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Tama opinnaytetyd toteutettiin yhteistydssa Helsingin yliopiston elainlaéketieteellisen
tiedekunnan kliinisen hevos- ja pieneldinlaaketieteen osaston kliinisen mikrobiologian
laboratorio YESLAB:n kanssa. Opinnaytetyon tarkoitus oli vertailla neljan eri valmista-
jan selektiivisia MRSA-agarmaljoja ja niiden soveltuvuutta koirien MRSP-seulontatutki-
muksiin. Vertailututkimuksen tavoite oli Ioytaa YESLAB:n kaytt66n uusi selektiivinen
MRSA-malja, joka soveltuisi kaytossa ollutta maljaa paremmin MRSP:n tunnistukseen
seulontanaytteistd. YESLAB:n kayttaman kromogeenisen Bio-Rad MRSA Select™ Il -
maljan rinnalla tutkittiin Oxoid Briliance™ MRSA 2 Agar-, Tammer BioLab Chrom Agar
MRSA- ja BD BBL™ CHROMagar™ MRSA Il -maljojen soveltuvuutta MRSP:n tunnis-
tukseen. Kayttéon valittava MRSA-malja oli myds validoitava koirien MRSP:n tunnis-
tukseen.

Vertailututkimus koostui osioista A ja B, joista B piti sisallaan alaosiot B1, B2 ja B3. A-
osassa kaytettiin mikrobikoostumukseltaan tuntemattomia koirien MRSA-MRSP-seu-
lontanaytteitd ja B-osioissa tunnettuja bakteerilajeja ja -kantoja. Maljoille laskettiin
herkkyys (sensitivity), spesifisyys (specificity) ja havaitsemisrajat (limit of detection).
Kussakin vaiheessa arvioitiin myds maljojen yleisid ominaisuuksia ja MRSP:n seka ei-
merkitsevien bakteerilajien kasvua maljoilla. MRSP:n tuli erottua valittavalta maljalta
aiempaa selkedmmin ja nopeammin seka vahentaa seulontanaytteiden jatkotutkimus-
ten tarvetta ja nain nopeuttaa tulosten valmistumista.

Vertailun tuloksena Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar -malja todettiin parhaaksi maljaksi
koirien MRSP-seulontaan. Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar -malja todettiin herkim-
maksi, spesifisimmaksi, nopeimmaksi ja selkeimmaksi kaikista neljasta maljasta.
Toiseksi parhaiten MRSP-seulontatutkimukseen soveltui Bio-Rad MRSA Select™ IlI.
Tammer BioLab Chrom Agar MRSA- ja BD BBL™ CHROMagar™ MRSA Il -maljojen
ei katsottu soveltuvan MRSP-tutkimuksiin. Tutkimukseen siséltyi useita epavarmuuste-
kijoita, jotka pyrittin huomioimaan maljan valinnassa. Maljan valintaan vaikuttivat nu-
meeristen tulosten lisdksi myods kayttajakokemukset. YESLAB otti Oxoid Brilliance™
MRSA 2 Agar -maljan kayttoon syksylla 2021.
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This thesis was conducted in collaboration with University of Helsinki’s Faculty of Vet-
erinary Medicine’s laboratory of clinical microbiology (YESLAB). The purpose of this
study was to compare four selective MRSA media from different manufacturers and
evaluate their suitability for screening canine MRSP. The aim of this study was to find
a new selective MRSA medium for YESLAB to use for detection and isolation of MRSP
from canine samples. YESLAB used chromogenic MRSA medium (Bio-Rad MRSA Se-
lect™ 1) for screening MRSP. Alongside of Bio-Rad MRSA Select™ II, three other me-
dia (Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar, Tammer BioLab Chrom Agar MRSA and BD
BBL™ CHROMagar™ MRSA Il) and their abilities to detect MRSP were evaluated.
Also, the selected medium had to be validated for screening canine MRSP.

As for methods, the study consisted of two parts, A and B, of which B consisted of sub-
sections B1, B2 and B3. For part A MRSP samples that had an unknown microbial
composition were used and known bacterial species and strains for part B. Sensitivity,
specificity and limit of detection were determined for each medium. Overall features of
the media and growth properties of MRSP and the non-significant species were evalu-
ated throughout parts A and B. MRSP should grow faster and more distinguishable on
the medium selected compared to Bio-Rad MRSA Select™ Il. Use of the new MRSA
medium should also minimize overall analysis time and additional procedures of the
diagnostic process.

As a result of the comparison, Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar is recommended for
'YESLAB for screening canine MRSP. Of all four media, Oxoid Brilliance™ MRSA 2
Agar was found to be the most sensitive and specific, but also the fastest and most ex-
plicit. Bio-Rad MRSA Select™ Il was the second best suitable for screening MRSP.
Tammer BioLab Chrom Agar MRSA and BD BBL™ CHROMagar™ MRSA Il were
seen unfit for screening MRSP. The study contained numerous factors of uncertainty
which have been considered as possible. It was not only the numeric results that were
considered in the selection of the medium, but also user experience. Since Autumn
2021 YESLAB has used Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar for screening canine MRSP.
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Keywords comparative study, selective, chromogenic, antimicrobial susceptibility




Siséallys

1 Johdanto

2 Stafylokokit ja stafylokokkien mikrobiladkeresistenssi

2.1
2.2
2.3

Staphylococcus aureus

Staphylococcus pseudintermedius

Mikrobilddkeresistenssi

2.3.1 Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus

2.3.2 Metisilliiniresistentti Staphylococcus pseudintermedius

3 Bakteerin Iajin ja antibioottiresistenssin tunnistus

3.1
3.2

3.3
3.4

Bakteeriviljely

Lajintunnistus

3.2.1 Morfologia

3.2.2 MALDI-TOF

Herkkyysmaaritys ja herkkyysmaéaritystulosten tulkinta
Koirien MRSA- ja MRSP-seulonnat

3.4.1 Normaali mikrobisto MRSP-naytteissa

3.4.2 Koirien MRSP-seulontatutkimukset YESLAB:ssa

4  Validointitutkimus

4.1
4.2

Validointiparametrit mikrobiologian alalla
Validointiprosessi

5 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoite

6 Opinnaytetydn menetelméat

6.1
6.2

6.3

Tutkimuksessa kaytetyt MRSA-maljat

Maljojen vertailu seulontanaytteilla

6.2.1 Naytteet

6.2.2 Toteutus

6.2.3 Tulosten analysointi ja maljan valinnan kriteerit
Maljojen vertailu tunnetuilla bakteerikannoilla

6.3.1 Naytteet

6.3.2 Toteutus

6.3.3 Tulosten analysointi ja maljan valinnan kriteerit

7  Tulokset

11
11
13
14
14

16

16
18

19

19

21
24
25
25
27
28
29
31
35

36



7.1

7.2

Seulontanaytevertailu

7.1.1 Seulontanaytteet BRMS-malja

7.1.2 Seulontanaytteet OXMA-maljalla

7.1.3 Seulontanaytteet TACM-maljalla

7.1.4 Seulontanaytteet BDCM-maljalla

Vertailu tunnetuilla bakteerikannoilla

7.2.1 Tunnettujen kantojen kasvuominaisuudet

7.2.2 Pienten MRSA- ja MRSP-bakteerimaarien kasvuominaisuudet
7.2.3 Simuloidut seulontanaytteet

8 Pohdinta

8.1

8.2
8.3
8.4
8.5
8.6

Lahteet

Liitteet

Tulosten tarkastelu

8.1.1 Vertailu seulontanaytteilla

8.1.2 Vertailu tunnetuilla bakteerikannoilla
Luotettavuus

Eettisyys

Johtopaatokset

Kehittamisehdotukset

Ammatillinen kasvu

Liite 1 Taulukko tunnettujen bakteerikantojen kasvuominaisuuksista

Liite 2 Taulukko rikastamattomien laimennosten kasvuominaisuuksista

Liite 3 Taulukko rikastettujen laimennosten kasvuominaisuuksista

Liite 4 Taulukko MRSA- ja MRSP-laimennosten kasvumaarista

36
37
39
40
41
42
42
44
48

51

51
51
53
55
58
59
62
64

65



Sanasto

Agarmalja — agarilla kiinteytetty petrimal-
jassa oleva elatusaine, kts. viljelymalja

Antibiootti — bakteeri-infektioihin spesifi-
nen mikrobilaéke

Bakteeri-isolaatti — naytteesta eristetty
bakteerilaji tai -kanta

Bakteerikanta — bakteerilajin alatyyppi tai
geneettinen variantti

Bakteeriplasmidi — bakteerin solulimassa
sijaitseva rengasmainen DNA-molekyyli

DNA - kaksijuosteinen deoksiribonukleiini-
happomolekyyli (deoksyribo nucleid acid),
joka sisaltaa elion geneettisen materiaalin

Hemolyysi — punasolujen hajoaminen

Herkkyysmaaritys — kliinisen mikrobiolo-
gian menetelma, jossa tutkitaan bakteeri-
isolaatin herkkyytta valituille mikrobilaakeai-
neille

Heterogeeninen — koostumukseltaan epa-
yhtendinen

Infektio — tartunta tai patogeenisen mikro-
bin aiheuttama sairaus

Inkubaatio (mikrobiol.) — kasvatuksen tai
reaktion tapahtumista hallituissa olosuh-
teissa

Kromogeeninen — véarid muodostava
Kvalitatiivinen — laadullinen
Kvantitatiivinen — maarallinen

McFarland-standardi — bakteerisuspension
maadritetty turbiditeetti

Mikrobildake — mikrobien aiheuttamiin in-
fektioihin spesifinen laéke

MRSA — metisilliiniresistentti Staphylococ-
cus aureus

MRSP — metisilliiniresistentti Staphylococ-
cus pseudintermedius

MSSA — metisilliinille herkk& Staphylococ-
cus aureus

MSSP — metisilliinille herkk&é Staphylococ-
cus pseudintermedius

Opportunistinen bakteeri — Bakteeri, joka
ei ole terveessé isdnnassa taudinaiheuttaja,
mutta tietyissa olosuhteissa pystyy aiheut-
tamaan infektioita

Patogeeni — taudinaiheuttajamikrobi

PCR - polymeraasiketjureaktio (Polyme-
rase Chain Reaction), jolla voidaan monis-
taa eksponentiaalisesti yksittdinen geeni tai
haluttu DNA-alue

Penisilliinijjohdannainen — laakeaine, joka
on johdettu penisilliinistd, esim. oksasilliini,
metisilliini ja amoksisilliini

Pintaproteiini (bakteerin) — bakteerin ulko-

pinnan proteiini, jolla bakteeri kiinnittyy
iséantasoluun

PMY — pesakkeen muodostava yksikkd, li-
saantymiskykyinen bakteerisolu

Selektiivinen — valikoiva, erottelukykyinen

Spesifinen — tiettyyn asiaan toimiva tai eri-
koistunut

Turbiditeetti — sameus, tiheys

Validointi — menetelméan soveltuvuuden
varmistaminen kayttotarkoitukseensa

Viljelymalja — bakteeriviljelyastia, jossa on
bakteerin kasvatukselle optimaalista elatus-
ainetta

Virulenssi — mikrobin taudinaiheuttamis-
kyky

Vaéara negatiivinen tulos — testitulos,
jonka mukaan tutkittavalla yksil6lla ei ole
tutkittua sairautta, jota yksilo todellisuu-
dessa sairastaa. Vaara negatiivinen testitu-
los voi johtaa vaaraan negatiiviseen diag-
noosiin

Zoonoosi — tartuntatauti, joka voi tarttua
elaimista ihmisiin ja toisin pain



1 Johdanto

Bakteereja on kaikkialla ymparillamme ja jotkin bakteerit voivat aiheuttaa infektioita ih-
misille ja elaimille. Infektioita hoidetaan usein mikrobilaakkeilla, jotka haittaavat elimis-
tén normaalia mikrobistoa ja voivat kehittdé resistentteja bakteerikantoja. Stafylokok-
kien metisiilliniresistentti Staphylococcus aureus eli MRSA on merkittavimpia vastus-
tuskykyisia bakteereita. (Lumio 2020b.) Koirien Staphylococcus pseudintermedius on
monin tavoin S. aureuksen kaltainen (Maali ym. 2018, Van Duijkeren ym. 2011). S. au-
reus ja S. pseudintermedius seka niiden resistentit muodot MRSA ja MRSP ovat
zoonooseja, eli mikrobeja, jotka voivat tarttua elaimestd ihmiseen ja toisin pain (Ballan-
tine 2021: 50-55; Binsow ym. 2021).

Koira voi olla MRSA- tai MRSP-bakteerin oireeton kantaja, joka saattaa levittad moni-
resistentteja bakteereita. Samoin kuin MRSA voi aiheuttaa sairaalaepidemioita, on
MRSP elédinsairaaloiden ja -klinikoiden epidemiariski. (Ruiz-Ripa ym. 2021.) Koirien
MRSP-seulonnoissa etsitddn moniresistentteja bakteereita niitd kantavista koirista.
Seulonnat keskitetd&n yleensa riskiryhmiin, kuten kroonisia iho- ja korvainfektioita sai-
rastaviin tai vastikdan ulkomailta tuotuihin koiriin (Ballantine 2021: 50-55; Thomson &
Aaltonen 2019). Seulonnoilla pyritaan levidmisen ennakointiin ja ehkaisyyn seké torjun-
tatoimien arviointiin (Thomson & Aaltonen 2019). Mikrobilaékeresistenssin lisdantymi-
nen korostaa tarvetta leviamisen ennakoinnille (French 2009). Seura- ja lemmikkieldin-
ten antibioottiresistenssin valvonnasta ja raportoinnista Suomessa vastaa YESLAB

(Helsingin yliopisto b).

Tama opinnaytetyo toteutettiin yhteistydssa Helsingin yliopiston eldinlaaketieteellisen
tiedekunnan kliinisen hevos- ja pieneldinladketieteen osaston kliinisen mikrobiologian
laboratorio YESLAB:n kanssa. MRSP:n seulontaan ei ole kaupallisia elatusaineita, ja
MRSA-maljojen kaytté MRSP:n tunnistukseen voi synnyttaa vaaria negatiivisia tuloksia.
Opinnaytetyd on validointitutkimus, jossa vertaillaan kolmen eri valmistajan selektiivisia
MRSA-agarmaljoja ja verrataan niitd YESLAB:ssa kaytettyyn selektiiviseen MRSA-
agarmaljaan. Opinnaytetyoprosessin alkaessa YESLAB kaytti kromogeenista Bio-Rad
MRSA Select™ Il (BRMS) -maljaa, jolta MRSP erottuu huonosti. MRSA kasvaa BRMS-
maljalla tyypillisesti voimakkaan vaaleanpunaisena ja MRSP haalean vaaleanpunai-
sena. Taman maljan rinnalla tutkittiin Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar- (OXMA), Tam-
mer BioLab Chrom Agar MRSA- (TACM) ja BD BBL™ CHROMagar™ MRSA I

(BDCM) -maljojen soveltuvuutta MRSP:n tunnistukseen. Maljoja vertailtiin koirien



MRSA-MRSP-seulontanaytteilla ja tunnetuilla bakteerikannoilla. Vertailututkimuksen ta-
voitteena oli 16ytdd YESLAB:n kayttoon uusi selektiivinen MRSA-malja. Valittava malja
oli myos validoitava koirien MRSP-bakteerin tunnistukseen. Validoinnilla varmistettiin,
ettd valittava malja sopii kayttétarkoitukseensa, ja validointi sisaltyi vertailututkimuspro-
sessiin. MRSP:n tuli erottua valittavalta maljalta selkedmmin ja nopeammin seka va-
hentaa seulontanaytteiden jatkotutkimusten tarvetta ja nain nopeuttaa tulosten valmis-

tumista.

2 Stafylokokit ja stafylokokkien mikrobiladkeresistenssi

Stafylokokit ovat Staphylococcus -suvun kokkibakteereja, jotka muodostavat viinirypa-
lemaisiad ryhmia (Madigan & Bender & Buckley & Sattley & Stahl 2018). Valtaosa stafy-
lokokki-infektioista on lievia ja paranevat ilman antibioottihoitoa. Naita lievid infektioita
ovat mm. markanappylat, paiseet ja muut ihon infektiot. Vakavammin oireilevia stafylo-
kokki-infektioita hoidetaan useimmiten penisilliinin sukuisilla antibiooteilla eli beetalak-
taameilla, mutta tietyt stafylokokit, kuten MRSA, ovat kehittdneet vastustuskyvyn ndille
laakkeille. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos.) Stafylokokkien aiheuttamiin tauteihin ei
ole loytynyt toimivaa rokotetta, eika taudeista muodostuvien vasta-aineiden nahda suo-
jaavan infektioilta (Vuopio & Kuusela & Jarvinen 2020). Stafylokokit tuottavat biofilmia
isantdnsa kudoksissa, mutta myos elottomille pinnoille. Biofilmi suojaa bakteereja fyysi-
silté ja kemiallisilta torjuntakeinoilta ja edesauttaa niiden selviytymista. (Garbacz & Zar-

nowska & Piechowicz & Haras 2013.)

S. aureuksen ja S. pseudintermediuksen ohella stafylokokkeihin kuuluu koagulaasine-
gatiivisia stafylokokkeja (KNS), joista yleisin on Staphylococcus epidermidis. KNS-ryh-
man bakteerit ovat padosin opportunisteja, ja infektio vaatii usein syntyakseen altista-
van tekijan, kuten limakalvovaurion tai vierasesineen. Koagulaasinegatiivisista sairaa-
lainfektioita aiheuttavista stafylokokkilajeista yli puolet on nykyaan resistentteja metisil-
liinille, mutta myds monille muille antibiooteille. Niiden resistenssi perustuu S. aureksen
tavoin muuntuneeseen PBP2-pintaproteiiniin, joka on penisilliinid sitova proteiini (pe-

nicillin-binding protein). (Lyytikainen & Vuopio & Jarvinen 2020.)
2.1 Staphylococcus aureus
Staphylococcus on bakteerin suku ja aureus sen laji (Lumio 2020b). Staphylococcus

aureusta esiintyy ihmisten ja joidenkin elainlajien iholla ja ulosteissa seka nenéan ja

suun limakalvoilla. S. aureus voi elda hapellisissa ja hapettomissa olosuhteissa ja se



kestaa poikkeuksellisen kuivaa ymparistoa seka laaja-alaisesti erilaisia pH-olosuhteita
ja lampdtiloja. (Ruokavirasto b.) S. aureus on yksi merkittavimmista ihmisten hoitope-
raisia infektioita aiheuttavista patogeeneista. Monet sairaalaympériston S. aureus -kan-
nat ovat erityisen virulentteja, eli niiden taudinaiheuttamiskyky on korkea, ja resistent-
teja tavallisimmille antibiooteille. Useiden yksiléiden mikrobiomiin kuuluvia bakteereita

on kuitenkin hankalaa poistaa sairaanhoitoymparistdsta taysin. (Madigan ym. 2018.)

S. aureus levida kosketus- tai pisaratartuntana. Bakteerin soluseindsséa on peptidogly-
kaania ja teikkohappoa ja se tuottaa punasoluja hajottavia hemolysiineja. S. aureuksen
proteiini A (spa, staphylococcal protein A) sitoo immunoglobuliineja Fc-osasta eli vaarin
pain, jolloin spesifiset vasta-ainemolekyylit eivat paase tarttumaan kohteeseensa. Pro-
teiini A:ta voidaan hyddyntaa S. aureus -kantojen epidemiologisessa tunnistamisessa,
ns. spa-tyypityksessa, jossa sekvensoidaan proteiinia koodaava geeni. (Vuopio ym.
2020.) S. aureuksen pinnalla on useita adhesiineja, joilla bakteeri voi kiinnittya isan-
tdnsa kudosrakenteeseen. S. aureus myos tuottaa kudostuhoa aiheuttavia entsyymeja,
ja valttda isantansa puolustusmekanismeja mm. pintaproteiini A:n ja leukosyytteja tap-

pavien toksiinien avulla. (Rhen & Kuusela 2020.)

2.2 Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius on opportunistipatogeeni, joka aiheuttaa koirille in-
fektioita mm. iholla ja korvissa seka virtsa- ja hengitysteissa (Lynch & Helbig 2021;
Blinsow ym. 2021). S. pseudintermedius voi aiheuttaa myds bakteremiaa ja endokar-
diittia. Bakteeria esiintyy myos terveissa koirissa ja se voi tarttua ihmiseen sairaasta tai
terveesta koirasta. (Blinsow ym. 2021.) S. pseudintermediusta voi myds esiintya ihmi-
silla arvioitua enemmaén, koska sit saatetaan virheellisesti identifioida S. aureukseksi
(Skov ym. 2019). S. pseudintermedius on koirien normaalia mikrobistoa, ja sita esiintyy
eniten perineumissa, eli perdaukon ja sukuelinten vélilla sijaitsevassa ihossa, ja
toiseksi eniten sierainten ja suun limakalvoilla (Lynch & Helbig 2021). S. pseudinterme-
diuksen aiheuttamien infektioiden hoitoa vaikeuttaa bakteerin resistentin muodon esiin-

tyminen (Maali ym. 2018).

S. intermedius 16ytyi vuonna 1976 koagulaasipositiivisten stafylokokkien eldinbiotyy-
peista E ja F (Hajek 1976). S. intermediusta pidettiin padasiallisena koirien infektioiden
aiheuttajana, kunnes vuonna 2005 tunnistettiin uusi laji S. pseudintermedius. Nykyisin
molemmat lajit kuuluvat Staphylococcus delphinin ohella niin sanottuun S. intermedius
-ryhmaan. (Garbacz ym. 2013.) Tama kolmen stafylokokkilajin ryhmé tunnetaan SIG-
ryhména (S. intermedius group) (Van Duijkeren ym. 2011).



S. aureus ja SIG-ryhman bakteerilajit ovat molemmat koagulaasipositiivisia, gram-posi-
tiivisia ryhmékokkeja (Lainhart & Yarbrough & Burnham 2018). Koagulaasipositiiviset
lajit tuottavat koagulaasia, joka on verta hyydyttava entsyymi (Becker & Heilmann &
Peters 2014). S. aureuksen tavoin myoés S. pseudintermedius on hemolyyttinen, ja kas-
vaa usein kaksoishemolyyttisind pesékkeind, joiden sisempi keha on B-hemolyyttinen
ja ulompi a-hemolyyttinen (Savini ym. 2013) (kuva 1). S. pseudintermedius muistuttaa
monin ominaisuuksin S. aureusta erityisesti erilaisten virulenssitekijdidensa suhteen.
Molemmat tuottavat entsyymeja kuten koagulaasia ja proteaasia. S. pseudintermediuk-
sella on samalla tavalla kayttaytyvid pintaproteiineja kuin S. aureuksen proteiini A. Mo-
lemmat lajit voivat myds tuottaa toksiineja (Maali ym. 2018; Van Duijkeren ym. 2011.)
S. pseudintermedius voi tuottaa Luk-I —leukotoksiinia, joka muistuttaa S. aureuksen

tuottamaa Panton-Valentine-leukosidiinia (PVL) (Van Duijkeren ym. 2011).

Kuva 1. Kaksoishemolyyttinen MRSP puhdasviljelméssé veriagarmaljalla.

