelmien valilla

Havaintoarvo, joka poikkeaa huomattavasti muista, tai joka ei noudata samaa mallia, kut-
sutaan poikkeavaksi arvoksi (outlier). Poikkeus voi tulla esimerkiksi mittausvirheests,
mutta kyseessa voi olla oikeasti muista poikkeava arvo. Tallaiset tapaukset tulisi aina
tutkia erikseen ja etsid mahdollista syytd. (Holopainen & Pulkkinen 2008, 287.) Herk-

kyysmadritysten tuloksia verrattiin taulukoiden avulla keskenaan. Taulukoinnissa tulee
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huomata, ettei kefoksitiinin kiekkoherkkyysmenetelmalle ole annettu erillista I-arvoa, ku-
ten oksasilliinille on. Tulokseen eridvét SIR-vastaukset on esitetty taulukossa 3 vertailun

helpottamiseksi.

TAULUKKO 3. SIR-tulosten jakautuminen kiekkomenetelmissa

Kefoksitiinikiekko Oksasilliinikiekko

S 25 33
I - 3
R 25 14

Taulukosta 3 nahdaéan, kuinka yhtenevaisia kiekkoherkkyysmenetelmien SIR-tulokset
ovat toistensa kanssa. Taulukko osoittaa néiden kahden mikrobild&kkeen eroavaisuuden
herkkyyden ja resistentin valilla S.aureus-kannalle. Eri tulkintarajojen (kts. kappale 8)
vuoksi menetelmien valisissé tuloksissa on eroa toisiinsa ndhden. Kefoksitiinikiekolle ei
ole maaritelty I-herkkyysrajaa EUCASTIn tulkintataulukoissa. Poikkeavia tuloksia kat-
sellaan tarkemmin taulukossa 4.

TAULUKKO 4. Poikkeavat tulokset kiekkoherkkyysmenetelmassa

Kefoksitiini | Oksasilliini | MRSA-malja
Néayte 7 S I Negatiivinen
Nayte 8 R S Positiivinen
Nayte 9 R S Positiivinen
Néayte 10 R S Positiivinen
Néayte 12 R I Positiivinen
Nayte 13 R S Positiivinen
Nayte 21 R S Positiivinen
Nayte 23 R S Positiivinen
Nayte 25 R S Positiivinen
Nayte 30 R I Positiivinen
Nayte 31 R S Positiivinen

Verrattaessa oksasilliini- ja kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetelman SIR-tuloksia MRSA-

maljan vastauksiin, suurin osa herkkyyksista oli yhtenevéisia. Yhtenevéisyys tarkoittaa,
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ettd molemmilla kiekkoherkkyysmenetelmalla saatiin sama SIR-tulos. Joukosta I6ytyi
yksitoista (11) poikkeavaa tulosta (taulukko 4), jotka tarkoittavat toisistaan poikkeavia
tuloksia kiekkoherkkyysmenetelmalla.Yhté lukuun ottamatta kaikki poikkeavat tulokset
ovat tulleet MRSA-positiivisista maljoista. Kefoksitiinikiekkomenetelmalla tulos R oli
ldhes poikkeuksetta MRSA-maljalla positiivinen. Poikkeuksiin tuli kaksi ndytekantaa.
Poikkeavissa tuloksissa MRSA-maljan tulokseksi saatiin positiivinen, mutta kefoksitii-
nikiekkoherkkyysmenetelméan mitatuksi herkkyydeksi tuli S. Oksasilliinikiekkoherk-
kyysmenetelmélla SIR-tulos vaihteli herkasta resistenttiin positiivisten MRSA-maljojen
kohdalla. Positiivisista MRSA-maljoista S-herkkyyksia oli 10, I-herkkyyksia 2 ja R-herk-
kyyksia 14 oksasiillinikiekkoherkkyysmenetelmalla.
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10 TULOSTEN YHTEENVETO

