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Anaerobiset bakteerit aiheuttavat erilaisia infektioita, usein sellaisilla alueilla elimistossa,
jotka normaalitilanteessa olisivat steriileja. Niiden viljelyyn ja kiekkoherkkyysmaaritykseen
ei ole vield olemassa standardia, vaikka jo vuodesta 1979 asti sitd on yritetty saada aikai-
seksi. Anaerobisten bakteerien tutkimukset ovat haasteellisia muun muassa niiden hitaan
kasvun ja vaativien kasvuolosuhteiden takia. Talla hetkella harkinnassa on tehda ensim-
mainen EUCAST-standardi anaerobisille bakteereille kayttden Brucella + K1-vitamiini +
hemiini -maljaa. Aiemmat tutkimukset osoittavat taman maljan tarjoavan yleisesti kayttssa
olevaa Wilkins—Chalgren-maljaa paremmat kasvuolosuhteet eri anaerobibakteerien vaati-
muksille.

HUSLABINn Kliinisen mikrobiologian vastuualueen bakteriologian osasto haluaisi siirtya
kayttamaan Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljaa herkkyysmaarityksissé nykyisen WC-
maljan sijaan. Talla tavalla saataisiin elatusainevalikoimaa supistettua.

Opinnaytetydssa kaytettiin tunnettuja American Type Culture Collection (ATCC) -
bakteerikantoja bakteereista Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis, Prevotella inter-
media ja Propionibacterium acnes seka tutkittiin eri mikrobilddkkeiden vaikutusta niihin.
Kaytetyt ladkkeet olivat penisilliini, metronidatsoli, klindamysiini, doksisykliini, imipeneemi
sekad amoksisilliini-klavulaanihappo. Tarkoituksena oli selvittédd, kasvavatko kaikki bakteerit
Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljalla sek& etsi& mahdollisia eroja bakteerien kasvussa
ja antibioottien kayttaytymisessa maljoilla. Bakteereista tehtiin 0,5 MacFahrlandin vahvui-
set suspensiot, viljeltiin maljalle ja tehtiin samalla ladkeherkkyysmaaritykset seka kiekko-
menetelmaa ettd MIC-testia kayttaen. MIC-testi tehtiin myds vertailuna WC-maljalle. Maljo-
ja kasvatettiin sekd anaerobikaapissa etta anaerobipytyssa .

Opinnaytetyon tulokset tukevat aiempia tutkimuksia ja niiden perusteella voidaan todeta
Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljan toimivan yleisimpien anaerobibakteerien kasvu-
alustana yhta hyvin, ellei paremmin kuin Wilkins—Chalgren-malja. Kaikki tutkitut bakteerit
kasvoivat Br-maljalla hyvin ja tulokset olivat samansuuntaisia keskenaan. Jatkossa on
mahdollista tarkentaa kiekkomenetelman estorengasrajoja bakteriologian osastolla.

Avainsanat Anaerobibakteerit, herkkyysméaaritys, Brucella + K1-vitamiini +
hemiini -malja
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Many infections of the human body especially those on a normally sterile place are caused
by anaerobic bacteria. There are still no standards determined for antimicrobial disc diffu-
sion susceptibility testing of these bacteria even though the first time it was proposed was
in 1979. Studying the anaerobic bacteria is challenging due to their slow growth and fastid-
ious needs. At the time there is a study group trying to develop the first EUCAST standard
of disk diffusion method for susceptibility for the anaerobic bacteria. This is been done us-
ing Brucella agar supplemented with vitamin K1 and haemin. Previous studies have shown
this type of media to support the growth of different anaerobic bacteria better than widely
used Wilkins-Chalgren agar.

The subdivision of bacteriology of the department of clinical microbiology in HUSLAB was
hoping to start using the Brucella agar supplemented with vitamin K1 and haemin in their
antibiotic susceptibility instead of the Wilkins-Chalgren agar that they were using. This
would reduce the number of used agar and media.

The bacteria cultivated and studied in this thesis were Bacteroides fragilis, Clostridium
perfringens, Prevotella intermedia and Propionibacterium acnes. The strains used were
from American Type Culture Collection (ATCC). The susceptibility was done by using six
different antimicrobial drugs. These were penicillin, metronidazole, clindamycin, doxycy-
cline, imipenem and amoxicillin with clavulanic acid. The purpose of the study was to de-
termine whether the bacteria grows on the Brucella agar and also find out the zone diame-
ters of disc diffusion susceptibility. 0,5 MacFahrland suspensions were measured and then
susceptibility was done by using both disc diffusion and MIC methods on Brucella agar. As
comparison the MICs were determined also to the Wilkins-Chalgren agar. The media were
cultivated both in anaerobic chamber and jars.

The gathered results second the previous studies and are enough to state that the Brucella
agar supports the growth of the most common anaerobic bacteria as well if not better than
Wilkins-Chalgren agar. All sudied bacteria grew on the Br agar and the results were similar
with each other. If wanted these results can be used in the subdivision of bacteriology to
determine the zone diameter breakpoints of disc diffusion susceptibility.

Keywords Anaerobic bacteria, susceptibility, Brucella + K1-vitamin +
haemin
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1 Johdanto

Anaerobiset bakteerit aiheuttavat erilaisia infektioita, usein sellaisilla alueilla elimistdossa
jotka normaalitilanteessa olisivat steriileja; esimerkiksi leikkauksen jalkeen tai sen aika-
na erilaiset bakteerit voivat siirtya niille epanormaaliin paikkaan ja aiheuttaa tulehduk-
sen. Usein anaerobisen bakteerin aiheuttamat infektiot iskevét siis jo muutenkin vas-
tustuskyvyltdan heikompiin ihmisiin. Niinpd nédiden bakteerien diagnostiikka ja myos
antibioottiherkkyyden maarittaminen vaikuttaa potilaan hoitoon ja oikean laakityksen

valintaan.

Antibioottiherkkyysmaaritykset aerobibakteereille tehdddn Suomessa EUCAST-
standardin mukaisesti. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting eli EUCAST on luonut herkkyysmaarityksille yhtendisen standardin jota kaytetdan
laajasti Euroopassa. Nain tulokset ovat vertailukelpoisia laaja-alaisesti.

Sen sijaan anaerobibakteereiden herkkyysmaarityksiin kiekkomenetelmaa kayttaen ei
viela ole olemassa standardeja. HUSLABIn bakteriologian osastolla on tah&n asti naita
herkkyysmaarityksia tehty kayttden Wilkins—Chalgren-maljaa. Nyt tama WC-malja on
tarkoitus mahdollisesti poistaa maljavalikoimasta ja siirtyd kayttamaan Brucella + K1-
vitamiini + hemiini -maljaa, josta on tarkoitus myds mahdollisesti tehd& ensimmaiset
EUCAST-standardit anaerobibakteerien herkkyysmaarityksiin (Nagy ym. 2014). Aiem-
mat tutkimustulokset tukevat Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljan kayttéa, silla on
todettu, etta Brucella +K1-vitamiini + hemiini -maljalla kasvavat myds monet sellaiset
bakteerit, jotka WC-maljalla kasvavat huonosti tai eivéat ollenkaan. Lisaksi tutkimukses-
sa ei todettu suurimman osan bakteereista kohdalla merkittdvaa eroa MIC-
maarityksissa. (Roe ym. 2002.) Tasta testattavasta Brucella + K1-vitamiini + hemiini -
maljasta kaytetadn tekstissa jatkossa lyhennettd Br-malja ja Wilkins—Chalgren-maljaan

viitataan WC-maljana.

Anaerobibakteereiden antibioottiherkkyysméaaritykseen liittyva tyo tehtin HUSLABIn
kliinisen mikrobiologian vastuualueeseen kuuluvassa bakteriologian laboratoriossa,
jossa koettiin tarvetta mahdollisesti muuttaa nykyisia toimintamalleja naissa herkkyys-
maarityksissa ja tehda testausta sita varten. Suuri osa HUSLABIn alueen bakteriologi-
an tutkimuksista on keskitettynd Meilahteen bakteriologian osastolle, ja siella tehdaan

kaikki anaerobibakteerien viljelyt.



Bakteerit ja antibiootit, mita testauksessa kaytettiin, valitsivat HUSLABIn bakteriologian
osaston mikrobiologi Eveliina Tarkka sek& kliininen asiantuntija Risto Hilla. Kaytetyt
anaerobibakteerit ovat yleisia ja kliinisesti merkittavia anaerobibakteereja ja nain ollen
hyvia esimerkkeja elatusmaljan toimivuudesta herkkyysmaaritykseen. Myds testauk-
sessa kaytetyt antibiootit ovat yleisia ja lisaksi oli mahdollista jo etukateen olettaa mil-
laisia vaikutuksia niilla tulisi olla tutkittaviin bakteereihin.

2 Anaerobibakteerit ja niiden viljely

Bakteerit voidaan luokitella sen mukaan, tarvitsevatko ne kasvaakseen happipitoisen
ympaériston vai eivat. Aerobibakteerit voidaan jakaa obligatorisiin eli ehdottomiin, fakul-
tatiivisiin eli ehdollisiin ja mikroaerofiilisiin bakteereihin. Tama tarkoittaa sitéa, etta obli-
gatoriset bakteerit vaativat aina kasvaakseen happea, kun taas esimerkiksi tunnettu
bakteeri E.coli voi kasvaa sekd hapellisissa ettd hapettomissa olosuhteissa, ja on siis
siten fakultatiivisesti aerobi bakteeri. Mikroaerofiiliset bakteerit tarvitsevat kasvaakseen
happea, mutta niille riittd& vahempi happipitoisuus kun maapallomme ilmakehasséa on.
(Hoffman 2002: 1-3.)

Varsinaiset anaerobibakteeritkin voidaan jakaa kahteen luokkaan: ehdottomiin anaero-
beihin sek& aerotolerantteihin anaerobeihin. Ehdottomat anaerobit vaativat ehdotto-
masti hapettoman ympariston, ja ne kuolevat herkasti happipitoisessa ymparistdossa.
Aerotolerantit bakteerit sen sijaan sietavat jonkin verran happea, mutta eivat kuiten-

kaan kayta sita kasvaessaan ollenkaan. (Hoffman 2002: 1-3.)

Anaerobiset bakteerit kuuluvat monesti synnynndisesti ihmisen normaaliflooraan. Niita
I6ytyy monilta alueilta kymmen- tai jopa satakertaisesti enemman kuin aerobibakteerei-
ta. Monet naista anaerobibakteereista ovat liséaksi opportunistisia patogeeneja, eli im-
muunipuolustuksen ollessa niiden elinalueella alhainen, ne lisdantyvéat ja leviavat pai-

kallisiin kudoksiin aiheuttaen ndin tauteja. (Hoffman 2002: 1-3.)

2.1 Anaerobisten bakteereiden viljely

Anaerobibakteereita viljeltdessa tulee muistaa, etta bakteerit ovat herkkia ja kuolevat

helposti joutuessaan tekemisiin ilmakehan hapen kanssa. Niinpd oikeat tyttavat ja ri-
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pea tyoskentely ovat avainasemassa, kun kasitelladan anaerobibakteereja laboratorio-
olosuhteissa. Anaerobisten bakteerien kasvattamiseen on olemassa erilaisia menetel-
mia. Myds HUSLABIn Dbakteriologian osastolla kéaytetddn kahdenlaisia viljely-
ymparistoja. Kaytdssa on niin sanottuja anaerobipyttyja sek& anaerobikaappi.

2.1.1 Anaerobipytty

Anaerobibakteereja voidaan kasvattaa astiassa, johon luodaan anaerobiset olosuhteet.
Tavallisesti astiasta poistetaan happi, ja laitetaan tilalle vety- tai typpikaasua seka hiili-
dioksidia. Ensin astiaan siis imetaan tyhjio, jonka jalkeen se taytetdan kaasulla. (Mon-
tonen — Salkinoja-Salonen 2001: 66.)

