Julia Vyssotskaja

Parodontiittipatogeenien Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum ja Parvimonas micra
antibioottiherkkyys

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Bioanalyytikko (AMK) SB10K1
Bioanalytiikan koulutusohjelma
Opinnaytetyo

16.04.2013

@mpolia



Tiivistelma

Julia Vyssotskaja

Tek_ua Parodontiittipatogeenien Prevotella intermedia,

Otsikko . . , .
Fusobacterium nucleatum ja Parvimonas micra
antibioottinerkkyys

Sivumadra 26 sivua

Aika 16.4.2013

Tutkinto Terveys- ja hoitoala

Koulutusohjelma Bioanalytiikan koulutusohjelma

Suuntautumisvaihtoehto Bioanalyytikko (AMK)

Ohjaajat Erikoislaakari Hanna Valimaa
Lehtori Tuula Kurkinen

Parodontiitti on maailmanlaajuisesti yksi suurimmista suun terveysongelmista. Se on ham-
paan kiinnityskudosta tuhoava sairaus, jonka eteneminen johtuu erdiden bakteerien run-
saasta lisdantymisesta suussa ja huonosta suuhygieniasta.

Tein opinnaytetydoni HUSLAB:n kliinisen mikrobiologian vastuualueen bakteriologian osas-
ton toimeksiannosta. Tamén opinndytetyon tarkoituksena oli maarittdd parodontiittipato-
geenien mikrobildaékeherkkyys yleisimmin parodontiitin hoitoon k&aytettaville antibiooteille.
Koska herkkyysmaaritysta ei tavanomaisesti tehda parodontiittipatogeenien diagnostisista
naytteista, oli tarkeda selvittdad naiden patogeenien todellinen herkkyystilanne Suomessa.

Kaikki tutkittavat bakteerikannat oli aikaisemmin otettu talteen parodontiittipatogeenien
viljelytutkimukseen tulleista diagnostisista naytteista. Kannat tutkimusta varten sailytettiin
syvajaassa. Tutkittavat bakteerilajit olivat: Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum
ja Parvimonas micra. Bakteerien mikrobiladkeherkkyys tutkittiin Epsilon-testiliuskoja kayt-
tden seuraaville antibiooteille: penisilliini, metronidatsoli, klindamysiini, doksisykliini, atsit-
romysiini ja siprofloksasiini. Tulokset tulkittin EUCAST-standardien ja aikaisemman alan
julkaisujen mukaisesti ja analysoitiin tilastollisesti.

Tulokset  osoittivat, ettA  suomalaisilta potilailta eristetyt bakteerikannat
ovat paasaantoisesti herkkia yleisimmin parodontiitin hoitoon kaytettaville antibiooteil-
le. Kartoituksen perustella voidaan todeta, ettd Suomessa parodontiitin antibioottihoito
voidaan vielakin valita empiirisesti viljelynaytteen bakteerilajimaarityksen perusteella.

Avainsanat parodontiitti, antibioottiherkkyysmaaritys, Epsilon-testi
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Periodontitis is one of the major global oral health burdens. It is a disease which destroys
the tissue that attaches the tooth to the alveolar bone. Certain bacteria and poor mouth
hygiene are the main reasons for periodontitis.

I made my final project for the HUSLAB Helsinki Clinical Microbiology Department of Bac-
teriology, Helsinki, Finland. The purpose was to determine the antimicrobial susceptibility
for periodontial pathogens for the most common antibiotics used to treat periodontal dis-
ease. Since the sensitivity assays are not routinely done for periodontal pathogens in di-
agnostic specimens, it was important to find out the actual sensitivity of the pathogens in
Finland.

All bacterial strains were previously recovered from diagnostic specimens of periodontal
samples and preserved in sub-zero temperatures. Species studied were Prevotella inter-
media, Fusobacterium nucleatum and Parvimonas micra. Antibiotic susceptibility tests of
bacteria were carried out using the Epsilon test strips for the following antibiotics: penicillin,
metronidazole, clindamycin, doxycycline, azithromycin and ciprofloxacin.

The results showed that isolated bacterial strains were generally sensitive to the most
common antibiotics used to treat periodontal disease among Finnish patients. It may be
concluded that, in Finland, antibiotic treatment in periodontal disease may still be chosen
empirically based on the knowledge on bacterial strains identified.
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1 Johdanto

Opinnaytetyoni aiheena on parodontiittipatogeenien antibioottiherkkyys suomalaisilla
parodontiittipotilailla. Aihe ideoitiin HUSLABIn kliinisen mikrobiologian laboratorion bak-
teriologian osastolla suun mikrobiologian alalla. Tutkimus on tarkea ja ajankohtainen,
koska bakteerien antibioottiresistenssi on maailmanlaajuisesti lisaantymassa ja toisaal-
ta resistenssikehityksessa on huomattavia maantieteellisi& eroja. Opinnaytetyé on osa
laajempaa HUSLABIssa tekeilla olevaa parodontiittipatogeenien herkkyystutkimusta.
Tyo6n tavoitteena oli tutkia parodontiittipatogeenien antibioottiherkkyys yleisimmin paro-
dontiitin hoitoon kaytettaville antibiooteille suomalaisilta parodontiittia sairastavilta poti-

lailta eristetyista bakteerikannoista.

Opinnaytetydssa tutkittin Prevotella intermedian, Fusobacterium nucleatumin ja Parvi-
monas micran mikrobilddkeherkkyyksid Epsilon-testin avulla. Testatut antibiootit olivat
penisilliini, metronidatsoli, klindamysiini, doksisykliini, atsitromysiini ja siprofloksasiini.
Penisilliinille resistenteille kannoille tehtiin lisaksi amoksisiliini- ja amoksisiliini-

klavulaanihappoherkkyystutkimus.

Suomessa mikrobild&keresistenssitilannetta seuraa FiRe-tutkimusryhma (Finnish Study
Group for Antimicrobial Resistance). Se on Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen seka
kliinisen mikrobiologian laboratorioiden muodostama vapaaehtoisuuteen perustuva
yhti6. Yhtion tehtavana on luotettavan ja vertailukelpoisen tiedon luominen sek& kan-
sallisten suositusten ja ohjeiden valmistaminen ja yllapito. Vuonna 2011 kaikki suoma-
laiset FiRe-laboratoriot siirtyivat kayttdma&an eurooppalaista EUCAST - (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) standardia. (Terveyden ja hyvin-

voinnin laitos 2013.)

EUCAST vastaa koko Euroopan alueella kaikista antibioottinerkkyysmaaritysten tekni-
sista suorituksista seka laatii suosituksia MIC-arvojen herkkyystulkintarajoista. Sen
tarkoituksena on yhtenaistdd antibioottiherkkyysrajoja koko Euroopassa. (EUCAST

2013.) My0s tassa tyossa noudatettaan EUCAST-standardeja.



2 Parodontiitti

Hampaan ympérilla olevaa kudosta, johon kuuluvat ien, parodontaaliligamentti, juu-
risementti ja alveoliluu kutsutaan parodontiumiksi. Parodontium kiinnittdéd hampaan
leukaluuhun seka suojelee hammasta ja osallistuu puolustusreaktioihin mikrobeja vas-
taan. (Uitto 2008a.)

Parodontiitti on bakteerien aiheuttama infektiosairaus, joka tuhoaa hampaan kiinnitys-
kudoksia aiheuttaen niissé palautumattomia vaurioita. Hoitamaton sairaus johtaa lopul-
ta hampaan irtoamiseen. Parodontiitin esiasteena on aina gingiviitti eli ientulehdus,
joka on vield hoidettavissa hyvalla suuhygienialla. Parodontiitin kehittymiseen menee-
kin yleensa useita vuosia tai vuosikymmenid. Nykypaivana parodontiitti on yksi ylei-
simmista bakteeritulenhduksista ja tarkeimmistd suun terveysongelmista maailmanlaa-
juisesti. Sairautta aiheuttavat pienina maarina terveessakin suussa esiintyvét bakteerit
eli niin sanotun normaaliflooran bakteerit. Bakteerikasvulle edullisissa olosuhteissa
nama samat normaaliflooraan kuuluvat bakteerit voivat aiheuttaa suun alueen infektio-
sairauksia kuten parodontiittia. N&in voi kdydéa esimerkiksi silloin, kun bakteerit pdase-
vat rikastumaan ientaskuun hampaan pinnalle, jos suuhygienia on riittAméaton. (Kaypa
hoito suositus 2010.)

