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Virtsatieinfektiot ovat yleinen syy mikrobiladkkeiden maaraamiseen koirilla ja kissoilla. Virt-
saviljelylla pyritddn l6ytdmaan virtsatieinfektioita aiheuttava bakteeri, jolle tehddan oikean
ladkkeen loytamiseksi myds antibioottiherkkyysmaaritys. Kansainvalisten suositusten mu-
kaan lemmikkielainten epailtyjen virtsatietulehdusten antibioottihoidon tulisi perustua viljely-
ja herkkyystesteihin. Yleisimmilla maaritysmenetelmilla kestaéa kuitenkin kaksi paivaa ennen
kuin herkkyysmaarityksen tuloksiin perustuva hoito voidaan aloittaa.

Toimeksiantajana tutkimuksessa toimi Triolab Oy. Tutkimuksen tarkoituksena oli verrata sil-
mamaaraisesti Triolabin valikoimaan tulleen koirille ja kissoille tarkoitetun Flexicult® Vet -
virtsaviljelymaljan tuloksia perinteiseen virtsan bakteeriviljelyyn ja herkkyysmaaritykseen.
Vertailumaljaksi valittiin yleisesti elainklinikoilla kaytdssa oleva Uriselect 4. Tavoitteena oli,
ettd jos vertailtavien menetelmien tulokset ovat yhtenevat, Triolab voisi suositella Flexicult
Vet -maljaa elainklinikoille korvaamaan nykyisin kaytdssa olevan menetelman. Flexicult Vet
-maljalla voidaan maarittaa bakteerien maara, alustava tunnistus ja ennuste antibioottiherk-
kyydesta yhdella viljelykerralla, jolloin tulokset ovat kaytettavissa vuorokauden kuluessa.
Kummatkin vertailtavat maljat ovat kromogeenisia, joten bakteeripesakkeet varjaytyvat eri
varein, mika helpottaa bakteerien silmamaaraista tunnistusta.

Naytteita viljeltiin yhteensa 43, joista 13 oli koirien ja kissojen virtsanaytteita ja 30 koululta
saatuja ATCC -bakteerikantoja ja niiden laimennoksia. Molemmille maljoille tehtiin bakteeri-
viljelyt ja Uriselect 4 -maljan bakteereille tehtiin lisdksi antibioottiherkkyysmaaritykset ylei-
sesti kaytossa olevalla kiekkomenetelmalla Mueller-Hinton -maljalle.

Tutkimuksen perusteella pesdkemorfologiassa ja kasvun méarassa ei ollut havaittavissa
suurempia eroja maljojen valilla. Varireaktiot olivat selkeitd ja toimivat suurimmaksi osaksi
valmistajan lupaamalla tavalla. Antibioottiherkkyyksien tulokset vastasivat toisiaan, lukuun
ottamatta yhta poikkeamaa E. colin herkkyydessa amoksisilliini/klavulaanihapolle. Flexicult
Vet -malja on helppokéyttdinen kasittelyaikaa saastava ratkaisu, joka voisi nopeuttaa herk-
kyysmaarityksiin perustuvaa antibioottihoitoa ja nain ollen korvata perinteisen virtsaviljely-
menetelman eldinklinikoilla rutiinidiagnostiikassa. Luotettavamman tutkimustuloksen saami-
nen edellyttaisi kuitenkin suurempaa naytemaarad, joka koostuisi kokonaan koirien ja kis-
sojen virtsanaytteista.

Avainsanat virtsatieinfektio, virtsan bakteeriviljely, kromogeeniset maljat, an-
tibioottiherkkyysmaéaaritykset
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Urinary tract infection is a common cause to prescribe antimicrobial medicine for dogs and
cats. Urine culturing is used to diagnose urine tract infection, identify the bacterium and to
test antimicrobial susceptibility to find the right antibiotics. According to international guide-
lines the antibiotic treatment for pets suspected urinary tract infections should be based on
culturing and susceptibility testing. However, the most common diagnostic culture requires
at least two days before the treatment can be started based on susceptibility results.

The subject of this study was assigned by Triolab Oy. The purpose of the study was to
compare the functioning of the new Flexicult® Vet canine and feline urinary culture tests
with traditional culturing and susceptibility tests. The reference plate was Uriselect 4, which
is commonly used in veterinary practice. The purpose was to visually compare the results
between Flexicult Vet and Uriselect 4 and find out if both have the same results. If the results
were congruent, Flexicult Vet can be recommended to replace the existing culture in veteri-
nary practice. Flexicult Vet allows enumeration of bacteria in urine, presumptive identifica-
tion and prediction of antimicrobial susceptibility with one culturing, so the results are ob-
tainable within 24 hours. Both plates are chromogenic which means that bacteria colonies
will appear in different colours, which helps visually identify the bacteria.

There was a total of 43 samples of which 13 were canine and feline urine samples and 30
were bacterial ATCC strains and dilutions of them. Bacterial culture was done on both plates.
In addition, antimicrobial susceptibility test was made from Uriselect to Mueller-Hinton agar
using a disc diffusion.

According to the results, there were no significant differences between the plates when com-
paring colony morphology and bacterial growth. The colour reactions were clear and mostly
appeared as promised by the manufacturer. The antimicrobial susceptibility results were
same with both plates, except for one false E. coli susceptibility for amoxillin/clavulanate.
Flexicult Vet is easy to use, it could reduce processing time of samples and expedite the
starting of susceptibility based antibiotic treatment. Hence Flexicult Vet could replace
Uriselect 4 in veterinary practices in routine diagnostics. However, obtaining more reliable
results would require a larger amount of samples that would consist entirely of canine and
feline urine samples.

Keywords urinary tract infection, urinary culture, chromogenic agar, anti-
microbial susceptibility tests
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1 Johdanto

Bakteriologiset laboratoriotutkimukset ovat tarkedssa osassa infektiotautien diagnostii-
kassa. Perustan tutkimuksille muodostaa bakteeriviljely, jolla eristetyt bakteerit tunniste-
taan suku- ja lajitasolle. Koska bakteeritauteja hoidetaan mikrobilaakkeilld, infektion kan-
nalta merkityksellisille bakteereille tehdadn mikrobiladkeherkkyysmaaritys. Viime vuo-
sina resistenssi mikrobilddkkeille on lisdéantynyt ja monipuolistunut nopeasti ja siita on
tullut laéketieteen ja elainladketieteen suurimpia uhkia. Mikrobilaékkeiden hallittua kayt-
to6a pidetddn tarkeimpana resistenssin hallinnan kannalta. Taman takia on tarkeaa, etta
antibioottihoitoon paadyttdessa oikea ladke valitaan laboratoriotulosten perusteella. Bak-
teriologisten tulosten kayttdarvo riippuu siitd, kuinka nopeasti tulokset saadaan ja miten
niitd voidaan kayttaa tilastollisesti hyvaksi empiirisia laadkevalintoja tehtédessa. (Carlson
— Koskela 2011: 37; Evira 2016.)

Taman opinnaytetyon aiheena on koirille ja kissoille tarkoitetun Flexicult® Vet -virtsavil-
jelymaljan tulosten vertaaminen perinteiseen virtsan bakteeriviljelymenetelmaan ja herk-
kyysmaaritykseen. Vertailumaljana kaytettiin elainklinikoilla yleisesti kaytossa olevaa
Bio-Radin Uriselect 4 -viljelymaljaa. Toimeksiantajana toimii Triolab Oy, joka on vuonna
1986 perustettu laboratoriodiagnostiikkatuotteita maahantuova, markkinoiva ja myyva
asiantuntijayritys (Triolab 2016.) Yhteyshenkilonad toimii Triolabin tuotepaallikkd Paivi
Rauvo. Triolab on ottanut lahiaikoina tuotevalikoimaansa Flexicult Vet -maljan ja tavoit-
teena oli, etté jos verrattavien menetelmien tulokset vastaavat toisiaan, Triolab voisi suo-
sitella eldinklinikoita korvaamaan kaytdssa olevat maljansa Flexicult Vet -maljoilla. Mal-
jan etuna on se, etté tulokset ja antibioottiherkkyys saadaan yhdessa vuorokaudessa,
kun perinteisella menetelmalla herkkyys saadaan vasta toisen viljelyvuorokauden jal-
keen. Tall6in oikea antibioottihoito voidaan aloittaa aikaisemmin seka mahdollisesti vaa-

rat ja turhat antibioottimaaraykset vahenevat.

Opinnaytetyon tuloksista on hyotya Flexicult Vet -maljan kayttoonotossa, mikali opinnay-
tetydssa todennetaan, etta maljan tunnistus on yhta luotettava kuin nykyinenkin mene-
telm&. Talléin mahdollisesti useampi eldinklinikka ottaa maljan kayttoonsa. Tastéa voi olla
apua kissojen ja koirien virtsatieinfektioiden diagnostiikassa, se voi lisata antibioottimaa-

raysten luotettavuutta ja siten vahentaa antibioottiresistenssin syntymista.



2 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoite

Flexicult Vet -maljojen kaytolla pyritadn vahentamaan koirien ja kissojen turhia ja vaaria
antibioottilaakityksia ja nopeuttamaan diagnoosiprosessia. Opinnaytetydn tarkoituksena
oli vertailla Flexicult Vet -viljelymaljan toimivuutta perinteiseen virtsan bakteeriviljelyyn ja
herkkyysmaaritykseen. Tyon tavoitteena oli, etta jos Flexicult Vet -maljan tulokset ovat
yhtenevat perinteisten menetelmien kanssa, Triolab voisi suositella Flexicult Vet -maljaa
elainklinikoille korvaamaan nykyisin kaytéssa olevan virtsavilielymaljan nopeampana

vaihtoehtona koirien ja kissojen virtsatieinfektioiden diagnostiikassa.

Elainklinikoilla bakteerien tunnistus tapahtuu useasti vain kromogeenisten maljojen varin
seka ulkon&on perusteella ja vain epaselvissa tapauksissa maljat [&hetetddn jatkotutki-
muksiin. Toimeksiantajan toiveena oli, ettd tytskentely tdssa vertailututkimuksessa on
mahdollisimman samankaltaista eldinladkariasemien kanssa, jolloin tydssakaan ei tehty
tarkempia tunnistustesteja virtsanaytteiden bakteereille.

3 Tutkimuksen taustaa

Kansainvalisten suositusten mukaan lemmikkieldinten epailtyjen virtsatietulehdusten an-
tibioottihoitojen tulisi perustua viljely- ja herkkyystesteihin. Monet tekijat vaikuttavat kui-
tenkin negatiivisesti suosituksen toteutumiseen eldinklinikoilla. Naita tekijoita ovat pitkat
laboratorioiden k&sittelyajat, erikoisvaatimukset huonosti sailyviin kuljetuksiin ja taloudel-
liset kustannukset lemmikkien omistajille. Paikan paalla viljely on vaihtoehto naytteiden
lahettamiselle laboratorioon, mutta kaikilla klinikoilla ei ole varustusta suorittaa baktee-
rien eristdmisté ja herkkyysmaarityksia kansainvalisten laatuvaatimusten ja turvallisuus-
standardien mukaan. Vaikka tutkimukset suoritettaisiinkin optimaalisesti, vaatii viljely va-
hintdan kaksi vuorokautta ennen kuin herkkyysmaarityksien tuloksiin perustuva hoito voi-

daan aloittaa. (Guardabassi — Hedberg — Rem Jessen — Damborg 2015: 2.)

Laboratorion ulkopuolella suoritettavat testit voisivat olla mahdollisesti tapa, milla saas-
tetdan kasittelyaikaa seka kustannuksia. Tanskalaisen SSI Diagnostican kehittamaé Fle-
xicult™ -maljaa kaytetddn Tanskassa laajasti ihmisten virtsatieinfektion nopeampaan
diagnoosiin ja herkkyyden testaukseen perusterveydenhuollossa. Testilla voidaan maa-
rittdd semikvantitatiivinen bakteerien maara, virtsapatogeenien alustava tunnistus ja en-

nuste antibiootin herkkyydesta. Maljan koostumusta muutettiin myos elaimille sopivaan



muotoon, jotta saataisiin elaimilla esiintyvat patogeenit Staphylococcus pseudinterme-
dius ja Streptococcus canis kasvamaan paremmin. Taman eldimille vastaavan tuotteen,
Flexicult Vet -maljan, toimivuutta pienel&inklinikoilla testattiin kenttatutkimuksessa seit-
semalla pienella elainklinikalla Tanskassa vuonna 2013. Testissa elainklinikat viljelivat
72 virtsanayttetta Flexicult Vet -maljalle ja loput naytteesta lahetettiin K66penhaminan
yliopiston mikrobiologian laboratorioon tutkittavaksi. Testien tuloksia verrattiin ja niiden
perusteella arvioitiin Flexicult Vet -maljan sensitiivisyys ja spesifisyys. Mydhemmin mik-
robilddkelokeroita muutettiin metisilliiniresistentin Staphylococcus pseudintermediuksen
(MRSP) tunnistamiseksi lisddmalla oksasilliinia sisaltava lokero. MRSP on moniantibi-
oottiresistentti bakteeri ja suuri huolenaihe pienelainklinikoilla. Kehiteltyd Flexicult Vet -
maljaa arvioitiin 110 yleisella koirien ja kissojen virtsatietutkimuksia aiheuttavalla eriste-

tylla bakteerikannalla. (Guardabassi ym. 2015: 2.)