Vaihtoehtoisesti pyttyyn luodaan oikeanlaiset olosuhteet reagenssien avulla. Talldin
astiaan laitetaan kaasukehitinpusseja, jotka yhdessa reagoidessaan tuottavat kaasua
ja saavat aikaan hapettomat olosuhteet. Bakteriologian osastolla anaerobioosi luodaan
pyttyihin nimenomaan kaasukehitinpussien avulla. Myds askorbiinihapon hapettumi-
seen perustuvia hapenpoistopusseja voidaan kayttdd anaerobioosin luomiseen. (Mon-
tonen — Salkinoja-Salonen 2001: 66.)

Astian hapettomuutta voidaan seurata lapindkyvan astian lapi kaupallisten hapetuspel-
kistys-indikaattorien avulla ilman ettd astiaa tarvitsee avata. Indikaattorin varinmuutok-

set kertovat, ovatko olosuhteet oikeat. (Montonen — Salkinoja-Salonen 2001: 66.)

2.1.2 Anaerobikaappi

Erityisen happiherkéat lajit viljelladn anaerobikaapissa. Siella on kokoajan hapettomat
olosuhteet. Kaappi on siis taytetty kaasulla ja siella on lieva ylipaine, jottei happea paa-
se kaappiin. Vaativien anaerobien viljely on helppo tehda anaerobikaapissa, silla siella
niité voi kasitella kuten tavallisia aerobisia bakteereja laboratoriossa. (Montonen — Sal-
kinoja-Salonen 2001: 67.)

Anaerobikaapit ovat kaupallisesti valmistettuja. Kaapin lapindkyvassa etuseinassa on
aukot, joihin on kiinnitettynd kasineet tai hihat. Naiden aukkojen kautta tyoskentely on-
nistuu niin, ettei se vaikuta olosuhteisiin sisdlla kaapissa. (Montonen — Salkinoja-
Salonen 2001: 68.)



2.2 Bakteriologian osaston anaerobien kasvatuksessa kaytettavat atmosfaarit

Anaerobibakteereja kasvatetaan bakteriologian osastolla kahdella eri tavalla: joko an-
aerobikaapissa tai anaerobipytyssa, joka on astia mihin luodaan bakteereille suotuisat
hapettomat olosuhteet. Anaerobipytty pidetdan lAmpdhuoneessa kasvatuksen ajan,
anaerobikaapissa taas on seka oikea lampotila ettd hapettomat olosuhteet jatkuvasti.
Paaasiassa jako menee niin, etta veriviljelyitd kasvatetaan anaerobikaapissa ja marka-

vilielynaytteet anaerobipytyissa.

Bakteriologian osaston anaerobikaapissa on yhdistelma erilaisia kaasuja, joilla luodaan
hapettomat ja anaerobibakteereille otolliset olosuhteet. Kyseinen kaappi; Don Whitley
Scientific:in Whitley MG500, kayttaa hiilidioksidia, vetya seka typped. Jokaisella naista
kaasuista on oma sdilionsa, jonka tayttdastetta ja painetta tarkkaillaan péaivittain. Toi-
seen kaytettyyn kasvatustapaan eli anaerobipyttyyn oikeat olosuhteet luodaan BD:n
valmistamalla GasPak EZ Anaerobe Container System -pussilla. Tama kaasukehitin-
pussi aktivoituu joutuessaan ilman kanssa kosketuksiin ja luo pieneen tilaan anaerobi-

set olosuhteet alentamalla hapen maaraa.
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Kuvio 1. Bakteriologian osaston anaerobikaappi.



2.3 Testaukseen kaytetyt bakteerit

Tybssa kaytettiin sairaalamikrobiologi Eveliina Tarkan ja Kliinisen asiantuntija Risto
Hillan valitsemaa neljaa yleista ja Kliinisesti merkittavaa anaerobibakteeria. Ne ovat
kaikki hieman erilaisia vaatimiltaan kasvuolosuhteilta, joten ne antavat hyvin tietoa siita,

miten erilaiset bakteerit sopivat kasvatettavaksi samalla maljalla.

2.3.1 Clostridium perfringens

Klostridit ovat grampositiiviseksi varjaytyvia, suurikokoisia itidllisia sauvabakteereja
(Jousimies-Somer — Ristola 2003: 228). Clostridium perfringens on hyvin yleinen ruo-
kamyrkytysten aiheuttaja suomessa. Bakteeri kasvaa hapettomissa oloissa, mutta sie-
tda hyvin ravinnon puutetta, kuivuutta ja kuumuutta. Tyypillisesti tartunta valittyy ihmi-
seen esimerkiksi huonosti kypsennetyista lihatuotteista, mutta tartunta ei ole mahdoton
mydskaan kuivatuotteiden valityksella vaikkapa mausteista. (Evira 2013.)

Ruokamyrkytysoireet, useimmiten kouristukselliset vatsakivut, johtuvat siita etta tautia
aiheuttava bakteeri tuottaa enterotoksiinia. Normaalisti toipuminen tapahtuu muuta-
massa paivassa, joskin esimerkiksi laitoshoidossa oleville vanhuksille bakteerin tuot-
tama enterotoksiini voi aiheuttaa pitkittyneen ripulin. (Jousimies-Somer — Ristola 2003:
233.)

Liséksi Clostridium perfringens kuuluu niihin bakteereihin, jotka saattavat aiheuttaa
vaarallista kaasukuoliota. Esimerkiksi syvassa haavainfektiossa vaurioituneeseen ku-
dokseen voi kertyd liukenematonta typpeé ja vetya bakteerien kasvun ja siten niiden
energiantuotannon seurauksena. Nama jaavat kudokseen kaasukuplina, ja syntyy
paikallinen kivulias turvotus joka laajenee hyvin nopeasti. Toksiineja imeytyy infektio-
alueelta my0s vereen aiheuttaen yleisen toksemian ja vakavia yleisoireita. Tauti etenee
hyvin nopeasti ja voi johtaa kuolemaan. Hoitona tarke&é on infektoituneen alueen no-
pea kirurginen poisto, eli esimerkiksi raajan amputaatio. Mikrobila&kityksena kaytetdan
ensisijaisesti klindamysiinia ja G-penisilliinia yhdessa. (Jousimies-Somer — Ristola
2003: 232-233.)



2.3.2 Bacteroides fragilis

Bacteroides fragilis on erittain virulentti anaerobinen bakteeri, jota [6ytyy paljon ihmisen
suoliston limakalvoilta. Bakteerin tarked virulenssitekijd on sen polysakkaridikapseli
(Jousimies-Somer — Vuento 2003: 241). Bakteeri pystyy hyvin kiinnittym&an erilaisiin
kudoksiin ja onkin yleinen 16ydos. Se erittda entsyymeja, jotka vaikuttavat sappihappo-
jen konjugoitumiseen ja tama edelleen vaikuttaa mm. kolesteroliarvoihin. Bakteerilla on
myds keinoja puolustautua ihmisen immuunivastetta vastaan. Lisaksi se saattaa muo-

dostaa paiseita ja tuhota kudosta. (Rautio — Vuento 2010.)

Bacteroides fragilis on gramnegatiivinen sauvabakteeri. Usein ndma anaerobit, gram-
negatiiviset sauvat eivat aiheuta infektioita jollei niiden isdnnan puolustuskyky ole jol-
lain tapaa alentunut. Lisaksi ne tarvitsevat usein muiden bakteerien apua ja saattavat
siten vaikeuttaa muuta taudinkuvaa aikaansaamalla niille ominaisen paiseen. (Jousi-
mies-Somer — Vuento 2003: 241.)

B. fragilis -ryhman bakteerit ovat usein tuottamiensa beetalaktamaasien vuoksi resis-
tentteja kefalosporiineille ja penisilliineille (Jousimies-Somer — Vuento 2003: 244).

2.3.3 Prevotella intermedia ja Propionibacterium acnes

Prevotella intermedia on anaerobinen bakteeri, jota [6ytyy suusta; hammasplakista. Se
aiheuttaa vaikeaa ientulehdusta, erityisesti hampaan vieruskudoksessa, joka yhdistaa

hampaan leukaluuhun. (Meurman — Richardson — Kinnunen 2011.)

Propionibacterium acnes on ihon normaaliflooraan kuuluva grampositiivinen sauvabak-
teeri. Se voi joskus l6ytya veriviljelystd, mutta sita pidetdéan yleensa iholta tulleena kon-
taminanttina. Paaosin P. acnes aiheuttaa talirauhasen tulehduksia seka aknen leesioi-
ta. Se tuottaa lipaasientsyymid, joka hajottaa talia ja tastd syntyvat hajoamistuotteet
aiheuttavat aknen. (Rautio 2010.)



3 Antibioottiherkkyysmaaritykset

Oikean laékehoidon valinta ilman herkkyysmaarityksen tulosta voi olla hankalaa, joten
ladkeherkkyysmaaritys on potilaan hoidon kannalta tarkea ja oleellinen tutkimus. Suo-
messa antibioottiherkkyysmaaritykset aerobibakteereille tehdaan EUCAST-standardin
mukaisesti. EUCAST, eli European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
on vuonna 1997 perustettu komitea jonka tavoitteena on ollut antibioottiherkkyysmaéaari-

tysten standardointi ja menetelmien yhtenaistaminen Euroopassa. (EUCAST.)

Bakteerien ladkeherkkyys riippuu sen elinymparistosta elimistdossa, bakteerien maaras-
ta ja kasvunopeudesta. Tarvittavat pitoisuudet tulee siksi maarittda kliinisin laboratorio-
kokein ja annosteltava ladkeméaara tulee olla 2—4 kertaa suurempi kuin laboratorio-
olosuhteissa saatu pienin estopitoisuus tutkittavalle bakteerille. Bakteerien herkkyyden
ja mikrobilaakkeen tehon mittana kaytetadn MIC-arvoa (Minimal Inhibitory Concentrati-
on), eli pienintd 1d8kkeen pitoisuutta, jolla bakteerin kasvu saadaan estettyd laborato-
rio-olosuhteissa. MIC-arvo ilmoitetaan pg/ml ja yleisimmin laékkeiden arvot ovat luok-
kaa 0,01-10 pg/ml. MIC-arvon liséksi voidaan myos tarvittaessa maarittdéd MBC-arvo,
eli pienin bakteerin tappava konsentraatio (engl. Minimal Bactericidal Concentration).
(Vaara — Huovinen 1997g: 349-350.)

Bakteerilajeilla on tehty populaatiotutkimuksia, joiden pohjalta on voitu maarittda kes-
kimaaraiset herkkyydet bakteeriladkkeille. Lisaksi, kun tiedetdaan millaisia kudospitoi-
suuksia kullakin bakteeriladkkeella on mahdollista saavuttaa, on voitu muodostaa klii-
nista kayttéa varten herkkyysluokat bakteerilajeille ja -ladkkeille. Bakteeria tutkiessa
voidaan nain verrata patogeenisten bakteerien herkkyyksia samalle lajille tai bakteeri-
ryhmalle maaritettyihin herkkyystulkintarajoihin. (Vaara — Huovinen 1997¢g: 349-350;
Tarkka 2015b.)

3.1 Herkkyysluokat

Kaytossd on talla hetkella kansainvélisesti yhtenevédinen herkkyysluokitus, SIR-
jarjestelma. Siind on kolme erilaista herkkyysluokkaa. Nama ovat S (= susceptible), | (=
intermediate/interminate) sekd R (= resistant). S-luokituksessa bakteeri on herkka ky-
seiselle bakteeriladkkeelle ja tama laake soveltuu kaytettdvaksi infektioiden hoitoon
sen normaaliannoksina. I-luokituksessa bakteerin herkkyys on vahentynyt tai vaihtoeh-

toisesti sitd ei voida taysin varmentaa. Nama ladkkeet sopivat suurina annoksina an-
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nettavaksi yleisinfektion hoitoon, normaaliannoksena virtsatieinfektion hoitoon, mikali
ladkeaine konsentroituu virtsaan aktiivisena seké paikallishoitoon. Viimeisessa luokas-
sa, eli luokassa R, laake ei tehoa bakteeriin, joten l&dke ei sovellu infektion hoitoon.
Joistakin laakkeista ei kayteta luokitusta | ollenkaan. (Vaara — Huovinen 1997g: 349-
350.)

