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Bakteerien nopea evoluutio tuo haasteita ladketieteelle, josta hyvana esimerkkind on
metisilliinille resistentti Staphylococcus aureus (MRSA). Sen erotusdiagnostiikka on
tarkeda potilaan hoidon kannalta, vaikka MRSA:n aiheuttamat infektiot ovat suurilta
osin samanlaiset vaikeustasoltaan ja taudinkuvaltaan kuin herkan S. aureuksen aiheut-
tamat infektiot. Mikrobil&&keresistenttiyden takia MRSA:ta varten tulee olla sensitiivi-
nen ja spesifinen analyysimenetelmd, jotta sen aiheuttamat infektiot saadaan hoidettua
nopeasti ja tehokkaasti oikean hoitovasteen antavalla mikrobiléd&kkeelld. MRSA:n va-
riantti mecC-kanta (mecC MRSA) tuo potentiaalisen aukkokohdan tdhan MRSA diag-
nostiikkaan, joka tulee sulkea pois menetelmien validoinnilla. T&ll6in varmistutaan, etté
my06s mecC MRSA tunnistetaan oikein MRSA:Ksi.

Opinnaytetyon toimeksiantajana oli Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian ja mole-
kyylibiologian yksikkd. Tyon tarkoituksena oli testata mecC-PCR -menetelmén spesifi-
Syyttd ja sensitiivisyyttd. Tavoitteenamme oli tuottaa tuloksia osana mecC-PCR -
menetelman validointia. Opinnédytetyon teoriaosuudessa késittelimme S. aureusta, mecA
jamecC MRSA:ta seka reaaliaikaista polymeraasiketjureaktioita.

Kokeellisessa osuudessa analysoimme 17 eri bakteerikantaa kolmella eri PCR-
ohjelmalla. Optimoimme PCR-ohjelmaa muokkaamalla kiinnittymis- ja pidennysaikoja
sekd syklien lukumaaraé. Parhaan tuloksen antoi PCR-ohjelma 2, jonka spesifisyys oli
84,6 %, positiivinen ennustearvo 50 % ja negatiivinen ennustearvo 100 %. Menetelmén
sensitiivisyyttd maaritettydmme laimennussarjan avulla voimme todeta, etta analyysi-
menetelmd antaa positiivisen tuloksen reaktioseoksen sisaltdesséd bakteeria 375 pmy
(pesakkeen muodostava yksikkd). Reaktioseoksen sisdltdessa 75 pmy:td mecC
MRSA:ta, tulos oli negatiivinen.

Asiasanat: Staphylococcus aureus, MRSA, mecC, polymeraasiketjureaktio
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Validation of Quantitative PCR Method for mecC MRSA Strain
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The purpose of this study was to test the specificity and sensitivity of mecC PCR meth-
od. The study was conducted in co-operation with Fimlab Laboratories Ldt, Department
of Clinical Microbiology and Molecular Biology. The objective of this study was pro-
vide results that Fimlab Laboratories Ldt can utilise as part of validation of mecC PCR
method.

The data were collected using the 17 different bacterial strains which were further ana-
lysed using three different PCR programmes. We optimised PCR programme by adjust-
ing the annealing and extension times, as well as the number of cycles.

The results reveal that the PCR programme 2 was the most specific. Its specificity was
84,6 %, the positive predictive value was 50 % and the negative predictive value was
100 %. The sensitivity analysis revealed that when the reaction mix include 375 cfu
(colony forming unit) bacteria, the analysis method gave a positive result by means of
the PCR programme 2. When the reaction mix include 75 cfu mecC MRSA the result
was negative.

Key words: Staphylococcus aureus, MRSA, mecC, polymerase chain reaction
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1 JOHDANTO

Bakteerit tuovat haasteita ladketieteelle nopean evoluutionsa vuoksi, josta hyvana esi-
merkkind on metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA), joka on kehittanyt
kaytannossa katsoen kaikkia kliinisessa kaytossd olevia mikrobilaakeryhmid kohtaan
la&keresistenttiyden (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen 2010). Viime vuosina
MRSA:n esiintyminen on lisd&ntynyt monissa maissa nopeasti. Suomessa vuonna 1995
MRSA-16ydoksia oli 89 ja vuonna 2013 16ydoksié oli jo 1289 eli 16yddsten maara on
noin 15-kertaistunut 18 vuoden aikana (Jaakola ym. 2014, 30.)

Kliinikon nédkékulmasta MRSA on ongelmallinen, silld se aiheuttaa infektio- ja tartun-
taepidemioita sairaaloissa. Tavallisimmin tartunta leviad potilaasta toiseen henkilokun-
nan ké&sien valitykselld, joten tartunnan leviamisen ennaltaehk&isyné tulisi noudattaa
hyvaa késihygieniaa ja sairastuneiden kosketuseristystd. (Vuopio-Varkila ym. 2010.)
Bakteerien levidmisen ehkéisy ja hoito aiheuttavat yhteiskunnalle lisékustannuksia
(WHO 2015).

Opinnaytetydémme on osa Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian laboratorion kvan-
titatiivisen PCR -menetelman validointia metisilliinille resistentin Staphylococcus aure-
us -bakteerin mecC-varianttikannalle. Taméa kanta on I6ydetty vuonna 2011 ja se on
antanut vaaran negatiivisen tuloksen mecA-tunnistusmenetelméll& (Paterson, Harrison
& Holmes 2014, 42-44). Standardissa ISO 15189 Laaketieteelliset laboratoriot - Eri-
tyisvaatimukset laadulle ja patevyydelle on méaéritelty, ettd laboratorion tulee kayttaa
vain validoituja menetelmia. Validoinnin tarkoituksena on taata, ettd menetelma tayttaa
sille asetetut vaatimukset ja menetelma sopii kayttotarkoitukseensa. (Izquierdo Alvarez
& Bernabeu Andreu 2011, 209-211.)

Tyomme tarkoituksena on méaarittdd mecC-PCR -menetelmén spesifisyytta ja sensitiivi-
syyttd. Tavoitteenamme on tuottaa tuloksia osana mecC-PCR -menetelmén validointia.
Tydssamme kaytdmme 17 bakteerikantaa, joiden avulla pyrimme saatdméaan PCR-ajo-
ohjelmaa optimaaliseksi, jolloin mecC-kannan tunnistaminen on spesifistd. Menetelmén
sensitiivisyytta méaaritdmme mecC-kantaa sisaltavalla laimennossarjalla. Tyodeldmaoh-

jaajana toimii sairaalamikrobiologi Jari Hirvonen.



2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

2.1 Stafylokokit ja Staphylococcus aureus

Stafylokokit kuuluvat Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus -ryhméén, joka muodostuu
grampositiivisista bakteereista (Huovinen ym. 2003, 98; Versalovic ym. 2011, 308),
joilla on DNA:ssa vahan guaniini (G) ja sytosiini (C) emaspareja. Stafylokokit ovat
grampositiivisia, lilkkumattomia bakteereja, joilla ei ole iti6tuotantoa. Pallomaiset bak-
teerisolut ovat halkaisijaltaan 0.5-1.5 pm ja esiintyvat yksittdin, pareittain, neljan ryh-
missa tai lyhyiné ketjuina, jotka luonteenomaisesti jakaantuvat useampaan tasoon ja sen
tdhden muodostavat epétasaisia ryhmia. Vaikkakin yleensa stafylokokki on katalaasipo-
sitiivinen myos katalaasinegatiivista lajeja on tavattu. Suurin osa stafylokokeista ovat
oksidaasinegatiivisia lukuunottamatta esimerkiksi S. lentus ja S. sciuri. (Versalovic ym.
2011, 308.)

Bakteerien aineenvaihdunta tapahtuu hengityksen ja kdymisen avulla. Soluseina raken-
tuu peptidoglykaanista ja teikkohapoista (Versalovic ym. 2011, 308). Teikkohapot
koostuvat glyserolifosfaatti- tai ribitolifostaattirakenteisista polymeereistd, joissa on
sivuhaaroina sokereita tai D-aminohappoja. Sivuhaarat aikaansaavat eri bakteerien teik-
kohappojen antigeenisen spesifisyyden. Teikkohapot ovat happamia molekyyleja, jotka
sitovat kationeja ja vaikuttavat solun ionitasapainoon. Solun pinnan happamuuden ansi-
osta bakteeri pystyy pitdmain muun muassa fagosyytit loitolla. Peptidoglykaania pilk-
kovien entsyymien aktiviteettia saatelevat lipoteikkohapot. (Huovinen ym. 2003, 62.)

Stafylokokit ovat herkkia lysostafiineille. (Versalovic ym. 2011, 308.)

S. aureus on bakteeri, joka aiheuttaa laajalti sairauksia ihmisissa, pienista ihoinfektioista
ankarampiin tauteihin, kuten bakteremia (bakteereita verenkierrossa), endokardiitti (sy-
ddmen sisékalvon tulehdus) sekd pneumonia (keuhkokuume) (Garcia-Alvares ym. 2011,
595). Valtaosa ihmisistd kantaa S. aureusta ajoittain nendssé tai nenanielussa ja iholla.
Bakteeri levidé kosketus- tai aerosolitartuntana. Terve iho ja limakalvo suojaavat elimis-
tod infektioilta, mutta tartuntareitin ansioista S. aureus voi paasta levidamaan ihon sy-

vempiin kerroksiin ja aiheuttaa infektion. (Hedman ym. 2010, 83.)



2.2 Staphylococcus aureuksen aiheuttamat infektiot ja niiden hoito

S. aureuksen aiheuttamat infektiot voidaan jakaa kahteen ryhméan joko mérkiviin tai
toksiinivélitteisiin infektioihin. Markivien ryhmaén sisaltyy ihoinfektiot, jotka ovat hy-
vin yleisia ja joihin kuuluvat muun muassa markérupi, karvatupen tulehdus eli folliku-
liitti ja synnytyksen jélkeinen rintatulehdus. Tahan ryhméén kuuluvat myos bakteremia,
endokardiitti, osteomyeliitti eli luutulehdus, leikkaushaavainfektiot ja keuhkokuume.
Puolestaan toksiinivalitteisten infektioiden ryhmaan kuuluvat ruokamyrkytys, toksinen
shokkioireyhtyma seka rakkulainen ja hilseilevé ihottuma eli SSS-oireyhtyma (scalded
skin syndrome). (Levinson 2014, 112-114.)

Epadiltdessa potilaan sairastavan S. aureuksen aiheuttamaa infektiota kliinisen taudinku-
van perusteella, tulisi avohoito aloittaa ensimmaisen polven kefalosporiinilla, kun taas
sairaalahoito aloitetaan esimerkiksi stafylokokkipenisilliinilla. Mikali potilas on allergi-
nen penisilliinille, annetaan hénelle vakavissa infektioissa suoneen toisen polven kefa-
losporiinia tai vaihtoehtoisesti vankomysiinid, joka ei vastaa kuitenkaan teholtaan f3-
laktaamiryhman antibiootteja. Paikallishoito on yleensa riittavé pinnallisissa ihoinfekti-
oissa, jolloin voidaan k&yttdd esimerkiksi mupirosiinia tai fusidiininappoa siséltavaa
antimikrobivoidetta. (Hedman ym. 2010, 91-92.)

2.3 Patogeenisyys

S. aureuksella on lukuisia virulenssitekijoitd mukaan lukien enterotoksiinit, sytolyyttiset
toksiinit ja solukomponentit, kuten proteiini A. Naistd virulenssitekijoistd huolimatta
luonnollinen vastustuskyky S. aureusta vastaan on melko korkea ja se luetaankin oppor-
tunistiksi patogeeniksi. (Mahon, Lehman & Manuselis 2014, 316.) Opportunistisena
mikrobina isantaelimiston vastustuskyvyn heikentyessa S. aureus muuttuu taudinaiheut-
tajaksi, joka se ei ole normaalisti. Iséantdelimiston puolustuskyvyttomyys voi johtua
esimerkiksi immuunikadosta, vaikeasta kudosvauriosta, kuten leikkaushaavat, tai van-

huudesta. (Terveyskirjasto 2015a.)

Staphylococcus aureus -kannoilla on kliinisesti kolme tarkeinta eksotoksiinia, jotka ovat
enterotoksiini, eksfoliatiiviset toksiinit ja enterotoksiini F eli TSST-1 (toxic shock syn-
drome toxin). Enterotoksiinit aiheuttavat ruokamyrkytyksié, joihin kuuluu huomattavaa



8

oksentelua ja vetista ripulia. Enterotoksiinit ovat erittain [ammaonkestéavia ja sen takia ne
eivat inaktivoidu kuumentamalla. Ne ovat myds resistenttejd mahahapoille sekd mahas-
sa ja ohutsuolessa oleville entsyymeille. (Levinson 2014, 112; Hedman ym. 2010, 85—
86.) Enterotoksiineja on yhdeksédn immunologisesti erilaista tyyppia A-E ja G-J.
Staphylococcus aureus -kannoista 30—-60 % tuottaa naité enterotoksiineja. Nama entero-
toksiinit ovat TSST-1 kanssa superantigeenej, joilla on kyky vuorovaikuttaa monien T-
solujen kanssa aktivoiden aggressiivisen ja ylireagoivan immuunivasteen. (Mahon ym.
2014, 317.)

S. aureus tuottaa TSST-1:t4 paikallisesti vaginassa, nenéssa tai muualla infektoituneessa
paikassa. TSST-1 aiheuttaa toksisen shokin henkildille, joilla ei ole vasta-aineita TSST-
1:t& vastaan. Riskiryhméssa ovat etenkin menstruoivat naiset, jotka kayttavat tampone-
ja, seka henkildt, joilla on haavainfektio. Mikali toksiini siirtyy verenkiertoon, aiheuttaa
se siell& toksemian, mutta itse S. aureus ei tyypillisesti kasva veriviljelyssd. TSST-1
superantigeenina vapauttaa suuren maaréan interleukiini 1 ja 2 sekd TNF:a4 (tumor nec-
rosis factor), jotka aiheuttavat toksisen shokki-oireyhtyman. Noin 5-25 % S. aureus -
kannoista omaa TSST-geenin. (Levinson 2014, 112; Hedman ym. 2010, 86.)

