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Ohjaajat

Kiekkoherkkyysmaaritys on standardoitu menetelmd, joka on siitd huolimatta altis virheille.
Vuoden 2011 alussa Suomi siirtyi noudattamaan EUCASTIn suositusta antibioottiherkkyys-
maarityksen teossa ja tulkinnassa. Opinnaytetydn tarkoitus oli selvittaa vaikuttaako antibi-
oottiherkkyysmaarityksen suorittamisen suosituksista poikkeaminen antibioottiherkkyystu-
lokseen. Tutkimme vaikuttavatko standardeista poikkeavat tekijat antibioottien estorenkai-
den halkaisijoihin. Tutkittavat tekijat olivat 1) bakteerisuspension levitystapa 2) baktee-
risuspension vahvuus 3) aika, joka kuluu ennen kuin bakteerisuspensio levitetdan herk-
kyysmaljalle 4) aika, joka kuluu ennen kuin herkkyysmalja, jolle on listty antibioottikiekot,
siirretdan bakteerilajin vaatimiin kasvuolosuhteisiin.

Tutkimme tekijoiden vaikutusta kuudella eri bakteerilajilla, joista kaytimme seka herkkaa
ettd herkkyydeltdadn alentunutta kantaa. Tutkittavat bakteerilajit olivat Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae ja Streptococcus pyogenes. Tavoitteenamme oli saada selville, onko valituilla
tekijoilla tilastollista merkitsevyytta bakteerilajikohtaisesti. Toteutimme tyén HUSLABIn
kliinisen mikrobiologian bakteriologian osastolla.

Opinnaytety6 perustui kokeelliseen tutkimukseen. Tutkimusmenetelmind kdytimme seka
kvantitatiivista ettd kvalitatiivista menetelmaa. Kokeellisen osuuden tulokset analysoimme
tilastollisten testien avulla. Tuloksista voimme paatelld, ettd bakteerisuspension vahvuu-
della on vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin. Tama ilmentyi neljan bakteerilajin koh-
dalla. Huomasimme myds bakteerilajien sisdisten kantojen valilla tilastollista merkitse-
vyyttd estorenkaiden halkaisijoita verratessa. Tulokset ovat kuitenkin ainoastaan suuntaa-
antavia, johtuen toistojen vahadisesta maarasta. Muilla tutkittavilla tekijgilla ei ollut tilastol-
lista merkitsevyytta kiekkoherkkyysmenetelman tuloksiin.

Tyémme perusteella olisi hyodyllista tutkia tarkemmin bakteerisuspension vahvuuden vai-
kutusta herkkyysmaarityksen tuloksiin useammalla toistolla. Talldin voitaisiin todeta luo-
tettavasti tarve suspensiovahvuuden kontrollointiin herkkyysmaarityksia tehdessa. Suspen-
sion levittamisviiveen ja maljan siirtdmisviiveen vaikutusta olisi hyddyllistd tutkia enem-
man, pidemmilld odotusajoilla ja useammilla toistoilla.

Avainsanat antibioottiherkkyysmaaritys, kieckkomenetelman suoritus
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At the beginning of the year 2011, Finland started to follow the recommendations of the
disc diffusion test that EUCAST had set. The purpose of our final project was to study
whether neglecting the recommendations affected the results of the disk diffusion tests.
Moreover, we studied whether the selected factors had any effect on disk diffusion tests’
results. The selected factors were the techniques of spreading bacterial suspension, the
strength of bacterial suspension, the time from the preparation of the bacterial suspension
to the point of spreading the bacterial suspension to Miiller-Hinton agar and the time the
finished agar plates stood still before incubating at +35°C.

We studied these selected factors with six different species of bacteria. Of each species of
bacteria, we studied a susceptible strain and a strain of which susceptibility had de-
creased. Species that we studied were Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae and Streptococcus pyo-
genes. Our purpose was to settle the effects and significance of the selected factors in
disk diffusion testing. We conducted our final project in the HUSLAB Laboratory of Clinical
Bacteriologi, Helsinki, Finland.

Our final project was based on the empirical experimental research method. We used both
quantitative and qualitative methods. Furthermore we analyzed our results with a statis-
tical programme. However, our results were only suggestive because of the amount of
samples. We compared the variations in diameter of the zones with selected factors. Our
result was that diameter of the zones differed only slightly between individual species of
bacteria. We noticed the most significant variations in the results with the strength of bac-
terial suspension. The results lead to the conclusion that other selected factors do not
have significant meaning in disk diffusion test. Based on our results, we suggest further
studies. It could be very worthwhile to study further how the strength of the bacterial sus-
pension affects the diameter of the zones with more recursions. In addition, it would be
interesting to conduct a study with a longer time period before spreading the suspension
and incubating the plates.

Keywords antimicrobial susceptibility, performing of disk diffusion test
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1 Johdanto

Bakteerilajien antibioottiherkkyysmaaritykset ovat osa potilaan hoitoa. Herkkyysmaari-
tysten tarkoituksena on mitata bakteerilajien vastustuskykya eli resistenssia antibioot-
teja kohtaan. Lisaantynyt antibioottien kaytté on lisannyt bakteerilajien resistenssia
ladkehoidossa kaytettaville antibiooteille. Bakteerisoluilla on kyky kehittaa resistenssia
ja siirtda sité saman lajin sisdlla seka toisille bakteerilajeille. (Nissinen 2006b; 201.)
Kansainvalisesti verrattuna Pohjoismaiden antibioottiresistenssitasot ovat alhaisia
(Kronvall 2010; 632).

Oikein ja luotettavasti toteutettu antibioottiherkkyysmadaritys takaa potilaalle parhaan
mahdollisen antibioottiladkityksen. Kiekkoherkkyysmenetelmdssa bakteeripesdkkeista
tehtya suspensiota levitetéan herkkyysmaljalle, jolle lisatdan antibioottikiekkoja. Bak-
teerilajien herkkyys antibiootteja kohtaan voidaan arvioida muodostuvien estorenkai-
den halkaisijoiden perusteella. (EUCAST disk diffusion method for antimicrobial sus-
ceptibility testing 2010.) Kiekkoherkkyysmenetelmastd on tullut yksi kaytetyimmista
menetelmistd, silld se on edullinen ja helppo suorittaa. Kun menetelma otettiin kayt-
téon, sen suorittamisesta oli useita erilaisia suosituksia ympari maailmaa. (Kronvall
2010; 622.) Antibioottiherkkyysmaaritysten avulla seurataan bakteerilajien resistenssin
kehittymistd. Suomessa mikrobiladkeresistenssia seuraavat FiRe (Finnish Study Group
for Antimicrobial Resistance), TTR (Tartuntatautirekisteri) ja Siro (Sairaalainfektio-oh-
jelma). FiRe on ainutlaatuinen maanlaajuinen mikrobiladkeresistenssin seurantaver-

kosto, joka tekee yhteisty6ta EUCAST -komitean kanssa. (Bergman.)

Taman vuoden alussa Suomessa on siirrytty noudattamaan EUCASTin antamaa stan-
dardia kiekkoherkkyysmenetelman suorittamisesta. Antibioottiherkkyyden maarittami-
nen kiekkomenetelmalld on standardoinnista huolimatta altis virheille. EUCAST (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) on kolmen jarjeston muo-
dostama komitea, jonka toiminnan padpaino on yhdistdad antibioottiherkkyysrajoja
(SIR-rajat) eri Euroopan maiden kesken. Suurimmat muutokset, joita siirtyminen Suo-
messa on aiheuttanut, ovat estorenkaiden halkaisijoiden tulkintarajojen ja tydohjeen
muuttuminen. (EUCAST disk diffusion method for antimicrobial susceptibility testing
2010). EUCAST on tehnyt Euroopassa uraa uurtavaa standardointia, jotta suositukset
kiekkoherkkyysmenetelman suorittamisesta olisivat yhtenevaiset eri maiden kesken
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(Kronvall 2010; 622). Yhteisten standardien noudattaminen mahdollistaa bakteerilajien
antibioottiherkkyystilanteiden vertailua Euroopassa. EUCAST tekee epavirallista tiedon-
vaihtoa myds Yhdysvalloissa toimivan CLSI:n (Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute) kanssa. Naiden komiteoiden virallisen yhteistydn estaa niiden erilainen rakenne,

rahoitus ja suhteet toimintaa saateleviin viranomaisiin. (Kahlmeter ym. 2006; 501.)

Tassa tydssa tutkimme vaikuttavatko yhdessa ohjaajien kanssa valitut tekijat herk-
kyystuloksiin. Tutkittavat tekijat olivat: bakteerisuspension levitys kolmella eri tavalla,
erivahvuiset bakteerisuspensiot ja bakteerimaton paksuus. Lisdksi tutkimme vaikut-
taako bakteerisolujen hengissa sdilymiseen tunnin odotusaika ennen bakteerisuspen-
sion levittdmista herkkyysmaljalle. Tutkimme myds, vaikuttaako tunnin viive ennen
herkkyysmaljan siirtdmista bakteerilajien vaatimiin kasvuolosuhteisiin bakteerisolujen
hengissa sailymiseen. Toteutimme tyén HUSLABIn kliinisen mikrobiologian bakteriolo-
gian osastolla. Kaytimme kuutta eri bakteerilajia, joista jokaisesta tutkimme kahta anti-
bioottiherkkyydeltdan eroavaa kantaa. Tyossa kaytettdvat bakteerilajit ovat kliinisesti

merkittdvia taudinaiheuttajia.

Kaytimme tydssamme kokeellista tutkimusstrategiaa hyodyntden seka kvantitatiivista
ettd kvalitatiivista tutkimusmenetelmda. Kokeellisen osuuden tulokset analysoimme
tilastollisesti. Tulokset vaihtelivat bakteerilajien valilld. Eroja esiintyi myds herkkyydel-
taan eroavien bakteerikantojen valilld. Tyon tavoitteena oli selvittda, vaikuttaako tyo-
ohjeen suosituksesta poikkeaminen antibioottiherkkyysmaarityksen tulokseen. Tavoit-

teenamme oli myds nostaa esille uusia jatkotutkimusaiheita.

2 Antibioottiherkkyyden maarittaminen kiekkomenetelmalla

Mikrobiladke on yleisnimi kaikille ldakkeeksi sopiville aineille, jotka estavat mikrobeja
lisdantymasta tai tuhoavat niitd. Bakteerisoluihin vaikuttavia mikrobiladkkeitd kutsutaan
bakteerilaakkeiksi. Toisten mikrobien tuottamia aineita kutsutaan puolestaan antibioo-
teiksi. Ne ovat tarkein osa bakteeriladkkeitd. Osa antibiooteista valmistetaan kemialli-
sesti. (Makeld 2002: 510-511.) Kliiniseen kayttéon otettavan uuden antibiootin teho ja
vaikutus bakteerilajeihin tunnetaan aina tarkasti. Bakteerilajeilla on luonnollista resis-
tenssia antibiootteja kohtaan. Taman lisaksi bakteerilajeilla on myds kyky hankkia re-

sistenssia eri mekanismein. Herkkyysmaarityksen indikaationa on hankitun resistenssin
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osoittaminen antibiootti- ja bakteerilajikohtaisesti, jotta tarvittaessa potilaalle voidaan
antaa tehokas antibioottiladkitys. (Nissinen 2006b: 201.)

Luonnollinen resistenssi eri antibiootteja kohtaan on bakteerilajikohtainen ominaisuus.
Hankitulla resistenssilla tarkoitetaan normaalisti antibiootille herkkien bakteerilajien
muuttumista resistenteiksi. Hankittu resistenssi perustuu joko kromosomaalisten geeni-
en muutoksiin tai plasmidin siirtymiseen. Kromosomaalinen mutaatio aiheuttaa baktee-
risolussa muutoksen ladkkeen vaikutuskohdassa. Kromosomaalisen resistenssin synty-
minen voidaan ehkaista tarpeeksi suurella ladkeannoksella, joka tappaa nekin bakteeri-
populaation jasenet, jotka ovat hieman resistentimpia kyseiselle ldakeaineelle. (Jarvi-
nen — Vaara — Huovinen — Liippo — Vasankari 2011: 122-129; Vuento — Vaara 2010:
68-71.)

2.1 Aikaisemmat tutkimukset

Kiekkoherkkyysmenetelman suorituksesta oli useita eri kdytant6ja ja ohjeita laboratori-
oista riippuen ennen 1960 -lukua. Menetelman standardoinnin puuttuminen muodostui
kuitenkin ongelmaksi vasta 1960 -luvulle siirryttdessa. Taman vuoksi tutkijat Kirby ja
Bauer alkoivat kehittéda kiekkoherkkyysmenetelman ohjeita yhdistamalla ja paivittamal-
la aikaisempia tutkimuksia. He julkaisivat aikaisempiin tutkimuksiin perustuvat omat
tutkimustuloksensa. Ndiden tulosten perusteella WHO (World Health Organization) pe-
rusti komitean vuonna 1961, jonka tehtdvana oli standardoida kiekkoherkkyysmene-
telmaa. Taman tuloksena syntyi standardoitu suositus kiekkoherkkyysmenetelman suo-
rittamisesta. Nykyaan CLSI vastaa kiekkoherkkyysmenetelman paivittamisesta ja tarvit-
tavista muutoksista Yhdysvalloissa. Tallad tavalla varmistetaan menetelman yhdenmu-
kainen suorittaminen ja tulosten luotettavuus seka vertailukyky. (Hudzicki 2009.) CLSI
on julkaissut tutkimuksia ja suosituksia muun muassa agarmaljojen valmistuksesta,
bakteerisuspension vahvuudesta, inkubaatioajoista ja -lampdtiloista seka tulosten tul-
kinnasta ja menetelman luotettavuudesta (M02-A10: Performance Standards for Anti-
microbial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard - Tenth Edition 2011).

Ennen EUCAST -komitean perustamista, Euroopassa eri mailla oli omat komiteat, jotka
maarittivat omia SIR -rajoja. Jokaisen maan itsendiset komiteat ovat tutkineet kiekko-
herkkyysmenetelmaa ja siihen vaikuttavia tekijoita seka standardoineet kiekkomene-

telmaa. Komiteat ovat olleet yhteistydssa toistensa kanssa, mutta eivat ole harmonisoi-
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neet omia kaytantdjaan yhtenaisiksi. EUCAST on yhtenaistanyt kansallisten komiteoi-
den ohjeistuksista eurooppalaisen standardin kiekkoherkkyysmenetelman suorittami-
sesta tehden samalla uusia tutkimuksia seka julkaissut yhtendisia SIR-rajoja. (Kahlme-
ter — Brown 2004: 187-188.) EUCASTIn ja CLSIn antamat standardit kiekkoherkkyys-
menetelmaan eroavat jonkin verran toisistaan. Esimerkiksi EUCAST suosittelee va-
hasoluisempaa bakteerisuspensiota kuin CLSI. Uudet standardit ovat syntyneet pienilla

muutoksilla vanhoista standardeista. (Kahlmeter ym. 2003: 146.)

2.2 Kiekkomenetelma

Antibioottiherkkyysmaaritys kiekkomenetelmalld perustuu agardiffuusioon. Vuonna
1928 Alexander Fleming keksi penisilliinin agardiffuusion avulla. Ensin agardiffuusiome-
netelmad kaytettiin ainoastaan penisilliiniliuosten aktiivisuuden mittaamiseen. 1940-
luvulla agardiffuusiomenetelmaa alettiin kehittda. Talldin paddyttiin matemaattiseen
kaavaan, joka toimii nykyisen kiekkoherkkyysmenetelman teoreettisena perustana.
Huomattiin myds, ettd menetelmaa voidaan kdyttda kaanteisesti, bakteerilajien antibi-
oottiherkkyyksien mittaamiseen. Kuoppaan pipetoitavan ladkeliuoksen sijasta agarin
pinnalle asetettiin paperinen laakekiekko, josta ladkeaine imeytyy agariin. (Nissinen
2009.) Kiekkoherkkyysmenetelma on otettu laajasti kayttéon kliinisissa laboratorioissa
jo 1960 -luvulla, jolloin alkoi myds sen standardointi (Hindler — Jorgensen 2000: 73).
Tana vuonna Suomessa kayttéon otetun EUCASTIn standardoiman ohjeen padkohdat

kiekkoherkkyysmenetelmalle ovat:

e 0,5 McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio valmistetaan 3-5 erillisestd bak-
teeripesakkeista.

e Bakteerisuspension vahvuus tarkistetaan densitometrilla.

e Bakteerisuspensio tulee levittad herkkyysmaljalle dreijan avulla 15 minuutin ku-
luttua sen valmistamisesta, kuitenkin viimeistaan tunnin sisalla.

e Antibioottikiekot lisataan herkkyysmaljalle 15 minuutin kuluessa bakteerisuspen-
sion levittamisesta.

e Herkkyysmaljat siirretdadn kasvuolosuhteisiin 15 minuutin kuluessa antibiootti-
kiekkojen lisaamisesta. Maljojen annetaan olla bakteerilajin vaatimissa kasvu-
olosuhteissa vahintaan 16—18 tuntia.
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e Tavallisilla Miller-Hinton herkkyysmaljoilla olevien antibioottien estorenkaiden
halkaisijat mitataan tummaa taustaa vasten maljan pohjan puolelta hyvassa va-
laistuksessa.

e Rikastetuilla Miller-Hinton herkkyysmaljoilla olevien antibioottien estorenkaiden
halkaisijat mitataan maljalta ilman kantta hyvassa valaistuksessa.

(EUCAST disk diffusion method for antimicrobial susceptibility testing 2010.)

Kiekkoherkkyysmenetelmdssa kaytettdva bakteerisuspensio valmistetaan valitsemalla
bakteeriviljelmastéa kolmesta viiteen erillista, ulkonddltdan samanlaista bakteeri-
pesaketta ja sekoitetaan pesdkkeet keittosuolaliuokseen (0,9 % NaCl). Bakteerisuspen-
sion suositeltava vahvuus on 0,5 McFarlandia. Suspension vahvuuden voi tarkistaa
densitometrin avulla tai vertaamalla sita silmamaaraisesti McFarlandin standardiin. Bak-
teerisuspensio levitetdaan kostutetulla pumpulitikulla mahdollisimman tasaisesti herk-
kyysmaljalle. Levittamisessa suositellaan kayttdmaan apuna dreijaa. (EUCAST disk dif-
fusion method for antimicrobial susceptibility testing 2010; Meurman — Nissinen 2006:
205; Carlson — Koskela 2011: 44; Hindler — Jorgensen 2000: 73; Antimicrobial Suscep-
tibility Testing (Agar Disk Diffusion Method):62—-67.)

