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Veriviljely eli veren bakteeriviljely on yksi tarkeimmista mikrobiologian tutkimuksista,
jonka avulla voidaan havaita moniin infektiotauteihin liittyvia bakteremioita. Verivilje-
lyanalytiikkaan kuuluu oleellisena osana mikrobilddke- eli antibioottiherkkyyden méari-
tys, jonka tarkoituksena on loytda bakteerille herkéasti tehoavat mikrobildékkeet seka
havaita mahdollinen mikrobil&akeresistenssi.

Opinndytetydssdmme tutkittiin positiivisten veriviljelyldyddsten antibioottiherkkyyksié
automaation avulla. Tyémme tarkoituksena oli selvittdd, voiko herkkyysmaarityksen
tehdd luotettavasti bioMérieux’n VITEK® 2 -automaatilla suoraan veriviljelypullosta
ilman yon yli kestdvaa pesakekasvatusta. Tavoitteena oli tuottaa vertailutietoa tdman
yksinkertaistetun kokeiltavan menetelman ja standardoidun pesékekasvusta tehtévén
automaatiomenetelmén valisista tuloksista. Tydmme perimmaisend tavoitteena oli te-
hostaa veriviljelyanalytiikan herkkyysmaarityksia ja nopeuttaa nain veriviljelyvastauk-
sen saamista potilaalle.

Opinnaytetyon tilaaja oli Fimlab laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikko. Tyd oli
kokeellinen, kvantitatiivinen ja vertaileva tutkimus. Kokeellinen osuus suoritettiin mik-
robiologian laboratoriossa viiden paivan aikana. Aineistona olivat tuoreet, positiiviset
veriviljelynéytteet, jotka saatiin laboratoriosta. Aineisto rajattiin kasittdman vain aero-
bisia ja fakultatiivisia bakteereita. Aineiston kooksi muodostui 79 veriviljelypullonay-
tettd, joista tehtiin 31 vertailu- eli pesékekasvunéytettd. Nayteloydokset koostuivat yh-
teensd 11 eri bakteerilajista, joista yleisimmat olivat Stafylococcus aureus, Enterobacter
cloacae ja Escherichia coli.

MIC-madritystuloksia eri antibiooteille kertyi yhteensa 1187 kappaletta, joista 16 kap-
paletta eli 1,4 prosenttia oli herkkyystulkinnaltaan poikkeavia vertailunaytteisiin nah-
den. Sama herkkyystulkinta saatiin suurimmalla osalla eli 98,6 prosentilla mittaustulok-
sista. Yksinkertaistetulla menetelmalld saatiin siis hyvin samansuuntaiset tulokset kuin
standardoidulla vertailumenetelmall&kin.

Taman tutkimuksen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd veriviljelyanalytiikan herk-
kyysmadritys voidaan tehda luotettavasti VITEK® 2 -automaatilla yksinkertaistetulla
menetelmalld. Kéyttamadmme aineiston otoskoko oli kuitenkin pieni, mik& véhensi tut-
kimuksen luotettavuutta. Jotta menetelm& voitaisiin ottaa kayttoon rutiinianalytiikassa,
sité pitdisi viela tutkia suuremmalla otoskoolla.

Asiasanat: mikrobiologia, veriviljely, antibioottiherkkyys, MIC-menetelma, VITEK® 2
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Detection of bloodstream infections is one of the most important functions of clinical
microbiology laboratories. Blood cultures are used to detect microorganisms in the
blood, to identify the type present and to guide treatment. Antimicrobial susceptibility
testing (AST) helps to determine the susceptibility of microbial species to different an-
tibiotic agents and to detect antimicrobial resistance.

The purpose of this study was to examine whether or not the AST results are reliable
when analyzed directly from positive blood culture bottles using a VITEK® 2 Instru-
ment (bioMérieux). The standard method requires an overnight agar medium subculture
from positive blood culture bottles. The aim of the study was to produce comparative
data on the results between the simplified method and the standard method.

The study was quantitative and experimental. The sample consisted of 79 fresh positive
blood culture bottles and 31 standard samples from the Laboratory of Microbiology of
Fimlab Medical Laboratories Ltd. In this study only aerobic and facultatively anaerobic
bacteria were examined.

The VITEK® 2 results were reported as Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and
through qualitative interpretation. A total of 1187 MIC results were obtained. 98,6 Per-
cent of the AST interpretations matched the reference samples and only 1,4 percent de-
viated. The results obtained using the simplified method corresponded well with the
results obtained by the standard method. However, further studies with a bigger sample
size are needed to ascertain more reliable information.

Key words: microbiology, blood culture, antimicrobial susceptibility, MIC method,
VITEK®?2
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydémme aiheena on veriviljelyanalytiikan herkkyysméaéritysten yksinkertais-
taminen VITEK® 2 -automaatiolla. Tarkoituksenamme on selvittas, voiko veriviljelyn
bakteerildyddsten herkkyysmaarityksia tehda luotettavasti VITEK® 2 -automaatilla il-
man yon yli kestdvaa maljakasvatusta, jolloin tulokset saataisiin nopeammin. Aihe on
tarked, koska veriviljelypositiiviset sairaalainfektiot ovat lisadntyneet viime vuosikym-
menind ja samalla mikrobien herkkyys antibiooteille on heikentynyt (Terveyden ja hy-
vinvoinnin laitos 2015). Varhain ja oikein valittu antibioottihoito parantaa infektiopoti-
laan ennustetta, lyhent&& hoitoaikaa ja vahentdd komplikaatioita (Hautala 2014).

Veriviljely on tarkeda mikrobiologian tutkimus, jolla pyritdadn osoittamaan verenkierrossa
olevia mikrobeja ja tekemadn niille antibioottiherkkyysmaarityksia. Mikrobit veressa
voivat aiheuttaa muun muassa vakavan henked uhkaavan yleisinfektion eli sepsiksen,
joka vaatii aina nopean antibioottihoidon aloittamisen. Yleisimpia veriviljelyista 10y-
dettyja bakteereita tyoikéiselld véestolla ovat Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, koagulaasinegatiiviset stafylokokit ja Klebsiella-suvun bak-
teerit. (Lumio 2014b; Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015.)

Erilaisilla herkkyysmaaritysmenetelmilld saadaan selville herkimmin tehoava mikrobi-
la&ke tietylle bakteerille seké& havaitaan hankittu resistenssi (Nissinen 2006). Antibioo-
teille resistentit bakteerikannat ovat yleistyvd ongelma sairaaloissa, joissa kéytetddn
paljon mikrobildékkeitd. Merkittdvimpid moniresistentteja bakteereja sairaalassa ovat
metisilliinille resistentit Staphylococcus aureus (MRSA) ja Staphylococcus epidermidis
(MRSE), vankomysiinille resistentti enterokokki (VRE) ja moniresistentit gramnegatii-
viset sauvabakteerit. (Suomalainen Laakariseura Duodecim 2015.)

Teimme tyémme Fimlab laboratoriot Oy:n mikrobiologian yksikkdon, jossa veriviljely-
analytiikan antibioottiherkkyysmadaritykset tehddan talla hetkelld perinteiselld kiekko-
herkkyysmenetelméllad. Herkkyysmadaritykset voidaan suorittaa standardoidusti myos
automaation avulla, esimerkiksi bioMérieux’n VITEK® 2 -analysaattorilla, joka on Fim-
labissa kayttokokeilussa. Taman laitteen standardimenetelmaéssa veriviljelynéytteet vaa-
tivat kuitenkin pesékekasvatuksen maljalla kuten kiekkoherkkyysmenetelméssakin, mi-

k& vie aikaa ja resursseja.



Opinnaytetyossamme teemme antibioottiherkkyysmaarityksen ilman maljakasvatusta
suoraan veriviljelypullosta VITEK® 2 -automaatilla. Vertailemme ilman maljakasvatus-
ta saatuja tuloksia standardoidulla automaatiomenetelmalld saatuihin tuloksiin. Toimek-
siantaja hyotyy tyostamme saamalla tietoa, onko yksinkertaistettu menetelma luotettava
potilasdiagnostiikassa. Jos menetelma on toimiva, ndytteen analysointi nopeutuu, jolloin

potilaat saavat veriviljelyvastauksen nopeammin.

Tydmme aineisto koostui tuoreista neljan paivén aikana saaduista positiivisista verivil-
jelynaytteistd. Naytteista valitsimme vain ne, joissa 10ydoksind olivat aerobiset tai fa-
kultatiiviset bakteerit. Pelkat anaerobibakteerildydokset jatimme pois, silla niiden herk-
kyytta ei pystytd maarittamaan VITEK® 2 -laitteella. Positiivisia veriviljelynaytteita
kertyi yhteensd 79 kappaletta, joista 10ytyi yhteensd 11 eri bakteerilajia. Naytteiden
yleisimmat 16ydokset olivat Stafylococcus aureus, Eschericihia coli ja Enterobacter
cloacae.

Useat tutkimusryhmét maailmalla ovat jo tehneet tutkimuksia positiivisten veriviljely-
naytteiden analysoimisesta automaatiolaitteilla suoraan veriviljelykasvatuspullosta
(Pence, TeKippe & Burnham 2013, 664). Useimmissa tutkimuksissa veriviljelynéytteel-
le on tehty esikasittelyja ennen kuin ndyte on siirrostettu maarityskorteille. Esikasittely-
na on ollut muun muassa naytteen sentrifugointi bakteeripelletiksi, josta edelleen on
valmistettu McFarland-standardisuspensio. Tassa opinndytetydssa on tarkoitus tutkia
vieldkin nopeampaa menetelmaé jattamalla kaikki esikésittelyvaiheet pois.



2 VERIVILIELY

Veriviljely (B-BaktVi) on tarkeimpia kliinisen mikrobiologian tutkimuksia, jolla pyri-
taan selvittdmaan, onko potilaan verenkierrossa mikrobeja. Verenkierrossa olevat mik-
robit voivat aiheuttaa vakavia infektioita, jotka voivat hoitamattomina, ilman tehokasta
mikrobildékitysta johtaa potilaan menehtymiseen. Veriviljelyanalytiikka koostuu huo-
lellisesta naytteenotosta, mikrobien kasvatuksesta veriviljelypullossa, mikrobin kasvun
osoituksesta mikroskopoimalla ja maljaviljelylla sekd mikrobin tunnistuksesta. Liséksi
veriviljelyanalytiikkaan kuuluu bakteerien mikrobild&dkeherkkyysmaaritys. (Kauppila
2007; Lumio 2014b.)

2.1 Kliininen merkitys

Veriviljelynaytteitd otetaan yleensa epdiltdessa bakteremiaa, sepsistd, endokardiittia tai
meningiittid. Bakteremiassa bakteereja esiintyy veressa, joka on normaalisti steriilia.
Bakteremia voi olla ohimenevé ja oireeton tai oireellinen. Bakteremiaa, johon liittyy
oireita ja vaikea yleisinfektio, kutsutaan yleisesti sepsikseksi eli verenmyrkytykseksi.
Uudemman maéaritelman mukaan sepsis on infektion aiheuttama voimakas tulehdusrek-
tio, vaikka veressé ei olisikaan bakteereita. Nykyisin sepsiksesta kaytetadn myds kasi-
tettd SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome). (Etel&pohjanmaan sairaanhoi-
topiiri 2016; Lumio 2014b; Rintala & Valtonen 2011, 592.)

Sepsis voi olla itsendinen pesakkeeton infektio tai se voi olla pesdkkeellinen infektio
jossain tietyssé elimessa. Veriviljelystd 16ytyvan bakteerilajin avulla voidaan hyvin ar-
vioida, mihin elimeen bakteeri-infektiopeséke on alun perin pesiytynyt, ja mihin ne ve-
renkierrossa toissijaisesti yleensa kulkeutuvat. Esimerkiksi endokardiitin eli sydanlappi-
en tulehduksen aiheuttajabakteerien, kuten Streptococcus viridansin ja Staphylococcus
aureuksen tiedetadn pesiytyvan sydanlappiin verenkiertoon paastessédén. Streptococcus
pneumoniae ja Neisseria meningitidis eli meningokokki ovat vakavan meningiitin eli
aivokalvontulehduksen yleisimpid aiheuttajabakteereita. Escherichia coli ja Klebsiella -
bakteerien puolestaan tiedetddn aiheuttavan tulehduspesakkeité virtsateissa, munuaisissa
ja suolistossa. (Lumio 2014b; Lumio 2014a; Kettunen 2014.)
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Yleisimpié sepsiksen aiheuttavia bakteerilajeja 15-64-vuotiailla ovat Escherichia coli
(noin 25 %), Staphylococcus aureus (17 %), ihon stafylokokit, kuten Staphylococcus
epidermidis (8 %), Streptococcus pneumoniae eli pneumokokki (7 %) ja Klebsiella-
suvun bakteerit (5 %). Yli 65-vuotiailla veriviljelyléyddsten maaré on jatkuvasti kasva-
nut. Heilld yleisin veriviljelyloydés on myds E. coli (noin kolmannes). Seuraavaksi
yleisimmat bakteerit ovat Klebsiella-lajit (31 %), S. aureus (11 %) ja koagulaasinegatii-
viset stafylokokit (6 %). Kaiken kaikkiaan potilasndytteistd I0ydetddn Suomessa vuosit-

tain jopa 100 eri bakteerilajia. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2015; Lumio 2014b.)

2.2 Naytteenotto ja ndytteen analysointi

Veriviljelylla voidaan rikastaa valtaosa veressa Kiertavista infektion aiheuttajista, kun-
han nayte on otettu ja kasitelty oikein. Mikrobien pitoisuudet veressa ovat infektioissa
yleensd alhaiset, joten verimadré on yksi tarkeimmista tulokseen vaikuttavista tekijoista.
Jos ndyteméaara jaa suositeltua pienemmaksi, mahdollisuus havaita veressé olevat tau-
dinaiheuttajat vahenee ja voidaan saada vééaria negatiivisia tuloksia. Tamén vuoksi veri-
viljely suositellaan otettavaksi véhintdan kahdesti perékkéin. Liian tayteen otetut pullot
puolestaan voivat aiheuttaa veriviljelylaitteessa véaria positiivisia tuloksia, jotka osoit-
tautuvat jatkoviljelyssa negatiivisiksi. (Hirvonen 2015; Varsinais-Suomen sairaanhoito-

piirin ky 2015; Satakunnan sairaanhoitopiiri 2016.)

Veriviljelynayte otetaan yhteen aerobi- ja anaerobipulloon. Kumpaankin pulloon ote-
taan aikuisilta 8-10 ml verta. Yhteensé kahteen viljelyyn kéaytetdan nelja pulloa eli noin
40 ml verta. Alle 10-vuotiailta lapsilta otetaan yksi lasten veriviljelypullo, johon otetaan
verta 1-4 ml, riippuen lapsen painosta. Bakteeriviljelypullot sisaltavat nestemaista bak-
teerien kasvua edistavaa erikoiselatusainetta ja antikoagulanttia. Aerobiviljelypullo on
tarkoitettu aerobisten bakteerien ja anaerobipullo anaerobisten bakteerien viljelyyn.
(Fimlab 2011; Varsinais-Suomen sairaanhoitopiirin ky 2015; Satakunnan sairaanhoito-
piiri 2016.)

Veriviljelyn naytteenotossa on tarkeda noudattaa huolellista aseptiikkaa, koska pienikin
mé&éra ihon normaaliflooraa veriviljelypullossa alkaa kasvaa voimakkaasti ja voi antaa
vaéran positiivisen tuloksen. Veriviljelynédytteet pyritdén ottamaan ennen mikrobildéke-

hoidon aloittamista. Naytteenotossa on hyvé kayttaa steriileja kasineitd, varsinkin jos
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pistokohtaa joutuu puhdistuksen jalkeen viela tunnustelemaan. Viljelypullojen korkkien
ulkopinnat sekd pistoskohta desinfioidaan klooriheksidiinialkoholiin tai 80 % etanoliin
kostutetuilla steriileilla harsotaitoksilla. Pistokohdan tulee antaa kuivua ennen pistamis-
ta. Veriviljelyndyte otetaan siipineulalla ja ennen muita verindytteitd. Aerobipullo ote-
taan ennen anaerobipulloa, ellei kyseessé ole kanyylindytteenotto. Naytteenoton jélkeen
pulloja sekoitetaan huolellisesti muutaman kerran. Veriviljelypullot séilytetdan ja kulje-
tetaan huoneenlammossé. (Kauppila 2007; Fimlab 2011; Varsinais-Suomen sairaanhoi-

topiirin ky 2015; Satakunnan sairaanhoitopiiri 2016.)