Laakeherkkyysmaarityksid voidaan tehda MIC-testillda, kiekko- ja laimennusmenetel-
malla sek& entsyymi- ja geenimaarityksilla. Naistd kahta ensimmaista kaytetaan tassa
opinnaytetyossa. (Vaara — Huovinen 1997g: 349-350.)

3.2 Kiekkomenetelma

Kliinisten naytteiden patogeenisten bakteerien laakeherkkyys voidaan méaarittdd kiek-
komenetelmalla. Sitéd kaytetaan erityisesti nopeasti kasvavien bakteerien kohdalla.
Tassa menetelméassa bakteerisuspensiota levitetaan tasaisesti maljalle ja siihen asete-
taan yksi tai useampi laakekiekko tai -tabletti. EUCAST-standardissa maaritelldan esi-
merkiksi kaytettavan bakteerisuspension vahvuus, kaytettdvat herkkyysmaljat ja se,
miten estorenkaat mitataan (EUCAST 2015). Kiekot ja tabletit sisdltavat vakiomaaran
tiettyd mikrobild&ketta ja sen vaikutus viljeltyyn bakteeriin on verrannollinen estoren-
kaan suuruuteen. Mikali laadke tehoaa kyseiseen bakteeriin, se ei pysty kasvamaan
kiekon laheisyydessa, silla kiekosta diffundoituu bakteeriladketta maljalle estden bak-
teerikasvua. Tata aluetta kiekon ymparilla, missa bakteeri ei kasva, kutsutaan estoren-
kaaksi. Mita suurempi estorengas on, sitd paremmin ladke yleenséa tuhoaa naita bak-
teereja myos elimistdssa. Tulokset ilmoitetaan tdman perusteella SIR-jarjestelman mu-
kaisesti. (Vaara — Huovinen 1997¢g: 349-350.)

Aerobibakteereille herkkyysmaaritysta tehdessa toimitaan siis Suomessa ja laajalti Eu-
roopassakin EUCAST-standardin mukaan. EUCAST on maaritellyt tarkasti esimerkiksi
sen, miten herkkyysmaarityksiin kaytettavia Miller—Hinton-maljoja tulee sailyttaa ja
kuinka bakteerisuspensio levitetaan eli dreijataan maljalle. Myos antibioottikiekkojen
lisaaminen, maljojen inkubaatioajat ja -lampdétilat seka estorenkaiden mittaaminen on
ohjeistettuna standardiin. Kun maaritys suoritetaan naiden ohjeiden mukaan, se on
luotettava ja vertailukelpoinen myds muualla tehtyjen maéaritysten kanssa. (EUCAST
2015.)



3.3 MIC-testi

MIC-testi (Minimal Inhibitory Concentration), josta yleisimmin kaytossa oleva versio
tunnetaan myods E-testind (Epsilon-testi), toimii samalla tavalla kuin antibioottikiekot,
mutta se antaa tarkemman tiedon siité, millainen annostus kyseista antibioottia toimii
tuhoamaan bakteerikannan. Tassa bakteerisuspension levityksen jalkeen elatusmaljal-
le asetetaan liuska, jonka alapuolella on ladkegradientti. Sen pinnalla on laakepitoi-
suusasteikko (mg/l), jonka avulla tulokset luetaan; siitd kohdasta mihin bakteerikasvu
loppuu, ndhdaan pienin bakteerin kasvun estava ladkepitoisuus. MIC-testi antaa siis
tarkemman maaritystuloksen. (Biomerieux 2015.) MIC-testi voidaan kuitenkin tehda

myds kayttamalla joko malja- tai liemilaimennosmenetelmaa (Tarkka 2015a).

3.4 Testaukseen kaytetyt antibiootit

TyOssé kaytettavat antibiootit valikoituivat HUSLABIn mikrobiologian osastolla tydsken-
televien Risto Hillan ja Eveliina Tarkan toiveesta. Ne ovat anaerobeille yleisesti kaytet-
tavia mikrobila&kkeita ja niiden oletettava vaikutus tutkimuksessa kaytettaviin baktee-
reihin on valmiiksi tiedossa, mik& helpottaa esimerkiksi tulosten luotettavuuden tulkin-

nassa.

3.4.1 Penisilliini

Penisilliini on vanhimpia tunnettuja antibiootteja. Ensimmaiset niista on saatu eristamal-
& Penicillium-suvun sienista P. notatum ja P. chrysogenum. Tallaisia luonnollisia pe-
nisillineja ovat G-penisilliini (bentsyylipenisillini) ja V-penisilliini (fenoksimetyylipenisillii-
ni). Niiden lisdksi on myds valmistettu lukuisia puolisynteettisia penisillinejd muutamal-
la sienien rakennetta. Molemmat luonnolliset penisilliinit seka kaikki niiden johdannaiset
ovat beetalaktaameja. TAma tarkoittaa, ettd ne sisaltavat rakenteen, joka muistuttaa
peptidoglykaanin perusyksikon pentapeptidin D-alanyyli-D-alaniini-osaa. Tama on kes-
keinen substraatti monille entsyymeille. Siksi beetalaktaamit pystyvat sitoutumaan tal-
laisiin entsyymeihin bakteerissa samalla tavalla kuin substraatti ja ndin inhiboimaan tai

muokkaamaan niiden toimintaa. (Vaara — Huovinen 1997: 354-357.)
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Monet grampositiiviset, kuten esimerkiksi Streptococcus pneumoniae, anaerobiset
grampositiiviset kokit ja kaikki beetahemolyyttiset streptokokit, sek& myés jotkin gram-
negatiiviset bakteerit, kuten osa anaerobisista sauvoista ovat herkkia G-penisilliinille.
Monet bakteerit, eritoten gramnegatiiviset sauvat, ovat kuitenkin luonnostaan resistent-
teja talle niiden soluseindn ulkomembraanin rakenteen takia, jonka lapi luonnollisten
penisillinien on vaikea tunkeutua. Téallaisia ovat esimerkiksi Bacteroides fragilis -
ryhman bakteerit, jotka ovat kliinisesti yleisin 16ydds anaerobiviljelyssa. Liséksi monilla
bakteereilla on myds luonnostaan beetalaktaameja tuhoavia aineita; kromosomaalisia
beetalaktamaaseja. V-penisilliini on yleensd vahemman tehokas kuin G-penisilliini. Kui-
tenkin monet bakteerikannat ovat alkaneet kehittdmaan resistenssia penisilliineja koh-
taan. Tatd niin sanottua "ei luonnollista” resistenssia sanotaan hankituksi resistenssiksi.
(Vaara — Huovinen 1997: 354-357; Tarkka 2015b.)

Ensimmainen luonnollisista penisilliineista johdettu ladke oli metisilliini. Muita puolisyn-
teettisia penisillineja ovat kloksasilliini, dikloksasilliini, nafsilliini, oksasilliini, ampisilliini,
pivampisilliini, bakampisilliini, amoksisilliini, piperasilliini seka mesillinaami. Nama toi-
mivat paremmin my6s luonnostaan penisilliinille resistentteja kantoja kohtaan. (Vaara —
Huovinen 1997: 354-357.)

G-penisilliini ei ole kovin happoresistentti, vaan hajoaa helposti matalassa pH:ssa. Ta-
man johdosta se hajoaa mahalaukussa, eikd sovellu suun kautta annosteltavaksi. Sita
kaytetaankin parenteraalisesti, eli ohjataan ruiskulla suoraan kudoksiin tai verenkier-
toon. Sen sijaan V-penisilliini kestéda hyvin happoja ja soveltuu suun kautta annettavak-
si. (Vaara — Huovinen 1997: 354-357.)

3.4.2 Metronidatsoli

Metronidatsoli on nitroimidatsolisuvun antibiooteista vanhin ja eniten kaytdéssa oleva
ladkeaine. Aluksi sitd kaytettiin vain alkueldinten aiheuttamiin infektioihin, kunnes sen
teho anaerobibakteereihin havaittiin. (Vaara — Huovinen 1997b: 386-387.)

Metronidatsoli on bakteerimutageeni. Sen lisdksi sen teho perustuu kykyyn vaurioittaa
nukleiinihappoja. Tama tapahtuu, kun anaerobibakteerit pelkistavéat nitroimidatsolia.
Laakettd on kaytetty vuosikymmenia ilman suurempia haittavaikutuksia, mutta suu-
remmilla annostuksilla on todettu eldinkokeissa karsinogeenisia vaikutuksia. Muut hait-

tavaikutukset ovat yleensa harvinaisia sekd melko lievia. Naihin kuuluu pahoinvointi,
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vatsakivut seka kielen tahmeus. Pitkdaikainen hoito tai suuret annokset saattavat kui-
tenkin altistaa leukosytopenialle tai joillekin neurologisille oireille; kirvely, kutina, raajo-
jen puutuminen ja kouristustaipumukseen omaavilla kohtauksiin. Lisaksi alkoholin
kanssa kaytettyna silla on antabusreaktion aiheuttava vaikutus. (Vaara — Huovinen
1997b: 386-387.)

Metronidatsoli on hyvin imeytyva suun kautta sek& perapuikkona annosteltua. Se tun-
keutuu hyvin kudoksiin, likvoriin, verenkiertoon seka absesseihin ja erittyy aktiivisena
virtsaan, vaikka maksa suodattaakin osan. Laakkeestd on olemassa my6s suonen-
sisdisesti annosteltavia muotoja, mutta suun kautta annettaessakin voidaan saada see-
rumipitoisuus jopa sepsishoitoon riittéavalle tasolle. (Vaara — Huovinen 1997b: 386—
387.)

3.4.3 Klindamysiini

Klindamysiini saadaan Streptomyces lincolnensis -sienen tuottamasta linkomysiinista.
Se on bakteeriostaattinen antibiootti, joka toimii proteiinisynteesin estajana. Se sitoutuu
bakteeriribosomin 50S-kappaleeseen. Tahan samaan ribosomin kohtaan sitoutuu myoés
erytromysiini ja siksi silla ja klindamysiinilla on havaittu yhdessa antagonistinen vaiku-
tus seka ristiresistenssia. (Vaara — Huovinen 1997c: 374-375.)

Klindamysiini tehoaa suuren osaan grampositiivisista bakteereista, mutta monet gram-
negatiiviset bakteerit taas ovat sille resistenttejd, lukuun ottamatta joitain anaerobisia

gramnegatiivisia sauvoja (Vaara — Huovinen 1997c: 374-375).

Laaketta voidaan kayttdaa joko suun kautta annosteltuna tai parenteraalisesti. Molem-
milla kayttétavoilla se tunkeutuu hyvin kudoksiin ja luustoon, mutta likvoriin se ei juuri-
kaan paase. Se hajoaa pitkélti maksassa, eika erity virtsaan aktiivisena, mutta saattaa
silti aiheuttaa komplikaatioita munuaisinsuffisienssipotilailla. Vakavia haittavaikutuksia
on harvoin. Yleisin sivuvaikutus klindamysiinilla on ripuli, joka voi joskus olla vaikeakin.
Samoin useasti todetaan seerumin maksaentsyymipitoisuuden kasvua, mutta varsinai-
sia maksaoireita ilmenee harvoin. Pahimmillaan (joskin hyvin harvoin) ladke aiheuttaa
pseudomembranoottista enterokoliittia, mik&d on vakava suolistotulehdus. (Vaara —
Huovinen 1997c: 374-375.)
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3.4.4 Doksisykliini

Doksisykliini on tetrasykliini-ryhnmén mikrobiladke. TetrasykKliinit estavat prokaryoottien
proteiinisynteesia ja ne saadaan eristamalla Streptomyces-sienien kannoista. Luonnos-
taan lahestulkoon kaikki bakteerit ovat niille herkkia, mutta laaja kaytté on aiheuttanut
joidenkin resistenttien muotojen muodostumiseen. Resistenssi on yleensd R-
tekijavalitteinen. On myo6s joitakin luonnostaan resistentteja lajeja, kuten Proteus mira-

bilis ja useat Bacteroides fragilis -kannat. (Vaara — Huovinen 1997d: 375-376.)

