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Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittda, korreloiko Aerococcus urinae -bakteerin kefurok-
siimin antibioottiherkkyystulokset kiekkodiffuusiomenetelmalla suhteessa penisilliiniin, seka
voidaanko kefuroksiimin ja keftriaksonin herkkyydet mahdollisesti vastata jo olemassa ole-
vien EUCASTIin maarittamien penisilliinid koskevien rajojen perusteella. A. urinaen mikrobi-
ladkeherkkyytta bentsyylipenisilliinia eli penisilliinia, kefuroksiimia ja keftriaksonia kohtaan
tutkittiin kiekko- ja gradienttidiffuusiomenetelméan avulla yhteistydssa HUSLABIn bakteriolo-
gian osaston kanssa.

Tutkimusmateriaalina kaytettin HUSLABIn bakteriologian osaston kerddmia A. urinaen
virtsa- ja veriviljelykantoja. Kannat tunnistettin MALDI-TOFin avulla. Antibioottiherkkyys-
maaritykset tehtiin tunnistetuilla kannoilla rinnakkaisina kayttaen seka kiekko- etta gradient-
tidiffuusiomenetelméaa. Herkkyystulokset luettiin kolmen lukijan toimesta. Tulokset analysoi-
tiin tilastollisin menetelmin SPSS-ohjelmalla.

Tutkimustulosten perusteella pystyttiin osoittamaan kiekkodiffuusiotulosten vahva positiivi-
nen korrelaatio penisilliinin ja kefuroksiimin, seka penisilliinin ja keftriaksonin valilla Pearso-
nin korrelaatiokertoimen avulla. My6s gradienttidiffuusiomenetelman tuloksissa penisilliinin
ja kefuroksiimin valilla havaittiin vahva korrelaatio, joskin gradienttidiffuusiomenetelma ei ole
EUCASTIn standardin mukainen herkkyysmaaritysmenetelma. Penisilliinin kiekkodiffuusio-
ja gradienttidiffuusiotuloksia vertailtaessa havaittiin vahva negatiivinen korrelaatio, eli kiek-
kodiffuusiotestin estorenkaan millimetrituloksen kasvaessa MIC-arvo laskee ja millimetritu-
loksen laskiessa MIC-arvo nousee. Kefuroksiimin vastaavien testien kohdalla havaittiin koh-
talainen korrelaatio.

Johtopaatdksena voidaan todeta, ettd Aerococcus urinaen penisilliinin ja kefuroksiimin anti-
bioottiherkkyystulosten valilla on vahva positiivinen korrelaatio kiekkoherkkyysmenetelméa
kaytettaessa. Tulosten perusteella voidaan myos ehdottaa, ettd A. urinaen kefuroksiimin ja
keftriaksonin herkkyystulokset voidaan vastata penisilliinin jo olemassa olevien herkkyysra-
jojen perusteella, jotka EUCAST on maarittanyt kyseiselle bakteerille.

Avainsanat Aerococcus urinae, penisilliini, kefuroksiimi, keftriaksoni, antibi-
oottiherkkyysmaaritys
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The aim of this study was to find out, whether Aerococcus urinae’s antimicrobial susceptibil-
ity results of cefuroxime using disk diffusion correlated with penicillin using the same method,
and if the clinical breakpoints of Aerococcus urinae for penicillin established by EUCAST
could be used to interpret antimicrobial susceptibility for cefuroxime and ceftriaxone. Two
susceptibility testing methods were used: disk diffusion method (EUCAST) and MIC deter-
mination using Etest. All tests were conducted in cooperation with the Clinical Division of
Microbiology, HUSLAB.

Aerococcus urinae isolates from blood and urine culture samples for this study were pre-
collected and stored by HUSLAB and we reidentified them by using MALDI-TOF. Duplicate
samples were used in both susceptibility testing methods and all results were interpreted by
three students. We analyzed the results using a statistical program SPSS.

The results showed a strong positive correlation (Pearson’s correlation) between penicillin
and cefuroxime and also with penicillin and ceftriaxone using disk diffusion method. There
was also a strong positive correlation between penicillin and cefuroxime MIC values using
Etest, however it is not an EUCAST approved test method. In addition, the disk diffusion
results and MIC values for penicillin had a strong negative correlation and for cefuroxime a
moderate negative correlation.

We conclude that Aerococcus urinae’s antimicrobial susceptibility for penicillin and cefurox-
ime have a strong positive correlation using disk diffusion method. Based on the results we
draw to the conclusion that breakpoints for penicillin established by EUCAST could be used
to interpret susceptibility to cefuroxime and ceftriaxone.

Keywords Aerococcus urinae, penicillin, cefuroxime, ceftriaxone, antimi-
crobial susceptibility
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1 Johdanto

Vuosittain HUSLABIn bakteriologian osastolle tulee noin 30 tapausta veriviljelyista ja
noin 400 tapausta virtsaviljelyista, joissa viljelyléyddksena on Aerococcus urinae -bak-
teeri. A. urinae on esiintyvyydeltddn harvinainen ja sen on todettu aiheuttavan baktere-
miaa, endokardiittia, seka virtsatieinfektioita. Laboratoriodiagnostiikan kehittymisen
myo6ta A. urinae tunnistetaan nykyisin entista paremmin ja varmemmin massaspektro-
metrian avulla, mika on mahdollistanut paremmin myds sen patogeenisyyden tutkimisen.
Suomessa ensisijainen kaytettdva mikrobiladke A. urinaen aiheuttamiin infektioihin on
kefalosporiinien toisen sukupolven antibiootti kefuroksiimi. Ongelmana kuitenkin on, etta
The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing eli EUCAST, ei ole
maarittanyt antibioottinerkkyysrajoja lainkaan kefalosporiineille.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittda, korreloiko Aerococcus urinaen kohdalla kefu-
roksiimin antibioottinerkkyystulokset kiekkodiffuusiomenetelmall&a suhteessa penisillii-
niin, seka voidaanko kefuroksiimin ja keftriaksonin herkkyystulkinnat tehda jo olemassa
olevien EUCASTIin maarittamien penisilliinia koskevien rajojen perusteella. Tutkimusma-
teriaalina kaytettiin HUSLABINn bakteriologian osaston keraamia ja pakastamia A. urinae
-kantoja, joiden mikrobilddkeherkkyytta bentsyylipenisilliinia eli penisilliinia, kefuroksiimia

ja keftriaksonia kohtaan tutkittiin kiekko- ja gradienttidiffuusiomenetelmien avulla.

A. urinaesta tehtyja tutkimuksia on niukasti sen vahaisen esiintyvyyden seka haastavan
tunnistamisen vuoksi. Opinnaytetydssa suoritettavan tutkimuksen tarkoituksena oli siis
tuoda lisaa tietoa A. urinaen aiheuttamien infektioiden hoitoon kaytanndssa. Opinnayte-
tyon tulosten perusteella voidaan sanoa, etta kefuroksiimin seka keftriaksonin herkkyys-
tulokset korreloivat penisilliinin tulosten kanssa. Taten voidaan ehdottaa, etta kefuroksii-
min ja keftriaksonin herkkyystulkinnat on mahdollista tehdd EUCASTIn jo maarittamien

penisilliinin Aerococcus urinaelle suunnattujen herkkyysrajojen perusteella.



2 TyOn tausta, tarve ja tavoitteet

Opinnaytety6n taustalla oli tarve selvittaa, korreloiko kefuroksiimin antibioottiherkkyystu-
lokset suhteessa penisilliiniin Aerococcus urinaen kohdalla, sek& voidaanko kefuroksii-
min ja keftriaksonin herkkyystulkinnat mahdollisesti tehda jo olemassa olevien EUCAS-
Tin maarittamien penisillinia koskevien rajojen perusteella. Suomessa kefuroksiimia
kaytetaan ensisijaisena mikrobilaakkeena A. urinaen aiheuttamiin infektioihin. EUCAST,
jonka mukaan antibioottiherkkyysmaaéaritykset tehdaan Suomessa ja yleisesti muualla
Euroopassa, ei ole maarittanyt herkkyysrajoja kefuroksiimille, vaikka Suomessa kysei-
selle tiedolle olisi tarve. Antibioottipaneeliin valittiin penisilliini ja kefalosporiineista kefu-
roksiimi (toinen polvi), seka keftriaksoni (kolmas polvi). Toimeksiantajana opinnaytetydlle
toimi HUSLABIn bakteriologian osasto ja kliinisen mikrobiologian v.a. osastonylila&kari
Anu Patari-Sampo. Toiminnallinen osio toteutettiin bakteriologian tiloissa.

Tutkimuskysymykset tydssa olivat:

o Kaorreloiko kefuroksiimin antibioottiherkkyystulokset kiekkoherkkyysmenetelmalla

suhteessa penisilliiniin Aerococcus urinaen kohdalla?

e Voiko jo olemassa olevien EUCASTIin maarittamien penisilliinia koskevien rajojen
perusteella vastata myos kefuroksiimin ja keftriaksonin herkkyydet Aerococcus

urinaelle?