Eksofoliatiiviset eli epidermolyyttiset toksiinit vaikuttavat solujen valisiin liitoksiin,
desmosomeihin, aiheuttaen epidermiksen irtoamisen granulaatiokerroksesta. Nama tok-
siinit aiheuttavat hilseilevan ja rakkulaisen ihottuman (SSS-oireyhtyma) pienille lapsil-
le. (Levinson 2014, 112.)

S. aureus tuottaa ekstrasellulaarisia proteiineja, jotka vaikuttavat punasoluihin ja leu-
kosyytteihin. Nama hemolysiinit ja leukokiniinit ovat sytolyyttisid toksiineja, joiden
ominaisuudet eroavat aiemmin esitellyista toksiineista. S. aureus tuottaa neljd& hemoly-
siinid, joita ovat alfa, beeta, gamma ja delta. a-hemolysiini, punasolujen hajotuksen li-
séksi, voi vahingoittaa verihiutaleita ja makrofageja seké aiheuttaa vakavia kudosvauri-
oita. B-hemolysiini vaikuttaa sfingomyeliiniin punasolujen solukalvoissa ja sitd kutsu-
taankin “hot-cold” lysiiniksi, silld se vaihtaa hemolysointiaktiviteettiddn ensin inku-
boidessa +37 °C ja tatd seuranneessa altistuksessa kylmaélle +4 °C. 6-hemolysiinid 10y-
detddn myds suuresta osasta S. aureus -kantoja, mutta sita pidetddn vdhemman toksisena
soluille, kuin a- ja B-hemolysiinejd. Puolestaan y-hemolysiinia 16ydetdan usein vain
Panton-Valentine leukokiniinin (PVL) yhteydestd. PVL on eksotoksiini, joka on tappa-

va liuskatumaisille leukosyyteille. Sen on osoitettu edistdvan organismin invasiivisuutta
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vaimentamalla fagosytoosia ja olevan yhteydessé vakaviin ihoinfektioihin seka nekroot-
tiseen keuhkokuumeeseen. Vaikka tata eksotoksiinia tuottaa vain suhteellisen harvat S.
aureus -kannat, se usein liittyy avohoidon stafylokokki-infektioihin. (Mahon ym. 2014,
317.)

Stafylokokit tuottavat myds muutamia entsyymejé, kuten koagulaasia, proteaasia, hy-
aluronidaasia ja lipaasia. Stafylokoagulaasia tuottaa p&éasiassa S. aureus. Vaikka koa-
gulaasin rooli patogeenisyydessa on epavarma, sitd on pidetty virulenssin merkkind.
Monet S. aureus -kannat tuottavat myés hyaluronidaasia, joka hydrolysoi hyaluronihap-
poa. Hyaluronihappoa on soluvéliaineessa, joka puolestaan muodostaa sidekudoksen.
Hajottaessa hyaluronihappoa hyaluronidaasi mahdollistaa samalla bakteerien leviamisen
infektion aikana sidekudoksen rakenteen vaurioituessa. Proteaasi ja lipaasi kykenevat
tuhoamaan kudosta hyaluronidaasin tavoin ja nédin ne voivat johtaa infektion levidmisen
viereisiin kudoksiin. (Mahon ym. 2014, 317.)

Proteiini A on yksi solukomponentti, joka on tunnistettu S. aureuksen soluseinasta. Pro-
teiini A:n merkittavin rooli S. aureuksen aiheuttamissa infektioissa lienee sen kyky sitoa
immunoglobuliini G:n Fc-osaa. Immunoglobuliini G:n (IgG) sitominen voi t&ssé tapa-

uksessa estad fagosytoosin ja 1gG:n suojaavan vaikutuksen. (Mahon ym. 2014, 317.)

24 MRSA

Suomessa suurin 0sa, noin 80 %, S. aureus -kannoista on resistentteja penisilliinille
(Hedman ym. 2010, 89). Resistenttiys johtuu bakteerien kyvystd tuottaa B-laktamaasia,
joka hajottaa -laktaamirenkaan monista penisilliineista hajottaen la&kkeen rakennetta
ja tehden siitd néin tehottoman (Mahon ym. 2014, 324). Penisillinaasia kestavét penisil-
liinit eli ns. stafylokokkipenisilliinit, esimerkiksi kloksasilliinit ja dikloksasilliinit, ovat
tehokkaita téllaisia kantoja vastaan. Nykyaan on kuitenkin S. aureus -kantoja, jotka ovat
resistentteja myos néille stafylokokkipenisilliineille. N&it4 kantoja kutsutaan metisillii-
niresistenteiksi Staphylococcus aureuksiksi (MRSA) ja ne ovat resistentteja aina myos
[-laktaamiantibiooteille. (Hedman ym. 2010, 89-90.)

MRSA-kantojen resistenttiys perustuu bakteerin kromosomissa olevaan mecA-geeniin,

joka sijaitsee geenikasetissa nimeltd SCCmec. MecA-geenin avulla soluseinddan muodos-
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tuu muuntunutta penisilliinia sitovaa proteiinia (PBP2, PBP2a). Normaalisti -laktaami
sitoutuu PBP:hen, joka on vélttimdton bakteerin soluseindn biosynteeseissd. [3-
laktaamin sitoutuminen estéda peptidoglykaanien ristisidosten muodostumisen johtaen
bakteerisolun hajoamiseen. Muuntunut penisilliinid sitova proteiini ei sido oksasilliinia
tehden laékkeesta tehottoman. Talléin MRSA-kannoilla soluseinén biosynteesit jatkuvat
huolimatta ldsndolevasta estdvistd maarastd f-laktaamiantibioottia. (Mahon ym. 2014,
325; Paterson ym. 2014, 42.) MRSA-kannat ovat usein moniresistenttej4, jolloin ne ovat
resistentteja beetalaktaamien liséksi ainakin kolmelle muulle mikrobildakkeelle, kuten
esimerkiksi kefalosporiineille ja karbapeneemeille (Leinonen 2012 ; Hedman ym. 2010,
90). Kaikkiin MRSA-kantoihin tiedetaan viela tehoavan glykopeptidiantibiootit. Tosin
joistain ulkomaisista sairaaloista on 16ytynyt MRSA-kantoja, joiden herkkyys glykopep-
tidiantibiootteja kohtaan on heikentynyt. (Hedman ym. 2010, 90.)

Viime vuosina MRSA-kantojen lisd&dntyminen on ollut monissa maissa erittain nopeaa.
MRSA:n osuus kaikista S. aureus -eristyksistd on vaihdellut yleisimmin 5 % ja 30 %
valilla yhdysvaltalaisissa sairaaloissa, mutta joissain sairaaloissa luku on ollut jopa 70
%. My0Os Suomessa uusien MRSA-tapausten maaré on huomattavasti lisdéntynyt aiem-
paan verrattuna, vaikka Pohjoismaiden MRSA-tilanne kuuluukin maailman parhaisiin.
(Hedman ym. 2010, 90.)

Taudinaiheuttajina MRSA-kannat eivat ole selvésti vaarallisempia kuin herkét S. aure-
ukset, vaan infektiot ovatkin suurelta osin samanlaisia vaikeusasteeltaan ja taudinkuval-
taan. MRSA aiheuttaa sairaalasyntyisid luu- ja leikkaushaavainfektioita sekd septisia
yleisinfektioita. Oman haasteensa kuitenkin tuo MRSA:n mikrobildékeresistenssi, joka
vaikeuttaa infektioiden hoitoa. Lisdksi MRSA on ongelmallinen siitd syysta, etta se
saattaa levitd nopeasti ja aiheuttaa infektio- ja tartuntaepidemioita sairaalassa. Tartunnan
saanut henkil6 voi pysyé kantajana vuosikausia ja olla ndin sairaalahoidon aikana mui-
den potilaiden jatkuvana tartunnanlahteend, silla bakteerin pitkdaikaiskantajuuden pois-
to onnistuu harvoin. Puolestaan henkilékunta voi kolonisoitua MRSA-positiivisia poti-
laita hoitaessaan. (Hedman ym. 2010, 90.) Talloin MRSA asettuu lisddntyma&én osaksi
normaaliflooraa, mutta ei aiheuta tautia (Terveyskirjasto 2015b).

MRSA:ta voi loytyd myos avohoidossa potilaalta otetusta kliinisesté viljelynéytteesta.
Talléin kyseessé voi olla avohoitosyntyinen MRSA-tartunta, mikéali potilas ei ole ollut
sairaalahoidossa tai t0issé sairaalassa, ulkomailla tai hanelld ei ole ollut kontakteja
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MRSA:n kantajiin. Tyypillisesti avohoidon MRSA-infektiot ovat pehmytkudos- ja
ihoinfektioita kuten markarupi ja paiseet. Avohoidon MRSA-kannat (community-
associated MRSA, CA-MRSA) ovat periméltaan ja mikrobiladkeherkkyydeltaén erilai-
sia verrattuna sairaalaperéisiin  MRSA-kantoihin (hospital-associated MRSA, HA-
MRSA). Yleensa avohoidon MRSA-kannat eivét ole moniresistenttejd. Nama avohoi-
don MRSA-kannat ovat vastustuskykyisid p-laktaamiryhmén antibiooteille, mutta mo-
net muut bakteeriladkkeet ovat usein tehokkaita ndille kannoille. Nam& MRSA-kannat
voivat toisaalta olla poikkeuksellisenkin invasiivisia, silla eri maista on raportoitu vaka-
via ja jopa kuolemaan johtaneita avohoidossa alkaneita MRSA-infektioita. (Mahon ym.
2014, 324; Hedman ym. 2010, 90-91.)

Vaikka S. aureus, mukaan lukien MRSA, on ihmisen merkittava patogeeni, se voi kolo-
nisoida ja infektoida laajan maaran isantélajeja, kuten karjaa, villieldimid ja lemmik-
kieldimid. Infektiot saavat aikaan merkittavid taloudellisia vaikutuksia aiheuttaessaan
esimerkiksi utaretulenduksia lypsykarjalle, raajarikkoisuutta siipikarjalle sek& vakavia ja
kuolemaan johtavia infektioita tarhatuille kaneille. Eldinten MRSA-tartunnat eivat kui-
tenkaan ole téarkeitd ainoastaan eldinten hyvinvoinnin tai taloudellisen nakdkulman ta-
kia, vaan ne voivat toimia myos lahteend zoonoottisille infektioille ihmisilla. Etenkin
multilokaalinen sekvenssi, tyyppia (CC) 398, on runsas sikojen ja muun karjan keskuu-
dessa Manner-Euroopassa. Infektiot ihmisilld, jotka ovat nédiden eldinten kanssa lahei-
sissa tekemisissd, on johtanut epidemiologisesti kolmannen tyyppisen MRSA-muodon
havaitsemiseen, elainperdinen MRSA (livestock-associated MRSA, LA-MRSA). (Pater-
son ym. 2014, 42.)

MRSA:n havaitseminen ja diagnosointi on tarkeaa kliinisessd mikrobiologiassa, silla ne
antavat tietoa seka yksittdisen potilaan sopivasta hoidosta ettd MRSA:n seurannasta.
Kultaisena standardina MRSA:n varmentamisessa kaytetaan joko polymeraasiketjureak-
tiota (PCR) mecA-geenin tunnistamiseksi tai vasta-aineita PBP2a:n tunnistamiseksi
liuska-agglutinaatiotestilld. Ratkaisevan tarke&é ndiden menetelmien luotettavuudelle on
se, ettd mecA ja PBP2a ovat hyvin sdilyneet MRSA-isolaattien keskuudessa. (Paterson
ym. 2014, 42.) Tartuntatautilain mukaan MRSA on Terveyden ja hyvinvoinnin laitok-
sen (THL) kliinisen mikrobiologian laboratorion tartuntatautirekisteriin ilmoitettava
I6ydos. Liséaksi 10ydetty MRSA-kanta tulisi lahettdd jatkotyypityksiin THL:n sairaalain-
fektiolaboratorioon. (Hedman ym. 2010, 91.)
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MRSA-infektioiden hoidossa noudatetaan samoja periaatteita kuin hoidettaessa herkki-
en Staphylococcus aureus -kantojen aiheuttamia infektioita lukuun ottamatta mikrobi-
ladkevalintoja. Eniten nayttoa vakavien MRSA-infektioiden hoidossa on vankomysiinin
ja teikoplaniinin tehosta. Muita MRSA:han tehoavia suoneen annettavia mikrobil&ék-
keitd ovat linetsolidi, tigesykliini ja daptomysiini. Vakavan MRSA-infektion hoito aloi-
tetaan tavallisimmin joko teikoplaniinilla tai vankomysiinilla. MRSA on vaihtelevasti
herkk& muille stafylokokki-infektioissa kaytetyille mikrobild&kkeille kuten rifampisii-
nille, fluorokinoloneille ja klindamysiinille, joita voidaan kéyttaa joissain erikoistapauk-
sissa lievempien MRSA-infektioiden hoitoon herkkyysmaaritysten perusteella. Mikali
hoitovaste ei ole suotuisa, mikrobilddke on vaihdettava sellaiseen, jolla tiedetaan olevan
MRSA-tehoa. (Hedman ym. 2010, 94.)

2.5 mecC MRSA

Vuonna 2007 epidemiologinen tutkimus nautaeldimen utaretulehduksesta, joka oli il-
miasultaan MRSA:n aiheuttama (resistentti oksasilliinille ja kefoksitiinille), johti S. au-
reus -isolaatin, LGAZ251, eristdmiseen tankkimaitondytteestd Lounais-Englannissa.
Varmistustutkimuksissa mecA-geenié ja PBP2a:a vastaan tulokset olivat toistettavasti
negatiivisia. Genomi LGA251 sekvensoitiin Wellcome Trust Sanger Instituutissa. Sek-
vensointi paljasti, ettd kyseiselld kannalla oli uudenlainen mecA-homologi, mecA cazs1,
joka oli vain noin 69 % identtinen DNA-tasoltaan tavanomaiseen mecA-geeniin verrat-
tuna ja geenin koodaama proteiini oli aminohappotasoltaan noin 63 % identtinen tavan-
omaisen PBP2a kanssa. Nama tulokset selittivdat kannan resistenttiyden, mutta myos
sen, miksi mecA-geenin PCR-tulos oli negatiivinen ja samoin PBP2a liuska-

agglutinaatiotesti. (Paterson ym. 2014, 42-43.)