Doksisykliini imeytyy nopeasti, mutta erittyy hitaasti, eika sita siksi tarvitse annostella
kuin kerran vuorokaudessa. Lisaksi se tunkeutuu hyvin kudoksiin ja likvoriin. Se ei kui-
tenkaan imeydy munuaisten kautta enaa elimistoon vaan imeytyminen tapahtuu ruoan-
sulatuksen kautta. Siksi sitd voidaan kayttaa myds munuaisen vajaatoiminnasta karsi-
villa potilailla. Doksisykliinin yleisin kayttétapa on suun kautta annosteltava laake, mutta
siitd on myos parenteraaliseen kayttdon soveltuva versio. (Vaara — Huovinen 1997d:
375-376.)

Muiden tetrasykliinien tavoin doksisykliini konsentroituu kasvavaan luukudokseen, ku-
ten hampaisiin ja varjaa sita keltaiseksi samalla heikentéden kudosta. Liséksi doksisyk-
liini saattaa vaikuttaa ihon fotosensitisaatioon seka arsyttaa vatsan limakalvoja ja voi
siksi aiheuttaa oksentelua seka pahoinvointia. Harvinaisempia sivuvaikutuksia tetrasyk-
lineillda on hyvéanlaatuinen ja ohimeneva aivopaineen kasvu. (Vaara — Huovinen 1997d:
375-376.)

Doksisykliinin paaasiallinen kaytté kohdistuu ylahengitystieinfektioiden hoitoon seka
klamydian ja mykoplasmojen aiheuttamiin tauteihin. Muita kayttokohteita ladkkeella on

Lymen taudin varhaisasteiden ja aknen hoito. (Vaara — Huovinen 1997d: 375-376.)

3.4.5 Imipeneemi

Imipeneemi on beetalaktaamiryhmé&n mikrobilaake, joka muistuttaa rakenteeltaan pe-
nisillineja. Streptomyces cattleyan -sieni muodostaa tienamysiinia ja siitd syntetisoituja
muotoja kutsutaan karbapeneemeiksi. Naistd yksi on imipeneemi. Silla on laajempi
antibakteerinen spektri kuin millaan toisella beetalaktaamiryhm&n antibiootilla, eika
suurimalla osalla kromosomaalisista tai R-faktorien koodaamista beetalaktamaaseista
tehoa siihen. (Vaara — Huovinen 1997e: 368-369.)
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Luontaisesti resistentteja bakteerilajeja ei ole montaa, mutta hankittua resistenssia 1oy-
tyy joistain bakteerilajista. Talloin yleensa bakteeri ulkomembraanin permeabiliteetissa
tai PBP-proteiinissa tapahtuu muutos, joka estéé imipeneemia tehoamasta. Ne saatta-
vat myos alkaa tuottaa imipeneemid hajottavia entsyymeja. Imipeneemia ei kayteta
suun kautta annosteltavana, vaan ainoastaan parenteraalisesti. (Vaara — Huovinen
1997e: 368-369.)

Vaikka imipeneemilla on laaja spektri bakteereja, joita vastaan sité voisi kayttaad, sen
paaasiallinen kayttoé on vaikeat ja komplisoituneet infektiot sairaalahoidossa. Talla pyri-
taan vahentamaan resistenttien kantojen muodostumista ja sen aiheuttamien hii-

vasuperinfektioiden puhkeamista. (Vaara — Huovinen 1997e: 368—-369.)

3.4.6  Amoksisilliini-klavulaanihappo

Amoksisilliini on sukua penisilliineille ja se hajottaa bakteereita samalla tavalla. Klavu-
laanihappo on Streptomyces clavuligerus -bakteerin tuottama entsyymi-inhibiittori, jolla
yksingan on hyvin heikko antibakteerinen vaikutus. Se kuitenkin estdé plasmidiperais-
ten beetalaktamaasien toimintaa ja ndin edesauttaa amoksisilliinin vaikutusta. Naiden
kahden aineen yhdistelmaéa on kaytetty jo pitkaan ladkkeena. Se tehoaa erityisen hyvin
mm. bakteereihin Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Moraxella catarrha-
lis, Bacteroides fragilis ja Escherichia coli seka Klebsiella-kantoihin. (Vaara — Huovinen
1997f: 359-360.)

Amoksisilliini on happoresistentti ladke ja siksi imeytyy erittédin hyvin suun kautta otet-
tuna. Sen imeytymisprosentti on 75-90 %. Se tunkeutuu tehokkaasti myds kudoksiin ja
eritteisiin. Amoksisilliinin tavoin klavulaanihappo imeytyy hyvin suun kautta annosteltu-
na ja se myos erittyy aktiivisessa muodossa virtsaan. (Vaara — Huovinen 1997f: 359—
360.)

Amoksisilliini tehoaa samoihin grampositiivisiin bakteereihin kuin penisilliinitkin, tosin
toisiin hieman heikommin ja taas enterokokkeihin niitd paremmin. Koska se on kuiten-
kin johdettu penisilliinistd, on sekin samalla tavalla herkka beetalaktamaasille ja nain
sillekin on monia resistentteja kantoja. Yhdistettyn&d klavulaanihappoon amoksisilliini

pystyy kuitenkin vaikuttamaan penisilliinia paremmin bakteereihin. Haittana amoksisil-
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liini-klavulaanihappo-antibiootilla on jotkin gastrointestiaaliset sivuvaikutukset, kuten
ripuli. (Vaara — Huovinen 1997f: 359-360.)

3.5 Testaukseen kaytetyt elatusmaljat

Testauksessa kaytettiin Brucella + K1-vitamiini + hemiini- sek&d Wilkins—Chalgren -
maljoja, ja tarkoituksena oli testata ja Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljaa, jotta se
olisi mahdollista ottaa kayttdon herkkyysmaarityksissa mydhemmin. Testattavat maljat

valikoituivat mukaan Bakteriologian asiantuntijoiden toiveesta.

Molemmat maljat valmistetaan HUSLABIn elatusainetuotannossa samalla ohjelmalla,
jossa verta lukuun ottamatta kaikki aineet kuumennetaan steriilisséa ja suljetussa keitti-
messa 121 celsiusasteessa 15 minuutin ajan, jonka jalkeen se jadhdytetaan 50 astee-
seen ja lisataan veri. Tama lampdtila on laskettu niin, ettd liuos pysyy viela nestemai-
sena, mutta jaahtyy nopeasti annosteltaessa. Taman jalkeen elatusaine annostellaan

maljoille ja jaahdytetaan huoneenlammaossa kiintedksi.

3.5.1 Brucella + K1-vitamiini + hemiini -malja

Talla hetkella Brucella-maljaa kaytetddn muun muassa hammasnaytteissa. Testauk-
sessa kaytetty malja valmistetaan kayttden BD:n teollisesti valmistamaa Brucella-
agaria, Hemin-liuosta, K1-vitamiinia seka pakastettua ja lyysattua lampaan verta. Val-
mistuttuaan se sailyy kayttokelpoisena nelja viikkoa. Valmiin maljan pH on 6,8-7,2,

siind on K1 vitamiinia ja Heminia 5 mcg/ml. (Hilla 2015a.)

3.5.2 Wilkins—Chalgren-malja

Wilkins—Chalgren-maljaa kaytetddn viela talla hetkella anaerobibakteerien herkkyys-
maarityksissd HUSLABIn bakteriologian osastolla. Se valmistetaan Oxoid:in teollisesti
tuottamasta Wilkins—Chalgren-agarista, lampaan verestda, Menadionliuoksesta seka
tislatusta vedesta ja sen kayttoika valmistuksen jalkeen on kaksi viikkoa. Valmiin mal-
jan pH on 7,2—7,6. (Hilla 2015a.)
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Kuvio 2. Vasemmalla vaaleassa kuoressa Brucella + K1-vitamiini + Hemiini -malja ja oikealla
vihredssa kuoressa Wilkins—Chalgren-malja.

3.6 Aiempaa tutkimustietoa anaerobibakteereiden herkkyysmaarityksista

Infectious Diseases Society of America -jarjestdé on myos tehnyt aiheesta tutkimuksen,
jossa vertailtiin Wilkins—Chalgren- seka Brucella +K1-vitamiini + hemiini -maljoja anae-
robibakteerien herkkyysmaarityksissa ja niiden MIC-arvoissa. Erona tahan opinnayte-
tydhon, kyseissa tutkimuksessa oli kaytdssa erilainen antibioottipaneeli seka laajempi
kirjo bakteereja. Tulosten luotettavuutta ja kaytettavyytta lisda aiemmassa tutkimuk-
sessa myos se, etta viljelyt suoritettiin viidessa eri laboratoriossa ympari Yhdysvaltoja.
Neljasséa ndista ei havaittu mainittavaa eroa saaduissa tuloksissa, mutta viidennen tu-
lokset olivat yli puolissa saaduista arvoista muita laboratorioita korkeampia. Koska kui-
tenkin myds kontrolliarvot MIC-testeille tassa laboratoriossa olivat yli raja-arvojen, to-
dettiin tutkimuksessa sen johtuvan inhimillisista virheista. (Roe ym. 2002.)

Kyseinen vuonna 2002 tehty tutkimus l&hti liikkeelle samoista l&htokohdista kuin taméa-
kin opinnaytety0. Haluttiin tietda, voitaisiinko WC-malja korjata Br-maljalla. WC-malja
on kansainvdlisesti yleisesti kaytdssa oleva malja, jonka standardointia anaerobibak-
teereille ehdotettiin vuonna 1979. Mikéli saataisiin standardi yhdelle maljalle, tulisi labo-
ratorioiden valisista tuloksista vertailukelpoisempia. Myéhemmin kuitenkin huomattiin,
ettd WC-maljalla kaikki bakteerit eivat kasva hyvin tai ollenkaan, joten alettiin etsia mui-
ta vaihtoehtoja. Tutkimuksen perusteella Br-maljalla kasvoivat paremmin ne bakteerit,
jotka eivat WC-maljalle sopineet. Lisdksi MIC-testien arvot ndiden maljojen valilla eivat
eronneet mainittavasti, lukuun ottamatta ceftizoxtimea, jolla tosin on ennenkin todettu
vaihtelevia MIC-arvoja. Muut tutkimuksessa kaytdssa olleet antibiootit olivat klindamy-

siini, metronidatsoli, trovafloksasiini, piperasilliini seka kefoksitiini. (Roe ym. 2002.)
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Taman lisdksi vuonna 2014 tehtiin tutkimus kayttden Bacteroides fragilis -bakteeria.
Taman tarkoituksena oli nimenomaan luoda ensimméinen EUCAST-standardi anaero-
bibakteereille. Tutkimus tehtiin samaa Br-maljaa kayttden. (Nagy ym. 2014.) Mikali tut-
kimuksen pohjalta saataisiin Br-malja standardoitua herkkyysmaéarityksiin, tukisi se
myds bakteriologian osaston siirtymista kyseiseen maljaan.

Molemmat aiemmat tutkimukset erosivat bakteeriméarissa sek& antibiooteissa tasta
opinnaytetydsta, mutta niiden k&ytannon tarkoitus ja toteutus oli samanlainen. Taydel-
lista vastaavuutta ei mistéaan 16ydy, mutta vaikka jotkin komponentit erosivatkin, ovat ne
vertailukelpoisia keskendén siina mielessa etta kaikissa oli tarkoituksena testata samaa

Br-maljaa ja anaerobibakteerien kasvua silla.

4  Opinnaytetyon tarkoitus, tavoite ja tutkimusongelmat

Taméan tyon tarkoituksena oli testata, miten Brucella + K1-vitamiini + hemiini -malja
toimii anaerobibakteereiden antibioottiherkkyysmaarityksessé. Vertailussa kaytettiin
toistaiseksi anaerobibakteereiden herkkyysmaarityksissa kaytossa olevaa Wilkins—
Chalgren-maljaa.

