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Mikrobiladkeherkkyyden madrittdmisen tarkoituksena on saada selville, onko bakteeri
resistentti antibiootille. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Bakteriologian yksikéssa
mikrobiladkeherkkyyden maarittdminen suolistobakteereilla on osa epidemiologista
seurantaa. Herkkyysmadrityksen avulla tunnistetaan resistenssin muutoksia ja siten
edistetdan epidemiaselvityksia.

Vuodesta 2011 lahtien mikrobilddkeherkkyysmaarityksissa siirryttiin kayttamaan EUCAST
(The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) -ohjeistusta, jonka
tarkoituksena on yhtendistda antibioottiherkkyysrajoja Euroopassa. Herkkyysmadritykset
tehdaan kiekkomenetelmalla.

Tyon tarkoituksena oli analysoida ja vertailla potilaista eristettyjen salmonella-kantojen
mikrobildakeherkkyytta ja estorenkaiden jakaumaa seka arvioida, johtuivatko havaitut erot
kantojen vadlisista eroista vai menetelmasta johtuvista tekijoista. Tutkittavat kannat olivat
tammi - kesakuulta 2011 ja 2012.

Tutkimusaikana todettiin 130 Sa/monella Typhimurium ja 480 Sa/monella Enteritidis
-tapausta. Suurin osa kannoista tuli ulkomailta. Kotimaiset kannat olivat herkempia
antibiooteille. Tutkimuksessa havaittiin, etta resistenttien S. Typhimurium -kantojen maara
on kasvanut seuraaville antibiooteille: ampisilliini, kloramfenikoli ja
kefotaksiimi. Huolestuttavin havainto oli nalidiksiinihapolle resistenttien S. Enteritidis
-kantojen maaran kasvu.

Kontrollikantojen kuvaajissa on ollut poikkeamia seka 2011 etta 2012. Ainoastaan kolmella
antibiootilla (kahdestatoista) kontrollikannan mittaukset sijoittuivat vaihteluvaliraja-arvojen
sisapuolelle. Loput kontrollin mittaustuloksista osuivat myds vaihteluvalin ulkopuolelle.
Osalla antibiooteista kontrollikannan estorenkaiden jakaumat olivat hieman muuttuneet
vuodesta 2011 vuoteen 2012. Samanlaista jakauman siirtymistd esiintyi myds
potilaskannoilla. Menetelmasta johtuvaa syyta siirtymiin ei loytynyt.

Avainsanat Salmonella, antibioottiherkkyysmaaritys, kiekkomenetelma
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Antimicrobial susceptibility testing aims to determine bacterial resistance to antibiotic
treatment. At the Bacteriology Unit, at the Institute for Health and Welfare, determination
of antimicrobial susceptibility of intestinal bacteria is part of epidemiological surveillance.
The aim is to identify and register changes in resistance to antimicrobial agents.

Since the beginning of 2011, antimicrobial sensitivity determination was switched over to
using EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) guide-
lines. The guidelines are designed to standardize antibiotic sensitivity limits in Europe.
Sensitivity analyses are performed with the disk method.

The purpose of the current study is to analyze and compare antimicrobial sensitivity of the
control strain and of patient Salmonella strains. Also we also evaluated whether the ob-
served differences were due to differences between the strains or due to method related
factors. The strains studied were isolated between January-June 2011 and 2012.

During the study period 130 Sa/monella Typhimurium and 480 Sa/monella Enteritidis cas-
es were identified and registered. Most of the strains were isolated from patients returning
from abroad. Domestic strains were found to be more sensitive to antibiotics. Our results
show that S. Typhimurium resistance rates have increased to the following antibiotics:
ampicillin, chloramphenicol and cefotaxime. S. Enteritidis strains resistant to nalixidic acid
have increased, which was a worrying trend.

Control strain graphs showed deviation both in 2011 and in 2012. Only three (out of
twelve) graphs were within the normal range. The rest of the results were deviated in the
same direction. The there was slight change in the distribution of blocking rings of control
strains for some antibiotics from 2011 to 2012. A similar change is also seen in patient
strains. Methodological reasons for the change were not found.