Takautuvat tutkimukset eristyskokoelmista Englannissa ja Ranskassa tunnistivat 65 iso-
laattia lisdd positiiviseksi mecAgazsi-isolaateiksi, jotka olivat peréisin lypsykarjan li-
séksi myos ihmisistd. Vaikka tdma mecA cazs1 10ydettiin dskettdin, se on saattanut aihe-
uttaa ihmisille infektioita jo yli 35 vuoden ajan. MecA gazs: uudelleennimettiin vuonna
2012 mecC:ksi. (Paterson ym. 2014, 43.)

Tanskassa mecC:n esiintyvyys kaikista MRSA-tapauksista oli 1,9 % vuonna 2010 ja sen
esiintyvyys nousi 2,8 %:iin vuonna 2011. Toisaalta Saksassa I0ytyi ainoastaan kaksi
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mecC-isolaattia 3 207 isolaatin joukosta, jolloin esiintyvyys oli 0,06 %. Saksassa ei
huomattu esiintyvyydessa muutoksia vuosina 2004-2005 ja 2010-2011. Puolestaan
Englannissa mecC MRSA:n esiintyvyys oli 0,45 % vuonna 2010, jolloin l8ydettiin yh-
deksan mecC-tapausta kaikista keratyista MRSA-isolaateista. Talla hetkella mecC
MRSA néyttdd olevan harvinainen ihmisilld, mutta mielenkiintoista maantieteellista
vaihtelevuutta esiintyvyydessé on havaittavissa. Tanskassa esiintyvyyden viimeaikainen
nousu korostaakin mecC:n tarkkailun tarvetta. (Paterson ym. 2014, 44-45.) Suomessa
mecC MRSA -tapauksia on l6ytynyt yhteensa noin 10 kappaletta (Hirvonen 2015).
Vuonna 2013 mecC MRSA -tapauksia oli kolme kappaletta kaikista THL:een ilmoite-
tuista MRSA-tapauksista, joita oli 1289 kappaletta (Jaakola ym. 2013, 28).

Vaikka mecC MRSA:n alkupera ei ole vield selvinnyt, on olemassa hyvat todisteet, etta
kontaktit eldinten kanssa synnyttavéat zoonoosin riskin ja mecC MRSA voi siirtya eri
lajien valilla. T&sta syystda mecC MRSA:ta voidaan pitad eléinperaisenda MRSA:na eli
LA-MRSA:na. Esimerkiksi Tanskassa suurin osa isolaateista tuli maaseutualueilta ja
epidemiologisessa seurannassa olleista 22 potilaasta 16ytyi nelja tapausta, jossa tiedet-

tiin eldinkontaktin tapahtuneen. (Paterson ym. 2014, 45.)

MecC MRSA:n aiheuttamat infektiot ihmisilla ovat paaasiassa iho- ja pehmytkudosin-
fektioita, mutta se voi aiheuttaa myds vakavia luuinfektioita, avohoidon keuhkokuumei-
ta seka kuolemaan johtavia bakteremioita. MecC MRSA aiheuttaa tauteja myds eldinla-
jeilla, kuten utaretulehduksia lypsykarjalla. MecC MRSA:lla on samanlainen sukulai-
suus tavanomaisen MRSA:n kanssa. Tastd johtuen ilmenee, ettd my6s mecC MRSA -
kannat ovat erittdin monipuolisia patogeenejd, jotka voivat aiheuttaa moninaisia infekti-
oita eri isantalajeissa, kuten mecA MRSA:kin. Nama huomiot ovat yhtapitavia jatkotut-
kimustulosten kanssa, joissa paljastui, ettd mecC MRSA -isolaatit koodaavat muutamia
tiedettyja tai luultuja S. aureuksen virulenssitekijoitd, kuten muutamia superantigeeneja
ja toksiineita. (Paterson ym. 2014, 46.)

Tutkittaessa mecC:n koodaaman PBP2a:n toimintaa ja roolia resistenssissd B-laktaamia
vastaan, merkillepantavaa oli ominaisuuksien erot mecA:n ja mecC:n koodittamien pro-
teiinien valilla. Esimerkiksi PBP2amecc-proteiini sitoi B-laktaamia, mutta sill& oli myos
korkeampi affiniteetti eli taipumus Kiinnittyd oksasilliiniin kuin kefoksitiiniin, kun taas
PBP2ameca 0soitti vahemman téllaista valintaa. Vaikka mecA:n ja mecC:n koodittamilla
PBP2a:lla on selvid biokemiallisia eroja, antaa mecC silti resistenttiyden metisilliinia
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vastaan, jolloin téllaiset kannat tulisi tunnistaa oikein MRSA:ksi diagnostisissa labora-
torioissa. (Paterson ym. 2014, 42-44.)

MecC luo potentiaalisen aukkokohdan diagnosointiin, josta Kliinisten mikrobiologian
laboratorioiden tulisi olla tietoisia ja joka vaatii tutkimusmenetelmien validoinnin. Téal-
I6in varmistutaan, ettd mecC MRSA tunnistettaan oikein MRSA:ksi. Validointi tulisi
tehdd, vaikka vain varmistettaisiin, ettd nykyiset menetelméat ovat riittavat. (Paterson
ym. 2014, 44.)

2.6  Staphylococcus aureus -kantojen diagnostiikka

Bakteeriviljelyndyte voidaan ottaa mista tahansa ihmiskehon osasta ja ndytteen mukana
tulee olla aina l&hete, josta selvidé viljelyn kannalta tarpeelliset pyytdjan, potilaan ja
naytteen tiedot (Koskela 2015, 54). Yleisin moniresistenttien bakteerien seulontatutki-
mus on MRSA-viljely, joka kuuluu lahes kaikkien mikrobiologian laboratorioiden tut-
kimusvalikoimaan (Rantakokko-Jalava 2013, 162). Bakteeriviljelya varten tulee ottaa
naytteenottotikuilla ndytteet molemmista sieraimista, nielurisoista ja takanielusta. Li-
séksi naytteet otetaan infektioporteista esimerkiksi kroonisista haavoista, dreenien juu-
rista tai ihottumasta. (Fimlab Laboratoriot Oy 2013.) MRSA-sivelynayte voidaan rikas-
taa nestemaisessa elatusaineessa ennen maljalle viljelya, joka parantaa herkkyyttd, mut-

ta saattaa hidastaa tulosten saamista (Rantakokko-Jalava 2013, 162).

Primadriviljely tapahtuu rutiinisti veriagarille (lampaan veri). Tyypillisesti S. aureus -
pesakkeen véri vaihtelee kermaisen keltaisesta oranssiin, pesakkeen muoto on pyoreé ja
hieman koholla. Pesdake on hemolysoiva. (Versalovic ym. 2011, 316.) Myds kromo-
geeniset MRSA-maljat ovat yleisesti kaytossd mikrobiologian laboratorioissa. Maljat
siséltavat kefoksitiini-antibioottia, jota MRSA sietdd kasvaen vérillisind pesékkeina.
(Rantakokko-Jalava 2013, 162.) Kasvun véri johtuu maljalla olevasta variyhdisteesta,
jota S. aureus -kannat pystyvéat pilkkomaan (Hirvonen 2015). Staphylococcus aureus
voidaan erottaa muista stafylokokeista myos DNAasi maljalla. Menetelm& perustuu S.
aureuksen kykyyn hajottaa DNA:ta deoksiribonukleaasilla, jolloin metyylinvihreélla
varjatty ehja DNA hajoaa varid vapauttaen. T&mé nakyy agarin kirkastumisena S. aure-
us -pesékkeiden ymparilla. (Esko 1995, 25.) Diagnostiikassa voidaan kayttad myos mui-

ta viljelymaljoja. Bakteeriviljelyssa huomioitavaa on S. aureuksen pienipesékkeiset ns.
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SCV-variantit (small colony variants), joita on vaikea havaita bakteeriviljelymaljalla.
(Hedman ym. 2010, 83.) Maljalta olevista pesékkeista tehdaan jatkotutkimuksia, joilla
varmistetaan lajintunnistus ja resistenssiominaisuus (Rantakokko-Jalava 2013, 162).

Staphylococcus aureus on grampositiivinen kokki, jolloin mikroskooppisesti tarkastel-
tuna ne nayttavat pallomaisilta ja ovat variltaan sinivioletteja. Viljelymaljalta otetaan
bakteeripesékkeitd, jotka levitetddn objektilasille ja ndyte kiinnitetddn lasille kuumen-
tamalla. Gram-vérjayksessa ensimmaisend variaineena kéytetdan kristalliviolettia, jota
seuraa jodikiinnitys. Seuraavaksi tehdaan vesihuuhtelu ja lisataan alkoholi, jonka tehtéa-
vand on vérin poisto. Lasi huuhdellaan jalleen vedella ja lisatdan safraniinia vastavarik-
si. Bakteerisolu vérjaytyy joko sinivioletiksi (grampostitiivinen) tai punaiseksi (gram-
negatiivinen) soluseindn perusrakenteesta riippuen. (Smith & Hussey 2013; Esko 1995,
29.)

Grampositiivisille kokeille tehd&an katalaasikoe, joka perustuu mikrobin tuottamaan
katalaasientsyymin toimintaan. Kokeessa katalaasipositiivinen mikrobi pilkkoo vety-
peroksidin vedeksi ja kaasumaiseksi hapeksi, joka nakyy selvana kuplimisena. Stafylo-
kokit ovat katalaasipositiivisia, jolloin ne voidaan erottaa tall4 testilla muun muassa
streptokokeista ja enterokokeista. (Esko 1995, 35.)

Staphylococcus aureus tunnistetaan koagulaasireaktion avulla muista stafylokokkiryh-
man bakteereista. Testissa bakteerin pinnalla oleva rakenne, soluun sidottu koagulaasi,
saa aikaan plasman hyytymisen muuttamalla fibrinogeenin fibriiniksi. Tatd ominaisuutta
pidetddn tarkedna merkkina S. aureukseksesta. On olemassa myos S. aureus -kantoja,

joilla ei ole téllaista ominaisuutta. (Mahon ym. 2014, 321-324.)

Stafykokkilajeja voidaan tunnistaa API-testien avulla. API-testiliuskassa on taskuja,
jotka sisaltavat reagensseja, joiden avulla méaaritetddn bakteerin entsyymiaktiivisuutta
tai kykya hyodyntaa sokereita joko rakennusaineena tai kdymisreaktioissa. Inkubaation
aikana metabolian seurauksena syntyy joko spontaanisti tai reagenssilisayksen jalkeen
silminnahtévid varimuutoksia. N&ma reaktiotaskujen véarimuutokset pisteytetddn ja
summataan, jolloin saadaan tunnistusnumerosarja, jolla voidaan hakea bakteerin nimi
tietokannasta. (Global Health Laboratories 2013, 1; Kloos & Wolfshohl 1982, 509.)
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Suomessa mikrobiologian laboratoriot ovat ottaneet ensisijaiseksi bakteerien lajiméaari-
tysmenetelmaksi MALDI-TOF MS -teknologian. Se on massaspektrometrinen mittaus-
tekniikka, jossa tutkittavat molekyylit ionisoidaan ja erotellaan toisistaan niiden mas-
sa/varaus-suhteen perusteella lentoaika-analysaattorissa. Bakteerikannalle luodaan lait-
teen ohjelmiston avulla proteiiniprofiili, jota verrataan tietokannassa oleviin referenssi-
profiileihin. Lajimaaritys perustuu riittdvaan samankaltaisuuteen tietokannassa olevan
profiilin ja tutkittavan mikrobin proteiiniprofiilin valilla. Menetelmén kaytossa tulee
ottaa huomioon maljalla nakyva kasvusto, muut mahdolliset tunnistuskriteerit ja poti-
laan taustatiedot. (Kéarpénoja 2014, 143, 145.)

MRSA voidaan tunnistaa herkastd S. aureuksesta agglutinaatiotestilla (esimerkiksi
MRSA-screen) tunnistamalla mecA-geenin koodaama muuntunut soluseindproteiini.
Pesakkeen tulee olla kasvanut kefoksitiinin tai oksasilliinin vaikutuksen alaisena, jolloin
tulos on luotettava, vaikkakin joskus hankalasti tulkittava. Kasvanut kanta voidaan alus-
tavasti vastata MRSA:na positiivisen agglutinaatiotuloksen perusteella. (Rantakokko-
Jalava 2013, 162.) MRSA:n erotusdiagnostiikassa kaytetadn myds antibioottiherkkyys-
maadritystd. Ladkeherkkyydeltdan poikkeavien kantojen osoittamiseen on kaytettavissa
erilaisia menetelmid, joille yhteistd on mitata bakteerin kykya lisdéntya ladkkeen l&sné-
ollessa. Jokainen laboratorio méarittaa itse valikoiman, joita testataan tietyille bakteeri-
ryhmille. (Nissinen 2009, 1, 4.) Esimerkiksi Fimlab Laboratoriot Oy kéyttaa stafylo-
kokkien herkkyysmaarityksessa erytromysiinia, penisilliinia, klindamysiinia, tetrasyk-
liinid, levofloksasiinid, sulfatrimetopriimia, rifampisiinid, tobramysiinid, fusidiinihap-
poa, oksasilliinid ja kefoksitiinid. Mikali kannan herkkyys on oksasilliinille alentunut
ja/tai kanta kasvaa kefoksitiinimaljalla, tehd&an kannalle mecA ja S. aureus -lajille spe-
sifinen geenimaaritys PCR-menetelmélla. MecA-geeniméarityksen jaadessa negatiivi-

seksi tulee tehdd jatkona mecC-geenin madritys. (Hirvonen 2015.)