Kenttatutkimuksen perusteella Flexicult Vet -maljan sensitiivisyys (83 %) ja spesifisyys
(100 %) kliinisesti merkittavan bakteerikasvun tunnistukseen olivat samat, riippumatta
siita tekiko tulkinnan klinikan henkilokunta vai tutkijat. Bakteerien tunnistamisessa oli kui-
tenkin eroa klinikan henkilokunnan ja tutkijoiden valilla. Klinikan henkilokunta tunnisti oi-
kein 53 % naytteistd, kun taas tutkijoiden tunnistus onnistui 100 %. Virheita klinikan hen-
kilokunnan tunnistuksessa oli enterokokkeja lukuun ottamatta kaikissa bakteerilajeissa.
Tunnistuksessa esiintyvien virheiden takia valmistaja paransi ohjeistusta bakteerien tun-
nistukseen. Kenttatutkimuksessa herkkyysmaarityksien suurimmat virheet olivat beeta-
laktaamien (ampisilliini, amoksisilliini-klavulaanihappo) vaara resistenssi E. colilla, ja
my6hemmassa tutkimuksessa vaara amoksisilliini/klavulaanihapporesistenssi E. colilla,
seka vaara ampisillininerkkyys Staphylococcus pseudintermediuksella. Tutkimuksessa
kavi myos ilmi, ettd Staphylococcus aureusta ja Staphylococcus pseudintermediusta oli
mahdoton erottaa 24 tunnin inkubaation jalkeen, mutta 48 tunnin inkubaation jalkeen

pesakkeet tulivat ndkyville. (Guardabassi ym. 2015: 5.)

4 Virtsatieinfektioiden aiheuttajia koirilla ja kissoilla

Virtsatieinfektiot ovat yleinen syy mikrobilaakkeiden maaraamiseen elainlaakariasemilla,
ja koirilla infektioita todetaan enemman kuin kissoilla. Diagnoosi tehdaén virtsasta 10yty-
vien bakteerien perusteella. Yleisin aiheuttaja on Escherichia coli, joka aiheuttaa ainakin
50 % kissojen ja koirien virtsatietulehduksista. Loppujen infektioiden aiheuttajina on
grampositiivisista kokeista stafylokokit, enterokokit sekd streptokokit ja gramnegatiivi-

sista sauvoista proteukset, klebsiellat ja pseudomonakset. (Guardabassi ym. 2015: 2.)



4.1 Yleista bakteereista

Bakteerit ovat yksisoluisia, kooltaan mikroskooppisia organismeja. Kun bakteereja kas-
vatetaan elatusalustalla oikeissa olosuhteissa, ne muodostavat pesakkeita jotka ovat sil-
min havaittavissa. Bakteeripesdke voi koostua jopa sadoista miljoonista erillisista bak-
teerisoluista. Bakteerien toiminnan, seka esimerkiksi antibakteeristen laakkeiden vaiku-
tusmekanismien ymmartamisen kannalta on tarkeda tuntea bakteerien rakenteita. Tau-
dinaiheuttajabakteerit omaavat sairauksien aiheuttamista edistavia ominaisuuksia, kuten
tarttumiskyvyn kohteeseen mm. tarttumista helpottavien karvojen, fimbrioiden, avulla ja
ympaéristossa liikkumisen liukumisen tai flagellojen eli varekarvojen avulla. Bakteerit voi-
vat siirtdd DNA:ta solusta toiseen mm. konjugaation eli pariutumisen avulla. Jotta bak-
teerit selviytyisivat epaedullisista olosuhteista, jotkut lajit ovat kehittédneet lepomuodon,
ition, jonka avulla bakteeri selvida huonojen aikojen ohi. (Vaara — Skurnik — Sarvas 2010:
14.)

Mikrobisto on elimistdssa monimuotoinen elin, jonka merkityksesta hyvinvoinnille tiede-
taan viela melko vahan. Normaali mikrobisto eli normaalifloora kehittyy terveelle orga-
nismille luonnollisessa ymparistdssa. Se yllapitaa elimistdn tasapainoista toimintaa, suo-
jaa ymparistbn patogeeneilta ja muokkaa ruoan sisaltamia ravintoaineita hyodylliseen
muotoon. Mikrobiston koostumukseen ja toimintaan vaikuttaa isdnndn ominaisuuksien
lisaksi myds ympadristétekijat. Normaalia bakteeristoa |0ytyy iholta, ruoansulatuskana-
vasta ja genitaalialueelta. (Jalava 2010: 76—81.) Myts normaaliflooran mikrobit voivat
aiheuttaa taudin joutuessaan elimistén muille alueille. Esimerkiksi suoliston normaalifloo-
ran bakteeri voi virtsateihin padstessaan aiheuttaa virtsatieinfektion. Jos mikrobilaéketta
kaytetaan pitkaéan tai toistuvasti, voi normaaliflooraa tuhoutua taudinaiheuttajan kanssa.
Talléin hiiva tai antibioottiresistentiksi muuttunut normaaliflooraan kuuluva bakteeri voi

aiheuttaa infektion. (Karhuméaki — Jonsson — Saros 2005: 30.)

Useilla bakteereilla on solun ulkopuolinen kapseli. Sen avulla bakteerikasvustolla on
mahdollisuus kiinnittyd ymparistdonsa ja muodostaa biofilmi. Biofilmiksi kutsutaan bak-
teerien muodostamaa ulkoista polysakkaridiverkostoa, joka sulkee ja eristad bakteereita
sisdansa ja tama hankaloittaa mikrobiladkkeen paasya vaikutuskohteeseensa. (Vuopio-
Varkila — Kuusela — Kotilainen 2010: 85.) Kapselin tarkoituksena on suojata bakteeria
mahdolliselta fagosytoosilta, lysotsyymiltd, komplementilta sek& ympariston muilta hait-
tavaikutuksilta. Monilla taudinaiheuttajabakteereilla esiintyy sekéa kapselillisia ettd kap-

selittomia muotoja. Kapselittomat muodot ovat yleensé kuitenkin ihon ja limakalvojen



normaalifloorassa ja voivat aiheuttaa vain pinnallisia infektioita. Samojen bakteerien kap-
selilliset muodot taas voivat aiheuttaa yleisinfektioita. Kapseli on yleensa erittéin hapanta
polysakkaridia, mutta harvemmin se voi olla myds proteiinia tai polypeptidia. Myds bak-
teerin kapselimateriaali voi kiinnittd& sen ymparistoonsa, jolloin polysakkaridi toimii lii-
mana eika taten valikoi tarttumiskohdettaan. (Vaara ym. 2010: 30.)

Toisin kuin eldinsoluilla, useimmilla bakteereilla on soluseind plasmamembraanin ulko-
puolella. Soluseind antaa bakteereille niille ominaisen muodon ja ne voivat olla joko pal-
lomaisia, nauhamaisia, sauvamaisia tai korkkiruuvimaisia. Bakteerit voidaan jaotella ryh-
miin muotojensa perusteella, esimerkiksi pallomaisen muotoisiksi kokeiksi tai pitkulaisen
muotoisiksi sauvoiksi. Soluseindn rakenne toimii perustana monille antibioottien toimin-
tamekanismeille. Bakteerit jaetaan gramnegatiivisiin ja grampositiivisiin bakteereihin nii-
den soluseinan rakenteen mukaan. Nimitys tulee tanskalaisen laékarin Hans Christian

Gramin keksimasta gramvarjayksesta. (Vaara ym. 2010: 21.)

4.2 Gramnegatiiviset bakteerit

Seka gramnegatiivisten ettd grampositiivisten bakteerien soluseinda koostuu pé&éaosin
peptidoglykaanista, mutta gramnegatiivisten bakteerien soluseind on monimutkaisempi.
Niiden soluseindssa on plasmamembraanin ja ohuen peptidoglykaanikerroksen ulko-
puolella yliméaarainen biologinen kalvo, ulkomembraani, joka on ominaisin rakenteellinen
piirre gramnegatiivisilla bakteereilla. Gramvarjayksessa gramnegatiiviset bakteerit var-

jaytyvat vaaleanpunaisiksi. (Vaara ym. 2010: 21-26.)

4.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli -bakteerit kuuluvat ihmisten ja tasalampoéisten eldinten normaaliin suo-
listomikrobistoon. Niiden tehtavana on estaa tautia aiheuttavien mikrobien tarttuminen ja
lisdéntyminen isannédn suolistossa, sek& K-vitamiinin tuottaminen. (Evira 2016.) E. coli
on suoliston aerobisen flooran valtabakteeri ja se voi aiheuttaa opportunistisia infektioita
(aiheuttaa infektioita vain, jos elimiston puolustuskyky on joko yleisesti tai paikallisesti
heikentynyt), tavallisimmin virtsatieinfektioita. E. coli -kantoja on monia erilaisia, aineen-
vaihdunnaltaan samankaltaisia, mutta virulenssiltaan eli taudinaiheuttamiskyvyltaan eri-
laisia aerobisia bakteereja. Rakenteeltaan E. coli on tyypillinen gramnegatiivinen ente-

robakteeri. Useimmat liikkuvat flagellojen avulla ja kiinnittyvat pintoihin ja kudoksiin



fimbrioiden avulla. Enterobakteerit ovat luonnollisesti resistenttejd monille antibiooteille
tehokkaan ulkomembraaninsa takia, mutta myos niiden hankittu resistenssi on yleista.
E. coli on kuitenkin herkk& gramnegatiivisiin bakteereihin tehoaville antibiooteille. E. coli
on ollut 1940-luvulta lahtien biokemiallisen tutkimuksen, sekd myéhemmin my6s geneet-
tisten ja molekyylibiologisten tutkimusten tarkein kohde ja se onkin maailman parhaiten
tunnettu solu. Se on ihanteellinen mallisolu helpon kasiteltavyyden, kasvatuksen ja ma-
nipuloinnin takia. (Siitonen — Vaara 2010: 17, 177-178.) Kromogeenisella virtsaviljely-

maljalla E. coli saadaan kasvamaan punaisena (Kuvio 1).

Kuvio 1. Escherichia coli -kasvustoa UriSelect™4 ja Flexicult® Vet -maljoilla.

4.2.2 Klebsiella

Klebsiella-lajit kuuluvat gramnegatiivisiin sauvoihin ja niiden limaiset pesékkeet elatusai-
nemaljalla kertovat niiden erinomaisesta kyvystd muodostaa polysakkaridikapselia (Ku-
vio 2). Ne ovat ampisilliinille luonnostaan resistentteja, mutta yleensa esimerkiksi amok-
sisilliinin ja klavulaanihapon yhdistelmalle herkkié. Virtsatieinfektioissa melko tavallisia
I6ydoksia ovat K. pneumoniae seké K. oxytoca. (Tissari — Anttila 2010: 196.)



Kuvio 2. Klebsiella pneumoniae -kasvustoa UriSelect™4 ja Flexicult® Vet -maljoilla.

4.2.3 Proteus

Proteus-lajeille ominaista on yleensa leviava peséake, vahva positiivinen ureaasireaktio
seka kyky tuottaa rikkivetya. Proteuksen kyky hajottaa ureaa kertoo osittain sen taipu-
muksesta aiheuttaa virtsatieinfektioita. Proteus-lajit esiintyvét suolistossa ja ne ovat op-
portunisteja. Proteuksen aiheuttama virtsatieinfektio voi muuttua krooniseksi ja tuhota
munuaisen parenkyymia. Proteus mirabilis on gramnegatiivisten bakteerien hoitoon tar-
koitetuille antibiooteille yleensa herkka, toisin kuin Proteus vulgaris, joka on néille enem-
man resistentti. (Tissari — Anttila 2010: 198.)

4.2.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa on ohut, gramnegatiivinen sauvabakteeri, joka viihtyy maape-
rassa seka vesissa. Se on melko vaatimaton kasvuvaatimuksiltaan. Se on opportunisti-
nen bakteeri. P. aeruginosa pystyy hyédyntamaan monia orgaanisia yhdisteita kasvaak-
seen ja sen kasvua suosivia olosuhteita ovat erityisesti kosteat olosuhteet. P. aeruginosa
on monille mikrobilddkkeille luonnostaan resistentti, mika johtuu sen ulkomembraanin
rakenteesta, joka toimii tehokkaasti lapaisyesteena. Lisaksi sen soluseindmassa on
eraanlaisia pumppuja, jotka kuljettavat antibiootteja ulos solusta. (Tissari — Anttila 2010:
200-201.)



4.3 Grampositiiviset bakteerit

Grampositiiviset bakteerit varjaytyvat gramvarjayksessa sinivioleteiksi ja niiden solu-
seind on paksu, silla siind on useampia peptidoglykaanikerroksia paallekkain, kun taas
gramnegatiivisilla bakteereilla kerroksia on vain 1-3. Paksun peptidoglykaanikerroksen
johdosta ne ovat herkkia lysotsyymille, seka penisilliinille ja sen johdannaisille. (Vaara
ym. 2010: 22-25.)

4.3.1 Enterokokit

Enterokokit ovat kasvuvaatimuksiltaan joustavia bakteereja. Ne voivat kasvaa hyvin mo-
nessa eri lAmpdotilassa, korkeassa pH:ssa, seké hyvin suolaisessa ympéaristossa. Ente-
rokokit ovat tarkea osa elainten ja ihmisten normaalia suolistomikrobistoa. Enterococ-
cus-sukuun kuuluu useita eri lajeja, joista yleisimmat laboratorioldydokset ovat E. faeca-
lis ja E. faecium. Enterokokit ovat taudinaiheuttajina opportunisteja bakteereja. Yleensa
enterokokin aiheuttama infektio on peraisin isdnnan omasta mikrobistosta. Yleisimmin
enterokokin aiheuttama infektio on virtsatietulehdus. (Rantakokko-Jalava — Anttila 2010:

126.) Enterokokit kasvavat kromogeenisilla maljoilla usein sinisiné (Kuvio 3).