Testauksessa vertailtiin kahta eri maljaa, joita kaytetadn HUSLABIn bakteriologian
osastolla anaerobibakteereille. Lopputuloksena tarkoitus on siirtya kayttamaan pelkas-
taan Br-maljaa kaikille anaerobibakteereiden antibioottiherkkyysmaarityksille sen jal-
keen kun sitd on testattu tarpeeksi jotta sen toimivuuteen voidaan luottaa. Taméa idea
Br-maljan kaytosta oli lahtbisin bakteriologian osaston asiantuntijoilta. Testauksessa
talle maljalle tehtiin herkkyysmaaritys antibioottikiekoilla ja MIC-testeilld, joita pidetaan
siis tarkimpana rutiinilaboratorioon soveltuvana menetelméana talla hetkella. Antibiootti-
herkkyyden maarittaminen kiekkomenetelmaa kayttaen on kuitenkin selkeasti helpom-
paa ja kaytannollisempaa, kuin etta kaikkiin maarityksiin kaytettaisiin MIC-testeja. Ta-
han syyna on esimerkiksi yksinkertaisesti se, etta antibioottikiekkoja saa yhdelle maljal-
le useampia (Tarkka 2015a; Hilla 2015b.)

Tavoitteena oli saada aikaan yhtenevéinen ja selkeéa tapa anaerobibakteerien antibioot-
tiherkkyysmaarityksen tekoon. Kaytannossa ajateltiin, ettd Br-maljan kayttd herkkyys-

maljana selkeyttaisi laboratorioprosessia, silla siirryttdessa kayttamaan kokonaan Br-
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maljaa, vahenisi ja helpottuisi elatusainetuotanto, varastointi, maljojen laadunvalvonta
sekad ohjeistukset tydskentelyyn huomattavasti. Tahan syyna olisi se, ettda WC-malja

voitaisiin karsia maljavalikoimasta kokonaan. (Hilla 2015a.)

Opinnaytetydssa selvitettiin siis, toimiiko Brucella + K1-vitamiini + hemiini -malja tutkit-
tujen anaerobibakteerien herkkyysmaarityksissa.

Opinnaytetydn muodostuivat seuraavat tutkimusongelmat:
e Miten tutkittavat anaerobibakteerit kasvavat Br-maljalla?
¢ Miten antibioottien aiheuttamat estot eroavat toisistaan Br-maljalla ja WC-

maljalla testaukseen kaytettavilla bakteereilla?

5 Toteutus

Kaytannon toteutus suoritettin HUSLABIN kliinisen mikrobiologian vastuualueen bakte-
riologian osastolla viikoilla seitsemén ja kahdeksan. Testausta tehdessa kaytettiin sa-
moja tiloja ja valineitd kuin normaalistikin potilasnaytteiden kanssa. Toiminta ajoitettiin

niin, etta se hairitsisi mahdollisimman vahan laboratorion rutiinitoimintaa.
Aikataulu laadittiin siten, etta siina oli jonkin verran joustovaraa mahdollisten ongelmien

vuoksi. Esimerkiksi tutkimuslupa hankittiin jo ennen joulua, jotta tarvittaessa olisi voitu

aloittaa kaytannon testauksen valmistelut jo harjoittelujakson aikana bakteriologialla.

Taulukko 1.  Aikataulu.

Opinnaytetytn aihe ja aiheen jasennys 2015/viikko 39

Aiheseminaari 29.9.2015

Suunnitelman tyosto 2015/viikot 41—
43

Ohjaavan opettajan tapaaminen 22.10.2015

Suunnitelman viimeistely ja palautus Viim. 5.11.2015

Suunnitelmaseminaari 10.11.2015

Sopimus opintoihin liittyvasta projektista ja tutkimusluvan ha- | Marraskuu 2015
ku

Harjoittelu bakteriologian osastolla 2016/viikot 2—6
Kaytannon toteutus 2016/viikot 7-9
Raportin Kirjoitus 2016/viikot 9-13
Opinnaytety6n palautus 6.4.2016
Opinnaytetydn esittdminen seminaarissa 12.4.2016

Raportin lopullinen palautus 21.4.2016
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Kaytadnnon testauksessa oli tarkoitus kayttaa anaerobikaappia, missa kaikille maljoille
olisi saatu taattua samanlaiset ja optimaaliset kasvuolosuhteet heti suspension levitta-
misen ja antibioottien maljalle laiton jalkeen. Liséksi kaapissa kasvatettuja naytteita oli
helpompi tarkkailla valilla ilman, ettd niiden olosuhteet héiriintyivat. Kaytannéssa kui-
tenkin ty0 toteutettiin niin, etta toiset rinnakkaisista naytteisté kasvatettiin anaerobikaa-
pissa, mutta toiset jouduttiin kasvattamaan anaerobipytyissa anaerobikaappiin tulleen
vian johdosta. Molemmissa on kuitenkin samanlaiset anaerobiset olosuhteet ja niita
tarkkailtiin samalla metodilla; kaupallisilla BD:n valmistamilla anaerobioosin indikaattori-
liuskoilla. Nama liuskat ovat normaaleissa hapellisissa olosuhteissa sinisida, mutta var-
jaantyvat hapettomissa olosuhteissa valkoisiksi. Talla varimuutoksella voidaan helposti

ja nopeasti todeta anaerobioosin olemassaolo.

Anaerobipytyn huono puoli on se, ettei sita voida avata kesken kasvatuksen ilman, etta
maljat altistuvat hapelle. Siksi maljoja ei voitu tarkkailla joka paiva. Koska ensimmainen
sarja jokaisesta bakteerista oli jo kasvatettu anaerobikaapissa ja tiedettiin niiden kas-
vunopeus, voitiin toistokerrallakin olla hairitseméattd niiden kasvuolosuhteita. Kaytan-
ndssa tama tarkoitti sitd, ettd kun tiedettiin Prevotella intermedia ja Propionibacterium
acnes -bakteerien vaativan kahden vuorokauden kasvatuksen, ei naitd pyttyja avattu
heti vuorokauden kuluttua kuten Bacteroides fragilis ja Clostridium perfringens -
bakteerien kasvuastiat.

5.1 Testatut bakteerit ja antibiootit

Tutkittaessa, soveltuuko Br-malja hyvin antibioottihnerkkyysmaéarityksiin, kaytettiin siis
seuraavia bakteereja: Clostridium perfringens ATCC-13124, Bacteroides fragilis ATCC-
25285, Prevotella intermedia ATCC-25611 ja Propionibacterium acnes ATCC-6919
seka penisilliini-, metronidatsoli-, klindamysiini-, doksisykliini-, imipeneemi- ja amoksisil-
liini-klavulaanihappo-antibiootteja. Testattavat bakteerit ja antibiootit tydhdn valitsi mik-
robiologi Eveliina Tarkka ja laboratorion kliininen asiantuntija Risto Hilla, joka kyllakin
kaytannon tyon aloitushetkella oli siirtynyt toisiin tytehtaviin. Varsinaisessa kaytannon

tydssa avusti bioanalyytikko Hanna Vaittinen.

Maljojen vertailussa kaytettiin bakteerien tunnetuista ATCC-kannoista tehtyja tarkkoja
0,5 vahvuisia MacFarland-suspensioita, joilla taattiin tutkimuksen toistettavuus. Sus-

pensioiden vahvuus herkkyysmaarityksiin on standardin mukainen, ja se mitattiin den-
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sitometrilla. ATCC-kannat ovat kansainvalisesti hyvaksyttyja mikrobikantakokoelmia.
Niissd on yleensa saman lajin eri edustajia ja ne tulevat American Type Culture Collec-
tion -nimiselta organisaatiolta, jolla on laaja kokoelma mikrobikantoja. N&ita kaytetaan
laboratorioissa viljely ja tunnistusmenetelmien laadunvalvontaan ja -ohjaukseen seka
menetelmien validointiin. Ne ovat tunnettuja kantoja ja niistd kaytetdan myos nimea
referenssi- tai kontrollikannat, silla niiden avulla voidaan varmistaa menetelmien ja tu-
losten toimivuus seka oikeellisuus, kun niiden ominaisuudet tunnetaan valmiiksi ja kay-

tettdva kanta on varmennettu oikeaksi. (ATCC 2014.)

5.2 Kaytannon toteutus ja siihen kaytetyt valineet

Kaytannossa kaikista bakteereista tehtiin ensin tarkat suspensiot, joiden oikea vahvuus
varmistettiin mittaamalla densitometrilla. Taméan jalkeen suspensiota levitettiin tasaises-
ti maljoille pumpulitikulla pyoérittdjan avulla. Jokaisesta bakteerista tehtiin WC- ja Br-
maljoille E-testi seka Br-maljalle viela liséksi kiekkotesti. Antibioottikiekot annosteltiin
maljoille annostelupaneelin avulla, jolloin maljalle saatiin aina kolme antibioottikiekkoa
kerrallaan. Toistovaiheessa joitain kiekkoja laitettiin maljoille my6s kasin manuaalisesti
pinseteilla, jotta ne saatiin aseteltua paremmin ja suuret estokehdt oli helpompi mitata.
E-testiliuskat laitettiin maljoille joko vakuumisiirrostajan avulla tai pinseteilld, varoen
ettei liuskan ja maljan valiin jaa ilmaa jotta l1aéke paasee imeytymaan maljaan tasaises-
ti. MIC-testia kaytettiin tutkimuksessa niin sanottuna standardimenetelménd, jota voisi
verrata antibioottikiekkojen estorenkaiden kokoon. Kiekkomenetelmdlle anaerobibak-
teereilla ei ole standardoitua menetelmad, eik& nain ollen tiettyjd estorengasmittoja,
jotka kertoisivat resistenssista tai sensitiivisyydestd. Vertailuna tehtiin liséksi MIC-
maaritykset myos nykyisin kaytdssa olevalle Wilkins—Chalgren(WC)-maljalle. (Tarkka
2015a; Hilla 2015hb.)

E-testi vaatii enemman tilaa maljalla kuin kiekkotesti, silla niitd saa enintddn kaksi sa-
malle maljalle, kun taas kiekkoja voisi teoriassa laittaa jopa viisi samalle maljalle. Kui-
tenkin anaerobibakteerien kohdalla kiekkojen estorenkaiden koot ovat yleisesti niin
suuria, ettd kaytannodssa niita laitetaan enintddn kolme maljaa kohden. Joka tapauk-
sessa, kun testattavia antibiootteja oli kuusi erilaista, yksi bakteeri vaati jokaista E-
testid varten kolme kutakin maljaa ja Br-maljoja kiekkotesteja varten viela lisdksi kolme.
Periaatteessa tahan riittaisi kaksi maljaa, mutta koska ty6sséa kaytettiin bakteriologian
osaston tydvalineitd, antibiootit jakaantuvat kolmeen eri annostelupaneeliin (kolme laa-

kettd/paneeli) ja yhdesséa sairaalamikrobiologi Eveliina Tarkan kanssa sovittiin, etta on
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yksinkertaisempaa annostella ylimaaraisia antibiootteja kuin ottaa kiekot annostelijoista
ja sirtad maljalle ké&sin. Nain saatiin vieldA amoksisillini-klavulaanihappo-
antibioottikiekot jokaisella testauskerralla maljoille kahdesti. Liséksi ainakin osalla bak-
teereista oli odotettavissa suuriakin herkkyyksia, jolloin estokeh&n suuruus oli helpompi
mitata, kun maljalla oli vain kolme kiekkoa kerrallaan. Kaikki testit tehtiin kahdesti tois-
tettavuuden varmistamiseksi, eli tutkimukseen oli tarkoitus kayttaa yhteensad 24 WC-
maljaa ja 48 Br-maljaa (taulukko 1. ja 2.). Kuten jo aiemmin on mainittu, puolet maljois-
ta kasvatettiin anaerobikaapissa ja puolet taas anaerobipytyissa.