Veriviljelynaytteet inkuboidaan veriviljelyautomaatissa 35-37 °C lampdtilassa. Verivil-
jelypullot tulisi laittaa veriviljelyautomaattiin viipymaétté, kuitenkin viimeistadn neljan
tunnin kuluessa naytteenotosta. Automaatit pystyvéat toteamaan mahdollisen bakteerin
kasvun, mittaamalla jatkuvasti muun muassa naytteiden hiilidioksidituotantoa. Mikaéli
bakteerit lisdantyvat, myos naytteen hiilidioksidipitoisuus kasvaa. Automaatti antaa po-
sitiiviset tulokset yleensd 1-2 vuorokauden kuluessa. Negatiivisia tuloksia seurataan
viiden vuorokauden ajan, minké jalkeen ne vastataan negatiivisiksi. Positiivisille nayt-
teille tehd&an gramvarjays ja tarvittaessa AO- eli akridiinioranssivérjays, joilla voidaan
saada nopeasti suuntaa antava alustava tulos infektion aiheuttajasta. Naytteista tehdaan
jatkotutkimuksina my0s bakteerin tarkempi lajitunnistus ja antibioottiherkkyysmaéaritys,
kuten bakteeriviljely ja kiekkoherkkyysmadritys. Naiden tulokset saadaan tyypillisesti
kahden tai kolmen vuorokauden kuluttua néytteenotosta. (Kauppila 2007, 36-37;
Carlsson & Koskela 2011, 41; Fimlab 2011.)
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3 HERKKYYSMAARITYS

Bakteerien herkkyysmadritykselld on tarkoitus 16ytaa herkimmin tehoava mikrobiladke
tutkittavalle bakteerille, sek& havaita hankittu resistenssi. Hankitulla resistenssilla tar-
koitetaan bakteerilajin yksittdisten kantojen kehittdm&& vastustuskykyé laékkeelle.
Herkkyysmaéaritykset tehddan aina ladkkeilla, joille bakteeri on luonnostaan herkka.
Maadrityksia ei tehda ladkkeilla, joille mikrobi on luonnostaan resistenssi, jolloin kaikki
tai lahes kaikki bakteerilajin edustajat ovat vastustuskykyisia jollekin laékeaineelle.
(FiRe 2009, 1; FiRe 2012, 18; Nissinen 2006.)

Laakeherkkyytta voidaan mitata laboratoriossa erilaisin kontrolloiduin standardimene-
telmin. Menetelmilld mitataan bakteerin kykya lisadntyé ladkkeen lasnédollessa. Bakteeri
altistetaan laakkeelle joko portaittaisesti (laimennosmenetelmét) tai jatkuvasti (kiekko-
herkkyysmenetelm&, E-testi) kasvavana pitoisuutena. Laimennosmenetelmilld ja E-
testilld saadaan suoraan pienin bakteerin kasvua estava laékepitoisuus eli MIC-arvo
(Minimum Inhibitory Concentration). Kiekkoherkkyysmenetelmélld saadaan puolestaan
tulokseksi estorenkaan halkaisija (ERH), jota voidaan korreloida vastaaviin MIC-
arvoihin. Laakeherkkyysmenetelmistd yleisin kéytetty menetelmé on kiekkoherkkyys-
menetelma eli kiekkodiffuusiomenetelmd. Muita kéytettdvia menetelmia ovat MIC-
menetelmat, kuten laimennusmenetelmat maljalla tai liemessé, E-testi seka 2000-luvulla
yleistynyt MIC-automaatio. (FiRe 2009, 1; Nissinen 2006.)

Suomalaiset kliinisen mikrobiologian laboratoriot ovat kéyttdneet eurooppalaista EU-
CAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) -
herkkyysmaaritysstandardia vuodesta 2011 lahtien. Aikaisemmin Suomessa noudatettiin
FiRe (Finnish Study Group for Antimicrobial Resistance) -standardia, joka perustui
amerikkalaiseen CLSI:n standardiin. Standardi antaa tarkat ohjeet herkkyysmaaritysten
tekoon seké estovyohykkeiden tulkintarajat. (FiRe 2012, 18.)
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3.1 Kiekkoherkkyysmenetelméa

Kiekkoherkkyysmenetelm& on Suomessa yleisin ja perinteisin kaytetty herkkyysméaari-
tysmenetelma sen yksinkertaisuuden ja edullisuuden vuoksi. Kiekkoherkkyysmenetel-
massa tutkittavasta bakteerista tehdaan bakteerisuspensio, joka siséltaa elatusainemaljal-
ta poimittuja bakteeripesdkkeitd ja 0,9 % NaCl-liuosta. Bakteerisuspension tulisi olla
tiheydeltddn McFarland 0,5 -standardia vastaava. Suspensio levitetédan tasaiseksi kas-
vustoksi esimerkiksi Muller-Hinton -agarmaljalle, joko dreijaamalla tai tiheélld siksak-
liikkeelld. Maljalle asetetaan vakiomaara eri mikrobiladkkeita sisaltavia imupaperikiek-
koja. EUCAST-standardin mukainen mikrobildakekiekko on halkaisijaltaan 6 mm, ja
tavalliselle 90 mm:n elatusainemaljalle mahtuu enintéén 6 kiekkoa. Kiekkojen tulee olla
riittdvan kaukana toisistaan, jotta estorenkaan halkaisija tai sade on helposti mitattavis-
sa. Jokainen laboratorio maarittaa itse testattavat mikrobildakkeet aina tietylle bakteeri-
ryhmaélle. Ladke alkaa diffundoitua kiekosta valittémasti sen koskettua maljan pintaa.
Maljojen annetaan inkuboitua lampokaapissa 35 °C:ssa 16-18 tuntia, jolloin bakteerit
lisadntyvat ja muodostavat kasvustoa. (Carlson & Koskela 2011, 44; FiRe 2009, 9-10;
Fire 2012, 18-19.)

Laakeaineen diffundoiduttua elatusaineeseen syntyy kiekon ympaérille estorengas, missa
bakteeri ei pysty kasvamaan. Estorenkaan halkaisija on sitd suurempi, mitd herkempi
bakteerikanta kyseiselle ladkeaineelle on. Inkubaation jélkeen estorenkaan halkaisija
mitataan tyontotulkilla millimetrin tarkkuudella ja verrataan tulosta tulkintataulukkoon.
Saatua millimetrilukemaa verrataan raja-arvoihin, jotka perustuvat MIC:n luonnollisen
logaritmin ja estorenkaan halkaisijan véliseen lineaariseen riippuvuussuhteeseen. Raja-
arvojen mukaan bakteeri tulkitaan kyseiselle antibiootille, kansainvélisen SIR-
luokituksen mukaan, joko herkéksi (S, susceptible), resistentiksi (R, resistant) tai epa-
varmaksi (I, intermediate). Resistentin ja herkan alueen valiin ja4va epédvarma-alue on
noin 5 mm levea alue, joka toimii puskurivydhykkeené estden kiekkoherkkyysmenetel-
man epatarkkuudesta johtuvat virhetulkinnat. (Carlson & Koskela 2011, 44; FiRe 2009,
2; Fire 2012, 18-19.)

Kiekkoherkkyysmenetelma on virhealtis menetelmd, minka vuoksi siti on pyritty kan-
sainvalisesti vakioimaan. Laimennosmenetelman ja kiekkoherkkyysmenetelméan tulok-
set eivat ole aina vertailukelpoiset, silla MIC- ja ERH-arvojen suhde ei ole aina lineaa-

rinen. Lisdksi SIR-rajat eivat sovellu kaikille bakteerilajeille, jolloin tietyille bakteerila-
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jeille on standardoitu omat ERH-SIR-rajansa. Menetelméa sopii hyvin nopeakasvuisille
lajeille, kuten esimerkiksi E. colille ja S. aureukselle. Anaerobisille bakteereille mene-
telma soveltuu huonommin, niiden hitaan kasvun vuoksi. Ongelmia kiekkoherkkyystu-
loksiin saattavat aiheuttaa my®os eri bakteerilajien erilaiset kasvuvaatimukset, kuten ela-
tusaineen eri ainesosat ja inkubaatioatmosfaari. Kaikki bakteerit eivat mydskéan kasva
Mdiller-Hinton -agarmaljalla, jolloin joudutaan kayttdmaan esimerkiksi erilailla rikastet-
tua elatusainetta. Joidenkin bakteerien vaatimat elatusaineet ovat haitaksi mikrobil&ék-
keen vaikutukselle, eiké resistenttiys aina ilmene selkedné estorenkaan pienenemisend
vaan vain estorenkaan epétyypillisena ulkonakoné. (Carlson & Koskela 2011, 44; FiRe
2009, 3,5.)

Kiekkoherkkyysmenetelmén kayttd edellyttdd laboratorioilta jatkuvaa laaduntarkkailua.
ERH- ja SIR-rajojen tulokset on kontrolloitava mééraajoin laboratorio- ja bakteerilaji-
kohtaisesti. Laadukkaiden tulosten saamiseksi on laboratorion huolehdittava my6s stan-
dardin mukaisesta maljojen ja bakteeriladkekiekkojen laaduntarkkailusta ja séilytykses-
td. Laakekiekot ovat erittdin herkkid kosteudelle, joten ne tulee sdilyttdd kosteudelta
suojattuna tiiviissa astiassa. Kylméastad huoneenlamp6on otetut kiekot on annettava aina
temperoitua ennen astian avaamista, jotta kiekkoihin ei padse imeytyméan huoneilmasta
kosteutta. (Fire 2009, 7, 13.) Valmiita maljoja séilytetd&dn kylméssa (2 — 8°C) valolta
suojattuina ja ne on kaytettava yhden viikon kuluessa tai, jos ne on suojattu kuivumisel-
ta, kolmen viikon kuluessa (Fire 2009, 7). Kaytettavien maljojen laaduntarkkailussa
huomioidaan oikean sdilytyksen liséaksi myods maljan pH, ulkon&ké ja agarin paksuus.
(FiRe 2009, 7, 13.)

3.2 MIC-menetelmat

MIC-laimennosmenetelmissa bakteeri altistetaan portaittain kasvavalle laakepitoisuu-
delle. Laimennosmenetelmé voidaan tehda joko liemi- tai maljalaimennossarjana. Lie-
milaimennosmenetelmd on maljalaimennosmenetelmda kaytetympi menetelmd, jossa
maljan sijaan kdytetdan kasvatuslientd. Kasvatuslienté siséltaviin koeputkiin tai nykyi-
sin kaytettaviin kuoppalevyihin lisdtdan portaittain kasvava maaré tutkittavaa mikrobi-
ladkettd sekd standardimaard bakteerisuspensiota. Néaytteitd inkuboidaan 35 °C:ssa 16—

20 tuntia, minka jalkeen tarkastetaan, mikd on matalin pitoisuus, missa bakteerikanta ei
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enda kasva. Tama pitoisuus on laédkkeen MIC-arvo kyseiselle bakteerikannalle. (FiRe
2012, 19; MIC testing ohjekirja; Carlson & Koskela 2011, 44.)

Kuviossa 3.1 havainnollistetaan MIC-menetelméé ja kiekkoherkkyysmenetelméa. Ku-
vion esimerkissa nékyy kahden erilaisen organismin herkkyysmaéritykset molemmilla
menetelmilla samalle antibiootille. Herk&n organismin eli A-organismin MIC-arvo on 8
pg/ml, koska tdssé pitoisuudessa mikro-organismi ei endd kasva. Vastaava kiekkoherk-
kyystesti nayttad estorenkaan kiekolla. Alemmassa eli B-ndytteessa resistentti mikro-
organismi kasvaa kaikilla antibioottikonsentraatioilla. Organismin MIC-arvo on siis

suurempi kuin 16 pg/ml ja kiekolla ei ndy lainkaan estorengasta. (Washington 2016.)

MIC-menetelma Kiekkoherkkyysmenetelma
Herkka I \ | l |
organismi :
4
Resistentti
organismi
4 8

10 mikrogrammaa
antibioottia kiekolla

Antibioottikonsentraatio mikrog/ml
KUVIO 3.1. MIC-menetelman ja kiekkoherkkyysmenetelman vertailua (mukaillen Wa-
shington 2016)

Laimennosmenetelmaa kaytetddn mikrobilddkeherkkyysmaaritysten vertailu- eli refe-
renssimenetelménd. Menetelmd on tasmallinen, mutta tyolas ja hidas. 2000-luvulla
yleistyneet MIC-automaatiolaitteet, kuten VITEK®2 ovat kuitenkin paljon lisanneet
laimennosmenetelmien kayttokelpoisuutta ja nopeutta laboratoriodiagnostiikassa. Kasit-
telemme VITEK® 2 -automaatiota tarkemmin luvussa viisi. (FiRe 2012, 19; MIC tes-
ting ohjekirja; Carlson & Koskela 2011, 44.)
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MIC-arvo voidaan madrittdd myos yksinkertaisella E-testilla eli Epsilon-testilla. E-testi
on kaupallinen, ohut paperiliuska, johon on valmiiksi laitettu nouseva pitoisuusgradient-
ti tiettyd mikrobil&ékettd. E-testiliuska asetetaan agarmaljalle, johon on ensin laitettu
bakteerisuspensio. Inkuboinnin jalkeen liuskan ympérille on muodostunut ellipsian
muotoinen estovyohykealue, jossa bakteeri ei kasva. Liuskassa olevan mitta-asteikon
avulla ndhdaan suoraan MIC-arvo estovyodhykkeen ja liuskan leikkauspisteessa. (Carl-
son & Koskela 2011, 44; FiRe 2012, 19.)

3.3 Antibiootit

Antibiootilla tarkoitetaan eldvien mikrobien tuottamaa, toisia mikrobeja tuhoavaa tai
niiden kasvua estdvaa ainetta. Tiukan maaritelmén mukaan synteettisesti valmistetut
ld&keaineet eivat ole antibiootteja, mutta antibiootti-nimitys on vakiintunut kansankie-
lell& tarkoittamaan my0s nditd valmisteita. Termi mikrobildéke on tdsmallisempi. Mik-
robildékkeisiin kuuluvat seka luonnosta saatavat yhdisteet ettd synteettisesti valmistetut

ld&keaineet. (Huupponen 2014c, 916.)

Antibiootit ovat mikrobil&dadkkeitd, joita kdytetddn bakteeri-infektioiden hoitoon. Mikro-
biladkkeisiin kuuluvat bakteeriladkkeiden lisaksi virus-, sieni- ja alkueldininfektioiden
hoitoon kaytettavat ladkkeet. Mikrobiladkkeiden kaytto alkoi 1930-luvulla sulfavalmis-
teilla. Penisilliini keksittiin 1940-luvulla ja sen jalkeen uusia mikrobiladkkeitd on synte-
tisoitu jatkuvasti. Mikrobiladkkeita kaytetadn nykyisin erittain laajalti ja ne ovatkin
avohoidon kéytetyin ladkeryhma. Antibiootteja kéytetddn paljon myos turhaan ja tama
on osaltaan aiheuttanut resistenttien bakteerikantojen lisadntymisen. (Huupponen 2014c,
916; Lumio 2015.)

Bakteereita vastaan tehoavat mikrobildékkeet voidaan jakaa bakterisidisiin ja bakterio-
staattisiin ladkkeisiin. Bakterisidisten ladkkeiden toiminta perustuu niille herkkien bak-
teerien tappamiseen, kun taas bakteriostaattiset valmisteet estavat bakteerien kasvun ja
lisd&ntymisen. Ladkkeen pitoisuuden suureneminen voi muuttaa erdat bakteriostaattiset
valmisteet bakteriosidisiksi. Bakteeriladkkeet voidaan jaotella myds sen perusteella,
miten laajaan joukkoon erityyppisia bakteereita ne tehoavat. Tallin puhutaan laajakir-
joisista ja kapeakirjoisista valmisteista. Bakteeriladkkeet voidaan jaotella myds niiden

vaikutusmekanismien mukaan. Tarkeimmat ladkkeiden vaikutusmekanismit ovat bak-
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teerien seindman rakenteeseen vaikuttaminen, bakteerien proteiinisynteesin esto ja bak-

teerien nukleiinihappoaineenvaihduntaan vaikuttaminen. (Huupponen 2014a, 916-918.)

B-laktaamiantibiootit ovat suurin mikrobildédkeryhmé ja ne kuuluvat bakteerien seiné-
main rakenteeseen vaikuttaviin lddkeaineisiin. Ne rakentuvat B-laktaamirenkaasta, siihen
liittyvasta toisesta rengasrakenteesta seka sivuketjuista. Kaikilla ryhmén antibiooteilla
on samankaltainen, bakterisidinen vaikutusmekanismi. Sopivissa oloissa bakteerit ha-
joavat B-laktaamivaikutuksen seurauksena. B-laktaamiantibiootteihin kuuluvat penisil-

liinit, kefalosporiinit, monobaktaamit ja karbapeneemit. (Huupponen 2014b, 925.)

Bakteerien proteiinisynteesia estaviin la&keaineisiin kuuluvat makrolidit, tetrasykliinit,
aminoglykosidit ja linkosamidit. Nukleiinihappoaineenvaihduntaan vaikuttavia ladkeai-
neita ovat sulfonamidit ja trimetopriimi, kinolonit, linetsolidi, fusidiinihappo, kloram-
fenikoli, daptomysiini, metronidatsoli ja fidaksomisiini. Glykopeptidiantibiootteihin
kuuluvat vankomysiini ja teikoplaniini, jotka ovat bakteerien seindmén rakenteeseen
vaikuttavia laékeaineita. (Pelkonen ym. 2014, 923-924)

Bakteereiden luonnollinen resistenssi on kullekin bakteerisuvulle tai -lajille tyypillinen
ominaisuus. Hankittu resistenssi tarkoittaa ilmiotd, jossa ladkeaineelle aiemmin herkat
kannat muuntuvat resistenteiksi eli vastustuskykyisiksi. Resistenssimekanismeja on
monenlaisia. Tarkein niistd on mikrobildékkeita tuhoavien entsyymien tuotto. Esimer-
kiksi  erdiden bakteerien tuottamat [-laktamaasientsyymit inaktivoivat j-
laktaamiantibiootin. Muita hankitun resistenssin mekanismeja ovat bakteeriladkkeen
vaikutuskohdan muuntuminen, vaihtoehtoisen aineenvaihduntareitin kaytté seké laake-
vaikutuksen kohteena olevan entsyymin tuotannon raju kiihtyminen. Bakteerien seiné-
man rakenne voi myos olla sellainen, ettd ladke ei pysty sita l&pdisemaan. (Huupponen
2014d, 919-920.)