3 Aerococcus urinae

Aerococcus urinae -bakteeri kuuluu aerokokkien sukuun ja on niista yleisin taudinaiheut-
taja. Aerokokkien normaali elinymparist6 ei ole tiedossa, mutta niitd esiintyy muun mu-
assa virtsateiden normaalifloorassa, seka sytostaattihoitoja saavien potilaiden suun mik-
robistossa. (Rasmussen 2016: 22—23.) Kyseessa on grampositiivinen kokki, joka kasvaa
pareittain ja rynmina. A. urinae on katalaasi-negatiivinen ja verimaljalla alfa-hemolyytti-
nen. (Attorri — Clarridge — Kwoh — Zhang 2000: 1703.) Bakteerin on osoitettu olevan
osallisena yleisimmin virtsatieinfektioissa. Sen tiedetdan aiheuttaneen myds invasiivisia
infektioita, kuten virtsatieperaista bakteremiaa eli verenmyrkytysta ja endokardiitia eli sy-

danlappien ja sydamen sisakalvon tulehdusta. (Humphries — Hindler 2014: 2177.) Tyy-
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pillinen potilas on idkds mies, jolla on virtsatieongelmia, sek& oheissairauksia. Virtsavil-
jely voi myds Aerococcus -infektiossa jaada negatiiviseksi, koska virtsaviljelyita ei nor-
maalisti kasvateta aerokokille otollisessa kasvatusymparistossa hiilidioksidikaapissa.
(Rasmussen 2016: 22—-25.)

3.1 Bakteerin tunnistamisen haasteet

Aerococcus urinae muodostaa verimaljalle viljeltyn& 24 tunnin inkubaatioajalla hiilidiok-
sidiolosuhteissa pienia noin 0,5 mm kokoisia pesakkeita, jotka ovat ulkon&éltaan kupe-
ria, lapikuultavia ja kiiltdvia (Christensen — Ruoff 2015: 428). Pesdkemorfologialtaan se
muistuttaa viridans -ryhman streptokokkia ja antibioottinerkkyyksiltddn on samankaltai-
nen kuin enterokokit. A. urinae voi muodostaa biofilmia pinnoille ja tarttua verihiutaleisiin,
jotka molemmat ovat mahdollisia virulenssimekanismeja. Aerokokit voidaan sekoittaa
streptokokkeihin ja enterokokkeihin, mika on johtanut niiden aliarviointiin infektioiden ai-
heuttajana. (Rasmussen 2016: 22.) A. urinae vaatii lahes aina ihanteellisesti kasvaak-
seen hiilidioksidipitoisen kasvuympariston, minka takia se kasvaa usein niukasti normaa-
liatmosfaarissa. Se voi myds osaltaan hankaloittaa tunnistusta. (Carkaci — Nielsen —
Fuursted — Skov — Skovgaard — Trallero — Lienhard — Ahman — Matuschek — Kahimeter
— Christensen 2017: 161.)

3.2 MALDI-TOFin kaytté Aerococcus urinaen tunnistuksessa

A. urinae tunnistuu nykyisin hyvin massaspektrometrisella (MALDI-TOF) menetelmalla.
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight) on spesifinen
ja herkka tunnistamaan A. urinaen, kun taas jotkin biokemiallisiin ominaisuuksiin keskit-
tyvat kaupalliset menetelmat voivat sekoittaa eri aerokokit keskenaéan. Sekvensoinnilla
voidaan erotella suurin osa aerokokeista, mutta massaspektrometrian kaytté tunnistuk-
sessa on katevAmpdaa. (Rasmussen 2016: 22.) MALDI-TOF-menetelmalla tutkitaan tun-
temattoman bakteerin tiettyj proteiineja, joiden esiintyvyydesta muodostetaan proteii-
niprofiili. TAt& bakteerin proteiiniprofiilia verrataan proteiiniprofiilikirjastoon sen tunnista-
miseksi. Menetelmassa pieni maara tutkittavaa bakteeria levitetddn naytelevylle tiettyyn
naytepaikkaan ja sen paalle pipetoidaan 1pl matriisi-liuosta. Naytteen kuivuttua nayte-
levy viedddn massaspektrometriin analysoitavaksi. Jokaista naytetta sateilytetaan erik-
seen laserpulsseilla, jolloin saadaan aikaan magneettikentdssa lentavia varautuneita

proteiineja, jotka kiihdytetdan TOF (Time-of-Flight) —analysaattoriin mitattavaksi. lonien
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maara seka niiden kulkuaika rekister6iddan ja saaduista tiedoista muodostetaan massa-
asteikko, jossa vaaka-akselilla on ilmoitettu ionin massa ja pystyakselilla ionien maara.
(Andrews 2014: 29; Duncan — Nedelkov — Walsh — Hattan 2015; Guo — Ye — Zhao — Ma
—Yang — Luo 2014.)

3.3 Aikaisemmat Aerococcus urinaen antibioottiherkkyydesta tehdyt tutkimukset

Harvinaisen esiintyvyyden ja mahdollisesti myds virheellisen tunnistuksen takia A. urinae
-bakteerista ja sen herkkyysmaarityksista ei ole paljoa kliinisista tutkimuksista saatua
tietoa. Tutkimuksissa on kaytetty myds vaihtelevasti eri herkkyysmaaritysmenetelmia.
(Humphries — Hindler 2014: 2177— 2179.) Useimmissa tutkimuksissa on kaytetty tulkin-
tarajoina viridans -ryhman streptokokeille suunnattuja arvoja A. urinaen antibioottiherk-
kyytta arvioitaessa, ja toisaalla taas stafylokokeille tai enterokokeille suunnattuja arvoja.
Puuttuvat standardit aerokokkien antibioottinerkkyyden maarittdmiseen ja tulkinnan Kkri-
teereihin ovat vaikeuttaneet kliinisten laboratorioiden ja kliinikoiden ty6ta. (Carkaci ym.
2017: 161.) Vuotta 2010 aiemmat Kliiniset havainnot pohjautuvat lahinna yksittaisiin tai
muutamiin raportoituihin tapauksiin, joissa potilaalla on ollut vakava A. urinaen aiheut-

tama virtsatieinfektiosta alkunsa saanut sepsis eli verenmyrkytys (Rasmussen 2016: 22).

Aikaisemmin tehdyista tutkimuksista opinnaytetyén aihetta lahinnd on alkuvuodesta
2017 julkaistu artikkeli, jossa testattiin 120 Aerococcus urinae ja A. sanguinicola-kantaa
kayttaen kuutta eri antibioottia. Tutkimus on tehty yhteistytssa usean eri laboratorion
kanssa neljan maan kesken. Kahta aerokokki -lajia testattiin kolmella eri herkkyysmeto-
dilla: EUCASTIn standardin mukaisella kiekkodiffuusio- ja liemilaimennusmenetelmalla,
seka gradienttidiffuusiomenetelmalla. Kyseisen tutkimuksen tuloksia kaytettiin maaritet-
tdessa EUCASTIn raja-arvoja antibioottiherkkyyksiin A. urinaelle ja A. sanguinicolalle.
Gradienttidiffuusio- ja liemilaimennusmenetelmalla saadut MIC-arvot korreloivat tutki-
muksen mukaan hyvin kiekkodiffuusiomenetelman tulosten kanssa. Kaytetyt kuusi anti-
bioottia olivat penisilliini, kefotaksiimi, meropeneemi, vankomysiini, linetsolidi ja rifampi-
siini. Kaikki tutkimuksessa kaytetyt aerokokki-kannat olivat herkkia kaikille kuudelle anti-
biootille. Kaikkiaan kantoja oli 120, joista A. urinaeta oli 81 kappaletta. 58 A. urinae -
kannoista oli perdisin virtsasta, 22 verestd ja liséksi mukana oli yksi jalan haavanayte.
Naytteet tulivat Sveitsistd, Tanskasta sek& Espanjasta ja niiden tunnistamiseen kaytettiin

MALDI-TOFia. Vaikka kyseisen tutkimuksen perusteella A. urinae todettiin herkaksi
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kefotaksiimille, tutkijat eivat antaneet suositusta kefotaksiimin herkkyysrajoiksi, koska joi-
denkin kantojen kohdalla MIC-arvot olivat korkeita (kolme kantaa 1 mg/l, yksi kanta 2
mg/l). (Carkaci ym. 2017: 161-166.)

Humphries ja Hindler ovat tutkineet myds A. urinaen antibioottinerkkyytta. Tutkimuk-
sessa kaytettiin 128 A. urinae -kantaa, joita testattiin CLSI:n (Clinical and Laboratory
Standards Institute) standardoidulla liemilaimennosmenetelmalla 14 eri antibioottia koh-
taan. Saadut tulokset tulkittin kayttaen CLSI:n viridans -ryhméan streptokokkien rajoja,
joiden mukaan A. urinae -kannat olivat 99 % herkkia kefotaksiimille ja 96 % herkkia keft-
riaksonille. (Humphries — Hindler 2014: 2177-2179.)

Mainittakoon myods USA:ssa tehty tutkimus vuodelta 2011, jossa tutkittin Aerococcus
urinaen ja A. sanguinicolan Kliinistd merkitysta ja antibioottiherkkyytta. Tutkimuksessa
kaytettiin 66 eri A. urinae -kantaa. Antibiootteina kaytettiin muun muassa keftriaksonia ja
penisilliinia, joille kaikki kannat olivat herkkié. Tutkijat totesivat lisdtutkimuksen olevan
tarpeen molempien lajien kohdalla, jotta niiden merkitsevyys virtsasta eristettyné seka
antibioottiherkkyys voidaan selvittaa. (Shelton-Dodge — Vetter — Kohner — Nyre — Patel
2011: 448, 450.)