2.3 Mikrobiladkeresistenssi

Antibiootit ovat mikrobilaékkeiden alaluokka. Mikrobildékkeilla hoidetaan bakteerien li-
séksi virusten, sienten ja alkueldinten aiheuttamia infektioita, kun taas antibiootit toimi-
vat lahes poikkeuksetta pelkastaan bakteeri-infektioihin. Bakteerin tappavat antibiootit
ovat bakterisideja, kuten soluseindn hajottavat penisilliinit ja kefalosporiinit. Bakterios-

taatit, kuten doksisyklini, estavat bakteerien lisdantymisen esimerkiksi vaikuttamalla



bakteerin aineenvaihduntaan. (Lumio 2020a.) Penisilliinit, kefalosporiinit, monobaktaa-
mit ja karbapeneemit sek& aminopenisilliinit, kuten amoksisilliini, ovat beetalaktaamira-
kenteisia bakteeriladkkeita. (CLSI 2019.) Jotkin bakteerilajit ovat luonnostaan resistent-
teja erilaisille antibiooteille (Lumio 2020b). Resistentit bakteerit omaavat mutaation,
joka vahentaa niiden herkkyytta tietyille ladkeaineille, eli nostaa niiden MIC-arvoa. MIC-
arvolla (minimum inhibitory concentration) tarkoitetaan antibiootin sellaista minimipitoi-

suutta, joka estaa bakteerin kasvun 90 %:ssa tapauksista (kuva 2). (CLSI 2019.)
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Kuva 2. MRSP-bakteerin oksasilliini-MIC-maaritys Mueller-Hinton-maljalla. MIC-arvo on 0,50
mg/L.

Bakteerikantojen lisdantynyt antibioottiresistenssi on maailmanlaajuinen uhka. Antibi-
oottihoidot hairitsevat elimistén mikrobiomia ja hyodyllisten bakteerien tasapaino palau-
tuu hitaasti vasta hoitoa seuraavien kuukausien aikana. (Lumio 2020b.) Mikrobild&kkei-
den kaytto lisaa nain bakteerien resistenssia (Thomson & Aaltonen 2019; Zhou &
Wang & Lin 2012). Resistentit bakteerit eivat kuitenkaan aiheuta terveille elaimille in-

fektioita herkkia bakteerikantoja helpommin. (Thomson & Aaltonen 2019.)

2.3.1 Mietisilliiniresistentti Staphylococcus aureus

Metisilliiniresistenteilla S. aureus -kannoilla on genominsa patogeenisuussaarekkeissa
geenikasetti SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec). MecA- ja mecC -
geenit koodaavat penisilliinia sitovaa proteiinia bakteerin soluseinaan, tehden bakteerin

resistentiksi. (Vuopio ym. 2020.) Metisilliinille herkalta MSSA:Ita (methicillin susceptible



Staphylococcus aureus) puuttuu mecA -geeni (Quach & Sakoulas & Nizet & Pogliano &
Pogliano 2016). BORSA-kannoilta (borderline oxacillin-resistant S. aureus) puuttuu
mec-geenin koodaama PBP2-proteiini ja niiden herkkyys beetalaktaamiantibiooteille
vaihtelee, mink& vuoksi BORSA-kantoja ei aina eroteta MRSA-kannoista herkkyysmaéa-

rityksen perusteella (Hryniewicz & Garbacz 2017).

Antibioottien liiallinen ja kritiikiton kayttd ovat aiheuttaneet vastustuskykyisten baktee-
rien yleistymisen seké ihmisilla etta elaimilla (Zhou ym. 2012). MRSA aiheuttaa monen-
laisia infektioita ihmisille, mutta sita todetaan seuraeléaimilla suhteellisen vdhéan (Penna
ym. 2021). Seuraelaimilla todetaan paaosin inmisilla esiintyvia MRSA-tyyppeja.
MRSA:ta esiintyy enemman hevosilla, sioilla ja naudoilla, kuin koirilla tai kissoilla. (Ruo-
kavirasto a.) Koirista eristettyjen S. aureus -kantojen resistenssi on kuitenkin kasvavaa,

ja MRSA:ta todetaan nykyaan koirilla yhda useammin (Penna ym. 2021).

MRSA-bakteerit ovat resistentteja stafylokokkipenisilliineille eli metisilliinille, kloksasillii-
nille ja dikloksasilliinille, mutta my0ds kefalosporiineille ja karbapeneemeille. MRSA-in-
fektioita voidaan hoitaa mm. keftaroliinilla. (Vuopio ym. 2020.) Suomessa eldinten laa-
kintda on kuitenkin rajoitettu, eiké useitakaan mikrobildédkeaineita saa kayttaa elaimille.
Karbapeneemien, moksifloksasiinin ja useiden kefalosporiinien, muiden muassa, tulee
olla nimenomaan elainlaakintdan hyvaksyttyja. Kyseisten ladkevalmisteiden kaytto elai-
mill& on kielletty, jos valmiste on tarkoitettu ainoastaan ihmisten kaytt6én. (Valtioneu-

voston asetus erdiden ladkeaineiden kayton kieltdimisesta elaimille 1054/2014 § 11.)

2.3.2 Mietisilliiniresistentti Staphylococcus pseudintermedius

Metisilliinille resistentti Staphylococcus pseudintermedius on muuntunut, vastustysky-
kyinen S. pseudintermedius (Van Duijkeren ym. 2011). S. pseudintermedius -kantojen
resistenssi on kasvavaa (Bemis & Jones & Frank & Kania 2009; Lynch & Helbig 2021).
Jopa 4,5 % terveista koirista voi kantaa MRSP:td osana normaalia mikrobistoaan. Sai-
raista koirista eristetyista S. pseudintermedius -kannoista jopa 63 prosentin on todettu
olevan metisiliiniresistentteja. (Lynch & Helbig 2021.) MRSP on resistentti beetalaktaa-
miryhman antibiooteille, mutta usein myés muille mikrobiladkeaineryhmille. MRSP-in-
fektioiden hoitoa rajoittaa myds tiettyjen ladkeaineiden kayttokielto elaimilla. Mikrobi-
ladkkeilla ei ole todettua hyotyd MRSP-kolonisaatioon, ja mikrobilaakkeiden kaytto oi-
reettomilla kantajilla kasvattaa resistenssin lisdantymisen mahdollisuutta (Van Duijke-
ren ym. 2011).



MRSP:lle altistavia tekijéita ovat mm. toistuvat iho-, korva- tai virtsatieinfektiot, hoitoon
liittyvét infektiot ja runsas mikrobild&kkeiden kulutus (Ballantine 2021: 50-55; Thomson
& Aaltonen 2019). MRSP voi tarttua koirien valilla suorassa kontaktissa tai epasuorasti
ympariston valityksella (Lynch & Helbig 2021). Kotieldimen MRSP-kantajuus ei p&a-
saantoisesti vaadi erityistoimia kotioloissa, mutta elainlaakariasemilla asioitaessa kan-
tajuudesta tulee ilmoittaa jo ennen klinikkakayntia. llmoituskaytannélla suojataan muita
elainpotilaita, varsinkin perussairauksia omaavia ja infektioille alttiita. (Evidensia.)
MRSA-bakteerit voivat sailya sisatiloissa kuivilla pinnoilla useita viikkoja ja MRSP
useita pdivid. Resistenssisté tiedettaessa elaimen hoitoa voidaan myos suunnitella etu-

kateen esimerkiksi eristystiloissa toteutettavaksi. (Thomson & Aaltonen 2019.)

Helsingin yliopisto on 2010-luvulla tutkinut S. pseudintermediuksen mikrobilaakeresis-
tenssia ja sen resistenttien kantojen esiintyvyytta Suomessa. Vuonna 2017 julkaistussa
tutkimuksessa eldimesta eristetyn S. pseudintermediuksen huomattiin olevan todennéa-
kdisemmin MRSP, jos elain oli naytteenottohetkella antibioottikuurilla tai jos el&in oli
uros. Seulonnoissa MRSP:n |6ytymisen todennékdisyytta liséasi elaimen naytteenotto-
ajankohtana kayttamat useat mikrobilaakkeet. (Gronthal & Eklund & Thomson & Piipa-
rinen & Rantala 2017.)

3 Bakteerin lajin ja antibioottiresistenssin tunnistus

Elaimen naytteesta voidaan tunnistaa patogeeneja erilaisin mikrobiologisin, immunolo-
gisin ja molekyylibiologisin menetelmin (Madigan ym. 2018). Seulonnalla ei kuitenkaan
etsitd infektion aiheuttajia, vaan pyritdan tunnistamaan elaimia, joiden kautta patogee-

nit paasevat leviaméaan (Ballantine 2021: 50-55).

3.1 Bakteeriviljely

Viljely on tyypillinen mikrobiologian laboratorioissa tehtava mikrobinkasvatusmene-
telm& (Madigan ym. 2018). Bakteerit muodostavat kiintealla elatusaineella kasvaes-
saan pesakkeita, joista jokainen koostuu useista miljoonista bakteeriyksildista (Skurnik
& Vuopio 2020). Elatusaineiden kiinteytykseen kaytetdan yleensa agaria, punalevasta
eristettavaa hyyteldimisainetta. Kiintealla elatusaineella kasvavien bakteerien klooneja
pystytaan eristamaan jatkotutkimuksia varten. (Bonnet & Lagier & Raoult & Khelaifia
2020.)



Hajotusviljelysséa naytetta hajotetaan viljelymaljalla aina pienemmiksi pitoisuuksiksi,
kunnes naytteen mikrobeille jaa riittavan valjasti tilaa kasvaa. Agarilla kasvavista pe-
sakkeistad voi tehda jatkotutkimuksia, jos yksittdispesékkeet kasvavat riittdvan erillaan
toisistaan. Tarvittaessa yksittdinen peséke voidaan viljella uudelleen toiselle maljalle
puhdasviljelmana. (Carlson & Koskela 2011.) Puhdasviljelmasséa on nain vain yhtéa bak-
teerilajia. Useimmat jatkotutkimukset vaativat puhdasviljelman, koska sekakasvuisilla

maljoilla voi kasvaa eri bakteerilajeja paallekkain. (Sandle 2015.)

Elatusaineessa on oltava bakteerin kasvuun vaadittuja ravinteita. Yleiselatusaineissa
kaytetaan yleensa lampaan tai hevosen verta tarjpamaan ravintoa ja suojaamaan bak-
teereita happiradikaaleilta. (Bonnet & Lagier & Raoult & Khelaifia 2020.) Selektiivisen
eli valikoivan elatusaineen siséltamat yhdisteet hillitsevét tiettyjen mikrobien kasvua, ja
tukevat toisten mikrobien kasvua. Erottelevilla elatusaineilla pystytaan tekemaan alus-
tavaa tunnistusta visuaalisesti. Elatusaine voi olla seké selektiivinen etta erotteleva.
MRSA:n tunnistukseen, esimerkiksi, kéytetddn usein kromogeenista elatusainetta,
jonka sisaltdméa kromogeeninen substraatti saa MRSA-pesdkkeet nakymaéan tunnistet-
tavan varisina. (Madigan ym. 2018.) MRSP:n tunnistukseen tarkoitettuja kaupallisia
menetelmia ei toistaiseksi ole saatavilla (Van Duijkeren ym. 2011). Elatusaineelle viljel-
tava nayte voi olla esimerkiksi ulostetta, virtsaa, kudosta tai markaa (Madigan ym.
2018). Nayte viljelldaan, ja jos viljelméassa todetaan mahdollisesti merkitseva patogeeni,
tehdaan yleensa jatkotutkimuksena herkkyysmaaritys. Patogeenin merkitsevyyteen vai-
kuttavat mm. eldimen terveyshistoria, laji, ika ja naytteenottokohta seka I6ydetyn bak-
teerin laji ja maara. (CLSI 2019.)

Selektiivisten MRSA-maljojen soveltuvuutta MRSP:n toteamiseen on jo aiemmin tut-
kittu. Vuonna 2011 julkaistussa saksalaistutkimuksessa vertailtiin viittd selektiivista
maljaa, mukaan lukien BD BBL™ CHROMagar™ MRSA (BD Diagnostics) ja Brilliance
MRSA agar (Oxoid). Tutkimuksen MRSP-kannat oli eristetty koirista ja kantojen MIC-
arvot maaritettiin. Lisaksi tutkittiin seitsemaa stafylokokkilajia ja kuutta ei-stafylokokkila-
jia, joita usein esiintyy samoissa naytteissa S. pseudintermediuksen kanssa. Muiden
bakteerilajien vaikutusta S. pseudintermediuksen ilmenemiseen maljoilla testattiin bak-
teerilajisekoituksilla, joiden sekoitussuhteet vaihtelivat valilla 1 : 1 ja 1 : 9. Tutkimuk-
sessa todettiin, ettd MRSA kasvoi hyvin kaikilla maljoilla, ja MRSP hyvin kolmella mal-
jalla. MRSP kasvoi huonosti tai kohtalaisesti BD BBL™ CHROMagar™ MRSA (BD
Diagnostics)- ja ChromID™ MRSA agar (bioMérieux) -maljoilla. Viidesta maljasta par-
haiten soveltuvaksi MRSP:n tunnistamiseen ja eristamiseen todettiin Oxoidin Oxacillin
Resistance Screening Agar Base- ja Brilliance MRSA agar -maljat. (Horstmann & Muel-
ler & Straubinger & Werckenthin 2011.)



3.2 Lajintunnistus

3.2.1 Morfologia

Morfologialla tarkoitetaan muotoa. Tavallisimmat bakteerisolun morfologiset luokat ovat
kokit, sauvat ja spirillit. Bakteerien morfologia on vaihtelevaa, eiké se juurikaan kerro
solun muista ominaisuuksista, kuten fysiologiasta tai taudinaiheuttamiskyvysta. Morfo-
logialla on kuitenkin tarked osuus bakteerilajien tunnusomaisia piirteité kuvailtaessa.
(Madigan ym. 2018.)

Pesdkemorfologia kattaa bakteerin muodostamien pesakkeiden koon, muodon, raken-
teen, varin ja tuoksun. Pesakkeet voivat olla esimerkiksi pyoreitd, epasaanndllisia tai
saikeisia. Pesédkkeen pintarakenne voi olla mm. tasainen, kiiltdva, matta, leviava, limai-
nen, karkea tai ryppyinen. Pesdkkeissa voi olla varia tai ne voivat olla kirkkaita tai lapi-
kuultavia. Pesakkeet voivat myos tehda pigmenttia kasvualustaansa, tai niissa voi olla
metallinen sévy. Koot vaihtelevat suurista (> 5 mm) keskikokoisiin (4-5 mm) ja pieniin
(2-3 mm). Pienimmat pesakkeet ovat pistemaisia (< 1 mm). Pesédkkeet voivat olla lit-
teitd tai kohota kasvualustastaan joko tasaisesti tai vain pesdkkeen keskelta tai reu-

noilta. Pesékkeilla on myds bakteerin suvusta riippuvia ominaistuoksuja. (Kandi 2015.)

Bakteerien tunnistus alkaa yleensa niiden morfologian arvioinnilla. My6s hemolyysia ar-
vioidaan, jos bakteeria on kasvatettu veripohjaisella elatusaineella. Morfologisten omi-
naisuuksien arvioinnilla saadaan alustava luokitus bakteerin suvusta tai lajista, mika
helpottaa vahvistavien jatkotutkimusten valitsemista. (Perry 2014: 12.) S. aureus, esi-
merkiksi, on tunnistettavissa veriagarilla kellertavista pesakkeista (kuva 3) ja voimak-
kaasta B-hemolyysista, kun taas mm. S. epidermidis -pesakkeet ovat valkoisia (Mis-
siakas & Schneewind 2013).
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Kuva 3. S. aureus (vas.) on veriagarmaljalla S. pseudintermediusta (oik.) kellertavampi. Molem-
mat kuvien kannat ovat hemolyyttisia ja metisilliiniresistentteja.

Bakteeriviljelyssa kasvaneet pesakkeet voivat nayttaa erilaisilta, vaikka olisivatkin kes-
kendén samaa lajia. Bakteerin hemolyyttiset ominaisuudet voivat vaihdella, kuten myos
pesékkeiden koko, vari ja rakenne (kuva 4). Morfologian heterogeenisyytta ilmenee
monilla bakteeriryhmillda, mutta se on yleisinta streptokokeilla, stafylokokeilla ja myko-
bakteereilla seka Pseudomonas aeruginosalla ja enterobakteereilla. (CLSI 2019.) S.
aureuksella ja S. pseudintermediuksella on pienipesékkeisia variantteja (SCV, small
colony variant), joiden pesakkeet ovat nimensa mukaisesti huomattavasti lajityypillista
pienempia (Savini ym. 2014). Jos morfologialtaan erilaisista pesékkeista tehdaan herk-
kyysmaaritykset, niiden tulokset ovat yleensa identtiset, mutta jos viljelmassa on sa-

man lajin eri kantoja, voi tuloksissa olla suuria eroja (CLSI 2019.)

Kuva 4. Tyypillinen puhdas MRSP-viljelm& BDCM-maljalla toisen inkubaation jalkeen. Kanta on
eristetty koiran naytteestd. Nuolet osoittavat muutamia morfologisesti heterogeenisia
pesakkeita.
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3.2.2 MALDI-TOF

Kliinisissa laboratorioissa usein kaytetdan biokemiallisten tutkimusmenetelmien sijaan
matriisiavusteiseen massaspektrometriaan perustuvaa mikrobintunnistusautomaattia
(Harju & Grénroos 2020: 1660-1667). MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time-Of-Flight, matriisiavusteinen laserdesorptio-ionisaatiolentoaika) perus-
tuu molekyylisormenjalkea muistuttavaan, kullekin bakteerilajille tyypilliseen proteiini-
spektriin. Laite vertaa tata naytteesta mitattua, niin sanottua molekyylisormenjalkea jar-
jestelmansa tietokannan arvoiltaan vastaaviin spektreihin. (Perry 2014: 29; Harju &
Gronroos 2020: 1660-1667.) MALDI-TOF-analyysilla pystytdan erottamaan perinteisia
tutkimusmenetelmiad tarkemmin patogeeneja normaalimikrobistosta. Aiemmin, esimer-
kiksi, S. pseudintermedius on helpommin sekoitettu S. aureukseksi, tai jouduttu vastaa-
maan koagulaasinegatiivisena stafylokokkina. Tunnistuksen lisaksi ohjelmisto antaa tu-
lokselle numeroarvon valilla 0-3 seka toiseksi eniten ndytteen spektrid muistuttavan tu-
loksen. (Harju & Gronroos 2020: 1660—-1667.) MALDI-TOF -jarjestelma pisteyttaa anta-
mansa tulokset siten, etta tuloksella 1.70-2.0 voidaan tunnistaa bakteeri suvun tasolle
ja tuloksella 2.0 lajin tasolle. Alle 1.70 jaavia tuloksia ei voida pitaa luotettavina.
(Wang ym. 2020.)

3.3 Herkkyysmaaritys ja herkkyysmaaritystulosten tulkinta

Bakteeri-infektioiden hoito perustuu oikein valittuun ja ajoitettuun antibioottihoitokuuriin
(Quach ym. 2016). Antibioottiherkkyysmaarityksella paitsi haetaan infektion hoitoon toi-
mivaa ladketta, myos tunnistetaan bakteerien antibioottiresistenssia.
Herkkyysmaaritysten menettelyja ja tulosten tulkintaa normittavat mm. CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute), ISO (International Organization for Standardiza-
tion) ja EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). (Schu-
macher & Vranken & Malhotra & Arts & Habibovic 2018.)

Gram-positiivisten bakteerien mikrobilaakeherkkyyksissa on suuria eroja. Yleisimmat
elaimista eristetyt gram-positiiviset ryhméat ovat streptokokit, stafylokokit ja enterokokit
seka gram-positiiviset sauvat, kuten korynebakteerit ja mykobakteerit. Stafylokokeilla
on jonkin verran luontaista resistenssid, mutta niilla on korkea riski hankitulle resistens-

sille, ja siksi herkkyysmaaritys on tarkea tehda stafylokokkilajeille. (CLSI 2019.)

Bakteerin mikrobilddkeherkkyys voidaan méaarittaa esimerkiksi agardiffuusioon perustu-
valla menetelméalla (Schumacher ym. 2018). Kiekkodiffuusiossa bakteerit viljellaan
agar-elatusalustalle ja kasvatetaan 18—24 tuntia. Kasvaneista pesakkeista tehdaan



12

madratyn konsentraation omaava suspensio, jota sivellaan pumpulitikulla agarmaljalle.
Maljalle lisataan tarkoituksenmukaisesti valittuja, antibioottia siséltavia kiekkoja. Inku-
baation aikana muodostuu estovyohykkeita sellaisten kiekkojen ymparille, joiden antibi-
ootti estda bakteerin kasvun (kuva 5). Tulos maaraytyy estovydhykkeen halkaisijan

koon perusteella ja on kvalitatiivinen. (Schumacher ym. 2018.)

Kuva 5. Koiran MRSA-MRSP-seulontanaytteesta eristetyn S. pseudintermedius -I6yddksen
herkkyysmaaritys Mueller-Hinton-maljoilla. Bakteeri on poikkeuksellisen resistentti
MRSP.

Herkkyysmaaritykset suositellaan tehtavaksi McFarland-standardin mukaisilla bakteeri-
maadrilla. Standardilla maaritetaan valmistettavan bakteerisuspension turbiditeetti eli
suspension sameus, joka vastaa tiheydeltaan tiettya arvioitua bakteerimaaraa liuok-

sessa (taulukko 1). (Pro-Lab Diagnostics 2012.)

Taulukko 1.  Muutamia McFarland-standardeja vastaavat bakteerimaérat liuoksessa (Pro-Lab
Diagnostics 2012).

McFarland | Bakteerimaara arviolta (lisdantymiskykyista bakteerisolua)
0,5 1,5x 108
1,0 3,0 x 108
2,0 6,0 x 108

Herkkyysmaaritysten estovydhykkeet voidaan mitata viivoittimella tai mittaamiseen eri-
koistuneella laitteella. BIOMIC® V3, esimerkiksi, on automaattinen herkkyysmaéaaritys-
maljojen lukija ja tulkitsija. Laite tunnistaa siihen syttettavalta maljalta 1adkekiekon ja

mittaa sen halkaisijan. Ladkekiekkojen sijaintia ja estovydhykkeen kokoa pystyy myos
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muuttamaan manuaalisesti. Jarjestelma tulkitsee ladkeaineiden estovydhykkeet CLSI-
tai EUCAST-raja-arvoilla. (Giles Scientific Inc.) Tutkittavan bakteerin herkkyys antibioo-
tille ilmoitetaan S/I/R-asteikolla, jossa S on herkk& (susceptible), | alentunut (interme-

diate) ja R resistentti (resistant). (Schumacher ym. 2018.)

Testattavien antibioottien valinta perustuu lajintunnistukseen ja osittain myds siihen,
mista bakteeri on eristetty. Koirilla kaytetaan S. pseudintermediuksen metisilliiniresis-
tessin testaamiseen oksasilliinia, koska muut testatut beetalaktaamilaékkeet eivat pal-
jasta luotettavasti kyseista resistenssimekanismia. Koirilla on S. pseudintermediukselle
ja S. aureukselle kesken&én erilaiset oksasilliinin raja-arvot. (CLSI 2019.) CLSI:n raja-
arvojen mukaan S. pseudintermedius -isolaatti on herkkd, jos estovydhykkeen halkai-
sija on = 18 mm ja resistentti, jos halkaisija on < 17 mm. EUCAST ja CLSI suosittelevat
kefoksitiinia MRSA:n erottamiseen metisilliniresistenteista KNS-stafylokokeista. Kefok-
sitiinin kaytt6d myos S. pseudintermediuksen metisilliiniresistenssin tunnistukseen on
tutkittu, mutta oksasilliinin on toistaiseksi todettu indikoivan paremmin mecA-vdlitteista
beetalaktaamiresistenssia. (Skov ym. 2019.) S. pseudintermedius on MRSP, jos sen

oksasilliini-MIC-arvo on = 0,5 pg/ml (Bemis ym. 2009).