2.1 Parodontiitin kehittyminen, oireet ja eteneminen

Suun mikrobiflooran bakteerit ja syljen proteiinit muodostavat hampaan pinnalle kalvo-
maista ohutta plakkikerrostumaa, jota kutsutaan biofilmiksi. Biofilmin sisalla bakteerit
tekevat yhteistyota ja yrittavat suojautua ympariston haitoilta, esimerkiksi hampaiden
harjaukselta. Syljen mukanaan tuomat mineraalit kuten kalsiumkarbonaatti ja kalsium-
fosfaatti kovettavat plakkia, jolloin muodostuu hammaskiveda. Hammaskiven karhea

pinta edesauttaa bakteerien kiinnittymista hampaan pinnalle. (Uitto 2008b.)

Osan bakteereista tiedetaan esiintyvan muita suun bakteereita useammin ja erityisesti
suurissa maarin parodontiitin yhteydessa (kuvio 1). Pelkalla lasnaolollaan hammas-
plakki ja sen sisaltimat bakteerit aiheuttavat arsykkeen, johon ikenet reagoivat hyvin
voimaksati. Arsyke aiheuttaa ikenessé tulehduksellisen reaktion ja hammasta ymparoi-
va kudos tulehtuu. Tama johtaa hampaan ja ikenen valisen liitosepiteelin 16ystymiseen.

Bakteerit paasevat leviaméan syvemmalle hampaan ja ikenen véliseen ientaskuun,



josta niitd on vaikea puhdistaa omatoimisesti. lentaskuihin varastoituu helposti baktee-
reita, jolloin ongelma yleensa pahenee. Bakteerit levidvat ientaskun ymparyskudok-
seen, jolloin lopulta kiinnityskudokset sek& juuren ymparilla oleva luu tuhoutuvat ja
hammas irtoaa. Kudostuhon aiheuttavat isannan oma tulehdusreaktio, jossa tarkeaa
roolia nayttelevat seka lymfosyytit, plasmasolut ja neutrofiilit ettd bakteerien tuottamat
toksiinit ja entsyymit, kuten lipopolysakkaridit ja sytokiinit. (Uitto 2008b.) Tulehtuneista
ientaskuista bakteerit paasevat helposti verenkiertoon ja sen valityksella myds muualle
elimistoon, mik& voi johtaa vaarallisiin komplikaatioihin kuten sepsikseen tai endokar-
diittiin eli sydamen sisékalvon tulehdukseen (Dahlén— Frandsen— Tove 2004: 127).

Subgingivaaliset mikrobikompleksit

V. Parvuia
A. Odontolyticus

P.gingivalis
Tforsythia
T.denticola

Pintermedia

Streptococcus sp

S.goroghnii P.r;igrgscens
S.intermedius  micros c -
F.nucleatum constellatus
F. vincentii

E.corrodens

F.poiymorfum
C.gingivalis

[ Csputigena \
|  Cochrachea

C.concisus
A.actino. A
A.Actinob S. Noxia

Kuvio 1. Subgingivaaliset mikrobikompleksit parodontiitissa, mukailtu julkaisusta Soc-
ransky 1998. Opinnaytety0dssa tutkitut bakteerit kuuluvat ylla esitetyn mukaisesti orans-
sin kompleksin bakteereihin, jotka toimivat ientaskussa biofilmin rakentumista valittavi-
na bakteereina ja jotka esiintyvat kohonneina osuuksina ientaskun mikrobifloorassa
parodontiittipotilailla. Kuvassa vasemmalla varhaiset ientaskua kolonisoivat bakteerit ja
oikealla myohaiset punaisen kompleksin bakteerit, jotka liittyvat selkeimmin vaikeisiin
kroonisen parodontiitin kliinisiin muotoihin.

2.2 Parodontiitin ehkaiseminen ja hoito

Parodontiitin ehkaisy tapahtuu seka potilaan ettd hammashoidon ammattilaisten yhteis-
tyond. Hyva suun kotihoito ja tupakoinnista pidattaytyminen ovat parodontaaliterveyden



kannalta tarkeimpia asioita. (Kaypa hoito suositus 2010.) Monipuolinen ravinto, jossa ei
ole liikkaa hiilihydraatteja, stressin hallinta ja riittava liikunta ovat hyvaksi myds parodon-
tiumin terveydelle. Diabetesta sairastavilla on suurempi riski sairastua parodontiittiin.
(Konbnen 2012.) Epéatasapaino isannan puolustuksen ja hampaan biofilmin valilla on
syyné kroonisen parodontiitin kehittymisessa (Dahlén ym. 2004: 129). Parodontiitin
ehkaisyn tavoitteena onkin pitaa biofilmi poissa hampaan pinnalta ja ientaskuista. Tar-
kein keino ehkaista ientulehdusta on sdédnnéllinen hampaiden harjaus joko tavallisella

tai sahk6hammasharjalla. (Kaypa hoito suositus 2010.)

Parodontologinen tutkimus kuuluu tavanomaisiin suun terveydentilan tutkimuksiin. Se
on syyta tehda saanndllisin valiajoin kaikenikaisille potilaille. Nain sairaus voidaan tode-
ta mahdollisimman varhaisessa vaiheessa. Kun parodontiitti on diagnosoitu, se hoide-
taan aikailematta. Ensijaisesti hoitona on anti-infektiivinen hoito, joka tehd&aéan kaikille
parodontiittia sairastaville potilaille. Biofilmi poistetaan, juuren pinnat tasoitetaan ja
plakkia keraavien paikkojen reunat hiotaan. Biofilmi voidaan hajottaa mekaanisesti joko
kasi-instrumenteilla kuten kyreteilla tai ultradanilaitteella. (Kaypa hoito suositus 2010.)
Vaikeassa parodontiitissa hoito saattaa edellyttda anti-infektiivisen hoidon liséksi kirur-
gista hoitoa, mikrobila&kitysta tai niita molempia. Ennen mikrobild&kityksen aloittamista
on aina suositeltava maarittdd parodontiittisten hampaiden ienkudoksessa esiintyvat
mikrobit, jotta osattaisiin valita kullekin potilaalle yksil6llisesti parhaiten tehoava, mutta

ei lilan laajakirjoinen antibiootti. (Asikainen 2008.)

Parodontiitin lAdkevalintaan vaikuttavat infektiotautien hoidossa yleisesti kaytetyt kritee-
rit sovellettuna parodontiitin taudinluonteeseen. Hammaslaakari valitsee laakkeen har-
kintansa mukaan. Paatbksentekoon ja ladkityksen valintaan vaikuttavat seka potilaan
yksil6lliset ominaisuudet, kuten muu laakitys ja yleissairaudet, ettd myés hammaslaa-
kérin tieto, taito ja kokemus. Suomessa parodontiittipatogeenien antibioottiherkkyytta ei
ole ennen jarjestelmallisesti tutkittu. Yleinen kasitys on, etté antibioottiresistenssia pa-
rodontiittipatogeeneilla ei juurikaan esiinny. Siitd syysta antibioottiherkkyysmaaritys
naille bakteereille tehdaan tavallisesti vain valikoiduissa tapauksissa, kun hoitava

hammaslaakari pyytaa sita erikseen. (Nieminen 2008a.)

2.3 Parodontiitin aiheuttajabakteerit

Parodontiittisessa ienkudoksessa esiintyy useita eri bakteereja, mutta vain osan naista

tiedetdan liittyvan parodontiittiin selvasti (kuvio 1). Erityisen vahvasti parodontiittiin liit-



tyvat Aggregatibacter actinomycetemcomitans (aikaisemmin Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans), Porphyromonas gingivalis ja Treponema denticola, joiden esiintymi-
nen parodontiitissa jo hyvin pienindkin maarind on merkittavad. Muita merkittavia paro-
dontopatogeeneja ovat Tannerella forsythia, Parvimonas micra (aikaisemmin Peptost-
reptococcus micros), Prevotella intermedia, Campylobacter rectus sekd Fusobacterium
nucleatum. Koska syventyneisiin ientaskuihin ei juurikaan péaése happea, siella on an-
aerobien bakteerilajien kasvua suosivat olosuhteet. Tyypillistd parodontaali-infektioille
onkin anaerobibakteerien runsaus. (Socransky 2008: 134-140.) Opinnaytetydssani
kasittelen kolmea merkittavaa parodontiittiin liittyvaa bakteerilajia, jotka kaikki ovat an-
aerobibakteereja: Prevotella intermedia, Parvimonas micra sekd Fusobacterium nu-

cleatum.