Kiekkoherkkyysmenetelman mitatut arvot olivat osittain toisistaan erilaisia menetelmien
valilla. Tahan vaikuttaa menetelmien tulkinta-arvot. Kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetel-
man arvot vaihtelivat 9-27 mm vélillg, oksasilliinikiekkoherkkyysmenetelman arvot 6-26
mm valilla. Suurempi ero arvoissa tulee keskiarvolukemissa: kefoksitiinin keskiarvon ol-
lessa 20 mm ja oksasilliinin 14 mm. Taulukoinnissa ei vertailtu oksasilliini-E-testié Kiek-
komenetelmien takia menetelmaeron vuoksi. E-testin arvot vaihtelivat valilla 0,12-256,00
mg/l, keskiarvon ollessa 8,33 mg/l. E-testi vastataan MIC-arvona, joten vertailu kiekko-
herkkyysmenetelman SIR-arvoihin on hankalaa. Arvoja vertailemalla on kuitenkin mah-
dollista nahda kiekkoherkkyysmenetelmén SIR-arvolla mikrobildékkeen teho ja e-testin

MIC-arvolla tarvittava antibiootin maaré bakteerikantaa kohtaan.

Kefoksitiinikiekon ja MRSA-maljan tulokset olivat yhtenevaiset keskenddn kahta poik-
keusta lukuun ottamatta. Poikkeukset muodostivat naytteet 1 ja 2. Néaytteen 1 kohdalla
MRSA-maljan tulkinta oli epdvarmaa muista poikkeavan kasvuston perusteella. Nayte
2:en poikkeavuuden syy jai tuntemattomaksi. Muutoin kaikki S-tuloksen saaneet kefok-
sitiinikiekkoherkkyysmenetelman néytteet olivat negatiivisia MRSA-maljalla. R-tulok-
sen saaneet néytteet saivat aikaan kasvuston MRSA-maljalle, eli olivat positiivisia. Ok-
sasilliinikiekko ei muodostanut samanlaista selkedé yhteyttd MRSA-maljan kanssa kuin
kefoksitiini. Tuloksista aikaisemmin mainitut samat 11 ndytettd poikkesivat SIR-tulosten
lisdksi my0ds yhtendisissa MRSA-tuloksissa. Ndiden 11 ndytteen lisdksi virheisiin laske-
taan samat nayte 1 ja nayte 2 kuin kefoksitiinin kohdalla. Kefoksitiinikiekkoherkkyysme-
netelmén tuloksista 96 % oli yhtenevaisia MRSA-maljan kanssa, oksasilliinikiekkoherk-
kyysmenetelman tuloksista vain 74 % muodostivat saman tuloksen MRSA-maljan
kanssa.

Muutosprosenttitaulukosta (liite 2) ilmenee kefoksitiinikiekon suurempi tulos verrattuna
vanhaan oksasilliinikiekkoherkkyysmenetelmaén. Muutosprosenttien keskiarvo on 65,9
%. Koska kyseessa on kaksi erilaista mikrobilaakettd, joiden tulkinta-arvot eroavat suu-
resti, ei muutosprosentin merkittavyytta arvioida. Tuloksista voi kuitenkin ndhda kuinka
paljon eroa menetelmien vélilla on erilaisten tulkinta-arvojen kohdalla. Oksasilliinille re-
sistentit kannat, joiden mitattu herkkyys on ollut 6 mm, eroavat eniten kefoksitiinin tu-
loksista. Nailld arvoilla muutosprosentti on jopa 183,3 %. Muutosprosentti kertoo, kuinka
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suuri numerollinen eroavaisuus tuloksilla on keskenaan. Kefoksitiinikiekkoa kéytettdessa
saadut numeraaliset tulokset ovat suurempia kuin oksasilliinikiekolla. Muutosprosentti ei
vaikuta tulosten tulkintaan, mutta sen avulla on nopea nahda, millaiset herkkyysrajojen

erot menetelmien valilla ovat.