4 Antibiootit

Antibiootit ovat mikrobiladkkeitd, joita kaytetddn bakteeri-infektioiden hoitoon (Lumio
2017). Antibioatit jaotellaan niiden vaikutustavan ja vaikutuskohteen perusteella. Ne voi-
daan jakaa bakterisidisiin ja bakteriostaattisiin ladkkeisiin. Bakterisidiset ladkkeet kyke-
nevat tappamaan niille herkat bakteerit kliinisesti oikeissa pitoisuuksissa seka niille suo-
tuisissa olosuhteissa. Bakteriostaattiset laékkeet taas estavat bakteerien kasvun ja li-
saantymisen, kuitenkaan tappamatta kyseista bakteeria. Bakteriostaattiset |adkkeet voi-
vat muuttua bakteriosidisiksi la&kkeen pitoisuuden suurentuessa. Toinen tapa jaotella
antibiootteja perustuu siihen, kuinka moneen rakenteeltaan ja luonteeltaan erilaiseen
bakteeriin ne tehoavat: laajakirjoiset ja kapeakirjoiset antibiootit. Jos antibiootti tehoaa
suureen joukkoon grampositiivisia ja gramnegatiivisia bakteereita, sita kutsutaan laaja-
kirjoiseksi. Kapeakirjoiset antibiootit tehoavat vain joko grampositiivisiin tai gramnegatii-
visiin bakteereihin. Antibiootit voidaan luokitella vaikutusmekanisminsa perusteella nel-
jaéan eri ryhnmaan: bakteerin soluseindmaén peptidoglykaanisynteesia estavét aineet, bak-

teerin proteiinisynteesin translaatiovaihetta estavat aineet, bakteerin nukleiinihappojen
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synteesiin vaikuttavat aineet ja bakteerin solukalvoa vaurioittavat aineet. (Jarvinen —
Huovinen — Vaara 2011b; Huupponen 2014d.)

Kefalosporiinit ovat bakteerilaékkeitd, jotka kuuluvat beetalaktaamirakenteiseen baktee-
riladkeryhmaan. Kaytossa olevat kefalosporiinit ovat Cephalosporium -sienen erittaman
antibiootin puolisynteettisida johdannaisia. Kefalosporiinien vaikutusmekanismi on sa-
mankaltainen kuin penisilliineilla ja ne ovat myds bakterisidisia. Kefalosporiinit eivat ha-
joa penisilliinia hajottavien entsyymien (penisillinaasit) vaikutuksesta, ja niilla on tehoa
useimmiten myds gramnegatiivisia bakteereja kohtaan. (Jarvinen ym. 2011a; Huuppo-
nen 2014a.)

4.1 Tutkimuksessa kaytettavat antibiootit

TyoOssa testattavat antibiootit valikoituivat EUCASTIn ennestdén maarittdmien A. urinae
-bakteerin herkkyystulkintarajojen ja Suomessa kaypahoitosuosituksien suosittelemien
hoitolaakkeiden mukaan (Sepsis 2014, Virtsatieinfektiot 2015). Antibioottipaneeliin valit-
tiin bentsyylipenisilliini eli G-penisilliini, kefuroksiimi (toinen polvi) ja keftriaksoni (kolmas

polvi).

4.2 Penisilliini

Penisilliinit ovat vanhimpia tunnetuimpia antibiootteja, joista osa on niin sanottuja luon-
nollisia penisilliineja. Luonnollisiin penisillineihin luokitellaan bentsyylipenisilliini (G-peni-
silliini) ja fenoksimetyylipenisilliini (V-penisilliini), jotka on eristetty Penicillium chry-
sogenum -homeen kasvuliuoksesta. Penisillineja on seka luontaisia, etta puolisynteetti-
siad ja niille on yhteista niiden beetalaktaamirakenne. Beetalaktaamit sisaltava rakenne
muistuttaa peptidoglykaanin perusyksikdn pentapeptidin D-alanyyli-D-alaniini-osaa, joka
on keskeinen substraatti monille entsyymeille. Taman takia beetalaktaamit pystyvat si-
toutumaan téllaisiin entsyymeihin bakteerissa samalla tavalla kuin substraatti muokaten
tai inhiboiden niiden toimintaa. Kaikki beetalaktaamirakenteiset bakteerilagkkeet ovat
bakterisidisid, mutta vaikuttaen yleensa vain kasvaviin soluihin. (Jarvinen — Huovinen —
Vaara 2011a; Huupponen 2014b.)

G-penisilliini on kapeakirjoinen bakteerilaéke, joka tehoaa useisiin grampositiivisiin bak-

teereihin, kuten A. urinae -bakteeriin (Carkaci ym. 2017: 161; Jarvinen ym. 2011a). G-
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penisilliini hajoaa nopeasti matalassa pH:ssa, jolloin suun kautta annettuna se hajoaa jo
mahalaukussa. Taman takia G-penisilliinia kaytetaan vain parenteraalisesti eli se annos-
tellaan suonensisdisesti. G-penisilliinia kaytetaan penisillininerkkien bakteerien vaka-

vissa tai vaikeasti hoidettavissa infektioissa. (Jarvinen ym. 2011a; Huupponen 2014c.)

4.3 Kefuroksiimi

Suomessa eniten kaytetty toisen polven kefalosporiini on kefuroksiimi, jota k&ytetaan
suonensisaisesti. Kefuroksiimi tehoaa hyvin grampositiivisten bakteerien lisdksi useim-
piin gramnegatiivisiin kokkeihin sek& gramnegatiivisiin enterobakteereihin. (Jarvinen ym.
2011a; Huupponen 2014a.) Kefuroksiimia voidaan kayttdd moniin erilaisiin kayttétarkoi-
tuksiin, joista tarkein on avohoidossa alkaneen kuumeisen virtsatieinfektion hoito. Kefu-
roksiimi on myos hyva antibioottivalmiste silloin, kun joudutaan hoitamaan yleiskunnol-
taan huonoa potilasta sairaalassa ennen kuin infektion aiheuttaja tiedetaan. Kefuroksiimi
erittyy virtsaan muuttumattomana munuaisten kautta, ja sen puoliintumisaika on hieman

yli tunnin verran. (Jarvinen ym. 2011a.)

4.4 Keftriaksoni

Kolmannen polven suonensisadisista kefalosporiineista keftriaksoni sitoutuu huomatta-
vissa maarin plasmaproteiineihin ja sen puoliintumisaika, noin 8 tuntia, seerumissa on
hitaampaa kuin muilla kefalosporiineilla, joten sita voidaan annostella harvemmin. Keft-
riaksonia erittyy myos sapen kautta, jolloin se voi saostua sappiteihin aiheuttaen kole-
kystiitin oireita. (Jarvinen ym. 2011a.)

5 Antibioottiherkkyysmaaritys

EUCAST eli European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing on komitea,
joka pyrkii yhtendistamé&an antibioottinerkkyysmaaritysmenetelméat Euroopan alueella.
EUCAST toimii EMA:n eli Euroopan ladkeviraston ja ECDC:n, eli Euroopan tautieneh-
kaisy- ja valvontakeskuksen raja-arvo-komiteana. EUCAST on kehittanyt standardit sek&a
bakteerien ettd sienien antibioottiherkkyysmaarityksiin aina maaritykseen kaytettavista

materiaaleista tulosten tulkintaan asti. (EUCAST 2018.) USA:ssa vastaava toimija CLSI
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on myo6s julkaissut elokuussa 2016 A. urinaelle ja A. sanguinicolalle lajikohtaiset herk-
kyystulkintarajat. EUCAST taas on vuoden 2017 aikana ottanut kyseiset bakteerit mu-
kaan omaan ohjeistukseensa herkkyysmaaritysten osalta. EUCASTin maarittdmissa Klii-
nisissa herkkyystulkintataulukoissa herkkyydet A. urinaen kohdalla on méaaritetty vain
muutamalle penisilliinille (bentsyylipenisilliini, ampisilliini ja amoksisilliini), karbapenee-
mille (meropeneemi) ja fluorokinoloneille (siprofloksasiini, levofloksasiini ja norfloksa-
siini) seka glykopeptideista vankomysiinille. Kefalosporiineille, kefuroksiimi ja keftriak-
soni mukaan lukien, ei ole maaritetty herkkyystulkintarajoja. Tata ennen molemmat
edella mainituista toimijoista kayttivat A. urinaen ja A. sanguinicolan herkkyyksien tulkin-
taan viridans -ryhméan streptokokeille asetettuja rajoja. Aerococcus urinaen antibiootti-
herkkyysmaaritys suositellaan tehtévaksi kiekkodiffuusio- ja liemilaimennosmenetel-
malla, eli ns. Sensititre-menetelmalla. (Carkaci ym. 2017: 161; EUCAST 2018.)