Keywords Salmonella, antimicrobial susceptibility, disk diffusion test
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1 Johdanto

Suolistobakteerien aiheuttamien ripulitautien hoidossa perusterveilla potilailla ei yleensa
kaytetda  mikrobilddkkeita.  Joskus  ladkehoito on  kuitenkin  tarpeellista.
Mikrobiladkeherkkyyttd madrittémalla voidaan havaita muutoksia mikrobin kyvyssa
vastustaa mikrobilddkkeitd. Mikrobiladkeherkkyyden maaritys on myds osa
suolistobakteereiden epidemiologista seurantaa. Maarittamisen tarkoituksena on saada
selville, onko bakteeri resistentti antibiootille. Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksessa on

testattu salmonellojen laakeherkkyytta jo 70-luvulta saakka. [1.]

Salmonellat olivat vuoteen 1999 asti yleisin ja 2000-luvulla toiseksi yleisin ihmisen
suolistotulehduksen aiheuttaja Suomessa. Suomessa todetuista

salmonelloositapauksista suurin osa liittyy ulkomaamatkailuun. [1; 2, s. 12.]

Salmonellojen mikrobildakeherkkyys on huonontunut viime vuosien aikana. Erityisesti
resistenssi  fluorikinoloniryhman  l1adkkeille on kasvanut. Marianne Gunellin
vaitdostutkimuksen mukaan Kaakkois-Aasiasta on loytynyt entisté enemman
fluorokinoloniantibiooteille vastustuskykyisia salmonellakantoja. 1990-luvulla |3hes
kaikki salmonellat olivat herkkia fluorokinoloneille, kun taas 2000-luvulla yli puolet on
vastustuskykyisid. Salmonellojen resistenssiominaisuus siirtyy erittdin  helposti

salmonellasta toiseen. [3.]

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen bakteriologian yksikdssa tehdadn bakteerien
herkkyysmaarityksia antibioottiresistenssin kehittymisen seurantaa ja epidemiologisia
selvityksia varten. Vuodesta 2011 ldhtien on kdytetty EUCAST (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) -ohjeistusta. EUCASTIn
tarkoituksena on yhtendistdad antibioottiherkkyysrajoja Euroopassa. Vuonna 1992
perustettu Suomalainen mikrobilddkeresistenssin seurantaverkosto (FiRe, Finnish Study
Group for Antimicrobial Resistance), Tartuntatautirekisteri (TTR) ja Sairaala-
infektiohjelma (Siro) yhdessa THL:n asiantuntijalaboratorioiden kanssa seuraavat

mikrobildakeresistenssia Suomessa. [4; 5.]



2 Salmonella

Enterobacteriaceae-heimoon kuuluva salmonella on tdrked patogeeni. Se on
gramnegatiivinen, fakultatiivisesti anaerobinen sauvabakteeri, joka ei kuulu ihmisen

suoliston normaaliflooraan. [6, s. 112 - 114.]

Salmonellat jaetaan kahteen lajiin: Salmonella enterica ja Salmonella bongori.
Biokemiallisten reaktioiden perusteella Salmonella enterica voidaan jakaa kuuteen
alalajiin. S enterica ssp. enterica sisaltaa tunnetuimmat serotyypit. Salmonella Typhi-
serotyyppi aiheuttaa lavantaudin, Paratyphi-serotyyppi aiheuttaa pikkulavantaudin ja
Typhimurium-serotyyppi aiheuttaa hiirilavantaudin. [7; 8.]

Tavallisesti salmonellat nimetaan serotyypin mukaan esim. S. Enteritidis. Tarkempi nimi
olisi S. enterica subsp enterica serovar Enteritidis. Salmonellasta tunnetaan yli 2 500
serotyyppida, ja niista kaikki voivat aiheuttaa taudin ihmiselle. Salmonellat ovat
luonnostaan herkkia antibiooteille. Salmonellojen mikrobildakeherkkyydessa on
tapahtunut muutos huonompaan lahivuosien aikana. Varsinkin maissa, joissa rehuihin
lisataan antibiootteja tai joissa mikrobiladkkeitd on saatavana ilman reseptia, tavataan
suhteellisen runsaasti R-plasmidivalitteista resistenssia. Suomessa mikrobiladkkeiden
harkitun kdytén ansiosta salmonellakantamme ovat usein herkkid mikrobiladkkeille.
Tavaroiden ja elintarvikkeiden vapaalla likkumisella ja matkailulla on saattanut olla
osuutta epidemioihin, joiden aiheuttajana on ollut moniresistentti salmonellakanta. [7,
s. 256; 9, s. 184 - 190.]