Anaerobit bakteerit ovat prokaryoottisoluja, kuten aerobitkin. Ne eroavat toisistaan ai-
neenvaihduntansa perustella. Anaerobien bakteerien elektronisiirtoketjun lopussa
elektronin vastaanottajana voi toimia jokin muu kemiallinen aine kuin happi, esimerkiksi
nitraatti tai sulfaatti. Nama bakteerit eivat kaytd lisdéntyessdéan happea ja ne lisaanty-
vat ymparistdssa, jossa on alhainen happipitoisuus tai jossa happea ei ole ollenkaan.
Ihmisilla anaerobisia bakteereita I6ytyy osana normaaliflooraa iholta, erilaisilta limakal-
voilta kuten suusta, nenasta, nielusta, mahasuolikanavasta, emaéattimestad seka virtsa-
putkesta. (Sarvas — Skurnik — Vaara 2010: 35-36.)

Prevotella intermedia kuuluu prevotella-sukuun. Prevotellat ovat anaerobeja gram-
negatiivisia sauvabakteereja. Ryhman lajeja esiintyy yleisesti suuontelossa. Ne voivat
aiheuttaa muun muassa erilaisia pdan ja kaulan alueen infektioita. Pesdkkeen vari
vaihtelee ruskean eri sdvyista mustaan (kuvio 2.). Peséke on tasareunainen, sen koko
on hyvin vaihteleva ja profiili matala tai kupera. Pesékkeen pinta voi olla joko kiiltava tai
mattamainen. Prevotella intermedian tunnistamiseen voi saada lisavarmistusta positii-
visella indoli- ja lipaasireaktioilla. Ultraviolettivalossa Prevotella intermedialla on tiilen-
punainen autofluoresenssi, jota myods kaytetddn sen tunnistuksessa. Myds sen l&-
hisukulainen Prevotella nigrescens on yleinen parodontaali-infektioissa. Prevotella nig-
rescens kayttaytyy tunnistustesteissa kuten Prevotella intermedia. (Socransky 2008:
150.) Parodontaaliviljelytutkimuksissa ndma& molemmat ovat merkittavid I6ydoksia ja

ne vastataan yhtena 16ydoksena



Kuvio 2. Prevotella intermedia Brucella + K3-vitamini-hemiini maljalla.

Parvimonas micra (entinen nimi Peptostreptococcus micros) on grampositiivinen anae-
robinen kokki. Alun perin bakteeri on luokiteltu peptostreptococcus-sukuun. Nama or-
ganismit ovat osa alkuperaiskansojen mikrobistoa ja ne esiintyvat paasaantoisesti suu-
ontelossa ja suolistossa. Bakteeri liittyy usein monimikrobisiin infektioihin kuten paro-
dontiittiin. Parvimonas micran pesdke on valkoinen, pydred, hieman koholla ja usein
sen ymparilla on kirkastuma (kuvio 3.). Pesake on yleensa siledreunainen ja siledpin-
tainen, mutta my6s roporeunaisia pesakkeita esiintyy. (Socransky 2008: 155.)

i

Kuvio 3. Parvimonas micra Brucella + K3-vitamini-hemiini maljalla.

Kliinisissa infektioissa fusobakteereista yleisin on Fusobacterium nucleatum, endotok-

siinia muodostava anaerobinen gramnegatiivinen ohut ja neulasmainen sauva. Tata



bakteerilajia 10ydetdan yleensa suusta, ylahengitysteistd, genitaalialueelta seka suolis-
tosta. Bakteeri on erittdin virulentti ja voi aiheuttaa suun infektioiden lisaksi muun mu-
assa Lemierren oireyhtyman, joka on nielutulehduksen harvinainen ja erittéin vakava
komplikaatio. Maljalla Fusobacterium nucleatumin pesake nayttaa useimmiten "leivan-

murumaiselta”. Peséke on variltdan kellertdva ja kiiltdva matala, keskisuurikokoinen

(koot vaihtelevat <0,5 - 2mm) seka tarkkarajainen (kuvio 4). Indolitestissa syntyy posi-
tiilvinen varireaktio. (Socransky 2008: 161.)

.

Kuvio 4. Fusobacterium nucleatum Brucella + K3-vitamini-hemiini maljalla.

2.4 Parodontologinen naytteenotto ja viljely

Parodontiittipatogeenien identifioinnissa ja niiden suhteellisen maaran toteamisessa
naytteen koko bakteerimaarasta kaytetadn menetelmanéd yleensa bakteerindytteen
viljelya. Kvantitatiiviset nukleiinihaponosoitustutkimukset ovat viime vuosina yleistyneet
vaihtoehtoisena diagnostisena menetelmana. Mikrobiologisen diagnoosin avulla voi-
daan saada vahvistusta kliiniselle diagnoosille. Tutkimustulokset auttavat hoitop&atok-
sen teossa valittaessa antibioottilaakitystd mekaanisen hoidon tueksi ja ne ovat apuva-
line myds hoidon tehon seurannassa. Parodontiittipatogeenit tunnistetaan ensijaisesti
pesakemorfologian perustella stereomikroskoopin avulla. (Nieminen 2008b.)

Nayte otetaan kyretilla tai paperinastalla joko yhdesta tai useammasta ientaskuista
VMGA-kuljetusputkeen, joka sisaltdd 2 ml anaerobisesti valmistettua geelimaista kulje-
tusainetta (kuvio 5). Geeliin on lisétty vari-indikaattori. Naytepullon koostumus on sel-
lainen, ettéd anaerobit bakteerit sdilyvat siind hyvin hengissa. Sinivihred vari ennen
naytteenottoa kertoo, etta naytteenottopullo on hapettunut. Naytteenottoa varten vali-



taan Kliinisesti sairaimmat, syvimmat ientaskut. Ennen naytteenottoa plakki poistetaan
ienrajan ylapuolelta hampaan pinnalta pumpulipallolla, jotta nayte ei kontaminoituisi
ientaskun ulkopuolisilla bakteereilla. Kyretilld raaputetaan juuren pintaa mahdollisim-
man syvaltd. Nain saatu nayte siirretddn naytteenottopullossa olevan geeliin sisaan,
jossa kyrettid pyoraytetddn naytteen irrottamiseksi. Vaihtoehtoisesti ientaskun baktee-
reja voidaan imeyttda paperinastaan, joka vieddan naytteenoton jalkeen geeliin. Hapen
paasya naytteenottopullon rajoitetaan pitamalla pulloa auki mahdollisimman lyhyen
ajan. (HUSLAB preanalytiikan kasikirja 2013.)

Kuvio 5. Parodontaalivilielynaytteen ottovélineet: VMGA-kuljetusputki, kyretti
ja paperinastat.

Nayte tulisi viljella kahden vuorokauden kuluessa naytteenotosta. Nayteviljely kestaa
yhteensé 7 vuorokautta, jolloin myos hitaasti kasvavat anaerobibakteerit saadaan esiin
naytteesta. Maljojen tarkastelussa kaytetddn stereomikroskooppia. Parodontiittipato-
geenit tunnistetaan ensisijaisesti pesdkemorfologian perusteella. Loyddsten peséke-
maarat lasketaan ja vastaus annetaan suhteutettuna naytteen kokonaisbakteerimaa-
raan. Herkkyysmaaritys merkitsevyysrajan ylittaville parodontiittipatogeeneille tehdaan

ainoastaan pyydettaessa. (Tarkka — Torkko 2013.)



3 Antibiootit

Antibiooteiksi kutsutaan mikrobilaakkeitd, jotka vaikuttavat mikro-organismeihin niiden
kasvua estavasti tai tappavasti. Osa antibiooteista vaikuttaa mikro-organismeihin bak-
teeriostaattisesti eli ne estavét bakteerien kasvua, kun taas osa vaikuttaa bakteerisidi-
sesti eli ne pystyvat tappamaan bakteerisoluja. Antibiootit voivat vaikuttaa mm. baktee-
rien soluseindman synteesiin, proteiinisynteesiin, bakteerien sytoplasmiseen kalvoon,
tai nukleiinihappoaineenvaihduntaan. (Jarvinen — Vaara — Huovinen — Liippo — Vasan-
kari. 2011: 114-117.)