3.4 Koirien MRSA- ja MRSP-seulonnat

Moniresistentteja bakteereja etsitdan niitd kantavista elaimista seulonnoilla. Moniresis-
tentit bakteerit MRSA ja MRSP levidvat herkasti ja voivat aiheuttaa epidemioita elain-
laékariasemilla ja -sairaaloissa. Selonnoilla pyritdén paitsi ennakoimaan ja ehkaise-
maan leviamista, myods arvioimaan torjuntatoimien onnistumista ja mahdollisesti niiden
lisdamista. (YESLAB a.) Seulonnat ovat vain osa resistenttien bakteerien hillitsemista,
ja kaikki seulontamenetelmat voivat myds antaa vaaria negatiivisia tuloksia (French
2009).

Koirien MRSA-MRSP-seulonnat keskitetdan riskiryhmiin. Elaimella voi olla useita sa-
manaikaisia riskitekijoitd, mutta suurella osalla ei mydskaan ole minkaanlaisia viitteita
tarttuvasta taudista. MRSA-MRSP-riskid nostaa mm. runsas mikrobiladkkeiden kulutus.
Elain tulisi seuloa myos silloin, jos silla on hoitoon liittyva infektio, toistuvia virtsatiein-
fektioita, kroonisia iho- tai korvainfektioita, tai jos eldain ei vastaa mikrobila&kitykseen.
Rescue-toiminnan kautta ulkomailta tuodut koirat seulotaan MRSP:n varalta kolmen
kuukauden sisalla tuonnista. Jos eldin tiedetdan ongelmamikrobin kantajaksi tai elai-
men perheessa on ongelmamikrobia kantava elain tai ihminen, tulisi MRSA-MRSP-

seulontoja tehda kuukauden vélein. (Ballantine 2021: 50-55.)
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3.4.1 Normaali mikrobisto MRSP-naytteissa

Iholla ja limakalvolla elavét bakteerit ovat elimiston mikrobiomia eli normaalia mikrobis-
toa. Sikiot ovat bakteerittomia eli steriileja syntymaénsa asti, mutta saavat synnytyk-
sessa emon mikrobistoa. (Lumio 2020b.) Suoliston normaalia mikrobistoa ovat mm. en-
terokokit, jotka ovat ihmisten ja eldinten kommensaalisia opportunistipatogeeneja, joilla
esiintyy paljon mikrobilddkeresistenssia. Enterococcus -suvun yleisimmin esiintyvét lajit
ovat Enterococcus faecium ja Enterococcus faecalis. (Castillo-Rojas ym. 2013.) Pinnal-
lisista bakteeriviljelynaytteista etenkin perdaukon seutu on herkasti kontaminoiva (YES-
LAB b).

Staphylococcus epidermidis tunnetaan Kliinisten bakteeriviljelyiden yleisena konta-
minanttina. S. epidermidis, muiden koagulaasinegatiivisten stafylokokkien tavoin, on
synnynnainen osa ihon ja limakalvojen mikrobistoa, jota siirtyy helposti eldimen omaan
naytteeseen. Mikrobiologian kliinisissa tutkimuksissa S. epidermidis voi olla haaste,
koska bakteerin kasvaessa elatusaineessa voi olla kyse kolonisaatiosta, kontaminaa-

tiosta tai todellisesta infektion aiheuttajasta. (Widerstrém 2016.)

3.4.2 Koirien MRSP-seulontatutkimukset YESLAB:ssa

Seulontaviljelyyn otetaan suu-sierainndyte pydrittamalla naytteenottotikkua koiran sie-
raimen etuosassa. Samalla tikulla pyyhitdan naytetta ikenilta. Lisaksi otetaan toisella
tikulla ndyte perineumista ihon ja limakalvon liittymé&kohdasta. Mahdollisesta haavasta
otetaan nayte omalla tikullaan, ilman pintaeritteiden pyyhkimista ennen naytteenottoa.
Naytteeksi tulee yhdesta neljaan tikkua, jotka siirretaan heti naytteenoton jalkeen omiin
geelikuljetusputkiin tai M40™ Transystem -putkiin. Jokainen putki merkitddn omistajan
tai eldimen nimella, paivamaaralla seka naytteenottokohdalla. Nayte ei saa olla kolmea

vuorokautta vanhempi saapuessaan tutkittavaksi. (YESLAB b.)

MRSA- ja MRSP-seulontaviljelmiin hydédynnetaan rikastusmenetelmaé. Naytteesta teh-
daan vuorokauden kestava esirikastus selektiivisessa rikastusliemessa, jota viljellaéan
selektiiviselle maljalle. Kasvatus kestdé yhdesta kahteen vuorokautta, minka jalkeen
epdilyttavat pesdkkeet tunnistetaan. Bakteerin resistenssia metisilliinille tutkitaan ok-
sasilliinilla. Tutkimuksen alustava vastaus saadaan kaksi vuorokautta viljelyn aloituksen
jalkeen (kuvio 1). Seulontarajan tuntumaan jaavat kannat voidaan vahvistaa PCR-me-

netelmalla tutkimalla, onko niissé mecA- tai mecC-geenia. (YESLAB a.)
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Kuvio 1. Prosessikuvio MRSP-seulontanaytteen tutkimusprosessista YESLAB:ssa. Selektiivisia

MRSA-maljoja ei inkuboida yhteensa yli kahta vuorokautta.
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4 Validointitutkimus

Validointi (validation, varmentaminen) on laitteen tai menetelmén soveltuvuutta ja suo-
rituskykya tietynlaisessa kaytdssa arvioiva menettely. Validointi mahdollistaa menetel-
man tai laitteen kayttdonoton, jolle hyvéksytty validointi on edellytys. Validoinnin tulee
kattaa kaikki tutkimuskohteensa testauksen osa-alueet naytteiden ottamisesta tulosten
tulkintaan ja raportointiin. Validointiparametrit ja niiden arvot valitaan tapauskohtaisesti
riippuen validoinnin kohteesta. Parametreja valittaessa voidaan painottaa tulosten luo-
tettavuuden kannalta oleellisimpia menetelméan osia. Validointi on pateva ainoastaan
validoitavalle menetelmalle, testatuilla kayttdalueilla ja parametreilla seké tarkoituksen-
mukaisesti valituilla, testatuilla naytematriiseilla, yhdisteilla, pitoisuuksilla ja laitteilla.
Validoidun menetelman toimivuutta seurataan kayttoonoton jalkeen ja varmistetaan jat-
kuvasti erilaisin laadunvarmistusmenetelmin. Laadunvarmistustoimenpiteet voivat olla
siséistd laadunohjausta tai ulkoista laadunarviointia, ja ne voivat sisdltda viranomaisten
vahvistamia menettelyja. Jos menetelméa muutetaan validoinnin jalkeen esimerkiksi
lagjentamalla sen naytematriiseja, tulee menetelma validoida uudelleen tietyilta osin.
(Hagg 2016.)

4.1 Validointiparametrit mikrobiologian alalla

Menetelman herkkyys (sensitivity) on sen kykya todeta vahaiset vaihtelut maaritetta-
vien mikrobien pitoisuuksissa tietyssé materiaalissa, eli osoittaa positiiviset naytteet
kaikkien naytteiden joukosta (Hagg 2016). Mikrobiologiassa herkkyysarvo saadaan ja-
kamalla oikeiden positiivisten tulosten lukuméaara oikeiden positiivisten ja vaarien nega-
tiivisten tulosten lukumaarien summalla (kuvio 2) (Hagg 2016; Rutjes & Reitsma &
Coomarasamy & Khan & Bossuyt 2007). Mikrobiologiassa kaytetaan usein virheelli-
sesti herkkyyden termi&, kun tarkoitetaan toteamisrajaa tai havaitsemisrajaa (Hagg
2016; UNODC 2009). Toteamisraja tai havaitsemisraja (limit of detection) ovat osuvam-
pia termeja esimerkiksi silloin, kun tarkoitetaan pieninta menetelmalla tunnistettavaa
pesdkemaarad (Hagg 2016). Havaitsemisrajalla tarkoitetaan pieninta pitoisuutta, joka
voidaan luotettavasti todeta, ja se eroaa nollanaytteen arvosta merkittavasti (MIKES
2011; UNODC 2009). Nollanayte on nayte, joka ei sisalla tutkittavaa analyyttia tai mik-
robia (UNODC 2009). Toisin kuin laboratoriold&ketieteen alalla yleensa, bakteriologi-

assa ei kayteta viitearvo-termia (reference value) (Hagg 2016).
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HERKKYYS
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Kuvio 2. Tulosten ristiintaulukointi seka herkkyyden ja spesifisyyden laskukaavat.

Mikrobiologiassa menetelméan spesifisyys kertoo sen kyvysta l6ytaa tutkittava mikrobi
naytteen hairidtekijoista huolimatta (Hagg 2016; Sandle 2015; UNODC 2009). Menetel-
man korkea spesifisyys vahentaa vaarien negatiivisten tulosten todennékoisyytta (Ma-
digan ym. 2018; UNODC 2009). Menetelman spesifisyyden testaamiseen olisi hyva
kayttaa seka kohdeorganismeja etta ei-kohdeorganismeja, kuten tutkimuksen kohteena
olevan mikrobin lahisukulaisia tai menetelméassa hairitsevia kantoja (Hagg 2016;
UNODC 2009). Spesifisyysarvo saadaan jakamalla oikeiden negatiivisten tulosten lu-
kumé&ara oikeiden negatiivisten ja vaarien positiivisten tulosten lukumaéarien summalla
(kuvio 2). Spesifisyys tarkoittaa menetelman kykya erotella negatiiviset naytteet kai-
kista naytteista. Mikrobiologiset viljelymaljat kuitenkaan eivéat koskaan ole taysin spe-

sifisid, ja pesakkeiden tulkinta on osin subjektiivista. (Hagg 2016.)

Herkkyyden ja spesifisyyden laskemiseksi arvioitavaa menetelmaa voidaan verrata ns.
kultaiseen standardiin (gold standard). Kultaisella standardilla tarkoitetaan menetel-
maa, joka parhaiten maarittda, onko naytteessa kohdemikrobia vai ei. Jos, kuitenkin,

kultainen standardi on menetelmana puutteellinen, ja sita kaytetdan validoinnissa refe-

renssimenetelmana, syntyy laskelmiin poikkeamia. (Rutjes ym. 2007.) N&ita mittausvir
heitd syntyy silloin, kun kultainen standardi ei todellisuudessa ole kultainen standardi
(Fox & Lash & Bodnar 2020). Herkkyyden ja spesifisyyden tavoitelukuja on kaytan-
ndssa vaikea saavuttaa, jolloin validoinnissa on usein painotettava enemman validoin-

nista vastaavan henkilon kokemusta ja ammattitaitoa. (Hagg 2016.)
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Kvalitatiivisella menetelmalla todetaan, onko tutkittavassa naytteessa organismia vai ei.
Kvantitatiivisesta tutkimuksesta saadaan numeerisia tuloksia. Tulokset voidaan analy-
soida my6s semikvantitatiivisesti, esimerkiksi havaitsemisrajaa méaaritettiessa, jaka-
malla tulokset asteikoiksi, kuten < 10 tai < 100. Havaitsemisrajojen maaritykseen vai-
kuttaa myds mahdollisten laimennossarjojen satunnaispoikkeamat, joiden vuoksi ha-
vaitsemisrajaa joudutaan joskus pitamaan vain teoreettisena. (Sandle 2015.) Laimen-
nossarjan viljely voidaan toteuttaa niin, etté bakteerisuspensiosta tehdaan laimennok-
set esimerkiksi valilla 10— 107. Yksi pesake kasvaa yhdesta pesakkeen muodosta-
vasta yksikosta (pmy). Luotettavaan laskemiseen tarvitaan yleensa 30—300 peséketta,
jotka kasvavat riittavan erillaan toisistaan. (Boukouvalas & Prates & Lima Leal &
Araujoa 2019.) Pienen bakteerikonsentraation omaavista laimennoksista ei my6skaan
valttamatta paady viljelymaljalle yhtaan pesaketta muodostavaa yksikkoa, koska bak-

teerim&ara liuoksessa on niin pieni (Sharp 2001).

Kliinisessa mikrobiologiassa validointi on laaja, jos laboratoriolla ei ole kokemusta kayt-
toonotettavasta menetelmasta. Validointiin valitaan erilaisia mahdollisesti tutkimukseen
sopivia menetelmia. Menetelmille suoritetaan rinnakkaistutkimuksia valituilla naytteilla.
Laajaan validointiin tarvitaan suuri ndytemaara, vahintaan 30-50 naytettd, jotka sisalta-
vat positiivisia ja negatiivisia naytteita. Testien vertailussa kiinnitetdan erityisesti huo-
miota menetelmien kykyyn erotella negatiiviset tulokset matalista positiivisista tulok-
sista. (Hagg 2016.) Kun kayttssa oleva menetelma pyritddn korvaamaan uudella me-
netelmalld, on menetelmia vertailtava keskendan. Vaihtoehtoisen menetelmat eivat
valttamattd muistuta tuloksiltaan kaytdssa olevaa menetelmaéd. Menetelmia vertailta-
essa on suoritettava rinnakkaistestauksia, joiden tuloksia analysoidaan tilastollisin me-
netelmin mahdollisuuksien mukaan. Aina kuitenkaan menetelmien suora vertailu ei ole
mahdollista. Menetelman valitsemisessa tarkeinté on se, etta valittavalla menetelmalla

saadaan edelleen johdonmukaisia tuloksia tutkittavista naytteista. (Sandle 2015.)

4.2 Validointiprosessi

Ennen validointiprosessin konkreettista testausvaihetta tulee tehda suunnitelma, joka
dokumentoidaan ja hyvaksytaan. Tyon edetessé muutokset ovat mahdollisia, mutta ne
on aina dokumentoitava. Validointisuunnitelmasta tulisi kdyda ilmi validoinnin kohde ja
soveltamisala, validoinnin tavoite, nayteaineisto, validointiin osallistuvat henkil6t ja hei-
dan vastuualueensa, tavoiteaikataulu, laitteet, tilat ja tilojen mahdolliset erityisvaatimuk-

set seka validoinnin laajuus ja parametrit. (Hagg 2016.)
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Raportissa tulee ilmoittaa johtopaatokset seka se, otetaanko menetelma kayttdéon vai
ei. Raportointivaineessa on vield mahdollista muuttaa menetelman soveltuvuutta tulos-
ten perusteella. Validointiaineisto arkistoidaan lainsdddanngssa tai laboratorion
omassa arkistointisdannéssa maaritelty aika. Validoitujen menetelmien aineistoa saily-

tetddn vahintaan se aika, kun menetelma on kaytossa. (Hagg 2016.)

5 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoite

Helsingin yliopiston YESLAB:Ila oli kdytdssa Bio-Rad MRSA Select™ Il -malja (BRMS),
jolta MRSP ei tunnistunut riittdvan hyvin. Taman opinnaytetytn tarkoitus oli tutkia, so-
veltuuko jokin toinen MRSA-maljaa paremmin MRSP:n seulontaan ja validoida valittava
malja. Taman opinnaytetydn tavoitteena oli selvittad, ettd miké neljasta vertailtavasta
maljasta sopii parhaiten MRSP:n seulontaan ja l16yté& uusi, YESLAB:lla kaytossa ol-
lutta parempi MRSA-seulontamalja. MRSA kasvaa BRMS-maljalla tyypillisesti voimak-
kaan vaaleanpunaisena ja MRSP haalean vaaleanpunaisena. BRMS-maljan rinnalla
tutkittiin Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar- (OXMA), Tammer BioLab Chrom Agar
MRSA- (TACM) ja BD BBL™ CHROMagar™ MRSA Il (BDCM) -maljojen soveltuvuutta
MRSP:n tunnistukseen.

6 Opinnaytetybén menetelmat

Tama opinnaytety0 toteutettiin Helsingin yliopiston Viikin kampuksen Clinicum-raken-
nuksen keskuslaboratoriossa YESLAB:n laitteilla. Yliopisto teki 14.1.2021 validoinnista
validointisuunnitelman, jonka perusteella maaraytyivat mm. validoinnin toteutustavat,
menetelmét ja aikataulut seka tutkittavat bakteerikannat. Tehtava validointi oli laaja va-
lidointi, vaikkakin osittainen, koska menetelman rikastusvaihe oli jo validoitu. Validointi

koostui paéosista A ja B (kuviot 3 ja 4).

» 53 koirien MRSA-MRSP-seulontanaytetta, joiden mikrobikoostumus ei ollut
etukateen tiedossa
« Naytteiden tutkiminen tavanomaisen seulontanayteprosessin mukaisesti

» Herkkyys ja spesifisyys

» Yleiset ominaisuudet, kayttajaystavallisyys

» Kultakin maljalta tehtyjen jatkotutkimusten ja MRSP-I0ydosten maara seka tulosten
valmistumisnopeus

Kuvio 3. Maljavertailun A-osion keskeisimmét menetelmat.



20

B Maljojen vertailu tunnetuilla bakteereilla

+ Pakastetut bakteerit, joiden lajit ja kannat olivat tiedossa
+ Kannat viljeltiin veriagarmaljoille puhdasviljelmina, joita kaytettiin inkubaation
jdlkeen B-alaosioihin

B1 Tunnettujen kantojen kasvuominai
* Puhdasviljglmien kannat viljeltiin MRSA-maljoille sektoreittain

= 5. aureus- (MSSA, MRSA) ja 5. pseudintermedius (MSSP, MRSP) -kantoja
ja koirien normaalin mikrobiston bakteereita

¥» Kasvuominaisuuksien tarkastelu visuaalisesti, mm. pesdkemorfologia,
varitys ja pigmentti seka bakteerilajien ja —kantojen valiset
samankaltaisuudet ja/tai eroavaisuudet

+ Erilaisen MIC-arvon omaavia MRSA- ja MRSP-kantoja

» pesdkemaarien laskeminen laimennoksista ja rikastetuista laimennoksista
havaitsemisrajan (limit of detection) maarittamiseksi

B2.1 Laimennokset

= Veriagarmaljojen puhdasviljelmista tehtiin laimennossarjat ja laimennokset
viljeltiin MRSA-maljoille ja kontrollimaljoille

» Pesdakemadrat

B2.2 Ri t laimennok

= B1-vaiheen laimennokset rikastettiin ja viljeltin MRSA-maljoille ja
kontrollimaljoille

= Pesakemadrat

B3 Simuloidut seulontandytteet

= B2.1-vaiheen rikastamatiomia laimennoksia lisattiin negatiivisiin koirien
seulontandytteisiin ja viljeltin MRSA-maljoille
# Tarkasteltiin heikkojen MRSP-positiivisten naytteiden kasvua MRSA:n ja

normaalin mikrobiston bakteerien seassa

Kuvio 4. Maljavertailun B-osion keskeisimmat menetelmat vaiheittain.

Maljojen ominaisuuksia ja suoriutumista arvioitiin koirien MRSA-MRSP-seulontanayt-
teillda (kuvio 3) ja tunnetuilla bakteerikannoilla (kuvio 4). A-osassa viljeltiin seulontanéyt-
teité rinnakkain eri maljoille ja vertailtiin maljojen herkkyytta (sensitivity) ja spesifisyytta
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(specificity). B-osassa arvioitiin MRSA-maljojen ominaisuuksia ja mahdollisuuksien mu-
kaan MRSP:n toteamisrajaa (limit of detection) maljoilla. Vertailussa kaytettiin erilaisia

oksasilliini-MIC-arvoja omaavia kantoja.

Validoitavaksi valittin mahdollisesti MRSP:n tunnistukseen soveltuvia maljoja. MRSP:n
tunnistukseen kaytetaan MRSA-maljoja ja vertailuun valittiin Suomessa myytavia mal-
joja. Tunnetut testikannat saatiin pakastetuista kaupallisista ATCC-kannoista (Ameri-
can Type Culture Collection) seké tunnetuista eldinten potilasnaytekannoista, jotka ri-
kastettiin ja viljeltiin kullekin testattavalle maljalle. Rikastusliemi oli kaupallinen MRSA:n
kasvatukseen tarkoitettu liemi (Tammer BioLab). Testattaviin kantoihin kuului MRSA-,
MSSA-, MRSP- ja MSSP-kantoja, joiden lisaksi testattiin naytteiden normaalin mikro-
biston iimenemista Enterococcus faecalis-, Enterococcus faecium-, Staphylococcus
epidermidis- ja Corynebacterium auriscanis -kannoilla. Matalan MIC-arvon omaaville
kannoille tehtiin laimennossarjat, joilla selvitettiin, kuinka pienet bakteerimaarat kasva-

vat maljoilla.

Valittavalta maljalta toivottiin jatkotutkimusten vahenemista, tulosten nopeampaa vah-
vistumista ja parempaa herkkyyttda MRSP:n suhteen. MRSP:n tulisi erottua maljalta tun-
nistettavana ja kasvaa riittdvan runsaana muun mikrobiston seassa. Seulontatutkimuk-
sen kustannusten ei tule nousta uuden maljan myo6ta, eikd seulomiseen kaytettavan

tyomaaran lisdantya.

6.1 Tutkimuksessa kaytetyt MRSA-maljat

Tutkimuksessa vertailtiin Bio-Rad MRSA Select™ -, Oxoid Brilliance™ MRSA 2
Agar-, Tammer BioLab Chrom Agar MRSA- ja BD BBL™ CHROMagar™ MRSA Il -
maljoja. MRSP:n seulomiseksi ei ole opinndytetydn tekohetkelld ollut saatavilla kaupal-
lisia elatusaineita. Kaupalliset MRSA-seulontamaljat saattavat sisaltaa kefoksitiini-anti-
bioottia, joka voi estaa varsinkin matalan oksasilliini-MIC-arvon omaavien MRSP-kanto-
jen kasvun ja johtaa vaariin negatiivisiin tuloksiin. Maljojen valmistajat eivat tiettavasti
ole testanneet niiden toimivuutta MRSP:lle, koska maljat on suunniteltu ensisijaisesti
humaanikayttoon, eika MRSP toistaiseksi ole ihmiselle riittavan merkittavéa patogeeni.
MRSP:n kasvamista testattavilla maljoilla verrattiin aiempaan menetelmé&an, koska tes-
tattavien maljojen soveltuvuudesta MRSP:lle ei ollut tietoa. Aiemmin julkaistuissa tutki-
muksissa MRSA-maljojen soveltuvuudesta MRSP:n tunnistukseen on kaytetty eri mal-

joja, kuin tassa opinnaytetydssa, tai samojen maljojen vanhempia versioita.
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Bio-Rad MRSA Select™ Il -malja (BRMS) on selektiivinen kromogeeninen malja, joka
on tarkoitettu MRSA:n eristykseen ja suoraan tunnistukseen. Maljan elatusaine sopii
MRSA:n seulontaan. Elatusaineen mikrobilaédkkeet yhdessa optimaalisen suolakon-
sentraation kanssa estéavat hiivojen ja valtaosaa muista bakteereista kasvamasta mal-
jalla. MRSA muodostaa maljalla punertavia pesakkeita, kun sen tuottama entsyymi rea-

goi elatusaineen kromogeenisen substraatin kanssa (kuva 6). Koagulaasinegatiiviset

metisilliiniresistentit stafylokokit eivat metabolisoi substraattia. Maljalla voi kasvaa
MSSA-kantoja, joiden MIC-arvot ovat lahella MRSA:n MIC-arvoja. (Bio-Rad 2016.)

Kuva 6. MRSP-kontrollikanta BRMS-maljalla toisen inkubaation jalkeen. MRSP-pesékkeet ovat
BRMS:lla tyypillisesti pienid ja haalean vaaleanpunaisia. Kasvu on tasaisen varistd,
mutta se jad helposti muun kasvuston peittoon ja sekoittuu useisiin normaalin mikrobis-
ton bakteereihin. Nuolilla on osoitettu tutkimuksen perusteella tyypillisia MRSP-pesak-
keita.

Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar -malja (OXMA) on valmistajan mukaan suunniteltu
vahentamaan vaaria positiivisia tuloksia ja maljalta tehtavien jatkotutkimusten maaraa.
Siirrostus voidaan tehda suoraan naytetikusta tai eristettavasta pesakkeesta tai viljella
MRSA-rikasteesta. Maljaa inkuboidaan +37 °C -asteessa 18—-24 tuntia, eikd MRSA-tut-
kimuksissa tarvita toista inkubaatiota. MRSA-peséakkeet myds ovat muihin maljoihin
nahden suurempia ja varitykseltd&n helpommin tunnistettavia. MRSA-peséakkeet kasva-
vat maljalla sinising, ja negatiivinen tulos ndkyy punertavina, liloina tai valkeina pesak-
keina (kuva 7). Negatiivisesta tuloksesta syntyva vaaleanpunainen véarireaktio lisda tu-

losten lukemisen luotettavuutta. (Thermo Fisher Scientific 2010.)
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Kuva 7. MRSP-kontrollikanta OXMA-maljalla toisen inkubaation jalkeen. Tutkimuksen aikana to-
dettu tyypillinen MRSP-kasvu on OXMA:lla vaaleansinista tai lilaa. MRSP-peséakkeiden
varin todettiin vaihtelevan lilan ja sinisen valilla, mutta pesakkeissa todettiin aina tunnis-
tettava pastellinen sévy. Nuolilla on osoitettu tutkimuksen perusteella tyypillisia MRSP-
pesakkeita.

Tammer BioLabin Chrom Agar MRSA -malja (TACM) on selektiivinen MRSA-kanto-
jen havaitsemiseen suunniteltu malja. Maljan elatusaine on kromogeeninen (kuva 8) ja
sita kaytetadan tyypillisesti kliinisessa ladketieteessa seka elainladketieteen tutkimuk-

sissa. (Tammer BioLab.)

Kuva 8. MRSP-kontrollikanta TACM-maljalla toisen inkubaation jalkeen. Tutkimuksen aikana to-
dettu tyypillinen MRSP-kasvu on TACM:lla vaihtelevaa. Nuolilla on osoitettu kasvusta
eri varisia ja kokoisia pesakkeitd, joiden vaihtelevalle morfologialle ei todettu ndennaista
ulkopuolista syyta.
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Becton, Dickinson and Companyn BBL™ CHROMagar™ MRSA Il -agarmalja
(BDCM) on erotteleva ja kromogeeninen (kuva 9). Malja on suunniteltu MRSA:n suo-
raan kvalitatiiviseen osoitukseen. Maljan siséltama kefoksitiini edesauttaa MRSA:n kas-
vua ja MRSA:n tulisi kasvaa malvan varisena. Elatusaineessa on mygs selektiivisia yh-
disteitd, jotka estavat mm. muiden gram-positiivisten kokkibakteerien kasvua. Muut
maljalla kasvavat bakteerilajit voivat vaaristaa niiden kanssa kasvavien MRSA-pesak-
keiden malvaa varia. Malja voi antaa negatiivisen testituloksen, vaikka tutkittavan sie-
raimissa todellisuudessa olisikin MRSA-bakteereita. Valmistaja suosittelee MRSA-kont-
rollikannan viljelya maljalla ennen sen kayttdonottoa MRSA-tyypillisen kasvun tunnis-

tuksen harjoittelemiseksi. (Becton, Dickinson and Company 2015.)

Kuva 9. MRSP-kontrollikanta BDCM-maljalla toisen inkubaation jalkeen. Tutkimuksen aikana
MRSP-kasvun todettiin olevan BDCM:lla kirjavaa. Nuolilla on osoitettu kasvusta eri va-
risid ja kokoisia pesékkeita, joiden vaihtelevalle morfologialle ei todettu ndennaisté ul-
kopuolista syyta.

MRSA-maljoja tarvittiin A-osioon yhteensa 53 kappaletta ja B-osioon yhteensa 49 kap-
paletta. A-osiossa kaytettiin veriagarmaljoja puhdas- ja hajotusviljelmiin seka herkkyys-
maadritysten kontrollimaljoiksi. B-osioon meni yhteensa 77 veriagarmaljaa. MRSA-mal-
jat tilattiin 1-3 viikkoa ennen tydn aloitusta ja jokaiselle erélle tehtiin kontrollit ennen
kayttoonottoa. Myods ylimaaraisia maljoja tilattin mm. kontrollien tekemiseen. Kaikkia
maljoja séilytettiin jadkaappilampotilassa, josta ne otettiin huoneenlampddn tunti ennen
viljelyja.

6.2 Maljojen vertailu seulontanaytteilla

Seulontanaytteiden tuloksia verrattiin nykyiseen menetelmaan ja arvioitiin menetelmien

herkkyytta ja spesifisyytta. Seulontanaytteista etsittiin ensisijaisesti MRSP:ta, mutta
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my6s MRSA olisi ollut kliinisesti merkitseva l6ydos. Seulontanaytteista tehdyista viljel-
mista siis etsittiin S. pseudintermediuksen ja S. aureuksen nakdoistéd kasvua. Muut [6yty-
neet bakteerilajit eivat olleet kliinisesti merkitsevia, koska seulonnalla pyritaan totea-
maan naytteesta ainoastaan MRSP ja/tai MRSA. Naytteet, jotka eivat olleet MRSP- tai
MRSA-positiivisia, olivat seulontatutkimuksen kannalta negatiivisia. Seulontatutkimus-
tulokset ovat positiivisia tai negatiivisia, jolloin tulos ilmoitetaan kvalitatiivisesti. Tassa
tutkimuksessa arvioitiin myds MRSP-I6yddsten maaria kullakin neljalla selektiivisella

MRSA-maljalla, jolloin tuloksia analysoitiin myds kvantitatiivisesti.

6.2.1 Naytteet

Seulontanaytteiden viljelyyn kaytettiin YESLAB-laboratorioon lahetettyja koirien MRSA-
MRSP-naytteitd. Menetelmavertailuun tarvittiin vahintaan viisikymmenta seulontanay-
tetta. Naytteet olivat MRSA- ja MRSP-seulontanaytteitd, jotka oli otettu koirista suu-sie-
rain- ja perianaalialueelta seké mahdollisista muista kehonosista pinnallisesti. Naytteet
tulivat padasiassa eléinsairaaloista ja elainlaékariasemilta. Naytteista ei tiedetty niiden
saapuessa, ovatko ne MRSP-positiivisia vai -negatiivisia. Tutkimusprosessi aloitettiin
naytteiden saapumispaivana siirtamalla naytetikut rikasteputkiin. Vertailuun saatiin yh-
teenséd 53 seulontanaytettd 23:n tydpaivan aikana. Laboratorioon saapui 1-6 koiran
seulontanaytettd tyopaivassa. Naytteita sailytettiin tutkimisen jalkeen kahden viikon

ajan laboratorion jaadkaapissa.

6.2.2 Toteutus

Maljojen vertailu seulontanaytteilla toteutettiin tavallisen seulontaprosessin mukaisesti
(kuvio 1, s. 15). Seulontanaytteet laitettiin rikastumaan niiden saapumispaivana. Seu-
lontanadytetikut upotettiin MRSA-rikasteliemeen (Tammer BioLab), jonne tikkujen paéat
katkaistiin steriileilla saksilla. Nayte rikastui +35 °C:ssa 16—24 tuntia, minka jalkeen
lienta imeytettiin pumpulitikkuun ja viljeltiin kaikille neljalle selektiiviselle MRSA-maljalle.
Maljoille siirrostetut rikasteet hajotettiin viljelysauvalla (Sterilin®, Thermo Scientific).
Seulontanaytteet viljeltin samaan aikaan kaikille neljalle maljalle. Maljoja inkuboitiin

+35 °C:ssa normaaliatmosfaarissa 16—24 tuntia.

Inkubaation jalkeen kaikilta maljoilta arvioitiin bakteerien kasvu ja tarkasteltin MRSP-
tyypillisten pesakkeiden ilmaantumista. Kaikkia maljoilla kasvavia pesakkeita ei tutkittu.
Seulontanaytevertailun alussa tutkittiin lahes kaikenlaisia pesakkeita, jotta saatiin yleis-

kuva maljojen ominaisuuksista, koska tutkimus aloitettiin seulontanéaytteilla. Koska mal-
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joja ei ole tiettavasti testattu MRSP:1l4, ei tyon alkaessa ollut tietoa miltd S. pseudinter-
medius nayttaa uusilla maljoilla. Myohemmin maljoilta tutkittiin ainoastaan S. pseudin-
termediukselta tai S. aureukselta nayttavia pesakkeitéd. Ennen tyon aloitusta kaikille tut-
kittaville maljoille viljeltin MRSA-, MRSP- ja MSSP-kontrollikantoja, jotka tarkasteltiin
silmamaaraisesti. Ei-epailyttavista viljelmista, joiden kasvu ei ollut erityisen runsasta, ei
paasaantoisesti tehty hajotusviljelmia. Tulosten analysoinnissa on huomioitu, etta

kaikki tutkitut pesakkeet eivat ole olleet MRSP-epailyttavia.

BRMS-maljat tarkastettiin visuaalisesti elainlaakarin tai mikrobiologin toimesta, koska
BRMS oli neljasta maljasta ainoa MRSP:lle validoitu diagnostinen menetelma ja rutiini-
analytiikan ensisijainen MRSA-malja. OXMA:n, TACM:n ja BDCM:n kasvun luki opin-
naytetyon tekija, joka luki aina myés BRMS-maljan kasvun samana paivana. Kasva-
tusta jatkettiin aina toinen vuorokausi, jonka jalkeen maljat tarkastettiin silmamaarai-
sesti uudestaan. MRSP-epaillyistd pesakkeista tehtiin jatkotutkimukset, eli lajintunnis-
tus MALDI-TOF-menetelmaélla ja herkkyysmaaritys kiekkomenetelmalla. Tarvittaessa
maljoilta tehtiin hajotus- tai puhdasviljelmét trypsiinisoija-lampaanveriagarille (TSA-SB,
Thermo Scientific). Puhdasviljelmat tehtiin esimerkiksi MRSP-epailyttavasta kasvusta,
jota kasvoi maljalla vain yhden pesakkeen verran, jolloin siita saatiin sina paivana aino-
astaan MALDI-TOF-maaritys ja puhdasviljelmd, ja seuraavana paivana puhdasviljel-
mastéa herkkyysmaaritys. MRSA-maljoja inkuboitiin normaaliatmosfaarissa (+35 °C)
lampokaapissa (POL-EKO-APARATURA® ILW 240 STD). Hajotus- ja puhdasviljelyve-

rimaljoja inkuboitiin samassa lampdkaapissa MRSA-maljojen kanssa.

Inkubaation jalkeinen kasvu, joka ei nayttanyt mahdolliselta S. pseudintermedius -kas-
vulta, luettiin negatiiviseksi, eika ei-epailyttavasta kasvusta padasiassa tehty jatkotutki-
muksia. Jatkotutkimuksia vaatineet peséakkeet tunnistettiin Microflex® LT MALDI-TOF-
laitteella (Bruker Diagnostics). Tunnistuneiden bakteerien tulosten tulkinnassa on nou-
datettu laitevalmistajan ohjeistamaa luotettavuustasoa 21.70. S. aureus- ja S. pseudin-
termedius -bakteereiksi osoittautuville tehtiin herkkyysmaaritykset, joilla selvitettiin nii-
den mahdollista metisilliiniresistenssia. Herkkyysmaaritykset toteutettiin CLSI:n (Clini-
cal and Laboratory Standards Institute) kaytantdjen mukaisesti, viljelemalla 0,5 McFar-
landia vastaavaa bakteerisuspensiota tasaisesti koko Mueller-Hinton-maljan pinta-
alalle. Viljellyille bakteerimatoille laitettiin kaksitoista antibioottikiekkoa automaattian-
nostelijalla. Antibiootit olivat tavallisimpia stafylokokki-infektioiden hoitoon ja diagno-
sointiin kaytettyja laakeaineita (kuva 5, s. 12). Antibioottipaneeliin kuului oksasilliini
(OX), klindamysiini (DA), erytromysiini (E), trimetopriimi-sulfametoksatsoli (SXT), fu-
sidiinihappo (FD), tetrasykliini (TE), amikasiini (AK), kloramfenikoli (C), moksifloksasiini
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(MXF), enrofloksasiini (ENR), gentamysiini (CN) ja doksisykliini (DO). Herkkyysmaari-
tysten Mueller-Hinton-maljoja ja herkkyysmaaritysten kontrolliverimaljoja inkuboitiin
normaaliatmosfaarissé (+ 36 °C) lampokaapissa (BINDER® KB 53) yon yli. Inkubaation
jalkeen maljoille liséttiin beetalaktaamikiekko noin tunti ennen herkkyyden lukemista.
Herkkyysmaaritysten estovydhykkeet luettiin BIOMIC® V3-jarjestelmalla. CLSI:n kay-
tantdjen mukaisesti S. pseudintermedius -isolaatti on MSSP, jos oksasilliinin esto-
vyOhykkeen halkaisijaon =18 mm ja MRSP, jos halkaisija on < 17 mm. Herkkyys-
maarityksen kontrollimaljoilta tehtiin myds MALDI-TOF-maaritykset, joilla vahvistettiin
edellisena paivana tehtyjen lajintunnistusten luotettavuutta. Seulontanaytteiden tutki-
mukset ja tulokset kirjattiin Excel-taulukkoon malja- ja naytenumerokohtaisesti. Kaikki
MRSP-l6ydokset my6s ilmoitettiin asianosaisille asiakkaille, rippumatta siita, milta tut-

kittavista maljoista 16ydos oli tehty.

Seulontanaytteiden viljelyjarjestys oli sattumanvarainen ja vaihteli naytteiden valilla. Vil-
jelyjarjestyksesta ei pidetty kirjaa. Maljojen viljelyjarjestyksen vaikutusta kasvuun testat-
tiin vilielemalla rikastettua MRSP-kontrollikantaa sektoreittain kaikille neljalle maljalle
neljassa erilaisessa jarjestyksessa (taulukko 2). Viljelmien kasvuominaisuudet kirjattiin
Excel-taulukkoon ensimmaisen ja toisen inkubaation jalkeen. Viljelyjarjestyksella ei to-
dettu olevan merkitystd MRSP:n kasvulle millaan maljalla. Bakteerikasvuston ominai-
suudet pysyivat ndennaisesti samanlaisina kaikilla maljoilla viljelyjarjestyksesta riippu-

matta.

Taulukko 2. Nelja erilaista viljelyjarjestysta (A-D), joilla varmistettiin viljelyjarjestyksen naennéai-
sesti olematon vaikutus MRSP-kasvuun tutkituilla MRSA-maljoilla. Maljojen sarak-
keissa on ilmoitettu kunkin maljan jarjestys viljelysarjassa.

BRMS OXMA TACM BDCM
A 4. 1. 2. 3.
B 1. 4. 3. 2.
C 2. 3. 1. 4.
D 3 2 4. 1.

6.2.3 Tulosten analysointi ja maljan valinnan kriteerit

Jokaisen seulontanaytteen tulokset lajiteltiin maljakohtaisesti joko MRSP-epdilyttavaksi
tai ei-MRSP-epailyttavaksi. MRSP-epdilyttavaa oli S. pseudintermediuksen ndkéinen
kasvu, eli positiivisen néakdinen kasvu. Ei-MRSP-epdilyttava kasvu ei nayttanyt S. pseu-

dintermediukselta ja oli siten negatiivisen nakdinen. Seulontanaytteiden maljakohtaisia
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I6yddksia analysoitaessa ei huomioitu todellisia MALDI-TOF- tai herkkyysmaaritystu-
loksia, vaan ainoastaan se, onko kasvu kyseisella maljalla nayttanyt MRSP:Ita vai ei,

eli onko viljelImésta jouduttu tekemaan jatkotutkimuksia.

A-osion kriteereissa painotettiin herkkyytta, spesifisyytta, jatkotutkimusten maaraa,
bakteerilajien kasvuominaisuuksia ja kayttajakokemuksia. Vaarat positiiviset tulokset
ovat epatoivottuja, koska ne aiheuttavat tarpeettomia jatkotutkimuksia. Jatkotutkimuk-
set hidastavat tulosten valmistumista jopa usealla tyopaivalla. Jatkotutkimuksia ei paa-
asiassa tehty B-osiossa, mink& vuoksi niiden maaraé painotettiin yhtené valinnan kri-
teerind A-osiossa. Jatkotutkimusten maaraa kullakin maljalla vertailtiin herkkyydella ja
spesifisyydella. Korkeimman herkkyysarvon omaava malja tunnistaa parhaiten positiivi-
set naytteet kaikista tutkittavista naytteista, ja korkeimman spesifisyysarvon omaava
malja tunnistaa parhaiten negatiiviset naytteet kaikista tutkittavista naytteista. Korkean
spesifisyyden omaavalla maljalla MRSP kasvaisi erilaisena muihin, ei-merkitseviin bak-

teereihin verrattuna, mikéa vahentaisi jatkotutkimusten tarvetta.

Bakteerilajien kasvuominaisuuksien suhteen arvioitin MRSP:n kasvuominaisuuksia
seka muiden, normaalin mikrobiston kasvuominaisuuksia kaikilla vertailluilla maljoilla.
MRSP:n tuli kasvaa kooltaan, muodoltaan ja varitykseltdan helposti tunnistettavana
seka@ muista bakteerilajeista selvasti erilaisena. MSSP:n kasvu valittavalla maljalla li-
sdisi turhia jatkotutkimuksia, koska MSSP ei ole metisilliiniresistentti, vaan oksasilliini-
herkka. Ei-merkitsevien bakteerilajien, kuten enterokokkien ja ei-merkitsevien stafylo-
kokkien, tuli kasvaa valittavalla maljalla mahdollisimman niukasti tai vahintaan
MRSP:sta erilaisena. MRSP:n tuli kasvaa mieluusti jo ensimmaisen inkubaation jal-
keen. MRSP:n runsas kasvu maljalla sekéd muiden, ei-merkitsevien bakteerilajien
niukka kasvu maljalla mahdollistavat kaikki jatkotutkimukset jo ensimmaisen inkubaa-
tion jalkeen. Talloin pesakkeista saisi jo ensimmaisen tulosten luvun eli kasvun tulkin-
nan yhteydessa lajintunnistuksen MALDI-TOF:lla ja herkkyysmaaritysviljelman, eika

maljalta tarvitsisi tehda hajotus- tai puhdasviljelmia.

6.3 Maljojen vertailu tunnetuilla bakteerikannoilla

B-osiossa tunnettuja, pakastettuja bakteerikantoja kaytettiin erilaisten bakteerilajien ja
-kantojen kasvuominaisuuksien jarjestelmallisempéaén arviointiin (kuvio 5). Tunnettuja
kantoja viljelemalla pystyttiin tarkastelemaan syvallisemmin erilaisten normaalin mikro-
biston bakteerien ilmenemista, MIC-arvon vaikutusta MRSP:n kasvuun ja heikkojen po-

sitiivisten naytteiden kasvua eri maljoilla.
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Inkubaation yon yli
Jaisten bakteerien puhdasviljelyt veriagarmaljoille

mmm  Uusintainkubaatio yon yli

B1 B2.1 1: 10 000 -laimennosten lisays

negatiivisiin seulontandytteisiin

» : - 0,5 McF
Suorasiirrostus veriagarmaljoilta T

MRSA-maljoille sektoreittain Viljely MRSA-maljoille

| B2.2 T
| Laimennossarjat ad 1 : 1 000 000 |
GG ) i o Maljojen visuaalinen
aljojen visuaalinen tarkastus
& Laimennosten 1 : 10 000, 1 : 100 000 tarkastus
Laimennosten 1 : 10 000, ja1:1000 000 rikastus
1:100 000 ja 1: 1 000 000 (10 ml MRSA-lientd + 10 |J.| Iaimennosta)
kvantitatiivinen viljely lioi ] i
Maljojen visuaalinen tarkastus MRSA-maljoille Maljoien visuaalinen
+ 9% TSA-SB tarkastus
Rikastettujen laimennosten 1 : 10 000,

| 1:100000ja 1 : 1000 000
| kvantitatiivinen viljely
MRSA-maljoille

+ 2x TSA-SB

Pesdkemaérien lasku | <

+

Pesdkemaérien lasku

Kuvio 5. B-osion prosessikuvio.

Bakteeririkastettua maitoliuosta viljeltiin viljelysilmukalla pieni maara puolitetuille ve-
riagarmaljoille, joita inkuboitiin yksi vuorokausi. Verimaljoille tehtyja puhdasviljelyita
kaytettiin kaikkiin tAman vaiheen osioihin. Tunnettuja pakastettuja kantoja viljeltiin mal-
joille suoraan puhdasviljelypesékkeista seka laimennettuina etta rikastettuina. Naiden
lisdksi laimennoksia kaytettiin simuloitujen seulontanaytteiden valmistukseen. Tunnet-
tujen kantojen viljelmia inkuboitiin normaaliatmosfaarissa (+35 °C) lampdhuoneessa
19-24 tuntia. Kaikki B-osion maljat luki ainoastaan opinnaytetyon tekija. Kantojen tutki-

musprosessit tuloksineen kirjattiin Excel-taulukkoon.

6.3.1 Naytteet

Tunnettujen kantojen vertailuun kaytettiin pakastettuja bakteerikantoja. Bakteerikantoja
sdilytettiin maitoon liuotettuina -80 °C -asteisessa pakastimessa. Putket otettiin pakasti-
mesta vain viljelyn ajaksi, eika niita tarvinnut varsinaisesti sulattaa. Tutkimuksessa kay-
tetyt kaupalliset kannat (ATCC) sek& YESLAB:n potilasnaytteista (P) eristetyt kannat ja
opetuskannat (O) oksasilliini-MIC-arvoineen (OX-MIC) on esitetty taulukoissa 3 ja 4.

Osa MIC-arvoista on ilmoitettu lukuna > 16, koska 16 mg/L on suurin arvo, joka kysei-
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selld menetelmalla on pystytty maarittamaan. S. aureus- ja S. pseudintermedius -kan-
tojen tunnisteista ilmenee bakteerin laji, mahdollinen metisilliiniresistenssi ja kannan
oksasilliini-MIC-arvo. Kaikkia B-osion naytteita sailytettiin laboratorion jadkaapissa vii-
meiseen maljojen kasvun tulkinnan paivaan asti, eli B-osion kaytannon tutkimuksen

valmistumiseen.

Taulukko 3.  Tutkimuksessa kaytetyt S. aureus- ja S. pseudintermedius -kannat ja niiden tun-
nisteet sekéd MIC-arvot. P; YESLAB:n potilaskanta, OX-MIC; oksasilliini-MIC-arvo.

Tunniste ja kantanumero Bakteerilaji OX-MIC (mg/L)
MRSA32 (ATCC 43300) S. aureus (MRSA) 32

MRSA# (P-2070) S. aureus (MRSA) Ei tiedossa
MRSP16a (P-462) S. pseudintermedius (MRSP) > 16
MRSP16b (P-490) S. pseudintermedius (MRSP) > 16

MRSP4 (P-495) S. pseudintermedius (MRSP) 4

MRSP1 (P-2500) S. pseudintermedius (MRSP) 1

MRSPO0,5 (P-2814) S. pseudintermedius (MRSP) 0,5

MSSAO0,25 (ATCC 25923) S. aureus (MSSA) 0,25
MSSPO0,12 (ATCC 49444) S. pseudintermedius (MSSP) 0,12

Tutkimukseen haluttiin MRSP-kantojen liséksi myds MRSA-kantoja, koska kaikki ver-
tailtavat maljat ovat MRSA-maljoja. Liséksi tutkittiin yleisimpia koirien MRSA-MRSP-
naytteiden kontaminantteja, jotka on esitetty taulukossa 4. Namé kontaminantit ovat
yleisimpi& koirien normaalin mikrobiston bakteereita, jotka kolonisoivat seulontanayttei-

den naytteenottoalueita, kuten perdaukon seutua, ihoa ja limakalvoja.