Bakteerisuspension levittdmisen jdlkeen herkkyysmaljalle lisatdan antibioottikiekot
kiekkoannostelijalla (kuvio 1). Bakteerilajista riippuen, herkkyysmaljalle asetetaan tietty
maara antibioottikiekkoja. Nykyaan menetelmdssa kaytettavat nestemaiset antibiootit
on imeytetty kaupallisiin paperikiekkoihin, jonka jalkeen ne on kuivattu. Antibioottikiek-
koja sailytetdan jadkaappilampétilassa. Niiden tulisi kuitenkin olla huoneenldammaossa
vahintaan tunnin ajan ennen niiden kayttamista, etteivat ne kerdisi kosteutta. (EUCAST
disk diffusion method for antimicrobial susceptibility testing 2010; Meurman — Nissinen
2006: 205; Carlson — Koskela 2011: 44; Hindler — Jorgensen 2000: 73; Antimicrobial
Susceptibility Testing (Agar Disk Diffusion Method):62—-67.)



Kuvio 1. Antibioottikiekkoannostelija

Antibiootti alkaa diffundoitua valittémasti paperikiekosta herkkyysmaljan elatusainee-
seen. Bakteerisolut alkavat lisddntya vasta padstyaan tarvitsemiinsa kasvuolosuhteisiin.
Herkkyysmaljan annetaan olla kasvuolosuhteissa vahintéan 16-18 tuntia. Maljan alu-
eella, jolla antibioottipitoisuus ylittda inhibitorisen pitoisuuden rajan, bakteerisolujen
lisadntyminen estyy ja antibioottikiekon ymparille muodostuu estorengas. (EUCAST disk
diffusion method for antimicrobial susceptibility testing 2010; Hindler — Jorgensen
2000: 73; Nissinen 2002: 532-533; Lalitha: 10—-14; Antimicrobial Susceptibility Testing
(Agar Disk Diffusion Method): 62—67; Meurman—Nissinen 2006: 205-206.)

Estorenkaiden halkaisijat mitataan millimetrin tarkkuudella heti seuraavana padivana
bakteerisuspension levityksestd herkkyysmaljalle. Estorenkaiden halkaisijat olisi hyva
mitata tummaa taustaa vasten ja hyvassa valaistuksessa. Estorenkaan halkaisija on sita
suurempi, mitd herkempi tutkittava bakteerilaji on kyseiselle antibiootille. Estorenkai-
den ollessa suuria on mahdollista, etta vierekkadiset estorenkaat yhtyvat maljalla, jolloin
halkaisijoiden mittaaminen ei onnistu. Jos halkaisijaa ei pystytd mittaamaan, voidaan
estorenkaasta mitata sade ja kertoa se kahdella. Estorenkaan halkaisijan mukaan voi-
daan maaritelld bakteerilajikohtaisesti, onko bakteerilaji herkka (S), herkkyydeltdan
alentunut (I) vai resistentti (R) tietylle antibiootille. (EUCAST disk diffusion method for
antimicrobial susceptibility testing 2010; Hindler — Jorgensen 2000: 73; Nissinen 2002:
532-533.) Jos herkkyystulos on epaselva tai poikkeuksellinen, se varmistetaan MIC -

maaritykselld antibioottigradientin sisdltavan kaupallisen E-testin avulla (Epsilon testi).
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MIC-arvolla voidaan maarittaa ladkkeen pienin pitoisuus, joka estda bakteerisolujen
kasvun. (Nissinen 2002: 532-533.)

Kiekkoherkkyysmenetelmdn luotettavuuteen ja tulosten tulkintaan vaikuttavat useat
tekijat. Bakteerilajin resistenssi antibiootille voidaan todeta kiekkoherkkyysmenetel-
malld luotettavasti vasta kun vastustuskyvyn muutos on kasvanut kymmenkertaiseksi.
Tasta johtuen kiekkoherkkyysmaaritys on suhteellinen menetelmda. (Nissinen 2006a:
202-203.) Kiekkomenetelman yksi suurimmista ongelmista on standardoinnista huoli-
matta sen herkkyys virheille. Se muun muassa soveltuu huonosti anaerobisille baktee-
rilajeille, niiden hitaan kasvun vuoksi. (Carlson — Koskela 2011. 43—-44.) Muodostuneen
estorenkaan reunojen selkeyteen vaikuttavat eri antibioottiryhmat ja eri bakteerilajit
(Nissinen 2006a: 202-203). Aina muodostunut estorengas ei ole selkedreunainen, jol-
loin sitd on hankala mitata (Nissinen 2009). Useimmilla bakteerilajeilla estorenkaan
halkaisija mitataan siitd, mistd alkaa pienikin bakteerikasvu. Tietyilla bakteerilajeilla
halkaisijan mitta mitataan selvan estorenkaan reunasta, vaikka reunan sisapuolella olisi
pientd bakteerikasvua. (Hindler — Jorgensen 2000: 75-76; Myllyniemi 2010.) Esimer-
kiksi H. influenzae Aajin estorenkaiden mittaaminen voi olla hankalaa. Mittaamisen
hankaluus johtuu yleensa pienesta kasvusta estorenkaiden reunalla, joka tulee ottaa
huomioon estorenkaiden halkaisijoita mitattaessa. (Karpanoja — Nissinen — Huovinen —
Sarkkinen 2004: 662.) Antibioottikiekon huono kontakti herkkyysmaljan pintaan voi
myo6s aiheuttaa epdselvan estorenkaan. Kosteus vaikuttaa antibioottien imeytymiseen

kiekosta agarmaljalle. (Myllyniemi 2010.)

2.3 Agarmaljat herkkyysmaljoina

Agar-agar maljat kehitettiin jo 1880-luvun alkupuolella. Agar-agar on valtamerissa kas-
vavasta levasta eristetty polysakkaridiseos. Vain harvat bakteerisolut kykenevat hajot-
tamaan agaria ravinnokseen. Taman vuoksi agar sopii hyvin bakteerisolujen kasvu-
alustaksi. (Salkinoja-Salonen 2002: 57.) EUCAST suosittelee suurimmalle osalle bak-
teerilajeja kaytettavaksi herkkyysmaarityksissa Miller-Hinton (MH) agarmaljoja. Vaati-
ville bakteerilajeille EUCAST suosittelee herkkyysmaarityksissa kaytettdvaksi rikastettu-
ja Miller-Hinton agarmaljoja (MH-F) (kuvio 2). Naille maljoille on lisatty viisi prosenttis-
ta defibrinoitua hevosen verta. Maljoille on lisatty myds 20 mg/l B-nikotiini-
amidiadeniini-nukleotidia (B-NAD). (EUCAST disk diffusion method for antimicrobial
susceptibility testing 2010.)



Kuvio 2. Rikastettu Miller-Hinton herkkyysmalja (MH-F) ja tavallinen Muller-Hinton (MH) herk-
kyysmalja.

Tavallisia Miller-Hinton herkkyysmaljoja voidaan kayttdd muun muassa Escherichia
coll, Staphylococcus aureus ja Klebsiella pneumoniae bakteerilajeille. Rikastettuja Ml-
ler-Hinton herkkyysmaljoja kaytetdan esimerkiksi Haemophilus influenzae, Streptococ-
cus pneumoniae ja Streptococcus pyogenes bakteerilajeille. (EUCAST disk diffusion

method for antimicrobial susceptibility testing 2010.)

3 Antibioottien vaikutus bakteerisoluun

Antibioottien tavoite on tuhota bakteerisoluja tai estad niiden lisaantyminen. Bakte-
risidisten ladkkeiden tarkoitus on tappaa bakteerisolu. Bakteriostaattiset l1dakkeet esta-
vat bakteerisolujen kasvua ja lisdantymista, mutta ne eivat tapa bakteerisoluja. Antibi-
ootit voidaan jakaa laaja- ja kapeakirjoisiin ladkkeisiin. Laajakirjoinen antibiootti vai-
kuttaa moniin erilaisiin bakteerilajeihin, kapeakirjoinen puolestaan vain tietynlaisiin la-
jeihin. Ladkeaineen valinnassa tulisi kayttéad mahdollisimman kapeakirjoisia antibioot-
teja, etta resistentteja bakteerikantoja ei kehittyisi. (Jarvinen ym. 2011: 113-114; Kole-
tar 2000: 53-54; Jarvinen 2006: 171.) Bakteerisolujen rakenne eroaa bakteerilajien
kesken, mika tulee ottaa huomioon antibioottia valittaessa. Esimerkiksi gramnega-
tiivisilla bakteerisoluilla on solukalvon ja soluseinan lisdksi ulkokalvo, jota grampositiivi-
silla bakteerisoluilla ei esiinny. Ulkokalvo suojaa gramnegatiivisia bakteerisoluja tietyilta
antibiooteilta, jotka kykenevat tuhoamaan grampositiivisia bakteerisoluja. (Vaara 2006:
178; Vaara — Skurnik — Sarvas 2010: 26-27.)
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Antibioottien kayton ja lisdantyneen bakteerien ladkeresistenssin valille on voitu osoit-
taa yhteys (Kdrpanoja ym. 2008: 2480). Antibioottien lilkakdyttd aiheuttaa siis resis-
tenssiuhkaa. Tarkoituksenmukaisella antibiootilla ja annoskoolla voidaan vaikuttaa
muodostuvan resistenssin ehkadisyyn. (Meurman 2006: 166.) Jos annoskoko jaa liian
pieneksi, resistentimmat taudin aiheuttavat bakteerisolut eivat kuole, jolloin on toden-
nakoistd, etta resistenssia muodostuu. (Jarvinen 2006: 175.) Yhdistelemalla eri antibi-
ootteja voidaan myds vahentda bakteerilajien resistenssin kehittymista (Jarvinen ym.
2011: 119). Gramnegatiivisten bakteerilajien kehittyva moniresistenssi aiheuttaa tar-
vetta uusille tehoaville antibiooteille. (Vaara 2009: 2001).

Antibiootit pystyvat hairitsemaan bakteerisolujen toimintoja vain, jos ladkkeen sitoutu-
miskohta on muuttumaton ja vapaa. Bakteerisoluilla on useita erilaisia mekanismeja,
joilla ne pyrkivat estdmaan ladkeaineen vaikutuksen. Bakteerisolut pystyvat esimerkiksi
muuntelemaan ladkkeiden vaikutuskohtia niin, etta vaikuttava |adkeaine ei pysty si-
toutumaan siihen. (Jarvinen ym. 2011: 122-124; Koletar 2000: 59-60; Madigan — Mar-
tinko — Parker 2000: 765—-766.) Antibiootit voidaan jakaa vaikutustapansa perusteella
viiteen ryhmaan. Ne voivat vaikuttaa bakteerisolun soluseindan, solukalvoon, proteiini-
synteesiin, nukleiinihapposynteesiin tai foolihapposynteesiin. (Jarvinen ym. 2011: 114-
115.)

3.1 Vaikutus soluseindan

Lukuisat antibiootit vaikuttavat bakteerisolun soluseindan. Soluseind antaa baktee-
risolulle ominaisen muodon ja lisdéd sen mekaanista kestavyytta. Bakteerisolujen solu-
seina muodostuu peptidoglykaanista ja on hyvin omalaatuinen, minka vuoksi monet
antibiootit vaikuttavat juuri soluseindan. (Vaara ym. 2010: 20-21; Manuselis — Mahon
2000: 9; Salkinoja-Salonen — Puhakka 2002: 112-114; Madigan ym. 2000: 60-63.)
Bakteerilajit jaetaan soluseindn perusteella grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin (Jar-
veldinen — Miettinen 2001: 2015).

Peptidoglykaanirakennetta tavataan vain bakteerisoluilla. Grampositiivisilla baktee-
risoluilla on useita peptidoglykaanikerroksia paallekkdin, kun taas gramnegatiivisilla
bakteerisoluilla kyseisia kerroksia on vain muutama. Peptidoglykaani vastaa soluseinan
jaykkyydesta. (Koletar 2000: 54-55). Jos peptidoglykaaniin syntyy riittavan suuri reika,

bakteerisolu ei pysty yllapitamaan osmoottista painetta ja kuolee. Antibiootit, jotka
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estavat peptidoglykaanin muodostumista ovat tehokkaita, bakteerisoluja tappavia ai-
neita. (Vaara ym. 2010. 21-27; Manuselis — Mahon 2000: 9-10; Puhakka — Salkinoja-
Salonen 2002: 98—-101; Madigan ym. 2000: 69-74.)

Bakteerisolut tarvitsevat peptidoglykaanin muodostamiseen useita entsyymeitd. Osa
antibiooteista kykenee hairitsemaan peptidoglykaanin muodostumiseen tarvittavien
entsyymien toimintaa tai rakennetta. Beetalaktaamirakenteiset antibiootit kykenevat
spesifin rakenteensa ansiosta sitoutumaan peptidoglykaanisynteesissa tarvittaviin ent-
syymeihin. Sitoutuminen estda tai muuttaa entsyymien toimintaa. (Jarvinen ym. 2011:
114-115; Koletar 2000: 54-55; Vuento — Vaara 2010: 68.) Tama aiheuttaa baktee-
risolun soluseindn heikkenemisen, jolloin osmoottinen paine kasvaa, bakteerisolu tur-

poaa ja lopulta hajoaa (Ladkeluettelo 2011).

Beetalaktaamit ovat suurin antibioottiryhmad, johon kuuluu useita eri antibiootteja.
Ryhma saa nimensa beetalaktaamirenkaan mukaan. Beetalaktaamiryhman antibiootti-
en tarkein resistenssimekanismi perustuu beetalaktamaasiin, hajottavaan entsyymiin.
Osa beetalaktaamiryhman antibiooteista on penisillineja. Beetalaktaameihin kuuluu
myo6s karbapeneemit ja kefalosporiinit. Kefalosporiinit voidaan jakaa kolmeen eri suku-

polveen vaikutuskirjonsa perusteella. (Vuento 2006: 168-169.)

3.2 Vaikutus solukalvoon

Solukalvoon vaikuttavia ladkeaineita kdytetddan vahan, silla ne vaikuttavat myods euka-
ryoottisoluihin. Tama johtuu prokaryoottien ja eukaryoottien solukalvojen samantapai-
sesta rakenteesta. Bakteerisolujen solukalvo muodostuu lipidikaksoiskalvosta. Sen tar-
kein tehtava on saadelld bakteerisolun osmoottista painetta ja aineiden kulkua baktee-
risoluun. Kalvo lapdisee molekyyleja valikoivasti. Taman vuoksi bakteerisolu kuljettaa
aineita seka passiivisesti etta aktiivisesti. (Vaara ym. 2010: 20-21; Manuselis — Mahon
2000: 9; Salkinoja-Salonen — Puhakka 2002: 112-114; Madigan ym. 2000: 60-63.)

Gramnegatiivisilla bakteerisoluilla on soluseinan ja solukalvon lisaksi ainutlaatuinen ul-
kokalvo, joka suojaa ulkopain tulevilta haitallisilta aineilta (Vaara ym. 2010: 27; Ma-
nuselis — Mahon 2000: 9-10; Madigan ym. 2000: 69—-74). Vaikuttaakseen gramnegatii-
visten bakteerisolujen solukalvoon antibiootin tulee ensin vaurioittaa ulkokalvoa. Vasta

taman jdlkeen vaikuttava antibiootti padsee solukalvolle ja tuhoaa sen. Grampositiivi-
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silla bakteerisoluilla ei ole ulkokalvoa, joten vaikuttavien antibioottien on helpompi
padsta bakteerisolujen solukalvolle. (Jarvinen ym. 2011: 117.) Esimerkiksi vankomysiini
on solukalvoon vaikuttava antibiootti. Sen vaikutuskohteena on bakteerisolun solukal-
von biosynteesi ja sen estdminen. Vankomysiini aiheuttaa muutoksia myds baktee-

risolun solukalvon lapaisevyydessa ja RNA-synteesissa. (Valmisteyhteenveto 2002.)

3.3 Vaikutus proteiinisynteesiin

Prokaryootti- ja eukaryoottisolujen proteiinisynteesit ovat hyvin samankaltaisia. Osa
proteiinisynteesin vaiheista tapahtuu ribosomien pinnalla. Bakteerisolujen ribosomien
rakenne on 70S. S kuvaa ribosomaalisen RNAn kokoa. Ribosomi koostuu kahdesta
osasta, 50S ja 30S. Eukaryoottien rakenne on puolestaan 80S ja se koostuu osista 60S
ja 40S. Taman vuoksi monet antibiootit vaikuttavat vain bakteerisolujen ribosomeihin.
(Vaara ym. 2010: 18-20; Manuselis — Mahon 2000: 7-11; Salkinoja-Salonen — Puhakka
2002: 158; Madigan ym. 2000: 7-9.) Proteiinisynteesiin vaikuttavat antibiootit sitoutu-
vat joko ribosomin 50S tai 30S alayksikk6dn, jolloin ne vaikuttavat proteiinisynteesin eri
vaiheisiin. Antibiootin sitoutuminen voi olla peruutettavissa olevaa tai peruuttamatonta.
Peruuttamaton sitoutuminen aiheuttaa bakteerisolujen kuolemisen. (Jarvinen ym.
2011: 116-117; Koletar 2000: 57-58; Vuento — Vaara 2010: 68.)

Ribosomin alayksikkédn 30S vaikuttavia antibiootteja ovat esimerkiksi aminoglykosidit
ja tetrasykliinit. Aminoglykosidit sitoutuvat peruuttamattomasti bakteerisolun ribosomin
alayksikkdon. Sitoutuminen aiheuttaa virheellisia peptideja ja lopulta proteiinisynteesi
estyy kokonaan. (Jarvinen ym. 2011: 162.) Aminoglykosidit aiheuttavat bakteerisolussa
my6s DNA:n lukuvirheitd. Tetrasykliinien sitoutuminen on puolestaan peruutettavissa
olevaa. (Jarvinen ym. 2011: 116-117; Koletar 2000: 57-58; Vuento — Vaara 2010: 68.)

Ribosomin alayksikkéon 50S vaikuttavia antibiootteja ovat esimerkiksi makrolidit, klo-
ramfenikoli, linetsolidi ja fusidiinihapo. Makrolidien sitoutuminen on palautuvaa. Klo-
ramfenikoli estda peptidisidoksen syntymista mutta sen kdyttdéa hoidossa rajoittaa myr-
kyllisyys ja sivuvaikutukset. (Jarvinen ym. 2011: 116-117; Koletar 2000: 57-58; Vuen-
to — Vaara 2010: 68.) Linetsolidin sitoutuminen estaa toiminnallisen 70S kompleksin
muodostumisen, joka on tarked osa bakteerisolun translaatiota (Laakealan turvallisuus

ja kehittémiskeskus 2011a). Fusidiinihappo estda elongaatiotekija G:ta sitoutumasta
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bakteerisolun ribosomeihin. Tadma aiheuttaa bakteerisolun proteinisynteesin estymisen.

(Ladkealan turvallisuus ja kehittdmiskeskus 2011b.)