MRSA voidaan tietyin rajoituksin todeta molekylaarisesti myds suoraan sivelynayttees-
td& MRSA-PCR:lIa. Periaatteena on tunnistaa liitoskohta, jossa mecA-geenin sisaltava
litkkuva geenikasetti SCCmec yhtyy S. aureuksen genomiin. Usein liitoskohdan lisaksi
osoitetaan mecA-geeni sekd joku S. aureuksen lajitunnistuksen varmistava geeni. Nama
kolme tekijaa varmistavat, ettd mecA ja S. aureus -signaali tulevat samasta bakteerista.
Menetelmén heikkoutena on liitoskohdan toteaminen. SCCmec-kasetteja tunnetaan
useita eri tyyppeja ja sekvenssivaihtelua esiintyy, jolloin testi ei tunnista kaikkien
MRSA-kantojen liitoskohtaa. (Rantakokko-Jalava 2013, 162.)
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3 POLYMERAASIKETJUREAKTIO

3.1 PCR:n periaate

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on menetelmd, jolla voidaan monistaa tiettyd DNA-
jaksoa. Ennen DNA:n analysointia se tulee eristéa tutkittavasta kohteesta. Olennaista
PCR-menetelmissd on, ettd DNA saadaan vapautettua solun sisalta. Taten kaikkiin
PCR-menetelmiin ei tarvitse tehdd DNA:n eristysta ja puhdistusta, vaan niihin riittaa,
ettd DNA saadaan vapautumaan solun sisaltd. (Suominen & Ollikka 2003, 61-63.)
Huomioitavaa on, ettd monistettavaa DNA-jaksoa ei tarvitse erikseen eristdd muun
DNA-massan joukosta (Campbell & Farrell 2012, 377).

Monistusprosessi alkaa lampétilan nostolla, jolloin kaksijuosteisen DNA:n kaksoiskier-
re aukeaa (denaturaatiovaihe). Taméan jalkeen alukkeet pariutuvat DNA-juosteiden
kanssa (kiinnittymisvaihe) lampatilan laskun myo6ta. Alukkeet ovat lyhyitd, pituudeltaan
alle 10 kb (kilobase=1000 emaésparia), yksijuosteisia DNA-patkid, jotka ovat komple-
mentaarisia valitun DNA-jakson péiden kanssa. Alukkeita on reaktiossa mukana kah-
denlaisia ja niit4 on reaktioon néhden ylimaara. Alukkeiden avulla monistettava DNA-
jakso rajataan, jolloin vain haluttu DNA-jakso monistuu alukkeiden vélisella alueella.
Alukkeiden  kiinnittymisen  jalkeen ldmpdtilaa  nostetaan,  jolloin  DNA-
polymeraasientsyymi alkaa rakentaa uusia juosteita mallina toimivien juosteiden rinnal-
le 5°-3" -suunnassa (ekstensiovaihe). (Campbell & Farrell 2012, 377; Suominen, Parssi-
nen, Haajanen & Pelkonen 2010, 153-154.) Taméa ensimmaéinen Kierros kaksinkertaistaa
halutun DNA-jakson mééran ja esimerkiksi tunnin paastd, noin 25-40 replikaatio- eli
kopiointisyklin jalkeen, monistettavan DNA-jakson kopiomaaréd on jo miljoonasta 100
miljoonaan kappaletta (Campbell & Farrell 2012, 377).

Tarkein vaihe PCR-menetelman kaytossa on alukkeiden suunnittelu. Alukkeiden taytyy
olla riittdvan pitkia, jotta ne ovat riittdvan spesifisid monistettavan DNA-jakson kanssa,
mutta ei lilan pitki& kalliin hinnan vuoksi. Normaalisti alukkeen pituus on 18-30 kb.
Lisdksi alukkeilla tulee olla optimaaliset sitoutumisominaisuudet, kuten sytosiini- (C) ja
guaniiniemasten (G) oikea mé&éard, jotka mahdollistavat alukkeiden sitoutumisen DNA-
jaksoon ennen koko DNA:n uudelleen kiertymistd kaksoiskierteiseksi. Huomioitavaa

on, ettd kahden eri alukkeen tulee sisdltdd saman maaran sytosiini- ja guaniiniemasta,
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jotta niilla olisi sama sulamislampdtila. Alukkeiden sekvenssin tulisi olla sellainen, ettd
ne eivat johda toissijaisten rakenteiden rajaamiseen DNA-juosteessa alukkeiden vélilla
eik& pariutumista tapahdu kahden erilaisen alukkeen vélilla. Mikali kopioitavaa DNA-
jaksoa ei ole, alukkeet pariutuvat toistensa kanssa eli syntyy kahdenlaisia alukepareja,

joissa samanlaiset alukkeet pariutuvat keskenaan. (Campbell & Farrell 2012, 377-378.)

3.2 Kvantitatiivinen PCR

Yksi PCR-menetelman sovelluksista on kvantitatiivinen PCR (qPCR). Menetelmé&ssa
PCR-reaktio tuottaa aikapiste-dataa (time-point data), jota voidaan hy6dyntdd maéaritet-
téessd kuinka paljon kyseistdi DNA-jaksoa oli alun perin esimerkiksi solussa. Polyme-
raasiketjureaktio ajaa samanaikaisesti monia eri naytteitd, jotka sisaltavat erilaisia kiin-
nostuksenkohteina olevia DNA-néytteitd. Syklimaarén noustessa saavutetaan raja-arvo,
jolloin DNA-maaré voidaan mitata. Jotta syntyvan tuotteen maarad voidaan mitata reaa-
liaikaisesti, kaytetdaan fluoresoivaa merkkiainetta, joka sitoutuu valmistuvaan kaksinau-
haiseen PCR-tuotteeseen. Mitd enemmaén naytteessa on monistettavaa DNA-jaksoa, sitd
aiemmin ajon aikana tuloksia voidaan havaita. Tulokset ndkyvét erivarisind suorina tie-
tokoneen piirtdmassé kuvaajassa. (Campbell & Farrell 2012, 379-380.) Menetelma no-
peuttaa monistusprosessia ja DNA-ristikontaminaatioriski pienenee, silla lopputuotetta
ei tarvitse kasitella. (Suominen ym. 2010, 166-168.) Ajamalla tunnettuja DNA-néytteita
saadaan muodostettua standardisuora, jota kdytetddn tuntemattoman ndytteen DNA-
maaran maarittamiseksi. Standardisuoraan merkataan aika, jossa tuntematon nayte saa-
vutti ennalta madritetyn arvon. Vertailemalla néin tuntemattoman néytteen tulosta stan-
dardisuoran kanssa saadaan maéadritettyd naytteen DNA-maard. (Campbell & Farrell
2012, 379-380.)

3.3 LightCycler® 2.0 -analysaattorin toimintaperiaate

LightCycler® 2.0 on Rochen suunnittelema laite (kuva 1), joka perustuu polyme-
raasiketjureaktioon. Laite havaitsee ja madrittdd kohdenukleiinihapon reaaliaikaisesti
fluoresenssia mittaamalla, jolloin nukleiinihappojen monistumista pystytd&n seuraa-
maan reaaliaikaisesti jo ajon aikana. LightCycler® 2.0 -laite on in vitro -diagnostinen

sovellus ja sitd voidaan kayttdd muun muassa oikeuslaaketieteessd, ruoka-aineiden ana-
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lyyseissa sekd muissa laboratorioanalyyseissd, joissa vaaditaan PCR-sovellusta ja sula-
miskayrdanalyyseja. (Roche Diagnostics 2005, 10-11.) Sulamisk&yrdanalyysin avulla
voidaan tunnistaa mutaatioita ja tyypittdd valmistuneita tuotteita (Roche Diagnostics
2005, 23).

KUVA 1. LightCycler® 2.0 -analysaattori (Kuva: Hanna-Kaisa Vinkanharju 2015)

Analysaattori kayttdd nopeatempoisten lampdétilavaihteluiden aikaansaamiseksi ilmaa
lampdoblokkien sijaan. Laite kayttdd ymparoivad ilmaa, jonka se lammittadd lampokaa-
milla (kuva 2). Tuuletin sijaitsee lampokammiossa varmistaen tehokkaan ilman kierron
ja tasaisen lampdtilan syklin aikana. Lampokammion lampétilaa lisatddn nostamalla
lampokaamin jannitettd. LAmmitysvaiheessa tuuletin pyorii hitaalla nopeudella, kun taas
viilennysvaiheessa tuuletin pyorii nopeampaa viilentden kapillaarit ja lampokammion
tehokkaasti. Laite pyorittdd naytekarusellia lampokammiossa asettaen ndytekapillaarin

fotometrin luettavaksi. (Roche Diagnostics 2005, 36.)



20

b
g r]
Ilman lammitys ja viilennys / \y SR Niytekapillaari
/

(88
Lampovastus

Niytekarusellin
pyorittija

Niytekaruselli
Mg
— N
60 [0+
N
10 [ 0
0104\
Limps- - ___—Fotohybridi
kammiot I |] O” /
N
10 [0
; g ()
Tuuletin \ [| 0'

Tuulettimen
moottori Kuusikanavainen fotometri

LED valonlidhde 7 .
Fotometrin liikuttaja

KUVA 2. LightCycler® 2.0 -laitteen rakenne (Roche Diagnostics 2005, 36, muokattu)

Analysaattorin fotometri koostuu kahdesta yksikosté eksitaatio- eli viritysyksikosta ja
mittausyksikosta. Viritysyksikdssa on sininen LED-valonlahde, jonka aallonpituus on
470 nm. Sininen LED toimii energianléahteena naytteiden fluorokromin eksitaatiossa eli
virittymisessa. Emittoitunut fluoresenssivalo heijastetaan takaisin fotometrille peilien
avulla. Valonjohdin jakaa fluoresenssivalon kuudelle kanavalle aallonpituuden mukaan
530 nm, 555 nm, 610 nm, 640 nm, 670 nm ja 705 nm. Fotohybridien (kuva 3) signaalit
lahetetddn LightCyclerille sarjaliitdntaa pitkin, josta piirtyy tuloskéyrét. (Roche Diag-
nostics 2005, 38.)



Mittausyksikko

LED-valonlihde Filtteri  Detektori
470 nm

KUVA 3. LightCycler® 2.0 -laitteen fotometrinen yksikko (Roche Diagnostics 2005,
38, muokattu)
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4 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TAVOITE

Tydmme tavoitteena on tuottaa tuloksia osana mecC-PCR -menetelman validointia. Tie-
tojen pohjalta Fimlab Laboratoriot Oy pystyy jatkamaan kehitysty6td, jotta laboratorio

saa toimivan diagnostisen menetelmén mecC MRSA -kannan osoittamiseen.

Tarkoituksena on opinnaytetyossa selvittdd mecC-PCR -menetelmén sensitiivisyytta ja
spesifisyyttd. Kokeellisessa osuudessa selvitimme, mikd on pienin bakteerin DNA-
madra mitd menetelmé& monistaa sensitiivisesti. Lahtoélaimennoksena on 0.5 McFarlan-
dia, josta teemme 1:10 lisdlaimennoksia. Menetelman spesifisyytta tutkimme 17 tunne-
tulla bakteerikannalla. Menetelman tulisi monistaa vain mecC-kannan DNA-sekvenssié.
Bakteerikannat ovat joko kantakokoelman kontrollikantoja (ATCC-kantoja) tai potilas-
naytteista eristettyja tunnettuja kantoja. Tutkimusta varten otetaan mukaan metisilliinille
herkka S. aureus (MSSA-kanta), metisilliinille resistentti S. aureus (MRSA-kantoja,

joilla on joko mecA- tai mecC-geeni) seka joitakin muita bakteerilajeja.

Tutkimuskysymykset ovat
1. Miten spesifisesti mecC-PCR -menetelmd tunnistaa mecC-kannan muiden bak-
teerikantojen joukosta?
2. Miten menetelman sensitiivisyys vaihtelee mecC-kannan bakteerien DNA:n

maaraan suhteutettuna?
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5 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tydmme on kokeellinen tutkimus. Kokeelliselle tutkimukselle tyypillista on tutkia ilmi-
0ssa vaikuttavien muuttujien syy-seuraus-suhdetta, jolloin koetellaan yhté tai useampaa
koeryhmé&é yhdessé tai useammassa koetilanteessa ja verrataan tuloksia yhteen tai use-
ampaan kontrolliryhmén tuloksiin, jotka eivat ole olleet koetilanteessa. Tyypillisessé
koetilanteessa tarkastellaan yhden muuttujan vaikutusta pitden muut muuttujat vakiona

seuraten vaikutusta tuloksiin. (Virtuaaliammattikorkeakoulu 2007.)

Tarkoituksena kokeellisessa tutkimuksessa on tutkia mittaustulosten varianssia ja va-
rianssiin vaikuttavia tekijoita. Kokeellisen tutkimuksen yhteydessé laaditaan koesuunni-
telma. Suunnitelmassa huomioidaan kaikki ei-kokeelliset muuttujat, joille suunnitellaan
niiden kontrollimenettely. Suunnitelma laaditaan, jotta saadaan sellainen otos, joka
edustaa tarkoitettua populaatioita sekd maaritelld&dn koetoimenpiteet. Huomiota on kiin-
nitettdvd myos mittausvélineiden validiteettiin, jolloin valitaan oikeat mittavélineet seka
kalibroidaan ne. Tarvittaessa voidaan suorittaa esitutkimus, jossa testataan tutkimus-
suunnitelmaa ja/tai mittavalineiden luotettavuutta. (Virtuaaliammattikorkeakoulu 2007.)
Tybdssamme muuttujina ovat eri bakteerikannat ja PCR-ohjelmat.

Validiteettia mitataan spesifisyyden ja sensitiivisyyden avulla, jotka voidaan laskea
kayttdmalla nelikenttataulukkoa (taulukko 1). A-soluun tulevat ne, jotka menetelma on
oikein diagnosoinut sairaudeksi eli oikeat positiiviset. B-soluun tulevat ne, jotka mene-
telma on antanut positiiviseksi, vaikka sairautta ei ole eli vaaréat positiiviset. C-soluun
tulevat ne joilla on sairaus, mutta menetelma antaa negatiivisen vastauksen eli vaarat
negatiiviset. D-soluun tulevat puolestaan ne, jotka menetelmé vastaa negatiivisiksi ja

joilla ei ole sairautta eli oikeat negatiiviset. (Parikh ym. 2008, 45-50.)