Otoksessa oli joukossa muutamia toisistaan poikkeavia tuloksia (ks. 9.2.). Naytteissa eron
MRSA-maljan vertailuun tekee ldhes jokaisen kohdalla oksasilliinikiekko. N&iden 11
naytteen lisaksi poikkeaviin tuloksiin kuuluvat nayte 1 epaselvan MRSA-kasvunsa takia
ja nayte 36 oksasilliini-E-testi-tuloksen myo6td. Néytteen 36 E-testin MIC-arvo oli 256
mg/l, mik& eroaa huomattavasti keskiarvosta 8,33 mg/l. Taustatiedoista emme tienneet
kuin bakteerikannan, S.aureus, joten emme osaa sanoa I0ytyyko taustalta selittavaa teki-

jaa poikkeuksille.

Tulosten perusteella tehtavat paatelmat viittaavat kefoksitiinikiekkomenetelmén toimi-
vuuteen S.aureuksen ja MRSA:n diagnostiikassa. Taté tulosta tukevat myds kirjallisuus
sekd nykyiset mikrobiologian laboratoriossa kaytdssé olevat standardit. Kefoksitiinikiek-
koherkkyysmenetelmé olisi tulostemme perusteella yksistaan riittdva S.aureuksen meti-

silliiniresistentin havaitsemiseen.

Oksasilliinia ja kefoksitiinia on vertailtu viime vuosina useampaan kertaan. Tutkimuk-
sessa “Comparison of Cefoxitin and Oxacillin Disk Diffusion Methods for Detection of
mecA-Mediated Resistance in Staphylococcus aureus in a Large-Scale Study” (2009) to-
dettiin loppupaatelminéd kefoksitiinin olevan luotettavampi menetelmé S.aureuksen ja
MRSA:n resistenttiyden selvittdmiseen. Kefoksitiinikiekkoherkkyyden tulokset olivat
helpommin tulkittavissa ja herkempia mecA-tunnistukseen kuin oksasilliinikiekkoherk-
kyys. Oksasilliinin estorenkaat muodostivat utuiset aariviivat, kefoksitiinin vastaavat oli-
vat useimmin selkedrajaiset. (Broekema, Van, Monson, Marshall & Warshauer 2009.)
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11 POHDINTA

Opinnaytetyossa vertailimme keskendéan kefoksitiini- ja oksasilliinikiekkoherkkyysme-
netelmé&a, oksasilliini E-testié ja kefoksitiinimaljaa. Tyolla oli kaksi tarkoitusta: ovatko
herkkyysmaaritysten tulokset yhtenevéisia ja onko kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetel-
man kayttd yksindan riittdvd MRSA:n havaitsemiseen. Tavoitteena oli saada selville
voiko Fimlab Laboratoriot Oy siirtya kayttamaan kefoksitiinikiekkoa S.aureuksen diag-

nostiikassa ja siirtyd taiten EUCASTIn standardin mukaiseen menetelmaan.

Taulukoimme kefoksitiini- ja oksasilliinikiekkoherkkyysmenetelméan, oksasilliini E-tes-
tin ja kefoksitiinimaljan tulokset Excel-taulukkoon ja vertailimme arvoja tilastotieteelli-
sin menetelmin. Kefoksitiinikiekon ja MRSA-maljan tulokset olivat yhtenevaiset keske-
naan kahta poikkeusta lukuun ottamatta. Oksasilliinikiekolla ei ollut samanlaista yhteytta
MRSA-maljan tuloksiin. Kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetelmaan siirtymista puoltaa
myos se, ettd oksasilliinikiekon estorenkaat muodostivat utuisemmat aariviivat, kun taas
kefoksitiinikiekon estorenkaat olivat selkedrajaiset ja paremmin tulkittavissa. Kokeelli-
sen osuuden tulosten perusteella kefoksitiinikiekkoherkkyysmenetelma on yksinaan riit-
tdvd MRSA:n havaitsemiseen. Sen kayttoon voitaisiin siirtyd Fimlab Laboratoriot Oy:ssé.