3.1 Antibioottiresistenssi

Osa mikrobeista on luonnostaan resistenttejd useillekin laakeaineille. Luonnollinen bak-
teerien resistenssi eri bakteerilddkkeille vaihtelee suuresti bakteerilajin mukaan. Hanki-
tuksi resistenssiksi kutsutaan luonnostaan herkkien bakteerien ominaisuutta, kun ne
muuttuvat vastustuskykyisiksi bakteeriladkkeille bakteerin perintdtekijoissa tapahtuvien
muutoksien eli mutaatioiden avulla. Muutosta voi tapahtua joko kromosomaalisten
geenien tai siirtyvien geenien valityksella ja niitd syntyy jatkuvasti bakteerien jakaantu-
essa. (Jarvinen ym. 2011: 122-131.)

Bakteereilla tiedetddn olevan useita eri resistenssimekanismeja. Bakteeriladkkeen si-
toutumis- tai vaikutuskohta voi muuttua. Jotkut bakteerit voivat tuottaa bakteerilaakkeit-
td hajottavia entsyymeja, toiset voivat pumpata ladkeaineen pois solun sisélta tai sul-
kea seinamansé estaen nain bakteerilddkkeen paasyn soluun. Uusien aineenvaihdun-
ta-reittien avulla on myds mahdollista valttaa bakteerilddkkeen vaikutusta. Bakteereita,
jotka ovat samanaikaisesti resistenttejd usean eri ryhman mikrobildékkeelle, kutsutaan
moniresistentiksi. Nykyaikana antibioottiresistenssi on yksi laaketieteen vakavimpia
uhkia. Antibioottiresistanssia tutkitaan antibioottiherkkyysméaaritysten avulla. M&éarityk-
sessa voidaan kayttaa joko kiekkoherkkyysmenetelméaa tai Epsilontestia. (Hautala
2004.)

3.2  Penisilliini

Penisilliini (R-CgH11N,0,4S) kuuluu beetalaktaamien antibioottiryhmaan. Penisillinien
perusrunkona on beetalaktaamirenkaan muodostama 6-beetaaminopenisillaanihappo.

Sen vaikutusmekanismina, kuten muillakin beetalaktaameilla, on bakteerinsoluseinan
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rakentamisessa tarvittavan peptidoglykaanin synteesin esto. Beetalaktaamien rakenne
muistuttaa bakteerin soluseinaméan peptidoglykaanin D-alanyyli-D-alaniinin rakennetta,
joten ne pystyvat sitoutumaan bakteeriseindssa oleviin entsyymeihin muodostamalla
niiden kanssa pysyvia komplekseja ja lopettamaan tai muuttumaan niiden toimintaa.
Entsyymeja, johon beetalaktaamit kiinnittyvat, ovat esimerkiksi transpeptidaasit, kar-
boksipeptidaasit ja endopeptidaasit. Niitd kutsutaan penisilliniherkiksi entsyymeiksi tai
penisilliinia sitoviksi proteiineiksi eli PBP:ksi (penicillin binding protein). Penisilliinit ovat
bakterisidisid aineita. Koska bakteerien soluseind eroaa rakenteeltaan ihmissolun
membraanista ratkaisevasti, beetalaktaamit eivéat ole isdnnan soluille haitallisia. (Jarvi-
nen ym. 2011: 114-115.)

PBP-entsyymin mutaatiot ovat yksi merkittdva mekanismi, jonka avulla bakteerit kehit-
tavat resistenssia beetalaktaameille. Muuttunut PBP-entsyymi ei voi sitoa beetalaktaa-
mia, joten sen toiminta jatkuu normaalisesti, eikd hoito silloin tehoa. Lisdksi resistenssi
voi johtua bakteerin solukalvon l&péisevyyden heikentymisesta tai bakteerin tuottamas-
ta penisillinia hajottavasta beetalaktamaasista. Penisilliiniresistenssi on usein plasmi-
divalitteista. (Jarvinen ym. 2011: 122-127.)

Penisilliinit luokitellaan peruspenisillineihin, laajakirjoisin penisilliineihin, stafylokokki-
penisillineihin seka pseudomunaspenisillineihin. Peruspenisillinejd ovat oraalinen fe-
noksimetyylipenisilliini eli V-penisilliini ja parenteraalinen bentsyylipenisilliini eli G-
penisilliini. (Koulu— Mervaala — Tuomisto 2012: 877.) Penisilliini& kaytetdan sille herkki-
en, yleensa grampositiivisten kokkibakteerien seka osittain gramnegatiivisten bakteeri-
en aiheuttamien sairauksien hoidossa. Myds monet anaerobit bakteerit ovat herkkia
penisilliinille. (Koulu ym. 2012: 882) Peruspenisilliniryhmé&n antibiootit tehoavat moniin
suun bakteereihin ja ne ovat kayttbkelpoisia ladkkeitd hammasperaisten infektioiden

hoidossa (Kaypa hoito suositus 2010). Tydsséani kaytin ainoastaan V-penisilliinia.

3.3 Amoksisilliini ja amoksisilliini-klavulaanihappo

Amoksisilliini (C16H19N305S) ja amoksisilliini-klavulaanihappo kuuluvat penisilliinin ta-
voin niiden vaikutusmekanismin perustella soluseinamaéa heikentaviin bakteerilagkkei-
siin eli beetalaktameihin. Amoksisilliini on bakterisidinen aminopenisilliini, joka on laaja-
kirjoinen penisilliini. Klavulaanihappo on rakenteeltaan oksapenaami. Se voi palauttaa

amoksisilliinin tehon beetalaktamaasia tuottavia bakteereita vastaan. Siksi yhdistamalla
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amoksisilliini ja klavulaanihappo on saatu ld8keaineen teho laajennettua myos beeta-

laktamaasia tuottaviin bakteereihin. (Koulu ym. 2012: 885-889.)

Amoksisilliini tehoaa samoihin bakteereihin kuin peruspenisilliinit, mutta lisdksi silla on
tehoa eréisiin gramnegatiivisiin sauvoihin ja enterokokkeihin (Koulu ym. 2012: 885-
889). Amoksisillinia kaytetddn hammasperdisten infektiokomplikaatioiden ehkaisemi-
seen suun alueen toimenpiteiden yhteydessd, infektiokomplikaatioille alttiiden potilai-
den hammasperdaisten infektioiden hoidossa ja parodontaali-infektioiden hoidossa
(Kaypa Hoito 2010). Kaikille penisilliinille resistentille kannoille tdssa tutkimuksessa

tehtiin amoksisilliini seka amoksisilliini-klavuhappo antibioottiherkkyysmaaritys.

3.4 Doksisykliini

Doksisykliini (C,,H24N,Og) on bakteriostaattinen proteiinisynteesin estiva aine, joka
kuuluu tetrasykliineihin. Nailla aineilla on paljon enemman toksisia haittavaikutuksia
kuin beetalaktaameilla. Yleiset haittavaikutukset ovat allergiat kuten ihottumat, ruoan-
sulatuskanavan arsytys, maksa- ja munuaisvauriot. (Huovinen 2012: 160.) Tetrasykliinit
estavat proteiinientuotannon kiinnittymalla bakteerisolun 30s-ribosomin alayksikkdon,
joten aminohappo-tRNA:n tartunta ribosomiin estyy. Doksisykliini on laajakirjoinen anti-
biootti. Sen yleisia kayttbalueita ovat bronkiitti ja muut alempien hengitysteiden infektiot
sek& sinuiitti. Doksisykliinilla on hyva teho streptokokkeihin ja suun anaerobeihin ja
siksi se soveltuukin hyvin myés hammasperaisten infektioiden hoitoon. (Koulu ym.
2012:899-902.)