5.1 Kiekkodiffuusiomenetelma

Antibioottiherkkyysmaarityksista kiekkodiffuusiomenetelma on kaytetyin, silla se on yk-
sinkertainen menetelma, jolla voidaan testata herkkyys suurimmalle osalle patogeeni-
sista bakteereista. Maaritys tehdaan suosituksen mukaiselle bakteerin vaatimalle kasva-
tusalustalle lisdamalla standardoidun bakteerisiirrosteen paalle tietyn antibioottipitoisuu-
den sisaltavat antibioottikiekot, jotka estavat bakteerin kasvua maljalla. Antibioottiherk-
kyystulokset tulkitaan bakteerin suositellun kasvatusajan jalkeen silméamaaraisesti. (And-
rews 2014: 54; Matuschek — Brown — Kahlmeter 2014; Stenholm 2012.)

EUCASTIn mukaan kiekkodiffuusiomenetelmassa kaytettavat kasvualustat ovat Muller-
Hinton (MH) seka Muller-Hinton Fastidious (MH-F) agarmaljat. MH-malja on lisdaineeton
agarmalja, jota kaytetdan helposti kasvaville bakteereille. MH-F-maljalle sen sijaan on
lisatty lisdaineita, jotta kasvuolosuhteiltaan vaativammatkin bakteerit kasvaisivat riittavan
hyvin. (Matuschek ym. 2014.) Agar on valettuna petrimaljalle tasaisesti, niin ettd se on
joka kohdassa maljaa 4 mm paksuinen. Agarin paksuus saa vaihdella maksimissaan +
0,5 mm suuntaansa, silla vaaran paksuinen kasvualusta aiheuttaa virheitd herkkyystu-
loksissa. Liian ohut kasvualusta aiheuttaa virheellisen isoja antibiootin estorenkaita, kun
taas lilan paksu agarkerros aiheuttaa virheellisen pienid estorenkaita. (Andrews 2014:
55; Matuschek ym. 2014.)
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Kiekkodiffuusiomenetelmassa tutkittavasta bakteerista tehddén suspensio, jota siirros-
tetaan agarmaljalle. Suspension valmistusta varten tutkittavaa bakteeria viljellaan lisaai-
neettomalle agarmaljalle, jota kasvatetaan yon yli (16—24 tuntia). Taméan jalkeen baktee-
rikasvustosta kerataan steriililla silmukalla tai pumpulitikulla useita morfologialtaan sa-
mankaltaisia bakteeripesakkeitd, jotka sekoitetaan steriiliin keittosuolaliuokseen. Bak-
teerisuspension vahvuus tulee olla McFarland-standardin asteikolla 0,5, mika vastaa 1-
2 x 108 pesaketta/ml Escherichia coli -bakteeria. Suspension vahvuus tarkistetaan den-
sitometrilla tai vertaamalla silmamaaraisesti suspension sameutta valmiiseen 0,5 McFar-
landin standardiliuokseen. Suspensio suositellaan kayttamaan 15 minuutin kuluttua sen
valmistamisesta, mutta viimeista&n tunnin kuluttua. Bakteerisuspension siirrostaminen
agarmaljalle tehdaan steriililla pumpulipuikolla. Pumpulipuikko kastellaan suspensiossa,
jonka jalkeen siita poistetaan ylimaarainen neste painamalla puikkoa suspensioputken
seindmaa vasten. Talla valtetdan lilan paksun siirrosteen muodostuminen. Suspensiota
levitetddn pumpulipuikolla tasaisesti joka puolelle maljaa, joko pyyhkimalla puikolla kol-
meen suuntaan maljan pinnalla tai kayttamalla maljaa pyoérittavaa dreijaa. (Matuschek
ym. 2014.)

Kiekkoherkkyysmaarityksessa kaytettavat antibioottikiekot ovat paperisia, tietyn antibi-
oottipitoisuuden sisaltavia kiekkoja. Ennen kayttéa kiekkoja tulee silyttdd valmistajan
ohjeen mukaan, jotta antibiootin teho ei heikkene. Altistus valolle, lammolle seka kosteu-
delle voi heikentaa antibiootin toimivuutta. Ennen kayttta antibioottikiekkojen tulee antaa
lAmmeta huoneenlampoisiksi. Antibioottikiekot tulee asettaa maljalle 15 minuutin kulu-
essa bakteerisuspension siirrostamisesta. Kiekot asetetaan tiiviisti maljan pinnalle sterii-
leilla pinseteilla tai antibioottikiekkojen annostelulaitteella. Jotta antibioottien estorenkaat
eivat kasvaisi toistensa padlle ja tulokset saadaan luotettavasti mitattua, on maaritelty,
ettd 90 mm halkaisijaltaan olevalle maljalle mahtuu korkeintaan kuusi antibioottikiekkoa.
(Andrews 2014: 55; Matuschek ym. 2014.)

15 minuutin kuluessa antibioottikiekkojen lisaamisen jalkeen herkkyysmaaritysmalja lai-
tetaan kasvamaan eli inkuboitumaan ylosalaisin 35 + 1 °C lampdtilaan 16—20 tunnin
ajaksi. Inkubaation aikana bakteerit kasvavat agarmaljalla, mutta antibioottikiekkojen
ympérille muodostuu bakteerin kasvua estavat alueet. Lisdaineeton Muller-Hinton-malja
kasvatetaan hapellisissa olosuhteissa, kun taas lisdaineellinen Muller-Hinton Fastidious-
malja kasvatetaan 5 £1 % hiilidioksidiolosuhteessa. Inkubaation jalkeen maljalta tarkis-
tetaan bakteerikasvuston tasaisuus. Mikali maljalta on erotettavissa yksittdisia bakteeri-

pesakkeitd, siirros on liilan ohut ja tutkimus tulee tehdéa uudelleen. (Matuschek ym. 2014.)
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Antibiootin estorenkaat luetaan maljalta paljaalla silmalla pitAmalla maljaa 30 cm:n etéi-
syydella. Estorenkaan halkaisija mitataan bakteerikasvun rajalta viivoittimella, harpilla tai
automaattisella mittarilla millimetrin tarkkuudella. Mikali estorenkaita on kaksi sisakkain,
tulos tulkitaan sisemman estorenkaan halkaisijan mukaan. Muller-Hinton-maljojen tulok-
set luetaan valoa apuna kayttaden maljan takapuolelta tummaa taustaa vasten, kun taas
Muiller-Hinton Fastidious-maljat tulkitaan valon avulla maljan etupuolelta kansi poistet-
tuna. Saadut millimetrimaarat tulkitaan EUCASTIn antibioottiherkkyysrajojen mukaan
niin, etta bakteeri on antibiootille herkka (S), herkkyys on alentunut (I) tai bakteeri on
kokonaan resistentti (R) kyseiselle antibiootille. Alentunut herkkyys tarkoittaa, ettd bak-
teeri on osittain herkka antibiootille, mutta normaali annos antibioottia ei valttamatta riita
saavuttamaan tarvittavaa ladkinnallista annosta, vaan infektio todennékoisesti hoituu

kayttden maksimiannostusta. (Matuschek ym. 2014; Stenholm 2012.)

5.2 Gradienttidiffuusiomenetelma

Gradienttidiffuusiomenetelmalld saadaan selville estorenkaan halkaisijan sijaan nume-
raalinen MIC-arvo, eli pienin bakteerin kasvua estava antibioottipitoisuus (minimum inhi-
bitory concentration). Gradienttidiffuusiomenetelmassa kaytetaan testiliuskaa, johon on
imeytetty tietty antibioottipitoisuusgradientti. Antibiootin pitoisuus eri kohdissa liuskaa
nahdaan testiliuskaan tehdysta mitta-asteikosta. Kuten kiekkodiffuusiomenetelméssa,
my06s gradienttidiffuusiomenetelméé varten valmistetaan bakteerisuspensio puhdasvil-
jelmastad. Suspensio levitetddn tasaisesti herkkyysmaljalle, jonka jalkeen testiliuska ase-
tetaan agarin pinnalle. Testiliuskan antibioottigradientti imeytyy kasvatusalustaan ja yon
yli inkubaation aikana antibiootti estaa bakteerin kasvua, mika ilmenee ellipsin muotoi-
sena estoalueena testiliuskan ympaérilla. MIC-arvo luetaan testiliuskan mitta-asteikosta

siltd kohdalta, jossa bakteerin kasvun raja kulkee. (Andrews 2014: 60; Stenholm 2012.)

5.3 Aerococcus urinaen EUCASTIn standardin mukainen herkkyysmaaritys

EUCASTIn mukaan herkkyysmaaritykset tehdéaén A. urinaelle kiekkodiffuusiomenetel-
malla Muller-Hinton Fastidious-agarmaljalle 0,5 McFarlandin bakteerisuspensiosta. Mal-
joja inkuboidaan 5 % CO- olosuhteessa, 35 £1°C lampdtilassa 18+2 tuntia. Mikali pesak-
keet eivat ole 16—20 tunnin inkubaation jalkeen kasvaneet tarpeeksi, ne laitetaan valitto-
masti uudelleen inkuboitumaan, ja estorenkaat luetaan 40—44 tunnin kokonaisinkubaa-

tioajan jalkeen. Antibiootin estoraja luetaan maljan etupuolelta, maljan kansi poistettuna
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ja apuna luennassa kaytetdan valoa. Estorajan reuna on se, missa bakteerikasvua ei
endaa ole nakyvissa. Vaihtoehtoisesti maaritys voidaan myos tehda kayttaen liemilaimen-
nos- tai gradienttidiffuusiomenetelmaa. (Breakpoint tables for interpretation of MICs and

zone diameters. Version 1.1.2018.)