Valitsimme aiheen, koska se vaikutti tarpeelliselta tutkimukselta. Toivoimme, etta tyos-
tdmme olisi suoraa hyotyéd Fimlab Laboratoriot Oy:lle. Aiheen mielenkiintoisuuteen vai-
kutti myos se, ettd emme loytaneet juuri tastd aiheesta suomenkielisié tutkimuksia. Kiin-
nostusta tyohon lisasi kokeellisen osion toteutus. Tyd on avannut mikrobiologian alaa ja
bakteerien mikrobiresistenttiyttd todella paljon. Jatkuvasti eteenpain menevé laaketeolli-

suus tuli hyvin esille tyon lahteitd etsiessé.

Tutkimus on eettisesti hyvaksyttava, silla potilastietoja ei kdytetty, eikd naytteita voi jal-
jittdé alkuperadisiin potilasnaytteisiin. Kdytimme alkuperéisia ndytenumeroita kokeellisen
osion ajan, mutta loimme niiden tilalle uudet tunnisteet tulosten tarkastelua varten. 50
naytteen otos oli riittdva tdhan tutkimukseen. Tutkimus voitaisiin toistaa uusilla ndytteilla,
mikali kaivattaisiin esimerkiksi suurempaa otoskokoa tai toistettavuuden toteamista. Pi-
dimme naytteet hyvassé jarjestyksessa kokeellisen osuuden ajan, ja kdytimme niiden al-

kuperéisia naytenumeroita, jotta ndytteet eivdat menneet missadn vaiheessa sekaisin. Ka-
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sittelimme vain yhta ndytetta kerrallaan minimoidaksemme virhetekijéiden mahdollisuu-
den ja lisatdksemme tyGskentelyn tarkkuutta. Vertasimme jokaista tekemadmme baktee-
risuspensiota aina MacFarland 0,5 standardiin, joten kaikki bakteerisuspensiot olivat sa-

man vahvuisia.

Otimme maljat, herkkyysmaérityskiekot ja E-testiliuskat ajoissa lampenemé&én ohjeistuk-
sen mukaan. Kiekot ja liuskat olivat samaa erdé, miké varmistaa tulosten luotettavuuden.
Asetimme kiekot ja liuskat maljoille oikeaan aikaan, 15 minuuttia bakteerisuspension le-
vittdmisestd. Noudatimme aseptisia tyotapoja ja kasittelimme kaikki ndytteet mahdolli-
sina tartuntavaarallisina ndytteind. Suoritimme tutkimuksen viikon sisélla, joten nayttei-
den ja laboratorion olosuhteet pysyivat samoina. Kasittelimme tulokset tarkasti ja rehel-
lisesti, emmekd muuttaneet mitddn arvoja. Koska vakioimme tydskentelytapamme ja -

valineemme niin hyvin kuin mahdollista, piddmme tutkimustuloksia luotettavina.

Kokemuksen puute saattoi kuitenkin vaikuttaa tygskentelyyn. Emme ole aikaisemmin k&-
sitelleet itsendisesti ndin montaa naytetta. Vaikka saimme apua ty6ta tehdessémme, joutui
monia tyOvaiheita, kuten dreijausta, muistelemaan. Saatuamme lisad tietoa aiheesta,
jdimme pohtimaan, oliko maljalle viljelemdmme bakteeripohja liian paksu tai baktee-
risuspensio oikeanlainen, vaikka vertasimme sit4 standardiin. Teimme herkkyysméari-
tykset ja tulosten tulkinnan Fimlabin tapojen mukaan. Emme voineet vaikuttaa itse nayt-
teisiin, silla S. aureusta sisaltavat maljat annettiin meille valmiiksi. Jos naytteisiin liittyen
on tapahtunut jokin virhe, emme tied& siitd. T&man vuoksi systemaattisen virheen mah-

dollisuus on olemassa.