3.5 Klindamysiini

Klindamysiini (C15H33CIN,OsS) on doksisykliinin tavoin bakteriostaattinen proteiinisyn-
teesin estgja. Vaikutusmekanismin perustella aine kuuluu linkosamidien ryhmaan. N&a-
ma laakkeet ehkaisevat bakteerisolun ribosomaalista proteiinisynteesia kiinnittymalla
niille herkkien bakteerien ribosomien 50S-alayksikdihin. Klindamysiinin resistenssi voi

siirtyé joko plasmidivélitteisesti tai kromosomaalisesti. (Koulu ym. 2012: 910.)

Luonteenomaista klindamysiinille on hyva teho anaerobisiin bakteereihin. Yksi sen tér-
keimmista kayttdalueista ovat hammasperéiset infektiot, esimerkiksi periodontaalinen
absessi ja parodontiitti. (Koulu ym. 2012: 910-911.)
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3.6 Atsitromysiini

Atsitromysiini (C3sH72N201,) on makrolidirynmd&n kuuluva mikrobild&ke ja sen vaikutus
on bakteeriostaattinen. Aine on johdettu puolisynteettisesti erytromysiinista. Klindamy-
siinin ja doksisykliinin tavoin sen vaikutus perustuu proteiinisynteesi estoon. Makrolidit
ovat yleisesti ottaen enemman grampositiivisiin kuin gramnegatiivisten bakteereihin
tehoavia ladkkeitd, mutta ne tehoavat usein myds hemofiluksiin, neisserioihin ja moniin
anaerobisiin La&kkeen ensijaisia kayttdaiheita ovat alahengitystieinfektiot, erityisesti
pneumoniat, bronkiitit ja otiitit. Atsitromysiini soveltuu myds suun alueen infektioiden
hoitoon. (Koulu ym. 2012: 907-908.)

3.7 Siprofloksasiini

Siprofloksasiini (C17H1sN3FO3z) on nukleiinihappojen synteesiin vaikuttava aine joka
kuuluu fluorokinolonien ryhméaéan. Siprofloksasiini estdd prokaryoottisolun DNA-
gyraasin nimisen entsyymin toimintaa, joka on valttdmaton DNA-polymeraasin toimin-
nalle. Nain bakteerin DNA:n kahdentuminen estyy. Vaikutukseltaan siprofloksasiini on
bakterisidinen. (Jarvinen ym. 2011:117.) Resistenssi fluorokinoleja vastaan voi kehittya
eri mekanismeilla. Yksi niistda on mutaatio DNA-gyraasin fluorokinolin vaikutus kohdas-
sa. Lisaksi erilaiset muutokset proteiinien rakenteessa voivat aiheuttaa resistenssia.
Plasmidivalitteista resistenssia ei ole nykypaivalla todettu eikd Suomessa pidetddn se
ongelmana. (Koulu ym. 2012: 926-928.)

Siprofloksasiini on synteettinen, laajakirjoinen mikrobiladke, se tehoaa useisiin gram-
negatiivisiin ja grampositivisiin bakteereihin. Siprfolksasiinia kaytetdan virtsatietuleh-
dusten, ihon, pehmytkudosten ja luuston infektioiden, keuhko- ja suolistoinfektioiden
hoitoon. Liséksi sitd kaytetd&n jossain maarin parodontaali-infektioiden hoidossa. (Kou-
lu ym. 2012: 929.)

3.8 Metronidiatsoli

Metronidiatsoli (C¢HgN3O3) kuuluu nitroimidatsoliryhmaan. Metronidatsoli estad baktee-
rien nukleiinihappojen synteesid ja sen vaikutustapa on bakterisidinen. Se sitoutuu

DNA:han ja saa aikaan mutaatioita ja katkoksia kun niiden nitroryhma on pelkistynyt eli
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ainoastaan pelkistavissé olosuhteissa. Normaaleissa solunsisdisissa olosuhteissa sel-
laista ei voi tapahtua, mutta se onnistuu anaerobisilla bakteereilla niiden elektronisiirto-
proteiinien avulla. Sen vuoksi metrodiatsolit ovat erittdin tehokkaita kaikkia anaerobisia
bakteereja vastaan ja siksi sita kaytetdan my6s suun anaerobibakteeri-infektioiden hoi-
toon. (Jarvinen ym. 2011:117.) Metronidatsoliresistenssid on havaittu vain yksittaista-
pauksissa. (Koulu ym. 2012: 975-976.)

4 Aikaisemmat tutkimukset

Viime vuosina parodontiittipatogeenien herkkyystutkimuksia on raportoitu koko Euroo-
pan alueella hyvin niukasti. Olen kuitenkin I6ytanyt muutamia mielenkiintoisia, suhteel-
lisen tuoreita tutkimuksia, joita kaytin oman tutkimukseni kaytdnnon suorituksen mallei-

na.

Vuonna 2005 Alankomaissa ja Espanjassa julkaistiin yhteistytssa aiheeseen liittyva
tutkimus, jonka tavoitteena oli verrata parodontiittipatogeenien antibioottiherkkyysprofii-
leja parodontiittia sairastavilla espanjalaisilla ja hollantilaisilla potilailla. Tutkitut baktee-
rilajit olivat Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotel-
la intermedia, Fusobacterium nucleatum ja Micromonas micros. Jokaiselle lajille tehtiin
kahdeksan eri antibioottiherkkyysmaaritystd kayttAmalla Epsilon-testiliuskoja. Tulokset
osoittivat, ettd espanjalaisilla potilailla resistenttien bakteerikantojen prosenttiosuus oli
huomattavasti suurempi kuin hollantilaisilla potilailla. Espanjalaisilta potilailta eristetyis-
td Fusobacter nucleatum kannoista 20% oli resistentteja penisilliinille, amoksisilliinille ja
metronidatsolille, Prevotella intermedian kannoista 16% oli resistentteja tetrasykliinille
ja 33% atsitromysiinille. Actinobacillus actinomycetemcomitans kannoista 30% prosent-
tia oli resistentteja amoksisiliinille ja atsitromysiinille. Porphyromonas. gingivalis oli mo-
lemmissa maissa herkka kaikille tutkituille antibiooteille (van Winkelhoff — Herrera —
Oteo — Sanz 2005: 893 — 898.)

Vuonna 2012 on Alankomaista julkistettu tuoreempi tutkimus, jossa on tutkittu samoja
bakteerilajien herkkyys kuudelle eri antibiooteille. Tutkimuksessa saatuja tuloksia ver-
rattiin aikaisempiin tuloksiin ja herkkyystuloksissa todettiin MIC-arvojen nousseen hie-
man aikaisempaan tutkimukseen verrattuna. Se tarkoittaa siitd, ettd resistenssi néille
antibiooteille kehittyy koko ajan, joten sitd on hyva seurata saanndlliseesti. (Veloo

2012: 450 — 454). Erityisen runsaasti resistenssia parodontiitipatogeeneilla on raportoi-
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tu olevan Etelda-Amerikassa, esimerkiksi Kolumbiassa (Valenzuela — De Quadros 2009:
C25-8).

Sveitsista on julkaistu samantyyppinen tutkimus vuonna 2008. Tutkimuksessa selvitet-
tiin vuosina 1911-2005 eristettyjen parodontiittipatogeenien antibioottiherkkyytta. Tu-
lokset osoittivat, ettd resistenttien kantojen prosenttiosuus oli hyvin pieni, joten Sveit-
sissa parodontiittipatogeenien resistenssia ei pidetd suurena ongelmana. (Chenaux —
Meyer — Lenkeit — Kulik 2008: 1087 — 1091.)

Yllamainitut tutkimukset osoittavat, ettd herkkyystilanne voi vaihdella maittain suuresti-
kin mahdollisesti esimerkiksi johtuen maakohtaisista eroista antibioottien kaytossa
yleensa. Koska erot ovat alueellisesti mittavia, antibioottiresistenssitutkimuksia on tar-

ke&a tehda eri maissa ja my0s seurata resistenssitilanteen kehitysta alueellisesti.