TAULUKKO 1. Spesifisyyden ja sensitiivisyyden méaéarittdmisessa kaytettava taulukko
(Parikh ym. 2008, muokattu)

Sairaat/oikea positiivinen Terveet/oikeat negatiiviset

Positiivinen a b

Negatiivinen C d
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Sensitiivisyys kuvaa menetelman herkkyyttd luokitella oikein henkil6 sairaaksi, kun
sairaus on henkil6ll& olemassa. Sensitiivisyys ilmoitetaan prosenttilukuna ja se laske-
taan siten, ettd oikeiden positiivisten lukuméaré jaetaan oikeiden positiivisten ja véérien
negatiivisten tulosten lukumaarien summalla. Sensitiivisyys kuvaakin todennakoisyytta,
jolla menetelmad antaa positiivisen tuloksen, kun sairaus on olemassa. (Parikh ym. 2008,
45-50.)

Spesifisyys puolestaan kuvaa menetelman kykya luokitella oikein henkilo terveeksi ja
se ilmoitetaan myos prosenttilukuna. Spesifisyys lasketaan jakamalla oikeiden negatii-
visten lukumaara oikeiden negatiivisten ja véaérien positiivisten lukuméaérien summalla.
Spesifisyys kuvaa todennékoisyyttd, jolla menetelmd antaa negatiivisen tuloksen sairau-
den puuttuessa. Sensitiivisyys ja spesifisyys ovat kéanteisesti verrannollisia toisiinsa eli

sensitiivisyyden kasvaessa spesifisyys laskee ja toisin péin. (Parikh ym. 2008, 45-50.)

Kun halutaan tietdd kuinka uusi testi toimii, kdytetd&n sen arvioimisessa ennustearvoja.
Positiivinen ennustearvo kertoo sen prosenttisosuuden potilaista joille testi antaa posi-
tiivisen tuloksen ja heillda on kyseinen sairaus eli milla todennéakoisyydelld menetelmalla
saatu positiivinen tulos merkitsee sairautta. Positiivinen ennustearvo saadaan laskennal-
lisesti siten, ettd oikeiden positiivisten lukumaara jaetaan oikeiden positiivisten ja vaari-

en positiivisten lukumaarien summalla. (Parikh ym. 2008, 45-50.)

Negatiivisen ennustearvon avulla saadaan prosenttiosuus potilaista jotka saavat testista
negatiivisen tuloksen eik& heill4 ole sairautta. Negatiivinen ennustearvo kuvaakin to-
dennékoisyys jolla negatiivinen tulos poissulkee kyseisen sairauden. Negatiivinen en-
nustearvo lasketaan jakamalla oikeiden negatiivisten lukuméaéra oikeiden negatiivisten

ja véarien negatiivisten lukumaarien summalla. (Parikh ym. 2008, 45-50.)
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6 KOKEELLISEN OSUUDEN TOTEUTUS

6.1 Opinnadytetydprosessi

Opinndytetyon aihe saatiin syksylla 2014 Fimlab Laboratoriot Oy:n sairaalamikrobiolo-
gi Jari Hirvoselta. Opinndytetydsuunnitelma laadittiin loka-marraskuussa 2014 ja suun-
nitelma seka lupa hyvaksyttiin 28.11.2014. Opinnaytetyon lahdemateriaalin kerdé@minen

ja teoriaosuuden kirjoittaminen alkoi lokakuulla 2014 ja jatkui syyskuulle 2015 asti.

Kokeellisen osuuden suunnittelu aloitettiin marraskuussa 2014 tapaamisella sairaala-
mikrobiologi Jari Hirvosen kanssa. Tapaamisessa kartoitimme tilaajan suunnitelmia
opinnaytetyostd, saimme lahdemateriaalia aiheeseen perehtymista varten sekéd sovimme
kaytannonjarjestelyistd kokeellista osuutta varten. Kd&vimme tutustumassa joulukuussa
Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologian/molekyylibiologian laboratorion tiloihin ja
tarvikkeisiin, joita kaytimme kokeellisessa osuudessamme ja sovimme tarkemmin péi-
vien aikatauluista laboratorion kanssa. Sairaalamikrobiologi Hirvonen suunnitteli ty6-
tdmme varten mecC-PCR DNA -ohjeen ja mecC-PCR -laimennossarjasuunnitelman.
Kokeellisen osuuden suoritimme 15.-19.12.2014.

6.2 DNA:N eristys

Kokeellinen osuus aloitettiin eristdmalla bakteerien DNA:ta kantakokoelmakontrolli-
kannoista (ATCC-kantoja), joita kaytettiin mecC MRSA:n spesifisyyden tutkinnassa.
Eppendorf-putkeen laitettiin 150 pl Staphylococcus Lysis Buffer -liuosta. Poimittiin
elatusainealustalta viisi isohkoa pesaketta ja siirrostettiin ne liuokseen. Naytesuspensio-
ta sekoitettiin Vortex-laitteella ja kuumennettiin ne 10 minuuttia +95 °C:ssa. Lampo ja
Staphylococcus Lysis Buffer -liuos hajotti bakteerien rakennetta ja DNA vapautui ym-
pardivaan liuokseen. Tamén jélkeen putket sentrifugoitiin pdytasentrifugilla 5 minuuttia
13 000 rpm, jotta solun muut osat, lukuun ottamatta solun DNA:ta, painuvat pelletiksi
putken pohjalle. DNA:ta sisdltdvaa supernatanttia pipetoitiin 80 pl puhtaaseen Eppen-
dorf-putkeen. Eristykset tehtiin 17 bakteerista, ndytteet numeroitiin, listattiin (taulukko
2) ja laitettiin sdilytykseen jaékaappiin (4 °C). Negatiivisena eristyskontrollina kéytet-

tiin 50 pl Staphylococcus Lysis Bufferia.
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TAULUKKO 2. Kokeellisessa osuudessa kaytetyt bakteerit

1. mecC MRSA 10. | Enterococcus facium

2. mecA MRSA 11. | Proteus mirabilis

3. Staphylococcus aureus 12. | Streptococcus agalactiae

4. Escherichia coli 13. | Micrococcus luteus

5. Pseudomonas aeruginosa 14. | Staphylococcus epidermidis

6. Streptococcus pneumoniae 15. | Bacillus cereus

7. Streptococcus pyogenes 16. | Candida albicans

8. Enterococcus faecalis 17. | ESBL (extended spectrum beta-
lactamases)

9. Streptococcus salivarius (18. | Negatiivinen eristyskontrolli)

Seuraavaksi eristettiin laimennossarjaa varten mecC MRSA:n bakteerikasvustoa ela-
tusalustalta 1 ml fysiologiseen keittosuolaliuokseen siten, etté liuoksesta tuli silméamaa-
raisesti 0.5 McFarlandin vahvuista. Tallin lahtdsuspensio (1.) oli 1,5x10° pmy/ml. Pe-
sédkkeen muodostama yksikko, eli pmy, tarkoittaa yhdesté solusta, soluryhmasta tai iti-
Ostd jakautumalla muodostunutta solujen erillistd ryhmittymaa kiintealla alustalla (Tie-
teen termipankki 2015). LahtGsuspensiota jatkolaimennettiin laimennosohjeen (liite 1)
mukaisesti. Maéarityksessé kaytettavien lopullisten suspensioiden vahvuudet olivat sus-
pensio A 1,5x10° pmy/ml, suspensio B 7,5x10° pmy/ml, suspensio C 1,5x10* pmy/ml ja
suspensio D 7,5x10* pmy/ml. Liséksi kolmannesta ja neljannesta laimennoksesta tehtiin
viljelyt 10 pl:n viljelysilmukalla verimaljoille laimennosten bakteerimaéran tarkistami-

seksi.

6.3 Ajojen valmistelu

Ajoja varten tehtiin reaktioseoksen LightCycler® FastStart DNA Master"™"® SYBR
Green | -ohjeen mukaisesti. Reaktioseokseen tuli 9 ul PCR-vettd, 4 pul Master Mix 5x
conc. -livosta, 1 pl molempia alukkeita (mecLGA251FP 10 uM ja mecLGA251RP 10
UM) sekd 5 pl ndytettd. Reaktioseoksen lopputilavuudeksi tuli ndin 20 pl. Kéyttoseokset
tehtiin erikseen jokaista ajoa varten kertomalla reaktioseokseen tulevien liuosten méarat
naytteiden méaarélla. Master Mix 5x conc. -liuoksessa oli lisdttyna tarvittava entsyymin.

Lasiset LightCycler® -kapillaarit (kuva 4), joiden tilavuus on 20 pl, astettiin nayteka-

ruselliin. Kapillaareihin pipetoitiin kayttoseosta 15 ul ja ndytettd 5 pl. Negatiiviseen
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kontrolliin kaytettiin PCR-vettd 5 ul. Kapillaarit korkitettiin sitd mukaan, kun nayte

pipetoitiin kapillaariin.

KUVA 4. LightCycler® -kapillaari (Kuva: Hanna-Kaisa Vinkanharju 2015)

Néaytteet sentrifugoitiin LC Carousel Centrifuge 2.0 -laitteella, joka on suunniteltu
LightCycler® naytekarusellille. Nayte sentrifugoitiin kapillaarin alaosaan, josta fotomet-
ri pystyy lukemaan néytteen. Sentrifugoinnin aikana kaynnistettiin LightCycler® 2.0
Instrument -analysaattorin ja tietokonekayttojarjestelman, LightCycler® Software. Ana-
lysaattori suoritti ensin toimintatarkistuksia, jonka jalkeen valittiin PCR-ohjelma (tau-
lukko 3) ja naytekaruselli asetettiin laitteeseen. Ajolista kirjattiin jarjestelmaan ja ajo

kaynnistettiin. Ajoja tehtiin seitseman, joissa kaikissa toimittiin samalla tavalla.

6.4 Ajot

Ensimmaisessa ja toisessa ajossa naytteind olivat bakteerit (liite 2; taulukko 8 ja 9) lu-
kuun ottamatta mecA MRSA:ta, sill& lasikapillaari hajosi pipetoitaessa naytettd. Naissé
ajoissa kaytettiin PCR-ohjelmaa 1. (taulukko 3). Ohjelman 1. ja 2. kohdissa tapahtuu
denaturaatio, kohta 3. on kiinnittymisvaihe ja kohta 4. ekstensiovaihe. Ensimmaisissa
ajoissa oli 30 sykli4d. Kaikissa ajoissa kaytettiin aina positiivisena kontrollina mecC
MRSA:ta, sekd negatiivisena kontrollina PCR-vettd. Staphylococcus Lysis Bufferia

ajettiin liuoksen puhtauden tarkistamiseksi. Lisaksi jokainen PCR-ajo siséltaa positiivi-
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sen ja negatiivisen kontrollin, jolloin voidaan tarkkailla mittavalineiden luotettavuutta,

tyoskentelytapoja seké laitteen toimivuutta.

TAULUKKO 3. PCR-ohjelmat LightCycler® 2.0

PCR-ohjelma 1. PCR-ohjelma 2. PCR-ohjelma 3.
1. 95 °C, 10 minuuttia 1. 95 °C, 10 minuuttia 1. 95 °C, 10 minuuttia
2. 95 °C, 10 sekuntia 2. 95 °C, 10 sekuntia 2. 95 °C, 10 sekuntia
3. 58 °C, 10 sekuntia 3. 58 °C, 5 sekuntia 3. 58 °C, 4 sekuntia
4. 72 °C, 60 sekuntia 4. 72 °C, 55 sekuntia 4. 72 °C, 46 sekuntia
5. kohdat 2-4 > 5. kohdat 2-4 > 5. kohdat 2-4 >
30 syklia 30 syklia 40 syklia
6. 95 °C (sidossavaus) 6. 95 °C (sidossavaus) 6. 95 °C (sidossavaus)
7. 65 °C, 1 minuutti 7. 65 °C, 1 minuutti 7. 65 °C, 1 minuutti
8. 95 °C (sulatus), 0.1 8. 95 °C (sulatus), 0.1 8. 95 °C (sulatus), 0.1
°Cls °Cls °Cls
9. 40 °C, 30 sekuntia 9. 40 °C, 30 sekuntia 9. 40 °C, 30 sekuntia
AJOT: 1-2 AJOT: 3-6 AJOT: 7

Ajossa kolme (liite 2; taulukko 10) ajettiin uudelleen ne naytteet, josta saatiin ensim-
maisesté ja toisesta ajosta positiivisen tai epdvarman tuloksen. Myos tdhan ajoon yritet-
tiin saada mecA MRSA:n, mutta lasikapillaari rikkoutui ndytekarusellia poistettaessa
sentrifuugista, joten sitd ei saatu kolmanteen ajoon. PCR-ohjelma 1:st& muokattiin ly-
hentamalla kiinnittymisvaihetta 10 sekunnista 5 sekuntiin ja ekstensiovaihetta 60 se-
kunnista 55 sekuntiin (PCR-ohjelma 2.; taulukko 3). Nailla muutoksilla yritettiin vahen-
taa epaspesifista monistumista. Tyossé ei késitella neljatta ajoa laimennossarjan suun-

nittelussa tapahtuneen laskuvirheen vuoksi.

Viidennessa ajossa (liite 2; taulukko 11) kasiteltiin kahta potilasnédytettd, jotka olivat
mahdollisia mecC MRSA positiivisia. Tdhan ajoon saatiin myds mecA MRSA:n.
Staphylococcus Lysis Bufferi kontrolloitiin uudelleen. Kuudennessa ajossa (liite 2; tau-
lukko 12) ajettiin laimennokset, jossa selvitettiin PCR-ohjelman herkkyyttd. Né&issé
ajoissa kaytettiin PCR-ohjelmaa 2. (taulukko 3).