Viime vuosina antibioottiresistenssi on lisaantynyt ja monipuolistunut nopeasti. Antibi-
oottiresistenssi liséa sairastavuutta, kuolleisuutta ja terveydenhuollon kustannuksia. An-
tibioottiresistenssistd onkin muodostunut yksi l&&ketieteen vakavampia uhkia. (Evira
2016.)
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4 TYOSSAMME ESIINTYVAT BAKTEERILAJIT

Bakteerit ovat tumattomia, yksisoluisia ja mikroskooppisen pienida organismeja.
Useimmat bakteerit ovat kooltaan 0,1 - 50 mikrometriin. Bakteereilla ei ole tumaa, vaan
perintdaines eli DNA, on solulimassa nukleoidina. Bakteerit ovat suotuisissa oloissa
erittdin nopeita lisddntymaan ja ne ovat myos nopeita sopeutumaan muuttuneisiin elin-
oloihin. Bakteereilla, jotka voivat aiheuttaa sairauksia, on kyky tarttua kohteeseen, esi-
merkiksi limakalvoille tarttumakarvojen eli fimbrioiden valitykselld. Useat bakteerit
pystyvat myos liikkkumaan ymparistdssadn niiden pinnassa olevien flagelloiden tai liu-
kumisen avulla. Useimmat bakteerit eivét ole patogeenisid, vaan ovat osa ihmisen luon-
nollista mikrobistoa eli normaaliflooraa, joka on ihmiselle yleensa haitatonta. Normaali-
flooraa esiintyy ihmisilla esimerkiksi iholla, suolistossa ja limakalvoilla. (Vaara, Skur-
nik & Sarvas 2010, 14; Solunetti 2006.)

Bakteerit voidaan tunnistaa monella tapaa, kuten esimerkiksi niiden morfologian, gram-
varjaytyvyyden tai aineenvaihdunnan perusteella. Yleisimmat bakteerisolun muodot
ovat pallomainen kokki (coccus) ja sauvamainen basilli (bacillus). Bakteerisoluilla on
my06s oma tyypillinen ryhmittdytymisensa. Esimerkiksi kokit voivat esiintyéd pareittain
(diplokokit), neljan solun nelibmaisend ryhmané, kahdeksan solun kuutiomaisena ryh-
mana (Sarcina), ketjuina (streptokokit) tai rykelmina (stafylokokit). (Niemi 2003-2006.)

Bakteerit jaetaan soluseindn rakenteen mukaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin
lajeihin. Gramnegatiivisilla bakteereilla on soluseindssédén plasmamembraanin ja ohuen
peptidoglykaanikerroksen ulkopuolella lisdksi biologinen kalvo eli ulkomembraani.
Ulkomembraani on lipidi-kaksoiskalvo, jonka tarkein tehtédva on suojata bakteeria ulkoa
tulevilta haitallisilta aineilta. Ulkomembraani tekee gramnegatiiviset bakteerit resisten-
tiksi monille grampositiivisiin bakteereihin vaikuttaville mikrobilaakkeille. Gramposi-
tiivisilla bakteereilla ei ole ulkomembraania, mutta niilla on plasmamembraani ja pak-
sumpi peptidoglykaanikerros. Sen vuoksi grampositiiviset bakteerit ovat herkkia lysot-
syymille ja penisilliinille. Bakteerien soluseindn rakenne saadaan selville gram-
varjayksessd, jossa grampositiiviset bakteerit varjaytyvét sinivioleteiksi ja gramnegatii-

viset punertaviksi. (Vaara ym. 2010, 21.)
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Bakteerit voidaan jaotella my6s niiden metabolian eli aineenvaihdunnan mukaan. Aero-
biset bakteerit kayttavat aineenvaihdunnassaan happea, joten happi on niiden toiminnal-
le valttamé&ton. Anaerobiset bakteerit puolestaan eivét siedd happea lainkaan. Fakultatii-
visiksi anaerobeiksi kutsutaan bakteereja, jotka pystyvét elamaan sekd hapellisissa etta
hapettomissa olosuhteissa. Suurin osa veriviljelyn 10yddksistd on aerobisia tai fakulta-
tiivisesti anaerobisia bakteereja, jotka sietdvéat hapellisia olosuhteita. Tydmme tutkitta-
vat bakteerit rajautuvatkin naihin osa-alueisiin. (Vaara ym. 2010, 35.)

4.1 Gramnegatiiviset sauvat

Tydssamme positiivisina 10ydoksind esiintyvid gramnegatiivisia sauvabakteereita ovat
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter koseri, Klebsiella oxytoca ja Raoul-
tella ornithinolytica. N&ma kaikki bakteerit kuuluvat laajaan gramnegatiivisten sauva-
bakteerien Enterobacteriaceae-heimoon. Niitd kutsutaan yleisesti enterobakteereiksi,
silld useimpien naiden bakteerien luonnollinen elinympéristd on ihmisten ja eldinten
suolisto. Ne voivat elad my6s maaperassd, jatevesissa ja luonnonvesissd. Enterobaktee-
rit ovat fakultatiivisesti anaerobeja ja oksidaasi-negatiivisia bakteereja, jotka kayttavéat
glukoosia ravinnokseen. Monet enterobakteerikannat voidaan tyypittad niiden O-, H- ja
K-antigeenien mukaan. O-antigeeni on bakteerin solun ulkopinnan osa, H-antigeenin
omaavilla bakteereilla on flagelloja ja K-antigeenin omaavilla on polysakkaridikapseli.
Useimmat enterobakteerikannat ovat opportunistisia taudinaiheuttajia, jotka eivat nor-
maalisti ole taudinaiheuttajia, mutta voivat muuttua patogeenisiksi isantdelimiston puo-
lustuskyvyttomyyden takia ja pééstessaan suoliston ulkopuolelle. Ne voivat aiheuttaa
muun muassa virtsatie-, keuhko- ja leikkaushaavainfektioita seka sepsista. (Siitonen &
Vaara 2010, 177; Terveyskirjasto 2015. Walker ym. 2007, 503-504.)

Gramnegatiivisten bakteerien soluseinan kahden lipidikalvon ulompi lipidikalvo muo-
dostuu lipopolysakkaridikerroksesta, joka haittaa mikrobildédkkeen pédsemista solun
siséan. Tehokkaan ulkomembraaninsa takia enterobakteerit ovat luonnostaan resistentte-
ja monille antibiooteille ja my6s hankittu resistenssi on yleistd. Tama vaikeuttaa mikro-
bild&kehoitoa ja uusien mikrobilddkkeiden kehittdmistd gramnegatiivisten sauvabaktee-
rien aiheuttamien infektioiden hoitoon. (Fire 2012, 34; Siitonen & Vaara 2010, 177.)
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Osalla Enterobacteriaceae-heimon bakteerikannoista esiintyy ESBL (extended-spectrum
B-lactamases) -geenejd, jolloin bakteeri tuottaa laajakirjoisia [3-laktamaaseja. [-
laktamaasit ovat entsyymeja, jotka voivat hajottaa B-laktaamirenkaan omaavia mikrobi-
la&kkeitd, kuten penisilliingjé ja siten aiheuttaa bakteerin resistenssin kyseisid mikrobi-
la&kkeita kohtaan. ESBL:t pystyvit lisaksi hajottamaan kefalosporiineja (esimerkiksi
keftriaksoni) ja monobaktaameja (atstreonaami). ESBL:&4 tuottavat bakteerikannat ovat
yleensa resistenttejd myds fluorokinoloneille, aminoglykosideille, trimetopriimille, ja
tetrasykliineille. Karbapeneemeja (imipeneemi, meropeneemi, ertapeneemi) pidetdédn
viimeisena ladkeryhména, joka on laajasti séilyttanyt tehonsa gramnegatiivisia bakteere-
ja kohtaan, mutta resistenttiys karbapeneemejé kohtaan on huolestuttavasti yleistynyt
maailmalla. Suomessa ei ole toistaiseksi tavattu kuin yksittdisia karbapenemaasia tuot-

tavia E. coli-, Klebsiella spp.- ja Enterobacter cloacae -kantoja. (Fire 2012, 41)

4.1.1 Escherichia coli

Escherichia colin normaali elinympéristd on ihmisten ja eldinten suolisto ja se kuuluu-
kin suoliston hyodylliseen normaaliflooraan. E.coli -bakteereihin kuuluu useita erilaisia
kantoja, joista 0sa on patogeenisia. Baktereemisia ja invasiivisia infektioita aiheuttavilla
E. coleilla on pinnallaan polysakkaridikapseli, eli K-antigeeni, kun taas suolistoinfekti-
oita aiheuttavilta koleilta kyseinen antigeeni yleensa puuttuu. Useimmat E.colit pystyvat
litkkumaan flagellojen ja kiinnittymaan fimbrioiden avulla erilaisiin pintoihin ja kudok-
siin. E.coli pystyy aiheuttamaan infektioita padstessain parenteraalitilaan limakalvojen
vastustuskyvyn heikennyttya tai jonkin vamman kautta. E. colit aiheuttavat 90 % virtsa-
tieinfektioista, jotka ovat usein perdisin omasta suoliston ja valilihan normaalifloorasta.
E. coli on usein mukana myos erityisesti suoliston alueen kirurgisissa infektioissa ja on
yleisin sepsiksen aiheuttaja. Vastasyntyneilld E. coli voi aiheuttaa vakavan septisen
yleisinfektion, johon liittyy usein aivokalvontulehdus. Vastasyntynyt voi saada tartun-
nan didin synnytyskanavasta. Osa E. coli kannoista, esimerkiksi enterohemorragiset
(EHEC) —kannat, voivat aiheuttaa suolistoinfektioita elintarvikkeiden valityksella. (Sii-
tonen & Vaara 2010, 177-179.)

E. coli on luonnostaan herkk& gramnegatiivisiin bakteereihin tehoaville mikrobil&&k-
keille, mutta moniresistenssiys on yleista sairaalassa, missé kéaytetddn paljon bakteeri-

la&kkeitd. E. colin resistenttiys kefalosporiineja kohtaan on lisdantynyt ja myds
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ESBL:&& tuottavien kantojen osuus on ollut kasvussa. Herkkyysméaritys on yleensa
tarpeen, varsinkin septisissé infektioissa, joissa on tarkeda saada nopeasti varmasti te-
hoava ladke potilaalle. (Siitonen & Vaara 2010, 177-179.)

4.1.2 Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae on fakultatiivisesti anaerobinen, flagellojen avulla liikkuva,
gramnegatiivinen sauvabakteeri. Se kuuluu useimpien ihmisten normaaliflooraan ja sita
esiintyy myos ympéristssd, kuten jatevesissé ja saastuneessa maaperassa. Se ei ole ih-
misen ensisijainen taudinaiheuttajabakteeri, eikd yleensa aiheuta infektioita perusterveil-
I& ihmisilla. Se on kuitenkin yksi merkittava sairaalainfektioiden aiheuttaja, erityisesti
huonokuntoisilla potilailla. E. cloacae voi aiheuttaa tai olla osana erilaisia infektioita,
kuten bakteremiaa, endokardiittia, iho- ja pehmytkudosinfektioita sek& hengitys- ja virt-
satietulehduksia. (National Center for Biotechnology Information (NCBI) 1998; Nano-
logix 2015; Tissari & Anttila 2010, 197.)

E. cloacae bakteerit ovat useimmiten resistentteja ampisilliineille ja ensimmaisen pol-
ven kefalosporiineille, silld ne tuottavat B-laktamaasientsyymid. E. cloacae kehittda
my0s helposti resistenssia kolmannen polven kefalosporiineille, varsinkin jos hoidossa
kaytetdan laajakirjoista kefalosporiinia. E. cloacae -kannat ovat kuitenkin pysyneet
Suomessa vield suhteellisen herkkina tarkeimmille kaytetyille mikrobiladkkeille. Resis-
tenssitilanne vaihtelee alueittain ja sairaaloittain, joten on tarke&é tehda herkkyysmaari-
tys oikean hoidon takaamiseksi. (Tissari & Anttila 2010, 198; Fire 2012, 10-11.)

4.1.3 Citrobacter koseri

Citrobacter koseri kuuluu Citrobacter-lajeihin. Se on fakultatiivisesti anaerobinen, fla-
gellojen avulla liikkuva bakteeri. C. koseria esiintyy vesistdissa, maaperassd, ruoassa ja
ihmisten ja eléinten suolistoissa. C. koserin aiheuttamia infektioita esiintyy yleensé sai-
raalapotilailla, mutta ne voivat olla myds sairaalan ulkopuolelta hankittuja. C. koserin
on havaittu aiheuttavan erityisesti vastasyntyneilla sepsista ja vakavaa meningiittid, jo-
hon saattaa liittyd nekrotisoivaa enkefaliittid- ja aivopaiseita. Citrobacter-lajit voivat

opportunisteina aiheuttaa myds monia muita infektioita sairaalapotilailla, kuten virtsa-,
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hengitystie- ja leikkaushaavainfektioita, seké sepsista. Yleisesti Citrobacter-lajien arvi-
oidaan aiheuttavan noin 3-6 % kaikista Enterobacteriaceae-heimon sairaalainfektioista.
(Wang & Chang 2010-2014.)

C. koseri on suhteellisen herkk& gramnegatiivisten sauvojen mikrobilaakkeille, lukuun-
ottamatta ampisilliinid. Parhaiten tehoavia mikrobiladkkeitd ovat aminoglykosidit (gen-
tamysiini, netilmysiini ja amikasiini), fluorokinolonit (levofloksasiini ja siprofloksasii-
ni) ja karbapeneemit (ertapeneemi, imipeneemi ja meropeneemi). (Wang & Chang
2010-2014.)

4.1.4 Klebsiella oxytoca ja Raoultella ornithinolytica

Klebsiella-suvun bakteerit ovat liikkumattomia, fakultatiivisesti anaerobisia bakteereja,
joiden solun pinnalla on ndkyva polysakkaridikapseli. Polysakkaridikapseli suojaa kleb-
sielloja monia isdnnan puolustusmekanismeja vastaan, milld on vaikutusta bakteerin
virulenssille. Kaikista virulentimpia ovat kapselityypit K1 ja K2. Yleisimpia infektioita
aiheuttavia Klebsiella-lajeja ovat K. pneumoniae ja K. oxytoca. Ne kuuluvat ihmisen
suoliston ja nendnielun normaaliflooraan, mutta séilyvat hengissa erilaisissa ymparis-
toissd, kuten hoitohenkilokunnan kasissd, pesualtaissa ja hengityskoneissa, seka ruoas-
sa, maaperassa ja vedessa. Tyypillisimpia klebsiellojen aiheuttamia infektioita ovat virt-
satieinfektiot, sairaalaperdiset keuhkokuumeet ja sepsikset. Yleisimmin infektiokanta on
l&htoisin potilaan suolistosta, mutta tartuntareitteja on useita. K. oxytoca -kantojen han-
Kittu resistenssi on melko harvinaista, mutta ne ovat luonnostaan resistentteja ampisillii-
nille. My6ds ESBL-kannat ovat vielda melko harvinaisia. (Tissari & Anttila 2010, 196;
FiRe 2012, 38; Paterson, Siu & Chang 2010-2014.)

Raoultella ornithinolytica on ennen kuulunut Klebsiella-lajeihin, mutta raoultellat ehdo-
tettiin kuuluvan omaan sukuunsa vuonna 2001. R. ornithinolytica on melko harvinainen
opportunistinen taudinaiheuttaja. P&&asiassa se aiheuttaa virtsa- ja hengitystieinfektoita
seké sepsisté sairaalapotilailla. (FiRe 2012, 38.)
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4.2  Grampositiiviset kokit

Tydssamme esiintyvid grampositiivisia kokkeja ovat Staphylococcus aureus, Staphylo-
coccus epidermis, Staphylococcus lugdunensis ja Staphylococcus hominis, jotka kuulu-
vat Staphylococcus-sukuun eli stafylokokkeihin. Positiivisena 10ydoksend naytteissa
esiintyi myos yksi enterokokkilaji Enterococcus faecium. Stafylokokit voidaan jakaa
koagulaasinegatiivisiin ja -positiivisiin lajeihin, joista S. aureus on ainoa koagulaasipo-
sitiivinen ihmisen stafylokokkilaji. Muut stafylokokit kuuluvat koagulaasinegatiivisiin
stafylokokkeihin. Koagulaasitesti perustuu S. aureuksen kykyyn aiheuttaa plasman hyy-
tyminen bakteerin tuottaman koagulaasientsyymin avulla. (Vuopio-Varkila, Kuusela &
Kotilainen 2010, 83.)

4.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on fakultatiivisesti anaerobinen, liikkumaton, yleensa pareittain
tai rykelmissa esiintyva kokkibakteeri. Sen pesdakkeet ovat tyypillisesti kellertavid, mut-
ta ne voivat olla myos valkoisia tai varittomia. S. aureus sietdd hyvin erilaisia olosuhtei-
ta ja kasvaa helposti tavallisella elatusaineella. Erityistd huomiota vaativat kuitenkin S.
aureuksen pienipesakkeiset ns. SCV-variantit, joita voi olla vaikea havaita bakteerivilje-
lymaljalla. (Turnidge ym. 2008; Vuopio-Varkila ym. 2010, 83.)