Kaytettyjen maljojen maara kuitenkin kasvoi suunnitellusta tyon aikana, silla ensimmai-
sella kierroksella huomattiin Propionibacterium acnes- ja Prevotella intermedia-
bakteerien kasvun estyvan niin suuresti joidenkin antibioottien vaikutuksesta, etté tulos-
ten luotettavuuden takaamiseksi tuli joitakin E-testeja laittaa vain yksi maljaa kohden ja
joitakin antibioottikiekkoja vain kaksi maljaa kohden toista kasvatusta varten. Ensim-
maiset kasvatukset kustakin bakteerista menivat viela suunniteltujen maljamaarien
mukaan, mutta toisella kierroksella niita kaytettin muutama enemman (taulukko 2. ja
3)

Naiden maljojen liséksi jokaisesta bakteerisuspensiosta tehtiin laadunvarmistuksena
hantamalja, jolta voitiin tarkistaa ettd herkkyyteen oli kaytetty puhdasta suspensiota.
Hantamaljana kaytettiin FAA-maljaa joka on yleinen anaerobeille kaytetty malja. Naita
tarvittiin rinnakkaismittaukset huomioon ottaen kahdeksan kappaletta.

Taulukko 2.  Kaytetyt Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljat

BRUCELLA + K1- E-testi |Kiekkotesti |E-testi tois- | Kiekkotestin tois-
VITAMIINI to to
+ HEMIINI -MALJA

Clostridium perfringens |3 maljaa | 3 maljaa 3 maljaa 3 maljaa
Bacteroides fragilis 3 maljaa | 3 maljaa 3 maljaa 3 maljaa
Prevotellaintermedia |3 maljaa | 3 maljaa 5 maljaa 3 maljaa
Propionibacterium acnes |3 maljaa | 3 maljaa 4 maljaa 3 maljaa
Yhteensa 12 mal- | 12 maljaa 15 maljaa 12 maljaa

jaa
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Taulukko 3.  Kaytetyt Wilkins—Chalgren-maljat.
WILKINS-CHALGREN-MALJA | E-testi |E-testin toisto

Clostridium perfringens 3 maljaa 3 maljaa
Bacteroides fragilis 3 maljaa 3 maljaa
Prevotella intermedia 3 maljaa 5 maljaa
Propionibacterium acnes 3 maljaa 4 maljaa
Yhteensé 12 maljaa 15 maljaa

Maljojen liséksi pienia kustannuksia aiheuttivat muut viljelyssé tarvittavat vélineet, esi-
merkiksi viljelysauvat ja silmukat. Lisaksi kustannuksia syntyi kaytettavista antibiooteis-
ta. Kaytetyt maarat naita valineitd ja maljoja olivat kuitenkin niin pienia, ettei testaus

juurikaan muuttanut niiden paivittaistd menekkia laboratoriossa.

Tuloksina siis saatiin tieto siitd kasvavatko bakteerit Br-maljalla ja lisdana MIC-testien
numeerisia arvoja seka mitattuja kiekkojen estorenkaita Br-maljalta. Kasvua tarkastel-
tiin ja vertailtin maljoilta silmamaaraisesti. Tarkat tulokset mitattiin antibiottikiekoista
viilvaimen avulla ja MIC-testien tulokset tarkasteltiin liuskalta. Estorenkaat ja MIC-arvot
luettiin 100 % eston kohdalta eli kohdasta, jossa kasvu on taysin estynyt. MIC-testeja
tulkittiin niiden valmistajan ohjeiden mukaisesti, eli esimerkiksi sellaisissa tilanteissa
joissa kasvu on erilaista liuskan eri puolilla. Nama tulokset taulukoitiin ja verrattiin jo-
kaisen bakteerin kohdalla erikseen. Eri bakteerien tuloksia ei voida verrata kesken&an
mitenkaan, kuten ei mydskaéan eri antibiootteja, silla kaikkien testattavien bakteereiden
antibioottiherkkyys on luonnollisesti erilainen. TAman vuoksi verrattiin jokaisen baktee-
rin kohdalla jokaisen antibiootin antamia estoarvoja kesken&én; kaksi testia WC-
maljalla ja kaksi testi& Br-maljalla. Nama katsottiin niin, ettd saman maljan tulokset ovat
korkeintaan 2—3 asteikon paassa toisistaan ja sitten verrattiin viela maljoja kesken&an.
Talla vastattiin toiseen tutkimusongelmaan, eli saadaanko Br-maljalla ja WC-maljalla

samanlaiset estot antibiooteille.

MIC-liuskojen seké antibioottikiekkojen estoja luettiin molempien opinnayteyon tekijoi-
den toimesta, ja lisaksi opinnaytetyon ohjaaja k&vi myos aluksi tarkistamassa ensim-
maiset luetut maljat ja niiltd saadut arvot. Nain saatiin varmistettua, ettd mitatut kiekko-
jen estot ja MIC-testit tulkittin samalla tavalla ja oikein. Kaikki tulokset taulukoitiin ja

rinnakkaisia tuloksia verrattiin kesken&dan. MIC-arvot saatiin katsomalla maljalta sellai-
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nen luku E-testiliuskalta, jonka kohdalla ei ollut lainkaan bakteerikasvua. Kiekkotestin
arvot saatiin mittaamalla viivaimella antibiootin aiheuttaman estorenkaan halkaisijan

mitta niin ik&én sellaisesta kohdasta, jossa kasvua ei ollut lainkaan havaittavissa.

6 Tulokset

Seuraavaksi tulokset on esitelty tarkemmin. Tutkimusongelmina olivat miten tutkittavat
anaerobibakteerit kasvavat Br-maljalla sekd miten antibioottien aiheuttamat estot eroa-
vat toisistaan Br-maljalla ja WC-maljalla testaukseen kaytettavilla bakteereilla. Naita
kasitellaan tarkemmin yhteenvedossa, mutta ensin jokaisen bakteerin tulokset on eri-
tetty ja taulukoitu yksi kerrallaan. Taulukossa vasemmalla olevat tulokset ovat anaero-
bikaapissa kasvatetuilta maljoilta ja oikealla ovat anaerobipytyssa kasvaneiden maljo-
jen tulokset. Bakteerit ovat erilaisia ja ne reagoivat eri tavalla antibiootteihin; esimerkik-
si Bacteroides fragilis on penisilliinille taysin resistentti, kun taas Clostridium perfrin-
gens on sille hyvin herkka. Taméan takia ei bakteereita voida verrata keskendan.

6.1 Bacteroides fragilis

Bacteroides fragilis on suhteellisen nopeakasvuinen bakteeri, ja sita kasvatettin mo-
lemmilla toistokerroilla noin vuorokauden ajan. Antibioottikiekkojen ja MIC-liuskojen
aiheuttamat estot olivat selkeitd ja suhteellisen helppolukuisia. Mitatut estot on koottu
taulukkoon. Siitéd on havaittavissa, etta molempien maljojen kohdalla penisilliini oli tay-
sin resistentti sekd MIC-testeilla ettd kiekkotestin kohdalla. My6és metronidatsoli, doksi-
sykliini, imipeneemi ja amoksisilliini-klavulaanihappo toimivat molemmilla maljoilla ja
maljojen rinnakkaisilla samalla tavalla; estot olivat enintdan yhden asteikon paassa
toisistaan. Klindamysiinin kohdalla toistettavuus WC-maljalla oli erittain hyva, mutta Br-

maljalla estot olivat seka keskenaan etta verrattaessa WC-maljaan hyvin erilaisia.

Taulukko 4.  Bacteroides fragilis, maljoilta mitatut estot.

we-malja |l

Antibiootti mic mic-toisto |mic mic-toisto [kiekko kiekko-toisto

Penisilliini >32 >32 >32 >32 0 0
Metronidatsoli 0,25 0,25 0,19 0,19 38 37
Klindamysiini 0,25 0,25 1 1,5 26 15
Doksisykliini 0,094 0,094 0,094 0,125 39 40
Amoksisilliini + klavulaanihappo | 0,19 0,19 0,19 0,19 37 37 40 39
Imipeneemi 0,047 0,032 0,047 0,032 42 43
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Ensimmaisella testauskerralla antibioottien annostelupaneelissa oli jotain vikaa, mika
aiheutti sen ettd metronidatsolikiekko upposi kiekottaessa hieman agarin sisaan. Esto-
keha kiekolle oli kuitenkin selked, ja myos toistettavuus oli hyvé vaikka toisella kerralla
kiekko olikin normaalisti agarin paalla. Tasta voidaan paatella, etta tallainen pieni poik-
keama ei vaikuta antibiootin tehoon ja bakteerin kasvuun Br-maljalla.

Kuvio 3. Bacteroides fragilis, metronidatsolikiekko hieman agarin sisalla.

Suurimman osan antibiooteista kohdalla merkittavaa eroa maljojen valilla ei ollut, ja
my0Os toistokerralla tulokset olivat hyvin samansuuntaisia. Kuitenkin klindamysiinin
kohdalla tuloksia ei voida vertailla, silla sen lisaksi, ettda sen MIC-tulokset olivat Br-
maljalla suurempia kuin WC-maljalla, myds Br-maljalla saadut rinnakkaiset tulokset
olivat melko kaukana toisistaan. Taméan lisdksi klindamysiinikiekkojenkin toistettavuu-
dessa oli eroa. Selkeaa syyta naihin eroihin ilman jatkotutkimuksia on mahdotonta sa-

noa.
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Kuvio 4. Bacteroides fragilis, penisilliini- ja metronidatsoli-MIC:it Br- ja WC-maljoilla.

6.2 Clostridium perfringens

B. fragiliksen tavoin C. perfringensia kasvatettiin molemmilla toistokerroilla noin vuoro-
kauden ajan. Siina ajassa bakteeri ehti hyvin kasvaa, ja antibioottien aiheuttamat estot
olivat selkeita lukea ja mitata. Taulukosta voidaan nahda kuinka kaikki antibiootit olivat
sekd WC-maljalla ettd Br-maljalla hyvin samanlaisia; erot enintddn yhden MIC-testin
asteikon tai 1-2 mm paassa toisistaan ja penisilliinin kohdalla jopa taysin identtisia lapi
sarjan. Tamé on normaalivaihtelua; samakaan bakteerikanta ei valttamatta joka kasva-
tuskerralla anna taysin identtista tulosta, mutta on toki samalla tavalla joko herkka tai

resistentti.

Taulukko 5.  Clostridium perfringens, maljoilta mitatut estot.

we-malja |l

Antibiootti mic mic-toisto |mic mic-toisto [kiekko kiekko-toisto

Penisilliini 0,064 0,064 0,064 0,064 27 27
Metronidatsoli 0,5 0,75 0,75 0,5 22 24
Klindamysiini 0,19 0,19 0,19 0,19 25 24
Doksisykliini 0,047 0,047 0,064 0,047 32 33
Amoksisilliini + klavulaanihappo | 0,016 0,016 0,023 0,032 37 38 38 38
Imipeneemi 0,064 0,064 0,064 0,094 34 33

Tuloksia tarkasteltaessa voidaan sanoa, ettd C. perfringens kasvaa yhta hyvin molem-
milla testaukseen kaytetyilld maljoilla ja antibiootit vaikuttavat samalla tavoin. Maljojen
ja myds toistojen valiset erot ovat l[Ahes olemattomat. Bakteerin estokehat ja MIC-arvot

olivat helppolukuisia molemmilla maljoilla.
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Kuvio 5. Clostridium perfringens, kaikki antibioottikiekot.

Kuvio 6. C. Perfringens, amoksisilliini-klavulaanihappo- ja imipeneemi-MIC:it Br- ja WC-
maljoilla.