Kuvio 3. Enterococcus faecalis -kasvustoa UriSelect™4 ja Flexicult® Vet -maljoilla.



4.3.2 Streptococcus canis

Streptokokit ovat tyypillisia grampositiivisia bakteereja, joiden soluseina koostuu proteii-
neista ja polysakkarideista. Streptococcus canis kuuluu beetahemolyyttiseen strepto-
kokki G -ryhmaan ja aiheuttaa infektioita l&hinna koirilla. Str. canis on zoonoottinen pa-
togeeni, eli se voi aiheuttaa infektioita, seka tarttua elainten ja ihmisten valilla. (Ranta-
kokko-Jalava — Anttila 2010: 122.)

4.3.3 Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius on grampositiivinen bakteeri ja se kuuluu Staphylo-
coccus intermedius -ryhmaan. Se on opportunistinen patogeeni, joka kuuluu kissojen ja
koirien normaaliflooraan. Metisilliinille resistentit S. pseudintermedius -kannat ovat viime
aikoina olleet suuri haaste elainlaéketieteelle niiden laajan moniladkeaineresistenssin ja
sairaalainfektioiden taudinaiheuttamiskyvyn takia. Biofilmin muodostuksen arvioidaan

olevan yksi tarkeimmista virulenssitekijoista stafylokokeilla. (Gréonthal ym. 2017.)

5 Viljelymenetelmat

Bakteeriviljely on bakteriologisen diagnostiikan perusmenetelmd, jonka avulla eristetyt
bakteerit voidaan tunnistaa suku- tai lajitasolle. Viljeltyjen bakteerikantojen ominaisuu-
det ovat helposti tutkittavissa tarkemmin erilaisten tunnistustestien avulla. Viljely mah-
dollistaa my6s mikrobilddkeherkkyyden maarittamisen infektion kannalta merkitykselli-
siltd bakteereilta. Viljelmien kasittelyyn ja tulkintaan vaaditaan kokeneita, koulutettuja te-
kijoita. (Anttila — Hellstén 2010: 58; Carlson — Koskela 2011: 37, 40-41.)

5.1 Virtsan bakteeriviljely

Virtsaviljely kuuluu yleisimmin kaytettyihin bakteeriviljelyihin ja silla etsitdan virtsatiein-
fektioita aiheuttavia bakteereita. Tutkimusta varten virtsan tulisi olla rakossa tarpeeksi
kauan, vahintaan nelja tuntia, jotta bakteerien maaran voi luotettavasti maarittaa. Bak-
teerit lisdantyvat huoneenlammaossa nopeasti, joten jos naytetta ei viljella puolen tunnin
sisdlla, se sailyy analyysikelpoisena joko jadkaappilampdtilassa 24 tuntia tai sailontaai-
neellisessa kuljetusputkessa huoneenlammaossa 24 tuntia ja jadkaappilampétilassa 2
vuorokautta. (Eskelinen 2016; Huslab 2016.)
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Ihanteellinen tapa saada nayte elaimelta virtsaviljelyyn on ottaa se suoraan virtsarakosta
kystosenteesilla, eli punktoimalla. Toiseksi paras tapa on saada nayte katetroimalla
virtsa suoraan rakosta. Koska muutamia bakteereja esiintyy normaalisti virtsaputken
suulla, on mahdollista, etta virtsa kontaminoituu talla naytteenottotavalla. Virtsanayte
joka otetaan, kun el&in virtsaa itse, voi sisaltaa myds elimiston normaaleja bakteereita,
jotka saattavat tehda virtsaviljelyn tulkinnasta haastavaa. Vapaasti laskettua virtsanay-
tetta ottaessa tulee huomioida, ettd se otetaan keskivirtsasta, eika virtsan tulisi koskettaa
eldaimen turkkia. (Langston 2011: 197.)

Naytteet viljelladn (Kuvio 4) kasvuvaatimusten mukaiselle elatusainemaljalle ja laitetaan
inkuboitumaan lampdkaappiin. Patogeeniset bakteerit kasvavat useimmiten parhaiten
+35 C:n lampdtilassa. Bakteerit lisdantyvat 18—24 tunnin aikana niin paljon, etta ne na-
kyvat pesakkeina maljalla. Tulos ilmoitetaan bakteerien maarana millilitrassa virtsaa. Klii-
nisesti merkittavat bakteerimaaran rajat vaihtelevat koiralla naytteenottotavan mukaan,
mutta kissoilla se on naytteenottotavasta riippumatta 102 CFU/ml (Taulukko 1). (Eskeli-
nen 2016; Huslab 2016; Rasmussen ym. 2015)

Taulukko 1.  Merkitsevan bakteerikasvun rajat koirilla ja kissoilla.

Naytteen keraystapa Koira Kissa

Punktio 2 103 CFU/mL > 10° CFU/mL
Katetri = 10* CFU/mL > 10° CFU/mL
Keskivirtsa > 10° CFU/mL > 103 CFU/mL

Eri bakteerit muodostavat elatusaineelle eri peséaketyyppeja, jotka pyritddn erottamaan
toisistaan mm. koon, muodon, hemolyysin, varin ja hajun perusteella. Jos viljelyssé na-
kyy useita erilaisia pesakkeita, niin sanottua sekaflooraa, bakteerit ovat todennakoisesti
tulleet virtsaan iholta naytteenoton yhteydessa. Taman takia naytteenotossa on tarkeaa
kiinnittda huomiota huolelliseen pesuun, puhtaisiin naytteenottovélineisiin ja siihen, etta
ensivirtsa lasketaan hukkaan. Jos kaikki pesakkeet ovat samanlaisia, merkitsee se hyvin
otettua naytetta ja hyvin todennakdisesti tulehdusta, jonka aiheuttaa lahes aina yksi bak-
teeri. Maljan tarkastelun perusteella voi kokenut tulkitsija paatella jo paljon, ja tarkeista

naytteistd alustavat tulokset lahetetddn jo tdssa vaiheessa. Alustavan arvion jalkeen
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maljoilta poimitaan pesékkeita jatkotutkimuksia varten. (Eskelinen 2016; Carlson — Kos-
kela 2011: 42.)

Kuvio 4. Virtsaviljelytekniikka.

5.2 Puhdasviljely

Puhdasviljelytekniikkaa kaytetdan eri bakteerilajien ja -kantojen erottelemiseksi toisis-
taan. Tarkoituksena on laimentaa lahtomateriaali niin, etta elatusaineen pinnalle saa-
daan kasvamaan yksittaisia pesakkeita erilleen toisistaan. Laimentaminen tapahtuu kay-
tanndssa niin, ettd alkuperaista naytetta levitetdan osalle maljaa, ja nayte levitetdan ha-
jotustekniikalla (Kuvio 5) koko maljalle, jolloin viimeiselle hajotusalueelle jaa vain pieni
osa bakteereista. Hajotuksen joka vaihe tehdaan puhtaalla viljelysilmukalla. Kasvatuk-
sen jalkeen alueelle muodostuneita erillispesakkeita voidaan siirtda uudelle puhtaalle
maljalle, jolloin syntyy puhdasviljelma. Jos kaikki peséakkeet uudella maljalla ovat saman

nakoisia, on puhdasviljelma onnistunut. (Carlson — Koskela 2011: 41.)

1 = P
— / : — i
— —

Kuvio 5. Hajotusviljelytekniikka.
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5.3 Bakteerien tunnistus

Bakteerien tunnistus on viime aikoihin saakka perustunut niiden muotoon, varjaytyvyy-
teen ja biokemiallisiin ominaisuuksiin. Nukleiinihappomenetelmét ovat kuitenkin alka-
neen vallata alaa molekyyligenetiikan ja geeniperusteisen bakteeritaksonomian myota.
Vaikka bakteereiden luokittelu ja lajijako perustuvat bakteerin DNA-rakenteeseen, kay-
tannon diagnostiikassa ne tyypitetddn edelleen valtaosin kayttaen fenotyyppisia ominai-
suuksia. Biokemialliset testit, jotka perustuvat erilaisiin entsyymireaktioihin ovat yha tar-
keimpid. Niissa tutkitaan joko bakteerin kykyd hajottaa orgaanisia yhdisteita tai yksit-
taistd entsyymireaktiota. Kaupallisia testisarjoja kaytetdan paljon rutiinidiagnostiikassa.
Tunnistuksessa voidaan kayttdd apuna myos bakteerien lajikohtaista herkkyytta ja resis-
tenssia erilaisille kemiallisille yhdisteille. (Carlson — Koskela 2011: 42-43; Lindholm —
Eerola 2010: 64.)

Menetelmda valitaan yksinkertaisuuden, nopeuden ja toistettavuuden perusteella. Se,
ettd menetelmét toimivat kaytannon infektiodiagnostiikassa perustuu myos siihen, etta
valtaosa Kliinisista naytteista eristetyista patogeeneista kuuluu suppeaan piiriin. Naméa
Kliinisten naytteiden yleisimmat bakteerit ovat kuitenkin vain pieni osa kaikista tunne-
tuista bakteereista, joten rutiinimenetelmat eivat sovi sellaisenaan harvinaisempien bak-

teerien tunnistukseen. (Lindholm — Eerola 2010: 64.)

5.4 Mikrobiologisten menetelmien epavarmuus

Mikrobiologisen analyysin periaate poikkeaa paljon kemiallisista analyyseista. Kemialli-
sissa analyyseissa analyytti erotetaan matriisista kemiallisin erotusmenetelmin, minka
takia hiukkaspitoisuus on yleensa suuri laimennetussakin analyytissa. Taman takia sa-
tunnainen hajonta ei juuri vaikuta kemiallisissa analyyseissé tuloksiin. Mikrobiologiassa
taas nayte analysoidaan mikrobeineen seka hairitsevine taustoineen ja analyytti erotel-

laan vasta kasvatusalustalla. (Evira 1997: 2.)

Menetelman spesifisyys maaraytyy alustan koostumuksen ja kasvuolosuhteiden seka
tutkittavien kantojen ominaisuuksien vaihtelun perusteella. Jotta yksittdiset pesakkeet
voidaan laskea, néyte joudutaan usein laimentamaan sellaiseen pitoisuuteen, etta pe-
sakkeet erottuvat erillisind. Taman takia rinnakkaismaaritysten pesékemaarét voivat

vaihdella ilman, etta kyseessa olisi virhe. (Evira 1997: 2.)
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Koska mikrobit ovat elavaa materiaalia, tulosten oikeellisuuden méarittdminen on han-
kalaa, silla valmisteen todellista pitoisuutta ei voida maarittaé eik& se pysy muuttumatto-
mana. Mikrobiologiassa pidetdan oikeana tuloksena usean toiston keskiarvotuloksen ja
referenssimateriaaleilla saadun hyvaksytyn arvon lahekkaisyyttd. Tulosten hajontaa li-
saé tyontekijakohtaiset tyoskentely- seka tulkintaerot, jotka liittyvat naytteen ja mikrobien

ominaisuuksiin. (Evira 1997: 3.)

5.5 Elatusaineet

Naytteet viljellaén joko nestemaiseen elatusaineeseen tai kiinteille elatusainemaljoille.
Kiintea elatusaine valmistetaan petrimaljalle hyydyttamalla nesteméainen elatusaine aga-
rilla. Eri patogeenien kasvuvaatimukset vaihtelevat paljon. Esimerkiksi stafylokokit ja en-
terokokit tyytyvat varsin vaatimattomiin olosuhteisiin, kun taas streptokokit ja jotkin an-
aerobit bakteerit vaativat paljon erilaisia kasvutekijoitd. Elatusaineen koostumus on
suunniteltu optimaaliseksi bakteerin kasvulle, jolloin ne lisdantyvat jakautumalla. Elatus-
aineissa kaytetaan ravinteina osittain hydrolysoituja proteiineja seka erilaisia liha- ja hii-
vauutteita. Kiinteisiin elatusaineisiin lisatd&n usein myos defibrinoitua verta rikasteeksi.
Elatusaineita, joilla useimmat aerobiset patogeenit kasvavat, kutsutaan yleiselatusai-
neiksi. Naitd ovat esimerkiksi verimalja ja suklaamalja. Yleiselatusaineiden liséksi on
kaytettavissa erilaisia erottelevia ja selektiivisia elatusaineita. Virtsaviljelyissa yleisesti
kaytettava Cled -malja sisaltédd laktoosia, jota esimerkiksi E. coli hajottaa happamiksi
aineenvaihduntatuotteiksi muuttaen samalla varin keltaiseksi pesékkeen ymparilta. Eri
bakteerilajeja voidaan erottaa toisistaan liittamalla varillisid komponentteja elatusainee-
seen, jotka kerdantyvéat bakteeripesékkeeseen. E. coli saadaan kasvamaan tallaisella
kromogeenisella virtsaviljelymaljalla punaisena ja enterokokki sinisena. Selektiiviselle
maljalle taas voidaan lisaté antibiootteja ja muita bakteerimyrkkyja, jolloin saadaan hai-

ritsevien bakteerien kasvu estettyd. (Carlson — Koskela 2011: 41-42.)