S. aureus on merkittdvimpia taudinaiheuttajabakteereita, aiheuttaen infektioita seké pe-
rusterveille ettd huonokuntoisille sairaalapotilaille. Se on tarkein méarkaisten ihoinfekti-
oiden aiheuttaja. Sité esiintyy ajoittain yleisesti ihmisten nendssd, nenanielussa ja iholla,
harvemmin eméttimessd tai perdsuolen alueella. Infektion aiheuttava S. aureus on
useimmiten peréisin potilaan omasta mikrobistosta, mutta se voi levitd myos ihmisesta
toiseen kosketus- ja aerosolitartuntana. Yleisimpia S. aureuksen aiheuttamia infektioita
ovat markaiset iho- ja pehmytkudosinfektiot, infektiot leikkaushaavoissa, luussa ja nive-
lissd, sek& vakavat yleisinfektiot, kuten sepsis ja endokardiitti. S. aureuksen aiheuttama
bakteremia on jatkuvasti lisdéntynyt ja yleinen tauti. Se saa alkunsa yleensa jonkin pai-
kallisen infektion, kuten haavan, selluliitin tai keuhkokuumeen seurauksena. Bakteremi-
aa voi seurata liséksi vakava septinen sokki ja metastaattisten infektiopesakkeiden muo-

dostuminen sis&elimiin. S. aureus on yleinen sairaalainfektioiden aiheuttaja, ja varsinkin
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moniresistentit S. aureus -kannat ovat jatkuvasti yleistyneet. (Vuopio-Varkila ym. 2010,
83, 86-87; FiRe 2012, 46.)

S. aureuksella on paljon erilaisia taudinaiheuttamiskykyyn vaikuttavia tekijoita, kuten
sen ymparistoonsa tuottamat erilaiset toksiinit ja pintaproteiinit. Stafylokokkien solusei-
nassé on useita kerroksia siséaltavé peptidoglykaanikerros, johon monet bakteerin pinta-
proteiinit sitoutuvat. Pintaproteiinien avulla se pystyy muun muassa tarttumaan elimis-
ton rakenteiden pintaan, hajottamaan puna- ja muita eukaryoottisoluja hemolysiiniprote-
iinien avulla ja estdmaén spesifisid vasta-aineita paadsemasta bakteerin sisdan ja peitta-
maadn bakteerin rakenteita elimiston puolustusreaktioilta proteiini A:n avulla. S. aureus
voi my0s suojautua elimiston puolustusjérjestelméltd ja fagosytoosilta muodostamalla
ympdrilleen polysakkaridikapselin, joita on 11 eri serotyyppid. S. aureuksen tuottamat
eksotoksiinit ovat superantigeenejd, jotka pystyvat aktivoimaan laajan immuunivasteen
kiinnittymalld suoraan T-solun reseptoriin. TSST-1 (Toxic Shock Syndrome Toxin) on
S. aureuksen eksotoksiini, joka voi aiheuttaa toksisen sokkioireyhtyman. S. aureuksen
tuottamat enterotoksiinit puolestaan aiheuttavat ruokamyrkytyksid, joihin ei auta ruoan
kuumennus, silld enterotoksiinit ovat lamporesistenttejd. (Harrison 2007, 369-370;
Vuopio-Varkila ym. 2010, 84-86.)

S. aureus on kehittanyt resistenssia lahes kaikkia mikrobiladkeryhmia kohtaan ja se on
nykyéaan 80 %:sti resistentti tavalliselle penisilliinille, sen tuottaman penisilliinia hajot-
tavan entsyymin eli beetalaktamaasin (penisillinaasin) vuoksi. Penisillinaasia tuottaville
kannoille on kehitetty stafylokokkipenisilliinit, kuten kloksasilliini, dikloksasilliini ja
metisilliini, mutta osa S. aureus -kannoista, eli metisilliiniresistentit S. aureukset
(MRSA) ovat resistentteja myos stafylokokkipenisilliineille. MRSA-kantojen resistenssi
johtuu sen mecA -tai mecC-geenistd, jonka avulla soluseinddn muodostuu proteiinia,
johon metisilliini ja muut stafylokokkipenisilliinit eivat sitoudu. Kaikkiin MRSA-
kantoihin tehoavat hyvin kuitenkin glykopeptidiantibiootit, kuten vankomysiini ja tei-
koplaniini, joihin Suomessa ei ole vield havaittu resistenssid. MRSA-esiintyvyys on
lisd&ntynyt paljon sairaaloissa maailmalla ja varsinkin maissa, joissa sen levidmiseen
suhtaudutaan valinpitaméttomasti. MRSA aiheuttaa yleensa sairaalasyntyisié leikkaus-
haava- ja luuinfektioita sekd sepsista. Se ei kuitenkaan eroa taudinkuvaltaan muista her-
kista S. aureuksista, mutta niiden hoito on hankalaa mikrobildakeresistenssin vuoksi ja
ne saattavat sairaalassa levitd nopeasti. MRSA levia4 tavallisesti potilaasta toiseen hoi-

tohenkil6kunnan késien valitykselld, joten tartuntojen ehkaisyssa tarkedd on muun mu-
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assa hyva kasihygienid ja kosketuseristys. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 89-90; FiRe
2012, 46.)

4.2.2 Koagulaasinegatiiviset stafylokokit

Koagulaasinegatiiviset stafylokokit kuuluvat useimpien ihmisten normaaliflooraan ihol-
la ja limakalvoilla. Ne ovat yleisimpiad sairaalasyntyisten bakteremioiden aiheuttajia.
Koagulaasinegatiiviset stafylokokit ovat myods tavallisimpia vaarien positiivisten veri-
viljelytulosten aiheuttajia, koska niité esiintyy runsaasti iholla. Bakteeridiagnoosin tu-
leekin mielelld&n perustua siihen, ettd sama bakteerikanta on eristetty useammasta kuin
yhdestd néytteestd ja kahdesta eri naytteenottokerrasta otetusta nadytteestd. Koagu-
laasinegatiiviset stafylokokit ovat opportunistisia taudinaiheuttajia, joten kliinisen infek-
tion syntyyn tarvitaan lahes aina jokin altistava tekija, kuten ihon tai limakalvon vaurio,
immunosupressio tai vierasesineet. Koagulaasinegatiiviset stafylokokit voidaan erottaa
S. aureuksesta koagulaasireaktion perusteella. Ne esiintyvat maljalla yksittain ja rykel-
missa muodostaen pienid valkoisia pesakkeitd. Ihmiselld on tavattu 15 eri koagu-
laasinegatiivista stafylokokkia, joista merkittdvin on Staphylococcus epidermidis. Se
aiheuttaa yli 80 % sairaalasyntyisistd koagulaasinegatiivisista stafylokokki-infektioista.
Tydssamme positiivisina veriviljelyloydoksind koagulaasinegatiivisista stafylokokeista
esiintyivét Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus lugdunensis ja Staphylococcus
hominis. (Lyytikdinen, Vuopio-Varkila & Kotilainen 2010, 98-99; John Jr. ym. 2010-
2014.)

Suurin osa koagulaasinegatiivisten stafylokokkien aiheuttamista sairaalainfektioista
liittyy vierasesineinfektioihin, joissa ne ovatkin yleisin aiheuttajamikrobiryhma. Taval-
lisimpia bakteremiaan liittyvid vierasesineitd ovat verisuonikatetrit, erityisesti teho-
osastoilla, hematologisilla osastoilla ja vastasyntyneiden teho-osastoilla. Koagu-
laasinegatiiviset stafylokokit infektoivat herkésti vierasesineita kehossa, koska ne pys-
tyvat kiinnittymaén tiukasti vierasesineen pintaan ja erittdmaan ymparilleen glykoka-
lyksikerroksen, joka suojaa bakteeria antibioottien vaikutukselta ja elimiston puolus-
tusmekanismeilta. Koagulaasinegatiivisten stafylokokkien aiheuttamien infektioiden
hoitaminen saattaakin olla hankalaa, ja yleensa vierasesine joudutaan poistamaan eten-
kin tekol&ppa- ja tekonivelinfektioissa. (Lyytikainen ym. 2010, 99-101.)
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Koagulaasinegatiiviset stafylokokit ovat yksi resistenteimmistd sairaalainfektioiden ai-
heuttajista ja nykyéaan yli puolet niista on metisilliiniresistentteja (MRSE). Metisilliini-
resistenttiys perustuu samaan mecA-geenin mekanismiin kuin S. aureuksella. Liséksi
sairaalainfektioita aiheuttavat kannat ovat resistentteja myds useille muille mikrobilaak-
keille, kuten erytromysiinille, klindamysiinille, trimetopriimille, aminoglykosideille,
fluorokinoloneille, rifampisiinille ja fusidiinihapolle. Varmimmin tehoavat mikrobi-
la&kkeet koagulaasinegatiivisille stafylokokeille ovat vankomysiini ja teikoplaniini, joi-
hin resistenttiys on vield harvinaista. (Lyytikdinen ym. 2010, 99,101; Veriviljelypositii-

viset sairaalainfektiot 2007.)

4.2.3 Enterococcus faecium

Enterococcus faecium kuuluu Enterococcus-sukuun eli enterokokkeihin. Se on fakulta-
tilvisesti anaerobinen, grampositiivinen kokkibakteeri, joka muistuttaa morfologialtaan
streptokokkia. Se on kasvuvaatimuksiltaan hyvin vaatimaton ja sietdd hyvin erilaisia
olosuhteita, kuten laajoja lampdtilan vaihteluita, korkeaa pH:ta ja suolaista ymparistoa.
E. faecium kuuluu ihmisen ja el&inten suoliston normaaliflooraan, mutta sité voi esiintya
my0s virtsa- ja genitaalialueella, erityisesti vélilihassa, seka jonkin verran suussa ja
iholla. E. faecalis ja E. faecium ovat yleisimmat infektioita aiheuttavat enterokokkilajit.
(Fire 2012, 49; Zervos 2010; Rantakokko-Jalava 2010, 126.)

Enterokokit ovat tyypillisi& opportunistisia taudinaiheuttajia. Ne aiheuttavat infektioita
yleensa vain elimistdon immuunipuolustuksen heiketessd, vasta kun ne ovat ohittaneet
elimistdn luonnolliset estemekanismit tai kun mikrobilddkehoito on vahentényt kilpaile-
vien bakteerien mééraa. Infektio on yleensa myds lahtdisin potilaan omasta mikrobistos-
ta. Yleisimpia niiden aiheuttamia infektioita ovat virtsatieinfektiot, joihin liittyy katetri-
saatio tai muu toimenpide. Enterokokit voivat aiheuttaa myos bakteremiaa ja baktere-
miaendokardiitteja, seka esiintyd muiden bakteerien lisané vatsan ja lantion alueen abs-
kesseissa sekd haavoissa. (Rantakokko-Jalava 2010, 126; FiRe 2012, 49.)

Vaikka enterokokit ovat taudinaiheuttajakyvyiltdén suhteellisen heikkoja, ne menesty-
vat sairaaloissa hyvin, koska ne ovat jo luontaisesti resistenttejd monille antibiooteille.
Ne ovat myos hanakoita hankkimaan resistenssin muuntelemalla solusein&n proteiine-

jaan entista resistentimmiksi, mik& on tyypillista erityisesti E. faeciumille. Beetalak-
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taamiantibiootit tehoavat heikosti E. faeciumiin, joka sietdd melko suuria penisilliinipi-
toisuuksia ja on jopa 80 %:sti resistentti ampisilliinille. Myods vakavien infektioiden
hoitoon kaytetyt kefalosporiinit ovat tehottomia ja resistenttiys fluorokinoloneille ja
nitrofurantoiinille on vyleistd. Vankomysiini on tdrkein vakavien E. faecium -
infektioiden hoitoon kéytettdva antibiootti. Vankomysiinille resistentit enterokokit
(VRE) ovat kuitenkin lisd&ntyneet 1990-luvulta l&htien ja suurin osa niista on E. fae-
ciumia. Uudet mikrobiladkkeet linetsolidi ja tigesykliini tehoavat kuitenkin viela VRE-
kantoihin. (Rantakokko-Jalava 2010, 127; FiRe 2012, 49.)
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5 VITEK®2-AUTOMAATTI

BioMérieux’n VITEK® 2 on mikrobien lajitunnistukseen ja herkkyysmaaritysten teke-
miseen Kkehitetty automaatti. Herkkyysmaéaritys perustuu mikrobikasvun turbidimetri-
seen mittaamiseen fotometrin avulla (Marsik 2015, 293). VITEK® 2 -analysaattoria voi-
daan kayttdd gramnegatiivisten ja grampositiivisten bakteerien tunnistamiseen, hiivojen

tunnistamiseen seka herkkyysmaaritysten tekoon. (BioMérieux 2015a; Pincus 2006, 1.)

Alun perin VITEK®-laitteet suunniteltiin avaruustutkimuksen kayttéon 1970-luvulla.
Niilla oli tarkoitus tutkia muiden planeettojen elaméa avaruusaluksista kasin. Alkupe-
raisen tarkoituksen vuoksi laitteet ovatkin melko pienikokoisia ja erittdin automatisoitu-
ja analyysilaitteita. Herkkyysmaarityskortit ovat suunnilleen luottokortin kokoisia ja ne

siséltavat eri mikrobilédakkeiden laimennossarjat mikrolitratasolla. (Marsik 2015, 295.)

VITEK® 2 (kuva 5.1) on kehitetympi ja automatisoidumpi versio alkuperaisesta VI-
TEK® 1 -laitteesta. VITEK® 2 -analysaattoria on saatavilla kolmessa muodossa (VI-
TEK® 2 compact, VITEK® 2 ja VITEK® 2 XL), jotka eroavat toisistaan sekd automaati-
on asteessa ettd maarityskapasiteetissa. Naista VITEK® 2 ja VITEK® 2 XL soveltuvat
kliinisiin laboratorioihin. VITEK® 2 -laitteeseen mahtuu 60 maarityskorttia ja VITEK® 2
XL -laitteeseen 120 korttia. Laitteisto koostuu tietokoneesta, lukija-inkubaattorista ja

Smart Carrier -asemasta. (BioMérieux 2015a; Pincus 2006, 1.)
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KUVA 5.1. VITEK® 2 -automaatti (Kuva: Katja Stenius 2015)

5.1 Laitteiston osat ja toiminta

VITEK® 2 -laitteisto on integroitu systeemi, joka suorittaa automaattisesti naytteen val-
mistelun, testikorttien tdyton mikrobisuspensiolla ja reaktioiden lukemisen. Laitteisto
koostuu tietokoneesta, Smart Carrier -asemasta sekd varsinaisesta VITEK® 2 -
analysaattorista. Automaatin osat ovat kasetti, kasetin latausasema ja poistoasema, kul-
jetustarjottimet, viivakoodilukija, muistilukija, laimennus- ja pipetointiasema, taytto-
asema, sinetdintiasema, lukija ja inkubaattori, ndytekaruselli, optiikka, kortin poisto-
asema, jatteenkerdys ja kayttoliittymasysteemi. Osien sijoittuminen eri prosessointivai-

heisiin on esitettyna taulukossa 5.1. (BioMérieux 2008, 4-5.)
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TAULUKKO 5.1. VITEK® 2 -laitteen osat ja niiden sijoittuminen eri prosessointivai-

heisiin (BioMérieux 2008, mukaillen)

Komponentti Prosessointivaihe

Kasetti

Testikortin kuljetus

Kasetin lataus- ja poistoasema

Testikortin kuljetus

Tarjottimet (Boats)

Testikortin kuljetus

Viivakoodilukija

Néytteen valmistelu

Muistilukija (Button Memory Reader)

Néytteen valmistelu

Laimennus-/pipetointiasema

Néytteen valmistelu

Tayttbasema

Néytteen valmistelu

Sinetdintiasema

Néytteen valmistelu

Testikorttien inkubaatio ja lukeminen

Testikorttianalyysi

Naytekaruselli

Testikorttianalyysi

Optiikka

Testikorttianalyysi

Kortin poisto

Testikortin kuljetus

Jéatteenkerdysasema

Testikortin kuljetus

Kayttajan liittyma

Kaikki prosessin vaiheet

Prosessi alkaa Smart Carrier -asemalta (Smart Carrier Station eli SCS). SCS on tietoko-

ne, joka keraa tietoa testikorteista seka naytteista ja siirtad tiedot VITEK® 2 -laitteelle.

Testikorttien kuljetuksessa kasetti on tarkein osa (kuva 5.2). Yhteen kasettiin mahtuu 15

korttia ja niiden suspensioputket. Kasetissa on siru, jonka avulla tieto Smart Carrier -

asemalta siirtyy VITEK® 2 -laitteelle. (BioMérieux 2008, 2-6 — 4-6.)

Kasetit voidaan ladata laitteeseen, kun kasetin lataus- ja poistoasemalla palaa vihred

merkkivalo. Kasetit kulkeutuvat automaattisesti tarjottimien avulla laitteen eri proses-

sointiasemille. Viivakoodinlukuasemalla luetaan kortin viivakoodit, joista selviad kortin

tyyppi, viimeinen kayttopaiva sekd eranumero. Muistilukija lukee kasetin sirun, johon

on SCS:lla talletettu korttien ja naytteiden tiedot. (BioMérieux 2008, 4-7 — 4-10.)
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4-..' -

KUVA 5.2. Ndytekasetti Smart Carrier -asemalla (Kuva: Katja Stenius 2015)

Laitteen pipetointiasemalla mikrobisuspensiot laimennetaan sopiviksi antibioottiherk-
kyysmadrityskortteja varten. Laitteen tekemd automaattinen laimennus nopeuttaa ana-
lysointia huomattavasti, kuten myo6s se, ettd herkkyysmaaritys voidaan tehdd samasta
naytteestd kuin mikrobintunnistus. (BioMérieux 2008, 4-11.)

Tayttoasemalla testikortit tdytetddn mikrobisuspensiolla. Taytté tapahtuu vakuumikam-
mion ja pumpun avulla. Suspensio kulkeutuu alipaineen avulla tayttoputken eli pienen
pillin kautta testikortin kanaviin ja tdyttda testikaivot. Sinetdintiasema on viimeinen
vaihe ndytteen kasittelyssa. Asemalla kortin tayttoputki katkaistaan kuuman metallilan-
gan avulla. Kuumuus sulattaa muovipillin, irrottaa sen ja sinetdi mikrobisuspension kor-
tin sisélle. (BioMérieux 2008, 4-13 — 4-14.)