3.4 Vaikutus nukleiinihappo- ja foolihapposynteesiin

Bakteerisolujen DNA on solulimassa nukleoidina (Vaara ym. 2010: 15). Nukleiinihappo-
synteesiin vaikuttavat antibiootit ovat haitallisia seka prokaryootti- ettd euka-
ryootisoluille. Osa vaikuttavista antibiooteista hairitsee DNA replikaatiota ja osa puo-
lestaan valmista DNA:ta. Erdat antibiootit vaikuttavat sellaisenaan DNA:han, mika ai-
heuttaa siind mutaatioita ja katkoksia. Osa antibiooteista voi puolestaan vaikuttaa po-
lymeraasien toimintaan. (Jarvinen ym. 2011: 117; Koletar 2000: 59; Vuento — Vaara
2010: 68.) Antibiooteista fluorokinolonit, vaikuttavat nukleiinihappojen transkriptioihin
ja replikaatioihin (Salkinoja-Salonen 2002: 521). Rifampisiini estaa bakteerisolun DNA-
riippuvaista RNA-polymeraasia, jolloin RNA:n transkriptio estyy (Laakealan turvallisuus
ja kehittadmiskeskus 2010).

Bakteerisolut tarvitsevat foolihappoa DNA synteesiinsa. Useat bakteerilajit eivat kykene
ottamaan foolihappoa ymparistdstaan, jolloin niiden taytyy valmistaa sité para-amino-
bentsoehaposta. Antibiootit vaikuttavat estavasti para-aminobentsoehapon tai fooliha-
pon muodostamiseen, jolloin bakteerisolun replikaatio estyy. (Koletar 2000: 58; Vuento
— Vaara 2010: 68.) Esimerkiksi sulfa-trimetopriimi, joka on sulfadiatsiinin ja trimeto-
priimin yhdistelmd, vaikuttaa bakteerisolun foolihapposynteesiin (Terveyskirjasto). Sul-
fadiatsiini kilpailee para-aminobentsoehapon kanssa estden dihydrofoolihapon syn-
teesin. Trimetopriimi on foolihappoantagonisti, joka estda dihydrofoolihapon muuttumi-
sen tetrahydrofoolihapoksi. (Valmisteyhteenveto 2010.) Tydssamme kaytetyt antibiootit
on koottu vaikutustapojen perusteella taulukkoon (taulukko 1).



Taulukko 1. Tyéssa kaytettdvat antibiootit.
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Vaikutuskohta bakteerisolussa ja
antibioottiryhmat

TyoOssa kaytettavat antibiootit

Soluseina:
Beetalaktaamit

Karbapeneemi

Kefalosporiinit

Ampisilliini, Amoksilliini-klavuliinihappo,
Oksasilliini, Penisilliini,
Piperasilliini-tatsobaktaami

Meropeneemi

Kefalotiini, Kefoksitiini, Kefotaksiimi,
Keftatsidiimi, Kefaklori, Kefuroksiimi

Solukalvo
Trisyklinen glukopeptidi

Vankomysiini

Proteiinisynteesi, ribosomin alayksikko 30S
Aminoglykosidit

Tetrasykliinit

Tobramysiini, Netilmysiini

TetrasyKliini

Proteiinisynteesi, ribosomin alayksikko 50S
Makrolidit

Oksatsolidinoni

Fusidaani

Erytromysiini, Klindamysiini
Linetsolidi

Fusidaanihappo

Kloramfenikoli

Nukleiinihapposynteesi
Fluorokinolonit

Rifamysiini

Levofloksasiini, Siprofloksasiini

Rifampisiini

Foolihapposynteesi

Sulfa-trimetopriimi

4 Tutkittavat bakteerilajit

Bakteerilajit eroavat toisistaan muodoltaan, rakenteeltaan ja biokemiallisilta ominai-
suuksiltaan. Bakteerilajien luokitus perustuu enimmakseen gram-varjaytyvyyteen, bio-
kemiallisiin ominaisuuksiin ja DNA -sekvensointiin. (Puhakka — Salkinoja-Salonen 2002:
92.) Bakteerisolujen yleisimpia muotoja ovat pyodreat kokkibakteerit ja sauvabakteerit
(Puhakka — Salkinoja-Salonen 2002: 98). Aerobiset bakteerilajit kykenevat lisaanty-
maan ilmassa tai hiilidioksidilla rikastetussa ilmassa. Anaerobiset bakteerilajit tarvitse-
vat lisddntyakseen hapettomat olosuhteet. Ihmisen taudinaiheuttajista useat gramne-
gatiiviset sauvabakteerit ovat hyvin vaatimattomia kasvuolosuhteidensa suhteen, osa
taudinaiheuttajista on kuitenkin hyvin vaativia. Useat patogeenit bakteerilajit viihtyvat
parhainten 35-37°C:n lamméssa. (Vaara ym. 2010: 35-37; Manuselis — Mahon 2010:

14; Salkinoja-Salonen 2002: 183-191.) Bakteerisolujen lisadntyessa kiintedlla ela-
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tusalustalla, ne muodostavat paljain silmin havaittavia pesakkeitd. Yhdessa pesak-

keessa on miljoonia bakteerisoluja. (Vaara ym. 2010: 15.)

Bakteerilajien antibioottiresistenssi on usein plasmidivalitteinen ominaisuus, joka voi
johtua esimerkiksi epaonnistuneesta antibioottihoidosta. Plasmidi on bakteerisolun ge-
nomin ulkopuolinen pieni rengasmainen kaksisdikeinen DNA-molekyyli. Plasmidin vali-
tykselld voi siirtya yksi tai useampi ladkeresistenssigeeni. (Skurnik 2010: 47-49; Ma-
nuselis — Mahon 2000: 21; Madigan ym. 2000: 314-318.) Plasmidi voi siirtya baktee-
risolusta toiseen konjugaation avulla, jolloin kahden bakteerisolun valille muodostuu
pilus. Antibioottiresistenssin yleistyminen perustuu usein siihen, ettd antibioottiresis-
tenssigeenit sijaitsevat joko konjugatiivisessa plasmidissa tai transposonissa. (Skurnik
2010: 47-49; Madigan ym. 2000: 314-318.) Transposonilla tarkoitetaan DNA:n osaa,
joka kykenee vaihtamaan paikkaansa kromosomissa tai siirtymaan uuteen kromosomiin
(Vilen 2006).

4.1 Escherichia coli

Escherichia coli kuuluu Enterobacteriaceae -sukuun ja on aerobinen gramnegatiivinen
sauvabakteeri (kuvio 3). £. coli nimitys kattaa useita bakteerikantoja, joiden virulens-
siominaisuudet ovat erilaisia. Eroavista virulenssiominaisuuksista johtuen erilaiset kan-
nat aiheuttavat erityyppisia infektioita. Useilla kannoilla on ymparilldan kapseli, joka
estaa fagosytoosia. £. coli -lajin kannat voidaan tyypittéa antigeenien perusteella. £.
coli bakteerisolut muodostavat valtaosan suoliston aerobisesta normaalifloorasta ja ne
tuottavat myds K-vitamiinia. Yleisimpia £. colin aiheuttamia infektioita ovat virtsatiein-
fektiot. Yleensa infektoivat bakteerisolut ovat peraisin potilaan omasta suoliston nor-
maalifloorasta. £. colf aiheuttaa myds munuaistulehduksia, kirurgisia infektioita, sekain-
fektioita, sepsista ja entriittia. (Siitonen — Vaara 2010: 177-179; Mahon — Manuselis
2000: 468-473.) E. colin aiheuttamat sepsikset ovat lisadntyneet 2000 -luvulla (Gag-
liotti ym. 2011).
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Kuvio 3. E. coli pesakkeitd cled-maljalla.

Enterobakteerit ovat luonnostaan resistentteja monille antibiooteille ulkokalvonsa vuok-
si. Ne ovat kuitenkin herkkia gramnegatiivisille bakteerilajeille suunnatuille antibi-
ooteille. Hankittu resistenssi on tyypillisté enterobakteereille. Hankittua, plasmidipe-
raisté moniresistenssia esiintyy yleisesti £. coli -kannoilla sairaaloissa, jolloin herkkyys-
maaritys on erityisen tarpeellinen. (Siitonen — Vaara 2010: 177.) E. coli tuottaa kro-
mosomaalista beetalaktamaasia, joka voi siirtya myds plasmidin valityksella. Osa E. coli
-kannoista tuottaa myds karbapenemaaseja. (Jarvinen ym. 2011: 126-128.)

Avoterveydenhuollossa tavattavien virtsatieinfektioita aiheuttavien E£. coli -kantojen
ampisilliini- ja trimetopriimiresistenssi on kohonnut. Muille antibiooteille nédma kannat
ovat hyvin herkkid. £. coli -kantojen resistenssitaso fluorokinoloneja, nitrofurantoiinia,
mesillinaamia ja kefalotiinia kohtaan on sailynyt hyvana, mutta alueellisia resistens-
sieroja ilmenee. Avohoidon E. coli -kannoissa esiintyy myds ESBL-kantoja, jotka ovat
kaikille muille beetalaktaameille paitsi karbapeneemille resistentteja. Tallaiset kannat
ovat yleensa resistentteja myos monille muille antibiooteille. Sairaalassa tavattavilla £.
coli -kannoilla kefuroksiimin ja fluorokinolonien herkkyys on jonkin verran alentunut.
(Jarvinen ym. 2011: 133.) Ruotsalainen pitkaaikaistutkimus osoitti, etta £. colin resis-
tenssi kaikille kaytdssa oleville antibiooteille on noussut 1990-luvun alun jdlkeen (Kron-
vall 2010: 634).
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4.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus on aerobinen grampositiivinen kokkibakteeri (kuvio 4), joka voi
esiintya yksin, pareittain tai ryhmassa (Larsen — Mahon 2000: 330.) Se kuuluu ihmisen
nenanielun ja ihon normaaliflooraan, mutta on myods tarked taudinaiheuttaja. Suurin
osa S. gureus -kannoista muodostaa ymparilleen kapselin, joka suojaa fagosytoosilta.
Kapselin perusteella kannat voidaan serotyypittaa eri tyyppeihin. S. aureuksen taudin-
aiheuttamiskykyyn vaikuttaa erilaiset tekijat kuten adhesiinit ja eksoentsyymit. (Vuopio-
Varkila — Kuusela — Kotilainen 2010: 83-84; Larsen — Mahon 2000: 332.)

Kuvio 4. S. aureus suklaamaljalla.

S. aureus aiheuttaa infektioita seka terveille etta sairaille ihmisille (Vuopio-Varkila ym.
2010: 83—84). Stafylokokit ovat yleisimpia ihoinfektioiden aiheuttajia, silla niitd on ihol-
la runsaasti (Vuento 2010: 45). S. aureuksen aiheuttamia infektioita ovat muun muas-
sa karvatuppitulehdus, markarupi, selluliitti ja rintarauhaskudoksen infektio. Se aiheut-
taa myos bakteremioita, sepsiksia ja endokardiittia. S. aureuksesta on tullut myds mer-
kittdva sairaalaepidemioiden aiheuttaja. (Vuopio-Varkila ym. 2010: 86—89; Larsen —
Mahon 2000: 333, 341.)

S. aureuksella on resistenssia kaytannossa kaikkia kliinisessa kaytdssa olevia antibioot-
teja kohtaan. YIi 80 % S. aureus -kannoista tuottavat beetalaktamaasia ja ne ovat siten
tavalliselle penisilliinille resistenttejd. Beetalaktamaasigeeni siirtyy stafylokokista toiseen
transduktion valitykselld. Transdutkiolla tarkoitetaan perintdaineksen siirtymista bak-
teerisolusta toiseen bakteriofagien valityksella (Skurnik 2010: 47—49). On olemassa

myds penisillinaasia kestavia penisiliineja, joita kutsutaan stafylokokkipenisilliineiksi,
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joihin luokitellaan muun muassa kloksasilliini ja dikloksasilliini. Osa S. aureus -kannoista
on resistentteja myds naille. Tallaisia kantoja kutsutaan metisilliniresistenteiksi S. au-
reus -kannoiksi eli MRSA -kannoiksi. Nama kannat ovat aina resistentteja kaikille muil-
lekin beetalaktaamiantibiooteille. (Vuopio-Varkila ym. 2010: 89-90.; Jarvinen ym.
2011: 125.)

MRSA, kehittyi 1980-luvun puolessa valissa (Larsen — Mahon 2000: 341). Ensimmai-
sestd MRSA [0yddsta seuranneina vuosikymmenind, se muodosti suhteellisen pienen
osuuden koko S. gureus populaatiosta. MRSA kuitenkin lisdantyi dramaattisesti 1990 -
luvulla. Samalla kun metisilliiniresistenssista tuli yha laajemmin levinnyt, MRSA -kannat
erotettiin muista S. aureus -kannoista. (Hunt ym. 2011.) Vuosien 2006-2009 aikana
useissa Euroopan maissa MRSA tapausten madarat ovat vahentyneet (Kronvall 2010:
632). MRSA potilaita on hoidettu vankomysiinilla. Silla on ollut hyva hoitovaste, mutta
vankomysiinille resistenteista S. aureus -kannoista on kuitenkin jo raportoitu. (Larsen —
Mahon 2000: 341.) Suomessa vankomysiiniresistenssia ei ole viela havaittu. Avohoi-

dossa S. aureus kantojen herkkyystilanne on hyva. (Jarvinen ym. 2011: 133.)

4.3  Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae on gramnegatiivinen sauvabakteeri. Se muodostaa polysakkari-
dikapselin, joka on tarkea sen taudinaiheuttamiskyvyn kannalta. Muodostuneen po-
lysakkaridikapselin perusteella Klebsiella -bakteerilajit voidaan jakaa K-antigeenityyp-
peihin. Kapseli suojaa bakteerisolua myds fagosytoosilta ja se estda myds joidenkin
antibioottien imeytymista. Kapseli vastaa my0s bakteerisolun kosteudesta ja liman
tuottamisesta (kuvio 5). Klebsiella -1ajit kuuluvat ihmisen suoliston normaaliflooraan ja
ne harvoin aiheuttavat infektioita perusterveille ihmisille, mutta ovat merkittavia sai-
raalainfektioiden aiheuttajia. K. pneumoniae aiheuttaa esimerkiksi alahengitystieinfekti-
oita, lohkokeuhkokuumetta, virtsatieinfektioita ja bakteremiaa. (Tissari — Anttila 2010:
196—-197; Mahon — Manuselis 2000: 473-474.)
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Kuvio 5. Klebsiella pneumonialle tyypillinen limainen pesake.

Klebsiella -bakteerilajit tuottavat beetalaktamaasia ja ovat siksi luonnostaan resistent-
tejd esimerkiksi ampisilliinille. Ne ovat yleensa herkkia muun muassa amoksilliinin ja
klavulaanihapon yhdistelmalle, II ja III polven kefalosporiinille, aminoglykosideille ja
karbapeneemeille. (Tissari — Anttila 2010: 196—197.) Nitrofurantoiinia, trimetopriimia ja
sulfa-trimetopriimia kohtaan K. pneumoniaella on hieman korkeammat resistenssitasot.
Beetalaktamaasigeenin siirtyminen plasmidin valitykselld on tavallista K. pneumoniaelle.
Osa K. pneumoniae -kannoista tuottaa myo6s karbapenemaaseja. Kyseiset kannat ovat
levinneet nopeasti ympari maailman. (Jarvinen ym. 2011: 126-128, 133.) Karba-
peneemille resistenttia K. pneumoniaeta voidaan pitaa ongelmallisena, koska tall6in
hoidossa voidaan kayttaa enimmadkseen vain kolistiinia ja tigesyliinilla. Tigesyliinille re-
sistensseja K. pneumoniae tapauksia on kuitenkin I6ydetty myds jo Euroopasta. Kehit-
tynyt tigesyliiniresistenssi on suuri huolenaihe. (Neonakis — Stylianou — Daphnis — Ma-
raki 2011: 78.)

4.4 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae on gramnegatiivinen sauvabakteeri, joka muodostaa hentoja
pesakkeita (kuvio 6). Sille on tyypillista, ettd se kasvaa suklaamaljalla mutta ei verimal-
jalla. Se on kasvuolosuhteiltaan hyvin vaativa. Se kuuluu ylahengitysteiden normaali-
flooraan. H. influenzaen taudinaiheuttamiskyky maaraytyy sen mukaan, onko baktee-
risolulla kapseli vai ei. Kapseli suojaa bakteerisolua elimiston vasta-aineilta ja fagosy-
toosilta. Kapselin avulla bakteerisolu myds kykenee aiheuttamaan huomattavasti vaka-

vampia tauteja kuin kapseliton bakteerisolu. H. influenzae bakteerit voidaan jakaa kuu-
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teen eri serotyyppiin. (Kayhty — Peltola 2010: 166; Manuselis — Barnishan 2000: 428.)
H. influenzaen taudinaiheuttamiskykyyn kapselin liséksi vaikuttavat myds IgA proteaasi,
ulkokalvon proteiinit ja lipo-oligosakkaridit seka adheesiokyky (Manuselis — Barnishan
2000: 428-429). H. influenzae tyyppi b on yleisin vakavan infektion aiheuttaja. Sen
aiheuttamia infektioita esiintyy paaasiassa nuorilla lapsilla. Ennen Hib -rokotusten kayt-
toonottoa, tyyppi b aiheutti yli 90 % vakavista H. influenzae -tautitapauksista. H. /in-
fluenzaen aiheuttamia vakavia tauteja ovat aivokalvontulehdus, kurkunkansitulehdus,
keuhkokuume ja septikemia. Kapselittomat H. /nfluenzae bakteerisolut aiheuttavat ta-
vallisimmin paikallistulehduksia kuten valikorvantulehdusta ja akuutteja keuhkoputken-
tulehduksia. (Kayhty — Peltola 2010: 166—-168.)

Kuvio 6. Hentoja H. /influenzae pesdkkeita suklaamaljalla.

Ensimmaisista ampisilliinille resistentteistéa H. /influenzae tapauksista raportoitiin jo
1974. Beetalaktaameille herkkia, mutta ampisilliinille resistentteja H. influenzae -kan-
toja esiintyi ensimmaisen kerran 1980-luvulla. (Karpanoja ym. 2004: 660.) Beetalak-
taamiresistenssi on lisdantynyt viimeisten vuosikymmenien aikana. H. /nfluenzae voi
hankkia ampisilliiniresistenssin monella eri tavalla. Suomessa H. influenzae -kannoista
noin 20 % on resistentteja ampisilliinille ja sulfa-trimetopriimille. (Kayhty — Peltola
2010: 168; Jarvinen ym. 2011: 132.) Resistenssista huolimatta ampisilliinia on kaytetty
yhtena vaihtoehtona infektioiden hoidossa 2000-luvulla (Arendrup — Dahl Knudsen —
Tvenstrup Jensen — Jensen — Frimodt-Mgller 2001: 269). On harvinaista, etta H. /in-

fluenzae olisi resistentti amoksisilliini-klavulaanihapolle, kefuroksiimille, keftriaksonille ja
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siprofloksasiinille (Kayhty — Peltola 2010: 168; Jarvinen ym. 2011: 132). Amoksilliini-
klavuliinihappo ja kefuroksiimi ovat tehokkaita antibiootteja H. /influenzae bakteerilajin
aiheuttamien infektioiden hoidossa. H. /influenzae -kannoilla on hyva resistenssitilanne
tetrasykliineja kohtaan. Vain alle 3 % kannoista omaa tetrasykliiniresistenssin. H. in-
fluenzae -kantojen makrolidiherkkyys on usein alentunut. (Jarvinen ym. 2011: 132.)
Viimeisten vuosikymmenien aikana H. influenzae bakteerilajille on kehittynyt monia eri

antibioottiresistensseja (Arendrup ym. 2001: 270).