6 Kromogeeniset maljat

Kromogeeniset agarit ovat elatusaineita, jotka sisaltavat varia muodostavia yhdisteita,
kromogeeneja. Kromogeeni on liitetty substraattiin ja bakteerin kasvaessa maljalla se
tuottaa entsyymia, jolloin spesifisessd entsyymi-substraattireaktiossa kromogeeni va-

pautuu ja bakteeripesake nakyy varillisena. Koska substraattia hajottava entsyymi on
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lajispesifinen, ainoastaan tietyn lajin bakteerit varjaytyvat. Jos varin muutos perustuu jo-
honkin muuhun, esimerkiksi pH:n muutokseen, malja ei ole kromogeeninen. Kromogee-
niset maljat ovat monesti selektiivisia, esimerkiksi antibioottilisaysten takia. Kaupallisten
kromogeenisten maljojen koostumusta ei liikesalaisuuteen vedoten yleensa kerrota. Mo-
nesti koostumuksesta voidaan kertoa kuitenkin selektiivinen tekija ja entsyymi, johon
bakteerin tunnistus perustuu. Kromogeenisia maljoja voidaan kayttaa primaariviljelyyn,
jolloin siita voidaan tehda jo alustava tai lopullinen mikrobien tunnistus, tai siita voidaan

tehda jatkotunnistustesteja. (Karpanoja 2007: 39—40.)

Suomessa kromogeenisten maljojen kaytto kliinisesséa diagnostiikassa on ollut viela va-
haista padosin korkean hinnan takia, mutta kiinnostus on selvasti lisdantynyt. Eniten niita
kaytetaan virtsaviljelyissa helpottamassa tydprosessia, koska virtsaviljely on useimmissa
laboratorioissa maaraltaan suurin mikrobiologinen tutkimus. Suurella osalla markkinoilla
olevista elatusaineista on mahdollisuus tehda suora E. colin lajitason ja enterokokkien
sukutason tunnistus primaariviljelymaljalta. Muitakin virtsapatogeeneja on kromogeeni-
silta maljoilta helpompi tunnistaa alustavasti kuin tavallisilta maljoilta ja tutkimuksissa on
osoitettu, ettéd kasvattavuus on tavallisilla ja kromogeenisilla maljoilla samaa luokkaa.
Kromogeenisilta maljoilta on myos useissa tapauksissa helpompi havaita sekakasvusto
eri lajien varjaytyessa eri varein. Eri valmistajilla on eri ohjeistukset tunnistuksen luotet-
tavuudesta ilman erillisi& tunnistustestejad. Kromogeenisilla maljoilla voidaan mahdolli-
sesti nopeuttaa diagnostiikkaa ja tehostaa tyoskentelya laboratoriossa. (Karpéanoja 2007:
39-40; Meurman 2007: 41.)

6.1 UriSelect™4

UriSelect™4 on Bio-Radin valmistama ei-selektiivinen kromogeeninen agarpohjainen
viljelymalja, jolla yleisimmat virtsatieinfektioiden aiheuttajat voidaan eristdé ja tunnistaa
suoraan tai alustavasti (Taulukko 2). Maljalla on ravintorikas elatusaine joka sisaltaa
peptoneja, tryptofaania ja kromogeenisen sekoituksen, jolla voidaan tunnistaa tiettyjen
entsyymien toimintaa. Nain voidaan erottaa tietyt lajit ja organismiryhméat mahdollisim-
man vahilla tunnistustesteilla. Uriselectilla voidaan tunnistaa suoraan E. coli, enterokokki
ja Proteus ja alustava tunnistus voidaan tehda erityisesti KESC-ryhmalle (Klebsiella, En-

terobacter, Serratia, Citrobacter). (Bio-Rad Laboratories 2013.)
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Virtsan bakteeriviljely Uriselect-maljalle tehd&aéan virtsaviljelytekniikalla kayttamalla stan-
dardin mukaista 10 pl:n viljelysilmukkaa. Viljelysilmukka pidetaan pystyasennossa virt-
saan upotettaessa. Sen jalkeen silmukka vieddan agarin paalle ja vedetaan se kerran
maljan 1&pi halkaisijan mukaisesti. Lopuksi hajotetaan siirros vetamalla silmukkaa tiiviisti,
tasaisin valein ylhaalta alaspain maljan sivulta toiselle koko agarin pinnalle. (Bio-Rad
Laboratories 2013.)

Taulukko 2.  Pesakkeiden varit Uriselect-maljalla.

Bakteerilaji Pesakkeen vari / Uriselect™4
Escherichia coli vaaleanpunainen/ punainen
Klebsiella pneumoniae sininen/ violetti

Klebsiella oxytoca sininen/ violetti

Enterobacter lajit harmaansininen

Enterococcus faecalis

turkoosinsininen

Enterococcus faecium

turkoosinsininen

Pseudomonas aeruginosa

kermanvarinen/ valkoinen

Proteus vulgaris oranssinruskea
Proteus lajit oranssinruskea
Staphylococcus pseudintermedius vari ei tiedossa
Streptococcus canis vari ei tiedossa

6.2 Flexicult® Vet -malja

Flexicult Vet on kromogeeninen agarpohjainen virtsaviljelymalja, joka on suunniteltu kis-
sojen ja koirien virtsatieinfektioiden diagnosointiin. Maljan avulla arvioidaan bakteerien
maara virtsassa, tunnistetaan virtsapatogeenit alustavasti (Taulukko 3), ja saadaan en-
nuste antibiootin herkkyydesté viidelle eri antibiootille, jotka ovat valmiina maljan loke-
roissa (Kuvio 6). Antibioottiherkkyys maaritetaan joko resistenttina R (lokerossa on kas-
vua) tai herkkana S (lokerossa ei ole kasvua) kyseista antibioottia kohtaan. Antibiootti
saattaa vaikuttaa bakteerin varjaytymiseen maljalla, jonka takia tunnistus tehdé@an aina
puhtaalta alueelta. Boorihappo voi vaikuttaa joidenkin bakteerien kasvuun ja antibiootti-
herkkyyksiin, joten nayteputken tulee olla boorihapoton. Koska Flexicult Vet -maljalta

saadaan maaritettya viljelyn yhteydessa myos antibioottiherkkyys, oikean laékehoidon
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aloitus nopeutuu. Maljan kayttoonoton tarkoituksena on vahentaa eléinten turhia antibi-
oottilddkityksia ja nopeuttaa diagnoosiprosessia. (Rasmussen ym. 2015.)

1. Ampisilliini

2. Amoksisilliini/ Klavulaanihappo
3. Oksasilliini

4. Enrofloksasiini

5. Trimetopriimi/ Sulfametoksatsoli
CFU/ml = puhdas alue

Kuvio 6. Flexicult Vet -malja. (Rasmussen ym. 2015.)

Virtsan bakteeriviljely Flexicult Vet -maljalle suoritetaan siten, etta maljalle pipetoidaan
esimerkiksi pasteur-pipetilla virtsaa noin 1 ml miniminaytemaaran ollessa 0,8 ml. Nay-
tetta pipetoidaan puhtaalle alueelle 6-8 tippaa ja jokaiseen antibioottilokeroon 2-3 tippaa.
Taman jalkeen maljaa kallistellaan varovasti noin 3-5 sekunnin ajan, jotta nayte levittyy
tasaisesti agarille. Naytteen kulkeutumista lokerosta toiseen tulee valttda kontaminaa-
tioriskin vuoksi. Lopuksi valutetaan ylimaarainen virtsa pois maljan antibioottilokeroiden
puolelta, jolla estetdén antibioottien levittyminen puhtaalle kasvualustalle. Sen jalkeen
asetetaan kansi paikoilleen ja siirretdan malja +35—-37 C:n asteeseen inkuboitumaan

pohja ylospain 18—24 tunniksi. (Rasmussen ym. 2015.)



Taulukko 3.

Pesékkeiden vérit Flexicult Vet -maljalla.
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Bakteerilaji

Pesédkkeen vari / Flexicult® Vet

Escherichia coli

punainen/punaruskea

Klebsiella pneumoniae

tummansininen/violetti

Klebsiella oxytoca

tummansininen/violetti

Enterobacter lajit

tummansininen/violetti

Enterococcus faecalis

vihred/vihrean sininen

Enterococcus faecium

vihred/harmaa

Pseudomonas aeruginosa

vihertdvan valkoinen/vihertava

Proteus vulgaris

vihrea/ruskea

Proteus lajit

vaalean ruskea

Staphylococcus pseudintermedius

valkoinen/vaaleanpunainen

Streptococcus canis

luonnonvalkoinen

7 Herkkyysmaaritykset

Viljelyssa kasvaville todennékoisesti kliinisesti merkittaville bakteereille maaritetaén mik-

robilddkeherkkyys. Maarityksen tarkoituksena on selvittaa, onko bakteerin herkkyys nor-

maali, vai onko sen sietokyky merkitsevasti korkeampi hoidossa kyseeseen tulevia anti-

biootteja kohtaan. Maarityksella siis tutkitaan, onko bakteeri herkka (S) ladkkeelle, joka

soveltuu kaytettavaksi infektion hoitoon vai resistentti (R), jolloin ladkkeella ei ole tehoa

kyseiseen bakteeriin. Joissain tapauksessa bakteerin herkkyys on alentunut, jolloin herk-

kyysluokka on intermediate (1). Mikrobilaékkeen tehoa mitataan MIC-arvolla (minimal in-

hibitory concentration), joka kertoo pienimman laékepitoisuuden, jolla bakteerin kasvu

pystytaan estamaan. Bakteeri voi myds olla luonnostaan resistentti jonkin ryhman mik-

robilaékkeille, jolloin herkkyysmaaritystakaan ei talla ladkkeelld tehda. (Carlson — Kos-

kela 2011: 43-44.)
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7.1 Kiekkoherkkyysmenetelma

Agardiffuusioon perustuva kiekkomenetelmé on yleisimmin herkkyysmaarityksissa kay-
tetty menetelma. Kiekkomenetelméassa bakteerisuspensio valmistetaan poimimalla vilje-
lysauvalla muutama erillinen bakteeripeséke tuoreelta viljelymaljalta, jonka jalkeen pe-
sakkeet sekoitetaan steriiliin 0,9 % natriumkloridiin (NaCl). Herkkyysmaarityksessa kay-
tetédan yleisesti 0.5 McFarlandin (McF) vahvuista suspensiota. Suspension vahvuus tar-
kistetaan vertaamalla sitd McF 0.5 standardiin tai tarkistamalla vahvuus densitometrilla.
Kun vahvuus on oikea, suspensiota imetaén steriiliin vanutikkuun ja poistetaan ylimaara
painamalla tikkua putken seindmaa vasten. Lopuksi siirrostetaan vanutikkuun imeytetty
suspensio tasaisesti huoneenlampdiselle elatusainemaljalle esimerkiksi dreijaamalla,
jonka jalkeen maljalle asetellaan antibioottikiekkoja painamalla ne kevyesti agarin pin-
nalle. Nain varmistetaan antibiootin ja bakteerin hyva kontakti. Bakteerisuspensiosta teh-
daan aina laadunvarmistuksena myds hantamalja, jolla varmistetaan suspension puh-
taus. Yleisesti herkkyysmaarityksissa kaytossa oleva elatusaine on Mueller-Hinton agar,
jota tasséakin tydssa kaytetaan. Viljelyn jalkeen herkkyysmalja tulee asettaa valittomasti
lampokaappiin niin, ettd maljan kansi on alaspéin, jotta muodostuva kosteus ei héairitse
maaritysta. Ladke diffundoituu elatusaineeseen ja bakteeri alkaa kasvaa. Antibioottikie-
kon ymparille muodostuu estorengas, jonka halkaisija on suoraan verrannollinen bak-
teerin herkkyyteen antibiootille (Kuvio 7). Nakyvan kasvun raja muodostuu sille etdisyy-
delle kiekosta, jossa antibioottipitoisuus on laskenut pienimmén bakteerin kasvua esta-
van rajan alle. Herkkyytta tai resistenssia tietyille antibiooteille voidaan kayttdd apuna
my0s bakteerien tunnistuksessa. (Carlson — Koskela 2011: 43—-44; FiRe 2009: 9.)

Kiekkomenetelman virheldhteita ovat esimerkiksi liian suuri bakteerisuspension tiheys
joka voi aiheuttaa epéaselvan reunan estovyohykkeelle, antibioottikiekkojen kosteus, jos
niiden ei ole annettu lAmmeta huoneenlampoisiksi, sekad antibioottikiekkojen huono kon-
takti agarin pinnalle. (Evira 2014). Kiekkomenetelma ei aina toimi samalla luotettavuu-
della kaikkien bakteerien ja niiden la&kkeiden suhteen. Joidenkin bakteerien kasvuvaa-
timukset voivat edellyttdé sellaista elatusainetta, josta on ladkkeen vaikutukselle haittaa.
Esimerkiksi stafylokokkien beetalaktamaasivélitteinen resistenssi ei aina ilmene estoren-
kaan selkeédné pienenemisend, vaan saattaa ilmeta ainoastaan epatyypillisena estoren-
kaan reunana. (FiRe 2009: 5.)
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IS

Kuvio 7. Kiekkoherkkyysmenetelmé& Mueller-Hinton -maljalla.