Kun testikortit on sinetdity, ne ovat valmiina inkuboitavaksi ja reaktion lukemiseen.
Kortit kuljetetaan nédytekaruselliin, jossa kortteja inkuboidaan 35,5 °C lampétilassa.
Karusellin pyo6riessé kukin testikortti kulkeutuu lukuasemalle 15 minuutin vélein. Lu-
kemisen jalkeen kortin inkubointi jatkuu. (BioMérieux 2008, 4-14 — 4-15.)

VITEK® 2 -laitteen tunnistus ja herkkyysmaritys perustuu siihen, etta organismin kas-
vua ja aktiivisuutta monitoroidaan jatkuvasti testikorttien kaivoissa. Tdmén monitoroin-

nin suorittaa optinen systeemi. Transmittanssioptiikka kayttaa nakyvaa valoa suoraan
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organismin kasvun mittaamiseen. Transmittoituneen valon maaré mitataan alussa ennen
kuin kasvua on tapahtunut ja sen jalkeen 15 minuutin valiajoin. Kasvun mé&ard on ver-
rannollinen siihen, kuinka paljon kaivon lavitse estyy pd&semasta valoa. Optinen sys-
teemi koostuu valoa emittoivista diodeista (LED) seka valodetektorista. LEDit tuottavat
valoa, jolla on sopiva aallonpituus ja valodetektori ottaa kiinni transmittoituneen valon.
(BioMérieux 2008, 4-16.)

5.2 Mikrobien tunnistus VITEK® 2 -automaatilla

VITEK® 2 -laitteen mikrobintunnistus perustuu biokemiallisiin reaktioihin, joiden tu-
loksia verrataan laitteiston tietokannassa oleviin tietoihin mikrobien ominaisuuksista ja
tyypillisisté reaktioista (Lehman 2015, 192). Kaikki mikrobien tunnistuksessa tarvitta-
vat reagenssit ovat valmiina VITEK® 2 -reagenssikorteilla. Korteissa on 64 reagenssi-
kaivoa, joissa jokaisessa on yksittainen testisubstraatti. Substraatit mittaavat mikrobien
metaboliaan liittyvia toimintoja, kuten hapettumista, alkalinisaatiota, entsyymihydrolyy-
sid tai kasvua inhibiittoreiden kanssa. Kortin kaivojen molemmilla puolilla on optisesti
kirkas kalvo, joka sekd pé&é&stéda sopivan maaran happea reaktiokaivoon ettd suojaa nay-
tereaktiota. Jokaisessa kortissa on pieni putki, jonka kautta tutkittava mikrobisuspensio
siirretddn reagenssikortille. Korteissa on viivakoodit, jotka sisdltavat tietoa kortin tyy-
pistd, erdnumerosta ja viimeisestd kayttopaivasta. Naytteen tiedot yhdistetddn korttiin
joko ennen laitteeseen lataamista tai kortin laitteeseen lataamisen jalkeen. (Pincus 2006,
2-3.)

VITEK® 2 -laitteelle on saatavilla mikrobintunnistukseen viisi erilaista korttiryhmaa.
GN-kortti on tarkoitettu fermentoiville ja ei-fermentoiville gramnegatiivisille basilleille,
GP-kortti grampositiivisille bakteereille, YST-kortti hiivoille ja hiivojen kaltaisille or-
ganismeille, NH-kortti Neisserian, Haemophiluksen, ja muiden gramnegatiivisten bak-
teerien tunnistamiseen sekd ANC-Kortti anaerobisten bakteerien ja korynebakteerien

tunnistamiseen. (BioMérieux 2016c.)

Tutkittavasta ndytteestd valmistetaan suspensio muoviputkessa olevaan suolaliuokseen.
Néaytteeksi valitaan puhdasviljelmaltd sopiva méara pesékkeitd. Mikrobisuspensiolla
pitad olla tietty —McFarland-turbiditeetti, joka mitataan  DensiCHEK™\-
turbiditeettimittarilla. (Pincus 2006, 4.)
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Naytesuspensio siirrostetaan testikorteille VITEK® 2 -laitteessa olevan vakuumilaitteen
sisalla. Naytetelineeseen laitetaan vierekkdin ndytesuspensioputket ja niiden tunnistus-
kortit. Laite kuljettaa ndytetelineen automaattisesti vakuumikammioon, jossa suspensio
kulkeutuu alipaineen avulla siirtoputken kautta testikortin kanaviin ja tayttaa testikaivot.
Kortteja inkuboidaan karuselli-inkubaattorissa ja testireaktiot luetaan 15 minuutin va-
lein. (Pincus 2006, 4-5.)

Optinen systeemi mittaa testikaivojen lapi kulkevan valon transmittanssia. Optiikka
mahdollistaa testireaktioiden tulkitsemisen nakyvén valon eri aallonpituuksilla. Testire-
aktioista mitataan joko turbiditeettia tai substraatin metaboloitumisreaktion vaérillista
tuotetta. Lisaksi laitteistossa on erityisalgoritmit, joiden avulla poistetaan ilmakuplista

johtuvat virheelliset luennat. (Pincus 2006, 6.)

Testireaktioiden tulokset muodostavat raakadatan, jossa jokainen reaktio saa tuloksen
positiivinen (+), negatiivinen (-) tai epavarma (?). Analysaattori vertaa mittaustuloksia
valmistajan tietokantoihin ja ilmoittaa todenndkdisimman nimen mikro-organismille.
Tietokannat on koottu tunnetuista mikro-organismeista, joita on testattu erilaisilla kas-
vualustoilla. Tietokannat on johdettu useista kliinisista ja teollisista lahteista seka julki-

sista ja yliopistojen kokoelmista. (Pincus 2006, 6.)

Laite ilmoittaa tunnistuksen luotettavuuden seka sanallisesti ettd prosentuaalisesti. Tun-
nistusluokkia ovat Excellent (96-99 %), Very good (93-95 %), Good (89-92 %), Ac-
ceptable (85-88 %), Low discrimination ja Unidentified Organism. Toiseksi viimeisessa
luokassa analysaattori 10ytda tunnistettavalle organismille kaksi tai kolme nimeamis-
vaihtoehtoa ja viimeisessé tunnistusluokassa yli kolme nimedmisvaihtoehtoa tai ei yh-
tdén vaihtoehtoa. Né&issa tapauksissa identifikaation varmistukseksi on tehtéva lisateste-

ja tai kaytettdva muita referenssimenetelmia. (Pincus 2006, 6-8.)

5.3 Antibioottiherkkyysmadaritys VITEK® 2 -automaatilla

Antibioottiherkkyysmaaritys VITEK® 2 -automaatilla perustuu MIC-arvon eli pienim-

man mikrobin kasvua estdvan antibioottikonsentraation méarittdmiseen. Herkkyysmaa-

rityksessa kaytetadn herkkyysmaarityskortteja eli AST-kortteja (Antimicrobial Suscep-
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tibility Testing). Mittaus AST-korteilla perustuu mikrolaimennusmenetelmaan, joka on
yksinkertaistettu ja pienennetty versio doubling dilution -tekniikasta, jossa mikrobisus-
pensio laimennetaan aina puoleen edellisestd pitoisuudesta. Jokaisessa kortissa on 64
kaivoa, jotka siséltavat elatusainetta sekd eri antibiootteja tunnettuina pitoisuuksina.
Yhdessa kaivoista on pelkkaa elatusainetta ja taméa toimii kontrollina reaktiolle. (Biome-
rieux 2014, 8-3; BioMérieux 2016b.)

Tutkittava mikrobi kasvatetaan sopivalla kasvatusalustalla ja inkuboidaan asianmukai-
sissa olosuhteissa. Puhdasviljelmalta poimitaan steriililla silmukalla sopiva maaré pe-
sékkeitd ja valmistetaan standardisuspensio 0,45 % suolaliuokseen. Mikrobisuspension
turbiditeetti mitataan DensiCHEK ™-turbidimetrilla ja tarkistetaan, ettd sameus vastaa
valmistajan ilmoittamaa McFarland-turbiditeettiarvoa. (BioMérieux 2014, 8-3; Pincus
2006, 4.)

Mikrobisuspensio pitéa syottad laitteeseen viimeistddn tunnin kuluessa suspension val-
mistuksesta. Suspensioputket asetetaan nédytekasettiin joko ID-kortin kanssa tai ilman.
Kasetin seuraavaan korttipaikkaan asetetaan tyhja putki ja AST-kortti. Kasetti syotetdan
VITEK®2-laitteeseen, joka tekee automaattisesti laimennoksen, kaivojen tayttamisen,
sinetdinnin, inkuboinnin seka reaktion lukemisen. (BioMérieux 2014, 8-3 — 8-5.)

Herkkyysmaaritys perustuu siihen, ettd laite vertaa mikrobin kasvua antibiootin kanssa
mikrobin kasvuun ilman antibioottia. Laite monitoroi kasvua jokaisessa kaivossa tietyn
ajan. Bakteerien kasvua seurataan korkeintaan 24 tuntia, mutta tulos voi olla valmiina jo
neljassékin tunnissa. Inkubaatiosyklin jalkeen laite maarittaa MIC-arvot jokaiselle kor-
tissa olevalle antibiootille erikseen. Kasvu maéritetdan Kkineettisesti ja mittaus tuottaa
kasvukayran, josta MIC-arvo johdetaan tietokonealgoritmin avulla. MIC-arvon méaarit-
tdmiseen tarvitaan useita kasvuun perustuvia parametreja, kuten esimerkiksi ESBL-
positiivisuus. Lisaksi MIC-arvon madarittamiseen tarvitaan mikrobin oikea tunnistus.
AES eli Advanced Expert System on validointityokalu, joka kontrolloi teknisia virheita
ja auttaa epatavallisten resistenssimekanismien havainnoinnissa. AES sisaltaa tietokan-
nan, joka koostuu yli 3500 fenotyypistd ja 30000 MIC-jakaumasta. (BioMérieux 2014,
8-3 — 8-7; BioMérieux 2016a; BioMérieux 2016b; Felmingham & Brown 2001, 84.)

VITEK®2 AST-kortteja (kuva 5.3) on saatavilla erilaisia eri mikrobilajien herkkyys-
madrityksiin. Kortteja on enterobakteereille, ei-fermentoiville bakteereille, stafyloko-
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keille, enterokokeille, streptokokeille seka hiivoille (BioMérieux 2016b). Bakteereille
pitaa suorittaa ensin gramvarjays, silla sopivan herkkyyskortin valinta riippuu siit4, on-
ko bakteeri grampositiivinen vai -negatiivinen. Opinndytetyossamme tarvittavat mah-
dolliset herkkyysmaéarityskortit olivat AST-N230, AST-N222, AST-P629 ja AST-P586.

AST-N230 -kortti on tarkoitettu aerobisten gramnegatiivisten sauvabakteerien herk-
kyysmaaritykseen. Antibiootit, joiden herkkyytta kortilla voidaan maarittad, ovat amok-
silliini-klavulaanihappo, kefaleksiini, kefoksitiini, keftatsidiimi, keftriaksoni, kefurok-

siimi, siprofloksasiini, ertapeneemi, mesillinaami, meropeneemi, nitrofurantoiini, pipe-

rasilliini-tatsobaktaami, tigesykliini, tobramysiini, trimetopriimi ja trimetopriimi-
sulfametoksatsoli. (BioMérieux 2015b.)

KUVA 5.3. Antibioottiherkkyysmaéarityskortti eli AST-kortti (Kuva: Katja Stenius
2015)

AST-N222 -kortti on tarkoitettu aerobisten gramnegatiivisten sauvabakteerien herkkyy-
den méaarittamiseen. Antibiootit, joiden herkkyytta kortilla voidaan maarittad, ovat ami-
kasiini, atstreonaami, kefepiimi, keftatsidiimi, siprofloksasiini, kolistiini, gentamisiini,
imipeneemi, meropeneemi, minosykliini, pefloksaksiini, piperasilliini, piperasilliini-
tatsobaktaami, rifampisiini, tikarsilliini, tikarsiliini-klavulaanihappo, tobramysiini ja
trimetopriimi-sulfametoksatsoli. Tikarsilliini-klavulaanihappo on hyvéksytty vain Pseu-
domonas aeruginosalle. (BioMérieux 2015c.)

AST-P629 -kortti on tarkoitettu seuraavien grampositiivisten bakteerien herkyysmaari-

tykseen: Staphylococcus spp., Enterococcus spp. ja S. agalactiae. Antibiootit, joiden
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herkkyyttd kortilla voidaan maarittad, ovat bentsylpenisilliini, siprofloksasiini, klinda-
mysiini, erytromysiini, fusidiinihappo, gentamisiini, linetsolidi, nitrofurantoiini, oksasi-
liini, Kinupristiini-dalfopristiini, rifampisiini, teikoplaniini, tetrasykliini, tobramysiini,

trimetopriimi, trimetopriimi-sulfametoksatsoli ja vankomysiini. (BioMérieux 2015d.)

AST-P586 -kortti on tarkoitettu seuraavien grampositiivisten bakteerien herkyysmaari-
tykseen: Staphylococcus spp., Enterococcus spp. ja S. agalactiae. Antibiootit, joiden
herkkyyttd kortilla voidaan maarittdd, ovat ampisilliini, ampisilliini-sulbaktaami, bent-
sylpenisilliini, kefuroksiimi, klindamysiini, erytromysiini, imipeneemi, levofloksasiini,
linetsolidi, moksifloksasiini, nitrofurantoiini, Kinupristiini-dalfopristiini, teikoplaniini,
tetrasykliini, tigesykliini, trimetopriimi-sulfametoksatsoli ja vankomysiini. (BioMérieux
2015e.)
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6 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSONGELMAT

Opinnaytetyon tarkoituksena on selvittad, voiko veriviljelyherkkyysméaérityksen tehda
luotettavasti VITEK® 2 -laitteella suoraan veriviljelypulloista ilman maljakasvatusta.
Maaritamme antibioottiherkkyydet VITEK® 2 -automaatilla yksinkertaistetulla ja stan-
dardoidulla menetelmalld neljan paivén aikana saaduista positiivisista veriviljelynéyt-
teistd. Yksinkertaistetussa menetelmassé ndyte analysoidaan ilman pesake- eli malja-
kasvatusta, kun taas standardoidussa menetelméssa madritys suoritetaan pesdkekasvus-
ta. Vertaamme liséksi yksinkertaistetun menetelmén automaattiméaaritysten tuloksia

rutiinianalytiikasta saataviin kiekkoherkkyystuloksiin.

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa vertailutietoa tdman yksinkertaistetun kokeiltavan
menetelman ja standardoidun pesdkekasvusta tehdyn automaatiomenetelmén valisista
tuloksista. Lopullisena tavoitteena on tutkia mahdollisuutta tehostaa veriviljelyanalytii-

kan herkkyysmaéarityksia ja ndin nopeuttaa veriviljelyvastauksen saamista potilaalle.

Tutkimusongelmina ovat:
1) Voidaanko veriviljelyanalytiikan antibioottiherkkyys maarittaa luotettavasti VI-
TEK® 2 -automaatilla suoraan veriviljelypullosta ilman maljaviljelya?
2) Eroavatko MIC-tulokset toisistaan maljakasvusta tehdyn automaatiomenetelman

ja yksinkertaistetun automaatiomenetelman vélill&?

Oma tavoitteemme opinndytetydn suhteen on saada aikaan onnistunut vertailututkimus
ja sen raportointi. Pyrimme saamaan mahdollisimman luotettavat tulokset tydskentele-
malla huolellisesti ja ohjeiden mukaan. Tavoitteena on myo6s pysya aikataulussa ja op-
pia uusia asioita, kuten mikrobiologian automaatiolaitteiden kayttoa.



37

7 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Opinnaytetydomme on sekéd kokeellinen, kvantitatiivinen etta vertaileva tutkimus. Ko-
keellisen tutkimuksen tavoitteena on tutkia jonkin ilmion reaktiota tai vaikutusta johon-
kin. Kokeellinen tutkimus on systemaattista ja kontrolloitua havaintojen tekoa. Tapah-
tumien kulku raportoidaan sellaisella tarkkuudella, ettd tutkimus voidaan toistaa uudel-

leen. (Virtuaaliammattikorkeakoulu 2010.)

Kvantitatiivinen eli méé&rallinen tutkimus perustuu kohteen kuvaamiseen ja tulkitsemi-
seen numeroiden ja tilastojen avulla (L&hdesméki ym. 2009). Menetelmé edellyttad tut-
kittavan ilmion tekijoiden, parametrien tai muuttujien tuntemista. Méaéarallisessa tutki-
muksessa tutkittavan ilmion tekijat muutetaan muuttujiksi, joita kasitellaan tilastollisin
menetelmin. Mé&érallinen tutkimus pyrkii yleistdmaan, ja sen tarkoituksena on tuottaa
perusteltua ja luotettavaa tietoa. (Kananen 2011, 12-19; Vilkka 2015, 66-67.)

Vertailevassa tutkimuksessa hahmotetaan valittujen tapausten vélisid yhtélaisyyksia ja
eroja. Vertailun kohteena olevien tapausten pitéé olla jollain tavoin yhteismitallisia ja
sen vuoksi vertailukelpoisia. Vertaileva tutkimus voi perustua sek& maarallisiin ettd

laadullisiin aineistoihin ja tilastollisiin analyysimenetelmiin. (Lahdesmaki ym. 2009.)