4.5 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae eli pneumokokki on grampositiivinen kokkibakteeri. S.
pneumoniae luokitellaan fakultatiiviseksi anaerobiksi, eli se kykenee lisaantymaan seka
hapellisissa ettd hapettomissa olosuhteissa. Se esiintyy useimmiten diplokokkina. Vaik-
ka pneumokokkia vastaan on tehokkaita antibiootteja, sen aiheuttamiin sairauksiin liit-
tyy edelleen suuri sairastavuus ja kuolleisuus. Kapseli on tarked tekija bakteerisolun
taudinaiheuttamiskyvyn kannalta. (Kauma — Virolainen-Julkunen 2010: 112-113.) Ne
bakteerikannat, jotka eivat pysty muodostamaan kapselia, eivat ole patogeeneja.

Pneumokokki tuottaa my6s useita toksiineja. (Larsen 2000: 364.)

Pneumokokkia esiintyy ihmisten hengitysteiden normaalifloorassa. Pneumokokki-infek-
tioon sairastuneella on usein jokin altistava tekija, kuten esimerkiksi heikentynyt im-
muunipuolustus. Vakavia pneumokokki infektioita tavataan useimmin pienilla lapsilla ja
vanhoilla ihmisilld. Se on tarkein lasten ja aikuisten akuuttien valikorvatulehdusten ai-
heuttajabakteeri. Se aiheuttaa myds keuhkokuumetta, sepsistd, aivokalvontulehdusta,
endokardiittia ja bakteremiaa. (Kauma — Virolainen-Julkunen 2010: 113-116; Larsen
2000: 365.) Pneumokokkia vastaan on jo 1900-luvun alussa kehitetty rokote, jota pai-
vitetaan saanndllisesti (Kauma — Virolainen-Julkunen 2010: 120).

Pneumokokin herkkyys eri antibiootteja kohtaan on pysynyt kohtuullisen hyvana, mutta
viime aikoina se on heikentynyt. Ainoastaan penisilliinille resistenttien kantojen osuus
on lisdantynyt 2000-luvun aikana, mutta niiden osuus on vieldkin pieni. (Jarvinen ym.
2011: 131-132.) Tutkimuksissa on pystytty osoittamaan yhteys kefalosporiinien ja bee-
talaktaamiantibioottien kaytdn ja penisilliiniresistenssin muodostumisen valille (Berg-
man ym. 2006: 3648). Muodostuneesta penisilliiniresistenssistéd huolimatta penisilliini

on yha yksi kaytetyimmista ladkeaineista. Amoksilliinin teho pneumokokkiin on sama
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kuin penisilliinilla. Penisilliinin tehon laskiessa heikkenee myds I ja II polven kefalospo-
riinien teho. Talldin suurinta osaa III polven kefalosporiineista voidaan kayttaa tehok-
kaana hoitona. (Kauma - Virolainen-Julkunen 2010: 118-119; Jarvinen ym. 2011:
131-132.) Pneumokokkiin tehoaa viela talld hetkella karbapeneemit, vankomysiini ja
teliromysiini (Kauma — Virolainen-Julkunen 2010: 118-119; Jarvinen ym. 2011: 131-
132).

Pneumokokki on kehittanyt myds resistenssin makrolideille, joka on lisaantynyt koko
2000—luvun ajan (Kauma — Virolainen-Julkunen 2010: 118-119; Jarvinen ym. 2011:
131-132). Tutkimuksissa on voitu osoittaa yhteys makrolidien kaytdlle ja lisdantyneelle
makrolidiresistenssille (Bergman ym. 2006: 3646). Monissa Euroopan maissa S. pneu-
moniaen makrolidiresistenssi on korkeampi kuin penisilliiniresistenssi (Imohl — Reinert —
Mutscher - van der Linden 2010 ). Klindamysiini- ja sulfa-trimetopriimiresistenssi on
my®&s nousussa (Jarvinen ym. 2011: 131-132). Makrolidien kdytdn on todettu lisdavan
erytromysiininresistenssia. Suomessa sulfa-trimetopriimiresistenssi on lisdantynyt
pneumokokeilla 1980 luvun lopulta aina 1990-luvulle asti. Taman jalkeen resistenssin

lisdantyminen on ollut hitaampaa. (Karpanoja ym. 2008: 2480-2482.)

4.6 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes on A-ryhman beta-hemolyyttinen streptokokki. Se on kapselil-
linen, anaerobinen grampositiivinen kokkibakteeri. S. pyogenekselld on useita tekijoita,
jotka vaikuttavat sen taudinaiheuttamiskykyyn, esimerkiksi kapselissa sijaitseva M-
proteiini. Kyseinen bakteerilaji aiheuttaa lapsille ja aikuisille hyvin monenlaisia infekti-
oita. Yleisin sen aiheuttamista taudeista on nielurisatulehdus. Se aiheuttaa myos vali-
korvan tulehduksia, nenan sivuontelon tulehduksia, ihoinfektioita, tulirokkoa ja keuhko-
kuumetta. Jalkitaudit ovat tyypillisia seurauksia S. pyogeneksen aiheuttamille infekti-
oille. (Vuopio-Varkila — Syrjanen — Kotilainen 2010: 102-105; Larsen 2000: 358-361.)

A-streptokokit ovat luonnostaan herkkia penisilliinille, kefalosporiineille, makrolideille
seka klindamysiinille. S. pyogenes on maailmanlaajuisesti herkka beetalaktaamiantibi-
ootteja kohtaan (Gracia ym. 2008: 52). Streptokokkien herkkyys uusille fluorokinolo-
neille on alentunut. S. pyogens -kantojen makrolidiresistenssi poikkeaa alueellisesti.
Alueellisen resistenssitason kohotessa hoidon tulee perustua herkkyysmaaritykseen.

(Vuopio-Varkila ym. 2010: 107-108.) Makrolidiherkkyys testataan aina erytromysiini-
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kiekolla. Jos kanta on resistentti erytromysiinille, se on resistentti myds muille makroli-
deille. (Jarvinen ym. 2011: 132.)

5 Tutkimustehtava

Antibioottiherkkyysmaarityksen suorittamisesta on annettu suosituksia usean eri jar-
jestdn taholta. Suomessa kdytetaan EUCAST -komitean asettamaa suositusta. Valilla
tulee kuitenkin tilanteita, jolloin suosituksessa kuvatuista suoritustavoista joudutaan
poikkeamaan. Esimerkiksi viikonloppuisin herkkyysmaljat voivat olla suositeltua kau-
emmin huoneenldmmdssa ennen kuin ne siirretaan kasvuolosuhteisiin. Tydémme tarkoi-
tuksena ja tavoitteena oli selvittda vaikuttaako antibioottiherkkyysmaarityksen suorit-
tamisen suosituksesta poikkeaminen kiekkomenetelmasta saataviin tuloksiin. Selvitim-
me onko kiekkoherkkyysmaarityksen suorittamisessa yksittaisia tekijoita, jotka vaikut-
tavat merkittavasti tuloksiin. Alaongelmilla pyritaan I6ytamaan vastauksia tutkimuksen
padongelmaan (Hirsjarvi — Remes — Sajavaara 2005: 117-119). Olemme tehneet tut-
kittavista tekijoista alaongelmia, joiden avulla pyrimme saamaan vastauksia padongel-
maamme. Padongelmamme on "Mitka tekijat vaikuttavat antibioottiherkkyysmenetel-
man tuloksiin?”. Tydssamme on useampia samantasoisia alaongelmia, joihin paadyim-

me yhdessa ohjaajien kanssa.

1. Onko bakteerisuspension levitystavalla merkitysta bakteerimaton paksuuteen ja
tasaisuuteen?

2. Vaikuttaako bakteerisuspension vahvuus estorenkaiden halkaisijoihin tai baktee-
rimaton paksuuteen?

3. Vaikuttaako tunnin viive ennen bakteerisuspension levittamista herkkyysmaljalle
bakteerisolujen hengissa sdilymiseen 0,5 McFarlandin vahvuisessa bakteerisus-
pensiossa?

4. Vaikuttaako tunnin viive ennen kasvuolosuhteisiin siirtdmista bakteerisolujen
hengissa sadilymiseen herkkyysmaljalla, jolle on lisdtty antibioottikiekot? Taman
toteutamme vain herkkyysmaljoilla, joille on levitetty 0,5 McFarlandin vahvuista
bakteerisuspensiota.

Bakteerisuspension levitystavasta on annettu suositus, jossa levittdmisen apuna tulee

kayttaa dreijaa. Taman tarkemmin ohjeistuksessa ei ole maaritetty suspension levitys-
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tapaa. Suosituksissa todetaan, ettd bakteeripesdkkeiden tulee olla maljalla tasaisesti,
niin etteivat ne olisi lilan 1&helld tai kaukana toisistaan. Paivittdisessa laboratoriotydssa
on kaytéssa hyvin monenlaisia tapoja levittda bakteerisuspensiota herkkyysmaljalle.
Tydssamme tutkimme kolmea erilaista levitystapaa (kuvio 7). Tavassa yksi baktee-
risuspensiossa kostutettu pumpulitikku kuljetetaan herkkyysmaljan yldreunasta alareu-
naan asti. Tavassa kaksi kostutettu pumpulitikku kuljetetaan herkkyysmaljan puolesta-
valista maljan reunaan asti. Tavassa kolme puolestaan kostutettu pumpulitikku kulje-
tetaan herkkyysmaljan puolestavadlista maljan reunaan ja takaisin puoleenvaliin. Teke-
miemme havaintojen mukaan nama ovat yleisimpia levitystapoja paivittdisessa labora-

toriotydssa.

By N

Levitystapal Levitystapa 2 Levitystapa 3

Kuvio 7. Tutkittavat levitystavat dreijaa apuna kayttéen.

Levitystapoja tutkimme vain 0,5 McFarlandin vahvuisella bakteerisuspensiolla. Paa-
timme, etta tutkimme bakteerisuspension levitystapaa muuten normaalisti etenevan
madrityksen kohdalla. Talldin voisimme todeta herkkyysmadritykseen mahdollisesti
vaikuttavan levitystavan helpommin. Tutkiessamme muita tekijoita, levitimme baktee-
risuspension yhteisesti sovitulla tavalla. Valitsimme levitystavaksi tavan kolme, silld se
tuntui meistd helpoimmalta tavalta levittda bakteerisuspensio. Standardoidun ohjeen
mukaan optimaalisen bakteerisuspension vahvuuden tulisi olla 0,5 McFarlandia. Sus-
pension vahvuus perustuu bakteerisolujen maaraan keittosuolaliuoksessa. Selvitimme,

vaikuttaako bakteerisuspension vahvuus estorenkaiden halkaisijoihin. Bakteerisuspen-
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sion ollessa vahvempi kuin suositeltava vahvuus, on suspensiossa enemman baktee-

risoluja, jolloin estorenkaiden halkaisijoiden tulisi olla pienempia.

EUCASTIn standardoimassa suosituksessa suositellaan, ettd bakteerisuspensio levite-
tdan herkkyysmaljalle 15 minuutin kuluessa sen valmistamisesta. Suspensio tulee kui-
tenkin levittad viimeistddn tunnin kuluttua sen valmistamisesta. Suspension levittéami-
nen 15 minuutin kuluessa saattaa kuitenkin joissain tilanteissa ylittya, kuten viikonlop-
puisin. Taman vuoksi tutkimme, vaikuttaako tunnin viive merkittavasti tutkittavien bak-
teerilajien hengissa sadilymiseen bakteerisuspensiossa ennen herkkyysmaljalle levit-
tamista. Jos bakteerisolut kuolevat suspensiossa ennen sen levittamista maljalle, herk-

kyysmaljalle ei synny bakteeripesakkeita.

Tassa tydssa kutsutaan kiekotetuksi maljaksi herkkyysmaljaa, jolle on lisatty antibioot-
tikiekot. EUCASTIin suosituksessa suositeltu aika, joka saisi kulua antibioottien lisdami-
sen ja herkkyysmaljan kasvuolosuhteisiin siitdmisen valilld on maksimissaan 15 mi-
nuuttia. Myos tdma aika saattaa ylittya tydeldmdssa. Taman vuoksi sdilytimme osaa 0.5
McFarlandin vahvuisella bakteerisuspensiolla levitettyja kiekotettuja maljoja huoneen-
lammossa tunnin ajan. Vaativimpien lajien bakteerisolut voivat kuolla kiekotettujen
maljojen odottaessa huoneenlammossa ennen kasvuolosuhteisiin siirtdmista. Tut-

kimme, nakyyké tunnin viive estorenkaiden halkaisijoiden koossa.

Bakteerimaton eli maljalla olevan bakteerikasvuston paksuutta on vaikea arvioida. Se
perustuu silmamaaraiseen arvioon. Hyva bakteerimatto on tasainen, jossa bakteeri-
pesakkeet ovat tihedsti vierekkdin, mutta ne eivat saa olla paallekkadin. Bakteerimaton
tasaisuus vaikuttaa antibioottien ymparille muodostuvien estorenkaiden halkaisijoiden

kokoon ja mittaamiseen.

6 Tutkimusmenetelmat ja aineiston kasittely

Tutkimusmenetelmdt voidaan jakaa kvantitatiivisiin ja kvalitatiivisiin tutkimusmenetel-
miin, jotka voidaan myo6s yhdistaa tutkimusta tehdessa (Vilkka 2005: 49, 55; Hirsjarvi
ym. 2005: 127-129). Kaytimme kvalitatiivista tutkimusmenetelmaa apuna kvantitatiivi-
sen tutkimuksen alkuvaiheessa, saadaksemme kasityksen paivittdisessa laboratorio-
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diagnostiikassa kaytettavista tyotavoista. Toteutimme esikartoituksen kvalitatiivisella

menetelmalla ja tydn kokeellisen osuuden kvantitatiivisella menetelmalla.

Kvantitatiivisessa ja opinndytetydmme kaltaisessa selittédvassa tutkimuksessa voidaan
kayttda hypoteeseja. Tybssamme alaongelmien lisaksi apuna toimivat kaksi keskeista
hypoteesia: "Suspension levitystavat eivat vaikuta bakteerimaton paksuuteen” ja "Tu-
lokset eroavat bakteerilajien valilla”. Hypoteesien tulisi perustua aikaisempiin tutkimuk-
siin ja teoriatietoon (Hirsjarvi ym. 2005: 149-150; Vilkka 2007: 24-26; 132-133).

Viitekehysta voidaan kayttda teoriaosan pohjana ja se tukee kvantitatiivista menetel-
maa (Vilkka 2005: 21). Tydmme viitekehyksen (kuvio 8), keskeisin kasite on kiekko-
herkkyysmenetelma. Se kasittdd kiekkoherkkyysmenetelman yleiset periaatteet ja suo-
rittaminen Tarkeita teoria osa-alueita tydssamme ovat my6s antibiootit ja bakteerilajit.

EUCAST -komitean antama suositus maarittelee kiekkoherkkyysmenetelman toteutusta.

EUCAST
Antibiootit Kiekkoherkkyys Bakteerilajit
I;iig;r-::?ﬁnt : -menetelmad - *Rakenne
Tydssd kaytettdvat Perigate "Luonnollinen ja
antibiootit Suoritus hankittu resistenssi
4
| Tulokset |

-

e

| Kiekkoherklkyysmenetelmadan vaikuttavat tekijat |

Kuvio 8. Tydmme pohjana kaytetty viitekehys.

Kayttdmamme tutkimusstrategia oli kokeellinen tutkimus. Kokeellinen tutkimus kuuluu
kvantitatiivisen tutkimuksen tutkimustyyppeihin (Hirsjarvi ym. 2005: 180; 125-130;

Heikkild 2004: 15). Ty6ssamme on useampia tutkittavia muuttujia. Paatimme, etta jo-
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kaista tutkittavaa tydvaiheeseen vaikuttavaa tekijaa tarkastellaan erikseen. Tama tar-
koittaa sitd, etta jokainen tekija on ainoana poikkeavana muuttujana muuten ohjeiden
mukaan suoritettavassa herkkyysmaarityksessa. Toimimalla ndin meidan oli helpointa

ja luotettavinta todeta mahdollisesti vaikuttava tekija.

Selittédvan kvantitatiivisen tutkimuksen tarkoituksena on selventaa tutkittavaa asiaa ja
esittda niiden syy-seuraus —suhteita. Syy-seuraus -suhteiden osoittaminen vaatii suurta
aineistoa. (Vilkka 2005: 51; Vilkka 2007: 19; Hirsjarvi ym. 2005: 129.) Voimme pitaa
tyotamme selittdvana tutkimuksena, vaikka pienestd aineistosta johtuen emme pysty-
neet osoittamaan aineistostamme syy-seuraus -suhteita. Selittdvaa tutkimusmenetel-
maa tukee se, ettd pyrimme selvittamaan, vaikuttavatko eri tydvaiheet kiekkoherk-
kyysmenetelmdlld tehtdvan antibioottiherkkyysmaarityksen tulokseen. Kokeellisessa
osuudessa tutkimusaineistomme koostui herkkyysmaljoista, joille muodostui estoren-
kaat. Valmistimme itse tutkimusaineistomme, joten emme kdyttdneet tavallisia kokeel-

lisen osuuden aineistonkeruumenetelmia.

Havaintoyksikkdndmme toimi kiekotettu malja. Muuttujia olivat: bakteerilajit ja -kannat,
bakteerisuspension vahvuus, viive suspension levittdmisessa herkkyysmaljalle, viive
kiekotetun herkkyysmaljan siirtdmisessa kasvuolosuhteisiin, levitystavat, bakteerimaton
paksuus ja antibioottikiekkojen estorenkaat. Tutkimusaineistomme ei ole jakautunut
normaalisti, minka vuoksi kdytimme jakaumasta riippumattomia testeja eli ei-paramet-
risia testeja. Yhdessa tilastotieteen, tietotekniikan ja matematiikan lehtori Paivi Leski-
sen kanssa pohdimme, mita testeja aineistomme kasittelyyn kannattaa kayttaa. Haas-
teita toi se, ettd aineistomme oli pieni ja toistoja oli vahan. Sen vuoksi kdytimme pie-

nelle aineistolle sopivia tarkkoja testeja.