Seitsemannessa ajossa (liite 2; taulukko 13) ajettiin uudelleen epavarmat tulokset ajoista

kolme ja viisi. PCR-ohjelma 1. muutettiin lyhentamalld kiinnittymisvaihetta 4 sekuntiin
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ja ekstensiovaihetta 46 sekuntiin seka sykleja lisattiin kolmestakymmenesta neljaan-
kymmeneen (PCR-ohjelma 3.; taulukko 3). Aikojen lyhentdminen védhent&é edelleen
epéspesifistda monistumista ja syklien suuremmalla mé&arélld monistustuotetta tulee

enemman, jolloin positiivinen signaali vahvistuu.
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7 TULOKSET

7.1 Menetelman spesifisyys

Ensimmaéisen ajon naytteista saimme kaksi positiivista ja kaksi epdvarmaa tulosta mui-
den ollessa negatiivisia (liite 3; kuva 5). Positiivisina naytteind oli positiivinen kontrolli
(mecC MRSA) ja Proteus mirabilis. Epavarmoina tuloksina oli Escherichia coli ja En-
terococcus faecium. Kuvan 5 (liite 3) sykli, fluoresenssi -kuvaajasta ndemme, etta posi-
tiivinen kontrolli on l&htenyt monistumaan 13. syklin jalkeen ja fluoresenssin méaéra
kasvaa jyrkasti. Proteus mirabilis -ndytteessé alkaa muodostumaan monistustuotetta 26.
syklin jélkeen ja fluoresenssin mééra nousee riittavan jyrkasti, jolloin analysaattori an-
taa positiivisen tuloksen. Epévarmat tulokset johtuvat monistustuotteen myo6haisesta
syntymisestd 27. syklin jalkeen. Monistustuotteen maard on niin vahdinen, etta analy-
saattori ei pysty varmuudella tulkitsemaan tuloksia positiivisiksi. Muut naytteet ovat
negatiivisia, koska monistustuotetta ei syntynyt. Kuvasta 6 (liite 3) ndemme sulamis-
kayra-kuvaajasta, etta positiivinen kontrollin arvo nousee ja huippu sijoittuu mecC
MRSA:lle ominaiselle alueelle 7677 °C. Proteus mirabiliksen sulamisk&yran huippu
sijoittuu 74,80 °C. P. mirabiliksesta tiedetdan, etté sill4 ei pitaisi olla mecC-geenia. Li-
séksi positiivisena kontrollina kaytetty mecC MRSA antaa tietynlaisen sulamiskadyran.
Néiden perusteella voimme olettaa, ettd Proteus mirabiliksen monistuminen on epaspe-
sifista. Staphylococcus Lysis Buffer -liuos oli negatiivinen, jolloin kontaminaatiota ei
ole tapahtunut ja liuos on kéyttokelpoinen

Toisessa ajossa kontrollit olivat halutunlaisia eli mecC MRSA:ta sisaltava nayte oli po-
sitilvinen ja PCR-vetta sisdltanyt nayte oli negatiivinen. Positiivisen tuloksen antoivat
Streptococcus agalactiae, Micrococcus luteus, Bacillus cereus ja ESBL. Negatiivisia
tuloksia olivat Staphylococcus epidermidis ja Candida albicans. Sykli, fluoresenssi -
kuvaajasta (liite 3, kuva 7) nadhdaan, ettd positiivinen kontrolli 1ahtee monistumaan 11.
syklin jalkeen. Micrococcus luteus -naytteessa fluoresenssia on havaittavissa, mutta sen
maard pysyy matalana koko ajon ajan. Streptococcus agalactiae ja ESBL -naytteisséa
alkaa syntyd monistustuotetta syklin 25. jalkeen. Bacillus cereus -néytteessa fluoresens-
sin maara alkaa nousta hieman 28. syklin jalkeen. Sulamiskéayrista (liite 3, kuva 8) nah-

daan, ettd ainut oikea positiivinen on positiivinen kontrolli, jonka huippu on 76,20 °C.
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Muiden naytteiden sulamiskayrien huiput sijoittuvat noin 75 °C. ESBL -néytteell&d on
kaksi huippua, jotka sijoittuvat 72,28 °C ja 83,05 °C.

Ensimmaisessé ja toisessa ajossa naytteitd oli yhteensd 20 kappaletta, joista epdvarmoja
tuloksia oli kaksi. Epdvarmat tulokset késittelemme véérina positiivisina. Ajot sisélsivat
kaksi oikeaa positiivista naytettd (positiiviset kontrollit) ja 18 oikeaa negatiivista naytet-
té (taulukko 4). Menetelmé tunnisti kaksi positiivista ja 11 negatiivista naytetta. Liséksi
vaaria positiivisia tuloksia saatiin seitsemén kappaletta. Laskimme PCR-ohjelma 1:11&
saatujen tulosten perusteella spesifisyyden, negatiivisen ja positiivisen ennustearvon
(kuvio 1). Spesifisyys on 61,1 %, negatiivinen ennustearvo on 100 % ja positiivinen

ennustearvo on 22,2 %.

TAULUKKO 4. PCR-ohjelma 1:11& saadut tulokset

OIKEA POSITHIVINEN OIKEA NEGATIIVINEN

POSITIIVINEN 2 7

NEGATIIVINEN 0 11

Spesifisyys: 11/(11+7)x100 % = 61,1 %

Negatiivinen ennustearvo: 11/(11+0)x100 % =100 %

Positiivinen ennustearvo: 2/(2+7)x100 % = 22,2 %

KUVIO 1. PCR-ohjelma 1:en spesifisyys, negatiivinen ja positiivinen ennustearvo

Kolmannessa ajossa poikkeava |0ydds on Micrococcus luteus, jonka tulos on epavarma.
Sykli, fluoresenssi —kuvaajasta (liite 3, kuva 9) ilmenee, ettd fluoresenssin maéra alkaa
nousta jalleen, mutta vasta 26. syklin jalkeen. Ensimmaisesta ja toisesta ajosta saadut
positiiviset tulokset ovat kolmannessa ajossa negatiiviset. Téhan ovat vaikuttaneet kiin-
nittymis- ja ekstensiovaiheiden aikojen lyhentdminen. Aikojen lyhentyessa alukkeiden
epaspesifinen kiinnittyminen véhenee ja monistamisessa tapahtuvien virheiden méaara

vahenee, jolloin virheellista positiivista fluoresenssisignaalia ei synny.

Viidennessa ajossa saatiin epavarma tulos potilasnaytteestd 2 (B64110). Sykli, fluore-
senssi -kuvaajassa (liite 3, kuva 10) potilasnéyte 2 kdyré alkaa nousta syklin 28 jalkeen.
Sulamiskéyréan huippu (liite3, kuva 11) kyseiselld naytteell& on 76,13 °C, joka on mecC
MRSA:lle tyypillisellda lampdtila-alueella. Analysaattori on tulkinnut potilasndyte 2
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epavarmaksi sille asetettujen raja-arvojen perusteella. Monistustuotteen véhyys Kkuiten-
Kin todistaa, ettd ndyte on negatiivinen. Kontrollit olivat odotetunlaisia ja Staphylococ-
cus Lysis Buffer -liuos oli edelleen negatiivinen.

Kolmannessa ja viidennessa ajossa oli yhteensa 15 naytettd, joista positiivisia oli kaksi
naytetté ja negatiivisia 13 naytettd. Menetelma tunnisti positiiviseksi nelja naytettd, jois-
ta kaksi on véaria positiivisia. Negatiiviseksi menetelmé tunnisti 11 naytetté (taulukko
5). PCR-ohjelma 2:lla saatujen tulosten perusteella spesifisyys on 84,6 %, negatiivinen

ennustearvo on 100 % ja positiivinen ennustearvo on 50 % (kuvio 2).

TAULUKKO 5. PCR-ohjelma 2:lla saadut tulokset

OIKEA POSITHIVINEN OIKEA NEGATIIVINEN

POSITIIVINEN 2 2

NEGATIIVINEN 0 11

Spesifisyys= 11/(11+2)x100 % = 84,6 %

Negatiivinen ennustearvo=11/(11+0)x100 % =100 %

Positiivinen ennustearvo= 2/(2+2)x100 % = 50 %

KUVIO 2. PCR-ohjelma 2:en spesifisyys, negatiivinen ja positiivinen ennustearvo

Seitseméanteen ajoon muokkasimme PCR-ohjelmaa siten, ettd syklien maaraa lisattiin 40
sykliin, kiinnittymisvaihetta lyhensimme neljadn sekuntiin ja ekstensiovaihetta lyhen-
nettiin 46 sekuntiin. Kontrollit olivat hyvaksyttavia. Potilasndyte 2 ja Micrococcus lute-
us olivat positiivisia. Kuvaajasta (liite 3, kuva 12) nahdaan, ettd potilasnayte 2:n kdyra
alkaa nousta 30. syklin jélkeen ja Micrococcus luteus -naytteen kayra alkaa nousta syk-
lin 34 jalkeen. Aikojen lyhentdminen on véhentanyt epaspesifistd monistumista, mutta
syklien lisédminen lisési sitd. Mikéli syklien maara olisi pidetty 30, potilasnayte 2 ja
Micrococcus luteus —néyte olisivat olleet negatiiviset. PCR-ohjelmaan tehdyt muutokset
eivat vaikuttaneet mecC MRSA —ndytteen monistumiseen, sill4 sen kdyra lahtee 13.
syklin jalkeen nousuun kuten ensimmaisessé ajossa. Sulamiskayrésta (liite 3, kuva 13)
nahdaan, ettd mecC MRSA -kdyrén huippu on 76,35 °C, joka sijoittuu mecC MRSA:lle

ominaiselle lampotila-alueelle. Potilasnayte 2 huippu sijoittuu 74,90 °C ja Micrococcus




33

luteus -naytteen sulamiskayrén huippu on 75,71 °C, jolloin tulokset ovat vééria positii-
visia.

Seitsemannessé ajossa oli mukana nelja ndytettd, joista positiivisia oli yksi ja negatiivi-
sia oli kolme. Menetelmé& tunnisti vaaria positiivisia kaksi, yhden oikean positiivisen
sekd yhden oikean negatiivisen (taulukko 6). PCR-ohjelma 3:lla saatujen tulosten perus-
teella spesifisyys on 33,3 %, negatiivinen ennustearvo on 100 % ja positiivinen ennus-

tearvo on 33,3 % (kuvio 3).

TAULUKKO 6. PCR-ohjelma 3:1la saadut tulokset

OIKEA POSITHIVINEN OIKEA NEGATIIVINEN

POSITIVINEN 1 2

NEGATIIVINEN 0 1

Spesifisyys: 1/(1+2)x100 % = 33,3 %

Negatiivinen ennustearvo=1/(1+0)x100 % = 100 %

Positiivinen ennustearvo= 1/(1+2)x100 % = 33,3 %

KUVIO 3. PCR-ohjelma 3:en spesifisyys, negatiivinen ja positiivinen ennustearvo

7.2 Menetelman sensitiivisyys

Kuudennessa ajossa maaritimme menetelman sensitiivisyyttd laimennossarjan avulla
kayttden PCR-ohjelmaa 2. Ainoan positiivisen tuloksen antoi néyte D, joka sisélsi bak-
teeria 375 pmy/reaktio. Sykli, fluoresenssi -kuvaajassa (liite 3, kuva 14) nayte D:n kayra
lahtee jyrkkdan nousuun syklin 24 jalkeen ja syklin 30 kohdalla fluoresenssin maara on
0,325. Negatiivisen kontrollin liséksi negatiivisen tuloksen antoivat naytteet C (75
pmy/reaktio), B (37,5 pmy/reaktio) ja A (7,5 pmy/reaktio). Sykli, fluoresenssi -
kuvaajasta (liite 3, kuva 16) ndhdaan, ettd naytteiden C, B ja A fluoresenssien maarat
ovat nousseet 30. sykliin mennessé bakteerien méardan suhteutettuna loogisesti. Nayt-
teen C fluoresenssi maaré on 0,060, ndytteen B fluoresenssi méaré on -0,020 ja naytteen

A fluoresenssi méaara on -0,035.
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Tarkistimme mecC MRSA -viljelmét, joita kasvatettiin lampdkaapissa yon yli. Las-
kimme molemmista silmédmaaraisesti pesakkeiden lukumaarét. Laimennoksesta 3. teh-
dysta viljelysta saimme tulokseksi 250 kappaletta, joka vastaa laskennallisesti saatua
bakteerimaarad, joka on 150 pmy. Laimennoksesta 4. tehdysta viljelystd saimme tulok-
seksi 1100 pesékettd, joka vastaa laskennallisesti arvioitua maarédd 1500 pmy. Tulokset
ovat saman suuntaisia ja hyvaksyttavid, silld ensimméinen laimennos on tehty silma-

maaraisesti 0.5 McFarlandin vahvuiseksi, eika sita ole mitattu milladn muulla tavoin.

Sensitiivisyysmadarityksen perusteella voimme todeta, ettd analyysimenetelma tunnistaa
mecC MRSA:n positiiviseksi reaktioseoksen siséltaessa bakteeria 375 pmy, tallgin al-
kuperéisessa naytteessa tulee olla bakteeria 7,5x10* pmy/ml. Reaktioseoksen sisaltaessa
mecC MRSA:ta 75 pmy tai vahemman tulos on negatiivinen, jolloin menetelman sensi-
tiivisyys ei ole riittdvd tunnistamaan mecC MRSA:ta positiiviseksi. Laskennallisesti

(taulukko 7; kuvio 4) PCR-ohjelma 2:n sensitiivisyys on 25 %.