Myo0s talla bakteerilla metronidatsolikiekko oli hieman rikkonut agarin pintaa kiekottajan
vuoksi ensimmaisella testauskerralla, mutta silti toistokerralla tulos ei poikkea juuri-

kaan.
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6.3 Prevotella intermedia

P. intermedia on hitaammin kasvava bakteeri, ja kun sitd tarkasteltin ensimmaisella
testauskerralla paivan kasvatuksen jalkeen anaerobikaapissa, oli antibioottikiekkojen ja
MIC-liuskojen estoja mahdotonta viela mitata ja tulkita. Kahden pdaivan kasvatuksen
jalkeen kasvu maljoilla oli selkedmpdada. Tulokset ovat hieman erilaisia keskenaan. Ai-
noastaan klindamysiini on taysin identtinen MIC-testien arvoissa seka WC-maljalla etta
Br-maljalla. Muissa rinnakkaiset arvot eivat ole taysin verrattavissa kummallakaan mal-
jalla, mutta taas molempien jalkimmaisessa kasvatuksessa saadut arvot ovat keske-

naan melko samanlaisia. Kaikki antavat toki tulokseksi, ettd bakteeri on herkka.

Taulukko 6.  Prevotella intermedia, maljoilta mitatut estot.

we-malis |

Antibiootti mic mic-toisto |mic mic-toisto |kiekko kiekko-toisto

Penisilliini 0,012 0.002 0,032 <0,002 39 46
Metronidatsoli 0,25 0,023 0,125 <0,016 36 50
Klindamysiini <0,016 <0,016 <0,016 <0,016 56 >60
Doksisykliini 0,09 0,023 0,094 0,023 >60 >60
Amoksisilliini + klavulaanihappo | 0,23 <0,016 0,23 <0,016 >60 >60 >60 >60
Imipeneemi 0,23 0,006 0,23 0,008 >60 >60

Tuloksista voidaan huomata, etta Prevotella intermedia on hyvin herkka testauksessa
kaytetyille antibiooteille. Ensimmaisella testauskerralla oli maljoja, joilla ei nakynyt juuri
mitddn kasvua. Sen vuoksi toistokerralla laitettiin vain yksi MIC-liuska maljaa kohden,
jotta voitiin todeta etta antibiootti tosiaan aiheuttaa niin suuren eston bakteerin kasvulle.
Myds kiekkojen maaraéa vahennettiin niin, ettd suurimmat estot ensimmaisella kerralla
antaneita kiekkoja laitettiin kolmen sijasta kaksi samalle maljalle. Silti toisellakin kerralla
kasvua oli hyvin vahan ja se teki luettavuudesta vaikeaa. Tasta voivat johtua erot ha-

vaituissa estoissa.
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Kuvio 7. Prevotella intermedia, lahes olematon kasvu Br-maljalla. Antibiootteina metronidatsoli-
ja penisilliini-MIC:it ja -kiekot seka klindamysiinikiekko.

Kuvio 8. P. intermedia, imipeneemi-MIC:it Br- ja WC-maljoilla.

Nain herkén bakteerin kanssa kiekkoméaaritys on hankala menetelma, silla suuret esto-
renkaat on vaikea mitata. Tassa testauksessa paadyttiin kayttamaan naistd todella
suurista estorenkaista merkintdd ">60". Tata pienemmat estokehat ovat viela mitatta-
vissa niin, etta mitataan matka kiekon keskustasta bakteerikasvun rajaan ja kerrotaan
se kahdella. Nain saadaan tarkka mitta estokehdlle, vaikka se ei mahtuisikaan koko-

naan maljalle.
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Kuvio 9. P. intermedia, amoksisilliini-klavulaanihappo- ja imipeneemikiekot. Kasvua néhtavissa
vain vahan maljan reunoilla mahdollisimman kaukana kiekoista, eli estokehé&n suu-
ruus >60.

Myo0s toistettavuudessa kiekkotestien kohdalla voidaan huomata suurempia eroja kuin
muilla bakteereilla niiden antibioottien osalta, joilla estokeh&n koko oli mitattavissa. Se
kertoo siita, ettad hidaskasvuisella bakteerilla kieckkomenetelmaa ei voida pitaa luotetta-
vana. Lisaksi antibioottien vahva vaikutus bakteeriin vaikeutti estojen tulkintoja huomat-

tavasti. Siksi taman bakteerin kohdalla estoja voidaan pitaa lahinna suuntaa antavina.

6.4 Propionibacterium acnes

Myo6s P.acnes on hidaskasvuinen bakteeri, ja sitd kasvatettiin kahden vuorokauden
ajan jotta bakteeri kasvaisi niin etta antibioottien aiheuttamat estot olisivat selkeita lu-
kea. Taulukosta voidaan huomata, ettd metronidatsoli, amoksisilliini-klavulaanihappo
seka klindamysiini antoivat MIC-testeissa molemmilla maljoilla ja molemmilla toistoker-
roilla taysin identtiset tulokset. Myds penisilliini, doksisykliini ja imipeneemi olivat enin-
tdan kahden asteikon paassa toisistaan MIC-testissa, eika kiekkotestissdkaan ollut

normaalivaihtelua suurempaa eroa.
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Taulukko 7. Propionibacterium acnes, maljoilta mitatut estot.

we-malis |
Antibiootti mic mic-toisto |mic mic-toisto kiekko kiekko-toisto
Penisilliini 0,006 0,006 0,012 0,012 47 45
Metronidatsoli >256 >256 >256 >256 0 0
Klindamysiini 0,064 0,064 0,064 0,064 47 Zy)
Doksisykliini 0,09 0,125 0,125 0,25 48 a4
Amoksisilliini + klavulaanihappo | <0,016 <0,016 <0,016 0,016 >60 >60 >60 >60
Imipeneemi <0,002 0,004 <0,002 0,004 >60 >60

Myds. P. acnesin kohdalla muutamat antibiootit vaikuttivat niin voimakkaasti, etta en-
simmaisella testauskerralla MIC-testit olivat vaikeita tulkita ja kiekkojen estorenkaat
mittaamattoman suuria. Niinpd toisella testauskerralla laitettin amoksisilliini-
klavulaanihappo- ja imipeneemi-MIC:it omille maljoilleen. Se helpotti lukemista ja néille

antibiooteille saatiin myds pienia tarkkoja pitoisuuksia mitatuksi.

Kuvio 10. P. acnes, imipeneemi-MIC:it Br- ja WC-maljoilla

Suuren estokehan ensimmaisella kerralla antaneista antibiooteista laitettiin toistokerral-
la vain kaksi kiekkoa yhdelle maljalle, mutta se ei muuttanut tulosta vaan estokehat

olivat mittaamattoman suuria.

Muuten P. acnesin antamat tulokset olivat hyvin samansuuntaisia sekd WC- etta Br-
maljoilla. My6s kiekkomé&aéarityksella saatiin hyvat rinnakkaiset arvot niiden antibioottien

osalta, joiden estokeha oli helposti mitattavissa.
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Kuvio 11. P. Acnes, penisilliini-, klindamysiini- ja metronidatsolikiekot Br-maljalla.

7 Tulosten tarkastelu

Vaikka tassa tydssa kaytdnnon toteutuksen tarkoituksena oli ensisijaisesti selvittda
miten Br-malja soveltuu anaerobibakteerien herkkyysmaarityksiin, saatiin tutkimuksesta
paljon numeerisia tuloksia: seka tarkkoja MIC-arvoja ettd estorenkaiden mittoja Br-
maljalta ja lisaksi vertailukohdaksi WC-maljoilta myds MIC-testien tuloksia. Naiden tu-
losten avulla saatiin arvioitua Br-maljan soveltuvuutta anaerobibakteerien herkkyys-
maarityksiin. Tutkimusongelmina tydssa oli selvittdd miten bakteerit kasvavat Br-
maljalla ja ovatko kahden kaytetyn maljan valilla samanlaiset estot antibiooteilla. Bak-
teerien kasvaminen todettiin maljoja tarkastellen. Jokaisella viljellylla maljalla oli kas-
vua, joten ensimmainen tavoite toteutui tdydellisesti ja voitiin todeta, ettd kaikki tutkitta-
vat bakteerit kykenevat kasvamaan Br-maljalla.

Toista tutkimusongelmaa lahestyttiin vertaamalla molemmilta maljoilta saatuja MIC-
tuloksia keskendan. Numeeriset tulokset taulukoitiin yhteen ja tarkasteltiin ensin, ovat-
ko rinnakkaiset arvot samalla maljalla l1ahella toisiaan (MIC-arvot 2—3 asteikon paassa
toisistaan). Jonkin verran voi olla eri toistojen kanssa normaalia vaihtelua, eli tulosten
ei ole pakko olla taysin identtisia. Maljojen valisia MIC-arvoja vertailemalla puolestaan
saatiin selville, miten Br-malja soveltuu herkkyysmaaritykseen eli tarkasteltiin ovatko

estojen arvot molemmilla maljoilla samansuuntaiset. Lisaksi kayttden hyvaksi mikrobio-
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logi Eveliina Tarkan ammattiosaamista seka aiempaa tietoa kunkin antibiootin tehosta
kaytettaviin bakteereihin saatiin selville miten tutkittava malja soveltui naihin mittauk-

siin.

Liséksi, kun testauksesta tuloksiksi saatiin MIC-arvojen lisaksi kiekkotestista saatuja
estorenkaiden kokoja, voitaisiin naiden kahden vertailua kayttaa tukena kiekkoherk-
kyyksien tulkinnassa bakteriologian osastolla. SIR-tulkintarajoja maarittdessa tarvittai-

siin laajempi tutkimusasetelma. Tama kuitenkaan ei kuulunut téh&n opinnaytetyohon.

Tyon tarkoituksena oli vertailla kahta eri maljaa, joten tarkkojen tulosten liséaksi mainit-
takoon, etta maljoilla oli huomattava savyero keskenaan. Taman vuoksi testausta teh-
taessa koettiin Br-malja helpommaksi lukea; sille muodostui selkedmpi kontrastiero
bakteerikasvun ja estorenkaan valille. Lisaksi kaikki bakteerit kasvoivat hieman eri ta-
valla, mikd myos vaikutti tulosten lukemiseen. Esimerkiksi Clostridium perfringens oli

muita selkedrajaisempi ja siten helppo katsoa molemmilta maljoilta.

Aiemman samankaltaisen tutkimuksen pohjalta voitiin jo olettaa, ettei testattavien kah-
den eri maljan valilla ole suuria eroja MIC-maarityksissa. Lisaksi kyseinen tutkimus
osoitti, etta Brucella + K1-vitamiini + hemiini -malja sopii WC-maljaa paremmin anaero-
bibakteerien herkkyysmaarityksiin, silla Br-maljalla saatiin kasvamaan suurempi maéara
eri bakteerilajeja kuin WC-maljalla. (Roe ym. 2002.)

Taman tyon tulokset WC- ja Br-maljoilla olivat samansuuntaisia ja kaikki tutkittavat bak-
teerit kasvoivat Br-maljalla kuten oletettiin. Myds lahes kaikki MIC-testit olivat hyvin
samansuuntaisia molemmilla testauksessa kaytetyilla maljoilla. Kuitenkin Bacteroides
fragiliksen kohdalla klindamysiini ei ollut toistettava maljojen valilla tai Br-maljan rinnak-
kaisilla kasvatuksilla. Siksi klindamysiinin toimivuutta Br-maljalla tehtavissa antibiootti-
herkkyysmaarityksissa ei voida taméan tyon perusteella kommentoida. Lisaksi Prevotel-
la intermedia -bakteerin kohdalla tuloksissa todettiin jonkin verran eroa, silla sen kasvu

estyi niin paljon antibioottien vaikutuksesta, etta estojen tulkinta oli hyvin hankalaa.

Vaikka téassa tydssa kaikki tehtiin arkipaivina ja maljat luettiin heti kasvatuksen jalkeen,
herési bakteriologian arkityota ajatellen laatukysymyksia, kun testauksessa kaytetyt
maljat jatettiin paivaksi huoneenlampdodn kasvatuksen jalkeen. Rutiinitydssd potilas-
naytteita tulee tietenkin lapi viikon ja esimerkiksi perjantaina viljellyt herkkyysmaarityk-
set kasvatetaan lukemiseen asti ja tama tapahtuu vasta maanantaina. Maljoja sailytet-

taessa huomattiin, ettd WC-maljalla hemolysoivat bakteerit laajensivat hemolyysia viela
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huoneenlammaossakin, mika teki estoista vaikeampia lukea. Br-maljalla tatd ongelmaa
ei havaittu. Tata ongelmaa ei mydskaan havaittu, kun toisen kasvatuksen jalkeen Bac-
teroides fragilis- seka Clostridium perfringens -bakteerien maljoja sailytettiin vuorokausi

jaékaapissa.