Tunnuslukuja kaytetdan yleensa kun muuttujan arvot ovat suorasti jakautuneet (Holo-
painen — Pulkkinen 2008: 78-80; Heikkila 2004: 82—-83). Tydmme muuttujat eivat ole
suorasti jakautuneet, mutta ajoimme siitd huolimatta niille muutamia tunnuslukuja.
Ajamamme tunnusluvut olivat keskiarvo, mediaani, minimi ja maksimi seka keskiha-
jonta. Kayttdmamme Mann-Whitneyn testi on kahden riippumattoman otoksen testi.
Sen avulla voidaan selvittda kuinka kahden eri luokan mediaanit ovat jakautuneet. Se
siis havaitsee jakaumien sijainnissa olevat erot. (Holopainen — Pulkkinen 2008: 195-
197; Heikkila 2004: 234.) Kaytimme my6s usean riippumattoman otoksen testiin kuu-

luvaa Kruskal-Wallis H testida. Sen avulla voidaan selvittdd miten kolmen otoksen ja-
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kaumat eroavat toisistaan. Friedmanin testi luokitellaan usean riippuvan otoksen tes-
tiksi. Sen avulla selvitimme, kuinka lahella estorenkaiden toistot ovat toisiaan. Merki-
tystaso kuvaa sitd, kuinka suurella riskilld saatu ero tai riippuvuus johtuu sattumasta.
Valitsimme merkitystasoksi 0,05, koska se on kirjallisuuden mukaan riittdva taso opin-
naytetyossa. (Heikkila 2004: 194-195, 233.)

7 Toteutus

Saimme opinndytetydmme aiheen helmikuussa 2011 HUSLABIn kliinisen mikrobiologian
bakteriologian osastolta. Ohjaajinamme toimivat sairaalamikrobiologi Eveliina Tarkka,
laboratoriohoitaja Hanna Ihala seka opettajaohjaaja Tuula Kurkinen. Tydhon tarvittavat
sopimukset allekirjoittivat HUSIin vastuuhenkild Martti Vaara ja Metropolia Ammattikor-
keakoulun koulutuspaallikké Hannele Pihlaja huhtikuussa 2011. Toukokuussa teimme
osastolla esikartoituksen, jossa pieni osa bakteriologian osaston henkildkunnasta vas-
tasi kirjallisesti kyselyymme. Padsimme harjoittelemaan dreijaamista ja herkkyysmaa-
ritysten lukemista bakteriologian osastolla ennen kokeellisen osuuden suorittamista.
Tyémme kokeellisen osuuden suoritimme 23.5-1.6.2011.

7.1 Esikartoitus

Esikartoituksen tarkoituksena oli selvittdad, miten henkildkunta suorittaa herkkyysmaa-
rityksia kdytanndssa. Teimme haastattelulomakkeen (lite 1) ja meidan oli tarkoitus
haastatella henkilokuntaa ja kirjata itse heidan vastauksensa ylds. Suoritimme esikar-
toituksen kuitenkin niin, etta yhdeksan henkildkunnan jasentd sai tayttad haastattelu-
lomakkeen itsendisesti. Sen jalkeen he palauttivat lomakkeet nimettdmina. Emme kayt-
taneet tulosten kasittelyyn erillistéd ohjelmaa, koska kerasimme vastauksia vain yhdek-
san kappaletta.

Saatujen vastausten perusteella saimme selville, ettd vastanneet eivat yleensa tarkista
bakteerisuspension vahvuutta densitometrilld tai vertaa suspension vahvuutta McFar-
landin standardiin. Bakteerisuspension vahvuus arvioidaan silmamaaraisesti, kokemuk-
sen mukaan. Vastausten perusteella selvisi myds, etta viive ennen bakteerisuspension
levittamista herkkyysmaljalle vaihtelee tekijasta ja paivan tydmaarasta riippuen minuu-
tista reiluun tuntiin. Esikartoituksen vastausten perusteella tydntekijat noudattavat EU-
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CASTin suosituksessa annettua ohjetta poistaa pumpulitikusta ylimaardinen baktee-
risuspensio painamalla sita putkea vasten. Talla pyritddn takaamaan tasaisen baktee-
rimaton muodostuminen herkkyysmaljalle. Selvitimme myos, kuinka kauan kiekotetut
maljat odottavat ennen lampokaappiin siirtdmista. Arkisin herkkyysmaljojen siirtdminen
tapahtuu valittdmasti antibioottikiekkojen lisdédmisen jalkeen, mutta viikonloppuisin

aikaa voi kulua jopa yli tunti.

7.2 TyOn suoritus

Osan aineistomme bakteerikannoista saimme bakteriologian osaston maljakontrolli ty6-
pisteestd. Loput kannoista oli taltioitu maitoglyseriiniputkissa -70 °C. Bakteerilajien
puhdasviljelmat teimme suklaa- ja verimaljoille (kuvio 9). Suklaamaljoja kdytimme H.
influenzae, S. pneumoniae ja S. pyogenes bakteerilajeille ja kasvatimme niitd yon vyl
CO,-kaapissa (liite 2). Verimaljoja puolestaan kaytimme E. coli, S. aureus ja K. pneu-
moniae bakteerilajeille ja kasvatimme niita yon yli lampdkaapissa. Puhdasviljelyn tar-
koituksena oli varmistaa, ettd haluttu bakteerikanta kasvaa maljalla ilman kontaminaa-
tiota. Ohjeet puhdasviljelmamaljojen valintaan saimme ohjaajiltamme. Tyéhoémme tar-
vittavat puhdasviljely- ja herkkyysmaljat saimme HUSLABIin kliinisen mikrobiologian
bakteriologian elatusaineyksikolta, joka valmisti tarvittavat maljat.

Kuvio 9. Veri- ja suklaamalja.

Teimme yhden bakteerikannan suspensiovahvuuden tydvaiheineen (kuvio 10) kerral-
laan. Valmistimme kaytettdvat bakteerisuspensiot 0,9 % keittosuolaliuokseen. Mit-
tasimme jokaisesta lasisesta suspensioputkesta taustan ennen kuin sekoitimme siihen
bakteeripesakkeitda, jotta suspension vahvuus olisi mahdollisimman todenmukainen.
Bakteeripesakkeiden lisaamisen jdlkeen sekoitimme suspensiota Vortex-sekoittajalla.

Taman jalkeen mittasimme vahvuuden densitometrilld. Tasan haluttua bakteerisuspen-
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sion vahvuutta on todella vaikea saavuttaa, joten sallimme 0,03 heiton jokaisessa bak-

teerisuspensiossa. Teimme suspension aina tuoreimman puhdasviljelman yksittaisista

pesakkeista laminaarikaapissa, valttddksemme mahdolliset kontaminaatiot.

Bakteerikanta

Suspensio 0.25 Suspensio 0.5 Suspensio 1
i i
Suspension Suspension 2 Suspension
- s Suspension e
levittdminen levittdminen N levittdminen
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mahdollisimman mahdollisimman : mahdollisimman
; : tunnin kuluttua ;
pian pian pian
1 |\ 1 1
/ \\
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| .I ‘
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Herkkyysmalja tapal | tapa2 | tapa3 Herkkyysmalja Herkkyysmalja
kasvamaan kasvamaan kasvamaan
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Hefidyesalia Herkkyysmalja
kasvamaan ;
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Kuvio 10. Kokeellisen osuuden tyévaihekaavio.

Jokaiselle bakteerilajille on oma antibioottipaneeli ja tarvittaessa lisaantibioottipaneeli,

joita tassa tydssa kaytimme yhteensa kahdeksaa erilaista. Antibioottipaneeli on koko-

elma, johon on valittu tavallisimpia hoidossa kaytettavia bakteerilajiin tehoavia antibi-

ootteja. H. influenzaelle kaytimme HE I ja HE II antibioottipaneeleja, S. pneumoniaelle

PNC-paneelia, S. pyogenekselle STR-paneelia, S. aureukselle STA-paneelia ja K. pneu-

moniaelle seka E. colille SA-paneelia (liite 3). Tydssamme kaytimme myods bakteerikan-

toja, joiden herkkyys on alentunut. Osalle ndista kannoista kaytimme antibioottipanee-

lien liséksi lisdantibioottipaneeleita, joita kaytetadn myods paivittdisessa laboratoriodiag-
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nostiikassa. S. aureuksen herkkyydeltdan alentuneen kannan lisdantibioottipaneeli oli
STA-LI ja K. pneumoniaen ja E. colin lisdpaneeli oli SA-LI. S. pyogeneksen ja S. pneu-
moniaen herkkyydeltdan alentuneille kannoille emme kaytténeen lisaantibioottipaneele-

ja.

Jokaisesta bakteerisuspensiosta teimme nelja toistoa samaan aikaan. Tadma mahdollisti
saatujen tulosten vertailun keskenaan, jolloin pystyimme arvioimaan tydjalkemme tois-
tettavuutta. Herkdn bakteerikannan kohdalla yhdelld toistolla tarkoitamme yhta herk-
kyysmaljaa, jolle antibioottikiekot oli lisatty vain yhdesta antibioottipaneelista. Poikke-
uksena oli H. influenzae -laji, jonka herkalla kannalla kaytimme kahta herkkyysmaljaa
ja kahta antibioottipaneelia. Herkkyydeltadn alentuneen kannan kohdalla yhdella tois-
tolla tarkoitamme puolestaan kahta herkkyysmaljaa, joista toisella oli normaali antibi-
oottipaneeli ja toisella lisdantibioottipaneeli. Jaoimme jokaisen tydvaiheen niin, etta
molemmat meista tekivat kaksi toistoa jokaisesta bakteerikannan tydvaiheesta. Tallai-

sella tydjaolla pyrimme karsimaan tekijasta johtuvat mahdolliset vaikutukset tuloksiin.

Valmistimme 0,5 McFarlandin vahvuiset bakteerisuspensiot kaikille tutkittaville baktee-
rikannoille. Merkitsimme muistiin tarkan kellon ajan milloin suspensiot oli tehty. Val-
miista bakteerisuspensioista teimme herkkyysmaljat mahdollisimman pian suspensioi-
den valmistamisesta. Levitimme 0,5 McFarlandin vahvuiset suspensiot herkkyysmaljoille
kayttamalld kolmea eri levitystapaa. Levittamisen jalkeen lisasimme maljoille heti anti-
bioottikiekot kiekkoannostelijalla. Siirsimme herkkyysmaljat kiekotuksen jalkeen bak-
teerilajien vaatimiin kasvuolosuhteisiin mahdollisimman pian. 0,5 McFarlandin vahvui-
sista bakteerisuspensioista teimme myds herkkyysmaljat, jotka odottivat huoneenlam-
mossa tunnin ajan antibioottikiekkojen lisédmisen jalkeen. Tunnin kuluttua siirsimme
ne kasvamaan bakteerilajin vaatimiin olosuhteisiin. Levitimme bakteerisuspension myo6s
naille herkkyysmaljoille kolmella eri tavalla. Samasta 0,5 McFarlandin vahvuisesta bak-
teerisuspensiosta teimme uudet herkkyysmaljat tasan tunnin kuluttua suspension val-
mistamisesta, kayttamalla vain levitystapaa kolme. Lisasimme maljoille heti antibiootti-
kiekot, jonka jalkeen siirsimme ne mahdollisimman pian bakteerilajin vaatimiin kasvu-
olosuhteisiin (liite 2). Muuttujana oli siis tunnin viive ennen bakteerisuspension levitta-

mista herkkyysmaljoille.

Mittasimme estorenkaiden halkaisijat herkkyysmaljoilta aina seuraavana paivana. Tu-

losten mittaaminen herkkyysmaljoilta osoittautui aikaa vievaksi. Tasta johtuen emme
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tehneet kaikille bakteerikannoille 0,5 vahvuista suspensiota tyévaiheineen samana pai-
vana, vaan jaoimme bakteerikannat kahdelle paivalle. Yhteensa 0,5 McFarlandin vah-
vuisista bakteerisuspensioista teimme ja mittasimme 476 herkkyysmaljaa (lite 4). Jo-
kaisessa herkkyysmaljassa oli vahintaan viisi antibioottikiekkoa, joiden ymparille muo-
dostui estorenkaat (kuvio 11). Estorenkaita mitattaessa noudatimme EUCASTIn laatimia

mittausohjeita lukuun ottamatta tummaa taustaa. Mittasimme jokaisen estorenkaan

millimetrin tarkkuudella antibioottikiekkoa lahinna olevasta kasvusta.

Kuvio 11. Estorenkaita rikastetulla Miller-Hinton ja tavallisella Miller-Hinton herkkyysmaljoilla.

0,25 McFarlandin vahvuinen suspensio on laimeampi kuin EUCASTin suosittama sus-
pensiovahvuus 0,5. Tarkoituksena oli tutkia vaikuttaako laimeampi eli vahasoluisempi
bakteerisuspensio muodostuvien estorenkaiden kokoon tai herkkyysmaljalle muodostu-
van bakteerimaton paksuuteen. Valmistimme 0,25 McFarlandin vahvuiset bakteerisus-
pensiot kaikille tutkittaville bakteerikannoille. Talla suspensiovahvuudella maljamaara
oli huomattavasti pienempi kuin 0,5 McFarlandin vahvuisella suspensiolla. Levitimme
bakteerisuspension herkkyysmaljoille ainoastaan tavalla kolme, heti kun suspensio oli
valmistettu. Kun olimme levittdneet bakteerisuspension, lisasimme herkkyysmaljoille
heti antibioottikiekot. Laitoimme kiekotetut maljat valittdmasti bakteerikohtaisiin kas-
vuolosuhteisiin. 0,25 McFarlandin vahvuisesta bakteerisuspensiosta valmistimme ja
mittasimme yhteensa 68 herkkyysmaljaa. Estorenkaiden halkaisijat (kuvio 12) mit-

tasimme seuraavana paivana herkkyysmaljojen valmistamisesta.
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Kuvio 12. Erilaisia estorenkaita.

Teimme jokaisesta bakteerikannasta myds suspensiovahvuuden 1,0 McFarlandia. Tama
suspensiovahvuus on vahvempi kuin EUCASTIn suosittelema suspensiovahvuus. Myds
taméan bakteerisuspension vahvuuden kohdalla levitimme suspension herkkyysmaljoille
kayttamalla ainoastaan levitystapaa kolme. Levitimme valmistetun bakteerisuspension
herkkyysmaljoille mahdollisimman pian sen valmistamisen jdlkeen. Lisasimme herk-
kyysmaljoille heti bakteerikantakohtaiset antibioottikiekot ja siirsimme herkkyysmaljat
valittbmasti bakteerilajin vaatimiin kasvuolosuhteisiin. Seuraavana padivana luettavia
herkkyysmaljoja oli yhteensd 68. Kaiken kaikkiaan teimme ja mittasimme herkkyys-

maljoja 620, joista kahdeksan herkkyysmaljaa oli uusintoja.

8 Tulokset

Tulosten perusteella bakteerisuspension vahvuus vaikutti tilastollisesti merkitsevalla
tavalla estorenkaiden halkaisijoihin neljan bakteerilajin ja tiettyjen antibioottien koh-
dalla. Bakteerilajit, joiden kohdalla bakteerisuspension vahvuus oli merkitseva tekija,
olivat H. influenzae, S. pneumoniae, S. pyogenes ja S. aureus. VVastaavasti bakteerila-
jien E.coli ja K. pneumoniae kohdalla bakteerisuspension vahvuus ei vaikuttanut tilas-

tollisesti merkitsevasti estorenkaiden halkaisijoihin. Vertailtavien antibioottien maarassa
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ei voitu ottaa huomioon lisaantibioottipaneelien antibiootteja, silld niitd kaytettiin aino-

astaan tietyilld bakteerikannoilla, joiden herkkyys oli alentunut.

Taulukko 2. Bakteerilajikohtaiset antibiootit, joissa bakteerisuspension vahvuudella oli havaitta-
vissa tilastollista merkitsevyytta estorenkaiden halkaisijoissa.

Bakteerilaji Antibiootit, joiden kohdalla | Vertailtavien antibioottien
suspensiovahvuus vaikutti | maara
tilastollisesti merkitsevasti

H. influenzae . kloramfenikoli 9 kpl
. erytromysiini

. siprofloksasiini

WN =

S. pneumoniae . vankomysiini 6 kpl

. tetrasykliini

N =

—

S. pyogenes . penisilliini 5 kpl
. kefalotiini

. vankomysiini

wWN

[EY

S. aureus . levofloksasiini 6 kpl

2. fusidiinihappo

H. influenzae -lajin kohdalla bakteerisuspension vahvuus vaikutti antibioottien kloram-
fenikolin, erytromysiinin ja siprofloksasiinin estorenkaiden halkaisijoihin (liite 5). Kaik-
kien naiden antibioottien kohdalla havaitsimme, ettd suspensiovahvuuden ollessa 1,0
McFarlandia estorenkaat olivat suurempia kuin muilla suspensiovahvuuksilla. Emme
kuitenkaan voi pitda kyseisia havaintoja merkitseving, silld ne ovat epaloogisia. Kun
vaikuttavana antibioottina oli erytromysiini, estorenkaiden halkaisijat olivat suurempia

suspensiovahvuuden ollessa 1,0 McFarlandia (kuvio 13).
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Kuvio 13. Bakteerisuspensioiden vahvuuksien vaikutus H. /nluenzae -lajin estorenkaiden hal-
kaisijoihin kun vaikuttavana antibioottina oli erytromysiini. X-akselilla nakyvat suspensiovahvuu-
det ja Y-akselilla estorenkaiden halkaisijat millimetreind. Laatikko-janat kuvastavat vaihteluvalia
estorenkaan koossa, vaihteluvéliin sijoittuvat bakteerilajin molempien kantojen estorenkaiden
koot. Laatikko kuvaa kvartiilivdlid, jonka sisaan sijoittuu 50 % vaihteluvalin tuloksista. Kuviossa
voidaan havaita myds maksimi- ja minimiarvot sekd mediaani. Kuviossa nahdaan kaikki nelja
toistoa.

Kuviossa 13 erot suspensiovahvuuksien valilla on esitetty H. /influenzae -lajikohtaisesti
siten, etta siihen sisdltyy tilastollisten testien vaatimuksista johtuen sen molemmat
herkkyydeltadn eroavat kannat. Estorenkaiden halkaisijat eri muuttujien kohdalla on
havainnollistettu kuviossa 14 H. influenzae -kantakohtaisesti.
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Kuvio 14. H. influenzae -lajin herkemman ja herkkyydeltadn alentuneiden kantojen estorenkai-
den halkaisijat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina erytromysiini.
Jokaista muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden



36

halkaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvas
koostuu neljan toiston keskiarvosta.

S. pneumoniae -lajin kohdalla havaitsimme tilastollisen merkitsevyyden vankomysiinin
ja tetrasykliinin kohdalla. Tetrasykliinin ollessa vaikuttavana antibioottina havaitsimme
tilastollinen merkitsevyyden kolmen toiston kohdalla. Kun suspensiovahvuus oli 0,25
McFarlandia, estorenkaan halkaisijat olivat suurempia kuin muilla suspensiovahvuuksilla
(kuvio 15). Kun vaikuttavana antibioottina oli vankomysiini, totesimme estorenkaiden

koossa tilastollista merkitsevyytta kaikissa neljassa toistossa (liite 5).
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Kuvio 15. Bakteerisuspensioiden vahvuuksien vaikutus S. pneumoniae -lajin estorenkaiden hal-
kaisijoihin kun vaikuttavana antibioottina oli tetrasykliini. Suspensiovahvuuden ollessa 0,25 Mc-
Farlandia kaikki mittausarvot sijoittuvat 32 mm kohdalle. Ympyra kuvaa havaintoa, jonka etai-
syys laatikon yla- tai alareunasta on yli 1.5 kertaa kvartiilivali.
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Kuviossa 16 on havainnollistettu miten eri muuttujat vaikuttavat tetrasykliinin estoren-
kaiden halkaisijoihin S. pneumoniae -lajin herkkyydeltdan eroavien kantojen kohdalla.