Seulontanaytevertailussa maljoilta todettiin jonkin verran Corynebacterium auriscanis-
bakteeria, joka kasvoi kaikilla muilla, paitsi OXMA:lla, josta sité ei l6ytynyt kertaakaan.
OXMA:lla on voinut olla tutkimusvaiheessa C. auriscanis -pesékkeitd, mutta ne eivat
ole nayttaneet MRSA- tai MRSP-epdilyttaviltd ja ovat siten helposti erotettavissa todelli-
sista S. aureus- ja S. pseudintermedius -l6yddksista. Validoinnin toiseen vaiheeseen
lisattiin C. auriscanis -kanta, koska bakteeri kuuluu koirien normaaliin mikrobistoon ja
se saattoi olla sekoitettavissa MRSP-pesékkeisiin vahintaan kolmella neljasta maljasta.
Maljoja todennakaoisesti ei ole suunniteltu C. auriscanisin kasvun hillitsemiseen tai lajin
erottumiseen, koska kaikki tutkittavat maljat on suunniteltu paaasiassa humaaninayttei-

den tutkimiseen.
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Taulukko 4.  Tutkimuksessa kaytetyt kannat, joilla tutkittiin normaalin mikrobiston bakteerien il-

menemista.

Tunniste ja kantanumero Bakteerilaji

STEP (ATCC 14990) Staphylococcus epidermidis
CORAU (2021-2848-8) Corynebacterium auriscanis
Faecalis-A (ATCC 29212) Enterococcus faecalis
Faecalis-B (O-66) Enterococcus faecalis
Faecalis-C (0O-67) Enterococcus faecalis
Faecalis-D (O-68) Enterococcus faecalis
FAECIUM-a (P-2570) Enterococcus faecium
FAECIUM-b (P-1946) Enterococcus faecium

Simuloituihin seulontanéytteisiin (osio B3) kaytettiin taulukossa 3 esitettyja MRSA- ja
MRSP-kantoja seké jo tutkittuja ja vastattuja koirien seulontanaytteitd. Seulontanaytteet
olivat enintdan kaksi viikkoa vanhoja rikasteita, joissa oli edelleen seulontanaytetikut
mukana. Seulontanaytteet olivat MRSA:n ja MRSP:n suhteen negatiivisia. Kaikki rikas-

teet oli sailytetty jaakaapissa.

6.3.2 Toteutus

Naytteet viljeltiin jarjestyksessa B1, B2.1, B2.2 ja B3. Naytteita valmisteltiin ja viljeltiin ja
niiden tuloksia tarkasteltiin samoina paivina inkubaatioaikojen mukaisesti (kuvio 6).
Aina samana paivana, kun tutkittin ensimmaisen inkubaation jalkeiset maljat, tutkittiin
paivaa vanhemmat, toisen inkubaation jalkeiset maljat. B-osion viljelyt ja kasvun tul-

kinta toteutettiin viiden tyopaivan aikana.
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MA | pakastettujen kantojen puhdasviljelmét

Tl | B1: viljelyt B2.1: laimennosten valmistus ~ B2.2: laimennosten rikastus B3: negatiivisten néytteiden
- kerdaminen
viljely

KE | B1:1. luku B2.1: 1. luku B2.2: viljely B3: pmy-laskut
néytteiden valmistus
viljely

TO| B1:2.luku B2.1: 2. luku B2.2: 1. luku B3: 1. luku

PE B2.2: 2. luku B3: 2. luku

Kuvio 6. B-osion viikkoaikataulu. Luvulla tarkoitetaan bakteerikasvun visuaalista tarkastelua.

Tunnettujen kantojen kasvuominaisuuksia (osio B1) tutkittiin suoraviljelemalla bakteeri-
massaa MRSA-maljoille. Tunnettuja kantoja siirrostettiin veriagarmaljoilta suoraan tut-
kittaville maljoille sektoreittain (kuva 10). Suoraviljeltaviin bakteereihin kuului kaksi
MRSA-, viisi MRSP-, neljd E. faecalis- ja kaksi E. faecium -kantaa sekd yhdet MSSA-,
MSSP- ja S. epidermidis -kannat (taulukot 3 ja 4). Jokainen tutkittava MRSA-malja jaet-
tiin neljian osaan ja sektorit nimettiin bakteeritunnisteilla. Veriagarmaljojen puhdasvil-
jelmista otettiin viljelysilmukalla pieni maara haluttua bakteerimassaa ja viljeltiin se yk-
sinkertaisella siksak-kuviolla bakteerilajia tai -kantaa vastaavalle MRSA-maljan sekto-
rille. Maljoja inkuboitiin yhteensa kaksi vuorokautta ja kasvuominaisuudet kirjattiin kum-
mankin inkubaation jalkeen.

Kuva 10. B1-osiossa yhdelle maljalle viljeltiin neljaé eri naytetta (vas.). Erilaisia MRSP-kantoja
OXMA:lla (oik.).
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Pienten MRSA- ja MRSP-bakteerimaarien kasvuominaisuuksia (osio B2) tutkittiin teke-
malla taulukon 3 (s. 30) MRSA- ja MRSP-kannoista laimennoksia (taulukko 5). Puhdas-
viljelmien bakteeripeséakkeista tehtiin turbiditeetiltaan 0,5 McFarlandia vastaavat sus-
pensiot. Puhdasviljelmisté siirrettiin viljelysauvalla pieni maara bakteerikasvustoa nat-
riumkloridiputkeen, joka sekoitettiin sekoittajalla (Vortex V-1 plus, Biosan) ja mitattiin
nefelometrilla (DensiCHEK plus, Biomérieux). Laimennokset tehtiin sarjana, lisdamalla
automaattipipetilla (m1000, BIOHIT) 200 ul bakteerisuspensiota 1,8 millilitraan 0,9-pro-
senttista natriumkloridia. 10 -laimennos tehtiin lisaamalla natriumkloridiputkeen 200 pl
0,5 McFarlandia vastaavaa suspensiota, ja muihin natriumkloridiputkiin aina edellista
valmistettua laimennosta 200 pl. Laimennokset viljeltiin rikastamattomina (osio B2.1)
kvantitatiivisesti ja sdilytettiin jAdkaapissa. Kvantitatiivinen viljely toteutettiin kastamalla
10 pl:n viljelysilmukkaa laimennoksessa ja vetamalla silmukkaa maljan poikki kerran
edestakaisin niin, etta silmukan nestekupla rikkoutuu vedetyille viivoille. TAméan jalkeen
viivat hajotettiin koko maljan pinta-alan peittavalléa siksak-kuviolla, joka tehtiin samalla
silmukalla (kuva 11). 101-,102- ja 10 -laimennokset sailytettiin myods mahdollista jatko-
kayttoa varten. Laimennokset viljeltin MRSA-maljoille, minka liséksi laimennokset viljel-
tiin veriagarmaljoille duplikaatteina eli kaksoiskappaleina. Veriagarmaljat toimivat lai-
mennosten kontrollimaljoina. Kaikkia maljoja inkuboitiin yhteensé kaksi vuorokautta ja

pesakeluvut kirjattiin kummankin inkubaation jalkeen.

Kuva 11. B2-osiossa naytteet viljeltiin kvantitatiivisesti (vas.), mik& mahdollisti pesékelaskun. Ri-
kastettu MRSP-laimennos TACM:lla (oik.)

Laimennokset myos rikastettiin (B2.2) lisaamalla kutakin 10, 10°- ja 10 -laimennosta
rikasteeseen 10 pl:n silmukalla. My6s rikastetut laimennokset viljeltiin kvantitatiivisesti
MRSA-maljoille, joiden liséksi ne viljeltiin veriagarmaljoille duplikaatteina (liite 3). Kaik-
kia maljoja inkuboitiin yhteensa kaksi vuorokautta ja pesékeluvut kirjattiin kummankin

inkubaation jalkeen.
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Taulukko 5. MRSA- ja MRSP-laimennosten laimennossuhteet ja laimennosliuoksen koostu-
mus seka kunkin laimennoksen arvioitu laskennallinen bakteerimaara ja pesak-
keitd muodostavien yksikdiden maara. NacCl; natriumkloridi, pmy; peséakkeita muo-
dostava yksikko.

Nayte | Laimennossuhde | Laimennosliuoksen koostumus | Bakteerisoluja arviolta | pmy/ml
McF 0,5 McFarland NaCl + bakteerimassaa 1,5x 108 75 M
10? 1:10 1,8 ml Nacl + 0,2 ml McF 1,5x 107 7.5M
107? 1:100 1,8 ml Nacl + 0,2 ml 101 1,5x 108 750 000
103 1:1000 1,8 ml Nacl + 0,2 ml 102 1,5x10° 75 000
10+ 1:10000 1,8 ml Nacl + 0,2 ml 108 1,5x10* 7 500
10° 1:100 000 1,8 ml Nacl + 0,2 ml 104 15x108 750
10® 1:1 000 000 1,8 ml Nacl + 0,2 ml 105 1,5x 102 75

Simuloidut seulontanéytteet (osio B3) tehtiin osiossa B2.1 valmistetuista laimennok-

sista ja negatiivisista seulontanaytteista. Simulointiin kaytettiin neljad MRSP-kantaa
(MIC-arvot >16, 4, 1 ja 0,5) ja kahta MRSA-kantaa seka kahta naiden yhdistelmaa (tau-

lukko 6). MRSA-MRSP-negatiivisiksi todettuja seulontanaytteita sisaltaviin rikasteput-

kiin lisattiin 1 ml kunkin bakteerin rikastamatonta 10 -laimennosta. Laskennalliset lai-

mennosten PMY-maarat on laskettu kunkin rikastamattoman liuoksen kasvusta ve-

riagarmaljalla (liite 2, TSA-SB). Naytteisiin lisattiin 10 -laimennoksia, koska kaikissa

simulointiin kaytettyjen kantojen 10 -laimennoksissa oli laskennallisesti 7 500 pmy/ml,

joka on vaaditun bakteerimaarén 1 000 - 10 000 pmy/ml rajoissa (taulukko 5). MRSA-

MRSP-yhdistelméanaytteisiin lisattiin 0,5 ml molempien bakteerien laimennoksista.

Taulukko 6.  Simuloitujen seulontanaytteiden siséltamat MRSA- ja MRSP-kannat ja kantojen
laimennossuhteet. Laimennoksia ei ole rikastettu. SIM; simuloitu seulontanayte, P;
potilasnéyte.

Seulontanayte + bakteerikanta Kantaliuoksen laimennossuhde
SIM 1 P1 + MRSP16a + MRSA# 1:10 000 (10%)
SIM 2 P2 + MRSP1 + MRSA32 1:10 000 (104
SIM 3 P3 + MRSP16a 1:10 000 (104
SIM 4 P4 + MRSP4 1:10 000 (104
SIM 5 P5 + MRSP1 1:10 000 (104
SIM 6 P5 + MRSPO,5 1:10 000 (10%)
SIM 7 P7 + MRSA32 1:10 000 (10%)
SIM 8 P8 + MRSA# 1:10 000 (104
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Yhdistelmanaytteisiin kaytettin MRSA-MRSP-pareja, joilla oli keskenddn mahdollisim-
man lahekkaiset MIC-arvot. Simuloidut seulontanaytteet viljeltin MRSA-maljoille inku-
boitumattomina ja tavanomaisella hajotusviljelytyylilla (kuva 12). Maljoja inkuboitiin yh-
teensa kaksi vuorokautta ja tulokset kirjattiin kummankin inkubaation jalkeen. Seulonta-
naytteiden sisaltdmista muista bakteerilajeista ei ollut tietoa, kuten ei normaalistikaan

seulontanaytteita tutkittaessa.

Kuva 12. A- ja B3-osioissa naytteet viljeltiin tavanomaisella hajotustyylilla (vas.). A-osion negatii-
vinen seulontanayte BDCM:lla (oik.).

6.3.3 Tulosten analysointi ja maljan valinnan kriteerit

B1l-osiossa tarkasteltiin bakteerien yleisia kasvuominaisuuksia eri alustoilla. Tarkastel-
tavia kasvuominaisuuksia olivat kasvun runsaus, varitys ja pigmentin muodostuminen
seka mahdollisesti erottuvien yksittaispesakkeiden morfologia. Runsaskasvuisista bak-
teerikanoista ei valttaméatta muodostunut yksittaispesakkeitd. B1-osiossa tarkasteltiin
maljojen ominaisuuksia yleisimpien MRSP-seulontanéaytteiden bakteerien suhteen. B1-
osio oli tarkoitettu antamaan lisatietoa bakteerien kasvusta maljoilla seké alustamaan

ja tukemaan muita tutkimuksen osioita.

B2-osiossa tarkasteltiin heikkojen negatiivisten naytteiden kasvua viljelemalla maljoille
pienia pitoisuuksia MRSA:ta ja MRSP:ta. Viljelmistad kasvaneiden pesdkkeiden maarat
laskettiin havaitsemisrajan maarittamiseksi. Havaitsemisraja kertoo, kuinka pienia pitoi-
suuksia MRSP:ta maljoilta voidaan luotettavasti havaita. Laimennosten toivottiin kasva-

van valittavalla maljalla pieninékin pitoisuuksina viimeistaan rikastettuina.
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B3-osiossa simuloitujen seulontanaytteiden kasvua arvioitiin silmamaaraisesti. Simu-
loidut potilasnaytteet valmistettiin pienilla MRSA- ja MRSP-bakteerimaarilla, koska
osion tarkoitus oli tarkastella heikkojen positiivisten naytteiden kasvua maljoilla. B3-osi-
ossa pienet bakteerimaarét yhdistyivat seulontanaytteille tyypilliseen sekamikrobistoon.
B3-osio suunniteltiin tdydentamaén A- ja B2-osioita. Simulaatiolla haluttiin my6s tarkas-
tella MRSA:ta ja MRSP:ta sisaltavien naytteiden kasvua yhteisella maljalla. Seulonta-
naytteiden, joissa on seka MRSA:ta ettd MRSP:t4, toivottiin erottelevan MRSA ja
MRSP toisistaan selvasti ja molempien kasvavan tunnistettavana toisistaan huolimatta.

7 Tulokset

Maljoista otettujen valokuvien varisavyt ovat vain viitteellisia eivatka vastaa tasmalli-
sesti paljaalla silmalla nahtavia. Varisavyjen vaihteluun vaikuttavat mm. kuvauksessa
kaytetty valonlahde ja kuvien tarkasteluun kaytettava nayttd. Pesakkeiden morfologian
kuvailu on mydskin jokseenkin subjektiivista ja morfologia voi vaihdella myds bakteeri-

lajin sisalla.

7.1 Seulontanaytevertailu

Vertailussa viljeltiin yhteenséa 53 naytettd, joista MRSP:ta I0ytyi kuudesta, MSSP:ta nel-
jasta ja MSSA:ta yhdesta naytteestd. MRSA:ta ei [6ytynyt. MSSA:ta [0ytyi vain
OXMA:lta, jossa sita oli yksi pesadke toisen inkubaation jalkeen. MSSP:té |6ytyi yhdesta
naytteesta kaikilta maljoilta, yhdesta naytteestd TACM:lta ja kahdesta naytteesta
OXMA:Ita. Kaikki MSSP-16yddkset tehtiin toisen inkubaation jalkeen. MRSP-I6ydésten
varit ja l6ytymispéaivat inkubaation mukaan on esitetty taulukossa 7. Léyddkset on mer-
kitty SP-tunnisteella (Staphylococcus pseudintermedius) sekéd numeroin yhdesta kuu-
teen, jotka vastaavat tiettyja tutkimuksissa kaytettyja naytenumeroita. Osa loydoksista
on tehty verimaljalta (TSA-SB) hajotusviljelmistd, mutta ne eivét ole toisenkaan inku-
baation jalkeen nékyneet silla selektiivisella maljalla, josta hajotusviljelma on tehty. Jot-
kin ensimmaisen inkubaation jalkeen kasvaneet pesakkeet saattoivat olla suurempia ja

tummempia toisen inkubaation jalkeen, mutta ne eivat muuttuneet merkittavasti.
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Taulukko 7. Vertailussa kaytettyjen seulontanaytteiden MRSP-I6ydokset. VA; valkoinen, VS;
vaaleansininen, L; lila, SL; sinilila, VP; vaaleanpunainen, x; ei MRSA/P-epailytta-
vaa kasvua, TSA-SB; verimaljalta tehty 16ydos.

BRMS OXMA TACM BDCM
1 vrk 2 vrk 1 vrk 2 vrk 1 vrk 2 vrk 1 vrk 2 vrk

SP1 X TSA-SB VS VS X TSA-SB X X
SP 2 VP VP L L L L L L
SP 3 VP VP SL SL X VA X VA
SP4 X X VS VS X X X

SP5 X VP VS VS X L L

SP 6 X VP VS VS X TSA-SB L

7.1.1 Seulontanaytteet BRMS-malja

Tutkittavien maljojen ominaisuuksia MRSP:n suhteen verrattin BRMS-maljaan, koska

BRMS-maljalle haettiin korvaavaa, parempaa maljaa. Taulukoissa 8, 9 ja 10 on esitetty

kunkin kolmen maljan MRSP-epdilyttava (S. pseudintermediuksen nékdinen) kasvu

(POS) ja ei-MRSP-epéilyttava (ei S. pseudintermediuksen nakdinen) kasvu (NEG).

Taulukko 8.  Seulontanaytteiden todelliset 16yddkset ristiintaulukoituna BRMS:n MRSP-epailyt-
tavien (POS) ja ei-MRSP-epailyttdvien (NEG) I6yddsten kanssa.
Todelliset Ioydokset
POS NEG YHT.
£ Pos 4 19 23
% NEG 28 30
YHT. 47 53

53:sta viljellystd seulontandytteesta yhteensa 23 naytetta kasvoi BRMS:lla MRSP-epaéi-

lyttavan nakoisend. Naista 20 naytettd vaati jatkotutkimuksia ensimmaisen inkubaation

jalkeen ja kolme naytetta toisen inkubaation jalkeen. Negatiivisen ndkaisina kasvoi 30

naytetta.

herkkyys

4
4 + 2

~ 0,66 spesifisyys = 0,59

19 + 28

Kuvio 7. BRMS-maljan herkkyys ja spesifisyys.




38

BRMS:n herkkyys on 66 % ja spesifisyys 59 % (kuvio 7). BRMS-maljalla eniten MRSP-
tyypillistéd kasvua muistuttivat C. auriscanis ja Rothia nasimurium seka erinéiset entero-
kokkilajit (kuva 13), mukaan lukien Enterococcus hirae ja Enterococcus gallinarum.
Suurimman osan tarpeettomia jatkotutkimuksia aiheuttivat toiset stafylokokit, useimmi-
ten S. haemolyticus, S. epidermidis tai S. cohnii. Positiiviselta nayttavista 23:sta nayt-
teesta nelja naytettd todettiin BRMS:lla MRSP-positiivisiksi ensimmaisen tai toisen in-
kubaation jalkeen, eli 17,4 % jatkotutkimuksia vaatineista viljelmista oli MRSP-positiivi-
sia. BRMS-maljalla runsaanakin kasvavista MRSP-pesakkeista ei yleensa saatu en-
simmaisen inkubaation jalkeen tehtya herkkyysmaaritysta, koska pesakkeet olivat lilan
pienia, pesakkeet eivat olleet riittavan erilladan muista kasvavista bakteerilajeista tai pe-

sakkeita ei viela voinut varmistaa S. pseudintermedius -lajisiksi. Kuvassa 13 on maljalle

tyypillinen vaalea lohenpunainen MRSP-pigmentti ja alkavaa pesakekasvua.

Kuva 13. MRSP-positiivinen SP3-néayte kaikilla tutkittavilla maljoilla ensimmaisen inkubaation jal-
keen.
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Taulukoissa 9, 10 ja 11 ei ole eritelty ensimmaisen ja toisen inkubaation jalkeisia l6y-
doksia, vaan ainoastaan kasvun ilmeneminen epailyttavana tai ei-epailyttavana. Niita
I6ydoksia, jotka ovat naytténeet positiivisilta ensimmaisen vuorokauden jalkeen, ei ole
enaa laskettu positiivisen nékoisiksi toisen vuorokauden jalkeen. Negatiivisia tuloksia ei
voi erotella ensimmaisen ja toisen inkubaation jalkeisiksi, koska toisen inkubaation jal-
keinen negatiivinen on ollut negatiivinen jo ensimmaisen inkubaation jalkeen. Negatiivi-

nen tulos nimittain voi muuttua positiiviseksi, mutta positiivinen ei negatiiviseksi.

7.1.2 Seulontanaytteet OXMA-maljalla

53:sta seulontanaytteesta yhteensa 21 naytettd kasvoi OXMA:lla MRSP-epéilyttavan
nakoisena (taulukko 9). Naista 12 naytetta vaati jatkotutkimuksia jo ensimmaisen inku-
baation jalkeen ja yhdeksan naytetta toisen inkubaation jalkeen. Negatiivisen nakoisina

kasvoi 32 naytetta.

Taulukko 9.  Seulontanaytteiden todelliset [6ydokset ristiintaulukoituna OXMA:n MRSP-epailyt-
tavien (POS) ja ei-MRSP-epéilyttdvien (NEG) I6yddsten kanssa.

Todelliset I6ydokset
POS NEG YHT.

g POS 6 15 21
5 NEG 0 32 32
YHT. 6 47 53

OXMA:lla ei kasvanut montaa MRSP-epdilyttavaa lajia. Useimmiten enterokokit kasvoi-
vat pienina ja vaihtelevan savyisina vaaleanpunaisina, mutta joissain tapauksissa ne
saattoivat olla sinertavia ja muistuttaa nuoria MRSP-pesakkeita. S. epidermidis kasvoi
joistain naytteista vaaleansinisend ja stafylokokkimaisen pyoreing, ja oli siten sekoitet-
tavissa S. pseudintermedius -pesékkeiksi. Bacillus licheniformis saattoi myds kasvaa
vaaleansinisena, mutta oli muutoin morfologialtaan aina riittdvan erilainen stafylokok-
keihin ndhden, eika siksi muutoin muistuttanut S. pseudintermediusta. Kuvassa 13 (s.
38) on MRSP-positiivinen seulontanayte, jonka S. pseudintermedius -pesékkeista pys-
tyi tekemaéan herkkyysmaarityksen jo ensimmaisen inkubaation jalkeen, koska erillis-

pesakkeista sai luotettavasti MALDI-TOF-tunnistuksen ja herkkyysmaarityksen.
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6

~ 0,68
6+0 !

herkkyys =1 spesifisyys

15+ 32

Kuvio 8. OXMA-maljan herkkyys ja spesifisyys.

OXMA:n herkkyys on 100 % ja spesifisyys 68 % (kuvio 8). OXMA:lla on ollut vdhem-
man MRSP-epéilyttavaa kasvua (n = 21), kuin BRMS:lla (n = 23). OXMA:lla on myds
todettu MRSP-16ydoksia (taulukko 7, s. 37) useammin ensimmaisen inkubaation jal-
keen (n = 6), kuin BRMS:lla (n = 2). Positiiviselta nayttavista 21:sta viljelmasta kuusi to-
dettiin OXMA:lla MRSP-positiivisiksi, eli 28,6 % jatkotutkimuksia vaatineista viljelmista
oli MRSP-positiivisia. BRMS-maljalta tehtyjen MRSP-16yddsten osuus epéilyttavista pe-

sékkeista on tata pienempi (17,4 %).
7.1.3 Seulontanaytteet TACM-maljalla

53:sté seulontanaytteestd MRSP-epailyttavan nakodisena kasvoi TACM:lla yhteensa 37
naytetta (taulukko 10), joista jatkotutkimuksia vaati 30 naytettd ensimmaisen inkubaa-
tion jalkeen ja seitseman naytetta toisen inkubaation jalkeen. Negatiivisen nakoisina

kasvoi 16 naytetta.