8 Luotettavuus ja eettisyys

Laatuasioihin kiinnitettiin huomiota jokaisessa tytvaiheessa, ja pyrittiin toimimaan niin
ettd tulokset olisivat mahdollisimman luotettavia. Tarked pohja luotettavalle tutkimuk-
selle oli huolellinen tydsuunnitelma ja taustatietoihin perehtyminen. Kaytannon testauk-
sessa ensimmainen tarkastettu asia laadun kannalta oli jokaisen bakteerin kohdalla
tehty peréamalja. Kun todettiin, etta kyseiselld maljalla oli puhdas bakteerikasvu, voitiin
luottaa ettd testaukseen kaytetty bakteerisuspensio oli puhdas ja saadut tulokset nain
kayttokelpoisia.

Taméan lisdksi tulosten luotettavuutta arvioitiin rinnakkaisten mittausten toistuvuuden
avulla. Liséaksi HUSLABIn mikrobiologian osastolla opinnaytety6ta ohjannut mikrobiolo-
gi Eveliina Tarkka auttoi ammattitaidollaan ja kokemuksellaan arvioinnissa. Kaksi tutki-
tuista bakteereista oli erittdin herkkid osalle antibiooteista. Nama olivat Propionibacteri-
um acnes seka Prevotella intermedia. Tasta johtuen ensimmaisella kasvatuksella mal-
joilla, joilla oli E-testit, oli hyvin vahan kasvua. Kuitenkin, kun seuraavalla kerralla laitet-
tiin nama antibiootit omille maljoilleen, voitiin todeta, etta kasvua oli, mutta bakteeri on
vain hyvin herkka, jolloin aikaisempien tulosten voitiin sanoa olevan myo6s luotettavia.
Lisaksi suuret estorenkaat kiekkotestissa samojen bakteerien kohdalla tukivat tata paa-
telmaa, vaikka kyseisten bakteerien kohdalla kiekkotesti ei ole varsinaisesti luotettava

herkkyysmaaritysmenetelma.

Ainoastaan Bacteroides fragilis -bakteerin tulokset klindamysiinille eivat ole luotettavia
tai toistettavia. Rinnakkaiset tulokset erosivat Br-maljalla sek& MIC-testien etté kiekko-
testien kohdalla keskenaan. Mikali tma johtuisi eri kasvatusmenetelmistd; anaerobi-
kaappi ja -pytty, tulisi eroja nakya kaikkien bakteerien ja antibioottien kohdalla. Koska
muut ovat verrattavissa keskenaén, on mahdotonta sanoa tarkkaan mista tdma ero voi
johtua. Kyseessa voi olla tekninen virhe tai huntukasvusta johtuva tulkintavirhe. Sa-
mankaltaisia ongelmia oli Prevotella intermedia -bakteerin kohdalla, silla sen kasvu

estyi lahes jokaisen antibiootin vaikutuksesta niin paljon, ettd herkkyysestojen tulkinta
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oli haasteellista. Tamé saattaa aiheuttaa tulkintavirheita, vaikka toki voidaan sen koh-

dalla silti sanoa onko bakteeri herkka antibiooteille vai ei.

Koska bakteriologian osastolla olevan anaerobikaapin laaduntarkkailu oli ajan tasalla,
ei opinnaytetyéllekaan koitunut hidasteita tai muita ongelmia sen vian takia. Sen lisaksi,
ettd kaapin kayttdmia kaasusdilioita tarkkaillaan paivittain, kuuluu laadunvalvontaan
myds anaerobioosin indikaattoriliuskat, jotka vaihdetaan kaappiin kerran paivassa ja
tarkastetaan, etta vari niissa muuttuu. Myos kaapin lampdtilaa seurataan jatkuvasti
kalibroidun lampomittarin avulla. Koska néiden ansioista huomattiin nopeasti laitteen
mahdollinen toimimattomuus, voitiin osa taman tyon bakteereista laittaa suoraan anae-
robipyttyihin kasvamaan. Anaerobipyttyjen laadunvalvontaa suoritettiin tarkkailemalla
indikaattoriliuskoja silloin kun pyttyja testauksessa kaytettiin. Vaikka tama toi testaus-
kertoihin eroja ja poikkesi alkuperaisesta suunnitelmasta, ei tuloksissa huomattu juuri-
kaan vaihtelua joka voisi johtua nimenomaan kasvatusatmosfaarista. Molemmissa on
samankaltainen atmosfaari ja laaduntarkkailu, joten periaatteessa bakteerikasvuun ja
herkkyyteen ei tulisi vaikuttaa se, milla tavalla anaerobiset olosuhteet luodaan. Tassa
tydssa toki oli joidenkin rinnakkaisten valilla eroja, mutta koska se koskenut kaikkia
bakteereita, eikd esim. Bacteroides fragilis -bakteerin klindamysiiniestoissa WC-

maljalla havaittu eroja, on epatodennakdista, etta kasvatustapa vaikutti asiaan.

Luotettavuutta arvioidessa tulee ottaa huomioon myds se, ettd kaytetyista bakteereista
kaksi edelld mainittua olivat hidaskasvuisempia eli niita piti kasvattaa kaksi vuorokautta
yhden sijaan. Naiden kohdalla normaalidiagnostiikassa ei edes kayteta kiekkomene-
telm&a, silla se ei kahden paivan kasvatuksen kohdalla ole luotettava antibioottien dif-
fuusion ollessa bakteerin kasvua nopeampaa. MIC-testi sen sijaan toimii samalla taval-

la myds hidaskasvuisten bakteerien kanssa.

Koska tutkimuksessa ei kaytetty lainkaan potilasnaytteitd, tydn eettisyys ja sen arviointi
perustuu ennen kaikkea saatuun tutkimuslupaan HUS-yhtymalta, mutta myos hyviin
tyd- ja toimintatapoihin, rehellisyyteen, huolelliseen tyoskentelyyn, tulosten tarkkaan
tallentamiseen, arviointiin ja esittamiseen seka tiedonhankinnan, tutkimuksen suoritta-
misen ja tulosten julkaisemisen avoimuuteen koko prosessin ajan. (Metropolia 2014.)
Liséksi tutkimus suunniteltiin ajallisesti niin, ettd se ei haitannut mikrobiologian labora-
torion normaaliarkea ja potilasnaytteiden analysointia. Niinpéd voidaan sanoa, etta ty6

suoritettiin eettisten ja laadullisten periaatteiden mukaan ja niitd noudattaen.
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9 Pohdinta

Opinnaytetydn tarkoituksena oli selvittdd Brucella + K1-vitamiini + hemiini -maljan toi-
mivuus anaerobibakteerien herkkyysmaarityksissd ja mahdollisesti naiden tulosten

perusteella korvata kaytdssa oleva Wilkins—Chalgren-malja kokonaan.

Opinnaytetydn tulosten perusteella voidaan todeta tutkittavien bakteerien kasvavan
sekd Brucella + Kl-vitamiini + hemiini -maljalla etta Wilkins—Chalgren-maljalla yhta
hyvin. Luettavuus Br-maljalla oli kuitenkin Wilkins—Chalgren-maljaan verrattuna parem-
pi heti kasvatuksen jalkeen ja eritoten vuorokauden sailytyksen jalkeen, silla bakteeri-
kasvu sailyi Br-maljalla paremmin muuttumattomana. Lisaksi tulokseksi saatiin myos
Br-maljalle kiekkomenetelman estorengasmittoja, joiden perusteella HUSLABIn bakte-
riologian osasto voi halutessaan tarkentaa heilla kaytossa olevia raja-arvoja antibiootti-
herkkyyksissa.

Anaerobibakteereita on suuri maara ja ne kayttaytyvat eri tavalla. Opinnaytetytssa
tutkittiin neljaa yleista ja kasvuajoiltaan hieman erilaista bakteeria. Naista kaksi vaoitiin
lukea vuorokauden kasvatuksen jalkeen, kun taas kaksi vaati kahden vuorokauden
kasvatuksen. Vaikka saadut tulokset puoltavat Br-maljan kayttoonottoa, ei tutkimuksen
perusteella voida yleisesti sanoa Br-maljan toimivan yhtéa hyvin jokaisen anaerobibak-

teerin kohdalla.

Opinnaytetyon tuloksia voidaan hyddyntaa HUSLABIn mikrobiologian yksikdn bakterio-
logian osastolla opinnaytetydn ohjaajan mikrobiologi Eveliina Tarkan ja muun asiantun-
tijaryhmén niin tahtoessa. Tulosten perusteella maljan vaihtoa voidaan harkita. Kun
tiedetaan lisdksi kiekkomenetelmén estorenkaiden mittoja, niitd voidaan mahdollisen
vaihdon yhteydessa tarkentaa. Naita voidaan siis verrata saatuihin MIC-arvoihin ja niita
voidaan kayttda tukena kiekkoherkkyyksien tulkinnassa. Mahdollisesti voitaisiin viela
tutkia lisda eri bakteerilajeja ja laajentaa tyota tarkkojen SIR-tulkintarajojen maarittami-

seksi.

Opinnaytetyton ATCC-kantojen maara oli sopiva ottaen huomioon niiden hankalat kas-
vuolosuhteet seka pidemmat kasvuajat. Vaikka tutkittavia bakteereja ei ollut paljon, tyo
oli hidasta, kun tydskenneltiin anaerobibakteerien kanssa. Sen liséksi etta ne eivat kes-
ta hapellisissa olosuhteissa kauan, ne eivat mydskaan ela pitkdan suspensiossa kayte-
tyssa keittosuolaliuoksessa. Siksi jokainen bakteeri piti tehda yksi kerrallaan, jotta aika

ATCC-kannan sisédltavan maljan siirtAmisestd huoneilmaan ja silla kasvaneen baktee-
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rin saamisesta suspensioon, siitd herkkyysmaljoille ja vihdoin anaerobikaappiin tai -

pyttyyn, olisi mahdollisimman lyhyt.

Opinnaytetytta tehdessa opimme yleisesti anaerobibakteerien kayttaytymisesta ja nii-
den kasvatuksesta bakteriologian osastolla sek& tarkemmin kayttamistamme baktee-
reista ja antibiooteista. Jo tdhan taustatietoon perehtyminen vei paljon aikaa ja oli tyo-
lasta, silla koulun mikrobiologiaan liittyvalla opintojaksolla anaerobibakteereita ei juuri-
kaan kasitelty. Opinnaytetyon tekoa helpotti se, ettd bakteriologian harjoittelu sijoittui
molemmilla juuri ennen toteutuksen aloitusta. Tamé&n johdosta bakteriologian osaston
kaytannot ja herkkyysmaaritysten teko oli tuttua ja hyvin mielessa. Opinnéaytetyon suo-
rittamista helpotti myds se, etta harjoittelu suoritettiin samassa paikassa kuin tutkimus,
joten jo harjoittelun aikana pystyimme valmistautumaan siihen. Harjoittelun ohjaaja tiesi
tulevasta tydstamme ja jarjesti aikataulun sekd ohjelman niin, ettd normaalikaavasta
poiketen paasimme tutustumaan syvallisemmin anaerobibakteerien diagnostiikkaan.
Kokemuksemme tieteellisten tutkimuksen teosta ja tekstien kirjoittamisesta oli melko
vahaista, mutta saimme hyvin tukea ohjaavalta opettajaltamme ja aloitimme kirjoittami-
sen jo opinndytetyén aiheen saatuamme, joten taitomme hioutuivat koko prosessin
ajan. Opinnaytetytn aikana opimme paljon tieteellisen tekstin rakenteesta ja vaatimuk-

sista, mutta myds tieteellisen tutkimuksen suorittamisesta.
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