Salmonellat jaetaan serotyyppeihin niiden ulkopinnalla olevien O- ja H- antigeenien
perusteella. Bakteerisolun pinnassa olevan lipopolysakkaridin (LPS) sokeriketjusta
muodostunutta osaa kutsutaan O-antigeeniksi. Kanta on normaalia eli smooth (S)

-muotoa, jos sokeriketjut ovat tdydellisia, jos taas niitd puuttuu joko osittain tai
kokonaan, on kanta rough (R) -muotoa. Salmonellat pystyvat liikkumaan
varekarvojensa eli flagellojensa avulla aktiivisesti. H-antigeeni sijaitsee bakteerin

varekarvojen pinnalla. O- ja H-antigeenien olemassaolo todetaan antigeeni-vasta-aine-



agglutinaatio-testilla [9, s. 184 - 190]. Harvoilla Salmonelloilla, kuten S. Typhi, on
kapseli. Sen kapseli on polysakkaridia jota kutsutaan Vi — (virulenssi)antigeeniksi.

Salmonella-kannat voidaan alatyypittdaa tartuntaldhteiden selvittémiseksi. Faagityyppi
maadraytyy sen mukaan, miten kanta reagoi spesifiselle bakteriofaagille. Salmonellan
genotyypin madritys tehddaan esim. pulssikenttégeelielektroforeesilla (PFGE).
Genotyypityksessa vertaillaan saman lajin bakteerikantojen genomeja toisiinsa.
Geneettisesti samanlaiset kannat eivat eroa toisistaan. Menetelmaa kaytetaan
epidemiologisessa tutkimuksessa, jossa vertaillaan samaan serotyyppiin tai
faagityyppiin kuuluvia kantoja keskenaan. Pulssikenttdelektroforeesissa kustakin
kannasta saadaan geneettinen sormenjalki, jota voidaan vertailla toisiin kantoihin. [8;
9,s.184 - 190; 10; 11; 12.]

Salmonelloosi on Sa/monella-sukuun kuuluvan suolistobakteerin aiheuttama tauti (kuva
1) [1]. Ihmiselle salmonellat voivat aiheuttaa vakavia yleis- ja suolistoinfektioita.
Salmonellan itdmisaika on 12-72 tuntia, ja se aiheuttaa yleensa ripulia, kuumetta ja
vatsakramppeja. Infektio-oireet kestavat 4-7 padivaa, ja yleensa ihminen parantuu
taudista ilman hoitoja. Joskus salmonella voi aiheuttaa vakavia, sairaalahoitoa vaativia
oireita. Yleistyneet salmonellainfektiot seka lavantauti ettd pikkulavantauti hoidetaan
mikrobildakkeelld. Nailla potilailla salmonellainfektio on levinnyt verenkiertoon ja sita
kautta muualle kehoon ja voi johtaa kuolemaan ilman nopeaa ja oikeanlaista hoitoa.
Salmonella on erityisen vaarallinen vanhuksille, pikkulapsille ja niille, joilla on
heikentynyt immuunisysteemi. [13; 14, s. 256; 6, s. 112 - 114.]



Kuva 1. Salmonella (kuvan ottaneet Mariam Guled ja Lotta Siira).

Suomessa todetaan 2000 - 3000 tartuntatapausta vuodessa. Vuonna 2011 ilmoitettiin
noin 2100 salmonellatartuntatapausta. Kotimaisia tapauksia naista oli yli 300 (18 %),
ulkomailla saatuja tartuntoja todettiin noin 1600 ja 150 (7 %) tapauksessa tartunnan
alkupera ei ollut tiedossa. Yleisimmat Sa/monella-serotyypit vuonna 2011 Suomessa
olivat Typhimurium, Enteritidis, Oranienburg ja ryhma B. Ulkomaisista tapauksesta

yleisin serotyyppi on S. Enteritidis ja yleisin tartuntamaa oli Thaimaa. [2, s. 12.]