Haimme lahteitd mahdollisimman laajasti ja pyrimme suhtautumaan niihin Kriittisesti.
Halusimme kayttoon mahdollisimman tuoreita l&hdeviitteitd. VVanhempien julkaisujen
kohdalla pohdimme asian paikkansapitavyytté nykyhetkell& ennen kuin referoimme sita.
Tyon aikana hylkdsimme monta l&hdettd, koska emme olleet varmoja niiden oikeellisuu-
desta. Raporttiosan lahteet ovat luotettavia tieteellisia kirjoja, internetsivustoja ja julkai-

suja alan ammattilaisten kirjoittamina.

Kehitimme opinnéytetyon tekemisen aikana tiedonhakutaitojamme, ja opimme kyseen-
alaistamaan lahteiden luotettavuutta. Luotettavien ja tieteellisten tekstien I0ytdminen hi-
outui paremmaksi. Syvensimme teoriatietojamme mikrobiologian osa-alueella. Verifi-

ointi oli tydssdmme tarkeé aihealue, mutta siitd I6ytyi huonosti tarpeeksi kattavia lahteita.
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Koemme kuitenkin, ettd perehdyimme verifiointiin niin hyvin kuin mahdollista, ja ym-

marrdmme sen merkityksen laboratorion kannalta.

Kokeellinen osio olisi ollut helpompi suorittaa pitkan harjoittelumme jélkeen. Saimme
kuitenkin hyvét ohjeet, joiden mukaan toimimme. Kokeellisesta osuudesta hankalin
osuus oli herkkyystulosten tulkinta. Mittasimme kaikki herkkyystulokset yhdessé, jotta
olimme varmoja vastauksesta. Epaselvissa tapauksissa pyysimme tulkinta-apua mikro-
biologilta. Kdytimme samaa tulkintatapaa seka hailyvissa etté tarkoissa rajoissa. Kokeel-
lisen osuuden aikana meille ei selvinnyt EUCAST:n maarittamat tulkintatavat hailyvasti
kasvavista herkkyystuloksista. Nama tulkintaohjeet liittyivat lahinnd kuitenkin raja-arvo-
tapauksiin, jossa mitattu kiekkoherkkyysmenetelman tulos oli joko R tai S riippuen tul-
kintatavasta. Raja-arvotapauksia meilld ei juuri ollut ja kaikki timénlaiset tulokset tarkis-

timme yhdessé mikrobiologin kanssa.

Opinndytetyon tekeminen parityona mietitytti aluksi, sill4 ajattelimme yhteisen ajan 16y-
tymisen olevan mahdollisesti hankalaa. Onneksi saimme aikataulutettua opinnaytetyén
tekemisen molemmille sopivaksi, ja pddsimme tekemaan kokeellisen osuuden tiiviisti yh-
dessé viikossa. Olimme molemmat yhtd motivoituneita opinnaytetydaiheesta, ja molem-
pien tiedot seké taidot olivat samalla tasolla. Vaihtelimme kokeellisessa osuudessa muu-
taman kerran tyonjakoa, jotta molemmat paasisimme tekeméaan kaikkea. Etsimme lahteita
yhdessa kirjastosta ja internetista helpottaaksemme lahteiden luotettavuuden arviointia.
Kirjoitimme opinnédytetyon raporttiosuutta sekd yhdessa etta erilldaan. Saannéllisin vé-
liajoin kdvimme tekstid lapi yhdessé. Vaihdoimme ldhdemateriaalia keskendmme, jotta
kaikki hyva tieto tuli varmasti kerattya aiheesta. Kokeellisen opinnédytetydn tekeminen
saman tasoisen parin kanssa oli kannattavaa, silla se mahdollisti tehokkaamman kokeel-
lisen osuuden suorittamisen. Raporttiosuudessa késiteltavat asiat tuli avattua paljon sy-
vallisemmin, kun kaksi henkil6a kavi l&pi kaytettavéat lahteet.