Erot muuttujien kohdalla voidaan havaita luotettavimmin kantakohtaisesti.
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Kuvio 16. S. pneumoniae -lajin herkemman ja herkkyydeltadn alentuneiden kantojen estoren-
kaiden halkaisijat millimetreina eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina tetrasykliini.
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Jokaista muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden
halkaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm).

S. pyogenes -lajin kohdalla bakteerisuspension vahvuus vaikutti penisilliinin, kefalotiinin
ja vankomysiinin estorenkaisiin. Havaitsimme penisilliinin ja kefalotiinin kohdalla tilas-
tollinen merkitsevyys vain kahdessa toistossa. Vankomysiinin kohdalla erot estorenkai-
den halkaisijoissa esiintyi kaikissa toistossa. Havaitsimme estorenkaiden halkaisijoiden
koossa eroja, kun suspensiovahvuus oli 0,25 McFarlandia ja vaikuttavan antibioottina
oli penisilliini (kuvio 17). Bakteerisuspension vahvuuden ollessa 0,25 McFarlandia es-
torenkaiden halkaisijat olivat suurempia. Havaitsimme myos kefalotiinin ja vankomysii-

nin kohdalla eroja estorenkaiden halkaisijoissa (liite 5).
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Kuvio 17. Bakteerisuspensioiden vahvuuksien vaikutus S. pyogenes -lajin estorenkaiden hal-
kaisijoihin kun vaikuttavana antibioottina oli penisilliini. Suspensiovahvuuden ollessa 1,0 McFar-
landia lahes kaikki mittausarvot sijoittuvat 32 mm kohdalle.

Kuviossa 18 on havainnollistettu miten eri muuttujat vaikuttavat penisilliinin estoren-

kaiden halkaisijoihin S. pyogenes -lajin herkkyydeltaan eroavien kantojen kohdalla.
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S. pyogenes, herkempi kanta
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Kuvio 18. S. pyogenes -lajin herkemman ja herkkyydeltadn alentuneiden kantojen estorenkai-
den halkaisijat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina penisilliini. Jo-
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kaista muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden
halkaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm).

S. aureus -lajilla bakteerisuspension vahvuus vaikutti estorenkaiden halkaisijoihin levo-
floksasiinin ja fusidiinihapon kohdalla. Nama esiintyivat vain kahdessa toistossa. Sus-
pensiovahvuuden ollessa 0,25 McFarlandia tai 1,0 McFarlandia fusidiinihapon estoren-
kaiden halkaisijat olivat hieman suurempia kuin suspensiovahvuudella 0,5 McFarlandia
(kuvio 19). Levofloksasiinin kohdalla suspensiovahvuuden vaikutus estorenkaiden ko-
koon ei ole yhta selva kuin fusidiinihapolla. Totesimme kuitenkin, ettd suspensiovah-
vuuden ollessa 1,0 McFarlandia estorenkaiden halkaisijat eroavat hieman muista sus-

pensiovahvuuksista (liite 5).
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Bakteerisuspension vahvuus

Kuvio 19. Bakteerisuspensioiden vahvuuksien vaikutus S. aureus -lajin estorenkaiden halkaisijoi-
hin kun vaikuttavana antibioottina oli fusidiinihappo.

Kuviossa 20 on havainnollistettu miten eri muuttujat vaikuttavat fusidiinihapon esto-

renkaiden halkaisijoihin S. aureus -lajin herkkyydeltadn eroavien kantojen kohdalla.
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Kuvio 20. S. aureus -lajin herkemman ja herkkyydeltdan alentuneiden kantojen estorenkaiden
halkaisijat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina fusidiinihapon. Jo-
kaista muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden
halkaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm).
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Tulosten perusteella jokaisen kuuden bakteerilajin kannat vaikuttivat tilastollisesti mer-
kitsevasti joidenkin antibioottien estorenkaiden halkaisijoihin (taulukko 3). Herkdn kan-
nan estorengas on halkaisijaltaan oletettavasti suurempi kuin herkkyydeltdan alentu-
neen kannan. Kannan vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin pystyimme tutkimaan
ainoastaan niilla antibiooteilla, jotka olivat yhteisia seka herkalle ettd herkkyydeltdan

alentuneelle bakteerikannalle.

Taulukko 3. Antibiootit, joissa on tilastollista eroa eri kantojen valilla.

Bakteerilaji Antibiootit, joiden kohdalla Vertailtavien
bakteerilajin kanta vaikutti antibioottien
tilastollisesti merkitsevasti kokonais-
maara

H. influenzae . Sulfa-trimetopriimi 9 kpl
. Tetrasykliini

. Erytromysiini

. Kefaklori

. Kefuroksiimi

. Amoksilliini-klavuliinihappo
. Ampisilliini

NOuUulh WN =

S. pnemoniae . Sulfa-trimetopriimi 6 kpl
. Oksasilliini

. Erytromysiini
. Klindamysiini

A WN

. Penisilliini 5 kpl
. Erytromysiini
. Klindamysiini
. Kefalotiini

S. pyogenes

A WNH

S. aureus . Klindamysiini 6 kpl
. Erytromysiini

. Kefoksitiini

. Oksasilliini

. Levofloksasiini

uaphwWN =

—

E. coli . Kefuroksiimi 6 kpl

. Levofloksasiini 6 kpl
. Tobramysiini

. Sulfa-trimetoprimi

. Amoksilliini-klavuliinihappo
. Kefuroksiimi

Kle. pneumoniae

b WN =

H. influenzae -kantojen kohdalla havaitsimme, etta yhdeksasta tutkittavasta antibioo-
tista seitsemédn kohdalla kannat vaikuttivat estorenkaiden halkaisijoihin. Bakteerikan-
tojen valiset erot estorenkaiden halkaisijoissa olivat antibiootista riippuvaisia (liite 6). H.
influenzae -kantojen valiset erot kefuroksiimin kohdalla on havainnollistettu kuviossa
21. Muut antibiootit, joiden kohdalla bakteerikannat vaikuttivat estorenkaan halkaisi-
jaan, l6ytyvat liitteesta 6.
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Herkempi Herkkyydeltdan alentunut

Bakteerikannat

Kuvio 21. H. influenzae -lajin herkkyydeltadn eroavien kantojen vaikutus kefurkosiimiantibiootin
estorenkaiden halkaisijoihin. Kuviossa nakyvat kaikki nelja toistoa. Estorenkaiden halkaisijoiden
koossa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm).

S. pneumoniae kannat vaikuttivat kuudesta vertailtavasta antibiootista neljan antibi-
ootin estorenkaiden halkaisijoihin. Kantojen valiset erot oksasilliinin kohdalla tulevat
ilmi kuviossa 22. S. pneumoniae -kantojen vaikutus muihin antibiootteihin oli selvempi
(liite 6). Sulfa-trimetopriimin ja erytromysiinin kohdalla herkkyydeltéan alentunut kanta
oli taysin resistentti vaikuttaville antibiooteille. Niille ei siis muodostunut estorengasta.
Klindamysiinin kohdalla erot kantojen valisilla estorenkaiden halkaisijoilla ovat pienem-

mat.
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Kuvio 22. S. pneumoniae -lajin herkkyydeltddn eroavien kantojen vaikutus oksasilliiniantibiootin
estorenkaiden halkaisijoihin.

S. pyogenes -kannat aiheuttivat tilastollisesti merkitsevida eroja estorenkaiden hal-
kaisijoissa neljan antibiootin kohdalla viidesta tutkittavasta antibiootista. Kahden antibi-
ootin kohdalla erot kantojen valilla olivat selkeitd, johtuen herkkyydeltdan alentuneen
kannan tdydestd resistenssista tutkittavia antibiootteja kohtaa. Puolestaan kahdella
muulla antibiootilla kantojen aiheuttamat erot olivat selvasti pienemmat (liite 6). Kuvi-
ossa 23 nahdaan kantojen aiheuttamat erot klindamysiiniantibiootin kohdalla.
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Bakteerikannat

Kuvio 23. S. pyogenes -lajin herkkyydeltdan eroavien kantojen vaikutus estorenkaiden hal-
kaisijoihin klindamysiinin kohdalla. Estorenkaiden halkaisijoiden koossa ei ole huomioitu antibi-
oottikiekon halkaisijaa (6 mm). Herkkyydeltdan alentunut kanta on tdysin resistentti tutkittavalle
antibiootille.

S. aureus A4ajin kohdalla tutkimme kantojen vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin
kuuden eri antibiootin kohdalla. Viiden antibiootin kohdalla kantojen valilla oli eroa (liite
6). Kantojen erot estorenkaiden halkaisijoissa vaihtelivat suuresti antibiootista riippuen.
Erot kefoksitiinin kohdalla tulevat ilmi kuviossa 24. Herkkyydeltéan alentuneen kannan
kefoksitiiniestorenkaiden halkaisijat olivat huomattavasti pienemmat kuin herkemman

kannan estorenkaiden halkaisijat.



46

S. aureus

Kefoksitiinin

309 estorenkaan halkaisija
1. toisto

Kefoksitiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Kefoksitiinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Kefoksitiinin o
estorenkaan halkaisija
4. toisto

207

Estorenkaan halkaisija mm

Herkempi Herkkyydeltddn alentunut

Bakteerikannat

Kuvio 24. Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin kefoksitiinin kohdalla S. aureus -lajilla.

Kuudesta tutkittavasti antibiootista kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin to-
dettiin vain yhden antibiootin kohdalla £.co// -1ajilla. Antibiootti, jonka kohdalla kantojen
aiheuttamat erot vaikuttivat, oli kefuroksiimi (kuvio 25). Kantojen valinen ero estoren-

kaiden halkaisijoissa oli kohtalainen.
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Bakteerikannat

Kuvio 25. E. coli -kantojen véliset erot estorenkaiden halkaisijoissa kun vaikuttavana antibioot-
tina oli kefuroksiimi.

K. pneumoniae kantojen vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin tutkimme kuudella eri
antibiootilla. Tilastollista merkitsevyyttd kannan vaikutuksesta estorenkaiden hal-
kaisijoihin esiintyi viiden antibiootin kohdalla (liite 6). Levofloksasiinin kohdalla kantojen
valiset estorenkaiden halkaisijat erosivat toisistaan selvasti (kuvio 26).
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Bakteerikannat

Kuvio 26. K. pneumoniae -kantojen valiset erot estorenkaiden halkaisijoissa kun vaikuttavana
antibioottina oli levofloksasiini.

Tilastollisten tulosten perusteella kolmella eri bakteerisuspension levitystavalla ei esiin-
tynyt eroja. Emme siis voineet osoittaa tilastollista merkitsevyytta tutkittavien baktee-
rilajien kohdalla. Tutkimamme kuuden bakteerilajin kohdalla emme pystyneet osoitta-
maan, etta bakteerisuspension levittéminen herkkyysmaljalle vasta tunnin kuluttua
suspension valmistamisesta, vaikuttaisi bakteerisolujen hengissa sdilymiseen. Suspen-
sion levittaminen herkkyysmaljalle tunnin kuluttua valmistamisesta, ei vaikuttanut es-
torenkaiden halkaisijoihin. Tyén kokeellisen osuuden aikana tarkastelimme bakteeri-
maton paksuutta visuaalisesti. Emme huomanneet eroa herkkyysmaljojen valilla, joille
suspensio oli levitetty mahdollisimman pian tai vasta tunnin kuluttua valmistamisesta.
Visuaalisen tarkastelun perusteella emme voineet osoittaa, ettd herkkyysmaljan sailyt-
taminen huoneenldammdssa tunnin ajan, ennen siirtdmista bakteerilajin vaatimiin kas-
vuolosuhteisiin, olisi vaikuttanut bakteerien hengissa sdilymiseen. Tilastollisten tulos-
tenkaan perusteella herkkyysmaljan sdilytys tunnin ajan huoneenlammdssa ei vaikutta-
nut estorenkaiden halkaisijoihin.
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9 Pohdinta

Tydssamme kdytimme kuutta bakteerilajia ja jokaisesta lajista kahta herkkyydeltdan
eroavaa kantaa. Kaytettavat bakteerilajit ovat Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ja Streptococ-
cus pneumoniae. Valitut bakteerilajit ovat yleisimpid, kliinisesti merkittavia taudinai-
heuttajabakteereita ja eroavat toisistaan rakenteensa ja biokemiallisten ominaisuuksi-
ensa perusteella.

Tilastollisesti analysoidut tulokset ovat bakteerilajikohtaisia ja ainoastaan suuntaa-an-
tavia. Toistojen vahaisyydesta johtuen emme voi yleistaa tuloksia. Toistojen lukumaa-
ran paatimme yhdessa ohjaajiemme kanssa. Tulosten suuntaa-antavuus johtuu esi-
merkiksi siita, etta toistojen lukumaarat suspensiovahvuuksilla 0,25 ja 1,0 McFarlandia
olivat huomattavasti pienemmat kuin 0,5 suspensiovahvuudessa. Tarkoituksenamme oli
selvittdd, mitka tekijat vaikuttavat antibioottiherkkyysmenetelman tuloksiin. Tulosten
perusteella voimme paatelld, ettd bakteerisuspension vahvuus vaikutti antibioottiherk-
kyysmenetelman tuloksiin eli estorenkaiden halkaisijoihin. Kahden bakteerilajin kohdalla
bakteerisuspensiovahvuus vaikutti vankomysiinin estorenkaiden halkaisijoihin. Tuloksia
tarkastellessa huomasimme, ettd vankomysiiniantibiootin kohdalla suspensiovahvuuden
ollessa 0,25 McFarlandia estorenkaiden halkaisijat olivat hieman suurempia. Vankomy-
siinin kohdalla havainnoimme my®és, ettd molemmissa antibioottipaneeleissa, joissa se

esiintyi, oli bakteerisuspension vahvuudella vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin.

Tutkittavissa tekijoissa ilmenevat tilastolliset merkitsevyydet totesimme tilastollisilla
testeilld, jotka jouduimme toteuttamaan bakteerilajikohtaisesti. Tilastolliset testit eivat
pystyneet antamaan luotettavia tuloksia bakteerikantakohtaisesti, silla silloin tarvittava
aineisto olisi ollut lilan pieni. Tallaisten analyysien tekemiseen olisi tarvittu myds use-
amman muuttujan tilastollisia testeja, jotka oli mahdotonta toteuttaa. Bakteerikanta-
kohtaiset kuviot on tehty kayttden pohjana tilastollisissa testeissa ilmenneitéa merkitse-
vid eroja bakteerilajikohtaisesti. Taman vuoksi teimme bakteerikantakohtaiset taulukot
ainoastaan niista bakteerilajikohtaisista antibiooteista, joilla olimme havainneet eroa.
Eri tekijoiden vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin tulee luotettavimmin esiin kantakoh-
taisesti esitettynd. Kantakohtaiset pylvaskuviot eivat ole tdysin luotettavia mutta ne

ovat suuntaa-antavia.
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Bakteerisuspension vahvuuden vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin kuvaavissa tu-
loksissa oli joidenkin bakteerilajien kohdalla havaittavissa epdloogisuutta. Bakteerisus-
pensiovahvuuden 1,0 McFarlandia tulisi aiheuttaa pienempida estorenkaita kuin lai-
meammat suspensiovahvuudet 0,5 ja 0,25 McFarlandia. Joidenkin tulosten kohdalla
nain ei kuitenkaan ollut, vaan suspensiovahvuus 1,0 McFarlandia antoi jopa suurempia
estorenkaita. Kyseessa ei voi olla sekaannus, jossa tyon suoritusvaiheessa olisimme
levitténeet suspensiovahvuudet vaarin merkatuille herkkyysmaljoille, silld suoritimme
eri bakteerisuspensiovahvuuksien tydvaiheet eri pdivina. Voi kuitenkin olla mahdollista,
ettad kyseessa olisi mittausvirhe, varsinkin H. influenzae -lajin kohdalla, joka vaatii rikas-
tetun Miller-Hinton maljan. Emme siis osaa perustella tulosten osittaista epaloogisuut-

ta.

Oletuksena oli, ettd bakteerilajin sisdiset kannat aiheuttavat eroavaisuuksia estorenkai-
den halkaisijoissa bakteerilajikohtaisesti. Kolmen antibiootin kohdalla pystyimme to-
teamaan, ettd jokaisessa antibioottipaneelissa, jossa kyseiset antibiootit esiintyivat,
kanta vaikutti estorenkaan kokoon. Kefuroksiimi esiintyi yhteensa kahdessa antibiootti-
paneelissa. Molemmissa paneeleissa havaitsimme bakteerikannan vaikutuksen estoren-
kaasiin. Huomasimme kefuroksiimin estorenkaiden halkaisijoiden erot kantojen valilla
kolmella bakteerilajilla. Erytromysiini puolestaan esiintyi neljdssa eri antibioottipanee-
lissa ja havaitsimme erot estorenkaiden halkaisijoissa neljdlla eri bakteerilajilla. Klinda-
mysiini esiintyi kolmessa paneelissa ja havaitsimme erot tuloksissa kolmella eri baktee-
rilajilla. Nama huomiot tukevat mahdollisesti sita, etta tulokset ovat bakteerikanta- ja

antibioottikohtaisia.

Aineistomme pienen madran vuoksi emme voineet selvittda, vaikuttaako bakteerisus-
pension vahvuus tilastollisesti merkitsevasti eri tavoin bakteerilajin herkkyydeltaan
eroaviin kantoihin. Jotta bakteerisuspension vahvuuden vaikutus bakteerikantoihin olisi
voitu selvittdd, olisimme joutuneet kdyttdmaan kolmen muuttujan tilastollisia analyyse-
ja. Tallaisten analyysien kayttdminen on haasteellista ja vaatisi erinomaista tilastollisten
analyysien hallintaa. Jos olisimme kasitelleet bakteerikannat erillisiné muuttujina, ha-
vaintojen maara olisi ollut niin vahainen, etta tuloksista olisi tullut epaluotettavia. Pys-
tyimme aineistomme pohjalta muodostamaan kuvioita bakteerisuspension vaikutuksista
bakteerikantoihin (kuvio 27). Kuvion antama informaatio ei kuitenkaan ole taysin luo-

tettavaa, silla emme pysty sanomaan, ovatko kuviossa mahdollisesti esiintyvat erot



51

tilastollisesti merkitsevia puuttuvien tarkkojen analyysiarvojen vuoksi. Taman vuoksi

esitimme kantakohtaiset erot tekijdiden vaikutuksista Excel -pohjaisina kuvioina.
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Bakteerisuspensio

Kuvio 27. Bakteerisuspensiovahvuuden vaikutus S. pyogenes -lajin herkkyydeltddn eroaviin kan-
toihin vaikuttavan antibiootin ollessa penisilliini. Ympyra kuvaa havaintoa, jonka etdisyys laati-
kon yla- tai alareunasta on yli 1.5 kertaa kvartiilivali. Tahti puolestaan kuvaa havaintoa, jonka
etdisyys laatikon reunasta on yli 3 kertaa kvartiilivali.