3 Mikrobilaakkeet

Mikrobiladke eli usein yleiskielessa sanottuna antibiootti on mikrobeja tappava tai
niiden kasvua ja lisdantymistda hidastava tai estdva ladke, joko toisen mikrobin
tuottama tai teollisesti valmistettu yhdiste.

Bakteerilddkkeen keksiminen on mullistanut terveydenhuollon ja lisdnnyt ihmisen
elinian odotetta kymmenelld vuodella. Ensimmainen kliinisesti merkittava bakteerilddke
oli sulfavalmiste Prontosilin, jonka tehon Gerhardt Domagk havaitsi vuonna 1932.
Prontosililla oli hyva teho sen ajan tappaviin tauteihin, kuten lapsivuodekuumeeseen ja
aivokalvontulehdukseen. Penisilliinin kehittdminen on kuitenkin jattanyt sulfonamidit
varjoonsa. Vuonna 1929 Alexander Fleming havaitsi sattumalta Penicillium notatum-
homesienen estavan stafylokokkien kasvua bakteerimaljalla. Kuitenkin penisilliinilla

hoidettiin potilasta ensimmaisen kerran vasta vuonna 1942. [6, s. 112 - 114.]

Toinen maailmansota vauhditti bakteeriladkkeiden kehitystyota. Bakteerilddkkeiden
kehitystyd hidastui 1980-luvun jalkeen. Tama johtui osittain siita, ettd markkinoilla oli
tehokkaita bakteeriladkkeita. Kehitystyon hidastumisen tarkein syy on kuitenkin se, etta
on vaikea l6ytaa uusia yhdisteita. Viimeisten parinkymmenen vuoden ajan on tullut
vain muutamia uusia bakteeriladkkeitd, mutta jo olemassa olevista bakteerilddkkeista
on kehitelty uusia johdannaisia. Tahan joukkoon kuuluvat mm. nalidiksiinista kehitetyt
fluorokinolit seka kefalosporiinit, joista on saatu neljanteen polveen asti ladkkeita. [6, s.
112 - 114.]

Vaikutustavat

Mikrobildakkeiden perusedellytys on, ettd I|ddke on selektiivisesti toksinen.
Mikrobildakkeiden selektiivisyys perustuu prokaryoottien ja eukryoottien valisiin eroihin.
Esim. beetalaktaamirakenteisten mikrobiladkkeiden vaikutus kohdistuu bakteerien
soluseindman peptidoglykaanin biosynteesin estoon [6, s. 112 - 114; 15]. Vastaavaa
rakennetta ei ole eukaryoottisoluilla, minkd vuoksi beetalaktaamit ovat Idhes

ihanteellisia 1adkeaineita.



Bakterisidiset ladkkeet kykenevat tappamaan bakteereita. Bakteriostaattinen
mikrobilddke estdd bakteereita kasvamasta ja lisdantymadsta, mutta ei tapa sita.
Bakteerien kasvu voi nain ollen jatkua, jos ladkkeen pitoisuus alenee. Laajakirjoiset
mikrobildakkeet vaikuttavat suureen joukkoon grampositiivisia ja -negatiivisia
bakteereita, ladkkeen laaja kirjo ei vaikuta tehokkuuteen. Useat ladkkeet ovat
kapeakirjoisia ja oikeassa kaytdssa erittdin tehokkaita. [15.]

Useammat mikrobiladkkeet voidaan luokitella vaikutusmekanisminsa perusteella
neljagdan  ryhmaan: soluseindman  peptidoglykaanisynteesia = estavat  aineet,
proteiinisynteesin tranlaatiovaihetta estavat aineet, nukleiinihappojen synteesia estavat

aineet ja bakteerin sytoplasmakalvoa vaurioittavat aineet. [6 s. 112 - 114; 15.]