Opinnaytety6 oli kokonaisuudessaan opettavainen prosessi. Kokeellisen osuuden tulosten
perusteella Fimlab Laboratoriot Oy péadasi ottamaan kefoksitiinikiekon rutiinikayttoon.
Kefoksitiinikiekko on korvannut oksasilliinikiekon ja kefoksitiinimaljan. Kéytanto on yk-
sinkertaisempi kuin aiemmin ja saastéé rahan lisdksi myos herkkyysmaaritykseen kéytet-
tavaa aikaa. Taman tyon avulla Fimlabissa on otettu siis uusi askel kohti tehokkaampaa

ja luotettavampaa S.aureus -kantojen herkkyysmadritysta.
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LITTEET

Liite 1. Tulostaulukko
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Kefoksitiinikiekko
(mm)

SIR

Oksasilliinikiekko (mm)

SIR

Oksasilliini-E-testi
(mg/h)

MRSA-malja

Nayte 1
18 | R 14| S 2,00 | Epévarma (ei/kylld)

Néyte 2 24 | S 19 | S 1,00 | Positiivinen
Néyte 3 15 | R 6 |R 8,00 | Positiivinen
Nayte 4 25| S 15| S 2,00 | Negatiivinen
Nayte 5 16 | R 6|R 16,00 | Positiivinen
Nayte 6 15| R 6|R 16,00 | Positiivinen
Nayte 7 24 | S 11 |1 2,00 | Negatiivinen
Néyte 8 18 | R 13| S 1,00 | Positiivinen
Nayte 9 15 | R 15]S 1,00 | Positiivinen
Néyte 10 20| R 18| S 1,00 | Positiivinen
Nayte 11 24 | S 14 | S 1,00 | Negatiivinen
Nayte 12 17 | R 12 | 1 4,00 | Positiivinen
Néyte 13 18 | R 14| S 1,00 | Positiivinen
Nayte 14 23|s 21]S 0,12 | Negatiivinen
Néayte 15 26 | S 17| S 0,50 | Positiivinen
Néayte 16 15| R 6 | R 8,00 | Positiivinen
Nayte 17 17 | R 10 | R 2,00 | Positiivinen
Nayte 18 23| S 15| S 2,00 | Negatiivinen
Nayte 19 16 | R 6| R 8,00 | Positiivinen
Néyte 20 13| R 6 | R 16,00 | Positiivinen
Nayte 21 16 | R 13| S 2,00 | Positiivinen
Nayte 22 16 | R 6 | R 8,00 | Positiivinen
Nayte 23 18 | R 16 | S 1,00 | Positiivinen
Néyte 24 17 | R 6 | R 1,00 | Positiivinen
Néayte 25 17 | R 13| S 8,00 | Positiivinen
Nayte 26 17 | R 6 | R 8,00 | Positiivinen
Nayte 27 23| S 15| S 1,00 | Negatiivinen
Néyte 28 13| R 6 | R 16,00 | Positiivinen
Néyte 29 17 | R 6 | R 4,00 | Positiivinen
Néayte 30 15 | R 11 |1 2,00 | Positiivinen
Nayte 31 17 | R 15| S 2,00 | Positiivinen
Nayte 32 19 R 8| R 8,00 | Positiivinen
Néayte 33 24 | S 13| S 1,00 | Negatiivinen
Nayte 34 24| S 15| S 1,00 | Negatiivinen
Néyte 35 24 | S 14 |S 1,00 | Negatiivinen
Néyte 36 9| R 6 | R 256,00 | Positiivinen
Néyte 37 24 | S 20| S 0,25 | Negatiivinen
Nayte 38 25| S 23| S 0,12 | Negatiivinen
Néayte 39 23| S 21 | S 0,25 | Negatiivinen
Nayte 40 26 | S 26 | S 0,12 | Negatiivinen
Nayte 41 25| S 21| S 0,12 | Negatiivinen
Nayte 42 24 | S 21| S 0,12 | Negatiivinen
Néyte 43 23| S 18| S 0,25 | Negatiivinen
Nayte 44 25|S 20| S 0,12 | Negatiivinen
Nayte 45 25|S 17 ]S 0,50 | Negatiivinen
Néayte 46 26 | S 22 | S 0,50 | Negatiivinen
Nayte 47 25| S 16 | S 0,50 | Negatiivinen
Nayte 48 24 | S 14| S 0,50 | Negatiivinen
Néyte 49 27| S 20 | S 0,12 | Negatiivinen
Néayte 50 25| S 21 | S 0,25 | Negatiivinen