EUCASTIn mukaan A. urinae ja A. sanguinicola ovat herkkia bentsyylipenisilliinille, kun
MIC-arvo on < 0,125 mg/l tai antibiootin estorenkaan halkaisija on =221 mm. Resistentteja
bakteerit ovat silloin kun MIC-arvo on > 0,125 mg/l tai antibiootin estorenkaan halkaisija
on <21 mm. (Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version
1.1.2018))

6 Tutkimuksen toteutus

Opinnaytetydprosessi ja tutkimuksen toteuttaminen aloitettiin 18.4.2017 opinnaytetyon
aloitusinfolla. Tutkimuksen aihe tasmentyi 3.10.2017, jolloin pidettiin suunnittelupalaveri
ohjaavan opettajan lehtori Reetta Sihvosen ja kliinisen mikrobiologian v.a. osastonlaa-
kéarin Anu Patari-Sammon kanssa. Opinnaytetyt toteutettin HUSLABIn bakteriologian
laboratorion tiloissa kolmen viikon aikana 22.1 — 9.2.2018. Osaston erikoislaakari, ni-
metty tydelamén ohjaaja ja Metropolian opettaja toimivat tutkimuksen ohjaajina. Tarvit-
tavat valineet, laitteet ja tydtilat bakteerikantojen kasittelyyn, antibioottinerkkyysmaarityk-

sien tekoon, sek& analysointiin saatiin HUSLABIn bakteriologian osastolta.

Opinnaytetydn tydnjako oli seuraava: Julia Olin toimi opinnaytetydn projektipaallikkona,
jolloin Julian tehtdvana oli varmistaa, etta opinnaytetyo eteni aikataulussa suunnittelusta
aina sen julkaisemiseen asti. Julia vastasi my6s raportin jadsentelysta ja otsikoinneista.
Julian tehtaviin kuului myds Excel-taulukoiden luominen antibioottiherkkyystuloksille tut-
kimuksen toiminnallista osiota varten. Ulkoisen viestinnan vastuuhenkildna toimi Ida Hat-
tunen, joka oli padasiassa sahkopostitse yhteydessa opettajiin, sekd HUSLABIn yhteys-
henkildihin. Ida my6s koordinoi rynmékohtaiset tapaamiset. lida Nissinen vastasi raportin
ulko- ja kirjoitusasusta, seka otti pAdvastuun toteutusvaiheen aikatauluttamisesta. Tulos-
ten syottdminen taulukoihin, tulosten analysointi ja tekstin tuottaminen opinnaytetyon ra-

porttiin oli kaikkien ryhman jasenten yhteinen tehtava.
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6.1 Bakteerikannat ja niiden kasittely

Tutkimuksessa kaytettin HUSLABIn bakteriologian osaston etukateen keraamia ja pak-
kaseen taltioituja virtsa- ja veriviljelynaytteista eristettyja A. urinae -kantoja. Kantoja oli
yhteensé 112, joista virtsakantoja oli 61 ja veriviljelykantoja 51. Naytteet etsittiin taltioin-
tinumeroiden avulla -70°C-asteisesta pakkasesta, viljeltiin verimaljoille ja inkuboitiin 5 %
CO; -olosuhteessa, + 35°C lampdtilassa 18 tuntia. Inkuboinnin jalkeen bakteerien tun-
nistus tapahtui bioMérieuxin Vitek MS-laiteella, eli MALDI-TOFilla, kayttaen kontrollikan-
tana Escherichia coli ATCC 8739 -kantaa.

6.2 Antibioottiherkkyysmaarityksien tekeminen

Antibioottiherkkyyksien maarittdmiseen kaytettiin sek&d EUCASTIn standardin mukaista
kiekkodiffuusiomenetelmaa (kuvio 1), ettd gradienttidiffuusiomenetelmaa (kuvio 2). Herk-
kyysmaaritykset tehtiin molemmilla menetelmilla rinnakkaisnayttein, jolla pyrittiin lisda-
maan tulosten luotettavuutta. EUCASTIn standardin mukainen MIC-arvojen maaritys
tehdaan liemilaimennosmenetelmalld, mutta HUSLABIn bakteriologian osastolla tata
menetelmaa ei ole viela sovellettu grampositiivisiin kokkeihin, joten kiekkoherkkyysme-
netelman rinnalle valittiin gradienttidiffuusiomenetelma. Tydssa kaytettavat antibiootit oli-
vat penisilliini, kefuroksiimi seka keftriaksoni. Kiekkoherkkyysmaarityksessa kaytettiin
kaikkia kolmea antibioottikiekkoa, mutta gradienttidiffuusiomenetelméssa keftriaksoni-

liuska jouduttiin jattdmaan pois toimitusongelmien vuoksi.

Kuvio 1. Aerococcus urinaen antibioottinerkkyys kiekkoherkkyysmenetelmdlla Mauller-Hinton
Fastidious-maljalla (kuva Julia Olin).
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Kuvio 2. Aerococcus urinaen antibioottiherkkyys gradienttidiffuusiomenetelmalla Mdller-Hinton
Fastidious-maljalla (kuva Julia Olin).

Antibioottikiekot seka -liuskat kontrolloitin EUCASTin ohjeiden mukaan Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 -kannalla. MALDI-TOF-tunnistamisen jalkeen testattiin kym-
menen kannan testierd koeasetelman havainnollistamiseksi, jonka jalkeen tutkittiin loput
kannat. Maaritykset tehtiin EUCASTIn ohjeita noudattaen. Testieran herkkyystulokset lu-
ettiin 18 tuntia kasvaneilta maljoilta, jotka kokeellisesti kasvatettiin viela toiset 18 tuntia.
Herkkyysmaljat luettiin kolmen eri lukijan toimesta EUCASTin standardin ohjeistamalla

tavalla.

7 Tulokset ja niiden tarkastelu

Tutkimuksen alussa bakteerikantoja oli yhteenséa 112, joista virtsaviljelynaytteité oli 61 ja
veriviljelynaytteitd 51. Lopullinen naytemaéara tutkimuksen herkkyysmaarityksissa oli 86
bakteerikantaa. Kantoja karsiutui muun muassa sen vuoksi, etta osa kannoista ei heran-
nyt pakkasesta seké osa oli lian niukkakasvuista herkkyysmaaritysté varten. Tilastollisiin
analyyseihin valittin kolmen lukijan sijasta vain kahden lukijan tulokset, silla kolmannen
lukijan tulokset poikkesivat kdytannon kannalta liikaa muista tuloksista. Tutkimuksen
otannasta (86 kantaa) miehia oli 62,8 % ja naisia 37,2 %. Kantojen ikdjakauman kes-
kiarvo molempien sukupuolien kohdalla oli 79 vuotta vaihteluvélin ollessa 67-91 ikavuo-

sien valilta. Sukupuoli- ja ikdjakauma vastasi aikaisempien tutkimusten havaintoja.
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7.1 Virtsa- ja verikantojen tunnistaminen

Viisi virtsakantaa vaati ensimmaisen inkuboinnin jalkeen viela +20 tuntia kasvaakseen
jaltai uuden puhdasviljelyn teon ja yksi kanta ei kasvanut ollenkaan ensimmaisen inku-
boinnin jalkeen. Tama kanta jouduttiin hylkddmaan, silla lisainkubaatio tai toinen hera-
tyskerta ei tuottanut tulosta. Ensimmaisessa MALDI-TOF-ajossa 48% kannoista antoi
tuloksen A. urinae 99,9%. Loppuja kantoja MALDI-TOF ei kyennyt tunnistamaan tai nayt-
teen laatu oli huono. Toisessa ajossa 31:std kannasta 16 oli Aerococcus urinaeta, yksi
kanta A. urinae 33,3 %, Lactobacillus acidophilus 33,3 % sekéa Lactobacillus gasseri 33,3
% ja yhdessa 99,9% Brevibacillus-lajia. Kolmas MALDI-TOF-ajo tunnisti kaikki loput
15:sta A. urinae -kannasta, silla MALDI-TOF:ssa matriisin lisaksi kaytettiin talldin myos
muurahaishappoa. Muurahaishappoa on tapana kayttdd muun muassa hankalasti
MALDI-TOF:lla tunnistettavien tai esimerkiksi limaisten bakteerien kohdalla. Tama sel-

vasti paransi A. urinaen kohdalla tunnistamista.