TAULUKKO 7. Ajo 6. herkkyysmaaritys

OIKEA POSITHIVINEN OIKEA NEGATIIVINEN

POSITIIVINEN 1 0

NEGATIIVINEN 3 1

Sensitiivisyys: 1/(1+3)x100 %= 25 %

KUVIO 4. Herkkyysmaarityksen sensitiivisyys

7.3 Tulosten yhteenveto

Saatuja tuloksia vertaillessa (kuvio 5) parhaan spesifisyyden antaa PCR-ohjelma 2, jon-
ka spesifisyys on 84,6 %. Sen spesifisyys on 23,5 prosenttiyksikkda parempi kuin PCR-
ohjelma 1:sen (61,1 %) ja 51,3 prosenttiyksikk6d parempi verrattuna PCR-ohjelma
3:seen (33,3 %). Negatiivinen ennustearvo oli kaikissa PCR-ohjelmissa 100 % eli tdmén
menetelman todennakdisyys, ettd negatiivinen tulos poissulkee mecC MRSA:n olemas-
saolon on erinomainen tulostemme perusteella. Parhaan positiivisen ennustearvon antaa
PCR-ohjelma 2 arvolla 50 %. Verrattuna PCR-ohjelma 1:seen (22,2 %) ja PCR-ohjelma

3:seen (33,3 %), PCR-ohjelma 2:sen positiivinen ennustearvo on 27,8 prosenttiyksikkoa
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parempi ensin mainittuun ja 16,7 prosenttiyksikkod jalkimmaiseen verrattuna. Naiden
vertailujen perusteella PCR-ohjelma 2 on paras ndistd ajo-ohjelmista eli kiinnittymis- ja
ekstensiovaiheiden aikojen lyhentdminen oli tehokas tapa lisata spesifisyytta ja parantaa
positiivista ennustearvoa. Puolestaan syklien maarén pitaminen 30 syklissa oli sopiva,
silla syklimaaran nostaminen 40 sykliin vahensi spesifisyytta. Sensitiivisyysmaarityksen
perusteella analyysimenetelma antaa positiivisen tuloksen reaktioseoksen sisaltdessé
bakteeria 375 pmy:td. Reaktioseoksen siséltdesséd 75 pmy:td mecC MRSA:ta, tulos on

negatiivinen.

100,00%

90,00%

80,00%

70,00%

60,00% -
B PCR-ohjelma 1

50,00% -
B PCR-ohjelma 2

40,00% -
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30,00% -
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10,00% -

0,00% -
spesifisyys Negatiivinen Positiivinen
ennustearvo ennustearvo

KUVIO 5. Tulosten yhteenveto
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8 POHDINTA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli maéarittdd mecC- PCR-menetelmén spesifisyytta ja sen-
sitiivisyytta. Tavoitteenamme oli tuottaa tuloksia osana mecC-PCR -menetelmén vali-
dointia. Menetelman spesifisyyttd selvitimme 17 eri bakteerikannan avulla ja muunte-

lemalla PCR-ohjelman ominaisuuksia esimerkiksi lisadmalla syklien maaraa.

Testasimme yhteensa kolmea erilaista PCR-ohjelmaa, joissa syklien méérat sekéa kiin-
nittymis- ja ekstensiovaiheiden ajat vaihtelivat. Paras PCR-ohjelma néist4 kolmesta oli
PCR-ohjelma 2. Tdman ohjelman spesifisyydeksi saatiin 84,6 %, negatiiviseksi ennus-
tearvoksi 100 % ja positiiviseksi ennustearvoksi 50 %. Néiden perusteella kyseinen
PCR-ohjelma antaa 84,6 % todennakdisyydelld negatiivisen tuloksen mecC-geenin
puuttuessa naytteesta. Negatiivinen tulos saadaan 100 % todenndkdisyydelld naytteen
ollessa oikea negatiivinen ja positiivinen tulos saadaan 50 % todennakoisyydelld néyt-

teen ollessa oikea positiivinen.

Menetelmén sensitiivisyytta madritimme laimennossarjan avulla, jossa lopullisten nay-
teliuosten bakteerivahvuudet olivat 1,5x10° pmy/ml, 7,5x10° pmy/ml, 1,5x10* pmy/ml
ja 7,5x10* pmy/ml. Téss4 ajossa kaytimme PCR-ohjelma 2:sta. Tuloksena saimme, etta
reaktioseoksen tulee sisaltaa ainakin 375 pmy:a bakteeria, jotta menetelma tunnistaa sen
positiiviseksi eli alkuperisen naytesuspensiossa tulee olla bakteeria 7,5x10* pmy/ml.
Reaktioseoksen siséltédessé bakteeria 75 pmy tai vdhemman tulos on negatiivinen.

Tydssa huomasimme, ettd syklien maaraa lisattdessa lisdéntyi epaspesifisen monistus-
tuotteen méard. Tama epaspesifinen monistustuote johtuu siitd, kun kaytetyt alukkeet
eivat sitoudu aivan spesifisti oikeaan kohtaan DNA-juostetta. Toisaalta t4t4 epéspesifin
tuotteen maaraéd pystyttiin vahentamaan lyhentamélla kiinnittymisaikaa ja ekstensio-
aikaa. Lyhyemmassa sitoutumisajassa alukkeet pariutuvat ensisijaisesti oikealle DNA-
alueelle, eiké aikaa epaspesifille sitoutumiselle jaa. Ekstensioajan lyhentyessd myos
epéspesifin monistustuotteen rakentumiselle ei ja& aikaa. Naiden tietojen perusteella
voisimme paatelld, ettd PCR-ohjelma 3 olisi ollut spesifisin, miké&li syklien mé&éaraa ei

olisi nostettu kolmestakymmenesté neljddnkymmeneen.
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Tulosten luotettavuuden kannalta kdytimme jokaisessa ajossa negatiivista ja positiivista
kontrollia, jotta voitiin varmistua valineiden ja liuosten puhtaudesta, laitteen toiminnasta
seka tyotapojen samanlaisina pysymisesta ja aseptisuudesta. Liséksi ajoimme erikseen
kaksi kertaa Staphylococcus Lysis Bufferin, jotta varmistuimme sen puhtaudesta.
Teimme ensimmaisend kaikista tutkittavista bakteerikannoista samalla kertaa eristykset,
jolloin toimimme samalla tavalla kaikkien kantojen kohdalla. DNA-eristyksia tehtdessa
bakteerimaérien arvioiminen oli vaikeaa, silla eri bakteereilla pesakkeiden koot vaihte-

livat, mutta pdatimme ottaa jokaisesta 5 suurehkoa peséketta.

Tyon eri vaiheissa pyrimme toimimaan jarjestelméllisesti ja kirjasimme ylos kaikki ta-
pahtumat ja poikkeamat, jotta ne voitiin huomioida tuloksia arvioidessa. Esimerkiksi
neljannessa ajossa oli tarkoituksena maarittad menetelman herkkyyttd, mutta laskuvir-
heen takia todelliset bakteerimadrat olivat hyvin pienet, eika tdmén takia ollut mielekés-
ta kasitella taman ajon tuloksia sen enempdd. Koska jokaisessa ajossa analysoitavien
bakteerindytteiden maarat ja kannat vaihtelivat, ei tuloksia voida suoraan vertailla toi-
siinsa. Tama olisi pitdnyt huomioida siten, ettd jokaisessa ajossa olisi ajettu samat bak-
teerinaytteet, jolloin muuttaessa PCR-ohjelman ominaisuuksia, muutokset tuloksissa
jokaisen bakteerin kohdalla olisi voitu tarkkailla. Tata kautta olisi saatu myos vertailu-
kelpoisemmat prosenttiosuudet, sill& naytteita olisi ollut aina yhteensa 18 kappaletta.

Opinnaytetyon aihe oli mielenkiintoinen, sillda mecC MRSA on vasta ldydetty MRSA:n
varianttikanta ja meille opinnéytetyon tekijoille ennestdan tuntematon. Haasteeksi muo-
dostuikin luotettavan tiedon I6ytdminen mecC MRSA:han liittyen. Tyon luotettavuutta
kuitenkin lisaa se, ettd olimme asiakokonaisuuksia kirjoittaessamme Kriittisia lahteiden
suhteen seka pyrimme kéayttamaan useita lahteitd kokonaisuuksia Kirjoittaessamme. Ta-
voitteenamme oli myos kayttdd mahdollisimman uusia l&hteitd. Vanhimpia lahteita kay-
timme niilt4 osin, milt4 tieto ei ollut vanhentunutta. Prosessin aikana opimme etsimaén
ja hyddyntaméan englanninkielisia lahteitd, koska suomen kielelld 16ytyy vahemman
uutta ja ajantasaista tietoa siséltdvaa materiaalia mikrobiologian ja molekyylibiologian
aihealueilta. Kaikki ldhteet on merkitty tarkasti, kuviin on merkitty l&hteet ja se jos niité
on muokattu. Tyéssamme pyrimme huomioimaan myos eettiset periaatteet tydskennel-
lessamme laboratoriossa, jossa kasiteltiin potilasnéytteitd. Itse kasittelimme vain kahta
potilasnaytettd, jotka olivat analysoitavanamme néytetunnuksella, emmeka siten kasitel-

leet potilastietoja.
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Opinnaytetyoprosessin myota opimme paljon stafylokokeista. Perehdyimme syvemmin
S. aureuksen rakenteeseen, patogeenisyyteen seka sen aiheuttamiin infektioihin. Erityi-
sesti MRSA-kantojen monimuotoisuus yllatti. Opimme polymeraasiketjureaktiosta ja
siihen liittyvien tydvaiheiden suorittamisesta. Esimerkiksi opimme toimimaan puhdasti-
lassa ja DNA:n eristdaminen bakteeripesédkkeesta tuli rutiininomaisemmaksi. Omia ta-
voitteitamme olivat tiedon syventdminen Staphylococcus aureuksesta seké& kokeellisen

osuuden suorittamisesta. Mielestamme saavutimme tavoitteet hyvin.

Tydmme pohjalta nousevat jatkotutkimusehdotukset ovat, ettd menetelmén optimointia
jatkettaisiin jarjestelmallisemmin, jolloin naytteité ei vaihdeltaisi ohjelman ominaisuuk-
sia muuttaessa. Toisaalta bakteerien DNA:n eristamisessa voisi olla jokin standardisoi-
dumpi tapa madarittdd bakteerien maard. Menetelmén sensitiivisyyden madarittamista ja
optimointia tulisi myds jatkaa, jotta voitaisiin tarkentaa, miké on reaktioseoksen pienin
bakteerimaara 75-375 pmy:n vélilta, jolla mecC MRSA:n tunnistaminen viel& onnistuu.
Myds bakteerisuspension vahvuuden méaérittdmisessa olisi hyvé olla jokin ihmissilméa

parempi arviointitapa.

Kokonaisuudessaan opinnéytetyoprosessi oli erittain opettavainen ja kokemusrikas pro-
sessi. Opinnaytetyo tuotti hyodyllisté tietoa osaksi PCR-menetelman validointia, jotta
mecC MRSA -diagnostiikkaan saadaan toimiva ja tehokas tunnistusmenetelma. Taman

tydn myota on saavutettu jalleen yksi askel kohti tehokkaampaa MRSA-diagnostiikkaa.



39

LAHTEET

Campbell, M.K. & Farrell,S.0. 2012. Biochemistry. 7™ edition. China: Cengage Learn-
ing.

Esko, E. (toim.) 1995. Aerobibakteerien tunnistaminen. Moodi 4/1995.

Fimlab laboratoriot Oy. 2013. Staphylococcus aureus, metisilliiniresistentti (MRSA),
viljely. Ohjekirja. Luettu 21.3.2015.
http://www.fimlab.fi/lake/ohjekirja/nayta.tmpl?sivu_id=194;setid=5959;id=11180

Garcia-Alvares, L., Holden, M.T.G., Lindsay, H., Webb, C.R., Brown, D.F.J., Curran,
M.D, Walpole, E., Brooks, K., Pickard, D.J., Teale, C., Parkhill, J., Bentley, S.D., Ed-
wards, G.F., Girvan, E.K., Kearns, A.M., Pichon, B., Hill, R.L.R., Larsen, A.R., Skov,
R.L., Peacock, S.J., Maskell, D.J. & Holmes, M.A. 2011. Meticillin-resistant Staphylo-
coccus aureus with a novel mecA homologue in human and bovine populations in the
UK and Denmark: a descriptive study. The Lancet Infectious Diseases.

Global Health Laboratories. 2013. Microbiology standard Operating procedure. Bacte-
rial ldentification Using BioMerieux API Kits.

Hedman, K., Heikkinen, T., Huovinen, P., Jarvinen, A., Meri, S. & Vaara, M. (toim.)
2010. Mikrobiologia. Mikrobiologia, immunologia ja infektiosairaudet. 1.painos. Hel-
sinki: Duodecim.

Hirvonen, J. sairaalamikrobiologi. 2015. mecC MRSA. Séhkopostiviesti
jari.hirvonen@fimlab.fi. Luettu 31.3.3015.

Huovinen, P., Meri, S., Peltola, H., Vaara, M., Vaheri, A. & Valtonen, V. 2003. Mikro-
biologia ja infektiosairaudet. Helsinki: Kustannus Oy Duodecim.

Izquierdo Alvarez, S. & Bernabeu Andreu, F.A. 2011. Procedures for Validation of Di-
agnostic Methods in Clinical Laboratory Accredited by ISO 15189. Luettu 24.1.2015.
http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/22135.pdf

Jaakola, S., Lyytikdinen, O., Rimhanen-Finne, R., Salmenlinna, S., Savolainen-Kopra,
C., Pirhonen, J., Vuopio, J., Jalava, J., Toropainen, M., Nohynek, H., Toikkanen, S.,
Loflund, J-E., Kuusi, M. & Salminen, M. (toim.) 2014. Tartuntataudit Suomessa 2013.
Raportti 16/2014. Terveyden ja hyvinvoinnin laitos. Elektroninen aineisto. Helsinki:
Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (THL). http://urn.fi/URN:ISBN:978-952-302-190-7

Kloos, W. E. & Wolfshohl, J. F. 1982. Identification of Staphylococcus Species with the
API STAPH-IDENT System. Journal of Clinical Microbiology. 16(3).

Koskela, M. 2015. Bakteeriviljelynaytteen laadun arviointi. Moodi 5/2015.

Kérpanoja, P. 2014. MALDI-TOF MS —menetelman kéyttd bakteereiden ja sienten tun-
nistuksessa. Moodi 4-5/2014.

Leinonen, E. 2012. Uutta ladkkeista: Telavansiini. Sic!-Ladketietoa Fimeasta 1/2012.
http://sic.fimea.fi/etusivu/l 2012



http://www.fimlab.fi/lake/ohjekirja/nayta.tmpl?sivu_id=194;setid=5959;id=11180
mailto:jari.hirvonen@fimlab.fi
http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/22135.pdf
http://urn.fi/URN:ISBN:978-952-302-190-7
http://sic.fimea.fi/etusivu/1_2012

40

Levinson, W. 2014. Review of medical microbiology and immunology. 13. painos. The
United States of America: McGraw Hill Education.