Opinnaytetytssamme mitataan veriviljelyndytteiden antibioottiherkkyyksia. Muuttujina
ovat eri herkkyysmaéaritysmenetelmét ja mitattavina suureina ovat eri menetelmilla maa-
ritetyt mikrobiladkeherkkyydet. Kokeellinen tutkimus suoritetaan laboratoriossa ja koe-
olosuhteet ovat kontrolloidut. Mittaus on maaréllista ja mittaustulokset ovat numeraali-
sia MIC-arvoja. Vertailemme eri menetelmilld saatuja mikrobilddkeherkkyyksia keske-

naan ja kasittelemme tuloksia tilastollisin menetelmin.

Tutkimusaineistona opinnaytetyéssamme ovat tuoreet, positiiviset veriviljelyndytteet,
jotka saamme mikrobiologian laboratoriosta. Aineistoksi valitsemme vain veriviljely-
naytteet, joissa 10ydoksiné ovat aerobiset tai fakultatiiviset aerobibakteerit. Anaerobiset
bakteerit rajataan tutkimuksen ulkopuolelle. Aineiston mé&éara riippuu siitd, kuinka pal-
jon veriviljelyssd tulee positiivisia naytteitd kokeellisen osuuden suoritusviikkomme

aikana.
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8 TYON SUORITUS

8.1 Opinnaytetydprosessi

Saimme aiheen Fimlab Laboratoriot Oy:n mikrobiologi Jari Hirvoselta, joka toimi opin-
naytetydmme tydelaméohjaajana. Aloitimme opinnédytetydprosessin tausta-aineistoon
perehtymiselld. Etsimme aiheeseen liittyvaa tietoa suomenkielisestd ja englanninkieli-
sestd kirjallisuudesta, verkkolahteistd seka tieteellisista artikkeleista. Saimme myos
suullista tietoa aiheesta tydelaméohjaajaltamme. Opinndytetyoprosessin alkuvaiheeseen
kuului ideapaperin ja opinndytetydsuunnitelman tekeminen, mika auttoi tyon kokonai-

suuden hahmottamista.

Ké&vimme tutustumassa mikrobiologian laboratorioon ennen kokeellisen osuuden suorit-
tamista. Tyoeldméaohjaajamme esitteli meille tydhomme liittyvat tilat, vélineet, laitteet
ja tydskentelytavat. Perehdyimme kaytdnnon tyon suorituksen eri vaiheisiin. Suoritim-
me kokeellisen osuuden mikrobiologian yksikossd viiden péivan aikana 10.8.—
14.8.2015.

Kokeellisen osuuden jalkeen taulukoimme ja analysoimme mittaustulokset. Raportin
Kirjoittaminen ajoittui kesalle ja syksylle 2015 seka kevéaalle 2016. Tyo esitettiin opin-

naytetyoseminaarissa syksylla 2016.

8.2 Kokeellinen osuus

Aloitimme tydskentelyn veriviljelyndytteiden kasittelylla. Teimme ensin kokeellisen
osuuden yksinkertaistetulla menetelmalld, ottamalla naytteet suoraan veriviljelypullosta.
Tutkimukseen otimme mukaan samana paivana positiiviseksi tulleita veriviljelypulloja.
Tarkistimme, oliko alustavissa gramvarjaystuloksissa 16ytynyt gramnegatiivisia sauvoja
tai grampositiivisia ryhma- tai diplokokkeja. Jos positiivisena tuloksena oli pelkk& anae-
robibakteeri, emme valinneet [0yddstd mukaan, koska anaerobibakteerien herkkyytta ei

pystyta maarittamaan VITEK® 2 -laitteella.
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Merkitsimme VITEK® 2 -suspensioputkiin naytteiden numerot seka sen, oliko nayte
aerobinen vai anaerobinen. Aerobindytteet merkitsimme A-merkinnalla ja anaerobiset
naytteet B-merkinnalla. Annostelimme jokaiseen putkeen 3 ml 0,45-prosenttista natri-
umkloridiliuosta. Analysoitavista veriviljelypulloista siirrostimme aseptisesti ruiskun ja

neulan avulla kolme tippaa néaytettd jokaiseen suspensioputkeen. Siirrostus tapahtui la-

minaarivirtauskaapissa (kuva 8.1).

€
e e

KUVA 8.1. Veriviljelynaytteen siirrostus (Kuva: Katja Stenius 2015)

Néytteille valittiin oikeat herkkyyskortit alustavalla gramvérjayksella saatujen bakteeri-
lajien mukaan. Otimme tarvittavan méarén oikeita herkkyyskortteja hyvissa ajoin kyl-
miosta lampenemdan huoneen lampd6tilaan. Taulukossa 8.1 nékyy tutkimukseemme

soveltuneet mahdolliset herkkyyskortit.

TAULUKKO 8.1. Herkkyyskortin valinta

Bakteeri Alustava herkkyystulos  Herkkyyskortti
Gramnegatiivinen sauva B-herkkyys AST-N230
(enterobakteerit)

Gramnegatiivinen sauva Q-herkkyys AST-N222
(pseudomonakset)

Grampositiivinen ryhméakokki  Ap-herkkyys AST-P629
(stafylokokit)

Grampositiivinen diplokokki  Z-herkkyys AST-P586

(enterokokit)
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B-, Q-, Ap- ja Z-herkkyysmerkinnat ovat Fimlab laboratoriot Oy:n nimedmié herkkyys-
ryhmid. B-herkkyys tehdd&n markanaytteista eristetyille gramnegatiivisille sauvoille
(EUCAST:n mukaan enterobakteereille) ja Q-herkkyys tehdddn oksidaasipositiivisille
gramnegatiivisille sauvoille (EUCAST:n mukaan Pseudomonas spp.). Ap-herkkyys,
joka tarkoittaa pitk&d A-herkkyyttd, tehdaén stafylokokeille ja Z-herkkyys tehd&an ente-
rokokeille (Fimlab laboratoriot Oy 2015.)

Herkkyystutkimukset tehtiin bioMérieux’n VITEK® 2 -laitteella. Naytenumerot ja herk-
kyyskorttitiedot sydtettiin VITEK® 2 / VITEK® MS -naytteenkasittelyasemalle tietoko-
neella ja ndyteputket ja herkkyyskortit asetettiin naytekasettiin. Yhteen kasettiin mahtui
yhteensa seitseman naytettd. Herkkyysanalyysi kaynnistyi, kun kasetti asetettiin VI-
TEK® 2 -laitteeseen. Herkkyysanalyysin kesto oli naytteillamme keskimaarin 9-11 tun-

tia.

Seuraavana paivana suoraan pulloista otettujen naytteiden VITEK® 2 -herkkyystulokset
olivat valmiit. Tulokset saatiin vain yhdistamalla herkkyystulos VITEK® MS -
tunnistuksesta saatuun nayteldydoksen nimeen. Tahan yhdistamiseen saimme apua V-
TEK® MS -laitteen kayttoon perehtyneelt tyontekijalta. Liittessa 1 on esimerkkin yh-
den néytteen herkkyysmaarityksen tulosraportti. Tulosraportissa ndkyy muun muassa
bakteerin nimi ja MIC- ja SIR-herkkyystulokset antibiootettain.

Luotettavuuden varmistamiseksi vertasimme tulosraporttien avulla suoraan pulloista
tehtyjen naytteiden VITEK® 2 -herkkyystuloksia samoista naytteista tehtyihin kiekko-
herkkyystuloksiin. Kiekkoherkkyydet oli tehty rutiinianalytiikassa ja maljat oli séilytet-
ty meille vertailua varten. Vertailimme tuloksia vain niiden mikrobilédékkeiden osalta,
jotka olivat maljoilla. Tarkastimme jokaisen kiekon estorenkaan erikseen silmaméaarai-
sesti ja epaselvissa tapauksissa kaytimme tyontomittaa apuna. Kiekkoherkkyyksisté oli
tarkoitus varmistaa, ettei niiden SIR-herkkyystuloksissa esiintynyt poikkeamaa suoraan
pullosta tehtyihin VITEK® 2 -automaatin MIC-arvoista saatuihin SIR-herkkyystuloksiin
néhden. Jos poikkeamaa ei esiintynyt, voitiin luottaa siihen, ettd suoraan pullosta VI-
TEK® 2 -automaatilla analysoitu tulos oli vertailukelpoinen VITEK® 2 -automaatin
standardoidun referenssiherkkyysmaarityksen tuloksen kanssa. Kiekkoherkkyystuloksia
emme tarkemmin kirjanneet ylos, merkitsimme vain ok-merkinndn muistiinpanoihim-

me, jos tulokset olivat yhtenevat suoraan pulloista tehtyjen tuloksien kanssa. Jos tulok-



41

set poikkesivat merkittavasti keskendén, emme ottaneet kyseista néytettd mukaan tyo-

hémme.

Viimeisena vaiheena teimme tutkittujen néaytteiden yon yli kasvatetuista pesakemalja-
kasvuista standardoidut referenssiherkkyysmaaritykset VITEK® 2 -laitteella. Saimme
pesékekasvumaljat valmiina rutiinianalytiikasta. Referenssiméaritys tehtiin siirrostamal-
la VITEK® 2 -suspensioputkeen pesiakemassaa (kuva 8.2). Tutkimuksessamme kaytetty-
jen VITEK® 2 -testikorttien naytesuspensiotiheyksien tuli olla valilla 0,50-0,63 McF.
Tarkistimme valmistamiemme suspensioiden tiheydet bioMérieux’n DensiCHEK™
plus -tiheysmittarilla. Referenssindytteille valittiin oikeat herkkyyskortit ja ndytteet syo-
tettiin naytteenkasittelyasemalle. Referenssindytteet jatettiin analysoitumaan, jonka jal-

keen siirryimme kasitteleméaan taas uusia positiiviseksi tulleita veriviljelypulloja.

KUVA 8.2. Suspension tekoa (Kuva: Katja Stenius 2015)

Jatkoimme kokeellisen osuuden suorittamista samaan tapaan koko viikon ajan. Viimei-
send tyOpéivdnad emme endd ottaneet kasittelyyn uusia positiivisia veriviljelynéytteita,
vaan teimme ainoastaan referenssimaaritykset. Huomasimme, ettd kaikista naytteista ei
ollut jatetty pesédkekasvumaljaa meille. Tdmén vuoksi siirrostimme viimeisend paivana
vield ndmé puuttuvat naytteet maljoille ja jatimme lampokaappiin kasvamaan. Mikro-
biologi Jari Hirvonen teki néistd pesdkekasvuista meille referenssiherkkyysmaéritykset

ja saimme niiden tulokset seuraavalla viikolla.
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8.3 Miittaustulosten kasittely

Neljan pdivan aikana sopivia analysoitavia nédytteita kertyi yhteensa 79 kappaletta, joista
pesdkekasvu- eli maljandytteita tehtiin 31 kappaletta. Maljanaytteita eli vertailunaytteita
oli véhemmaén, koska samalla potilaalla saattoi olla useita veriviljelyndytteitd, joista
tehtiin vain yksi maljandyte. Kirjasimme paivittain ylos taulukkoon naytteiden numerot,
potilaiden nimet, alustavat vérjaystulokset, naytteiden aerobisuuden tai anaerobisuuden,
bakteerilajin ja kiekkoherkkyyden vertailutuloksen. Néin pysyimme selvilla tehdyista

naytteista ja niiden méaarastd, mika helpotti jatkotytskentelydamme.

Néaytteista 10ytyi yhteensd 11 eri bakteerilajia, jotka nékyvét taulukossa 8.2. Bakteerit
jakaantuivat enterobakteereihin, stafylokokkeihin ja yhteen enterokokkilajiin. Néayttei-
den yleisimmét 16ydokset olivat Stafylococcus aureus, Enterobacter cloacae ssp cloa-

cae ja Eschericihia coli.

TAULUKKO 8.2. Bakteeriloydokset ja naytteiden lukuméaarét

Bakteeri Pullonaytteiden Maljanaytteiden
lukumaara (kpl) lukumaara

(kpl)

Citrobacter coseri

Enterobacter cloacae ssp cloacae
Enterococcus faecium
Eschericihia coli

Klebsiella oxytoca

4
22
1
1
4
Raoutella ornithinolytica 4
2
2
2
1
1

S

Stafylococcus aureus 4
Stafylococcus epidermidis

Staphylococcus hominis

Staphylococcus lugdunensis

Madritteleméaton koagulaasinegatiivinen
stafylokokki

Y hteensa 79
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Kirjasimme VITEK® 2 -tulosraporteista saamamme MIC-tulokset Excel-
taulukkolaskentaohjelmaan. Taulukoimme kunkin bakteerilajin referenssi- eli malja-
herkkyystulokset seka suoraan veriviljelypulloista tehdyt herkkyystulokset antibiooteit-
tain. Saamamme MIC-tulokset on esitetty liitteessa 2. Merkitsimme taulukoihin sinisell&
pohjavarilla maljandytteiden tulokset. Kunkin maljandytteen alapuolella ndkyy samasta

potilaasta maaritetyt pulloherkkyystulokset. Vertasimme pulloherkkyystuloksia samojen
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potilaiden maljaherkkyystuloksiin ja merkitsimme poikkeavat tulokset huomiovérein.
Tarkistimme poikkeavuudet EUCAST-standardin Clinical Breakpoints -arvoista, jossa
on méaritetty MIC-raja-arvot eri herkkyystulkinnoille (EUCAST 2016).

Merkitsimme valkoisella pohjavarilla MIC-tulokset, jotka olivat taysin identtiset seka
pullo- ettd maljandytteelld. Keltaisella pohjavarilla merkitsimme MIC-tulokset, jotka
poikkesivat malja- eli vertailuarvosta, mutta joilla ei ollut vaikutusta herkkyystulkin-
taan. Nama poikkeamat nimesimme ei-merkitseviksi poikkeamiksi. Oranssilla pohjavé-
rilld merkitsimme MIC-tulokset, joissa poikkeama jéi tulkintojen intermediaani-alueelle
(esimerkiksi pulloherkkyystulkinta S ja vastaava maljaherkkyystulkinta I). Ndmé& poik-
keamat nimesimme vahan merkitseviksi poikkeamiksi. Punaisella pohjavarilld merkit-
simme MIC-tulokset, joissa oli merkitseva poikkeama eli pullondytteen herkkyystulkin-

ta oli eri kuin maljanaytteen.

Teimme myo6s mittausaineiston analysoinnin Excel-taulukkolaskentaohjelmalla. Las-
kimme ja kirjasimme taulukoihin poikkeamien lukumadarat jokaista antibioottia kohden.
Késittelimme kutakin bakteerilajia erikseen. Lopuksi laskimme koko aineiston poik-

keavien tulosten kokonaislukumaaréat seké prosenttiosuudet.
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9 TULOKSET

Suoritimme antibioottiherkkyysmaaritykset yhteensa 79 pullonédytteestd, joista 31:sta
tehtiin maljanayte referenssituloksia varten. Herkkyysmaééritykset tehtiin 11 eri baktee-
rilajille, jotka jakautuivat enterobakteerihin, stafylokokkeihin ja yhteen enterokokkila-
jiin. Kunkin bakteerilajin herkkyys maéritettiin useilla mikrobilaakkeilla. Herkkyysméa-
ritykset tehtiin yhteensa 33:lle eri antibiootille tai antibioottiyhdistelmélle. MIC-

maadritystulokset on esitetty liitteessa 2.

9.1 Aineiston analyysi bakteerilajeittain

Laskimme bakteereittain taulukoitujen MIC-tulosten jakaumat. MIC-tulokset ryhmitel-
tiin neljaén ryhmaan silla perusteella, miten arvot poikkesivat referenssiarvosta eli pe-
sédkemaljakasvusta tehdystd MIC-maaritystuloksesta. Kasittelemme seuraavassa kappa-
leessa bakteerilajien herkkyystuloksia erikseen. Esitimme herkkyystuloksien jakaumat
taulukkomuodossa kolmen yleisimman p&éaloydosbakteerin osalta. Naytteiden yleisim-
mat I0ydokset olivat Stafylococcus aureus, Enterobacter cloacae ssp cloacae ja Esche-

ricihia coli.