5 Tyon tarkoitus ja tavoitteet

Tybn tavoitteena oli tutkia keskeisimpien parodontiittipatogeenien antibioottiherkkyys
yleisimmin parodontiitin hoitoon kaytettaville antibiooteille. Tutkimus on osa laajempaa
HUSLABIssa meneilldan olevaa parodontiittipatogeenien herkkyystutkimusta, jossa jo
on tehty Aggregatibacter. actinomycetemcomitansin ja Porphyromonas. gingivaliksen
antibioottinerkkyysmaaritykset. Alun perin tdssé opinnaytetydssa oli tarkoituksena tut-
kia nelja vahvasti parodontiittiin liittyvdd anaerobista bakteerilajia, jotka ovat Parvi-
monas micra, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum sekda Campylobacter
rectus. Campylobacter rectus kuitenkin rajattiin pois tutkimuksesta esitutkimuksissa
ilmenneiden teknisten vaikeuksien vuoksi, koska opinndytetydhon varattu aika ei olisi
riittdnyt niiden ratkaisemiseen. Suomessa herkkyysmaaritysta ei tavanomaisesti tehda
parodontiittipatogeenien diagnostisista naytteista ja siksi on erittain tarkedd selvittaa

naiden patogeenien todellinen herkkyystilanne.

Opinnaytetydssani haen vastausta seuraavaan tutkimuskysymykseen:

Ovatko ndméa kolme parodontiittipatogeenia edelleen herkkia Suomessa kokemus-

raisesti parodontiitin hoitoon kaytettaville antibiooteille?
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6 Tutkimusaineisto ja -menetelmat

:I'utkimuksessa kaytetyt bakteerilajit olivat Parvimonas micra, Prevotella intermedia
sekd Fusobacterium nucleatum. Kutakin bakteerilajia oli HUSLABIssa keratty tutkimus-
ta varten parodontaaliviljelyyn tulleesta kunkin bakteerin suhteen positiivisesta 50:sta
perakkaisesta diagnostisesta naytteesta. Kerdaysvaiheessa naytteista oli poistettu poti-
lastunnistetiedot eika tuloksia siten voida yhdistéd yksittaisiin potilaisiin. Bakteereja ol

sailytetty tutkimusta varten pakastettuina maitoon -70 °C l[Ampdtilassa.

Bakteerien herkkyys tutkittin seuraaville antibiooteille: penisilliini, metronidatsoli,
klindamysiini, doksimysiini, atsitromysiini ja siprofloksasiini. Penisilliinille resistenteille
bakteerikannoille tehtiin  my6s amoksisillini- ja amoksisilliini-klavulaanihappo-
herkkyysméarytys. Kasvatusmaljan valinnassa huomioitiin tutkittavien bakteerien kas-

vuvaatimukset.

6.1 Anaerobiset olosuhteet ja bakteeriviljely

Kaikki kolme tutkittavaa bakteerilajia ovat parodontaali-infektioihin tunnetusti liittyvia
anaerobeja bakteereja eli ne eivat kaytd lisaantymiseensd happea. Anaerobisia bak-
teereita viljeltdessa happea ei saa olla lasna, tasta johtuen niitd varten on varattava
hapettomat kasvatusolosuhteet. Bakteereita kasvatettiinkin siksi erityisessa ndille bak-
teereille sopivassa anaerobikaapissa (kuvio 6.). Lisdksi herkkyysmé&aritysta edeltéavissa
tyovaiheissa kantojen kantojen kasvatukseen kaytettiin kasvatusastioita, joihin saadaan
anaerobinen atmosfaari anaerobikehittimien avulla. Kehittimet ovat pussimuodossa ja
pystyvéat poistamaan astiasta happea. Anaerobista atmosfaaria voidaan seurata laita-
malla astiaan indikaattori, jonka véari muuttuu valkoiseksi kun happi poistuu astiasta

kokonaan.
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Kuvio 6. Anaerobikaappi Whitley Workstation Mg 500.

Koska kyseessa ovat anaerobiset bakteerit, tydskentelyssa tuli huomioida, ettéd baktee-
rit altistuisivat hapelle vain mahdollisimman lyhyen ajan ja ettd ne kasvatetaan hapet-
tomissa olosuhteissa. Bakteerien viljely olisi siten optimaalista tehd& anaerobiolosuh-
teissa. Tama ei kuitenkaan ollut mahdollista, koska anaerobitydskentelyyn soveltuvaa
biosuojakaappia ei ollut kaytettdvissa. Sen sijaan viljely tehtiin huoneilmassa ja erityista
huomiota kiinnitettiin siihen, ettéd bakteerit altistuisivat huoneilman hapelle mahdolli-
simman lyhyen ajan. Tasta syystd maljat siirrettiin valittdmasti kasvamaan anaerobi-
kaappiin. Lisaksi kasvatusalustat laitettiin vahintddn yhden vuorokauden ajaksi anaero-
biesikasittelyyn anaerobikasvatuasastiaan. Se, etta tutkittavat bakteerit ovat anaerobe-
ja, huomioitin myods bakteerien kasvatusajassa. Anaerobibakteerit kasvavat yleensa
selvasti hitaammin kuin aerobibakteerit ja siksi herkkyystulokset luettiin vasta kaksi

paivaa viljelemisen jalkeen.

6.2 Herkkyysmaaritys

Bakteerin antibioottinerkkyyden maarittaminen on keskeinen osa mikrobiologista dia-
gnostista tutkimusta. Oikean la&kityksen valitsemiseksi on tarke&a tietaa, mik& baktee-
rilddke tehoaa potilasnaytteessa todettuihin bakteereihin. Herkkyysméaaritysmenetelmia
on useita. Epsilon-testi, jota tassa tyossa kaytettiin, on tarkka ja luotettava tapa mitata
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pienin laédkeaineen mikrobikasvua estava pitoisuus eli niin kutsuttu MIC-arvo (minimal
inhibitory concentration). MIC-tulos on k&antéen verrannollinen bakteerin herkkyyteen

tutkitulle antibiootille.

Epsilon-testi on kaupallinen ohut muoviliuska, johon on imeytetty nouseva gradientti
bakteerilaakettda. MIC-arvon lukemista varten liuskassa on mitta-asteikko. Liuska asete-
taan bakteerimaljalle, johon on ensin imeytetty tutkittavasta bakteerikannasta valmistet-
tu suspensio. Inkuboinnin jalkeen liuskan ymparilla syntyy bakteerikasvun estovyohyke,
jonka perusteella luetaan MIC-arvo suoraan mitta-asteikolta (kuvio 7.). Kaytdnndssa
bakteerien herkkyys eri mikrobilaékkeille ilmoitetaan SIR-merkinngilla (S = herkka, | =
herkkyys laakkeelle on alentunut, R = resistentti). (Carlson — Koskela 2011: 43-45.)

Kuvio 7. Epsilon-testi Brucella + K3-vitamini-hemiini maljalla.

6.3 Esitutkimus

Suoritin opinnaytteeni laboratorio-osuuden HUSLABIn bakteriologian laboratoriossa
alkuvuodesta 2013. Muutama péivaa ennen varsinaista kokeellisen tyon alkua harjoit-
telin laboratoriossa antibioottiherkkyyksien tekemista, muun muassa bakteerisuspensi-
on valmistamista ja bakteerien dreijausta kasvatusalustalle tasaiseksi ja sopivan pak-
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suiseksi kasvustoksi, mika on tarkedd herkkyysmaaritysten tuloksen luotettavuuden

kannalta. Liséksi tutustuin laboratorion tyévéalineisiin, tydohjeisiin ja laitteisiin

Esitutkimuksen avulla pyrittiin varmistamaan menetelmé&n toimivuus ennen varsinaisten
tutkimusnaytteiden tutkimista. Siksi sita varten heratettiin ja puhdistettiin ainoastaan
pieni maara kantoja. Ensimmaisena otettiin kaksi Prevotella intermedia bakteerikantaa,
jostain sitten tehtiin herkkyysmaaritykset. TAma laji kasvoi hyvin esitutkimuksessa, se-
k& myds tutkimusvaiheessa. Kun Prevotella intermedia -aineisto oli tutkittu kokonaan,
aloin tutkia Fusobacterium nucleatumia. Vaikka esitutkimus oli taas onnistunut hyvin,
sen kanssa tyoskentelyssa tuli hankaluuksia tutkimuksen myohédisessd vaiheessa,
koska kaikki kannat eivét jostain syysta lahteneet kasvamaan. Toiset kannat eivat kas-
vaneet missaan vaiheessa, toiset kasvoivat puhdistusvaiheessa, mutta eivat kasvaneet
herkyysmaarityksissé. Fusobacterium. nucleatum —tulosten valmistumisen jalkeen aloi-
tin Parvimonas micra -esitutkimuksen. Lajin kasvu esitutkimuksessa oli erittdin harvaa,
joten esitutkimus tehtiin uudestaan kokeilemalla vaihtoehtoisena kasvatusalustana Wil-
kins-Chalgren (WC) elatusainemaljaa. Kasvatusmaljan vaihto ei kuitenkaan auttanut ja
siksi paadyttiin tekemaan hieman paksumpaa bakteerisuspensiota tata lajia tutkittaes-
sa. Kolmas esitutkimus onnistui hyvin, kun suspensiosta tehtiin 1,5-2 McFarland vah-

vuinen.