Verikannoista kaksi pakkasesta heratettya kantaa ei kasvanut toisenkaan yrittaman jal-
keen ja kaksi kantaa oli liian niukkakasvuisia edes tunnistettavaksi, joka johti hylkaami-
seen. Kahta kantaa ei taltiointinumerosta huolimatta 16ytynyt pakkasesta ja yhdelta kan-
nalta puuttui kokonaan taltiointinumero. Verikantojen kohdalla paadyttiin lisaamaan heti
muurahaishappoa MALDI-TOF-tunnistuksen helpottamiseksi. Ensimmaisessa MALDI-
TOF-ajossa 87% kannoista oli A. urinaeta, joten muurahaishapon lisédminen paransi
tunnistustuloksen onnistumista. Yksi kannoista oli 99,9 % Brevibacillus-lajia ja yksi Ae-
rococcus viridans 99,9 %. Nama kannat hylattiin tutkimuksesta. Kuusi kantaa, jotka eivat
menneet ensimmaisella MALDI-TOF-ajolla |api, antoivat virheilmoitukseksi huonon
spektrin tai ei tunnistusta. Toisessa MALDI-TOF-ajossa yksi kannoista osoittautui Brevi-
bacillus-lajiksi 99,9 % ja kaksi oli A. urinae 99,9 %.

Muutama kanta ajettiin viela useamman kerran MALDI-TOF:lla, mutta tulosta ei saatu.
Yksi kannoista oli ensimmaisessa MALDI-ajossa 50,0 % A. urinae ja Actinotignum
schaalii 50,0%, mutta kuudennella kerralla kanta osoittautui Actinotignum schaalii 99,9
% varmuudella, joten kanta hylattiin. Loppuja kantoja ei onnistuttu tunnistamaan. Lisaksi
yksi kanta hylattiin, silla sen todettiin autolysoituvan nopeasti, eika herkkyysmaaritys olisi
tullut onnistumaan. 86,7 % (39/45) kannoista pystyttiin tunnistamaan yhdella MALDI-
ajolla muurahaishappoa kaytettdessa. MALDI-TOF-tunnistuksen jalkeen kaytettavia ve-

rikantoja jai yhteensa 40 kappaletta.
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7.2 Antibioottiherkkyystulosten tulkinta ja tilastollinen vertailu

Antibioottiherkkyysmaljat luettiin kolmen lukijan toimesta noudattaen EUCASTIn suosi-
tuksia, mutta tilastollisissa analyyseissa kaytettiin vain kahden lukijan tuloksia, koska
kolmannen lukijan tulokset poikkesivat kaytannon kannalta likkaa muista tuloksista. Anti-
bioottiherkkyys saatiin méaaritettyd 59:lle virtsaviljely- ja 39:lle veriviljelykannalle. Koko-
naisnaytemaara oli siis yhteensa 98 kantaa. Virtsakannoista kolmea kantaa lisékasva-
tettiin 40—44 tuntiin asti, jotta herkkyystulokset voitiin tulkita. Verikannoista lisakasvatusta
vaati yksi kanta. Herkkyysmaaritysta ei saatu tehtyd MH-F-maljalta yhdesta virtsakan-
nasta seka yhdesta verikannasta. Kyseiset kannat kasvoivat vain suklaamaljalla, joten

ne hylattiin tutkimuksesta.

Tulokset analysoitiin kayttaen SPSS-ohjelmaa (IBM SPSS Statistics. Version 25). Luki-
joiden omien kiekkoherkkyyksien rinnakkaisista tuloksista laskettiin bakteerikohtaiset
keskiarvot, joiden avulla pystyttiin vertailemaan keskendan eri lukijoiden tuloksien valisia
eroja parillisten otosten t-testin avulla. Penisilliinin ja kefuroksiimin kohdalla p-arvo oli
>0,05, jolloin tuloksissa ei ollut tilastollisesti merkitsevaa eroa: penisilliini t(97) = 0.354 ja
kefuroksiimi: t(85) = 0.682. Keftriaksonin kohdalla p-arvo oli 0,002, jolloin erot olivat ti-
lastollisesti merkittavia: t(85) = -3,145. Ero lukijoiden tulosten keskiarvojen valilla oli kui-
tenkin vain 0,51 mm, joka on k&ytadnndn kannalta riittdvan pieni. Lukijoiden keskinaisista
keskiarvoista laskettiin viel& keskiarvo eri antibioottien kohdalle, joka pyoristettiin alem-
paan kokonaislukuun. Keskiarvo pyoristettiin alaspdain, silla kiekkoherkkyytta tulkittaessa
antibiootin estohalkaisija ilmoitetaan pienemman millimetrilukeman mukaan, mikali hal-
kaisija ei osu kokonaisluvun kohdalle. Gradienttidiffuusiomenetelmén MIC-arvoista kasi-
teltavaksi valittiin suurin arvo jokaisen bakteerikannan kohdalla. Antibioottien valista kor-
relaatiota testattiin Pearsonin korrelaatiokertoimen avulla. Samaa menetelm&a kaytettiin
my06s penisilliinin kiekkodiffuusioherkkyyksien ja gradienttidiffuusiomenetelméan MIC-ar-
vojen vertailuun. Saatuja penisilliinituloksia verrattin EUCASTin julkaisemiin A. urinae -
bakteerin antibioottiherkkyysrajoihin penisilliinin osalta, sekd EUCASTin julkaisemiin pe-
nisilliinin antibioottiestojen histogrammijakaumiin. Lopullinen naytemaara tutkimuksessa
oli 86 bakteerikantaa. 12 kantaa jatettiin pois saaduista herkkyystuloksista, silla lukijoi-
den valinen millimetriero saman kannan tuloksissa oli kdaytdnnén kannalta liian suuri.
Bakteerin niukkakasvuisuudesta johtuvan vaikealukuisuuden vuoksi korkeintaan kolmen
millimetrin erot lukutuloksissa sallittiin ja sitd suuremmilla eroilla olevat tulokset jatettiin

analysoimatta.
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7.3 Antibioottiherkkyysjakaumat

Antibioottiherkkyystuloksista tehtiin tilasto-ohjelman avulla histogrammit, jotka kuvaavat
tutkittavien Aerococcus urinae -bakteerikantojen herkkyystulosten jakaumaa millimetri-

tuloksen tai MIC-arvon perusteella.

7.3.1 Penisilliini

EUCASTIn mukaan A. urinae on herkk& bentsyylipenisilliinille, kun MIC-arvo on < 0,125
mg/l tai antibiootin estokehan halkaisija on = 21 mm (Breakpoint tables for interpretation
of MICs and zone diameters. Version 1.1.2018). Penisilliinin kohdalla antibiootin estoke-
han halkaisijat olivat valilta 27-44 mm (kuvio 3) ja MIC-arvot olivat véliltd 0,006-0,125
mg/I (kuvio 4). Tulokset osoittivat, etta kaikki tutkimuksessa kaytetyt kannat olivat herkkia

penisilliinille.

]
-

Mean = 34.53
Std. Dev. = 3.466
N =86

Bakteerikantojen lukumaara
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Penisilliinin estokehdn halkaisija, mm

Kuvio 3. Penisilliinin kiekkoherkkyysmaaritystulosten jakauma.
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Kuvio 4. Penisilliinin MIC-arvojen jakauma.

Aikaisemmissa tutkimuksissa on kaytetty tulkintarajoina viridans -ryhman streptokokeille
suunnattuja arvoja A. urinaen antibioottiherkkyytta arvioitaessa (Carkaci ym. 2017: 161).
EUCASTIn viridans -ryhman streptokokkien bentsyylipenisilliinin MIC-arvo rajat ovat S <
0,25 mg/l, 1 0,30-2 mg/l ja R > 2 mg/l. Bentsyylipenisilliinin estokehan halkaisijan rajat
EUCASTi lla viridans -ryhman streptokokeille ovat S 218 mm, | 12-17 mm ja R <12 mm.
Tulokset osoittivat, etta kaikki tutkimuksessa testatut kannat olivat herkkia penisilliinille
my6s EUCASTIn viridans -ryhman streptokokkien tulkintarajojen mukaan. (Breakpoint
tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 1.1.2018.)

EUCAST on maarittdnyt antibioottikohtaiset MIC-tulkintarajat myds niille bakteereille
(PK-PD breakpoints), joilla ei ole olemassa omia herkkyystulkintarajoja. EUCASTIn bent-
syylipenisilliinin rajat ovat S < 0,25 mg/l, 1 0,30-2 mg/l ja R > 2 mg/I. Tutkimuksen tulokset
osoittivat, ettd kaikki kaytetyt kannat olivat herkkia bentsyylipenisilliinille myds PK-PD-
tulkintarajojen mukaan. (Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters.
Version 1.1.2018.)

7.3.2 Kefuroksiimi

Kefuroksiimin kohdalla estokehan halkaisijat olivat valilta 25—-45 mm (kuvio 5). MIC-ar-

voista pienin oli 0,032 mg/l ja suurin 3 mg/l (kuvio 6).
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Kuvio 5. Kefuroksiimin kiekkoherkkyysmaaritystulosten jakauma.

50 S %70
N =86

45

40

35

30

25

20

15

Bakteerikantojen lukumaara

10

.00 .50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50

Kefuroksiimin MIC-jakauma, mg/I

Kuvio 6. Kefuroksiimin MIC-arvojen jakauma.