7.2  Antibiootit

Antibiooteilla tarkoitetaan sellaisia yhdisteita, jotka hidastavat mikrobien kasvua tai tap-
pavat niita. Antibioottien kaytt6 tulee olla harkittua ja herkkyysmaarityksiin perustuvaa.
(Evira 2016.) Nykyaan antibiooteista puhutaan mieluummin mikrobild&kkeina joihin kuu-
luvat seka synteettisesti valmistetut ladkeaineet ettéd luonnosta saatavat yhdisteet. Anti-
biootit kuuluvat mikrobilddkkeisiin ja ne tehoavat vain bakteereja vastaan. Ne voidaan
luokitella esimerkiksi niiden vaikutustavan ja -kohteen perusteella bakterisidisiin ja bak-
teriostaattisiin laakkeisiin. Bakterisidiset laakkeet tappavat niille herkkia bakteereja ja
bakteriostaattiset valmisteet estavat bakteerien kasvua ja lisdantymista kuitenkaan tap-
pamatta niitd. Bakteriostaattiset valmisteet voivat muuttua bakteriosidisiksi la&kkeen pi-

toisuuden suurentuessa. (Huupponen 2014: 916.)

Bakteerilaakkeet voidaan myds luokitella neljadn ryhm&an niiden vaikutusmekanismien
perusteella. Nait ovat bakteerin soluseinan peptidoglykaanisynteesiin, proteiinisyntee-
siin, nukleiinihappojen synteesiin ja sytoplasmiseen kalvoon vaikuttavat aineet. Pep-
tidoglykaanisynteesiin vaikuttavat bakteeriladkkeet voivat esimerkiksi estaa erilaisten
entsyymien toimintaa. Proteiinisynteesiin vaikuttavat ladkkeet ovat normaalisti bakteri-
ostaattisia ja useimpien naiden vaikutus on tilapainen. Kun bakteeri paasee taas laak-

keettbma&an ymparistéon, kaynnistyy proteiinisynteesi uudestaan. Nukleiinihappojen



20

synteesiin vaikuttavat bakteerilaakkeet sitoutuvat joko bakteerin RNA:han tai DNA:han.
Sytoplasmiseen kalvoon vaikuttavat laékkeet vaurioittavat bakteerin lisdksi terveita so-
luja, minké takia niiden kayttd antibakteerisina laakkeinéd on vahaista. Ne vaurioittavat
ensin solun ulkokalvoa, jonka jalkeen ne paasevat sytoplasmiseen membraaniin ja ha-

jottavat sen. (Jarvinen — Vaara — Huovinen — Liippo — Vasankari 2011: 114-117.)

Penisilliini oli ensimmaisia antibiootteja, jotka esiintyivat luonnossa mikrobien tuotteina.
Nykyaan suurin osa antibiooteista on synteettisia ja ne rakennetaan laboratoriossa, silla
1960-luvulla luonnossa esiintyvien antibioottien maara vaheni. Synteettiset antibiootit
ovat kaytannossa kemiallisia muunnelmia luonnosta l6ytyvista aineista. Nykydan ongel-
mana on mikrobien nopeasti kehittama vastustuskyky eli resistenssi kaytdssa oleville
antibiooteille sek& uusien antibioottien kehittdmisen hidastuminen. Antibiootin tehoon
vaikuttavat seka antibiootin etta mikrobin rakenne. Antibiootin vaikutus alkaa, kun se 16y-
taa bakteerin pinnalla olevan reseptorin ja sitoutuu siihen. Sellaisia antibiootteja, jotka
vaikuttavat suureen joukkoon bakteereita, kutsutaan laajakirjoisiksi antibiooteiksi. Tallai-
set antibiootit ovat etuna silloin, kun ei pystyta luotettavasti paattelemaan infektion mah-
dollisia aiheuttajia. (Lumio 2016.)

Suurin yleisesti kaytdssa oleva mikrobilddkeryhmé on beetalaktaamiantibiootit. Niihin
kuuluvat penisilliinit, kefalosporiinit ja joitain muita antibiootteja. Beetalaktaamilaakkei-
den rakenteessa on beetalaktaamirengas. Beetalaktaamit eivat tehoa bakteereihin, jotka
tuottavat beetalaktamaasi- tai penisillinaasi-entsyymia koska ne pilkkovat beetalaktaa-
mirenkaan. Ne vaikuttavat suurimmaksi osin kasvaviin soluihin, ja ne ovat bakterisidisia.
Ryhman kaikilla antibiooteilla on samanlainen vaikutusmekanismi, joka kohdistuu bak-
teeriseindmaéan rakenteeseen. Niin kutsutussa bakteriolyysissa bakteerit hajoavat beeta-
laktaamivaikutuksen seurauksena siihen sopivissa olosuhteissa. (Huupponen 2014:
925.)

Antibiootin valinta on suureksi osaksi empiirista ja laéke joudutaan valitsemaan vain klii-
nisten oireiden perusteella ilman edeltdvaa mikrobiologista tutkimusta. Ladkevalinnan
ratkaisee Kliiniseen tutkimukseen perustuva tieto tai epaily infektion sijainnista ja tieto
infektion yleisimmisté aiheuttajista. Olennaista tehokkaan l&a&kkeen valinnassa on tieto
bakteerien paikallisesta ladkeherkkyydesta. Vaikka empiirinen hoito aloitetaankin, se ei
saa estaa spesifia mikrobiologista tutkimusta. Tama on tarkead, jos empiirinen hoito ei

tehoakaan ja koska kokemuksen kerdaminen infektion etiologiasta ja bakteerien herk-
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kyydestéa antibiooteille tulevaisuutta varten on valttamatonté empiirisen hoidon toteutta-
miseksi. Mikrobiologinen diagnoosi on myds tarkeaa bakteerien antibioottiresistenssien
seurannassa. (Jarvinen ym. 2011: 118.)

7.2.1  Ampisilliini ja amoksisilliini/klavulaanihappo

Ampisilliini ja amoksisilliini (aminopenisilliinit) kuuluvat laajakirjoisiin penisillineihin. Ne
tehoavat periaatteessa samoihin bakteereihin kuin penisilliinitkin, mutta ne lapaisevat
gramnegatiivisten sauvabakteerien ulkokalvon paremmin kuin peruspenisilliinit. Toisin
kuin peruspenisilliinit, aminopenisilliinit tehoavat myds enterokokkeihin, mutta Entero-
coccus faecium on jo suuressa osassa tapauksista resistentti. Kaikki paitsi beetalakta-
maasia tuottavat aerobiset gramnegatiiviset sauvabakteerit ovat aminopenisilliineille
herkkia. Noin 25 % E. coleista on amoksisilliinille resistentteja. Klavulaanihappoa kayte-
taan yleensa yhdistettyna johonkin muuhun antibioottiin, koska sen kliininen antimikrobi-
nen vaikutus on itsestaan riittamaton. Amoksisilliinin yhdistdminen klavulaanihappoon
tekee siita tehokkaan myos beetalaktamaasia tuottaville bakteereille. Taméa yhdistelméa
tehoaa esimerkiksi joihinkin ampisilliiniresistentteihin E. coli- ja Klebsiella -kantoihin.
(Huupponen 2014: 925-930; Jarvinen - Huovinen - Vaara 2011: 141-142.)

7.2.2 Oksasilliini

Oksasilliini kuuluu beetalaktaameihin, ja sen resistenssi on yleista gramnegatiivisille sau-
voille. Stafylokokit ovat herkki&a oksasilliinille, mutta koska MRSP on kuitenkin resistentti,
kaytetdan sitd yhtend MRSP:n tunnistuskeinona. Oksasilliinia sisaltava lokero luetaan
Flexicult Vet -maljalta vain, jos siind kasvaa pienia (1-2 mm) kokoisia valkoisia/vaalean-
punaisia pesékkeitd, jotka saattavat olla MRSP:ta. Tassa tapauksessa malja tulisikin 1a-

hettda jatkoanalyysiin mikrobiologian laboratorioon. (Rasmussen ym. 2016.)

7.2.3 Enrofloksasiini

Enrofloksasiini kuuluu fluorokinoloneihin, joiden vaikutusmekanismi liittyy bakteerin
DNA:n toiminnan estamiseen. Fluorokinoloneilla on laaja antibakteerinen kirjo ja ne vai-

kuttavat gramnegatiivisiin bakteereihin. Fluorokinolonit ovat aiheuttaneet rustovaurioita
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kasvaville elaimille, joten niita ei tulisi kayttaa kasvuiassa oleville potilaille. Enrofloksasii-
nin paametaboliitti eli aineenvaihdunnassa syntynyt tuote on siprofloksasiini. (Huuppo-
nen 2014: 941-943.)

7.2.4 Trimetopriimi/ Sulfametoksatsoli

Sulfonamidit eli sulfat ovat bakteeriostaattisia ladkkeita ja ne estavat bakteerin foolihap-
posynteesia. Sulfonamideille resistentteja gramnegatiivisia enterobakteerikantoja on
paljon liikkeellda, esimerkiksi E. colin resistenssi niille on yleisempaa kuin millekaan
muulle virtsatieinfektioiden antibiootille. Pelkkia sulfavalmisteita ei ole enda markkinoilla
Suomessa, mutta sulfametoksatsoli (keskipitkdvaikutteinen sulfonamidi) on kaytéssa yh-
distelmana trimetopriimin kanssa. Trimetopriimin ja sulfametoksatsolin yhdistelma on sy-
nergistinen, eli tehostavat toistensa vaikutusta. Taméan yhdistelman teho on kapeakirjoi-
nen ja ne tehoavat seka grampositiivisiin ettd gramnegatiivisiin bakteereihin. Sulfametok-
satsoli ja trimetopriimi sopivat mikrobilaakkeiksi hyvin, koska elimist6 ei syntetisoi fooli-
happoa vaan saa sen ravinnosta. Mikrobit taas syntetisoivat sen, eivatka pysty kaytta-
maan ulkopuolista foolihappoa. Tasta poikkeuksen tekevat enterokokit, jotka ovatkin
usein resistentteja sulfalle seka trimetopriimille. (Orion Pharma 2000: 85-87; Jarvinen
ym. 2011: 170-171.)

7.3 Mikrobiladkeresistenssi

Merkitsevasti normaalia korkeamman sietokyvyn antibioottia kohtaan omaavaa baktee-
rikantaa kutsutaan resistentiksi. Jos bakteeri sietédé korkeampaa bakteerildakepitoisuutta
kuin on turvallista kehossa saavuttaa, on se resistentti. Koska on osoitettu, etté tallaisen
rajan vetdminen on viitteellista, on WHO (World Health Organization) tarkentanut resis-
tenssin maaritelm&a niin, ettd bakteeria voidaan kutsua resistentiksi myds silloin, kun
bakteeri sietdd huomattavasti korkeampia ladkeainepitoisuuksia kuin suurin osa lajinsa
edustajista. (FiRe 2009: 1.)

Luonnollinen resistenssi on bakteereille tyypillista ja se vaihtelee paljon eri mikrobild&k-
keita kohtaan. Jo ladkkeiden kayttdalueita maaritettdessa otetaan huomioon bakteerien
luonnollinen resistenssi tiettyjen mikrobiladkkeiden vaikutukselle. Monet bakteerikannat,
jotka ovat olleet aluksi herkkia tietylle mikrobiladkkeelle, ovat tulleet sille ajan kuluessa

resistenteiksi. Tata kutsutaan hankituksi resistenssiksi. Antibiootin vaikutuskohdan tulee
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olla muuttumaton ja vapaa, jotta se voisi hairitd bakteerin toimintoja. Bakteerit pystyvat
kuitenkin muuntelemaan antibiootin vaikutuskohtia, jolloin ne eivat enda pysty sitoutu-
maan muuttuneisiin kohteisiinsa. Hankitun resistenssin syntymekanismit perustuvat esi-
merkiksi mikrobilaakkeita hajottavien entsyymien tuottoon, bakteeriladkkeen vaikutus-
tai sitoutumiskohdan muuttumiseen, metabolisen kiertotien kayttéon tai siihen, etta 1aa-
kevaikutuksen kohteena olevan entsyymin tuotanto kiihtyy rajusti. Bakteerien seinaman
rakenne voi myos estaa laakkeen lapaisyn tai bakteeri voi pumpata ladkeaineen solun
sisédlta. Hankittu resistenssi voi johtua bakteerin kromosomin pistemutaatiosta tai plas-
midien resistenssia valittavasta perintdmateriaalista. Plasmidin siséltama geneettinen in-
formaatio voi siirtyd grampositiivisesta bakteerista toiseen lahisukulaiseen bakteriofagin
valityksella. Gramnegatiivisilla bakteereilla voi koko plasmidi siirtya konjugaatiossa toi-
seen bakteeriin. Moniresistentit bakteerit ovat resistentteja samaan aikaan monen eri
ryhman mikrobilaakkeille. (Evira 2016; Huupponen 2014: 919-920.)

Antibioottiresistenssi on lisaantynyt nopeasti vime vuosien aikana, eivatka tavalliset an-
tibiootit useissa tapauksissa tehoa enaa. Resistenssi lisd& ihmisten ja eldinten sairastu-
vuutta, kuolleisuutta ja kustannuksia terveydenhuollossa. Antibioottien kayttd on yhtey-
dessa bakteerien lisdantyneeseen vastustuskykyyn, jonka takia tarpeettoman mikrobi-
laakehoidon valttdminen on paras keino ladkeresistenssin rajoittamiseksi. Mikrobilagke-
resistenssi on talla hetkelld yksi vakavimpia uhkia ladketieteessa ja elainladketieteessa.
Jos antibioottihoitoon paddytééan, oikea antibiootti tulee aina valita laboratoriotutkimusten
perusteella. (Evira 2016; Helsingin yliopisto 2015.) Elainklinikoilla osa laakéareista saat-
taa maarata antibiootin ilman herkkyysmaarityksia pelk&n bakteerikasvun perusteella,
mik&a pahentaa antibioottiresistenssia (Yle Fem 2017). Tasta syysta Flexicult Vet -maljan

kaytolla voisi olla positiivisia vaikutuksia resistenssitilanteeseen.