6.4 Suoritus

Kaikissa tyovaiheissa kasvatusalustana kaytettiin yleisesti anaerobien parodontiittipa-
togeenien kasvatuksessa kaytettdvaa erittain ravintopitoista Brucella-maljaa, johon oli
lisatty K-vitamiinia (1 pg/ml) ja hemiinia (5 pg/ml). Herkkyysmaaritysta varten bakteeri-
kannat "heratettiin” pakkasesta. Kahden kasvatusvuorokauden jalkeen kasvun puhtaus
tarkastettiin stereomikroskoopin alla. Mik&li maljalla havaittiin tutkittavan bakteerin Ii-
saksi muuta bakteerikasvua, tutkittava bakteerilaji puhdistettiin maljalta tekemalla puh-
dasviljelméa yhdesta erillisestd peséakkeesta. Kaikki tydssani kaytetyt kannat oli tarvetta
puhdistaa muista bakteereista, mik& vei tydsta paljon aikaa. Yleensa puhdistukset teki
opinnaytetyoni ohjaaja, mutta olen autoin hanta valilla ja tein puhdistukset itsenéisesti
hanen lomansa aikana. Puhdasviljelmi& kasvatettiin kaksi vuorokautta +37 °C lampoti-
lassa anaerobiastiassa. Inkubaation jalkeen kasvuston puhtaus varmistettiin stereomik-
roskoopilla (kuvio 8) kasvustoa tarkastelemalla, jonka jalkeen bakteereista tehtiin var-

sinaiset herkkyysmadaritykset.
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Kuvio 8. Stereomikroskooppi.

Kaikki herkkyysmadrityksissa kaytetyt maljat sdilytettiin anaerobiastiassa anaerobiat-
mosfaarissa jadkaappilampoétilassa vahintaan vuorokauden ajan ennen herkkyysmaéari-
tyksen tekemista. Maljat otettiin huoneenlampddn véhintdan 30 minuuttia ennen vilje-
lya. Kaksi paivaa vanhoista puhdasviljelmista siirrettiin viljelysilmukalla bakteerimas-
saa, jota suspensoitiin koeputkessa olevaan 0,9 % keittosuolaliuokseen ja sekoitettiin
sahkosekoittajalla. Bakteerikasvustot otettiin huoneilmaan juuri ennen niiden viljelya
maljoille ja tydskentelyaika pidettiin mahdollisimman Iyhyena. Tavoitteena oli tehda 1,0
McFarland vahvuinen bakteerisuspensio. Suspension vahvuus mitattiin densitometrilla.
Samalla viljelysilmukalla tehtiin hajotus peramaljalle, josta myéhemmin varmistettiin
kasvuston puhtaus MALDI-TOF laitteella.

Suspension valmistuttua viljelyt suoritettin mahdollisimman pikaisesti. Suspensioon
kastettiin steriili vanupuikko, jota kierrettiin putken reunaa vasten niin, etta ylimaarainen
neste valui pois. Suspensiota levitettin maljalle vanupuikolla dreijaamalla. Dreijaus
tehtiin aina laminaarikaapissa aerosolimuodostuksen takia. Epsilon-testiliuskat asetet-
tin maljalle vakuumisiirrostajan avulla jokaiselle maljalle kaksi kappaletta V-kirjaimen
muotoon (matalimmat pitoisuudet vierekkain). Liuskat asetettiin varoen, ettei niiden alle

jaa ilmakuplia. Jos ilmakuplia kuitenkin jai, yritettin ne saada pois kevyesti pinsetilla
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painamalla. Erityista huomiota tuli kiinnittdd myds siihen, ettei testiliuska likkunut enaa
sen kosketettua maljan pintaa, koska antibioottia liukenee kasvatusalustaan valittémas-
ti. Testiliuskan liikkumisen seurauksena voidaan tulokseksi saada virheellisia MIC-
arvoja. Liuskojen maljalle asettamisen jlkeen maljat siirrettiin valittdmasti kasvamaan

anaerobikaappiin.

Herkkyydet luettiin kahden vuorokauden kasvatusajan jalkeen ja tulokset merkittiin tu-
lostustaulukkoon. Suosituksien mukaan lukijoita tule aina olla kaksi, joten luimme herk-
kyydet rinnakkain ohjaajani kanssa ja vertailimme saamiamme tuloksia keskenaan.

Tulostemme erot olivat hyvin pienid, joten arvioimme tuloksiemme olevan luotettavat.

7 Tulokset

Kutakin bakteerilajia oli alun perin pakastettu 50 potilaan perékkaisestd naytteesta.
Fusobacterium nucleatumia on lopullisessa aineistossa kuitenkin vain 42 kantaa, koska
kaikista pakastetuista naytteista ei saatu tutkittavaksi tarkoitettua bakteeria kasvamaan.

Prevotella intermediaa ja Parvimonas micraa tutkittiin molempia 50 kantaa.

Saaduista MIC-arvoista tehtiin herkkyystulkinta EUCAST-standardia noudattaen pe-
nisilliinille,  klindamysiinille, metronidatsdolille, amoksisilliinille ja amoksisilliini-
klavulaanihapolle. Koska EUCAST ei anna tutkituille bakteerilajeille SIR-tulkintaohjeita
siprofloksasiinille, doksisykliinille tai atsitromysiinille, tulkittin ndiden MIC-tulokset nou-
dattaen samoja raja-arvoja kuin on kaytetty alalla tehdyssa aikaisemassa julkaisussa
(taulukko 1). (van Winkelhoff — Herrera — Oteo — Sanz 2005: 893 — 898.) Taman jal-
keen laskettiin kullekin antibiootille herkkien ja resistenttien bakteerien prosenttiosuus.
Liséksi kirjattiin saatujen MIC-arvojen vaihteluvéli seka MIC50% ja MIC90% arvot bak-
teeri- ja antibioottikohtaisesti. MIC50% ja MIC90% arvot ilmoittavat mille antibioottikon-

sentraatiolle 50% tai vastaavasti 90% tutkituista naytteista oli herkkia.
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Taulukko 1.
MIC-arvojen tulkinnassa kaytetyt raja-arvot. S (bakteeri on herkka tutkitulle antibiootil-
le), I (herkkyys laékkeelle on alentunut), R (bakteeri on resistentti tutkitulle antibiootille).

Antibiootti S R
Penisilliini <0,25 tai 0, 25 >0,5
Siprofloksasiini <4 4
Doksisykliini <8 8
Atsitromysiini <2 2
Metronidatsoli <4 tai 4 >4
Klindamysiini <4tai4 >4
Amoksisilliini <0,5tai 0,5 >2
Amox-klavu <4 tal 4 >8

Prevotella intermedia —kannoista osa oli odotetusti resistenttejd penisilliinille, koska
kyseinen bakteeri voi olla beetalaktamaasin tuottaja (taulukko 2). Aineistossa resistent-
teja kantoja oli 13/50 (26%). Naista 3/12 oli resistentteja liséksi amoksisilliinille. Kaikki
penisilliinille resistentit kannat olivat herkkia amoksisilliini-
klavulaanihappoyhdistelmalle. Liséksi kannoista 1/50 (2%) oli resistentteja siproflok-
sasilliinille ja 2/50 (4%) atsitromysiinille. Kaikki kannat olivat sen sijaan herkkid dok-

sisyksiliinille, klindamysiinille ja metronidatsolille.

Taulukko 2. Prevotella intermedian tulokset.