Liite 2. Muutosprosentit

Kefoksitiinikiekko

Oksasilliinikiekko

Tulosten vélinen

(mm) (mm) muutosprosentti
(%)
Nayte 1 18 14 28,6
Nayte 2 24 19 26,3
Nayte 3 15 6 150,0
Nayte 4 25 15 66,7
Nayte 5 16 6 166,7
Nayte 6 15 6 150,0
Nayte 7 24 11 118,2
Nayte 8 18 13 38,5
Nayte 9 15 15 0,0
Nayte 10 20 18 11,1
Nayte 11 24 14 71,4
Nayte 12 17 12 41,7
Nayte 13 18 14 28,6
Nayte 14 23 21 9,5
Nayte 15 26 17 52,9
Nayte 16 15 6 150,0
Nayte 17 17 10 70,0
Nayte 18 23 15 53,3
Nayte 19 16 6 166,7
Nayte 20 13 6 116,7
Nayte 21 16 13 23,1
Nayte 22 16 6 166,7
Nayte 23 18 16 12,5
Nayte 24 17 6 183,3
Nayte 25 17 13 30,8
Nayte 26 17 6 183,3
Nayte 27 23 15 53,3
Nayte 28 13 6 116,7
Nayte 29 17 6 183,3
Nayte 30 15 11 36,4
Nayte 31 17 15 13,3
Nayte 32 19 8 137,5
Nayte 33 24 13 84,6
Nayte 34 24 15 60,0
Nayte 35 24 14 71,4
Nayte 36 9 6 50,0
Nayte 37 24 20 20,0
Nayte 38 25 23 8,7
Nayte 39 23 21 9,5
Nayte 40 26 26 0,0
Nayte 41 25 21 19,0
Nayte 42 24 21 14,3
Nayte 43 23 18 27,8
Nayte 44 25 20 25,0
Nayte 45 25 17 47,1
Nayte 46 26 22 18,2
Nayte 47 25 16 56,3
Nayte 48 24 14 71,4
Nayte 49 27 20 35,0
Nayte 50 25 21 19,0
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Liite 3. Kefoksitiinin ja oksasilliinin herkkyysarvojen erot kiekkomittauksella

28

26

24

22

20

18

16

14

1

N

1

Mitattu kiekkoherkkyys
o N H )] [e) o
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 /38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
B Kef. Kiekko ' 18 24 15 25 16 15 24 18 1520 24 17 18 23 26 15 17 23 16 13 16 16 18 17 17 17 23 13 17 15 17 19 24 24 24 9 24 25 23 26|25 24 23 25 25 26 25 24 27 25
B Oxa kiekko 14 19 6 15 6 6 11 13 1518 14 12 142117 6 1015 6 6 13 6 16 6 13 6 15 6 6 11 15 8 13 15 14 6 20 23 21 26/21 21 18 20 17 22 16 14 20 21

B Kef. Kiekko B Oxa kiekko