Alla (Taulukko 4) ndkyy virtsapatogeenien luonnolliset ja hankitut resistenssit Flexicult
Vet -maljan antibiooteille. Viimeisen noin viiden vuoden sisalla ilmestynyt Staphylococ-
cus pseudintermediuksen moniresistentti muoto MRSP (metisilliiniresistentti Staphylo-
coccus pseudintermedius), on muodostunut merkittdvaksi ongelmaksi elainladketie-
teessd. Se on resistentti kaikille beetalaktaameille ja ryhmaélle muita antibiootteja. Ok-
sasillinia kaytetddn Flexicult Vet -maljalla MRSP:n havaitsemiseksi. MRSP on tyypilli-

sesti resistentti myds muille maljan antibiooteille. (Rasmussen ym. 2016.)
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Taulukko 4.  Luonnolliset ja hankitut resistenssit Flexicult Vet -maljan antibiooteille. (Rasmus-
sen ym. 2016.)

Ampisilliini [Amoksisilliini| Oksasilliini | Enrofloksasiini | Trimetropiini

E. coli S S S S
Klebsiella sp R S S S
Enterobacter sp. R R S R
Proteus sp. S S S S
Proteus vulgaris R S S S
Pseudomonas aeruginosa R R S R
Enterococcus faecalis S S S R
Enterococcus faecium R S R R
Staphylococcus R S S(Rjos

pseudintermedius MRSP) S S
Streptococcus canis S S S S

R= Luonnollisesti resistentti
R= Usein resistentti
S= Usein herkka

8 TyoOn toteutus

8.1 Aikataulu

Projektin aihe saatiin 21.9.2016, jonka jalkeen tydn teoriaosuutta alettiin luonnostella.
Opinnaytetydn tyéstamiseen valittin OneDrive -pilvipalvelu, joka helpotti yndessa tyds-
kentelya. Jasennysvaiheessa sovittiin tapaaminen Paivi Rauvon kanssa, jossa mietittiin
tyon tavoitetta ja tarkoitusta, seka toteutusta tarkemmin. Aiheen jasennysseminaari oli
4.10.2016, jonka jalkeen aloitettiin suunnitelmavaiheen teko. Suunnitelmavaiheessa
mietittiin aineiston keraamista ja alustavaa aikataulua tyon toteutukselle sekd perehdyt-
tiin opinnaytetytn aihealueen teoriaan, jonka pohjalta tydn toteutusta lahdettiin suunnit-
telemaan. Suunnitelma esiteltiin muille opiskelijoille ja ohjaajalle suunnitelmaseminaa-
rissa 18.11.2016. Tyohon tarvittavat materiaalit listattiin ja toimitettiin koululle tammi-
kuussa 2017. Alustavan suunnitelman mukaan naytteiden keréys ja viljely olisi toteutettu
tammikuun 2017 aikana, mutta koska naytteiden kerddminen ei sujunut suunnitelmien
mukaan, osa viljelysta toteutettiin eldinten virtsanaytteilla helmikuussa ja toinen osa kou-
lun bakteerikannoilla maaliskuussa 2017. Tytn toteutuksen kannalta aikataulujen muut-
tuminen oli osaksi hyvékin asia, koska helmikuussa bakteriologian harjoittelut oli suori-

tettu, jolloin bakteriologisten tutkimusten tietotaito oli meilla molemmilla parantunut. Ty6n
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aikataulun suunnittelua vaikeutti muutosten liséksi eri aikoihin olevat ty6harjoittelut, joten
yhteista aikaa tyon toteutukselle oli rajoitetusti. Tiedonhaku jatkui koko opinnaytetyopro-
sessin ajan. Tietoa haettiin monipuolisesti suomeksi ja englanniksi oppikirjoista, amma-
tillisista lehdista, internetlahteistd seké tietokannoista, kuten PubMed, ScienceDirect,
Terveysportti ja CINAHL.

Opinnaytety® esitettiin koulun opinnaytetydseminaarissa 11.4.—12.4.2017. Lopullisen
tyon palautuspaivamaara oli 20.4.2017. Opinnaytetyo julkaistaan myds Theseuksessa.
Projektin tuloksena syntyvat opinnaytetytt ovat julkisia asiakirjoja ja ne toimitetaan Met-

ropolian kirjastoon.

8.2 Naytteiden kerays

Triolabin yhteyshenkilon kanssa paadyttiin siihen, etté tutkimukseen kaytettava nayte-
maara olisi vahintaan 40 kappaletta. Taman jalkeen alettiin selvittd&d mista naytteet saa-
daan. Alkuperainen suunnitelma oli kerata kahden viikon ajan virtsanaytteita eri elainkli-
nikoilta ja toteuttaa vertailututkimus pelkastaan niilla, mutta koska naytteiden saaminen
oli hidasta ja toteutuksen aika rajallinen, paadyttiin kayttamaan lisdksi koulun ATCC-
bakteerikantoja. Aluksi mahdollisia infektiovirtsanaytteitd pyydettiin kahdelta suurem-
malta eléinklinikalta, joissa my6s naytemaarét ovat suuret, mutta molemmat klinikat kiel-
taytyivat yhteistyosta. Lopulta saatiin lupa keraté virtsanaytteita kolmelta pienemmalta
elainklinikalta, Evidensia Munkkivuoresta ja Kampista seké kissaklinikka Catvetista.

Koirien ja kissojen virtsanaytteita haettiin maanantaista keskiviikkoon, jotta loppuviikoksi
jai aikaa herkkyysmaéaritysten tekoon ja tulosten tulkintaan. Naytteiden haku ajoitettiin
iltapaivaan, jolloin elainldékariasemalla oli saatu kerattya naytteita paivan aikana ja kou-
lun mikrobiologian luokka oli vapaasti kaytettavissa naytteiden viljelyd varten. Ennen
naytteiden kerdamista klinikoille vietiin virtsojen sailytysputket ja ohje, josta selvisi mita
naytteen tietoja tutkimusta varten tarvitaan. Naytteita keréattiin eldinklinikoilta neljan vii-
kon ajan, jonka aikana saatiin vain yhteensa 13 virtsanaytettd. Naytteiden maara jai va-
haiseksi joko siksi, ettd naytemaara oli niin pieni, ettei siité riittdnyt enda tarvittavaa maa-

raa tutkimukseen, tai koska elainklinikoille ei tullut enempaa naytteita.
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8.3 Vertailun suoritus

Viljelymaljojen vertailu suoritettiin koulun mikrobiologian luokan tiloissa. Saadut virtsa-
naytteet viljeltiin valmistajien ohjeiden mukaisesti seka Flexicult Vet- etta Uriselect -mal-
joille. Viljelyn jalkeen maljat laitettiin lampokaappiin 36 C:n asteeseen 18-24 tunnin
ajaksi. Naytteiden tiedot kirjattiin ylos ja nayteputket sek& maljat numeroitiin juoksevilla
naytenumeroailla, jotta tietoja oli helpompi kasitella ja maljat eivat menneet sekaisin. Mal-
jassa olevan naytenumeron tiedot esitetaan tuloksissa tarkemmin (lite 2). Seuraavana
paivana tulokset tulkittiin maljoilta, maljat kuvattiin ja Flexicult Vet -maljan herkkyyksien
tulokset kirjattiin ylos. Kummaltakin maljalta tarkasteltiin bakteeripesékkeiden maaraa,

ulkonakoa sekéa varia.

Uriselect-maljalta tehtiin valtakasvusta herkkyysmaadritys samoilla antibiooteilla, mita
Flexicult Vet -maljassakin on kaytetty. Herkkyysmaaritykset tehtiin Mueller-Hinton -mal-
joille 0,5 McF vahvuisesta bakteerisuspensiosta, jonka valmistuksessa kaytettiin apuna
densitometria (Kuvio 8). Tytskentely tapahtui laminaarikaapissa, jolla pyrittiin valtta-
maan kontaminaatio. Lopuksi herkkyysmaljat laitettiin inkuboitumaan lampokaappiin
vuorokaudeksi ja seuraavana paivana niista tarkistettiin antibioottinerkkyydet ja niita ver-
tailtiin Flexicult Vet -maljan antibioottiherkkyyksien tuloksiin. Virtsaviljelyiden Flexicult
Vet- ja Uriselect-maljoja inkuboitiin vield ylim&arainen vuorokausi, jotta mahdolliset hi-
taammin kasvavat kannatkin huomattaisiin. Herkkyysmaarityksia tulkittaessa Mueller-
Hinton -maljalta estorenkaan halkaisija mitattiin tarkasti viivoitinta apuna kayttaen. Hal-
kaisijan koon avulla saatiin tiedot antibiootin tehosta. Antibioottiherkkyyksien tuloksille
tehtiin oma taulukko. Flexicult Vet -maljalla herkkyyden arviointiin on vain herkkyysluokat

S ja R, kun taas kiekkoherkkyysmaarityksessd mukana on myds herkkyysluokka I.
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Kuvio 8. BioMérieux Densicheck -densitometri.

Koululta saatiin kayttéon seitseman eri bakteerikantaa jotka aiheuttavat virtsatieinfekti-
oita. Naita olivat E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium seké Proteus vulgaris. Kantoja
sdilytettiin eppendorf-putkissa pakasteessa -20C:n asteessa. Bakteerimassaa otettiin
putkista viljelysauvalla puhdasviljelya varten. Kannoista tehtiin ensin puhdasviljelméat ha-
jotustekniikalla kasvun varmistamiseksi. Puhdasviljelmat tehtiin bakteerien kasvuvaati-
musten mukaisesti joko Cled- tai verimaljalle. Niitéa kasvatettiin yon yli lampodkaapissa
+36 C:n asteessa. Seuraavana paivana tarkistettiin ensin, ettd bakteerit kasvavat mal-
joilla puhtaina. Sen jalkeen niista tehtiin laimennossarjoja, jotka havainnollistavat saman

kannan laimennosten eri bakteerim&aria ja niiden ulkonékda molemmilla maljoilla.



28

= EIB s,
RS '_D. |-

wi Wil i ] =/ Al >,
Lﬂ\ﬁt ! 'A #ma 0y
‘.m.‘\.‘hk =] Ilf.l‘m =] l'lm.f“ h ,‘ﬂl' B y'

M

- Ll N e J ‘I' @ “».“ »,

a-"m\u fw e o) — .u"—n bl | Y - Yidra

.-'. - v-n-u,‘-t— ‘.."— 4 iy u» I ’».‘/""

Kuvio 9. Laimennossarjat bakteerikannoista.

Bakteerilaimennosta tehdesséa (Kuvio 9) bakteerimassaa sekoitettiin kahteen millilitraan
0,9 % NaCl:ia, kunnes saatiin aikaan suspensio, jonka vahvuus oli 1,0 McF. Nain pyrittiin
vakioimaan bakteerien maara suspensiossa. Vahvuus tarkastettiin densitometrin avulla.
Suspensiosta tehtiin laimennokset kaikille bakteerikannoille 1:10, 1:100 ja 1:1000, jonka
liséksi E. faecalis ja K. pneumoniae -bakteereista tehtiin laimennokset 1:10 000 ja 1:100
000, jotta maljoilla saataisiin nakymaan viela pienempi bakteerikasvu (Kuvio 10). Kai-
kista kannoista ei saatu naita viimeisia laimennoksia tehtya, koska maljoja oli rajoitetusti.
Maljojen vahaisyyden takia Proteuksesta ei saatu tehtya laimennossarjaa, mutta siité
paadyttiin tekemé&an 0,2 McF vahvuinen suspensio joka viljeltiin, ettd kummallakin mal-
jalla nahtaisiin myts Proteuksen kasvustoa. E. coli, E. faecium ja P. aeruginosa -sekoi-
tuksesta tehtiin myos 1:100 000 laimennos, jotta saatiin nakymaan sekakasvustoa mal-
joilla. Kaikista laimennoksista tehtiin bakteeriviljely sek& Uriselect- ettéd Flexicult Vet -
maljoille, jotka laitettiin yoksi lampdkaappiin +36 C:n asteeseen inkuboitumaan 18-24

tunnin ajaksi.

Seuraavana paivana tulokset tulkittiin samalla tavoin kuin virtsanaytteet ja bakteerikan-
noista tehtiin herkkyysmaaritykset Uriselectiltd Mueller-Hinton -maljalle. Tydvaiheista
tehtiin muistiinpanoja, jotka koottiin paivan paatteeksi tietokoneelle laadittuun tauluk-
koon.
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Kuvio 10. Laimennossarjan valmistus.

Kaikista maljojen tuloksista otettiin kuvat, jotka koottiin Google Drive -pilvipalveluun ja
jarjestettiin oikeaan jarjestykseen naytenumeron mukaan, jotta tulosten vertailu helpot-
tuisi. Tulosten kasittelyyn kaytettiin Excel-taulukkolaskentaohjelmaa. Naytteiden tiedot
taulukoitiin Exceliin numerojarjestykseen. Taulukosta selvidd eldinlaji ja naytteenotto-
tapa/bakteerikanta, arvio pesakkeiden maarasta seka kuvaus pesakkeiden ulkonadsta
ja varista. Tulosten vertailun helpottamiseksi Uriselect- ja Flexicult Vet -maljan kaikki tu-

lokset koottiin taulukkoon vierekkain.