Mahon, C.R., Lenman, D.C. & Manuselis, G. 2014. Textbook of Diagnostic Microbiol-
ogy. 5™ edition. New York: Saunders.

Nissinen, A. 2009. Bakteerin ladkeherkkyyden maarittdminen kiekkomenetelmalla. Fi-
Re suomalainen mikrobil&akeresistenssin  tutkimusryhmé.  Luettu  14.4.2015.
http://www.thl.fi/attachments/Fire/kiekkomenetelma.pdf

Parikh, R., Mathai, A., Parikh, S., Sekhar, G.C. & Thomas, R. 2008. Understanding and
using sensitivity, specificity and predictive values. Indian Journal of Ophthalmology. 56

D).

Paterson, G.K., Harrison, E.W. & Holmes, M.A. 2014. The emergence of mecC methi-
cillin-resistant Staphylococcus aureus. Trends in Microbiology. 22(1).

Rantakokko-Jalava, K. 2013. Moniresistenttien bakteerien seulontaan uusi laadunarvi-
ointiohjelma. Moodi 5/2013.

Roche Diagnostics. 2005. LightCycler® 2.0 Instrument - Operator’s Manual. Version
2.0. Manual B: for general laboratory use.

Smith, A.C. & Hussey, M.A. 2013. Gram Stain Protocols. ASM Microbe Library. Luet-
tu 14.4.2015. www.microbelibrary.org/component/resource/gram-stain/2886-gram-

stain-protocols

Suominen, I. & Ollikka, P. 2003. Yhdistelm&-DNA-tekniikan perusteet. 3. painos. Hel-
sinki: Hakapaino Oy.

Suominen, |., Parssinen, R., Haajanen, K. & Pelkonen, J. 2010. Geenitekniikka. Turku:
Turun ammattikorkeakoulu

Terveyskirjasto. 2015a. Opportunistinen mikrobi. Kustannus Oy Duodecim. Luettu
2.1.2015. http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p artikkeli=1tt02424

Terveyskirjasto. 2015b. Kolonisaatio. Kustannus Oy Duodecim. Luettu 4.1.2015.
http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=Itt01696

Tieteen termipankki. 2015. Pesakkeen muodostava yksikkd. Luettu 25.1.2015.
http://www.tieteentermipankki.fi/wiki/Mikrobiologia:pesdkkeen muodostava yksikko

Versalovic, J., Carroll, K. C., Funke, G., Jorgensen, J. H., Landry, M.L. & Warnock D.
W. 2011. Manual of Clinical Microbiology. Volume 1. 10" edition. Washington DC:
ASM Press.

Virtuaaliammattikorkeakoulu. 2007. Varsinainen kokeellinen tutkimus. Luettu
1.10.2014.
http://www?2.amk.fi/digma.fi/www.amK.fi/opintojaksot/0709019/1193463890749/11934
64131489/1194289356644/1194290145403.html



http://www.thl.fi/attachments/Fire/kiekkomenetelma.pdf
http://www.microbelibrary.org/component/resource/gram-stain/2886-gram-stain-protocols
http://www.microbelibrary.org/component/resource/gram-stain/2886-gram-stain-protocols
http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=ltt02424
http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=ltt01696
http://www.tieteentermipankki.fi/wiki/Mikrobiologia:pesäkkeen_muodostava_yksikkö
http://www2.amk.fi/digma.fi/www.amk.fi/opintojaksot/0709019/1193463890749/1193464131489/1194289356644/1194290145403.html
http://www2.amk.fi/digma.fi/www.amk.fi/opintojaksot/0709019/1193463890749/1193464131489/1194289356644/1194290145403.html

41

Vuopio-Varkila, J., Kuusela, P. & Kotilainen, P. 2010. Staph. aureuksen mikrobil&éke-
herkkyys. Mikrobiologia. Artikkeli. Elektroninen aineisto. Kustannus Oy Duodecim.

WHO. 2015. Minimizing infection through improved infection control. Luettu
17.8.2015. http://www.who.int/patientsafety/education/curriculum/who_mc_topic-
9.pdf?ua=1



http://www.who.int/patientsafety/education/curriculum/who_mc_topic-9.pdf?ua=1
http://www.who.int/patientsafety/education/curriculum/who_mc_topic-9.pdf?ua=1

LITTEET

Liite 1.

Laimennosohje

42

1. Siirrosta bakteerikasvustoa (mecC+ kontrollikanta) 1ml fysiologiseen keitto-

suolaliuokseen 0.5 McFarlandin vahvuuteen (lahtosuspensio 1,5x10% pmy/ml).

Sekoita huolellisesti

2. Laimenna bakteerikasvustoa 1:100 pipetoimalla lahtosuspensiota 10l uuteen

1ml fysiologiseen keittosuolaliuokseen (1,5x10° pmy/ml).

3.Laimenna 2. kohdan laimennoksesta

jalleen 1:100 pipetoimalla 10pl uuteen

4. Laimenna 2. kohdan laimennoksesta

ottamalla 100ul uuteen 1ml fysiologi-

1ml fysiologiseen keittosuolaliuokseen | seen keittosuolaliuokseen  (1,5x10°
(1,5x10* pmy/ml). pmy/ml).

A. 10 pl + 100pl | B. 100pl + 100ul | C. 10pl + 100l | D. 100ul + 100pl
Bufferia Bufferia Bufferia Bufferia

(1,5x10%pmy/ml)

(7,5x10%pmy/ml)

(1,5x10*pmy/ml)

(7,5x10*pmy/ml)

7,5
(5ul)

pmy/reaktio

37,5 pmy/reaktio

75 pmy/reaktio

375 pmy/reaktio




Liite 2. PCR-ajot

TAULUKKO 8. Ensimmainen ajo

1(3)
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Pos. kontrolli mecC MRSA

Neg.kontrolli PCR-vesi

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus pneumonia

Streptococcus. pyogenes

Enterococcus faecalis

© O N o g & W N

Streptococcus salivarius

[EEN
©

Enterococcus facium

[EEN
=

Proteus mirabilis

[EEN
N

Staphylococcus Lysis Buffer

TAULUKKO 9. Toinen ajo

Pos. kontrolli, mecC MRSA

Neg. kontrolli

Streptococcus agalactiae

Micrococcus luteus

Staphylococcus epidermidis

Bacillus cereus

Candida albicans

@ N o g B W N

ESBL

(Jatkuu)




TAULUKKO 10. Kolmas ajo

2(3)
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Pos. kontrolli, mecC MRSA

Neg. kontrolli

Escherichia coli

Enterococcus faecium

Proteus mirabilis

Streptococcus agalactiae

Micrococcus luteus

Bacillus cereus

© O N o g & W N

ESBL

TAULUKKO 11. Viides ajo

Potilasnayte 1

Potilasnayte 2

mecA MRSA

Pos. kontrolli, mecC MRSA

Neg. kontrolli

1
2
3
4.
5
6

Staphylococcus Lysis Buffer

TAULUKKO 12. Kuudes ajo

1. | A (3,8x10° pmy/reaktio)
2 B (1,9x10° pmy/reaktio)
3 C (3,8x10° pmy/reaktio)
4. | D (1,9x10* pmy/reaktio)
5 Neg. kontrolli

(Jatkuu)




TAULUKKO 13. Seitsemés ajo

3(3)
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1. Pos. kontrolli, mecC MRSA
2 Neg. kontrolli

3. Potilasnayte 2

4 Micrococcus luteus




Liite 3. Tuloskuvat

1(5)

46

Samples

Call

Target

Include | Calor| Pos | Name

v mecs
poit vesi
5. aUIEUS
&. coli
pzeudomonas aeruginasa
strep. pheumaonias
strep. pyogenes
enterococcus faecalis
9 strep. zalivariug
10 enterococcus faecium
11 prateus mirabilis
12 neg. lysish.

Uncertain

Uncertain

Fluorescence (530)

Amplification Curves

4.7

3.8

3.5

314

274

2.3

0.7

0.3

-0.1

Cycles

1011 12 13 14 15 16 17 15 18 20 21 22 23 24 25 26 27 26 23 30

| Analysis Notes

KUVA 5. Ensimmaisen ajon tuloskuva.

Samples | Ielting Peaks |
Include | Color | Pos | Mame | Tml | Tm2 |
B 1 mecc 76.45
0 2 porves
[ | 3 saureus 7E.5E 8712
W 4 eco 747 9084
[ ] 5  pseudomonas aemginosa 73.04
B 6 step pneumonias
B 7 shep pyogenes 75.53
[ | 8 enterococcus faecalis TB.71
9 shrep. salivarius TE.36
B 10 enterococcus fascium 75.59
B 11 proteus mirsbilis 74.80
B 12 neg lysish TE23

Melting Curves

&0 &5

B3 ) 73 a0
Temperature (°C)
Melting Peaks

E: 1759

]

T 1.289

E 0733

2

e

= 0.289

2

= T T T T T T

' (= 70 75 a0 a5 an
Temperature (°C)

O im

O Tmz

| Analysis Notes

KUVA 6. Ensimmaéisen ajon sulamisk&yrdanalyysi.

(jatkuu)
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2(5)

Amplification Curves

Samples Call
Include | Calor| Pos |Mame Targst
B 1 FosCo
2 Meglo 5
B 3 Step agalactias .
[ ] 4 Micrococcus luteus
B 5 Stap. epidermidis 46
B £ Bacillus cereus
B 7 Candda abicans 21]
8 estl ’
36
s 31
=
£
2
g 26
5 214
o
1.6
1.1
0.6
0.1
—T

& 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 23 28 30
Cycles

| Analysiz Motes

KUVA 7. Toisen ajon tuloskuva.

Melting Curves

Samples | elting Peaks |
Include | Color | Pes | Mame | Tml | Tm2 |
v [ ] 1 PosCo 76.20
|| 2 MNegCo
|| 3 Shep. agalactiae 7468 6452
|| 4 Micrococcus luteus 75.11 =
B 5 Stap. epidemidis 75.19 =
B & Baciluzcersus 74.68 § k
B 7 Candida abicans 75.41 E
| ] 8 esbl 7228 8305 5
3
'S

Temperature (°C)

Melting Peaks

2043

1.543

1.043

0.543

0.043

BS

-(d/dT}) Fluorescence (530}

O Tmi
O Tmz

70 75 g0 a5 a0 a5
Temperature (°C)

| Analyziz Motes

KUVA 8. Toisen ajon sulamiskayraanalyysi.

(Jatkuu)




3(5)

Amplification Curves

1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 25 29 30
Cycles

Samples Cal
Include | Color| Pos |Mame Target
v B 1 Po:lo
I 2 MegCo 28
B = eco
|| 4 enterococcus faecium 35]
B 5 proteus mirabils :
B G step agalactiae oo
B 7 mikrococcus luteus Uncertain :
8 bacillus cersus 2a]
9 eshl ’
2.6
g 2.3
”
=
8z
B
g 1.74
F
=
T 14
1.4
0.8
0.5
0.24
T
1 2
| Analyzis Motes

KUVA 9. Kolmannen ajon tuloskuva.

J Channel (530) ~ Color Compensation = Program [2] - J Advanced
Samples | Call |
Include | Color| Pas | Mame Target Amplification Curves
v B 1 EBR1%
2 EBBHID Uncertain o
B 3 mech
B ¢ MecC
B 5 neg 36
B 6 lsisEB
324
2.8
% 2.4
o
o
£ 2
ERRE:
™S
1.24
0.8+
0.4+
0
12 1011 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Cycles
[a -]
‘ Ainalysiz Motes

KUVA 10. Viidennen ajon tuloskuva.

(jatkuu)
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4(5)

Samplez | elting Peaks |
Include | Color | Pas | Mame | Tl | Tm2 |

Melting Curves

Bl 1 BR1%
BE4110 7613
mecé, 76.65

2 6378
3
4 MecC 76.38
3
E

5778

}

@
S
&l

45784
34787
3.3784
27784
21784
1.5784
09784
0.3789

neg. 73.99
lysis B 70.31 7B.13

Fluorescence (530

75 &0

Temperature (°C)

Melting Peaks

2014+

1.514

1.014+

0514+

-(d/dT} Fluorescence (530}

0014
&5 70

O Tmi
O Tmz

75 )

Temperature (*C)

| Analyziz Motes

KUVA 11. Viidennen ajon sulamiskayraanalyysi.

Amplification Curves

Cycles

12345676 81011121314151617151520 21 22 2524 25 2527 2529 3031 323334 3536 3736 3340

Samples Call
Include | Color| Pas | Mame Target
W 1 mecC
B 2 HNegCo aal
W 3 Be4110 ’
M ¢ micrococous luteus
4
364
3.2
284
s
2
=
s 24
o
5
g o
]
=
=16
1.24
0.8+
0.4+
0
T
‘ Analysis Notes

KUVA 12. Seitseménnen ajon tuloskuva.

(jatkuu)




50

5(5)

Samples

| elting... |

| Trnl Melting Curves

Includz| Calor | Pas | Name

v 1 mecC
2 MegCo
W 3 BEN0
H ¢

miciococcus luteus

76.35 el

B.1464
5.546
4946
4.346]
3.7464
31464
2,546
1.9464
1346
0.7464

74.90
8.

Fluorescence (530)

0.1464

& & 70 72 74 78 78 80 &2

Temperature (°C}

Melting Peaks

g1 @5 8 90 82 o4

2123

1,623

1123

0623

0123

-(d/dT) Fluorescence (530}

& & 70 72 74 76 73 a0 &2
Temperature (*C}

O Tmi

O Tmz

| Analysiz Maotes

KUVA 13. Seitseménnen ajon sulamiskéayraanalyysi

J Channel (530) = Color Compensation = Program [2] - |J Advanced

Samples

cal |

Include | Color| Pas | Mame

1 A
E
C
1]
heg.

EEENE
= LD P

Target Amplification Curves

Fluorescence (530)

Cycles

1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 25 27 23 20 30

‘ Ainalysiz Notes

KUVA 14. Herkkyysmaarityksen tuloskuva.