Tulosten perusteella emme pystyneet osoittamaan, ettd bakteerisuspension levitysta-
valla olisi ollut vaikutusta bakteerimaton paksuuteen tai sen tasaisuuteen. Tunnin viive
ennen bakteerisuspension levittdmista herkkyysmaljoille ei nayttényt vaikuttavan bak-
teerilajien hengissa sailymiseen 0,5 McFarlandin vahvuisessa suspensiossa. On myds
todennakoistd, etta kiekotettujen herkkyysmaljojen sadilyttéminen huoneenlammdssa
tunnin ajan ennen kasvuolosuhteisiin siirtamista ei vaikuttanut tutkittavien bakteerila-
jien hengissa sailymiseen. Tavoitteemme oli selvittda, onko paivittdisessa laboratorio-
diagnostiikassa mahdollista poiketa annetusta suosituksesta kiiretilanteissa niin, etta
tulokset pysyvat luotettavina. Tulokset olivat kuitenkin niin suuntaa-antavia, ettd emme
voi varmuudella todeta, vaikuttaako suosituksesta poikkeaminen herkkyystulosten luo-

tettavuuteen.
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Hypoteesimme “Tulokset eroavat bakteerilajien valilla” piti paikkaansa, kun tutkimme
bakteerisuspensioiden vahvuuksien vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin. Bakteerila-
jista riippuen erot estorenkaiden halkaisijoissa ilmentyivat eri antibioottien kohdalla.
Tutkittavista bakteerilajeista kahdella suspensiovahvuus ei vaikuttanut tilastollisesti
merkitsevalla tavalla. Tulokset erosivat bakteerilajien valilld myos tutkittaessa bakteeri-
kantojen vaikutusta estorenkaiden halkaisijoihin. Asettamamme hypoteesi “Suspension
levitystavat eivat vaikuta bakteerimaton paksuuteen” osoittautui tassa tydssa todeksi.
Visuaalisen tarkastelun perusteella emme havainneet, etta erilaisilla levitystavoilla olisi
ollut vaikutusta bakteerimaton paksuuteen. Emme pystyneet sanomaan herkkyysmal-
joista, milld tutkittavista kolmesta levitystavasta bakteerisuspensio oli niille levitetty.
Levitystavasta riippumatta tasaisen bakteerimaton saamiseksi on erityisen tarkeaa le-
vittad bakteerisuspensio herkkyysmaljalle tarpeeksi kuivalla pumpulitikulla. Pumpulitik-
kua tulee liikuttaa tasaisella vauhdilla pyérittden ja riittavan hitaasti. Suspension levit-
tdminen lilan maralld pumpulitikulla voi aiheuttaa liilan paksun bakteerimaton. Huo-
masimme, ettd erityisesti levitystavassa kaksi tulee kiinnittda huomiota suspension
huolelliseen levitykseen. Jos levitys tehdaan edelld mainitulla tavalla liian nopeasti, voi
lopputuloksena olla raidallinen bakteerimatto. Bakteerimaton raidallisuus saattaa hairita
estorenkaiden mittaamista. Tehtyjen herkkyysmaljojen visuaalisen tarkastelun perus-
teella voimme paatelld, ettd suspension levitystavalla ei ole niin suurta merkitysta kuin

huolellisella ja tarkalla tyoskentelylla.

Tilastollisten tulosten perusteella voimme nostaa esille muutamia jatkotutkimusaiheita.
Huomasimme, ettd bakteerisuspension vahvuus saattaa aiheuttaa muutoksia herk-
kyystuloksissa. Suspension vahvuuden vaikutusta estorenkaiden halkaisijaan olisi hyva
tutkia enemman, useammalla toistolla ja mahdollisesti suurempia suspension vah-
vuuseroja kayttden. Suurempien vahvuuserojen tutkiminen saattaisi antaa lisatietoa,
silld tutkimamme suspensiovahvuudet eivat eronneet paljon toisistaan. On kuitenkin
todennakdistd, ettd suspension vahvuus on merkittava tekija luotettavan herkkyystu-
loksen kannalta silla se oli tilastollisesti merkittavana tekijana neljan bakteerilajin koh-
dalla kuudesta. Esikartoituksestamme selvisi, ettd bakteriologian osastolla henkilékunta
ei tarkista tai kontrolloi bakteerisuspension vahvuutta. Jos suspensiovahvuus todella on
merkittava tekija herkkyysmaaritystuloksissa, suspension vahvuuden mittaaminen olisi
tarpeellista. Jos jokaisen bakteerisuspension vahvuuden mittaaminen on liilan aikaa

vievaa, saanndéllinen suspension mittaaminen edes muutaman kerran viikossa voisi olla
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ratkaisu optimaalisen bakteerisuspension tekemiseen. Kontrolloidessa saannéllisesti
suspensiovahvuutta esimerkiksi densitometrin avulla visuaalinen hahmotus oikean vah-

vuisesta bakteerisuspensiosta kehittyy ja sailyy.

Tutkimamme tunnin viive bakteerisuspension levittdmisessa on EUCASTIin antaman
ohjeistuksen mukaan pisin mahdollinen aika, jonka jdlkeen bakteerisuspensio on valit-
tdmasti levitettdva herkkyysmaljalle. Olisi hyddyllista selvittda vaikuttavatko pidemmat
bakteerisuspension levittdmisviiveet herkkyystuloksen luotettavuuteen. Tekemdastémme
esikartoituksesta selvisi myos, ettd bakteerisuspensio saattaa joissain tilanteissa odot-
taa tuntiakin kauemmin ennen herkkyysmaljalle levittamista. Taman tyon tulosten pe-
rusteella voisi myds olla mielenkiintoista tutkia, onko joillakin tekij6illa yhteisvaikutuk-
sia. Esimerkiksi, jos bakteerisuspensio on vahvuudeltaan liian laimea ja sen levittémis-
viive herkkyysmaljalle poikkeaisi huomattavasti suosituksista, niin vaikuttaako se herk-

kyysmaarityksen tuloksiin ja luotettavuuteen.

Teimme tutkittavan aineiston itse bakteerikannoista. Tama vaatii hyvaa toistettavuutta
tyotavoissa. Toistettavuutta lisdsimme jakamalla toistomaarat puoliksi. Talld pystyimme
minimoimaan kadenjaljen vaikutusta tuloksiin. Ennen taman tyon toteuttamista meilla
oli hyvin vahan kokemusta herkkyystulosten lukemisesta. Saimme hieman harjoitella
estorenkaiden halkaisijoiden mittaamista ennen kokeellista osuutta. Muutaman pdivan
harjoittelu ei kuitenkaan tuo estorenkaiden mittaamiseen rutiinia. Mitattujen estoren-
kaiden halkaisijoiden perusteella voimme todeta, etta tydn toistettavuus oli luotettavaa.
Tulosten perusteella tydn suorittaja ei vaikuttanut lopputulokseen. Toistojen valiset
erot olivat niin pienid, ettd pystyimme vertailemaan tuloksia luotettavasti. Tuloksissa
esiintyvat pienet erot saattavat korostua pienestd aineistomaarasta johtuen. Estoren-
kaiden halkaisijoiden tulkinnassa pienet mittauserot olivat tydssamme hyvdksyttavia.
Halkaisijoita mitattaessa on voinut tapahtua mittaus virheitd, jotka saattavat selittaa
joidenkin tulosten epdloogisuutta. Tarkoituksenamme oli, etté molemmat olisivat mi-
tanneet kaikki estorenkaat. Tydta tehdessamme huomasimme, ettd tama olisi ollut liian
aikaa vievaa. Paadyimme siihen, ettd jaoimme herkkyysmaljat puoliksi bakteerikanta-
kohtaisesti. Estorenkaita mitattaessa vertailimme saamiamme toistojen tuloksia keske-
naan. Jos niissa esiintyi huomattavia poikkeavuuksia tai toisen oli hankala saada mitta-
ustulosta, toinen mittasi kyseisen estorenkaan. Koimme, etta rikastetulla Muller-Hinton
agarmaljoille olevia estorenkaita oli haastavampi mitata. Valilla tuli myds tilanteita, jol-

loin estorenkaiden selvia reunoja oli vaikea hahmottaa, jolloin halkaisijan mittaaminen
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oli haastavaa. Tuloksia tarkasteltaessa huomasimme, etta olisi ollut parempi, jos mo-
lemmat olisivat mitanneet kaikkien estorenkaiden halkaisijat. Tall6in olisimme voineet
laskea yksittdisille estorenkaiden halkaisijoille keskiarvot ja olisimme ndin saaneet luo-

tettavampia tuloksia.

Estorenkaita mitattaessa huomasimme, etta herkkyysmaljoilla, joilla olisi pitényt kasvaa
herkkyydeltdan alentunut £. coli kanta, kasvoikin £. colin herkka kanta. Huomasimme
tdman siitd, etta £. colin herkkyydeltaén alentuneen kannan antibioottipaneelissa tulisi
tiettyjen estorenkaiden olla tdysin antibioottikiekkoon kiinni kasvaneita. Antibiootti-
lisdpaneelissa tulisi ilmetd niin sanottu pollékuvio. Pollékuviot muodostuvat herkkyys-
maljoille, jos kyseessa on ESBL-kanta. Tama ESBL-kannoille tyypillinen pdllékuvio muo-
dostuu, kun antibioottipaneelissa on sijoitettu amoksilliini-klavulaanihappokiekko kef-
tasidiimikiekon ja kefotaksiimikiekon valiin. Herkkyysmaljoilla, joilla olisi pitanyt kasvaa
herkkyydeltdadn alentunut £. coli kanta, ei ilmennyt tiettyja antibioottiresistensseja eika
polldkuviota. Tastd paattelimme, etta olimme tehneet herkkyysmaljat herkdn E£. colin
0,25 McFarlandin vahvuisella bakteerisuspensiolla emmeka herkkyydeltdan alentuneen
E. colin 0,25 McFarlandin vahvuisella bakteerisuspensiolla. Bakteerisuspensioita val-
mistettaessa, meilld oli laminaarikaapissa ainoastaan £. co/in molempien kantojen puh-
dasviljelmat. Tastd johtuen voimme olla varmoja, ettéa herkkyysmaljoilla, joilla pitikin
kasvaa E. colin herkka kanta, kasvoi todella se. Teimme herkkyydeltaan alentuneelle £.

coli -kannalle uuden 0,25 vahvuisen suspension herkkyysmaljoineen.

Bakteerimaton paksuuden arvioimiseen ei ole olemassa mitdan standardoitua keinoa.
Tybelamassa bakteerimaton paksuuden arviointi perustuu visuaaliseen tarkasteluun.
Kokeilimme valokuvien avulla saada itsellemme mallikuvia sopivan paksuisesta ja liian
ohuesta bakteerimatosta. Ajatuksenamme oli, ettd bakteerimattoja olisi voinut verrata
mallikuviin. Mallikuvat olisivat ndin ollen toimineet visuaalisen arvioinnin tukena. Malli-
kuvista ei kuitenkaan erottunut bakteerimaton paksuuden erot tarpeeksi selvasti. Ta-
man vuoksi arvioimme bakteerimaton paksuutta ainoastaan silmamaaradisesti. Huo-
masimme, ettd kaikki bakteerisuspension vahvuudet vaikuttivat K. pneumoniaen koh-
dalla bakteerimaton paksuuteen. Jokaisen kolmen tutkittavan suspensiovahvuuden
kohdalla K. pneumoniaen bakteerimatto vaikutti visuaalisesti tarkasteltuna paksulta.
Bakteerisuspension vahvuus ei tdssa tydssa vaikuttanut bakteerimaton paksuuteen
muiden bakteerilajien kohdalla. Téma havainto on kuitenkin vain suuntaa-antava, silla

toteutustavoistamme johtuen emme voineet tarkastella saman bakteerilajin erivahvui-
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sista suspensioista tehtyja herkkyysmaljoja rinnakkain, niin etta ne olisivat kasvaneet
yhta kauan. Bakteerimattojen paksuuden vertaaminen erivahvuisten suspensioiden
kesken olisi ollut luotettavampaa, jos olisimme toteuttaneet kaikki tyévaiheet samalle

bakteerilajille saman paivan aikana.

Otimme itse jokaisen tydssamme esiintyvan valokuvan. Teimme itse kuvattavan mate-
riaalin HUSLABIn kliinisen mikrobiologian bakteriologian osastolla. Valokuvaaminen oli
haastavaa etenkin rikastettujen Miller-Hinton herkkyysmaljojen kohdalla. Oli haastavaa
saada kuvista tarpeeksi tarkkoja, jotta estorenkaiden reunat erottuisivat selvasti. On-

gelmana oli my6s herkkyysmaljojen aiheuttama Kkiilto.

Opinnaytetydssamme tutkittavien herkkyysmaljojen kokonaismaara oli 620 (liite 4).
Aluksi, aiheen saatuamme, maljojen kokonaismaara oli 1728. Tama maara perustui
siihen, ettd aluksi tarkoituksemme oli tutkia kolmea levitystapaa jokaisessa suspen-
siovahvuudessa. Totesimme kuitenkin, ettd kyseinen maara ei ole soveltuva opinnay-
tetyohdn. Teimme itse laskelmia ja paadyimme nykyiseen maljamaaraan (620). Saim-
me pienennettyd maljamaarda tutkimalla bakteerisuspension levitystapoja vain suspen-
siovahvuudessa 0,5 McFarlandia. Tama mahdollisti myds sen, ettd tutkimme vain yhta
muuttujaa kerrallaan. Toteutustapa ja maljamaara sopi myds ohjaajille. Aineistomaa-

rasta tuli sopiva kahden henkildén opinnaytetyd.

Kokonaisotantaa suositellaan, kun tutkimusaineisto jaa pieneksi. Kirjallisuuden mukaan
tutkimusaineistoa pidetaan pienend, jos havaintoyksikéita on alle sata. (Vilkka 2007:
52.) Emme tehneet otantaa aineistostamme, vaan huomioimme tydssamme kokonais-
otannan mukaisesti jokaisen havaintoyksikdn vdhdisten toistojen takia. Bakteerilajit
eroavat toisistaan muun muassa kaytettavien antibioottivalikoimien suhteen. Tasta
johtuen ongelmaksemme muodostui se, ettda jouduimme analysoimaan bakteerilajit
omina ryhmindan. Tama puolestaan aiheutti sen, ettd aineistomme bakteerilajikohtai-
sesti oli todella pieni. Sen vuoksi saimme tuloksista esille vain karkeita eroja. Pienesta
aineistosta huolimatta kaytimme kvantitatiivista tutkimusmenetelmad, silla saimme

tulokset numeraalisessa muodossa. Tilastollisena merkitsevyystasona kaytimme 0,05.

Kaikki esikartoituksemme kysymykset eivat toimineet haluamillamme tavoilla. Jos ky-
symykset olisi esitelty haastatellen, niin kuin olimme suunnitelleet, kysymyksia olisi

voitu tarvittaessa tarkentaa. Esimerkiksi yhdessa kysymyksessa tarkoituksenamme oli
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saada vastaus siihen, mita levitystapaa kaytetdan bakteerisuspension levittdmisessa
herkkyysmaljalle. Vastauksista kavi ilmi, etta vastaajat eivat olleet ymmartdneet kysy-
myksenasettelua. Muodostimme esitutkimuksemme kysymykset yhdessa ohjaajiemme
kanssa. Tiukan aikataulun vuoksi emme ehtineet suorittaa kysymysten testausta. Haas-
tattelussa olisi hyva kysya vastaajan taustatietoja, joilla on merkitystd tutkimuksen
kannalta (Vilkka 2005: 109-110). Olisi ollut mielenkiintoista kysya esikartoitukseen

vastanneilta heidan tydssaoloaikaa ja suhteuttaa se muihin vastauksiin.

Aiheeseen liittyvia aikaisempia relevantteja tutkimuksia oli hyvin hankala |16ytéa. Oh-
jaajammekaan eivat osanneet neuvoa, mista aikaisempia tutkimuksia aiheeseen liittyen
[Bytyisi. Loysimme muutaman arvovaltaisen aiheeseen liittyvan tutkimuksen, jotka CLSI
on julkaissut. Valitettavasti kyseiset julkaisut olivat sen verran hintavia, 250 ja 1000

dollaria, joten meilla ei ollut mahdollisuutta saada niita kayttéomme.

Eettisyyskysymykset eivadt olleet ongelma tdssa tydssa. Kayttdmistdmme bakteerikan-
noista ei kaynyt ilmi potilastietoja. Bakteerikannat ovat taltioitu muun muassa potilas-
naytteistd, mutta potilastietojen niissa ei ndy. Kannat on taltioitu juoksevalla nume-

roinnilla, josta potilastietoja ei pysty jaljittdmaan.
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Esikartoituslomake

Miten valmistatte bakteerisuspension ja tarkistatte sen oikean vahvuuden?

Kaytattekd McFarlandin standardia bakteerisuspensiota valmistettaessa? Enta densito-

metria?

Kuinka kauan bakteerisuspensio seisoo ennen viljelya. (yleinen arvio)

Miten viljelette bakteerisuspension maljalle? Miksi?

Miten varmistatte bakteerimaton tasaisuuden ja sen ettei malja kasva liilan paksusti?

Kuinka kauan aikaa kuluu, ennen kuin kiekotetut maljat siirtyvat lampokaappiin arkisin?