9 Tulokset

Bakteerien maaran ja morfologian arvioinnissa kaytettiin apuna valmistajien ohjeita. Virt-
sanaytteitd saatiin kaikkiaan 13 kappaletta, joista neljassa oli bakteerikasvua. Suurin osa
elainnaytteissé kasvavista pesakkeista oli E. colia. Kaikkien viljelyjen tuloksia tarkastel-
tiin Flexicult Vet -maljalla aluksi valoa vasten ja sen liséksi valkoista sek& mustaa alustaa
vasten. Nain huomattiin, etta joissakin naytteissa pesakkeet erottuivat huomattavasti pa-
remmin mustalla alustalla. Peséakemorfologiaa tarkasteltaessa riittdva valaistus oli tar-
ked, jolloin pesakkeiden muoto ja levinneisyys olivat maljalla selkedmmin havaittavissa.
Uriselectilla pesakemorfologiaa oli helpompi tarkastella ja pesékkeet erottuivat suurim-
maksi osaksi paremmin kuin Flexicult Vet -maljalla, jos kasvu oli yhtaan runsaampaa.
Varireaktiot olivat molemmilla maljoilla selkeité ja toimivat suurimmaksi osaksi valmista-

jan lupaamalla tavalla.
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Kuvio 11. Peséakkeiden erottuvuus Flexicult Vet -maljalla mustalla ja valkoisella alustalla.

Flexicult Vet -maljalle viljellyssad koiran vapaasti lasketussa virtsandytteessd nahdaan
pesakkeiden ulkon&ko seké mustalla etta valkoisella alustalla (kuvio 11). Samassa néayt-
teessa Uriselectille viljeltynd keskelld kasvavan E. coli -pesakkeen paalla erottuu yksi
heikosti kellertdva, limaisen nakdinen pesake, joka nakyi kunnolla vasta toisen kasva-
tusvuorokauden jalkeen (kuvio 12).

Kuvio 12. Pesékkeet Uriselectilla.

Koiran vapaasti lasketun virtsan viljelyssa nahdaan kahta eri bakteeria seka Flexicult Vet
-maljalla etté Uriselectilla (Kuvio 13). Koska maljoilla kasvavan E. colin pesakkeet ovat
suurempikokoisia kuin pienemmat, tummat kokkipesékkeet, on vaikea erottaa kumpi
kasvaa valtakasvuna. Flexicult Vet -maljalla kokkipesékkeitd on vaikeampi erottaa, silla
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E. coli peittda ne osittain alleen. Taman takia myods antibioottinerkkyys kokkikasvusta on
hankala lukea maljalta. Herkkyysmaaritys Uriselectin kokkikasvusta oli hieman haasta-
vaa, silla irtonaisia kokkipesékkeita oli vaikea eristda koska ne kasvoivat niin kiinni E.
coli -pesakkeissa. Jos erillispesékkeita ei saada poimittua, taytyisi pesakkeista tehda
puhdasviljelmét, jotta saataisiin irtonaisia pesakkeita maljalle. Maljalta saatiin kuitenkin
eristettyd puhtaasti pari pesakettd, joten puhdasviljelmaa ei tarvittu.

Kuvio 13. Tummaa kokkikasvustoa E. colin seassa.

Seuraavassa kuvassa ndhdaan selked ja puhtaana kasvava E. coli -kasvusto molem-
milla maljoilla (Kuvio 14). Pesékkeet olivat Uriselectilla E. colille tyypillisia suurehkoja ja
punertavia. Flexicult Vet -maljalla kasvu oli niin tihedd, ettd pesékkeet eivat mahtuneet
kasvamaan suurempina, mutta véri oli maljalla tyypillinen E. colille. Téma kissan virtsa-
nayte oli ainoa kystosenteesilla otettu, bakteerikasvua sisaltava nayte. Muissa merkitta-
vissa kasvuissa oli naytteena vapaasti laskettua virtsaa ja niissa kasvoi useampaa kuin
yhta bakteeria.
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Kuvio 14. Selkea E. coli -kasvusto molemmilla maljoilla.

Kissalta kystosenteesilla otetussa virtsanaytteessa Flexicult Vet -maljalla kasvoi muu-
tama kokkipeséke ja Uriselectilla vain yksi (Kuvio 15). Bakteerien maara on reilusti alle
103, joten maara ei ole merkittava virtsatieinfektiota epailtaessa, eika aiheuta jatkotoi-

menpiteita.

Kuvio 15. Pienié kokkipesakkeita.

Kaikki viljellyt bakteerikannat kasvoivat hyvin kummallakin maljalla ja kasvun maarassa
ei ollut havaittavissa suuria eroja maljojen valilla. Flexicult Vet -maljalta suuren kasvun
maaraa oli vaikeampi arvioida, koska jos kasvua on yli 10°, pesakkeet kasvavat tasai-
sena mattona (Kuvio 16). Tama ei kuitenkaan haittaa diagnoosin kannalta, koska yli 10°
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bakteerim&éara on merkitsevaé kasvua ja vaatii antibioottinoidon. Bakteerien morfologi-
seen tunnistamiseen se kuitenkin vaikuttaa, koska pesakkeita ei voi arvioida koon ja
muodon perusteella. Tutkimuksessa kaytettyjen bakteerien varireaktiot olivat kuitenkin
selkeasti valmistajan ohjeen mukaiset kaikilla bakteerikannoilla, paitsi Enterococcus
faeciumilla ja Pseudomonas aeruginosalla joten arvion bakteerista pystyi tekemaan suu-

rimmaksi osaksi pelkan varinkin perusteella. Kummallakin maljalla enterokokkien vérire-

aktio levisi hieman pesakkeen ulkopuolelle.

Kuvio 16. Tiheda E. coli- ja enterokokkikasvua Flexicult Vet- ja Uriselect -maljoilla.

Ensimmaiset 1 McF suspension viljelyt kasvoivat tasaisena mattona Flexicult Vet -mal-
joilla, joten niista paatettiin tehdé laimennossarjat. Laimennossarjojen avulla oli helpompi
vertailla bakteerien kasvun maéraé ja maljojen herkkyytta (Kuvio 17).
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Kuvio 17. Laimennossarja Enterococcus faecalis -kannasta molemmilla maljoilla.

Enterococcus faecium kasvoi Flexicult Vet -maljalla tummansinisend, vaikka valmistajan

ohjeen mukaan sen kuuluisi kasvaa siind vihreana tai harmaana (Kuvio 18).

Kuvio 18. Enterococcus faecium molemmilla maljoilla.

Pseudomonas aeruginosa kasvoi Flexicult Vet -maljalla vaalean keltaisena, vaikka oh-
jeen kuvauksessa sen kuuluisi kasvaa vihertavana. Kasvu kuitenkin nayttaa kuvassa vi-
hertavammalta kuin paikan paalla tarkasteltaessa (Kuvio 19). Uriselectilla P. aeruginosa
kasvoi sille tyypillisen ndkdisend. Pseudomonas aeruginosalle on ominaista voimakas

tuomenkukan tuoksu, joka on myds sen yksi tunnistuskeino.
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Kuvio 19. Pseudomonas aeruginosa molemmilla maljoilla.

Proteus vulgaris -bakteerista paatettiin tehda ainoastaan yksi viljely 0,2 McF vahvuisesta
suspensiosta molemmille maljoille, silla maljoja ei ollut enda tarpeeksi laimennossarjan
tekoon. Uriselectilla ndkyy Proteukselle tyypillinen leviava kasvu ja Flexicult Vet -maljalla
ohjeessa kuvatun varinen, mutta tasaisena mattona nakyva kasvu (Kuvio 20). Uriselec-
tilla Pseudomonas aeruginosa ja Proteukset varjaytyivat lahes samanvariseksi, mutta

Proteuksen voi tunnistaa sen maljalle leviavasta kasvustaan.

Kuvio 20. Proteus vulgaris -kasvua molemmilla maljoilla.
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Yhdelle maljalle viljeltiin sekoitus E. coli-, E. faecium- seka P. aeruginosa -bakteereita.
Viljely tehtiin 1,0 McF vahvuisen suspension 1:100 000 laimennoksesta. Flexicult Vet -
maljalla kaikki ndamé& bakteerit kasvoivat hyvin, mutta Uriselectilla ei kasvanut E. colia
ollenkaan (Kuvio 21). Flexicult Vet -maljalla E. coli oli osittain levinnyt reunoille tasaisesti,

joten pesakkeiden maaraa siita ei voinut tarkasti arvioida.

Kuvio 21. E. coli, E. faecium ja P. aeruginosa sekakasvusto viljeltynd molemmilla maljoilla.

Herkkyysmaarityksen tulokset olivat suurimmaksi osaksi yhtenevat maljojen valilla, lu-
kuun ottamatta joitakin amoksisilliini’klavulaanihapon ja enrofloksasiinin tuloksia. Amok-
sisilliini/klavulaanihapon yhdistelmaantibiootti naytti maljoilla eridvia tuloksia kolmen virt-
sanaytteen E. colin herkkyysmaarityksissa. Flexicult Vet -maljalla E. coli oli resistentti
amoksisilliini/klavulaanihapolle, kun taas Mueller-Hintonilla tulos oli joko herkk& (Kuvio
22), tai herkkyys oli alentunut. Aikaisemmassa tutkimuksessa Flexicult Vet -maljan suu-
rimpia virheitd oli E. colin vaara resistenssi amoksisilliini-klavulaanihapolle, mik& téasséa-
kin tutkimuksessa kéavi ilmi yhden naytteen kohdalla. Enrofloksasiinin kohdalla P. aeru-
ginosa ja E. faecalis olivat resistentteja Flexicult Vet -maljalla, kun taas kiekkomenetel-
méan tuloksissa herkkyys oli alentunut.
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Kuvio 22. E. coli ndkyy Amoksisilliini/klavulaanihapolle resistenttind Flexicult Vet -maljalla ja herk-
kana Mueller-Hintonilla.

Maljojen tulosten perusteella paadyttiin yhtenevaan tulokseen bakteerien kasvun maa-
rassa ja alustavassa tunnistuksessa. Bakteeripesakkeet kasvoivat kummallakin maljalla
tyypillisen varisina kahta poikkeusta lukuun ottamatta Flexicult Vet -maljalla. Bakteerien
maaran arviot olivat yhtenevat maljojen valilla 10° maaraan asti. Flexicult Vet -maljalla
kasvu nakyi tiheampé&na johtuen suuremmasta ndytemaarasta, jolloin silla oli vaikea
madarittaa tarkemmin suurempaa kuin 10° kasvua, koska suuremmat bakteerimaarat kas-
voivat tasaisena mattona, eiké erillispesékkeita erottanut. Antibioottiherkkyysmaéaritys-
ten tulokset olivat aiemmin mainittuja poikkeuksia lukuun ottamatta samat Flexicult Vet -

maljalla ja Mueller-Hintonilla.

10 Pohdinta

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla, saadaanko Flexicult Vet -maljalla yhtenevia tu-
loksia perinteisen virtsan bakteeriviljelymenetelman seka herkkyysmaarityksen kanssa.
Vertailussa kiinnitettiin huomiota bakteerien kasvun maaraan, bakteerien ulkonakoon,
vériin ja siihen, saadaanko Flexicult Vet -maljan antibioottiherkkyyksista ja kiekkomene-
telmalla tehdyista herkkyysmaarityksista samat tulokset.

10.1 Luotettavuus ja eettisyys

Bakteerien tunnistaminen suoraan kromogeenisilta maljoilta ei ole taysin luotettavaa il-

man erillisia jatkotunnistustesteja. Tytssa ei kuitenkaan ollut tarkoitus tehda jatkotunnis-
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tustesteja, vaan tunnistuksen tuli perustua silmamaaraiseen bakteeripesékkeiden tar-
kasteluun ja maljojen véliseen vertailuun. Maljan lukijan pitaa tuntea pesdkemorfologiaa,
sekd myds kyseenalaistaa tulosten luotettavuutta. Flexicult Vet -maljaa, kuten muitakin
kromogeenisia maljoja kaytettdessa tulisi henkilokunnan saada hyvéa perehdytys maljo-
jen kayttoon ja lukemiseen, jotta valtyttaisiin mahdollisilta vaariltéa tulkinnoilta. Tydnteki-
jékohtaiset tytskentely-, seka tulkintaerot voivat myds lisata tulosten hajontaa, mutta
nama pyrittiin tydésséd minimoimaan huolellisella suunnittelulla ja pohtimalla tuloksia yh-
dessa. Tuloksia tarkastellessa taytyy ottaa myds huomioon mikrobiologisten menetel-
mien epavarmuustekijat, kuten se, ettd hyvasta sekoituksesta huolimatta tietyssa maa-
rassa naytetta ei aina ole samaa maaraa bakteereita. Tastd johtuen bakteerikasvujen

maarissa esiintyy aina pienia eroja maljojen valilla.

Luotettavuutta pyrittiin parantamaan hyvan suunnittelun lisdksi huolehtimalla tytssa kay-
tettyjen materiaalien oikeanlaisesta sailytyksesta ja kasittelysta seka tarkistamalla etta
materiaalit ovat kayttokelpoisia. Kahdessa kayttamattomassa Uriselect-maljassa nakyi
vihertava reuna agarilla, joten ne heitettiin pois eika niitd kaytetty tutkimuksessa. Nayt-
teet sekoitettiin huolellisesti vortexilla ennen viljelya ja herkkyysmaarityksen tekoa. En-
nen naytteen viljelya Uriselectille tarkastettiin, ettd nestepinta oli nékyvissa viljelysilmu-
kan molemmin puolin. N&in varmistettiin, ettd naytetta oli riittdvasti todenmukaisen tulok-
sen saamiseksi. Bakteerikantojen viljelyn alussa kuitenkin huomattiin, ettei laimennos
irronnut Uriselectille viljeltdessa silmukasta samoin kuin virtsandyte ja sen maara naytti
pienemmalta. Nayte paatettiin pipetoida varmuuden vuoksi 10 pl:n pipetill& lopuille mal-
joille. Luotettavuutta lisdsi myos ohjeistus naytteiden keraamisesta, mika jaettiin nayt-

teita antaville eldinlaakariasemille.