Stafylococcus aureus -néytteilla analysoitujen MIC-tulosten kokonaiskukumaara oli 383
kappaletta (taulukko 9.1). Néistd 292 kappaletta eli 76,2 % oli tdysin yhtenevaisié pesa-
kekasvusta tehtyjen MIC-madritysten kanssa. 87 kappaleessa eli 22,7 % MIC-tuloksista
oli eroa vertailundytteeseen nédhden, mutta ndiden herkkyystulkinta oli sama. Taten S.
aureus -naytteiden herkkyystulkintojen yhtenevaisyys vertailunéytteisiin nahden oli
98,9 %. Vain yhdessa herkkyystuloksessa oli véhédn merkitseva poikkeama ja kolmessa
merkitseva poikkeama, joka muutti herkkyystulkintaa. Merkitsevat poikkeamat MIC-
tuloksissa oli méaaritetty bensyylipenisilliinilla ja klindamysiinilla ja vahadn merkitseva
poikkeama tetrasykliinilla. MIC-arvoista puuttui yhden naytteen klindamysiinitulos, jota
automaatti ei ollut pystynyt maarittamaan.
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TAULUKKO 9.1. Stafylococcus aureus -ndytteiden herkkyystulosten jakauma

Mikrobilagke MIC-arvo  Ei- Véhédn mer- Merkitsevda Yhteen-
sama kuin merkitse- Kitsevd poik- poikkeama sa (kpl)
vertailuar- va poik- keama (kpl) (kpl)

vo (kpl) keama
(kph)

Bentsyylipenisilliini 18 5 0 1 24
Oksasilliini 20 4 0 0 24
Gentamisiini 24 0 0 0 24
Tobramysiini 24 0 0 0 24
Siprofloksaksiini 24 0 0 0 24
Erytromysiini 3 21 0 0 24
Klindamysiini 6 15 0 2 23
Kinupristiini/dalfopristiini 24 0 0 0 24
Linetsolidi 4 20 0 0 24
Teikoplaniini 24 0 0 0 24
Vankomysiini 8 16 0 0 24
Tetrasykliini 23 0 1 0 24
Fusidiinihappo 22 2 0 0 24
Rifampisiini 24 0 0 0 24
Trimetopriimi 20 4 0 0 24
Trimetoprii- 24 0 0 0 24
mi/sulfametoksatsoli

Yhteensa (kpl) 292 87 1 3 383

Muut stafylokokkilajit esiintyivét jokainen ainostaan yhdessé tai kahdessa eri potilas-
naytteessd. Otoksen pienuuden vuoksi naiden naytteiden tilastollinen tarkastelu on epé-
varmaa ja voi antaa harhaanjohtavan kuvan tilanteesta. Laskimme kuitenkin néidenkin
naytteiden MIC-tulosten jakaumat. Suurin osa MIC-tuloksista oli taysin samoja kuin
vertailunaytteilld, mutta ei-merkitsevia poikkeamiakin oli melko runsaasti (12,5-40,0
%). Véahan merkitsevat poikkeamat l6ytyivat Staphylococcus epidermidis ja Staphylo-
coccus hominis -néytteilla. Merkitsevét poikkeamat 16ytyivat S. hominis -ndytteesta ja
koagulaasinegatiivisesta stafylokokkindytteestd. Automaatiolaite ei pystynyt maéaritta-
maan koagulaasinegatiivisen stafylokokin oksasilliinitulosta, vaan se esitettiin merkin-

nalla TRM eli terminated.

Enterobacter cloacae ssp cloacae -ndytteiden MIC-tulosten kokonaismaara oli 308
kappaletta (taulukko 9.2). Naisté 291 kappaletta eli 94,5 % oli taysin identtisia vertailu-
tuloksiin ndhden. 10 kappaleella eli 3,2 %:lla MIC-tuloksista oli ei-merkitsevé poik-
keama, joka ei vaikuttanut herkkyystulkintaan. Sama herkkyystulkinta oli siis yhteensa
97,7 %:lla kaikista herkkyystuloksista. Herkkyystulkintaan vaikuttavia vdhan merkitse-
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via poikkeamia oli viisi kappaletta ja merkitsevia poikkeamia kaksi kappaletta. Kaikki

poikkeamat olivat ertapeneemin herkkyysmaarityksessa.

TAULUKKO 9.2. Enterobacter cloacae ssp cloacae -ndytteiden herkkyystulosten ja-

kauma
Mikrobilaéke MIC-arvo  Ei- Véhadn mer- Merkitsevd Yhteen-

sama kuin merkitse-  kitsevd poik- poikkeama sa (kpl)

vertailuar- va& poik- keama (kpl) (kpl)

vo (kpl) keama

(kph)

Amoksilliini/klavulaanihappo 22 0 0 0 22
Piperasilliini/tatsobaktaami 15 7 0 0 22
Kefaleksiini 22 0 0 0 22
Kefuroksiimi 22 0 0 0 22
Kefuroksiimiasetiili 22 0 0 0 22
Keftatsidiimi 22 0 0 0 22
Keftriaksoni 21 1 0 0 22
Ertapeneemi 15 0 5 2 22
Meropeneemi 22 0 0 0 22
Tobramysiini 22 0 0 0 22
Siprofloksaksiini 22 0 0 0 22
Tigesykliini 20 2 0 0 22
Trimetopriimi 22 0 0 0 22
Trimetoprii- 22 0 0 0 22
mi/sulfametoksatsoli
Yhteensa (kpl) 291 10 5 2 308

Eschericihia coli -naytteilla analysoitujen MIC-tulosten kokonaismaaré oli 224 kappa-
letta (taulukko 9.3). Naista 205 kappaletta eli 91,5 % oli taysin yhtenevaisia vertailutu-
loksiin néhden. 18 kappaleella eli 8,0 %:lla MIC-tuloksista oli ei-merkitseva poik-
keama, joka ei vaikuttanut herkkyystulkintaan. Sama herkkyystulkinta oli siis yhteensa
99,5 %:lla kaikista herkkyystuloksista. VVahan merkitsevia poikkeamia oli vain yksi

kappale, eikd merkitsevia poikkeamia ei ollut yhtadan kappaletta.
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TAULUKKO 9.3. Eschericihia coli -ndytteiden herkkyystulosten jakauma

Mikrobilaéke MIC-arvo Ei- Vahan mer- Merkitsevd Yhteen-
sama kuin merkitseva kitseva poikkeama  sa (kpl)
vertailuar-  poikkeama poikkeama (kpl)
vo (kpl) (kph) (kpl)

Mesillinaami 14 0 0 0 14

Amoksilliini 12 2 0 0 14

Piperasilliini 13 0 1 0 14

Kefaleksiini 6 8 0 0 14

Kefuroksiimi 10 4 0 0 14

Kefuroksiimiasetiili 10 4 0 0 14

Keftatsidiimi 14 0 0 0 14

Keftriaksoni 14 0 0 0 14

Ertapeneemi 14 0 0 0 14

Meropeneemi 14 0 0 0 14

Torbramysiini 14 0 0 0 14

Siprofloksaksiini 14 0 0 0 14

Tigesykliini 14 0 0 0 14

Nitrofurantoiini 14 0 0 0 14

Trimetopriimi 14 0 0 0 14

Trimetoprii- 14 0 0 0 14

mi/sulfametoksatsoli

Yhteensa (kpl) 205 18 1 0 224

Muita enterobakteereita eli Citrobacter koseria, Klebsiella oxytocaa ja Raoutella ornit-
hinolyticaa l0ytyi jokaista yhteensa neljasta eri potilasndytteestd. Kaikkien nédiden bak-
teerien MIC-tulokset olivat hyvin yhtenevaisia vertailutuloksiin ndhden. Minkaan néi-
den bakteerien MIC-tuloksista ei 16ytynyt vadhan merkitsevid tai merkitsevid poik-
keamia. C. koserilla ja R. ornithinolyticalla esiintyi ei-merkitsevid poikkeamia, mutta
ne eivat vaikuttaneet herkkyystulkintoihin. Tutkimuksemme ainoa enterokokkildydos,
E. faecium l6ytyi vain yhdesta potilasnaytteestd. Sen MIC-tulokset olivat tdysin yh-

tenevaiset vertailundytteeseen nahden.

9.2 Yhteenveto ja johtopaatokset

Taulukossa 9.4 on yhteenveto kaikkien naytteiden MIC-tulosten jakaumista. Tauluk-
koon on koottu jokaisen bakteerin jokaisella antibiootilla maaritettyjen MIC-tulosten
lukumaarét ja prosenttiosuudet. MIC-tulokset on ryhmitelty neljaédn ryhméén silla pe-
rusteella, miten arvot poikkeavat referenssiarvosta eli pesakekasvusta tehdystda MIC-

madritystuloksesta.
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Bakteeri MIC-arvo Ei- Viahdn Merkitseva | Yhteensa
sama Kkuin | merkitse- merKkitse- poikkeama
vertailuarvo | vd  poik- | vA  poik-

keama keama
kpl % kpl % kpl % kpl % kpl %

Citrobacter coseri 45 80,4 11 196 | O 00 |0 0,0 56 100

Enterobacter cloacae | 291 94,5 10 3,2 5 16 |2 0,6 308 | 100

ssp cloacae

Enterococcus faecium 9 1000 | O 0,0 0 00 |0 0,0 9 100

Eschericihia coli 205 91,5 18 8,0 1 04 |0 0,0 224 | 100

Klebsiella oxytoca 56 100,0 | O 0,0 0 00 |0 0,0 56 100

Raoutella ornithinoly- | 44 78,6 12 214 |0 00 |0 0,0 56 100

tica

Stafylococcus aureus 292 76,2 87 22,7 0,3 0,8 383 | 100

Stafylococcus epider- | 26 81,3 5 156 |1 31 |0 0,0 32 100

midis

Staphylococcus ho- | 26 81,3 4 125 |1 31 |1 31 32 100

minis

Staphylococcus Iug- | 13 81,3 3 18,8 | O 00 |0 0,0 16 100

dunensis

Koagulaasinegatiiviset | 8 53,3 6 40,0 (O 00 |1 6,7 15 100

stafylokokit

Yhteensa 1015 | 85,5 156 | 131 |9 08 |7 0,6 1187 | 100

MIC-tulosten kokonaislukumaaréksi saimme 1187 kappaletta. Naistd 1015 kappaletta

eli 85,5 prosenttia oli taysin identtisia pesakekasvusta tehtyjen MIC-méaéritysten kanssa.

156 kappaleella eli 13,1 prosentilla MIC-tuloksista oli eroa vertailunaytteeseen nahden,

mutta naiden herkkyystulkinta oli sama. Té&ten sama herkkyystulkinta oli yhteensa 98,6

prosentilla tuloksista. V&han merkitsevia poikkeamia oli yhteensa 9 kappaletta eli 0,8

prosenttia tuloksista. Merkitsevid poikkeamia oli yhteensé 7 kappaletta eli 0,6 prosent-

tia tuloksista. MIC-tulosten jakauma prosentteina on esitettyna graafisesti kuviossa 9.1.
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MIC-tulosten jakauma

1%
-

1%

B MIC-arvo sama kuin
vertailuarvo

M Ei-merkitseva poikkeama

Vahan merkitseva
poikkeama

B Merkitseva poikkeama

KUVIO 9.1. Kaikkien néaytteiden MIC-tulosten jakauma (%)

Bakteerit, joiden MIC-tuloksissa ei ollut mitd&n eroa referenssituloksiin ndhden, olivat
Enterococcus faecium ja Klebsiella oxytoca. Merkitsevia eroja herkkyystulkinnassa oli
seuraavilla bakteereilla: Enterobacter cloacae ssp cloacae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus hominis ja koagulaasinegatiiviset stafylokokit. Vahan merkitsevia poik-
keamia esiintyi seuraavilla bakteereilla: Enterobacter cloacae ssp cloacae, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ja Staphylococcus hominis.

MIC-tuloksissa ei ollut mitd&n eroa referenssituloksiin ndhden seuraavilla antibiooteilla:
ampisilliini, ampisilliini-sulbaktaani, keftatsidiimi, keftriaksoni, siprofloksaksiini, imi-
peneemi, mesillinaami, meropeneemi, nitrofurantoiini, kinupristiini-dalfopristiini ja
rifampisiini. MIC-tuloksissa oli merkitsevia herkkyystulkintaeroja seuraavilla antibioo-
teilla: ertapeneemi, bentsylpenisilliini, klindamysiini, gentamysiini ja tobramysiini.
MIC-tuloksissa oli véhan merkitsevid herkkyystulkintaeroja seuraavilla antibiooteilla:

Ertapeneemi, piperasilliini, tetrasykliini ja trimetopriimi-sulfametoksatsoli.

Johtopéatoksend voimme sanoa, ettd yksinkertaistetulla menetelmélld saadut herkkyys-
tulkintatulokset vastasivat suurelta osin referenssimenetelmall& saatuja tuloksia. Vain 16
kappaletta eli 1,4 % kaikista MIC-tuloksista poikkesi vertailunaytteden tuloksista herk-
kyystulkinnallaan. Taten 98,6 % mittaustuloksista oli yhtenevaisid vertailutuloksiin
néhden. Tutkimuksemme perusteella voidaan yksinkertaistettua menetelmaa pitéa luo-
tettavana menetelmand, mutta tutkittava ndyteméaéara oli pieni. Jos menetelmé&a haluttai-

siin kayttaa rutiinianalytiikassa, sité pitdisi vield tutkia suuremmalla otoskoolla.
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10 POHDINTA

Tydmme tarkoituksena oli selvittad, voiko veriviljelyn herkkyysmaéarityksia tehda luo-
tettavasti VITEK® 2 -automaatilla ilman yon yli kestavaa maljakasvatusta, jolloin tulok-
set saataisiin nopeammin. Teimme tyomme Fimlab laboratoriot Oy:lle, jolla on VI-
TEK® 2 -automaatti kayttokokeilussa. VVertasimme suoraan veriviljelypullosta otettujen
naytteiden herkkyystuloksia, maljakasvuista tehtyjen referenssindytteiden herkkyystu-
loksiin. Aineistomme muodostui neljan péivan aikana saaduista tuoreista veriviljely-
naytteistd, joita kertyi yhteensa 79 kappaletta. Aineistoon laskettiin mukaan myos sa-
man potilaan useampi veriviljelyndyte. Yhta potilasta kohden tehtiin kuitenkin vain yksi
pesakekasvatus maljalle, joten vertailtavia referenssimaljandytteita kertyi 31 kappaletta.
Saman potilaan naytteista 16ytyi luonnollisesti aina sama bakteerilaji, joten 31 potilaan
naytteistd 10ytyi yhteensa 11 eri bakteerilajia. Yleisimmat bakteerilajit néytteissa eri
potilailla olivat odotetusti Stafylococcus aureus ja Eschericihia coli, joita esiintyy myos
yleisesti paljon veriviljelynédytteissd. Kolmanneksi eniten eri potilailla esiintyi Entero-
bacter cloacae ssp cloacae -lajia. Muut bakteerilajit esiintyivat ainoastaan yhdessé tai

kahdessa eri potilasndytteessa.

Kaikki 79 yksinkertaistetun menetelmén ja 31 referenssimenetelman naytetta analysoi-
tiin VITEK® 2 -automaatilla, joka suoritti herkkyysmaaritykset eri antibiooteille. Testat-
tavat antibiootit m&&rdytyivat sen mukaan, oliko kyseessa grampositiivinen vai -
negatiivinen bakteerilaji. Yhden naytteen VITEK® 2 -tulosraportissa on herkkyysmaari-
tys tehty 9-18 eri antibiootille (liite 1). VITEK® 2 -automaatin antamat MIC-tulokset
yksinkertaistetun menetelmén ja referenssimenetelmén naytteille kirjasimme antibioo-

teittain Excel-taulukoihin (liite 2).

Luotettavinta vertailutietoa saimme bakteerilajeista, joiden naytemaara oli suurin. S.
aureuksen 24 pullonaytteen ja 10 maljandytteen MIC-tulosten kokonaismaara oli 383.
Sen herkkyystulkintojen yhtenevaisyys vertailundytteisiin nahden oli 98,9 %. Entero-
bacter cloacae ssp cloacaen 22 pullondytteen ja 4 maljandytteen MIC-tulosten koko-
naisméara oli 308 kappaletta, joiden herkkyystulkintojen yhtenevaisyys oli 97,7 %. E.
colin 14 pullonédytteen ja 6 maljandytteen MIC-tulosten kokonaismééara oli 224 kappa-

letta, joiden herkkyystulkintojen yhtenevéisyys oli 99,5 %. Naiden bakteerien osalta
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tulokset ovat lupaavia ja luotettavia. Varsinkin E. colin, jonka tuloksissa esiintyi vain

yksi vahan merkitseva poikkeama.

Yksittaisten bakteerien tulosten tilastollinen merkitys on epdvarmaa ja saattaa olla har-
haanjohtavaa. Olemme kuitenkin taulukoineet myo6s yksittdin esiintyvien bakteerien
MIC-tulokset. Esimerkiksi yksittain esiintyvien Enterococcus faecium ja Klebsiella oxy-
toca -pullondytteiden MIC-arvot olivat 100-prosenttisesti yhtenevid vertailundytteisiin
nahden. E. faeciumin yhden pullondytteen ja yhden maljandytteen MIC-arvojen koko-
naismaara oli 18 kappaletta ja K. oxytocan neljan pullonédytteen ja yhden maljanaytteen
MIC-arvojen kokonaismaaré oli 70 kappaletta. Koska otoskoko oli pieni ja sisalsi vain
yhden potilaan naytteet, ei tuloksista voitu tehdé luotettavaa tulkintaa ndaiden bakteerien

osalta. Tulos oli kuitenkin suuntaa antava ja naiden potilasnaytteiden osalta luotettava.

Kokonaisuudessaan saimme hyvié tuloksia, eikd merkitsevia poikkeamia esiintynyt kuin
muutamia joillekin antibiooteille. Kaikkien naytteiden MIC-tulosten kokonaislukumaa-
raksi saimme 1187 kappaletta. Naista 1015 kappaletta eli 85,5 prosenttia oli taysin
identtisia pesékekasvusta tehtyjen MIC-maéaritysten kanssa. Ei-merkitseviéd poikkeamia,
jotka ei vaikuttaneet herkkyystulkintaan, esiintyi 156 kappaleella eli 13,1 prosentilla.
Taten sama herkkyystulkinta oli yhteensa 98,6 prosentilla tuloksista. V&han merkitsevia

poikkeamia oli 0,8 prosenttia ja merkitsevid poikkeamia oli 0,6 prosenttia tuloksista.

Kaikkien herkkyystulosten 98,6 prosentin yhtenevaisyyden perusteella, voidaan yksin-
kertaistettua menetelm&& pitdé riittdvén luotettavana menetelména veriviljelyn herk-
kyysmaaritysten tekemiseen. Tydmme naytemaara oli kuitenkin suhteellisen pieni, var-
sinkin niiden bakteerien osalta, joita oli vain yksi tai kaksi ndytetta. Téassa tydssa tulok-
sissa ratkaisi kuitenkin kaikkien naytteiden kokonaistulokset, ei niinkaan eri bakteerila-
jien tulokset. Osan néytteista jouduimme hylk&&dmaan sekakasvuldydoksen tai referens-
simaljan puuttumisen vuoksi. Saimme kasvatettua ndytemaaraa ottamalla mukaan kaik-
ki samasta potilaasta otetut naytteet. Luotettavuuden varmistamiseksi tutkimus olisi

hyva toistaa laajemmalla aineistolla, jolloin vertailutietoa olisi enemman.