Prevotella
intermedia
50 kantaa

% R MIC range MIC50% | MIC90%
Penisilliini 26 0,002->32 0,006 0,008
Siprofloksasiini 2 0,064-6 0,38 0,5
Doksisykliini 0 0,023-2 0,0047 (1,5
Atsitromysiini 4 <0,016-3 0,064 0,125
Metronidatsoli 0 <0,016- 0,094 | 0,023 |0,064
Klindamysiini 0 <0,016-3 <0,016 [ <0,016

Fusobacterium nucleatumilla (taulukko 3) todettiin penisilliiniresistenssi 8/42 (9,5%)

kannoista, joista osa oli myds resistenttejd amoksisilliinille, mutta ei amoksisilliini-
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klavulaanihapolle. Yksi kanta oli liséksi resistentti siprofloksasiinille. Muille tutkituille

antibiooteille resistenssia ei esiintynyt.

Taulukko 3. Fusobactrrium nucleatum tulokset.

Fusobacterium
nucleatum
42 kantaa

%R Mic range MIC50% | MIC90%
Penisilliini 9,5 <0,002 - >32 0,004 (0,008
Siprofloksasiini 4.7 0,25-4 1 2
Doksisykliini 0 <0,016-0,25 0,094 0,75
Atsitromysiini 0 <0,016-1 0,047 10,19
Metronidatsoli 0 <0,016-0,047 | 0,023 |0,023
Klindamysiini 0 <0,016-0,047 | <0,016 |<0,016

Parvimonas micralla (taukukko 4) ei todettu penisilliniresistenssia. Atsitromysiiniresis-

tenssia todettiin 1/50 (4%) kannalla. Muuten tAma bakteeri oli herkka kaikille tutkituille

antibiooteille.

Taulukko 4. Parvimonas micran tulokset.

Parvimonas
micra
50 kantaa

% R MIC range MIC50% MIC90%
Penisilliini 0 <0,002-0,004 0,002 0,003
Siprofloksasiini 0 0,016-0,125 0,19 0,38
DoksisyKliini 0 <0,0016-1,0 0,023 0,23
Atsitromysiini 4 0,016-3,0 0,5 1
Metronidatsoli 0 <0,016-0,125 0,094 0,19
Klindamysiini 0 <0,016-1,0 0,125 0,19
8 Pohdinta

Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia tAman hetkistd parodontiittipatogeenien resistens-

sitilannetta Suomessa. Tulokset osoittavat, ettd suomalaisilta potilailta eristetyt baktee-

rikannat ovat padsaantoisesti herkkia yleisimmin parodontiitin hoitoon kaytettaville anti-
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biooteille. Ainoastaan Prevotella intermedia oli merkittavissd maarin resistentti penisil-
liinille. Tulos oli odotettu ja tama seikka on otettu jo huomioon muun muassa suun alu-
een hoitosuosituksia laadittaessa (Kaypa hoito suositus 2010). Resistenssi on samaa
tasoa aiemmin hollantilaispotilasta julkaistujen tulosten kanssa (van Winkelhoff — Her-
rera — Oteo — Sanz2005:893 — 898).

Muilta osin voidaan todeta, ettd Suomessa nyt tutkittujen bakteerien aiheuttamiin paro-
dontaali-infektioihin voidaan valita antibiootti edelleen viljelynédytteen bakteerien ni-
menmaarityksen perusteella ilman herkkyysmaaritysta. Ta&ma on hyva asia, koska pa-
rodontaali-infektioiden diagnostiikkaa tehdaan enenevassa maarin viljelyn lisdksi my6s
nukleiininaponosoitusmenetelmilla, joissa herkkyysmaarityksen tekeminen paasaantoi-

sesti ei ole mahdollista.

Vaikka antibiootin valinta nyt tutkittujen bakteerien osalta voidaan tulosten perusteella
tehd&a empiirisesti ilman herkkyysméaaéritystd, on edelleen erittain tarkeda tehda paro-
dontiitin antibioottihoitoa suunniteltaessa mikrobiologinen tutkimus infektiossa esiintyvi-
en bakteerien lajinimien maarittamiseksi. TAmé& on oleellista turhien ja turhan laajakir-

joisten antibioottihoitojen valttamiseksi.

Verrattaessa tutkimuksessani saamia tuloksia aikaisempiin taman aiheeseen liittyvien
tutkimuksiin tuloksiin voin sanoa, ettd odotuksien mukaisesti herkkyystilanne voi vaih-
della maittain suurestikin. Prevotella intermedian penisilliiniresistenssi on samaa tasoa
aiemmin hollantilaispotilasta julkaistujen tulosten kanssa (van Winkelhoff — Herrera —
Oteo — Sanz2005:893 — 898.). Suomessa kuten myds Sveitsissékin tilanne on pysynyt
hyvana ja resistenttien kantojen prosenttiosuus on hyvin pieni (Chenaux — Meyer—
Lenkeit — Kulik 2008: 1087 — 1091.) .Espanjassa ja Kolumbiassa tilanne on toisenlai-
nen ja nayttdd hyvin uhkaavalta (van Winkelhoff — Herrera — Oteo — Sanz 2005:893 —
898; Veloo 2012: 450 — 454). Suurin ja joskus turhankin antibiootin kayttn takia resis-
tenttien kantojen osuus kasvaa koko ajan. Naiden ongelmien valttamiseksi Suomessa
antibiootteja voi ostaa ainoastaan ladkarin maaraamalla reseptilld, ja antibiootteja kay-

tettdessa on aina tarkeé noudattaa ladkarin antamia kayttdohjeitta.

Opinnaytetyoni mahdolliset tulkinta- ja mittausvirheet voidaan poissulkea, koska tulos-
tien lukijoita oli aina kaksi eika tulosten valilla havaittu merkittavia eroavaisuuksia luki-
joiden kesken. Lisaksi kaikki tutkittavat kannat ovat jalkikateen tunnistettu MALDI-TOF

laiteella puhdasviljelmasta, joten mahdolliset kontaminaatioriskit tassa tydssa voidaan
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myo6s poissulkea. Tyoni tulosten luotettavuutta on lisdnnyt se, etta kaikki naytteet kasi-
teltiin samalla tavalla EUCAST-standardien ja Epsilon-testiohjeiden mukaisesti. Ainoas-
taan Parvimonas micra -kannoista tehtyjen bakteerisuspensioiden vahvuus erosi muis-
ta, koska muuten laji kasvoi huonosti tai ei kasvanut lainkaan. Bakteerisuspension vah-
vuuden vaikutusta antibioottiherkkyystuloksiin ei kuitenkaan pideta suurina virheléhtei-
nd. Anaerobinen atmosfaari oli varmistettu vari-indikaattorin avulla, joka on aina ollut
mukana anaerobikaapissa seka anaerobiastioissa, joten kaikki kannat ovat kasvatettu
samalla tavalla anaerobisissa olosuhteissa. Naytemaara tutkimusta varten oli tuntuva —

42-50 kantaa jokaista bakteerilajia, mik& on myos lisdnnyt tulosten luotettavuutta..

Bioanalyytikon eettinen ndkékulma on otettu huomioon opinnaytetyéssani. Kaikki tutkit-

tavat naytteet olivat numeroitu juoksevalla numerosarjalla eika niissa ollut potilastietoja.

Naytteiden maara oli suuri ja tutkimus oli erittain tyolas. Kaytannon osuus kesti pitkaan.
Se alkoi tammikuussa ennen minun mikrobiologian harjoittelujaksoa, kesti sen aikaan
ja myoés sen jalkeenkin huhtikuuhun asti eli 7.1.- 15.4.2013 valisella ajalla. Viimeiset
tulokset sain paivda ennen valmiin raportin jattdmista opettajalle, joten niiden ana-
lysoinnissa on ollut kiirettd. Juuri tAman kiireellisyyden takia oli jatetty yksi bakteerilaji
tutkimuksesta pois. Tatda Campylobacter rectus -lajia on kuitenkin syyta tutkia, mita

voisin ehdottaa jatkotutkimusaiheena Metropolia Ammattikorkeakoulun opiskelijoille

Tekemani tutkimus oli hyvin mielenkiintoinen ja tarke&. Innostusta taman tyon tekemi-
seen lis&si paljon tieto tydelamén tarpeesta tutkimustuloksille. Tutkimuksen tehtédessa
paasin mukaan minulle uuteen aiheeseen oraalimikrobiologiaan ja anaerobibakteerien
tutkimiseen. Koulun mikrobiologian peruskurssilta ndma alueet ovat jaaneet kokonaan

pois, joten opin paljon uutta ja sain kokemusta télta alueelta.
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