Tutkimuksessa saatuja MIC-arvoja verrattiin myos EUCASTIn julkaisemiin PK-PD MIC-
tulkintarajoihin kefuroksiimin kohdalla. Kefuroksiimin MIC-tulkintarajat ovat S <4 mg/l, |
5-8 mg/l ja R > 8 mg/l. Tulokset osoittivat, etta kaikki tutkimuksessa kaytetyt bakteeri-
kannat olivat herkkia kefuroksiimille PK-PD:n tulkintarajojen mukaan. (Breakpoint tables

for interpretation of MICs and zone diameters. Version 1.1.2018.)
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7.3.3 Keftriaksoni

Keftriaksonin kohdalla saatiin vain kiekkoherkkyystulokset, silla MIC-liuskojen toimituk-
sessa oli hairid. Estokehan halkaisijat olivat valilta 26—44 mm (kuvio 7).

]
-

Mean = 36.14
Std. Dev. = 3.393
N =86
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Kuvio 7. Keftriaksonin kiekkoherkkyysmaaritystulosten jakauma.

7.4 Antibioottien valiset korrelaatiot

Pearsonin korrelaatiokertoimen avulla testattiin penisilliinin ja kefuroksiimin, penisilliinin
ja keftriaksonin seka kefuroksiimin ja keftriaksonin kiekkoherkkyystulosten vélista korre-
laatiota. Liséksi testattiin penisilliinin ja kefuroksiimin MIC-arvojen vélista korrelaatiota.
Taulukossa 1 on esitetty antibioottien valiset korrelaatiokertoimet ja p-arvot. Tulokset
osoittavat, etta kaikkien tutkittavien kiekkoherkkyystulosten valilla on vahva positiivinen
riippuvuus. Myds penisilliinin ja kefuroksiimin MIC-arvojen valilla on vahva positiivinen

korrelaatio.
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Taulukko 1.  Antibioottien véliset korrelaatiokertoimet ja p-arvot.

Antibiootit Pearsonin korre- P-arvo

laatiokerroin

Penisilliini ja ke- 0,885 <0,001
furoksiimi (mm)

Penisilliini ja ke- | 0,726 <0,001
furoksiimi (MIC)

Penisilliini ja 0,884 <0,001
keftriaksoni

(mm)

Kefuroksiimi ja 0,956 <0,001

keftriaksoni

(mm)

Eri antibioottien vélisten korrelaatioiden liséksi testattiin penisilliinin kiekkoherkkyystulos-
ten ja MIC-arvojen valistd korrelaatiota seka kefuroksiimin kiekkoherkkyystulosten ja
MIC-arvojen valista korrelaatiota. Penisilliinin kiekkoherkkyyden ja MIC-arvojen valilla on
vahva negatiivinen korrelaatio, silla korrelaatiokerroin (r) on -0,713 ja p-arvo <0,001. Ke-
furoksiimin kiekkoherkkyyden ja MIC-arvojen valilla on kohtalainen negatiivinen korre-

laatio, silla korrelaatiokerroin on -0,616 ja p-arvo on <0,001.

8 Pohdinta

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittaa korreloiko kefuroksiimin antibioottiherk-
kyystulokset kiekkoherkkyysmenetelmélla suhteessa penisilliiniin, seké& voiko jo ole-
massa olevien EUCASTIin méaarittdmien penisilliinia koskevien rajojen perusteella vas-
tata myds kefuroksiimin ja keftriaksonin herkkyystulkinnat Aerococcus urinaen kohdalla.
Tutkimustuloksien perusteella pystyttiin osoittamaan kiekkoherkkyystulosten vahva po-
sitiivinen korrelaatio penisilliinin ja kefuroksiimin, seka penisilliinin ja keftriaksonin vélille
Pearsonin korrelaatiokertoimen avulla. Myds MIC-arvoissa penisilliinin ja kefuroksiimin
valilla havaittiin vahva korrelaatio, joskin tutkimuksessa kaytetty grandienttidiffuusio-
menetelm& ei ole EUCASTIn standardin mukainen herkkyysmaaritysmenetelmé. Peni-
silliinin kiekkoherkkyys- ja MIC-arvoja vertailtaessa havaittiin vahva negatiivinen korre-
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laatio, eli kiekkoherkkyystuloksen kasvaessa MIC-arvo laskee ja millimetrituloksen las-
kiessa MIC-arvo nousee. Kefuroksiimin kiekkoherkkyystulosten ja MIC-arvojen kohdalla
havaittiin kohtalainen negatiivinen korrelaatio. Johtopaatoksena voidaan todeta, ettéa Ae-
rococcus urinae -bakteerin penisilliinin ja kefuroksiimin antibioottiherkkyystulosten valilla
on vahva positiivinen korrelaatio kiekkodiffuusiomenetelmaa kaytettdessa. Tulosten pe-
rusteella voidaan myds ehdottaa, ettd A. urinaen kefuroksiimin ja keftriaksonin herkkyys-
tulokset voidaan vastata penisilliinin jo olemassa olevien herkkyysrajojen perusteella,

jotka EUCAST on méaarittéanyt kyseiselle bakteerille.

Aerococcus urinae -bakteerista ja sen herkkyysmaarityksista on vahan Kliinisista tutki-
muksista saatua tietoa harvinaisen esiintyvyyden ja mahdollisesti myds virheellisen tun-
nistuksen takia (Humphries — Hindler 2014: 2177-2179). Se on osaltaan vaikeuttanut
kliinisten laboratorioiden ja kliinikoiden ty6ta (Carkaci ym. 2017: 161). Opinnaytetyon ta-
voitteena oli tuottaa liséé arvokasta tietoa A. urinaen antibioottinerkkyyksista, seka tuoda
lisatietoa bakteerin aiheuttamien infektioiden hoitoon kaytanndssa. Massaspektromet-
rian lisdantynyt kayttd bakteerien tunnistuksessa ja vasta viime vuonna julkaistut EU-
CASTin standardit aerokokkien antibioottiherkkyysmaaritysten maarittdmiseen ovat luo-
neet pohjan Aerococcus urinaen antibioottiherkkyyden tutkimiselle luotettavasti ja vertai-
lukelpoisesti laajemmassa mittakaavassa. Kefuroksiimin ollessa Suomessa ensisijainen
kaytettava mikrobilaéke A. urinaen aiheuttamiin infektioihin tutkimuksessa tuotettu tieto
tuo arvokkaan lisén kliiniseen laboratoriotydhon EUCASTin maarittamien antibioottiherk-
kyysrajojen puuttuessa kefalosporiinien kohdalla. N&in ollen tutkimus on tarpeellinen,
seka ajankohtainen HUSLABINn bakteriologian osastolle. Toisaalta tutkimus osoitti, etta
kaikki otannan A. urinae -kannat olivat herkkia penisilliinille, joten mikrobilaékeresistens-
sin lisdantyessa globaalisti voisi olla jarkevaa kaventaa empiirisesti aloitettu suhteellisen
laajakirjoinen kefuroksiimi bakteremisen A. urinae -infektion varmistuttua G-penisillii-
niksi. Talloin infektiota hoidettaisiin mahdollisimman kapeakirjoisella, mutta kuitenkin te-

hoavalla antibiootilla.

Antibioottiherkkyysméaaritystd tehdessa bakteerisuspension ohjeenmukainen vahvuus
korostui, kun kasittelyssa oli vaativa ja heikosti kasvava bakteeri. Niukkakasvuisuus joi-
denkin kantojen kohdalla tuotti ongelmia, silla bakteerisuspensiosta oli hankala saada
0,5 McFarlandin vahvuista. Rinnakkaismaljojen kayttd tuki lukua niukkakasvuisimpien
kantojen kohdalla. Tarpeettoman lisdkasvatuksen taas havaittiin osalla kannoista vain
hankaloittavan lukemista tai mahdollisesti suurentavan estorenkaan halkaisijaa antibioo-

tin imeytyessa maljalla laajemmalle alueelle. Eréaéat niukkakasvuisimmista kannoista
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saattoivat myos autolysoitua lisdinkubaation aikana. Nain ollen tutkimuksen pohjalta eh-
dotetaan, etta lisdainkubaatioaikaa kaytettaessa herkkyysmaljat luetaan alustavasti jo en-
simmaisen 18 + 2 tunnin inkubaation jélkeen, jos lisdkasvatuksessa ilmenee ongelmia,
kuten autolysoitumista. Herkkyysmaarityksissa vastaan tuli kaksi kantaa, jotka kasvoivat
hyvin herkkyyksissa peramaljana kaytetylla verimaljalla, mutta itse herkkyysmaljalla bak-
teeripesakkeitd ei ollut lisdinkubaationkaan jalkeen. Herkkyysmadritysta uusittaessa
herkkyysmaljana kaytettiin ndiden kahden kannan kohdalla MH-F:n lisdksi suklaamaljaa,
jossa bakteeri kasvoi yhta hyvin kuin verimaljalla. Vaihtoehtoisesti olisi voinut myds ko-
keilla verimaljaa herkkyysmaljana. Kaytannon tyon osalta ehdotetaan suklaamaljan kayt-
t6& Muller-Hinton Fastidious-maljan rinnalla, jos MH-F:ll& ei ole kasvua ensimmaéisen in-
kubaatioajan jalkeen. Kaytannon tyon toiminnan kehittamiseksi ehdotetaan my6s muu-
rahaishapon kayttod MALDI-TOFissa matriisi-liuoksen liséné epailtdessa tunnistettavan
bakteerin olevan aerokokki ja pesdkkeen ollessa niukka tai MALDI-levylle huonosti levit-
tyva. Tutkimuksessa sen havaittiin parantavan tunnistusta huomattavasti, ja nain ollen
voidaan mahdollisesti sdastda aikaa ja nopeuttaa diagnoosin tekoa vahentéaen uusinta-
kertoja MALDI-TOFilla.