Beetalaktaamiantibiootit estavat soluseinaman peptidoglykaanisynteesia.
Beetalaktaamiantibiootit sitoutuvat soluseindd rakentaviin entsyymeihin substraatin
tavoin ja hairitsevat bakteerien soluseinaman muodostumista. Tetrasykliinit estavat
proteiinisynteesin translaatiovaihetta. Ne estdvat bakteerien valkuaisainetuotannon
muuttamalla reversiibelisti ribosomin muotoa siten, etta aminohappo-tRNA ei pysty
tarttumaan kiinni  ribosomiin. Fluorokinolit ovat bakterisidisia ja estavat
nukleiinihnappojen synteesia estdamalld DNA:n kahdentumisen sitoutumalla DNA-
gyraasin A-alayksikk6dn. Eukaryoottisoluilla ei ole DNA-gyraasia, joten ne eivat ole
herkkia fluorokinoleille. Bakteerin sytoplasmista kalvoa vaurioittavia aineita kaytetdaan
vahan, koska useimmat ovat toksisia myds eukaryoottisoluille, kuten
peptidiantibiootteihin kuuluva polymyksiinit. Ne pystyvat sitoutumaan bakteerien
ulkokalvon lipopolysakkaridiin. ~ Vaurioitettuaan  ulkokalvoa ne  tunkeutuvat

solulimakalvoon rikkoen sen. [15; 16.]



4 Mikrobilaakeresistenssi

Mikrobiladkkeiden kehitys on mahdollistanut mm. tekonivelkirurgian, elinsiirrot,
tehohoidon ja sytostaattihoidot. Mikrobit I6ytavat kuitenkin keinoja estdaa ladkkeiden
vaikutukset ja ovatkin kehitténeet vastustuskyvyn monille tunnetuille laakkeille.
Antibioottiresistenssin merkitys kasvaa, ja siihen pyritddn puuttumaan seka
sairaalahygieniassa, lddkkeiden  kdytdbn ohjeistuksessa, ettd sairaaloiden
tavoiteasettelussa. Suomen sairaaloiden antibioottiresistenssitilanne on
maailmanlaajuisessa vertailussa hyva. Valtaosa antibioottikulutuksesta tapahtuu
avohoidossa. Pddpaino torjunnassa pyritddan suuntaamaan resistenssitilanteen
luotettavaan seurantaan, antibioottien kriittiseen kayttddn ja resistenssin levidmisen
hidastamiseen sairaalahygienian keinoin. Resistenssia aiheuttaa antibioottien runsas

kaytto. Resistentteja kantoja syntyy seka sairaalassa ettd sairaaloiden ulkopuolella.

Sairaalassa hoidettavien potilaiden puolustuskyky on heikko, ja he ovat alttiita
sairaalainfektioille. Sairaalainfektioita aiheuttavat virulenttien mikrobien lisaksi ns.
opportunistimikrobit. Nama sdilyvat hengissa sairaalaymparistossa, adheroituvat
esineisiin  ja vastustavat antibiootteja ja desinficintiaineita. Naitda ovat mm.
koagulaasinegatiiviset stafylokokit, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter-\ajit,
Enterobacter-\ajit,  Stenotrophomonas  maltophilia,  Burkholderia  cepacia ja
Corynebacterium jeikeium. Nama lajit ovat osa potilaan normaalimikrobistoa, siirtyvat

potilaaseen ympariston kautta ja kolonisoivat potilasta aiheuttaen infektioita. [17.]

4.1 Resistenssin synty

Bakteerit voivat olla luonnostaan resistentteja ladkeaineille. Resistenssiominaisuus voi
syntya eri tavoin: 1) bakteerit voivat tuottaa antibioottia hajottavia entsyymeja, 2)
mikrobildakkeen vaikutuskohta voi muuttua, 3) solukalvon permeabiliteetti voi
muuttua, 4) mikrobi voi tehostuneesti poistaa antibioottia sisaltdan tai 5) mikrobi voi

kiertaa ladkkeen vaikutuskohteena olevan metaboliavaiheen [17].