Bakteerikantoja viljeltdessa luotettavuutta paransi puhdasviljely, jolla varmistettiin bak-
teerien kasvu ja puhtaus. Viljelyvaiheessa tarkeana osana oli suunnitelmallisuus ja asep-
tinen tydskentely, jolla valtettiin maljojen mahdollinen kontaminoituminen ja taten kasva-
tusten ep&onnistuminen. Laimennossarjoja tehtdessa kiinnitettiin erityistd huomiota jar-
jestelmallisyyteen, huolelliseen sekoitukseen ja pipetinkarjen vaihtamiseen jokaisessa
laimennoksessa. Bakteerisuspensioiden teossa kaytettiin vahvuuden varmistamiseksi
densitometria, joka kontrolloitiin siihen tarkoitetuilla kontrollisuspensioilla ennen kayttoa.
Kontrollien tulokset olivat hyvaksyttyjen rajojen sisalla. Naytteet numeroitiin maljojen
pohjiin, jotta naytteen alkupera tiedettiin ja nain tiedot eivat paasseet vaihtumaan kan-

sien mukana vahingossa toiseen maljaan.
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Elainten ndytteenotossa voi aiheuttaa ongelmia se, etta vapaasti lasketun naytteen ke-
rddminen taysin puhtaasti on haastavaa, jolloin sekakasvusto voi haitata tutkimuksia ja
vaikuttaa tulosten luotettavuuteen. Virtsandytteiden kerddmisessa luotettavuutta saattoi
heikentaa se, ettd virtsaa ei useissa tapauksissa saatu nayteputken tayttoviivaan asti,
jolloin suhde sailontdaineen kanssa ei ollut oikea. Kun tarpeeksi elainten virtsanaytteita
ei saatu suunnitelman mukaan ajallaan, kayttamatta olevat Flexicult Vet -maljat ehtivat
vanheta. Tasta syysta vanhentuneet maljat jouduttiin heittdmaan pois ja tilaamaan lisda

uusia niiden tilalle.

Koska virtsan maaraa ei ole vakioitu Flexicult Vet -maljalla, voi bakteerikasvu silla hie-
man vaihdella. Uriselectilla virtsan méaara on tasan 10 ul, mutta Flexicult Vet -maljalla
riittdd joko virtsan tiputtaminen pipetilla tai sen kaataminen suoraan maljalle. Ylim&aarai-
nen virtsa valutetaan maljalta pois, jolloin naytetta voi jaada tekijasta riippuen hieman eri

maara maljalle.

Naytteiden maaran ja eri bakteerikantojen vahyys vaikutti tulosten luotettavuuteen nega-
tiivisesti. Tyon tarkoituksen kannalta paras vaihtoehto olisi ollut, etta naytemateriaali olisi
koostunut kokonaan virtsanaytteistd, koska Flexicult Vet -malja on suunniteltu koirien ja
kissojen virtsanaytteiden diagnosointiin. Nain oltaisi nahty, miten bakteerit kasvavat oi-
keassa naytemateriaalissa ja jotta suoritus seka tulkinta olisivat olleet mahdollisimman
samankaltaiset elainklinikoiden kanssa. Koska naytteita ei kuitenkaan ollut mahdolli-
suutta keratd useampaa kuukautta, niin oli hyva, etta tutkimukseen saatiin koulun bak-
teerikantoja, joita esiintyy eldinten virtsatieinfektioissa. Bakteerikantoja ja maljoja olisi
kuitenkin pitanyt olla enemman, jotta olisi saatu tehtya lisda laimennoksia havainnollis-

tamaan kasvua ja tulos olisi ollut vertailukelpoisempi seka luotettavampi.

Tutkimukseen ei tarvittu eldinpotilaiden tietoja, joten lupia ndytteiden kayttdmiseen tutki-
musaineistona ei myosk&an tarvinnut pyytaa. Tyoskentely tapahtui huolellisesti hyvia la-
boratoriokaytantdja noudattaen ja syntyneet jatteet havitettiin asianmukaisesti. Nayttei-

den kasittelyssa huolehdittiin aseptiikasta ja hyvastéa kasihygieniasta.

10.2 Tulosten pohdinta

Flexicult Vet -maljan tulokset olivat suurimmaksi osin yhtenevat nykyisen menetelman

tulosten kanssa. Jatkossa vertailussa voisi kayttaa suurempaa maaraa naytteita ja tyén
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tarkoituksen kannalta olisi oleellista, etta naytteet olisivat koirien ja kissojen virtsanayt-
teité. Virtsanaytteiden maarén tulisi olla suurempi senkin takia, ettd saaduista 13 virtsa-
tieinfektioepaillyistéa naytteista vain neljassa kasvoi bakteereita. Vaikka negatiiviset tu-
loksetkin ovat tuloksia, naytteita olisi tarvittu paljon enemman, jotta olisi saatu vertailuun
riittava maara positiivisia naytteitd. Alun perin suunnitelmaan kuului naytteiden kemialli-
nen seulonta ennen viljelya. Leukosyyttien ja/tai nitriittien ollessa positiivisia, on tulehdus
todennakdisempi. Tallin maljoja olisi sddstynyt, kun vain positiiviset virtsanaytteet olisi
viljelty. Kaytannossa kuitenkin havaittiin, ettd vaikka naytteen leukosyytit ja nitriitit olivat
testiliuskalla positiivisia, ei viljelyssa kuitenkaan nakynyt bakteerikasvua. Kasvua kuiten-
kin nakyi naytteen viljelyssa, minka leukosyytit ja nitriitit olivat negatiivisia. Taméan takia

emme kokeneet tarpeelliseksi jatkaa seulontojen tekoa.

Laimennossarjoja suunnitellessa oli vaikea loytaa tietoa siitd, mista vahvuudesta sarja
kannattaisi aloittaa, jotta saataisiin kasvua mahdollisimman hyvin havainnollistavat lai-
mennokset. Ensimmaiseksi testit viljeltin 1 McF vahvuisista suspensioista kaikille bak-
teerikannoille. Kasvu nékyi tihednd, ja Flexicult Vet -maljalla tasaisena mattona, josta
pesakkeet eivat erottuneet. Uskoimme, ettd 1:10-1:1000 laimennoksissa pesakkeet kui-
tenkin erottuisivat. Huomasimme, etté viel& 1:1000 laimennoksessakin kasvu oli Flexicult
Vet -maljalla tihe&dd, vaikka pesakkeet hieman erottuivatkin. Halusimme kuitenkin kas-
vua, joka havainnollistaisi myos 10* ja 10° bakteerimaaria. Maljoja ei kuitenkaan ollut
enaa tarpeeksi, etté olisimme voineet tehdé 1:10 000 ja 1:100 000 laimennokset kaikista
kannoista, joten valitsimme Enterococcus faecaliksen ja Klebsiella pneumoniaen, koska
yleisimmasta taudinaiheuttajasta E. colista oli jo virtsanaytteista tullut havainnollistavaa
kasvua. Laimennossarjoja tehdessa olisi pitdnyt ottaa huomioon naytteen suurempi
maara Flexicult Vet -maljalla, jolloin bakteereita tulee maljalle enemman ja kasvukin on
tiheampaa. Jatkossa laimennossarjat olisi kannattavampi aloittaa esimerkiksi 0,5 McF
vahvuudesta, jotta maaraa edustavat kasvut saadaan vihemmalla maaralla laimennok-

sia.

Flexicult Vet -maljalla suurempi bakteerimaéara kuin 10° kasvoi tasaisena mattona, mutta
koska nain suuri maara bakteereita tarkoittaa kuitenkin lahes aina infektiota, virtsatiein-
fektio voidaan todeta ja ladke maarata, koska herkkyysmaaritysten tulokset voidaan lu-
kea tihe&sta kasvusta huolimatta. Jos tunnistustesteja ei tehd&, bakteerien tunnistami-
sen arvioon ei tdssa tapauksessa ole muuta keinoa kuin varireaktioon luottaminen, koska
erillisia pesakkeita ei erotu, jolloin tunnistamisen apuna ei voida kayttdd muodon ja koon

arviointia.
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Koska tassa tyossa kaytetyista bakteerilajeista oli saatavilla vain yhdenlaista kantaa, tay-
tyy ottaa huomioon, ettd saman bakteerilajin eri kantojen pesakkeiden ulkon&dlla voi olla
eroavaisuuksia kromogeenisilla maljoilla. Vertailun voisi jatkossa tehda myds bakteeri-
kannoilla, mutta tassa tapauksessa saman lajin vertailtavia kantoja tulisi olla paljon

enemman, jotta nahtaisiin, miten eri kannat kasvavat maljoilla.

Herkkyysmaarityksissa huomattiin maljojen valilla eroa amoksisilliini/klavulaanihapon ja
enrofloksasiinin tuloksissa. Flexicult Vet -maljan tuloksena oli kaikissa naissa tapauk-
sissa resistentti, ja kiekkoherkkyysmenetelmalla tulos oli joko herkka tai herkkyys ol
alentunut. Herkkyysmaarityksen vaara resistenssi antibiootille vahentda vaihtoehtoja
ladkehoitoon ja voi johtaa laajakirjoisten antibioottien turhaan kayttéon, jolla saattaisi olla
negatiivisia vaikutuksia resistenssin kannalta. Suurempi virhe olisi kuitenkin, jos maari-
tyksen tulos nayttaisi herkkaa antibiootille, jolle bakteeri on oikeasti resistentti. Tassa
tapauksessa voitaisiin valita vaara laake, joka ei tehoa infektioon. Herkkyysmaarityksien
poikkeamissa, misséa Flexicult Vet —maljan tulos oli resistentti ja Mueller-Hintonilla herk-
kyys oli alentunut, ei ole kuitenkaan vaikutusta l&ddkehoitoon koska kummassakaan ta-

pauksessa kyseisté laaketta ei maarata.

Flexicult Vet on saanut positiivista palautetta kayttajiltdan liittyen sen nopeuteen ja help-
pokayttdisyyteen. Elainklinikoiden tydntekijat eivat aina ole kunnolla perehtyneita labo-
ratoriomenetelmiin, joten on tarkeaa, ettd kaytettava menetelma on selkea ja helppo
kayttaa. Flexicult Vet -maljan etuna klinikoille on myés se, etté tilattavien tarvikkeiden

maara on vahaisempi.

Taman vertailututkimuksen tulosten perusteella Flexicult Vet voisi toimia bakteerien alus-
tavaan tunnistukseen yhtéa hyvin kuin perinteinen virtsaviljely ja parhaimmillaan se no-
peuttaisi diagnoosiprosessia ja oikean antibiootin valintaa. Flexicult Vet voisi rutiinidiag-
nostiikassa korvata nykyisin kaytdssa olevat maljat, kunhan henkildkunta saa kunnon
perehdytyksen bakteerien tunnistukseen ja maljan kayttdon. Luotettavampi tutkimustu-
los edellyttaisi kuitenkin suurempaa néaytemaaraa, joka koostuisi kokonaan koirien ja kis-
sojen virtsanaytteista. Tasta syysta tulosten luotettavuuden vahvistamiseksi olisi laa-

jempi tutkimus viela tarpeen.
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10.3 Ammatillinen kehittyminen

Kehityimme opinnaytetydn prosessin aikana paljon sekéa kirjoittajina ettd mikrobiologisen
vertailututkimuksen tekijoind. Opimme etsimadan tietoa ja paasimme hyddyntamaan
aiemmin opittuja tietotekniikan ja mikrobiologian kurssin taitoja. Paasimme myoés hyo-
dyntamaan bakteriologian harjoittelussa oppimiamme asioita. Koska opintomme ovat
keskittyneet vain ihmisnaytteiden mikrobiologisiin tutkimuksiin, opimme tydssamme
my06s eldinten naytteenotosta ja taudinaiheuttajista. Kehityimme paljon kromogeenisilla
maljoilla kasvavien virtsatieinfektioita aiheuttavien bakteerien silmamaaraisessa tunnis-
tamisessa ja pesakemorfologian tarkastelussa. Tydssa kaytettiin monipuolisesti kirjalli-
suutta ja mahdollisimman tuoreita lahteita seka itse otettua kuvamateriaalia. Tyon Kirjoi-
tukseen kaytettiin siihen tarkoitettua opinnaytetyon pohjaa ja lahteet seka lahdeviitteet
on kirjoitettu Metropolian ohjeita noudattaen. L&hteisiin perehtyminen ja tiedonhaku li-
sasivat laajasti tietamystamme monesta eri aihealueesta. Huomasimme myods kaytan-
non tydssd, etteivat asiat etene aina suunnitellusti, eikd ennalta paatetyt menetelmat
valttamatta toimi. Nama asiat kehittivat ongelmanratkaisukykyamme ja opimme enem-

man kuin mita olisimme oppineet iiman vastoinkaymisia.

Yhteistyd Triolabin kanssa oli sujuvaa ja saimme tarpeen tullen neuvoja tyén toteutusta
varten. Saimme apua myds opinnaytety6ta ohjaavilta opettajiltamme seka mikrobiolo-

gian opettajiltamme.
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