Taulukko 10. Seulontanaytteiden todelliset |16ydokset ristiintaulukoituna TACM:n MRSP-epailyt-
tavien (POS) ja ei-MRSP-epéilyttavien (NEG) I6yddsten kanssa.

Todelliset I6yddkset
POS NEG YHT.

g POS 3 34 37
< NEG 3 13 16
YHT. 6 47 53

TACM-maljalla MRSP-epadilyttaviltd nayttivat Rothia nasimurium ja Staphylococcus
saprophyticus seka monet enterokokit, joista yleisimmin MRSP-kasvuun sekoitetut oli-
vat Enterococcus hirae ja Enterococcus gallinarum. Kuvassa 13 (s. 38) kasvaa MRSP-
pesékkeita poikkeuksellisesti valkeina. Pesakkeita ei saatu tunnistettua suoraan mal-

jalta, koska kasvu oli sekaista, ja siita jouduttiin tekemaan hajotusviljelma.
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3
herkk: —— =05 spesifisyys
erkkyys 3743 PeSIISYYS 34 113

~ 0,28

Kuvio 9. TACM-maljan herkkyys ja spesifisyys.

TACM-maljan herkkyys on 50 % ja spesifisyys 28 % (kuvio 9). Maljalla on ollut enem-
man MRSP-epailyttavaa kasvua (n = 37), kuin BRMS:lla (n = 23). TACM:lla on myds
todettu MRSP-16ydoksia harvemmin ensimmaisen inkubaation jalkeen (n = 1), kuin
BRMS:lla (n = 2). Positiiviselta nayttavista 37:sta naytteesta kolme naytetta todettiin
TACM:lla MRSP-positiivisiksi ensimmaisen tai toisen inkubaation jalkeen. Nain 8,1 %
jatkotutkimuksia vaatineista viljelmista oli MRSP-positiivisia, mika on vahemman, kuin
BRMS:n maljan ldyd6ésosuus (17,4 %).

7.1.4 Seulontanaytteet BDCM-maljalla

BDCM-malja jatettiin seulontanaytteiden viljelyn jalkeen pois validoinnin toisesta vai-
heesta eli B-osiosta. MRSP ei nakynyt maljalla riittdvan tunnistettavana verrattuna mui-
hin silla kasvaviin bakteerilajeihin. BDCM:lla myds kasvoi paljon koirien normaalin mik-
robiston bakteereita, joiden seasta oli haastavaa tehda mahdollisia MRSP-l6ydoksia.
MRSP-pesakkeiden morfologia vaihteli BDCM:lla enemman, kuin muilla maljoilla (kuva
4, s. 10), ja MRSP:n ilmeneminen maljalla oli jokseenkin epdjohdonmukaista, mahdolli-
sesti MRSP:n erilaisista kannoista riippuen. Maljoilla myés oli paljon valuvaiheessa
syntyneita ilmakuplia, jotka hankaloittivat viljelyn tulkintaa varsinkin ensimmaisen inku-

baation jalkeen, kun pesédkkeet olivat ajoittain pisteméaisen pienia (kuva 14).

Kuva 14. Pieniltd pesakkeiltd nayttavia ilmakuplia pigmentin alla BDCM-maljoilla.
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Seulontanaytteiden tuloksista ei ole tehty taulukkoa, jossa vertaillaan BDCM-maljaa
BRMS-maljaan, koska BDCM:n pesakemorfologiasta on ollut vaikea tehda yhdenpita-
vid johtopaatoksia, joilla validointiparametreja pystyisi laskemaan. Maljan tuloksia ei
myo6skaan ole analysoitu, koska sen hylkdamisesta tehtiin paéatés jo tassa validointivai-
heessa. Kuvassa 13 (s. 38) on maljalle vilielty MRSP-positiivinen seulontanayte, jonka
MRSP-pesakkeet eivét kasvaneet maljalla ensimmaisen inkubaation jalkeen, ja toisen
inkubaation jalkeen kasvoivat valkoisina. Enterokokit kasvoivat maljalla useimmiten
runsaina, ja muista tutkituista maljoista poiketen BDCM:lla kasvoi Proteus mirabilis,
joka oli ajoittain sekoitettavissa S. pseudintermedius -pesakkeiksi. Eniten MRSP:ta
maljalla kuitenkin muistuttivat enterokokit ja Rothia nasimurium seka joissain naytteissa

Corynebacterium auriscanis, joka kasvoi maljalla vaihtelevan varisena.

7.2 Vertailu tunnetuilla bakteerikannoilla

Tunnettujen bakteerikantojen viljelytuloksia on esitetty liitteissa 1, 2, 3 ja 4. Pesake-
maarat on mahdollisuuksien mukaan laskettu ja ilmoitettu semikvantitatiivisesti. BDCM-

malja ei enda kuulunut tahan validoinnin vaiheeseen.

7.2.1 Tunnettujen kantojen kasvuominaisuudet

MRSP-kannat kasvoivat BRMS-maljalla pddosin haaleina lohenpunaisina pesakkeina
ja OXMA-maljalla pddosin pastellin savyisina sinililoina (kuva 15). MRSP kasvoi TACM-
maljalla vaaleanpunaisina, liloina tai sinisina pesakkeina (kuva 15). Suorasiirrostuk-
sessa MRSP-kannat vaikuttivat kasvavan niukimmin TACM-maljalla ja runsaimmin
OXMA-maljalla. MRSP-kannat kasvoivat BRMS-maljalla lahes yhta runsaina, kuin
OXMA-maljalla. MSSA- ja MSSP-kannat muodostivat pigmenttid kaikille maljoille,
mutta kumpikaan kanta ei kasvanut pesdkkeind. MRSA kasvoi runsaana kaikilla mal-

joilla ja muodosti tummia pigmentteja kaikille maljoille.
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MRSP16a ¢

MRSP4

MRSPO,5

Kuva 15. MRSP-kantoja BRMS-, OXMA- ja TACM-maljoilla ensimmaisen inkubaation jalkeen.

Tutkittu Staphylococcus epidermidis -kanta muodosti vahan pigmenttia OXMA:lla,
mutta ei muilla maljoilla, eikd kasvattanut pesakkeita millaan maljalla. Corynebacterium
auriscanis -kanta kasvoi ainoastaan TACM-maljalla. Enterococcus faecium -kannat
kasvoivat hieman Enterococcus faecalis -kantoja paremmin OXMA:lla, mutta molem-
mat tekivat erilaista pigmenttia, kuin MRSA ja MRSP (kuva 16). Enterokokkien kas-
vuominaisuuksissa ei ollut suuria eroja TACM-maljalla. Molemmat enterokokkikannat
kasvoivat BRMS-maljalla yhta hyvin, mutta muodostivat vaaleanpunaista pigmenttia,
joka voi olla sekoitettavissa MRSP:n samankaltaiseen pigmenttiin (kuva 16). TACM-
maljan pigmentin muodostuksessa oli eniten vaihtelua bakteerilajien ja saman lajin eri

kantojen valilla.
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BRMS OXMA TACM

Faecalis-C

Faecalis-B

Faecalis-D

MRSP1

Kuva 16. E. faecalis-kantoja ja MRSP-kanta BRMS-, OXMA- ja TACM-maljoilla ensimmaisen in-
kubaation jalkeen.

7.2.2 Pienten MRSA- ja MRSP-bakteerimaarien kasvuominaisuudet

Liitteen 4 tulosyhteenvedossa pesdkeluvut on muutettu asteikosta +...++++ asteikkoon
1-4 pienten bakteerimaarien kasvamisen laskemiseksi. Naita arvoja tarvitaan keskiar-
vojen laskemiseen, vaikka ne eivat ole tarkkoja. Jos, esimerkiksi, kasvun keskiarvoksi
tulee 0,5, kasvaa se silloin +...++ arvoisesti, eli kyseisen laimennoksen bakteerikantaa
kasvaa maljalla keskimaarin 1-100 pesaketta. Keskiarvolukemat ovat suuntaa antavia,
koska jo alkuperaisella +...++++ -asteikolla kasvua on arvioitu suurpiirteisesti, eika or-
dinaaliasteikon arvoja voi kayttaa luotettavan keskiarvon tai havaitsemisrajan laskemi-

seen.

Kuva 17. Rikastettu 1 : 10 000 -MRSP-laimennos (MIC 4 mg/L) toisen inkubaation jalkeen
BRMS:lla.
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Pesakkeet, jotka on merkitty liitteisiin 1—4 asteriskilla (*) ovat kasvaneet pistemaisen
pienind, eik& niista pystyisi tunnistamaan bakteerilajia sen kasvaessa tavallisesta seu-
lontanaytteesta. Nain pienista pesékkeista ei myoskaan pysty tekemaan MALDI-TOF-
tyypitysta tai herkkyysmaaritystad. MRSP4-kannan rikastettu 10 -laimennos kasvoi
BRMS:lla pistemaisina pesakkeind, joita ei pystyisi tunnistamaan MRSP-kasvuksi, eika

laskemaan tai hyddyntdmaan sellaisenaan jatkotutkimuksiin (kuva 17). Vastaava nayte

kasvoi OXMA:lla my6s pienin&, mutta runsaslukuisina ja tunnistettavan varisina pesak-
kein& (kuva 18).

Kuva 18. Rikastettu 1 : 10 000 MRSP4-kannan laimennos (MIC 4 mg/L) toisen inkubaation jal-
keen OXMA:lla.
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MRSP-laimennosten kasvu

BRMS mOXMA =TACM mTSA-SB

1 1
0,75

0,75 0,75 0,75
0,25 0,25 0,25
0 0

1:10 000 1:100 000 1:1 000 000

Kuvio 10. MRSP-kantojen laimennosten kasvun maarien keskiarvot vertailluilla maljoilla toisen in-
kubaation jalkeen asteikolla 0-4, jossa 0; ei kasvua, 1; 1-10 pes (pesakettd), 2; 10-100
pes, 3; 100-1000 pes, 4; > 1000 pes. TSA-SB; veriagarmalja (kontrolli).

Kuviot 10 ja 11 esittavat MRSP-laimennosten keskimaaraista pesakekasvua B2-osi-
ossa. Bakteeriliuoksen pitoisuuden ja kasvaneiden pesékkeiden valilla vaikuttaa olevan
yhteys kaikilla maljoilla; pesdkemaarien keskiarvot laskivat laimennosten MRSP-pitoi-

suuksien pienentyessa.

Rikastettujen MRSP-laimennosten kasvu

BRMS ®mOXMA =TACM mTSA-SB

3,75

1,75

1:10 000 1:100 000 1:1 000 000

Kuvio 11. MRSP-kantojen rikastettujen laimennosten kasvun maarien keskiarvot vertailluilla mal-
joilla toisen inkubaation jalkeen asteikolla 0-4, jossa 0; kasvua, 1; 1-10 pes (pesakettd),
2; 10-100 pes, 3; 100-1000 pes, 4; > 1000 pes. TSA-SB; veriagarmalja (kontrolli).
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Kuva 19. MRSA32-laimennos (105) rikastettuna BRMS:lla (vas.), OXMA:lla (kesk.) ja TACM:lla
(oik.) toisen inkubaation jalkeen.

MRSA-laimennokset kasvoivat rikastettuina keskiméaaraisesti yhta runsaina kaikilla
maljoilla (kuva 19). Laimennosten rikastaminen kasvatti pesakeméaaraa (kuva 20) suu-
rimmassa osassa viljelmistd; 83 % kaikista MRSA- ja MRSP-kantojen laimennoksista

kasvoi runsaampana selektiivisilla maljoilla ja kontrollimaljalla rikastuksen jalkeen.

Kuva 20. MRSP16a-kannan laimennos OXMA:lla rikastamattomana (vas.) ja rikastettuna (oik.)
toisen inkubaation jalkeen. Rikastamattoman laimennoksen laimennossuhde on
1:10 000 ja rikastetun 1 : 1 000 000.

MIC-arvon 0,5 mg/L omaavan MRSP-kannan (MRSPO0,5) laimennokset eivéat kasvaneet
edes rikastettuna BRMS:lla tai TACM:lla, mutta osa laimennoksista kasvoi OXMA:lla ja
veriagarmaljalla (taulukko 7, s. 37). Kaikilla kolmella selektiivisella maljalla pienin kas-
vava MRSP-bakteerim&ara oli 75 pmy/ml, eli 10-5-laimennos, vaikka nain pienina pitoi-
suuksina kasvoi vain MRSP16a, jonka MIC-arvo on >16 (kuva 21 ja taulukko 11).
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Kuva 21. Rikastamaton 1 : 10 000 -MRSP16a-laimennos (MIC > 16 mg/L) BRMS:lla toisen
inkubaation jalkeen.

Taulukossa 11 on MRSP-kantojen pienimman pitoisuuden omannut laimennos, joka
kullakin maljalla kasvoi MRSP-tyypillisen nakoisena. Muu kasvu on merkitty ei-MRSP-
tyypilliseksi (ET).

Taulukko 11. MRSP-kantojen pienimmat maljoilla kasvaneet pitoisuudet rikastamattomina tai ri-
kastettuina ensimmaisen tai toisen inkubaation jalkeen. ET; ei-MRSP-tyypillinen,
EK; ei kasvua, TSA-SB; veriagarmalja (kontrolli).

BRMS OXMA TACM TSA-SB
MRSP16a 10° 10° 10° 10°
MRSP4 ET (10%) ET (10%) 104 10
MRSP1 ET (10°) 10° EK 10°
MRSPO,5 EK 10° EK 10

7.2.3 Simuloidut seulontanaytteet

Taulukossa 12 on esitetty simuloitujen seulontanaytteiden (osio B3) kasvuominaisuuk-
sia kolmella vertailtavalla maljalla. Taulukkoon on merkitty jokaisen naytteen kohdalle,
onko nayte tehty MRSA- vai MRSP-positiiviseksi (POS) vai seka etta. Pesékelukuméaa-
rissa (PES) on esitetty maljalla kasvaneiden MRSA- tai MRSP-pesakkeiden maarat
(kpl). Sekda MRSA- ettd MRSP-kantoja sisaltavista naytteista (SIM1 ja SIM2) on ilmoi-
tettu ensin MRSA-kannan pesakelukumaara, jonka jalkeen MRSP-pesakkeiden luku-
maara. Muuta kasvua-osiossa (MK) on arvioitu muiden, ei-merkitsevien bakteerilajien

kasvun runsautta maljoilla vahdisesta runsaaseen kasvuun.
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Taulukko 12. Simuloitujen seulontanaytteiden kasvu tutkittavilla maljoilla toisen inkubaation
jalkeen. SIM; simuloitu seulontandyte, PES; MRSA- ja MRSP-peséakkeiden luku-
maara (MRSA + MRSP, kpl), MK; muuta kasvua, + vahaista kasvua, ++ kohta-
laista kasvua, +++ runsasta kasvua, - ei muuta kasvua.

MRSA/MRSP BRMS OXMA TACM
MRSA | MRSP | PES MK PES MK PES MK
SIM1 | POS POS 7+0 ++ 5+2 ++ 2+1 +++
SIM2  POS POS 0+0 it 0+0 +++ 0+0 +++
SIM3  NEG POS 6 - 4 - 5 -
SIM4  NEG POS 0 - 0 - 0 +
SIM 5 NEG POS 0 +++ 3 - 0 +
SIM6  NEG POS 0 + 0 - 0 +
SIM7 | POS NEG 2 - 1 5 -
SIM8 | POS NEG 6 ++ 1 3 -

MRSA-MRSP-yhdistelmanaytteet eli SIM 1 ja SIM 2 kasvoivat yleisesti niukasti, muuta-
man pesékkeen verran ja ndmakin pesakkeet kasvoivat tiheimmalla viljelyalueella.

MRSP-positiivisiksi simuloidut ndytteet kasvoivat myds muutamien pesékkeiden verran

jokaisella maljalla. MRSA-kannat kasvoivat maljoilla MRSP:t& runsaampina.

Kuva 22. SIM 1-ndyte BRMS:lla toisen inkubaation jalkeen. Maljalla kasvoi seitseman MRSA-
pesaketta sekd naytteen normaalin mikrobiston bakteereita.

SIM1-yhdistelmanayte sisélsi useita erilaisia visuaalisesti havaittavia normaalin mikro-
biston bakteereita, joista ei tehty lajinmaérityksia. SIM1-naytteesta kasvoi BRMS:lla

seitseman MRSA-peséaketta ja ndytteen normaalia mikrobistoa, mutta ei yhtéaén tunnis-
tettavaa MRSP-pesaketta (kuva 22). Samasta naytteesta kasvoi OXMA:lla viisi MRSA-
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pesaketta ja kaksi MRSA-pesakettd vaaleampaa MRSP-pesékettd (kuva 23). Liséksi

maljalla kasvoi niukkana ei-merkitsevia bakteerilajeja.

Kuva 23. SIM 1-ndyte OXMA:lla toisen inkubaation jalkeen.

SIM1-naytteesta kasvoi TACM:lla kaksi vaaleanpunaista MRSA-pesaketta ja yksi haa-
lean lila MRSP-pesake (kuva 24). Pesakkeiden ymparilla kasvoi pienia lapikuultavia

peséakkeita sinisella pigmentilla.

Kuva 24. SIM 1-nayte TACM:lla toisen inkubaation jalkeen.
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8 Pohdinta

8.1 Tulosten tarkastelu

S. aureus ja SIG-ryhman bakteerilajit ovat koagulaasipositiivisia, gram-positiivisia ryh-
makokkeja (Lainhart ym. 2018). Koagulaasinegatiiviset (KN) metisilliiniresistentit stafy-
lokokit (S) eivat muodosta varia BRMS-maljalle (Bio-Rad 2016). MRSP saattaa kasvaa
hieman KNS-lajeja paremmin, koska MRSP on MRSA:n tavoin koagulaasipositiivinen,
vaikka MRSP kasvaakin lahes agarin varisena, eika siten vaikuta tuottavan huomatta-
vaa pigmenttia. BDCM-maljassa taas on selektiivisia yhdisteita, jotka estavat muiden
gram-positiivisten kokkibakteerien, paitsi S. aureuksen, kasvua (Becton, Dickinson and
Company 2015). BDCM-malja oli mahdollisesti niin selektiivinen MRSA:lle, ettei MRSP
voi kasvaa silla johdonmukaisesti. MRSA-seulontaan suunnitellulla selektiivisella mal-
jalla MRSP todennékoisesti ndhdaan ei-merkitsevana gram-positiivisena kokkina, jonka
kasvu maljalla halutaan minimoida. S. pseudintermedius kuitenkin muistuttaa monin
ominaisuuksin S. aureusta (Maali ym. 2018; Van Duijkeren ym. 2011). Tama voi selit-
taa sitd, miksi MRSA-maljoja pystytaan soveltamaan MRSP:n tunnistukseen, vaikka

maljojen soveltuvuuksissa onkin vaihtelua.

8.1.1 Vertailu seulontanaytteilla

Morfologian heterogeenisyys on yleista stafylokokeilla ja enterobakteereilla (CLSI
2019). S. aureuksella ja S. pseudintermediuksella on liséksi pienipesakkeisia variant-
teja (SCV, small colony variant) (Savini ym. 2014). Morfologian heterogeenisyys ja eri-
naisten varianttien, kuten pienipesakkeisten varianttien, kasvaminen tutkittavilla mal-
joilla luo lisdhaasteita vertailuun. On mahdollista, ettd seulontanaytevertailussa eli A-
osiossa loyddksia on jadnyt toteamatta, jos ne ovat kasvaneet kovin epéatyypillisen na-
koisina. Ei-merkitsevat bakteerit voivat myds nayttaa ajoittain MRSA- tai MRSP-epailyt-
tavilta. Naita poikkeamia voidaan kaytanndssa todeta vasta, kun valittua maljaa kayte-
taan rutiinianalytiikan tutkimuksissa. MRSP-positiivisissa seulontandytteissa myds on
vaihtelevia maaria MRSP-bakteeria, ja vahaiset maarat eivat valttamatta edes rikastuk-
sen jalkeen paady kaikille tutkittaville maljoille. Rikastusmenetelma kuitenkin todettiin

tehokkaaksi rikastetuilla laimennoksilla.

Corynebacterium auriscanis tunnetaan koirien korvien korynebakteerina (Collins ym.
1999). C. auriscanis voi kasvaa varsinkin seulontanaytteissa, joita on otettu korvien

iholta. Seulontanaytevertailun tuloksiin ei yhdistetty naytteiden naytteenottokohtia, ja
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0sa naytteista on voinut sisaltaa korvista otettuja lisénaytteitd. Seulontanaytteet konta-
minoituvat herkasti myos perdaaukon seudun bakteereista (YESLAB b). Seulontanayt-
teissa kasvoi runsaasti erilaisia peraaukon normaalin mikrobiston bakteereita, kuten
enterokokkeja (E. faecalis, E. faecium, E. hirae ja E. gallinarum) ja Proteus mirabilista.
Myds Staphylococcus epidermidis tunnetaan kliinisten bakteeriviljelyiden yleisena kon-
taminanttina (Widerstrom 2016). S. epidermidiksen ohellla merkittavimpia KNS-lajeja
ovat mm. S. haemolyticus ja S. cohnii (Becker ym. 2014). KNS-stafylokokkien suuri
esiintyvyys on huomioitu maljojen valmistuksessa, mika saa ne kasvamaan niukasti tai
MRSA:sta erilaisena. Koska maljoja ei tiettdvasti ole testattu MRSP:lle, voi maljoilla
kasvaa ei-merkitsevia stafylokokkeja MRSP:n nakdisind. MRSA-selektiiviseksi suunni-
tellulla maljalla kuitenkin myés MRSP on ei-merkitseva stafylokokki. BRSM-maljalla,
esimerkiksi, MRSP-epailyttavind kasvoivat mm. KNS-stafylokokit S. haemolyticus, S.

epidermidis ja S. cohnii.

TACM-maljalla kasvavien pesakkeiden lajittelu positiivisen ja negatiivisen nékoisiin oli
suhteellisen haastavaa, silla tietoa odotetuista kasvuominaisuuksista edes MRSA:n
suhteen ei ollut saatavilla. Maljan yleisid ominaisuuksia tutkittaessa oli testattava etai-
sestikin MRSP:t4 muistuttavia pesakkeitd, koska tulkintaan ei ollut viitteellisia ohjeita,
mik& todennakoisesti on nostanut vaarien positiivisten tulosten lukumaaraa. BDCM-
maljan valmistaja mainitsi maljansa tuoteselosteessa, ettd maljalla kasvavat ei-merkit-
sevat bakteerilajit voivat vaaristaé niiden kanssa kasvavien MRSA-pesékkeiden tun-
nusomaista varia (Becton, Dickinson and Company 2015). TACM-maljalla voi tapahtua
samanlaista entsymaattista varitysten vaaristymaa, minka vuoksi MRSP-tyypillista kas-

vua olisi vaikea maarittaa.