Mikrobien kyky ottaa ja luovuttaa geneettisté materiaalia toisiltaan on yksi tapa
hankkia resistenssi. Hitaampi tapa on spontaanien mutaatioiden kautta kehittynyt
resistenssi. Indusoituvaksi resistenssiksi kutsutaan piilevaa resistenssiominaisuutta,
joka ei tule ilmi ilman antibioottia. Resistenssin kehittymisen edellytyksena on
antibiootille altistuminen. Antibioottien ldsna ollessa herkat alaryhmat kuolevat ja
resistentit ryhmat valikoituvat vallitseviksi. Tallainen ominaisuus tulee esille myos

herkkyysmaarityksissa.

Mikrobien DNA:n replikaatiossa tapahtuu mutaatioita noin 10° - 10™° frekvenssilld
geenia kohti. Replikaatiovirheet aiheuttavat usein mikrobin heikkenemisen, mutta
jotkut virheet saattavat edesauttaa vahvemman mikrobin kehittymisen. Esimerkiksi
mutaatio antibiootin sitoutumiskohdassa voi johtaa ladakeaineen tehon alenemiseen.
Mikrobi voi siirtda geneettistd materiaalia myds konjugaatiolla ja horisontaalisesti

mikrobista toiseen, plasmidien tai bakteriofaagien avulla. [17.]

4.2 Resistenssin yleistyminen ja levidminen

1960-luvulla Lontoossa resistentit mikrobit olivat viela harvinaisia. Ne yleistyivat
merkittavasti antibioottien kaytdn yleistymisen myéta. 1980-luvulla  huomattiin
Hongkongissa, etta bakteerien resistenssi ja moniresistentit kannat yleistyivat
sairaaloissa. Resistentteja  kantoja  esiintyy sairaaloissa, sairaalankaltaisissa
ymparistoissa ja myos sairaaloiden ulkopuolella. Edellytys resistenssin kehittymiselle on

altistuminen antibiootille (antibioottipaine).

Sairaalaymparistdissa mikrobi voi levitdé monella eri tavalla. Uusi potilas voi tuoda
mukanaan uuden resistentin mikrobin, mikrobi voi myds kulkeutua tyontekijan tai
kontaminoituneen valineen kautta. Tarvittavat torjuntatoimenpiteet suunnitellaan

riskitekijoiden perusteella.

Tarkeimmat leviamistavat ovat resistentin kannan leviaminen potilaasta toiseen tai
resistentin mikrobin valikoituminen mikrobilaakehoidon aikana. On

epatodennakdisempdd, ettd resistentti mikrobikanta syntyy jatkuvasti uudelleen.



Todenndkdisempda on, ettd jo resistenssin omaava kanta leviaa ymparistoon. Yleinen
leviamistie on henkildkunnan kasien valitykselld. Teho-osastoilla, joilla on vaikeasti
hoidettavia potilaita ja paljon fyysisia kontakteja, resistenttejda kantoja todetaan
useammin kuin muualla. Resistenttejd kantoja todetaan usein my6s mm.
vastasyntyneiden osastoilla, palovammaosastoilla ja osastoilla, joilla potilaalle
joudutaan antamaan useita perakkaisia antibioottihoitoja. [17.]

Antibioottiresistenssi on lisaantynyt myds avohoidossa, sairaaloiden ulkopuolella. Viime
vuosina huolta ovat heratténeet esim. laajakirjoisia beetalaktamaaseja tuottavat (ESBL)
gramnegativiiset sauvabakteerit. Naita ovat esim. osa Eschericia coli ja Klebsiella
pneumoniae -kannoista. Erityisesti E. coli -kannassa esiintyva ESBL on
plasmidivalitteinen resistenssiominaisuus. ESBL antaa resistenttiyden
betalaktaamiaantibiooteille, mukaan Iukien kolmannen polven kefalosporiinit, ja

heikentaa merkittavasti antibiootin tehoa.