Tulosten luotettavuuteen vaikutti se, ettd ndytteet otettiin tuoreista samana paivéana tul-
leista ndytteistd. Lisaksi luotettavuuden kannalta oli hyv4, ettd Fimlab laboratoriot Oy:n
ammattitaitoinen henkilokunta teki meille néytteista kiekkoherkkyydet ja pesakekasvu-

maljat valmiiksi rutiinianalytiikassa. Luotettavuuden varmistamiseksi yksinkertaistetun
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menetelman tuloksia verrattiin kiekkoherkkyysmenetelman tuloksiin, koska kiekko-
herkkyysmenetelm& on Fimlab Laboratoriot Oy:ssé yleisesti kdytossa oleva referenssi-
menetelma. Jos kiekkoherkkyystulos oli yhteneva yksinkertaistetun menetelmén kanssa,
jatkoimme naytteen analysointia VITEK® 2 -automaation referenssimenetelmalla. Py-
rimme myo6s tydskentelemaan mahdollisimman huolellisesti, yhtendisesti ja aseptisesti
Fimlab Laboratoriot Oy:n sadntdjen ja toimintatapojen mukaisesti. Liséksi kdvimme
lapi tulosten tulkintaa ja arviointia yhdessa tyoeldméohjaajamme Jari Hirvosen kanssa.
Potilasnaytteet kirjasimme niille annetuin numeroin Excel-taulukoihin, tulosraportteihin
seka suspensioputkiin, jolloin potilaiden henkil6tiedot pysyivat salassa. Omiin muistiin-
panoihimme kirjoitimme potilaiden nimi, jotta erottaisimme potilaat toisistaan. H&vi-
tdmme potilaan nimi& sisaltavat muistiinpanot asianmukaisesti opinndytetydomme val-

mistuttua.

Virhettd tuloksiin ovat saattaneet aiheuttaa mahdolliset kirjaamisvirheet. Kirjasimme
kaikki MIC-tulokset manuaalisesti VITEK® 2 -tulostusraporteilta taulukkolaskentaoh-
jelmaan. Vaikka pyrimme tyoskentelemaan huolellisesti ja tarkasti, inhimillisen virheen
mahdollisuus on aina olemassa. Toinen virhettd mahdollisesti aiheuttanut tekija on voi-
nut olla herkkyystulkintatulosten virheellinen lukeminen. Olisimme voineet kirjata tau-
lukoihin MIC-tulosten lisdksi myos herkkyystulkinnat, jolloin vertailu olisi ollut hel-
pompaa. Pohtimisen arvoista on myds, ettd jos aloittaisimme tyon alusta uudestaan, te-
kisimmekd tulosten taulukoinnin samalla tavalla. Mittaustulokset olisi voinut taulukoida
esimerkiksi antibiooteittain tai maarityskorteittain samoihin taulukoihin. Alkuperdisena
tarkoituksena oli myos laatia mittaustuloksista korrelaatiokéyrid. Kokeilimme niiden
tekemistd, mutta emme saaneet niisté riittdvan havainnollisia. Kaiken kaikkiaan haasta-
vinta opinndytetyon tekemisessa oli juuri mittaustulosten analysointi ja johtopaatoksiin

paéaseminen.

Valitsimme tdman opinndytetydaiheen, koska halusimme paasta tekemaan kokeellisen
osuuden sisaltavan tyon. Tassa tydssd opimme kayttdmadn mikrobiologian automaa-
tiolaitteita, joista meilld ei ollut aikaisempaa kéyttokokemusta. Kokeellisen osuuden
suoritus oli melko yksinkertaista ja VITEK® 2 -analysaattorin kéytté helppoa. Mielen-
kiintoista oli my0s oppia teoriatiedon kautta syvemmin tydmme eri osa-alueista, kuten
tyossdmme esiintyvista bakteerilajeista ja herkkyysmaééaritysmenetelmistd. Kiinnostavaa
oli myo6s lopulta ndhdéd tydmme tulokset, jotka saimme analysoitua onnistuneesti mo-

lemmilla menetelmilld. Tydssa opimme hyvin tulosten taulukointia Excel-ohjelmalla.
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Tarkeda oli miettid, ettd tulokset olisivat mahdollisimman selkedsti ja havainnollisesti

esitetty.

Saimme tyémme tehtya suunnitelman mukaisesti ja pysyimme alkuperaisessa aikatau-
lussa. Yhteistyd on sujunut hyvin sekd tyoelamén ettd koulun ohjaajien kanssa, ja
olemme saaneet tarvittaessa riittavasti neuvoja opinnaytetydhomme liittyen. Keskinéi-
nen yhteistydbmme on myds sujunut hyvin ja olemme pyrkineet jakamaan tyomaaran

tasapuolisesti.
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Liite 1. Esimerkki VITEK®2 -analysaattorin herkkyysmaarityksen tulosraportista

bioMerieux Customer: Laboratory Report Printed Aug 11, 2015 11:54 EEST
System #: Printed by: labadmin
Isolate Group: ww75858-1
Selected Organism: Staphylococcus aureus

Comments:

Information
) Staphylococcus aursus
Selected Organism
|Entered:  Aug 11,2015 11:54 EEST By: labadmin
Analysis Messages:
Card: ASTPEY:  lorNeater: :swceisey Expires: Oct3 2015
S ibility | = 13:00 EEST
oy, Completed: 229 10:2015 g e Final Analysis o 00 hours
pleted: 53.28 EEST . Time: o
Antimicrobial MIC Interpretation Antimicrobial MIC |Interpretation

Cefoxitin Screen NEG - Linezolid <=0.5 S
Benzylpenicillin <=0.03 S Teicoplanin <=05 S
Oxacillin <= 0.25 S Vancomycin <=05 S
Gentamicin <= 0.5 S Tetracycline <=1 S
Tobramycin <=1 s Nitrofurantoin

Ciprofloxacin <=05 S Fusidic Acid <=05 S
Inducible Clindamycin Resistance NEG - Rifampicin <=0.03 S
Erythromycin 05 S Trimethoprim <=05 S
Clindamycin <=0.12 S Trimethoprim/Sulfamethoxazole <=10 S
Quinupristin/Dalfopristin <= 0.25 s

+= Deduced drug *= AES modified **= User modified

Fimlab Copy of
AES Findings: Last Modified: Jul 15, 2015 10:08 EEST Parameter Set: EUCAST+EUCAST-ba
sed
Confidence Level: IConsistem

Installed VITEK 2 Systems Version: 06.01
MIC Interpretation Guideline: Copy of EUCAST

AES Parameter Set Name: Fimiab Copy of EUCAST+EUCAST-based

Therapeutic Interpretation Guideline: EUCAST-based

AES Parameter Last Modified: Jul 15, 2015

10:08 EEST

Page 1 of 1
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Liite 2. Taulukoidut MIC-tulokset bakteerilajeittain
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Enterococcus faecium
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Enterobacter cloacae ssp cloacae

5| E 2

<| g 5

EHR: 3 _ E 2
21218l E|E|E|le|E| §|E| E|.|E|E

s S| S| |35|5|/5/3|8| £/2 2/£|5|%8

el 8|z|ele|2|lz|g| 5|ls| 5% 2|8
RS o | m| S| 5| 8|5 P 2 5 o 4 £l €
HHEIFHHE R IFEI IHE
ww7607malja 32128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5]| 0,25 1]0,25 2105 20
ww7607A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1]0,25 2|05 20
ww7607B 32128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5]| 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7608A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5]| 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7608B 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1|0,25 2|05 20
ww7609A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5| 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7609B 32128 | 64| 64| 64| 64| 64 1|0,25 1|0,25 2|05 20
ww7610A 32128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5]| 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7610B 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1]0,25 2|05 20
ww7611A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1|0,25 2|05 20
ww7611B 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5]| 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7612A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1]0,25 2|05 20
ww7612B 32128 | 64| 64| 64| 64| 64|0,5]| 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7637malja 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1|0,25 2|05 20
ww7637A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64 . 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7637B 321128 | 64| 64| 64| 64| 64 0,25 1]/0,25 2105 20
ww7614malja 321128 | 64| 64| 64| 64| 64| 0,5] 0,25 1/0,25/0,5|0,5( 20
ww7613A 32| 64| 64| 64| 64| 64| 64(0,5|0,25 1/0,25(0,5|0,5| 20
ww7613B 32| 32| 64| 64| 64| 64| 64|0,5]| 0,25 1/0,25/0,5|0,5| 20
ww7614A 32| 32| 64| 64| 64| 64| 64(0,5|0,25 1/0,25(0,5|0,5| 20
ww7614B 32| 32| 64| 64| 64| 64| 64|0,5]| 0,25 1]0,25 1{05| 20
ww7635malja 32(128| 64| 64| 64| 64| 64 1|0,25 1/0,25/0,5|0,5( 20
ww7635A 321128 | 64| 64| 64| 64| 64(0,5]| 0,25 1]/0,25 1/{05| 20
ww7635B 32| 32| 64| 64| 64| 64| 32(0,5]| 0,25 1/0,25/0,5|0,5| 20
ww7636A 32| 32| 64| 64| 64| 64| 64(0,5]| 0,25 1/0,25(0,5|0,5| 20
ww7636B 32| 64| 64| 64| 64| 64| 64(0,5]| 0,25 1/0,25/0,5|0,5| 20
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3(7)

Escherichia coli
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Sl=|2| 8|l2|¢e|e|2|=|g| 2|5 5|3|2|¢E|s
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S | S|lcla|lvw|vw|~¥y|v|w|wd S| = b liElzl =] =
ww7618malja 1 4 4 8 4 4 1 1/0,5]| 0,25 1/0,25|/0,5| 16| 0,5| 20
ww7618A 1 4 4 8 4 4 1 1/0,5|0,25 1/0,25(05| 16| 0,5| 20
ww7618B 1 4 4 8 4 4 1 1/05|0,25 1/0,25|/0,5| 16| 0,5| 20
ww7619A 1 4 4 8 4 4 1 1/05|0,25 1/0,25/0,5| 16| 0,5| 20
ww7619B 1 4 4 8 4 4 1 1/0,5|0,25 1/0,25(05| 16| 1,5| 20
ww7652malja 8| 16|128 8 4 4 1 1/05]|0,25 1/10,25(0,5| 16| 16|320
wWw7652A 8| 16| 16 8 4 4 1 1/0,5|0,25 1/0,25(05| 16| 16|320
ww7656malja 1| 16 4| 64 8 8 1 1/0,5]| 0,25 1/0,25|/0,5| 16| 0,5| 20
ww7656A 1| 16 41 16 4 4 1 1/05|0,25 1/0,25(05| 16| 0,5| 20
ww7656B 1| 16 4| 32 4 4 1 1/0,5|0,25 1/0,25(05| 16|0,5| 20
ww5657malja 1| 32 4| 64 8 8 1 1/0,5]| 0,25 1/0,25|/0,5| 16| 0,5| 20
ww5657A 1| 16 4| 32 4 4 1 1/05|0,25 1/0,25(05| 16| 0,5| 20
ww5657B 1| 16 41 32 4 4 1 1/05|0,25 1/0,25|/0,5| 16| 0,5| 20
ww7658malja 1 2 4 8 2 2 1 1/0,5|0,25 1/0,25({05| 16| 0,5| 20
ww7658A 1 2 4 4 2 2 1 1/05|0,25 1/0,25/0,5| 16| 0,5| 20
ww7658B 1 2 4 4 2 2 1 1/05|0,25 1/0,25|/0,5| 16| 0,5| 20
ww7659A 1 2 4 4 2 2 1 1/05|0,25 1/0,25(05| 16| 0,5| 20
ww7659B 1 2 4 4 2 2 1 1/05|0,25 1/0,25/0,5| 16| 0,5| 20
ww7663malja 1 2 4 8 4 4 1 1/0,5]|0,25 1/0,25({05| 16| 0,5| 20
ww7663A 1 2 4 8 4 4 1 1/05|0,25 1/0,25/0,5| 16| 0,5| 20
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Klebsiella oxytoca
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Raoutella ornithinolytica
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Staphylococcus aureus 5(7)
.g
5
£ S
gl 5| |zlele| = 2| 2| |e|E|<|d| o E|E
w| 2 || 2L 2 & E| B S| S|E|l<| 5| ala
Bl 2| 5| 5|62 5| 5| 58|25 |5|£5| 2|82
£l 2| 3|25 ¢| 5| 2| 2|8|2|2|8|2| E|E|E
S| 8| s|8le|d| S| | S|S| 2| S|8| 5| F|lE[E
ww7585malja | 0,03[0,25|0,5| 1|05/ 1/025(025| 1|05/ 1| 1]0,5[0,03|0,5] 10
Www7585A 0,03]0,25/0,5| 1]0,5/0,25(0,12|0,25/0,5|/0,5/0,5| 1|0,5|0,03|0,5]| 10
ww75858 0,03|0,25/0,5| 1|05| 0,5[0,12|0,25/0,5|/0,5(0,5| 1|0,5|0,03|0,5| 10
Ww7586A 0,03]0,25/ 05| 1]0,5/0,25[0,12|0,25/0,5|0,5/0,5| 1|0,5|0,03|0,5]| 10
ww7586B 0,03]/0,25/0,5| 1]0,5/0,25[0,12|0,25/0,5|/0,5/0,5| 1]|0,5|0,03]|0,5]| 10
ww7591A 0,03|0,25/ 05| 1|05| 0,5[0,12|0,25/0,5|/0,5| 1| 1|0,5]|0,03|0,5]| 10
ww7592A 0,03]0,25/0,5| 1]0,5| 0,5[0,12|0,25/0,5|/0,5/0,5| 1|0,5|0,03|0,5]| 10
ww7593malja | 0,06|0,25|0,5| 1|/05| 1/0412(025| 2|05/ 1| 1]05[003| 1|10
ww7593A 0,03|0,25/0,5| 1|/05| 05[0,12|/0,25| 1|05| 1| 1]/05]|0,03|0,5]| 10
ww7599malja | 0,5/0,25|05| 1|/05| 1/025[/025| 2[/05/05| 1]/05[003| 1|10
ww7599A 0,5/025/05| 1|/05| 05|0,25/025| 1/05| 1| 1|/05/003| 1|10
ww7615malja | 0,06 |0,25|0,5| 1|/05| 1| 4|025| 2|05| 1| 1| 16[/0,03| 1| 10
ww7615A 0,03|0,25/ 05| 1[05 0,5.0,25 05/05| 1| 1| 8|003|05]| 10
ww76158B 0,03]0,25/ 05| 1|0,5| 0,5 0,25/05(05| 1| 1| 8[003| 1|10
ww7622malja | 0,06 |0,25|0,5| 1|/05| 05/025(025| 2(05| 1| 1| 8[003| 2| 10
Www7622A 0,030,225/ 05| 1]/05| 0,5[0,12|0,25/0,5|0,5[05| 1| 8|0,03|05]| 10
ww7622B 0,03]/0,25/05| 1]/05| 05[0,12|0,25/0,5|0,5| 1| 1| 8|0,03|05]| 10
ww7642malja | 0,5 05|05| 1|/05| 1/025(025| 2(05| 1| 1]0,5[0,03|0,5] 10
ww7642A 0,5/025/05| 1|/05| 05|0,12|0,25| 1/05| 1| 1|05/0,03|05]| 10
ww7646malja | 0,5/0,25|05| 1|05/ 1/025(025| 2(05| 1| 1]0,5[0,03|0,5] 10
Ww7646A 0,5/025/05| 1|/05| 05|0,12|0,25| 1]/05|05| 1|/05/0,03|05]| 10
ww7646B 0,5/025/05| 1/05| 05|0,25/025| 1/05|05| 1|/05/0,03|05]| 10
ww7647A 0,5/025/05| 1/05| 05| |025| 2|05| 1| 2/05/003|05]| 10
ww76478 0,5/025/05| 1|/05| 05|0,12|0,25| 1]/05|05| 1|05/0,03|05]| 10
ww7650malja | 0,25[0,25|0,5| 1|/05| 1/025[025| 2(05/05| 1|0,5[0,03|0,5] 10
ww7650A -0,25 05/ 1]/05| 1]025/025| 2/05| 1| 1/05/0,03|05]| 10
ww7654malja | 0,5| 05[05| 1|/05| 1/025(025| 2(05/05| 1]0,5[003|0,5] 10
Ww7654A 0,5/025/05| 1|/05| 05|0,12|0,25/05|05|05| 1|/05]/0,03|05]| 10
ww7654B 0,5/0,25/05| 1]/05/0,25|0,12|/0,25/05|0,5|05| 1|/05/0,03|05]| 10
WW7655A 0,5/0,25/05| 1{05| 05|0,12|0,25/05|0,5|0,5| 1|0,5/0,03|0,5]| 10
ww7672malja | 0,5/0,25|05| 1|05/ 1/025(025| 1|05/ 1| 1]0,5[003|0,5/ 10
Www7672A 0,5/025/05| 1{05| 05|0,25|/025| 1/05|05| 1|05/0,03|05]| 10
ww76728 0,5/0,25/05| 1|/05| 05|0,25/0,25| 1/05|05| 1|/0,5/0,03|05]| 10
ww7673A 0,5/025/05| 1]/05| 05|0,25/0,25/05|05|05| 1/05/0,03|05]| 10
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Staphylococcus epidermidis
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Staphylococcus hominis
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Staphylococcus lugdunensis
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