Kasvun luokittelu MRSP-epailyttavaksi on osin subjektiivista, ja rajanveto positiiviselta
ja negatiiviselta nayttavan kasvun valilla oli ajoittain haastavaa. Herkkyytta ja spe-
sifisyytta laskettaessa oli paatettava, mika luokitellaan oikeaksi positiiviseksi 10y-
dokseksi ja mika vaaraksi positiiviseksi. Metisilliiniherkat S. pseudintermedius -kannat
(MSSP) ovat toisaalta oikeita positiivisia, koska bakteerilaji on sama kuin metisilliini-
resistentilla S. pseudintermediuksella (MRSP), ja malja on tall6in tunnistanut lajin oi-
kein. MSSP ei kuitenkaan ole MRSP-seulonnan kannalta kliinisesti merkitseva, koska
kannalla ei ole seulonnalla haettua resistenssia. lhanteellisessa tilanteessa MSSP-kan-
nat myoskaan eivat kasvaisi selektiivisella maljalla. Naista syista maljoilla kasvaneet

MSSP-pesékkeet luokiteltiin vaariksi positiivisiksi.
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Koska maljoja ei ole suunniteltu MRSP:n tunnistukseen, testattiin maljat myos
MRSA:lla, jonka tunnistukseen ne on tarkoitettu. BDCM:n kyky tunnistaa MRSA tutkit-
tiin ennen sen hylkaysta, milla poissuljettiin mahdolliset valmistuseran viat, jotka olisivat
voineet vaikuttaa tuloksiin. BDCM:lle viljeltiin jo tutkittuja hevosten naytteita, kolme
MRSA-positiivista ja kolme MRSA-negatiivista. Testaukseen kaytettiin hevosten nayt-
teité, koska koirilla MRSA on harvinainen. Kaikista kolmesta positiivisesta naytteesta
I6ytyi BDCM:lta selvat S. aureus -pesakkeet jo ensimmaisen inkubaation jalkeen. Ne-
gatiivisista naytteista viljellyilla maljoilla ei ollut S. aureus -epadilyttavia pesakkeita edes
toisen inkubaation jalkeen (kuva 25). MRSA vaikuttaa kasvavan maljalla runsaana, pe-

sakemorfologialtaan johdonmukaisena seka selvasti erottuen ei-MRSA-pesakkeista.

Kuva 25. MRSA-positiiviset (vas.) ja -negatiiviset (oik.) hevosten seulontanadytteet toisen inkubaa-
tion jalkeen. MRSA-pesékkeet kasvavat BDCM-maljalla tumman punaisina, suurina ja
pyoreina.

8.1.2 Vertailu tunnetuilla bakteerikannoilla

B2-osiossa MRSP-laimennokset kasvoivat runsaimmin OXMA:lla, toiseksi runsaimmin
BRMS:lla ja niukimmin TACM:lla (kuviot 10 ja 11, s. 46). OXMA:a runsaammin laimen-
nokset kasvoivat ainoastaan kontrollimaljoilla eli verimaljoilla, mik& selittyy osittain sill&,
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ettd kontrollimaljat ovat yleiselatusaineita, joilla MRSP:n tulisi kasvaa niin runsaana,
kuin naytteen MRSP-pitoisuuden puolesta on mahdollista. B2-osiossa kannat viljeltiin
duplikaatteina ainoastaan verimaljoille, mik& voi my®s nostaa verimaljan pesékemaa-
rien keskiarvoja. Myos tutkittavat maljat olisi ollut hyva viljella duplikaatteina, mutta

tdma ei onnistunut aikataulullisista syisté.

BRMS:n valmistajan mukaan maljalla voi kasvaa MSSA-kantoja, joiden MIC-arvot ovat
lahella MRSA:n MIC-arvoja (Bio-Rad 2016). Vastaavasti OXMA:lla, jolla MRSP:n todet-
tiin kasvavan parhaiten, kasvoi my6s muutamia MSSP-pesékkeita. B2-osiossa
MRSPO0,5-kanta kasvoi rikastettuna ainoastaan OXMA:lla (liitteet 2 ja 3). S. pseudinter-
medius on MRSP, jos sen oksasilliini-MIC-arvo on = 0,5 ug/ml (Bemis ym. 2009).

MRSPO0,5 -kannan oksasilliini-MIC-arvo on metisilliiniresistenssin rajalla.

B2-osiossa MRSP-kannat vaikuttivat kasvavan niukimmin siirryttaessa pienempia MIC-
arvoja kohti, mik& on huomattavissa esimerkiksi MRSP16a:n ja MRSPO0,5:n kasvua
vertailtaessa (taulukko 11, s. 48). MIC-arvon >16 omaava MRSP-kanta MRSP16a kas-
voi kaikilla MRSA-maljoilla 10 -laimennoksesta. MIC-arvon 0,5 omaava MRSPO,5 taas
kasvoi vain kahdella MRSA-maljalla, joista toisella 10 -laimennoksesta ja toisella 107 -
laimennoksesta. Kaikilla kolmella MRSA-maljalla pienin kasvava MRSP-bakteerimaéra
oli 75 pmy/ml. Havaitsemisrajan teoreettiseksi arvioimiseksi peséakkeiden tulisi kasvaa
maljoilla MRSP-tunnistettavina, mutta useat kantalaimennokset kasvoivat pistemaisind
ja ilman pigmenttia. Luotettavan havaitsemisrajan maarittAmiseksi maljat tulisi viljella
mielellaan kolmoiskappaleina, milla satunnaisvirheité voisi minimoida. Erityisesti vali-
dointitutkimuksessa tutkimukseen valmistetut naytteet, kuten laimennokset ja simu-
loidut naytteet, olisi tarkeaa viljella samaan aikaan usealle saman maljan yksittaiskap-

paleelle.

Simuloidut seulontanéytteet (osio B3) koostuivat rikasteesta, jota oli 10 ml, alkuperai-
sen seulontandytteen sisaltamista mikrobeista, jotka ovat laadultaan ja maaraltaan tun-
temattomia, sekéa suhteellisen pienestd maarasta moninkertaisesti laimennettua
MRSA- tai MRSP-kantaa. MRSA- ja MRSP-kannat ovat voineet jadda kasvamatta
muun mikrobiston joukossa, jos naytteesséa on ollut paljon ei-merkitsevia bakteerilajeja.
Ei-merkitsevien bakteerilajien kasvun maarasta ei myoskaan pysty suoraan paattele-
maan, mika malja kasvattaa ei-toivottuja bakteerilajeja eniten. MRSA-kannat kasvoivat
maljoilla MRSP:t& runsaampina, miké on odotettavaa MRSA:n seulontaan suunnitel-

luilta maljoilta.
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B3-osion MRSA-MRSP-sekanaytteet vaikuttivat kasvavan parhaiten OXMA:lla, jolla
MRSA ja MRSP seka kasvoivat etta erottuivat toisistaan selvasti. B3-o0sio kuitenkin oli
tarkoitettu ainoastaan tdydentamaan A- ja B2-osioita, eika nain pienelld maaralla simu-
loituja naytteita voida tehda pitavia johtopaatoksia. B3-osion tulokset kuitenkin puolsi-

vat OXMA:n hyvéaa soveltuvuutta MRSP-seulontatutkimuksiin.

8.2 Luotettavuus

Tutkimuksen luotettavuutta liséa oikein valittu otos, jonka on oltava tarkoituksenmukai-
sesti edustava ja kooltaan riittavan suuri. Aihealueen valinnan liséksi paatetaan tutki-
muksen tavoitteet ja perehdytaan taustatietoon. Tehtyja valintoja myds perustellaan.
Tutkimuksen luotettavuutta voidaan arvioida validiteetin ja reliabiliteetin kautta. Validi
tutkimus antaa keskimé&aéarin oikeita tuloksia ja mittaa juuri sita, mitd oli tarkoitus mitata.
Validius varmistetaan huolellisella suunnittelulla ja kattavalla tiedonkeruulla. Reliaabeli
tutkimus antaa tarkkoja tuloksia, jotka ovat samanlaisia my6s tutkimusta toistettaessa.
Tutkijan tulee arvioida kriittisesti tutkimuksen luotettavuutta ja huomioida luotettavuutta
alentavat tekijat. (Heikkila 2014.)

Maljavertailun luotettavuutta lisdé se, ettd maljojen ominaisuuksia testattiin monin eri-
laisin tavoin. Useiden erilaisten vertailumenetelmien kayttd on erityisen tarkeéa silloin,
kun vertailtavien kohteiden arviointi on osin subjektiivista, tai kun taysin vertailukelpoi-
sia numeerisia arvoja ei pystyta tuottamaan. Tutkimuksessa kaytettiin useita erilaisia
naytteita, joilla tarkasteltiin maljojen eri ominaisuuksia. Tutkimuksen tavoite oli realisti-
nen ja valitut menetelmat tarkoituksenmukaisia, koska niilla mitattiin haluttuja tutkimus-
ongelmia, mika tekee tutkimuksesta validin. Tutkimuksen reliabiliteetti on hieman halut-
tua heikompi, koska luotettavien tulosten saavuttamiseksi joitain naytteita olisi tullut vil-
jella vahintaan duplikaatteina. Tulosten osin subjektiivinen tulkinta heikentaa tutkimuk-
sen toistettavuutta ja luotettavuutta, vaikka aistinvaraisen tulkinnan subjektiivisuus kuu-

luu bakteriologisiin tutkimuksiin.

Opinnaytetyon kirjallisessa suunnitelmassa oli kuvattu tarkasti tehtdvan tyon suoritus,
menetelmaét, tavoitteet ja tulosten tulkinta sekd perehdytty tyohon liittyvaan teoriaan en-
nen sen suoritusta. Luotettavuutta lisaa se, etta raportissa on kuvattu opinnaytetyon to-
teutusvaihe mahdollisimman tarkasti ja toteutusta on havainnollistettu tutkimuksen ete-
nemista kuvaavilla kuvioilla 1, 3, 4, 5 ja 6. Ennen tybn suoritusta varmistettiin tutkitta-
vien elatusaineiden ja valmiiden liuosten kayttokelpoisuus. Maljojen tuli olla puhtaat ja

agarien ehjia, eika elatusaineiden ja liuosten viimeinen kayttdajankohta saanut olla ylit-
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tynyt. Kaytettaville laitteille, elatusaineille ja antibioottikiekoille tehtiin maaraaikaiskont-
rollit. Automaattipipetti kalibroitiin ennen tyon aloitusta. Naytteitd koskevat vélineet, ku-
ten sakset, vanupuikot ja viljelyvalineet olivat steriileja. Lampékaappien ja [Ampdhuo-
neen lampdtilat tarkastettiin joka aamu niiden ensimmaisen avauksen yhteydessa.
Naytteiden saapuessa laboratorioon niista katsottiin seké kuljetusputkien paivays etta
naytteenottoajankohta. Tutkimukset suoritettiin noudattaen tavanomaisia bioturvatason
2 tydskentelytapoja, mm. kasittelemalla naytteet mikrobiologisessa suojakaapissa. Vil-
jelyjarjestyksen vaikutuksen testaaminen bakteerikasvuun oli oleellista ennen tydn aloi-
tusta, koska viljelyjarjestys voisi teoriassa vaikuttaa kasvuun jollain tutkittavista mal-

joista, eika siita 16ytynyt valmista tutkittua tietoa.

Positiivisilta nayttaneista pesakkeista ei valttamatta pysty tekemaan MALDI-TOF-tyypi-
tysta tai herkkyysmaaritysta, jos pesakkeet ovat liian pienia tai kasvu liilan niukkaa. Tal-
16in vilielm& on A-osiossa merkitty positiivisen ndkoiseksi, mutta siitd ei ole saatu tehtya
jatkotutkimuksia, mik& osaltaan heikentaa validointiparametrien arvojen luotettavuutta.
Naissa tilanteissa MRSP:n tunnistettavan nakdinen kasvu maljalla ei nopeuta tutkimus-
prosessia, jos pesakkeille ei voi tehda jatkotutkimuksia. Jokaisesta maljasta, jolla kas-
vaa jotain, voi tehda hajotusviljelman, josta voi seuraavana paivana tehda lajinmaari-
tyksen ja herkkyysméaarityksen, mutta tama viivastyttaa tutkimusta yhdella tyopaivalla.
Merkitsevan bakteerilajin tulisi kasvaa selektiivisella maljalla tunnistettavana ja run-
saana, jolloin bakteerimassaa on riittéavasti jatkotutkimuksiin jo ensimmaisen inkubaa-
tion jalkeen. Jos maljalla kasvaa paljon erilaisia naytteen bakteerilajeja tai yleiset nor-
maalin mikrobiston lajit kasvavat runsaina, ei jatkotutkimuksia yleensa voida tehda luo-
tettavasti viljelman sekakasvuisuuden vuoksi, ja puhdasviljelmat viivastyttavét analyy-

siprosessia tyopaivalla.

Seulontanaytevertailussa (osio A) herkkyyden ja spesifisyyden laskemiseen ei kaytetty
kultaista standardia, koska ainoa mahdollinen kultainen standardi olisi ollut BRMS-
malja. BRMS koettiin jo ennen vertailua puutteelliseksi MRSP:n tunnistuksen suhteen,
ja sen kaytto referenssimenetelmana olisi synnyttanyt liikaa poikkeamia. Ylimaaraiset
poikkeamat olisivat heikentaneet herkkyys- ja spesifisyysarvojen hyédynnettavyytta uu-
den maljan valinnassa. BRMS-maljaa ei mydskaan missadan vaiheessa kaytetty indikoi-
maan tulosten oikeellisuutta, vaan kaikilta maljoilta todetut MRSP-epdilykset vahvistet-
tiin MALDI-TOF-Iajintunnistuksella ja oksasilliniherkkyysmaarityksella. Tasta syysta
maljojen oikeat positiiviset ja negatiiviset tulokset seka vaarat positiiviset ja negatiiviset
tulokset ristiintaulukoitiin todenmukaisten positiivisten ja negatiivisten tulosten kanssa.

MALDI-TOF-analyysia ja herkkyysmaaritysta yhdessa lajityypillisen pesakemorfologian
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kanssa voi pitda luotettavina indikaatioina MRSP:n mahdollisesta lasnaolosta nayt-
teessa, joten MRSP-positiivisten naytteiden lukumaéaraa (n = 6) voi pitaa luotettavana.
MALDI-TOF-méaaritykset tehtiin aina herkkyysmaaritysten viljelypaivina ja herkkyys-
maadritysten lukupaivina. On myo6s kaytanndssa epatodennakoista, etté kaikilla maljoilla
negatiivisiksi jadneet naytteet olisivat todellisuudessa sisaltineet MRSP:ta, joten myds

negatiivisten tulosten yhteislukumaaraa (n = 47) voi pitaa luotettavana.

Herkkyysarvojen luotettavuutta laskee se, ettd niiden laskemiseen kaytettiin todellisia
positiivisia naytteita, joita koko seulontandytemaarastéa (n = 53) oli vain kuusi. Spesifi-
syys taas on laskettu todellisista negatiivisista tuloksista, joita oli huomattavasti enem-
man (n = 47). Seulontanaytteistd kasvaa maljoilla usein myos ei-merkitsevia bakteeri-
lajeja, jotka voivat peittdd alleen MRSP-kasvua, jolloin osa todellisista positiivista nayt-
teistd voi vaikuttaa joillain maljoilla negatiivisilta. Taméa taas laskee arvojen luotetta-
vuutta. Toisaalta spesifisyydelld juuri mitataan menetelman kykya I6ytaa tutkittava mik-
robi ndytteen hairidtekijoista huolimatta (Hagg 2016; Sandle 2015; UNODC 2009). Tau-
lukossa 7 (s. 37), esimerkiksi, veriagarmaljoilla kasvaneet MRSP-l6yddkset ovat perai-
sin MRSA-maljoilta. Talldin kyseessa olevilla MRSA-maljoilla on ollut MRSP:t4, joka

jostain syysta ei ole kasvanut niilla maljoilla ndkyvana.

Suoraviljelmien (osio B1) tulosten tulkinta on subjektiivista ja perustuu p&éosin tulosten
lukijan visuaalisiin arvioihin. Bakteerimassaa on siirretty tutkittaville maljoille viljelysau-
valla, eivatka siirrostuneet maarat ole tarkkoja. Yksittaispesakkeiden kokoja ei paa-
séantoisesti voi vertailla tdssa validoinnin vaiheessa. Suoraviljelmien tulosten (liite 1)
vertailukelpoisuutta vahentad myos se, ettd suoraviljelyt on tehty kullakin bakteerikan-
nalla kunkin maljan neljannesosalle kerran. Jotkin bakteerikannat muodostivat tutkitta-
ville maljoille vain vahan pigmenttia, mutta pigmentin muodostumista arvioitiin vain kva-

litatiivisesti.

Pienen bakteerikonsentraation omaavista laimennoksista ei valttamatta paady viljely-
maljalle yhtaan pesaketta muodostavaa yksikkda, koska bakteerimaara liuoksessa on
niin pieni (Sharp 2001). Laimennosten (osio B2) viljelyssa kaytettiin 10 pl:n silmukkaa,
milloin maljalle siirrettéava liuvosmaaré on koko liuosmaaraan nahden (1,8 ml) todella
pieni. Talléin ei ole varmuutta siitd, onko maljalle siirrostunut kyseista bakteerikantaa,
vai eiko siirrostunut kanta kasva maljalla. Veriagarmaljan rinnakkaiskaytt6 liséa laimen-
nosten viljelyn luotettavuutta, koska kaikki tutkittavat bakteerit kasvavat yleiselatusai-
neella, jos niita on siirrostunut maljalle. Jos verimaljoilla kasvaa jonkin kannan laimen-
nosta, on silloin laimennosliuoksessa bakteeria, mutta se joko ei ole siirtynyt tutkittaville

maljoille, tai se ei kasva tutkittavilla maljoilla. Erityisesti 10 -laimennoksissa liuosten
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bakteerikonsentraatio oli todella pieni, laskennallisesti 150 bakteeriyksiléa 1,8 ml:ssa
natriumkloridia. Sama epavarmuus bakteerin siirrostumisesta koskee myés simuloituja

seulontanaytteita (osio B3).

8.3 Eettisyys

Hyvan tieteellisen kaytanndn mukaan tutkimustydssa tulee noudattaa rehellisyytta,
huolellisuutta ja tarkkuutta lapi tydprosessin. Tydssa on huomioitava muiden tutkijoiden
saavutukset ja kaytettava niitd kunnioittavasti sekd annettava niille arvoa asianmukai-
sin lahdeviittein. (Tutkimuseettinen tiedekunta.) Opinnaytety® on pyritty suunnittele-
maan, toteuttamaan ja raportoimaan mahdollisimman tarkasti ja tietolahteiden luojia

kunnioittaen.

Bioanalyytikon on aina tydssaan kunnioitettava tutkittavan oikeuksia ja yksityisyytta
sek& noudatettava salassapitovelvollisuutta. Laboratorioprosessin korkeasta laadusta
huolehditaan yhdessa tydyhteisdn kanssa, ja sita tulisi pyrkia kehittamaan jatkuvasti.
(Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017.) Tutkimukset toteutettiin salassapitovelvollisuutta
noudattaen, eika eldinten nimia kaytetty naytteiden tunnistamiseen, vaan naytteet kasi-
teltiin juoksevin diaarinumerosarjoin, joista elaimia ei voi identifioida. Taman tyon ha-
vainnollistavissa maljakuvissa voi nakya koirien nimia, mutta koiria ei voi tunnistaa pel-
kastaan niiden kutsumanimista. Tutkimuksessa ei kaytetty koirien muita tietoja, kuten

ikaa, sukupuolta, rotua tai terveyshistoriaa koskevia tietoja.

Tutkimusta suunniteltaessa on harkittava tarkasti sen toteutustapa seka siitd mahdolli-
sesti aiheutuvia haittoja elaimille tai elainten omistajille. Tutkimus jaa kuitenkin koe-
elainlain ulkopuolelle, jos sen toteutus aiheuttaa tutkittaville elaimille neulanpistoa va-
haisempia haittoja. Suunnitellessa on pohdittava myos laajoja hyttynakokulmia, seka
mahdollisia tutkimuksen aiheuttamia haittoja suhteessa tavoiteltavaan tietoarvoon. Ris-
keja ja vahinkoja tulisi hallita ja estdd mahdollisuuksien mukaan, seké perustella eldin-
ten kayttoa tutkimuksessa. Henkil6- ja potilastietojen keradminen ja kasittely on suunni-

teltava tarkasti ja yksityisia tietoja suojaten. (Helsingin yliopisto a.)

Taman opinnaytetyon tutkimukseen ei tarvittu tutkimuslupaa, koska tutkimukseen tar-
vittavat naytteet on otettu eldaimista seulontatutkimusta varten, eika tata validointitutki-
musta varten. Paatds naytteiden ottamisesta ja tutkimisesta on syntynyt elaimen hoi-
tosuhteessa. MRSA-MRSP-seulontanaytteiden ottaminen ei aiheuta eldimelle tarpee-
tonta kipua tai epdmukavuutta, koska naytteet otetaan limakalvoilta pyyhkimalld, eika

tutkimus siten kuulu koe-el&inlain piiriin.
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Tutkimuksesta saadaan yhteiskunnallista hyotya, koska silla pyritddn ehkaisemaan
tarttuvien tautien leviamista. Valitun maljan katsotaan soveltuvat koirien MRSP-tutki-
muksiin aiemmin kaytdssa ollutta maljaa paremmin, mika vahentaa vaarien negatiivis-
ten l0ydosten todennakdisyytta ja siten lisaa seulonnan kokonaisvarmuutta. Tutkimuk-
sella kehitetaan elainladketieteellisen mikrobiologian kliinisen diagnostiikan menetel-
mid. Helsingin yliopisto hyotyy tutkimuksen tuloksista kustannustehokkuutena, koska
spesifisen maljan kaytté vahentaa jatkotutkimusten maaraa ja siten myos tydmaaraa ja
analyysikustannuksia. Seulottavat elaimet, elainten omistajat seka tutkittavaa elainta
hoitavat tahot hydtyvat uuden, spesifisemman maljan kayttdonotosta seulontatulosten

nopeamman vahvistumisen kautta.

8.4 Johtopéaatokset

Taman opinnaytetyon tarkoitus oli selvittda, ettd mika neljasta vertaillusta MRSA-mal-
jasta sopii parhaiten koirien MRSP-seulontaan. Vertailun perusteella suosittelen Oxoid
Brilliance™ MRSA 2 Agar -maljaa (OXMA) YESLAB:n kayttoon koirien MRSP-seulon-
toihin. Toiseksi parhaiten soveltuvaksi osoittautui Bio-Rad MRSA Select™ Il (BRMS).
BD BBL™ CHROMagar™ MRSA Il -maljan (BDCM) voisi luokitella huonoimmin sovel-
tuvaksi, mutta tAman tutkimuksen perusteella mydskdan Tammer BioLab Chrom Agar
MRSA -maljaa (TACM) ei voi pitéd MRSP:n seulontaan sopivana. Jos OXMA ei olisi ol-
lut BRMS-maljaa parempi, olisi ollut suositeltavaa jatkaa BRMS:n kayttoa, kunnes sille

I6ytyisi selkedsti parempi vaihtoehto.

OXMA todettiin neljasta tutkimuksessa kaytetysta maljasta parhaaksi MRSP:n toteami-
seen ja eristamiseen koirien seulontanaytteista. OXMA:n herkkyys oli 100 % ja spesifi-
syys 68 %, mitka olivat vertailun parhaat tulokset (taulukko 13). OXMA:lta tehtiin véhi-
ten tarpeettomia jatkotutkimuksia ja MRSP:n kasvu oli nopeampaa muihin maljoihin
verrattuna. OXMA:lla esiintyi vahiten MRSP-epadilyttdvaa kasvua (n = 21), joten jatko-
tutkimuksia vaatineiden pesakkeiden maara oli pienempi muihin maljoihin verrattuna.

OXMA on merkittdvasti BRMS-maljaa edullisempi.
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Taulukko 13. Yhteenveto seulontanaytevertailun tuloksista kolmella vertailtavalla maljalla.
BDCM-malja hylattiin ennen laskelmien tekemistd. MRSP-epailyttavalla kasvulla
tarkoitetaan jatkotutkimuksia vaatineen kasvun maaraa.