Enta viikonloppuisin? (yleinen arvio)




Bakteerikantojen kasvuolosuhteet ja kaytetyt agarmaljat
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Kantanumero Puhdasviljelma malja Puhdasviljelmén kasvuolo- | Herkkyysmalja Herkkyysmaljan kasvuolo- | Antibioottipaneli
suhde suhde

H. influenzae NCTC 8468 Suklaamalja 5%C0, +35°C Rikastettu 5% CO, +35°C HEIjall
(herkka) T-15505 Miiller-Hinton

(MH-F)
H. influenzae Maljakontrolli Suklaamalja 5% CO, +35°C Rikastettu 5% CO, +35°C HEIjall
(alentunut herkkyys) T-91773 Miiller-Hinton

(MH-F)
S. pneumoniae Maljakontrolli Suklaamalja 5% CO, +35°C Rikastettu 5% CO, +35°C PNC
(herkka) T-111362 Miiller-Hinton

(MH-F)
S. pneumoniae Maljakontrolli Suklaamalja 5% CO, +35°C Rikastettu 5% CO, +35°C PNC
(alentunut herkkyys) T-110415 Miiller-Hinton

(MH-F)
S. pyogenes ATCC 19615 Suklaamalja 5% CO, +35°C Rikastettu 5% CO, +35°C STR
(herkka) T-9119 Miiller-Hinton

(MH-F)
S. pyogenes Maljakontrolli Suklaamalja 5% CO, +35°C Rikastettu 5% CO, +35°C STR
(alentunut herkkyys) T-110413 Miiller-Hinton

(MH-F)
E. coli ATCC 25922 Verimalja +35°C lampokaappi Miiller-Hinton +35°C lampokaappi SA
(herkkad) T-9112 (MH)
E. coli Maljakontrolli Verimalja +35°C lampokaappi Miiller-Hinton +35°C lampdkaappi SA ja SA-LI
(alentunut herkkyys) T-111241 (MH)
S. aureus ATCC 25923 Verimalja +35°C lampokaappi Miiller-Hinton +35°C lampokaappi STA
(herkkad) T-9118 (MH)
S. aureus ATCC 43300 Verimalja +35°C lampokaappi Miiller-Hinton +35°C lampokaappi STA ja STA-LI
(alentunut herkkyys) T-24843 (MH)
K. pneumoniae ATCC 13883 Verimalja +35°C lampokaappi Miiller-Hinton +35°C lampdkaappi SA
(herkka) T-15505 (MH)
K. pneumoniae Maljakontrolli Verimalja +35°C lampokaappi Miiller-Hinton +35°C lampdkaappi SA ja SA-LI
(alentunut herkkyys) T-110369 (MH)
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Tyossa kaytetyt antibioottipaneelit ja antibioottien SIR -rajat

H. influenzae -lajille kaytettavat antibioottipaneelit.

HE I paneeli Lyhenne S R
Sulfa-trimetopriimi SXT 23 19
Tetrasykliini TE 24 20
Kloramfenikoli C 28 24
Erytromysiini E 50 11
Kefaklori CEC >18 18
HE II paneeli Lyhenne S R
Siprofloksasiini CIP 23 22
Kefuroksiimi CXM 25 21
Amoksilliini-klavu- AMC 20 19
liinihappo

Ampisilliini AMP 16 15?
S. pneumoniae -lajille kaytettava antibioottipaneeli.

PNC paneeli Lyhenne S R
Sulfa-trimetopriimi SXT 18 14
Vankomysiini VA 16 15
Tetrasykliini TE 23 19
Oksasilliini OX 20 19
Erytromysiini E 22 18
Klindamysiini DA 19 18
S. pyogenes -lajille kaytettava antibioottipaneeli.

STR paneeli Lyhenne S R
Penisilliini P 18 17
Erytromysiini E 21 17
Klindamysiini DA 17 16
Kefalotiini KF 18 14
Vankomysiini VA 13 12
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K. pneumoniae ja E. coli-lajeille kaytettavdt antibioottipaneelit.
SA paneeli Lyhenne S R
Ampisilliini AMP 14 13
Levofloksasiini LEV 22 18
Tobramysiini TOB 16 12
Sulfa-trimetopriimi SXT 16 12
Amoksilliini-klavu- AMC 17 16
liinihappo
Kefuroksiimi CXM 18 17
SA-LI paneeli Lyhenne S R
(lisdpaneeli)
Kefotaksiimi CTX 21 17
Kefalotiini KF 18 14
Piperasilliini-tatso- TZP 18 14
baktaami
Meropeneemi MEM 22 15
Keftazidiimi CAZ 22 18
Amoksilliini-klavu- AMC 17 16
liinihappo

S. aureus -lajille kaytettavat antibioottipaneelit

STA paneeli Lyhenne S R
Klindamysiini DA 22 18
Erytromysiini E 21 17
Kefoksitiini FOX 22 21
Oksasilliini OX 13 10
Levofloksasiini LEV 22 18
Fusidiinihappo FD 24 23
STA-LI paneeli Lyhenne S R
(lisdpaneeli)

Sulfa-trimetopriimi SXT 17 13
Vankomysiini VA 12 11
Netilmysiini NET 18 17
Linetsolidi LZD 19 18
Rifampisiini RD 26 22
Tetrasykliini TE 22 18
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Kaytettyjen herkkyysmaljojen lukumaara bakteerikantakohtaisesti

Antibiootti- | Kaytetyt maljat sus- Kaytetyt maljat sus- Kaytetyt maljat sus-
paneeli pensiossa 0.25 pensiossa 0.50 pensiossa 1,0
McFarland McFarland McFarland
H. influenzae| HETIjall 8 kpl 56 kpl 8 kpl
(herkka)
H. influenzae | HETIjall 8 kpl 56 kpl 8 kpl
(alentunut
herkkyys)
S. PNC 4 kpl 28 kpl 4 kpl
pneumoniae
(herkka)
S. PNC 4 kpl 28 kpl 4 kpl
pneumoniae
(alentunut
herkkyys)
S. pyogenes STR 4 kpl 28 kpl 4 kpl
(herkka)
S. pyogenes STR 4 kpl 28 kpl 4 kpl
(alentunut
herkkyys)
E. coli SA 4 kpl 28 kpl 4 kpl
(herkka)
E.coli SA ja SA-LI 8 kpl 56 kpl 8 kpl
(alentunut
herkkyys)
K SA 4 kpl 28 kpl 4 kpl
pneumoniae
(herkka)
K. SA ja SA-LI 8 kpl 56 kpl 8 kpl
pneumoniae
(alentunut
herkkyys)
S. aureus STA 4 kpl 28 kpl 4 kpl
(herkka)
S. aureus STA ja STA- 8 kpl 56 kpl 8 kpl
(alentunut LI
herkkyys)
Yhteensad 68 kpl 476 kpl 68 kpl
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Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin
antibiootti- ja bakteerilajikohtaisesti

H. influenzae

Kloramfenikaolin
3687 - - estorenkaan halkaisija
1. toisto

Kloramfenikolin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Klaramfenikalin
36 estorenkaan halkaisija
3. toisto

Klaramfenikolin =~
estorenkaan halkaisija
4. toisto

H I *
32 -

307 o

T T T
vahvuus 0,25 vahvuus 0 5 vahvuus 10

Bakteerisuspension vahvuus

Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus H. influenzae -lajin estorenkaiden halkaisijoihin
kun vaikuttavana antibioottina oli kloramfenikoli.

H. influenzae

hSiproﬂoksasiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto
Siprofloksasiinin
estorenkaan halkaisija
384 - 2. toisto
Siprofloksasiinin -~
estorenkaan halkaisija

40

3. toisto

367 Siprofloksasiinin =~
estorenkaan halkaisija
4. toisto

349

327 I -
30 I

287

T T T
vahvuus 0,25 vahvuus 0 5 vahvuus 1,0

Bakteerisuspension vahvuus

Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus H. /nfluenzae -lajin estorenkaiden halkaisijoihin
kun vaikuttavana antibioottina oli siprofloksasiini.
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S. pneumoniae

ankomysiinin

224 estorenkaan halkaisija
1. toisto
Yankomysiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

21— - Yankomysiinin

estorenkaan halkaisija

— *5 - - - -
20 3
197 -

1412
187 * 5

13

*

|

3. toisto
T T

Yankomysiinin
estorenkaan halkaisija
vahvuus 025 vahvuus 0 5 vahvuus 1.0

4. toisto

Bakteerisuspension vahvuus

Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus S. pneumoniae -lajin estorenkaiden halkaisijoihin
kun vaikuttavana antibioottina oli vankomysiini.

S. pyogenes

VWankomysiinin

204 estorenkaan halkaisija
1. toisto
Wankomysiinin
estorenkaan halkaisija
191 2. toisto

VWankomysiinin
13
o
177 I -
167 |
156+

estorenkaan halkaisija
3. toisto
Wankomysiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto
T T T
vahvuus 0,25 vahvuus 05 vahvuus 1,0

Bakteerisuspension vahvuus

Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus S. pyogenes -lajin estorenkaiden halkaisijoihin kun
vaikuttavana antibioottina oli vankomysiini.
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S. pyogenes

kefalatiinin
404 - - estorenkaan halkaisija
1. toisto
kefalatiinin
- estarenkaan halkaisija
2. toisto
Kefalotiinin
35 _ - _ estorenkaan halkaisija
3. toisto
kefalatiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

344 - -

327

T T T
vahvuus 0 25 vahvuus 05 vahvuus 1,0

Bakteerisuspension vahvuus

Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus S. pyogenes -lajin estorenkaiden halkaisijoihin kun
vaikuttavana antibioottina oli kefalotiini.

S. aureus
Levofloksasiinin
337 M estorenkaan halkaisija
1. toisto
Levofloksasiinin
estarenkaan halkaisija
2. toisto
7 Levofloksasiinin
[T estorenkaan halkaisija
e 3. toisto
Levofloksasiinin
31 - [ estorenkaan halkaisija
4. toisto
304 M M =
297 = | |
287 =
T T T
vahvuus 0 25 vahvuus 05 vahvuus 10

Bakteerisuspension vahvuus

Erivahvuisten bakteerisuspensioiden vaikutus S. aureus -lajin estorenkaiden halkaisijoihin kun
vaikuttavana antibioottina oli levofloksasiini.
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Bakteerilajin herkkyydeltaan eroavien kantojen vaikutus tutkittaviin antibi-

ootteihin.

H. influenzae

40

30

207

Estorenkaan halkaisija mm

Herkempi

Herkkyydeltaian alentunut

Bakteerikannat

Sulfa-trimetopriimin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Sulfa-trimetopriimin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Sulfa-trimetopriimin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Sulfa-trimetopriimin

estorenkaan halkaisija
4. toisto

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin H. /nfluenzae -lajilla vaikuttavan antibiootin olles-

sa sulfa-trimetopriimi.

207

Estorenkaan halkaisija mm

D—
Herkermpi

H. influenzae

Herkkyydeltaan alentunut

Bakteerikannat

Tetrasylkliinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Tetrasykliinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Tetrasylkliinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Tetrasykliinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin H. influenzae -lajilla vaikuttavan antibiootin olles-

sa tetrasykliini.



H. influenzae
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Herkermpi Herkkyydeltdan alentunut
Bakteerikannat

hErytromysiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Erytromysiinin
I estorenkaan halkaisija
2. toisto

Erytromysiinin
M =storenkaan halkaisija
3. toisto

Erytromysiinin
[ estorenkaan halkaisija
4. toisto
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Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin H. influenzae -lajilla vaikuttavan antibiootin olles-

sa erytromysiini.

H. influenzae

30
E
E
S 207
(L]
n
-
"
=
c
[
m
=
c
g
o
t 10
w

0= T

Herkempi Herkkyydeltdan alentunut
Bakteerikannat

Kefaklorin estorenkaan
halkaisija 1. toisto

Kefaklorin estorenkaan
halkaisija 2. toisto

Kefaklorin estorenkaan
halkaisija 3. toisto

Kefaklorin estorenkaan
halkaisija 4. toisto

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin H. influenzae -lajilla vaikuttavan antibiootin olles-

sa kefaklori.



Estorenkaan halkaisija mm

H. influenzae

Herkkyydeltaan alentunut

Bakteerikannat

Amoksillini-

klavuliinihapon

estorenkaan halkaisija
1. toisto

Amolcsillini-
klavuliinihapon
estarenkaan halkaisija
2. toisto

Amaoksillini-
.kla\rulaanihapon

estorenkaan halkaisija
3. toisto

Amaksilliini-
.kla\ruliinihapon

estorenkaan halkaisija
4. toisto
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Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin H. /nfluenzae -lajilla vaikuttavan antibiootin olles-

sa amoksilliini-klavuliinihappo.

Estorenkaan halkaisija mm

H. influenzae

207

hAmpisiIIiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Ampisilliinin
estarenkaan halkaisija
2. toisto

Ampisilliinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Ampisilliinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

T
Herkkyydeltaan alentunut

Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin H. influenzae -lajilla vaikuttavan antibiootin olles-

sa ampisilliini.



S. pneumoniae

- N
9 1

Estorenkaiden halkaisijat mm
?

Sulfa-trimetopriimin
estorenkaan halkaisija
1. toisto
Sulfa-trimetopriimin
estorenkaan halkaisija
2. toisto
Sulfa-trimetopriimin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Sulfa-trimetopriimin

[T estorenkaan halkaisija

4. toisto

Herkempi

I
Herkkyydeltdan alentunut

Bakteerikannat
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Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. pneumoniae -lajilla vaikuttavan antibiootin

ollessa sulfa-trimetopriimi.

S. pneumoniae

30

20

Estorenkaiden halkaisijat mm

Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto
Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto
Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto
Erytromysiinin

[T estorenkaan halkaisija
4. toisto

Herkempi

I
Herkkyydeltaan alentunut
Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. pneumoniae -lajilla vaikuttavan antibiootin

ollessa erytromysiini.
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; Klindamysiinin

25 S. pneumoniae estorenkaan halkaisija
1. toisto
Klindamysiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto
Klindamysiinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto
Klindamysiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

20

157

107

Estorenkaiden halkaisijat mm

o

Herkempi

Herkkyydeltédan alentunut

Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. pneumoniae -lajilla vaikuttavan antibiootin
ollessa klindamysiini.

S. pyogenes

Fenisilliinin o
407 estorenkaan halkaisija
1. toisto
Fenisilliinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto
Fenisilliinin o
I estorenkaan halkaisija
3. toisto
Fenisilliinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

w
T

207

Estorenkaan halkaisija mm

_;
?

Herkempi Herkkyydeltdan alentunut
Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. pyogenes -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa
penisilliini.



S. pyogenes

207

Estorenkaan halkaisija mm

-

Herkempi

T
Herkkyydeltdan alentunut

Bakteerikannat

Erytromysiinin~
estorenkaan halkaisija
1. toisto
Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto
Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto
Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto
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Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. pyogenes -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa

erytromysiini.

S. pyogenes

407

w
T

207

Estorenkaan halkaisija mm

A
T

Herkermpi

Kefalatiinin o
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Kefalotiinin o
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Kefalotiinin o
7] estorenkaan halkaisija
3. toisto

Kefalotiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

Herkkyydeltdan alentunut

Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. pyogenes -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa

kefalotiini.



Estorenkaan halkaisija mm

S. aureus
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hKIindamysiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Klindamysiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Klindamysiinin
estarenkaan halkaisija
3. taisto

Klindamysiinin
estarenkaan halkaisija
4. toisto

Herkempi

T
Herkkyydeltaan alentunut

Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. aureus -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa
klindamysiini.

Estorenkaan halkaisija mm

S. aureus

Herkermpi

T
Herkkyydeltdaan alentunut

Bakteerikannat

Olksasilliinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Olksasilliinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Olksasilliinin L
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Olksasilliinin L
estorenkaan halkaisija
4. toisto

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. aureus -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa

oksasilliini.



Estorenkaan halkaisija mm

S. aureus

404

309

207

107

0-

Herkempi

Herkkyydeltaan alentunut

Bakteerikannat

Levofloksasiinin -~
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Levofloksasiinin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Levofloksasiinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Levofloksasiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

Liite 6
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Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. aureus -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa
levofloksasiini.

Estorenkaan halkaisija mm

S. aureus

20

o

c

Herkempi

T
Herkkyydeltdan alentunut

Bakteerikannat

Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Erytromysiinin =~
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Erytromysiinin
estorenkaan halkaisija
4. toisto

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin S. aureus -lajilla vaikuttavan antibiootin ollessa
erytromysiini.



Estorenkaiden halkaisijat mm

K. pneumoniae

304

207

o

Herkkyydeltdan aluntunut

Bakteerikannat

Tobramﬁsiinin
estorenkaan halkaisija
1. toisto
Tobramﬁsiinin o
estorenkaan halkaisija
2. toisto
Tobramﬁsiinin o
estorenkaan halkaisija
3. toisto

Tobramﬁsiinin
estoren
4. toisto

aan halkaisija
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Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin K. pneumoniae -lajilla vaikuttavan antibiootin

ollessa tobramysiini.

Estorenkaiden halkaisijat mm

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin K. pneumoniae -lajilla vaikuttavan
ollessa kefuroksiimi.

K. pneumoniae

257

20

157

104

o-

Herkkyydeltaan alentunut

Bakteerikannat

Kefuroksiimin
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Kefuroksiimin
estorenkaan halkaisija
2. toisto

Kefuroksiimin

M estorenkaan halkaisija

3. toisto

Kefuroksiimin o
estorenkaan halkaisija
4. toisto

antibiootin



K. pneumoniae

259

207

Estorenkaiden halkaisijat mm

o—

Herkempi Herkkyydeltdan alentunut

Bakteerikannat

Kantojen vaikutus estorenkaiden halkaisijoihin K. pneumoniae -lajilla vaikuttavan

ollessa amoksilliini-klavuliinahapo.

Amaoksilliini-
klavuliinihapon
estorenkaan halkaisija
1. toisto

Amaksilliini-

m klavuliinihapon
estorenkaan halkaisija

2. toisto

Amoksilliini-

m klavuliinihapon
estorenkaan halkaisija

3. toisto

Amoksilliini-

O klavuliinihapon
estorenkaan halkaisija

4. toisto
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antibiootin
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Erot estorenkaiden halkaisijoissa eri muuttujien kesken bakteerikan-

takohtaisesti
H. influenzae, herkempi
kanta
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H. influenzae,
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kanta
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H. influenzae -lajin herkemman ja herkkyydeltadn alentuneiden kantojen estorenkaiden halkaisi-
jat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina kloramfenikoli. Jokaista
muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvadseen. Estorenkaiden hal-
kaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvas koos-
tuu neljan toiston keskiarvosta.
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H. influenzae -lajin herkemman ja herkkyydeltdan alentuneiden kantojen estorenkaiden halkaisi-
jat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina siprofloksasiinii. Jokaista
muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvadseen. Estorenkaiden hal-
kaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvas koos-

tuu neljan toiston keskiarvosta.



S. pneumoniae, herkempi

kanta
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S. pneumoniae -lajin herkemman ja herkkyydeltdan alentuneiden kantojen estorenkaiden hal-
kaisijat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina vankomysiini. Jokaista
muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden hal-
kaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvas koos-

tuu neljan toiston keskiarvosta.



S. pyogenes, herkempi kanta
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S.pyogenes, herkkyydeltaan
alentunut kanta
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S. pyogenes -lajin herkemman ja herkkyydeltadn alentuneiden kantojen estorenkaiden halkaisi-
jat millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina vankomysiini. Jokaista
muuttujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvadseen. Estorenkaiden hal-
kaisijoiden mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvas koos-

tuu neljan toiston keskiarvosta.



S. pyogenes, herkempi kanta
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S.pyogenes, herkkyydeltaan
alentunut kanta

B Kefalotiinin
estorenkaiden
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S. pyogenes -lajin herkemman ja herkkyydeltadn alentuneiden kantojen estorenkaiden halkaisi-
jat millimetreina eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina kefalotiini. Jokaista muuttu-
jaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden halkaisijoiden
mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvas koostuu neljan

toiston keskiarvosta.



S. aureus, herkempi kanta
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S. aureus -lajin herkemman ja herkkyydeltéén alentuneiden kantojen estorenkaiden halkaisijat
millimetreind eri muuttujien kohdalla. Vaikuttavana antibioottina levofloksasiini. Jokaista muut-
tujaa verrataan 0,5 McFarlandin vahvuisen suspension pylvaaseen. Estorenkaiden halkaisijoiden
mitoissa ei ole huomioitu antibioottikiekon halkaisijaa (6 mm). Jokainen pylvds koostuu neljén

toiston keskiarvosta.