Jatkokehittamisen kannalta ehdotetaan, ettd tutkimuksessa saatuja MIC-arvoja verra-
taan samoista kannoista liemilaimennosmenetelmalla maaritettyihin MIC-arvoihin sa-
mansuuntaisuuden selvittamiseksi. MIC-arvojen luotettavuuden arvioimiseksi ehdote-
taan A. urinaen antibioottiherkkyyden maarittdmista rinnakkain liemilaimennosmenetel-
malla ja gradienttidiffuusiomenetelmalld, jotta voidaan selvittda gradienttidiffuusiomene-

telman sopivuus A. urinaen herkkyysmaarityksissa.

Tassa tutkimuksessa keftriaksonille saatiin vain kiekkoherkkyystulokset MIC-liuskojen
toimituksen héairion takia. Kefalosporiineista kefotaksiimin ja keftriaksonin kohdalla on
havaittu aikaisemmissa tutkimuksissa korkeita MIC-arvoja CLSI:n streptokokkien herk-
kyysrajoihin verrattaessa, mutta kannat ovat olleet kuitenkin herkkia (Rasmussen 2016:
25). Tulevaisuudessa tulisi siis tutkia viela A. urinaen antibioottiherkkyytta keftriaksonille
liemilaimennos- ja gradienttidiffuusiomenetelmalla ja verrata tuloksia tassa tutkimuk-
sessa saatuihin penisilliinin ja kefuroksiimin MIC-arvoihin. Samalla keftriaksonin MIC-
arvojen avulla saataisiin liséa tietoa siitd, voiko jo olemassa olevien EUCASTin maarit-
tamien penisilliinia koskevien rajojen perusteella vastata myos keftriaksonin MIC-arvojen

herkkyydet Aerococcus urinaelle.

Yhden virtsasta l6ytyneen bakteerikannan herkkyystulokset olivat korkeampia kefa-

losporiinien MIC-arvoiltaan, sekd pienempia antibioottikiekon halkaisijaltaan verrattuna
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muiden bakteerikantojen tuloksiin. Kuitenkin kyseinen bakteerikanta oli herkké penisillii-
nille verrattaessa Aerococcus urinaelle maaritettyihin penisilliinin herkkyystulkintarajoi-
hin. Viela ei ole tiedossa onko A. urinaella olemassa jonkinlaisia resistenssimekanis-
meja, joten tiedon lisaamiseksi ehdotetaan, etta kyseista bakteerikantaa tutkitaan viela

lisda eri menetelmillda sen poikkeavan herkkyyden takia.

Ongelmaksi herkkyysmaljojen luvussa mainittakoon kokemattomien lukijoiden kaytto.
Niukkakasvuisen bakteerin kohdalla naytemaarasta jouduttiin karsimaan kantoja kaytan-
nén kannalta liilan suurien lukuerojen vuoksi ja tulokset analysoitiin kahden lukijan tulos-
ten pohjalta alkuperdisen kolmen lukijan sijaan. Tutkimuksen heikkouksiin lukeutuivat
myds vain suomalaisten bakteerikantojen kayttd, MIC-arvojen puuttuminen keftriaksonin
kohdalla, seka kaytetyissa menetelmissa liemilaimennosmenetelman puute. Liséksi bak-
teerikannat oli keratty HUSLABIn toiminta-alueelta, joka kattaa vain etelaisimmat osat
maasta Hangosta Loviisaan pohjoisimman paikkakunnan ollessa Hyvink&aé. Luotetta-
vuutta olisi voinut lisétd, jos samoja kantoja olisi tutkittu myds muissa Suomen laborato-
rioissa. Suomessa ja Tanskassa kaytetaan kefuroksiimia A. urinaen aiheuttamien infek-
tioiden hoitoon. Kefuroksiimin antibioottiherkkyyttd Aerococcus urinaelle ei ole aikaisem-

min tutkittu, joten verrattavissa olevia tutkimuksia aiheesta ei ollut.

9 Sopimukset, luvat ja eettisyys

Opinnaytety6ta varten Metropolian ja HUSLABIn bakteriologian osaston vélille tehtiin so-
pimus opintoihin liittyvasta projektista ennen toteutusosion alkua. HUSLABIIn toimitettiin
myds opinnaytetydn tutkimuslupahakemus, joka hyvaksyttiin marraskuussa 2017. Li-
saksi henkilokohtaiset vaitiolo- ja salassapitolomakkeet allekirjoitettiin ennen tutkimuk-

sen aloitusta.

Tutkimus toteutettiin noudattaen bioanalyytikoiden eettisia ohjeita kliinisen laboratorio-
tyon osalta, jotka pohjautuvat EN ISO 15189:2013 -standardiin, lakiin terveydenhuollon
ammattihenkildistd 559/1994, seké lakiin kansanterveyslain muuttamisesta 928/2005.
Opinnaytetydssa noudatettiin hyvaksyttyja toimintatapoja taaten tutkimusten hyva laatu
ja luotettavuus koko prosessin ajan. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017.) Opinnaytetyo
suoritettiin myods hyvan tieteellisen kaytannon edellyttamalla tavalla pyrkien rehellisyy-

teen ja lapindkyvyyteen toimien huolellisesti ja tarkasti 1&pi prosessin niin laboratorio-
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toissa, kuin kirjallisissa osioissa. Aikaisempien tutkimusten ja tiedonléhteiden tyot ja saa-
vutukset huomioitiin huolellisilla lahdemerkinngilla ja tydhon vaadittavat luvat hankittiin

ennen tutkimuksen aloitusta. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2017.)

Tutkimuksessa kaytetyt A. urinae -bakteerikannat tulivat HUSLABIn bakteriologian osas-
ton arkistoista ja eettisyyden takaamiseksi ne eivat sisaltédneet henkilttietoja. Naytteet
etsittiin taltiointinumeroiden perusteella ja nimettiin tyota varten juoksevin numeroin.
Taustatietoina naytteista olivat pakastuksen yhteydessa taulukoidut ikd ja sukupuoli,

seka oliko kyseessa veri- vai virtsakanta.

10 Luotettavuus

Tutkimuksen toteutusvaihe suoritettiin HUSLABIn bakteriologian osastolla, joka on ak-
kreditoitu testauslaboratorio ja noudattaa toiminnassaan standardien SFS-EN SO
15189 ja SFS-EN ISO/IEC 17025 mukaista toimintajarjestelmaa (HUSLAB n.d.). Akkre-
ditointi eli laboratorion patevyyden toteaminen suoritetaan FINASin (Finnish Accredita-
tion Service) toimesta. Akkreditointi perustuu kansainvalisiin kriteereihin ja sen vaatimuk-
sena on, etta laboratorio tayttad standardissa kuvatut vaatimukset. (FINAS 2016.) Tutki-
muksessa tehtyihin antibioottiherkkyysmaarityksiin kaytettiin laboratorion omia elatus-
maljoja, antibiootteja seka tyovalineita, joiden kayttokelpoisuudesta huolehdittiin labora-

torion kaytantdjen mukaisesti.

Luotettavien tulosten saamiseksi antibioottiherkkyysmaaritykset tehtiin noudattaen EU-
CASTIin standardia. Herkkyysmaaritysten teko rinnakkaisina naytteina ja peramaljojen
kaytto, seka herkkyystulosten tulkitseminen lopulta kahden eri lukijan toimesta lisasivat
osaltaan tutkimuksen luotettavuutta. EUCAST on maatritellyt MIC-herkkyystulkintarajat
kayttamalla liemilaimennosmenetelmaa, joten gradienttidiffuusiomenetelma ei ole EU-
CASTin suosittelema herkkyysméaaritysmenetelma. Bakteriologian osastolla liemi-
laimennosmenetelmé& ei ole kaytdssa grampositiivisten kokkibakteerien testauksessa,
eika sita haluttu ottaa kaytt6on ensimmaista kertaa A. urinaen kaltaisen haastavan bak-
teerin tutkimiseen. Taman vuoksi toiseksi herkkyysmaéaaritysmenetelméaksi kiekkodif-
fuusiomenetelman rinnalle valittiin gradienttidiffuusiomenetelma. Tuloksia tarkastellessa
kiekkoherkkyystuloksia pidettiin kuitenkin luotettavampina ja gradienttidiffuusiomenetel-

man tuloksia ennemminkin suuntaa-antavina.
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Jotta tutkittavat kannat saatiin kasiteltya ja tulkittua sujuvasti seka standardin mukaisissa
aikarajoissa, seka virtsa- etta verikantojen viljely ja tulosten tulkinta jaettiin kahteen
osaan. Nain tytt saatiin jaettua tasaisesti koko kolmen viikon kaytannon toteutuksen jak-
solle. Saadut tulokset sekd mahdolliset erityishuomiot kirjattiin aina valittmasti ylos

my6hemmin tapahtuvan tulosten analysoinnin helpottamiseksi.
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