BRMS OXMA TACM
Herkkyys (%) 66 % 100 % 50 %
Spesifisyys (%) 59 % 68 % 28 %
MRSP-epéilyttavéa kasvu 23 21 37
Ei-MRSP-epdilyttava kasvu 30 32 16
Maljalta tehdyt todelliset 4 6 3
MRSP-I6ydokset
Todelliset MRSP-l6yddkset 17,4 % 28,6 % 8,1 %

jatkotutkimuksia vaatineista

OXMA:n valmistajan mukaan MRSA-pesakkeet kasvavat maljalla poikkeuksellisen suu-
rina ja varitykseltddn helpommin tunnistettavina. MRSA-pesakkeet kasvavat maljalla
sinisind, ja negatiivinen tulos nakyy punertavina, liloina tai valkoisina pesakkeina.
(Thermo Fisher Scientific 2010.) MRSA kasvoi helposti huomattavina peséakkeina ja
suurin osa ei-merkitsevista lajeista kasvoi luvatun vérisina eli ei-sinisind. MRSP:n tun-
nusomainen varitys vaihteli vaaleansinisesta vaalean lilaan, jolloin se on véaritykseltdan
teoreettisesti positiivisen ja negatiivisen varisen kasvun vélissa. MRSP-pesakkeissa oli
aina tunnistettava pastellinen savy. Pesédkkeet olivat aina pyoreita, Kiiltavia ja tasaisia
ja kooltaan useimmiten keskikokoisia tai suuria (kuva 26). MRSP-kantojen todettiin
kasvavan OXMA-maljalla runsaimmin ja selkeimmin muista bakteerilajeista erottuvana.
MRSP-pesakkeet erottuivat OXMA:lla helpoimmin paitsi viljelyalustastaan, myos nor-
maalin mikrobiston bakteerilajeista. MRSP-pesdkkeet kasvoivat suhteellisen tasalaatui-
sina ja sininen pigmentti korosti vaaleita peséakkeita kellertavan kerman varisella aga-
rilla. OXMA:lla my6s kasvoi harvempia bakteerilajeja kuin muilla tutkittavilla maljoilla.
Muut kolme maljaa ovat todennakdisesti spesifisempida MRSA:lle ja sisaltavat enem-

man MRSP:n kasvua estavid antibiootteja.
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Kuva 26. MRSP-kontrollikannan puhdasviljelma OXMA:lla.

Vuonna 2011 julkaistussa saksalaistutkimuksessa vertailtiin viitta selektiivista MRSA-
maljaa, mukaan lukien BD BBL™ CHROMagar™ MRSA (BD Diagnostics) ja Brilliance
MRSA agar (Oxoid). MRSP kasvoi huonosti tai kohtalaisesti BD BBL™ CHROMagar™
MRSA (BD Diagnostics) -maljalla ja parhaiten Oxoidin Oxacillin Resistance Screening
Agar Base- ja Brilliance MRSA agar -maljoilla. (Horstmann ym. 2011.) TAman opinnay-
tetyon vertailtaviin maljoihin kuului samojen valmistajien MRSA-maljojen uudemmat
versiot. Taman opinnaytetyon lopputulokset ovat samankaltaiset, kuin saksalaistutki-
muksessa, jossa BD Diagnosticsin malja (opinnaytetyéssa BDCM) soveltui MRSP:n
tutkimiseen huonoimmin ja Oxoidin maljat (opinnaytetydssd OXMA) parhaiten. Myos
Horstmann ym. (2011) tekemassa tutkimuksessa MRSP-pesakkeiden kuvailtiin kasva-
van Oxoidin maljalla kalpean sinisina (pale blue), joka todennakdisesti on samanlainen

tassa opinnaytetytdssa kuvaillun pastellisen vaaleansinisen kanssa.

Syksylla 2021 YESLAB otti kayttédn Oxoid Brilliance™ MRSA 2 Agar -maljan (OXMA),
jota siirtymaaikana kaytettiin rinnakkain vanhan Bio-Rad MRSA Select™ |l -maljan
(BRMS) kanssa. BRMS- ja OXMA-maljojen rinnakkaiskaytto lisasi tulosten luotetta-
vuutta. Rinnakkaiskayt6lla varmistettiin YESLAB-henkilokunnan perehtyminen maljan
ominaisuuksiin ja saatiin laajempaa nayttéa maljan soveltuvuudesta koirien MRSP-seu-
lontatutkimuksiin. OXMA:n ominaisuuksista tehtiin kesélla 2021 lyhyet ohjeet YESLAB-
henkilokunnalle maljan kayttéonottoa varten. OXMA korvasi BRMS:n myds hevosten
MRSA-diagnostiikassa myohemmin samana syksynd. OXMA todettiin rinnakkaiskay-
tossd nopeammaksi ja selkeammaksi, kuin BRMS. BRMS-maljaan verrattuna MRSP-
pesékkeet ovat kasvaneet OXMA:lla usein yhta tydpaivad aiemmin ja erottuneet sel-
vemmin ei-merkitsevasta kasvusta. OXMA:lla on todettu kasvavan ajoittain myos
MSSP-pesékkeita, mika oli odotettavaa, koska maljalla kasvoi suhteellisen hyvin myds
MIC-arvon 0,5 mg/L omaava MRSP-kanta (kuva 27), joka on MIC-arvoltaan metisilliini-
resistentin (MRSP) ja -herkan (MSSP) rajalla.
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Kuva 27. Rikastettu MRSPO0,5 -kannan (MIC 0,5 mg/L) 1 : 10 000 -laimennos OXMA:lla toisen
inkubaation jalkeen.

8.5 Kehittamisehdotukset

Luotettavien tulosten saamiseksi tutkittavat naytteet tulisi viljella maljoille vahintaan kol-
minkertaisina, paitsi oikeat potilasnaytteet, jotka viljellaan rutiinianalytiikassa vain yh-
delle maljakappaleelle. MRSP4- ja MRSPO,5 -kantojen 10 -laimennokset, esimerkiksi,
kasvoivat verimaljaduplikaateilla vain rikastamattomina. TAma osoittaa, etta edes dupli-
kaattiviljely ei valttamatta tuota riittavan luotettavia tuloksia, koska rikastetun naytteen
tulisi kasvaa rikastamatonta runsaampana. Erityisesti pienen MIC-arvon omaavia kan-
toja ja laimennoksia kannattaa tutkia moninkertaisina viljelmina, eli viljella naytteita esi-

merkiksi kolmoiskappaleina.

Maljavertailusta toteutettiin ensin A-osio ja sen jalkeen B-osio. B-osiossa kaytetyt bak-
teerikannat, joilla tutkittiin ei-merkitsevien bakteerilajien kasvuominaisuuksia, valittiin
validointisuunnitelman perusteella ennen tyon toteutusta. Vaihtoehtoisesti A- ja B-osioi-
den véliin voisi jattdéd enemman aikaa, jolloin B-osioon valittavat ei-merkitsevat baktee-
rilajit voisivat maaraytya A-osion seulontanaytteiden perusteella. Corynebacterium au-
riscanis lisattiin B-osioon talla tavalla, mutta YESLAB:Ila ei ollut monia pakastettuja C.
auriscanis -kantoja. Jos tarvittavia kantoja ei olisi valmiina pakastimessa, voisi niitéa A-

ja B-osioiden valiin jddvana aikana eristaa kaikenlaisista eldinten potilasnaytteista ja
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pakastaa myohempaa kayttéa varten. Jos B-osion naytteet valittaisiin A-osion perus-
teella, tulisi maljat vertailtua myos sellaisilla lajeilla, joita naytteissa ilmenee odotettua
useammin. Myodskin se, mitk& bakteerilajit todellisuudessa nayttavat MRSA- tai MRSP-
epdilyttaviltéa kullakin maljalla, ilmenee vasta A-osiossa. B-osion S. aureus- ja S. pseu-
dintermedius -kannat voisivat kuitenkin edelleen méaraytya etukateen, koska maljat on
vertailtava erilaisilla MRSA- ja MRSP- seka MSSA- ja MSSP-kannoilla. B-osioon voisi
myos tehda itse taysin simuloituja sekanaytteita niin, etta kaikki naytteen bakteerilajit ja
niiden kannat seka tarkat maarat ja suhteet olisivat tiedossa. B3-osion naytteet olivat
vain osittain simuloituja, koska ne simuloitiin MRSA- ja/tai MRSP-positiivisiksi, mutta
minkaan naytteen muu mikrobisto ei ollut tiedossa. Simuloitujen naytteiden valmistus

alusta asti useanlaisilla laimennoksilla olisi kuitenkin erittdin ty6lasta.

YESLAB:n on suositeltavaa edelleen rikastaa seulontanaytteet kaytdssa olevalla tai
sitd vastaavalla rikasteella. Kahden vuorokauden inkubointi on jatkossakin suositelta-
vaa. OXMA:lle tehdaén, kuten BRMS:lle on tehty, kontrollit tunnetuilla MRSA-, MRSP-
ja MSSP-kannoilla vahintaan viikoittain ja aina maljaeran vaihtuessa. Hevosten MRSA-

tutkimusten ty6- ja laadunvarmistusohjeista vastaa YESLAB itse.

YESLAB voi halutessaan viljella OXMA:lle lisédlaimennoksia, esimerkiksi 1 : 107, tar-
kemman havaitsemisrajan maarittamiseksi. Kyseiset viljelmét suositellaan viljeltavan
vahintddn kolmoiskappaleina. Jos maljavalmistaja myohemmin tekee OXMA:sta uuden
version, on uudelle maljalle tehtdva oma validointi, koska elatusaineen koostumuksen
muuttuessa myos sen soveltuvuus MRSP:n seulontaan voi muuttua. Jos OXMA:ssa to-
detaan rajoituksia tai puutteita, esimerkiksi liiallista MSSP-kantojen kasvua, voi YES-
LAB tulevaisuudessa toteuttaa uuden maljavertailun halutuilla MRSA-maljoilla. Tall6in
vertailuun kannattaa sisallyttda samoja maljoja kuin tassa vertailussa, jos niista on tul-

lut uusia versioita, tai ottaa vertailuun uusia Suomessa saatavilla olevia maljoja.

MRSA:n esiintyminen koirissa voi tulevaisuudessa olla kasvavaa myds Suomessa,
vaikka siitd ei opinnaytetydn teon hetkella ole ollut ajankohtaista tutkimustietoa.
MRSA:n esiintyvyyden lisddntymisen varalta MRSP:n seulontaan kaytettavan selektiivi-
sen maljan olisi hyva tunnistaa jatkossakin myés MRSA, vaikka MRSP-spesifisia mal-

joja ei tiettévasti ole toistaiseksi kehitteilla.
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8.6 Ammatillinen kasvu

Bioanalyytikko on laboratoriotutkimusprosessin asiantuntija, jonka yleisimpiin tydnku-
viin kuuluvat tutkiminen ja tutkimustulosten luotettavuudesta vastaaminen. Bioanalyyti-
kolla on oltava teknista osaamista, ongelmanratkaisutaitoja ja halua oppia uutta. Bio-
analyytikon ty6 vaatii huolellisuutta, tarkkuutta ja jarjestelmallisyytta seké kykya erottaa
visuaalisesti erilaisia vareja ja rakenteita. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry.) Opinnéayte-
tyoprosessi on lisdnnyt yleista tarkkuutta, huolellisuutta ja jarjestelmallisyytta tydskente-
lyssani. Laboratoriotutkimusprosesseihin liittyva tekninen osaamiseni on lisd&ntynyt
mm. laimennossarjojen ja erilaisten naytemateriaalien kasittelyn osalta, kuin myos la-
boratoriovalineiston, -laitteiden ja -jarjestelmien suhteen. Opinnaytetydn toteuttaminen
yksilotyona on kehittanyt monipuolisesti ongelmanratkaisutaitojani ja vahvistanut val-

miuttani tydskennella itsendisesti.

Opinnaytetydprosessi on laajentanut ammatillista ndkemysténi omasta alastani ja kliini-
sesta mikrobiologiasta. Olen kehittanyt perusosaamistani perehtymalla elainlaéketie-
teellisen diagnostiikan menetelmiin ja elainten ongelmamikrobeihin opinnaytetytn teo-
reettisen teeman myo6ta. Olen harjaantunut bakteeriviljelmien visuaalisessa tulkinnassa
ja tarkkuuteni erilaisten morfologisten ominaisuuksien, kuten varisavy- ja rakenne-ero-
jen suhteen on kehittynyt. Opinnaytetyéprosessi on kehittanyt kykyéni suunnitella ja to-

teuttaa tutkimuksia seka arvioida ja soveltaa niistéa saamiani tuloksia.

Opinnaytetydprosessi on vahvistanut tietoteknillistd osaamistani, lisaamalla valmiuk-
siani esittdd hankkimaani tietoa ja dokumentoida tutkimustuloksia valokuvin, taulukoin
ja kaavioin. Monivaiheisen tutkimusprosessin kirjallinen kuvaaminen on kehittanyt kie-
lellista ilmaisukykyéani ja lisdnnyt ammatillista itsevarmuuttani tieteellisen tekstin tuotta-
misessa. Opinnaytetydprosessi on myos kehittanyt kykyani hyodyntaa erilaisia tieto-
kantoja ja hakusanoja tiedonhankinnassa seka arvioida tietolahteiden luotettavuutta ja

tiedon kayttokelpoisuutta.
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Taulukko tunnettujen bakteerikantojen kasvuominaisuuksista
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Taulukko 14. Tunnettujen kantojen kasvuominaisuudet vertailtavilla maljoilla. Viljelméat on tehty suoraviljelyind sektoreille. Taulukossa esitetyt ominaisuudet
kuvaavat toisen inkubaation jalkeisid ominaisuuksia eli mahdollista pigmenttia ja pigmentin varitystd, sekd mahdollisen kasvun runsautta ja varia.
Taulukon merkit on selitetty taulukon alla. Naytteiden bakteerilajit ja -kannat on esitetty taulukoissa 3 (s. 30) ja 4 (s. 31).

MRSA32
MRSA#
MSSAO0,25
MRSP16a
MRSP16b
MRSP4
MRSP1
MRSPO0,5
MSSPO0,12
STEP
CORAU
Faecalis-A
Faecalis-B
Faecalis-C
Faecalis-D
FAECIUM-a
FAECIUM-b

- ei pigmenttia
+ vahan pesékkeita
++ kohtalaisesti pesakkeita

+++ runsaasti pesakkeita

BRMS OXMA TACM
PIGMENTTI PESAKKEET PIGMENTTI PESAKKEET PIGMENTTI PESAKKEET
HAP +++ VP TS/SH +++ SH HAP +++ VP
HAP +++ VP VISH +++ SL HAL +++ VP
PV 0 TS 0 PV 0
VP +++ H-VP SH/L +++ L/VP L +++ VP
VP +++ VP VS/L +++ H-L/VS HAL +L,VS
VP ++ VA * SH +++ VA L/SIV ++ VA, VP, S
VP +++ VA S, L +++ VA L + VP
P + VA HAL, VS ++ VA \% + SL
VA 0 SH 0 \% 0
- 0 VS 0 - 0
- 0 - 0 VP +++ PV
VP +VA* SV 0 V, VS +VS
VP 0 V, P 0 SV, VS +VS*
P + VA * V, P 0 SV +VA*
VP 0 P +P* \% +VA*
VP 0 SV, P + VA * S,V 0
VP + VA * V + VA * S,V,P + VA *
0 ei kasvua SV sinivioletti P voimakas vaaleanpunainen HAL harmaan lila * pesakkeet pistemaisen
TS tumman sininen L lila VA vaalea HAP harmaan punainen pieni&, maara arvioitu

SH siniharmaa

SL sinilila

VS vaaleansininen

VP vaaleanpunainen

PV punavioletti / kahta eri varia

H haalea séavy




Taulukko rikastamattomien laimennosten kasvuominaisuuksista
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Taulukko 15. Pienten MRSA- ja MRSP-bakteerimaarien tutkimiseksi tehtyjen laimennosten kasvu tutkittavilla maljoilla seka kontrollimaljalla (TSA-SB; veriagar-
malja). Taulukon laimennoksia ei ole rikastettu. Taulukon merkit on selitetty taulukon alla. Naytteiden kannat on ilmoitettu taulukossa 3 (s. 30).

MRSA32 - 1
MRSA32 - 2
MRSA# - 1
MRSA# - 2
MRSP16a - 1
MRSP16a - 2
MRSP4 - 1
MRSP4 - 2
MRSP1 - 1
MRSP1 - 2
MRSPO,5 - 1
MRSPO,5 - 2

1 ensimmaisen inkubaation jalkeen

BRMS OXMA TACM TSA-SB
104 10° 10 104 10° 10® 104 10° 10 104 10° 106
++ VP + VP - - - - ++ VP + VP ++ +
++ VPL + VPL + VPL +S - - ++ VPL ++ VPL ++ +
++ VP + VP - ++ VS + VS - ++ VP + VP ++ +
++ VP + VP - ++ S +S - ++ L +L ++ +
++ V * +V* - +VS +VS +VS ++V - ++ +
++V +V - + VSP + VSP + VSP ++ VP + VP ++ +
- - - - - - - - ++ +
= = = +V* +V* - +V - ++ +
+V* - - ++V * +V* - - - ++ +
+V* - - ++ VS +VS - - - ++ +
- - - - - - - - ++ +
- - - - - - - - ++ +
VP vaaleanpunainen - ei kasvua

2 toisen inkubaation jalkeen

V vaalea

VSP vaaleansininen tummansinisella pigmentilla

VS vaaleansininen

L lila

S sininen

VPL vaaleanpunainen-lila

* pesékkeet pistemaisen pienid, maara arvioitu

+ 1-10 peséketta

++ 10-100 peséketta
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Taulukko 16. Pienten MRSA- ja MRSP-bakteerimaarien tutkimiseksi tehtyjen laimennosten rikastusviljelyiden kasvu tutkittavilla maljoilla sek& kontrollimaljalla

MRSA32 - 1
MRSA32 - 2
MRSA# - 1
MRSA# - 2
MRSP16a - 1
MRSP16a - 2
MRSP4 - 1
MRSP4 - 2
MRSP1 -1
MRSP1 - 2
MRSPO,5 - 1
MRSPO,5 - 2

- ei kasvua

+ 1-10 pesaketta

(TSA-SB; veriagarmalja). Taulukon merkit on selitetty taulukon alla. Naytteiden kannat on ilmoitettu taulukossa 3 (s. 30).

++ 10-100 peséaketta
+++ 100-1000 pesaketta

++++ > 1000

1 ensimmaisen inkubaation jalkeen

2 toisen inkubaation jalkeen

HB harmaan beige

M hento metallinen hohde

V vaalea, hankalaa tarkentaa savya

VS vaaleansininen

VP vaaleanpunainen

L lila
S sininen

SL sinilila

VPL vaaleanpunainen-lila

VPS vaaleansininen-lila

* pesékkeet pistemdisen pienia, maara

arvioitu

BRMS OXMA TACM TSA-SB

104 10° 10® 104 10° 10°¢ 104 10° 10 104 | 105 | 10°
++++ VP | ++++ VP | ++++ VP | ++++ VS, M ++++ VS, M ++++ VS, M ++++ VP | ++++ VP | ++++ VP | ++++ | ++++ | ++++
++++ VP | ++++ VP | ++++ VP | ++++ S,L,HB | ++++S,L,HB | ++++ S, L, HB | ++++ VP | ++++ VP | ++++ VP | ++++ | ++++ | ++++
++++ VP | ++++ VP | - ++++ SL ++++ SL - ++++ L ++++ L - +H++ | | -
++++ VP | ++++ VP | - ++++ SL, M ++++ SL, M = ++++ VPL | ++++ VPL | - S
++++ VP ++++ VP ++++ VP ++++ VSL ++++ VSL ++++ VSL +++ VP +++ VP +++ VP ++++ | |
++++ VP | ++++ VP | ++++ VP | ++++ VSL ++++ VSL ++++ VSL +++VPL | +++L +++ L +H++ | | At
+V* - - ++++ VS * - - +V* - - ++++ | - -
+H++ V| - - ++++ VSL * = = +++ VP - = ++++ | - -
++++ V * ++++ V * - ++++ VS ++++ VS - +V* +V* - +++4+ | 4 | -
VA I VA R ++++ VS ++++ VS - + VP + VP - +H++ |+ | -
- - - +V* +V* S = = S +H++ | A+ | -
- - - +++ VS +++ VS = = - = S I
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Taulukko 17. Taulukko MRSA- ja MRSP-laimennosten kasvumaarista ja laimennosten keskimaaraisesta kasvusta tutkittavilla maljoilla seka kontrollimaljalla
(TSA-SB; veriagarmalja). Taulukon merkit on selitetty taulukon alla. Naytteiden kannat on ilmoitettu taulukossa 3 (s. 30).

MRSA32 - L
MRSA32 - RL
MRSA# - L
MRSA# - RL
MRSA KA - L
MRSA KA - RL
MRSP16a - L
MRSP16a - RL
MRSP4 - L
MRSP4 - RL
MRSP1 - L
MRSP1 - RL
MRSPO,5 - L
MRSPO,5 - RL
MRSP KA - L
MRSP KA - RL

BRMS OXMA TACM TSA-SB
104 10° 10 10+ 10° 106 10+ 10° 10® 104 10° 10
2/2 1/2 0/1 |0/1 0/0 o/0 2/2 1/2 0/0 2/2 1/1 0/0
4/4 4/4 4/4 |4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 41/4 4/4 4/4
2/2 1/1 0/0 |2/2 1/1 0/0 2/2 1/1 0/0 2/2 1/1 0/0
4/4 4/4 0/0 |4/4 4/4 0/0 414 4/4 0/0 414 4/4 0/0
2/2 1/15 0/ 1/15 0,5/0,5 0/0 2/2 1/15 0/0 2/2 1/1 0/0
4/4 4/4 2/2 | 4/4 4/4 2/2 4/4 4/4 2/2 4/4 4/4 2/2
2*/2 1*/1 0/0 |1/1 1/1 1/1 2/2 0/1 0/0 2/2 1/1 1/1
4/4 4/4 4/4 | 4/4 4/4 4/4 3/3 3/3 3/3 4/4 4/4 4/4
0/0 0/0 0/0 |O/1* 0/1* o/0 0/1 0/0 0/0 2/2 1/1 1/1
1*/4+* 0/0 0/0 |[4*/4* 0/0 0/0 1*/3 0/0 0/0 4/4 0/0 0/0
1*/1* 0/0 0/0 |2*/2 1*/1 0/0 0/0 0/0 0/0 2/2 1/1 0/0
4*[4* 4*[4* 0/0 |4/4 414 0/0 1*/1 1*/1 0/0 414 4/4 0/0
0/0 0/0 0/0 |0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/2 1/1 1/1
0/0 0/0 0/0 |1*/3 1*/3 0/0 0/0 0/0 0/0 4/4 4/4 0/0
0,75/0,75 | 0,25/0,25 |0/0 |0,75/1 0,5/0,75 0,25/0,25 | 0,5/0,75 0/0,25 0/0 2/2 1/1 0,75/0,75
2,25/3 2/2 1/1 |325/3,75 |225/2,75 [ 1/1 1,25/1,75 | 1/1 0,75/0,75 |4/4 3/3 1/1

L laimennos, rikastamaton

RL rikastettu laimennos

ensimmaisen inkubaation jalkeen / toisen inkubaation jéalkeen

* pesakkeet pistemaisen pienid, maara arvioitu

MRSA KA viljeltyjen MRSA-laimennosten kasvun keskiarvo

MRSP KA viljeltyjen MRSP-laimennosten kasvun keskiarvo

0; - (ei kasvua)

1; + (1-10 pesakettd)

2; ++ (10-100 pesakettd)

3; +++ (100-1000 pesaketta)
4; ++++ (>1000 pesaketta)
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