ESBL-kannat levidvat matkailun ja ruuan valityksella. Antibioottien kontrolloimattomalla
kaytolla ja jatevesien puutteellisella kasittelylld on merkitysta ESBL-kantojen
lisadntymisessa. ESBL-kantojen lisdantyminen luonnossa johtuu valintapaineesta, jota
yllapitavat luontoon padsseet antibiootit. ESBL-kantoja on viime vuosina |6ydetty
enemman myos sairaalahoidossa olevilta potilailta. Tdma ei kuitenkaan ole merkki siitd,
ettd ESBL-tartunnat sairaaloissa olisivat lisdantyneet vaan siitd, ettd yha suurempi osa
sairaaloihin tulleista potilaista on ESBL-kantajia. Valtaosa ESBL-kantojen aiheuttamista

infektioista on endogeenisia virtsatieinfektioita. [17 - 18.]
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5 Mikrobiladkeresistenssin seuranta

FiRe (Finnish Study Group for Antimicrobial Resestance) on suomalainen
mikrobildakeresistenssia tutkiva ryhmd, jonka muodostavat kliinisen mikrobiologian
laboratoriot yhdessa THL:n kanssa. FiRe perustettiin vuonna 1992 ja sen ensisijainen
tehtdvana on tuottaa kliinisesti tarkeiden mikrobien ladkeresistenssitilastot [19; 20].
Tehtavaa varten yllapidetddan menetelmastandardia, joka validoitiin kaikissa FiRe-
laboratorioissa. Vuonna 2009 FiRe siirtyi FiRe-standardista (joka nojautui taysin
amerikkalaiseen CLSI-standardiin) EUCAST-standardiin.

Euroopan unionin alaisena toimiva Euroopan tautienehkaisy- ja -valvontakeskus
(ECDC) tekee yhteistyota EU-toimielinten ja jasenvaltioiden kanssa. ECDC keraa tietoja
merkittdvimmasta tartuntataudeista jasenvaltioiltaan, ja laatii niista koko Euroopan
kattavan tilaston tartuntatautien esiintymisestd, samoin kuin my®s HIV:n/aidsin ja
tuberkuloosin tilanteesta. ECDC:n tavoitteena on parantaa Euroopasta saatavien
tietojen luotettavuutta ja vertailtavuutta yhdenmukaistamalla tietojen keruuta. ECDC

keraa tietoa myos mikrobiladkeresistenssista. [21.]

Sairaalainfektio-ohjelman (Siro) tarkoitus on auttaa sairaalainfektioiden seuraamisessa
ja torjumisessa sairaaloissa. Siro kerda tietoa ja seuraa infektioiden esiintymissa

Suomen sairaaloissa. [5.]
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6 Mikrobiladkeherkkyysmaaritys

Mikrobiladkeherkkyysmadrityksen tarkoituksena on saada selville, onko tutkittava
bakteeri ladkkeen sietokyvyltdédn normaali vai onko silla merkitsevasti normaalia
korkeampi sietokyky.  Merkitsevasti normaalia korkeamman sietokyvyn omaavaa
bakteeria kutsutaan resistentiksi.

Eri laboratoricissa on erilaisia menetelmia, joilla voidaan osoittaa bakteerikannan
ladkeherkkyys. Yhteisté menetelmille on, etta niilla mitataan bakteerin kykya lisadntya
ldakkeen [asna ollessa. Kvantitatiivisissa testeissa bakteeri altistetaan lagkkeelle
portaittain. Tallaisia ovat agardiffuusioon perustuvat kiekkomenetelmat ja kaupallinen
E-testi, joissa bakteeria altistetaan jatkuvasti kasvavalla pitoisuudella. Malja- ja
liuoslaimennosmenetelmilld seka E-testillda saadaan tulokseksi pienin estava
bakteeriladkepitoisuus eli MIC-arvo. Naiden yleiskdyttdisten menetelmien lisaksi
voidaan tutkia resistenssimekanismia, resistenssista vastuussa olevaa proteiinia tai

geenia.

Bakteerien  vastustuskyky on lisdantynyt kaikkialla ~maailmassa kuluneen
parinkymmenen vuoden ajan. Kliinisen mikrobiologian laboratorion tehtdvéna on
maarittdd bakteerien antibioottiresistenssi. Antibioottiherkkyysmaaritysten avulla

seurataan bakteerilajien resistenssin kehittymistd. [22.]
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7 Tyon tavoite

Tavoitteena oli vertailla Salmonella -potilaskantojen mikrobilddkeresistenssia ja
estorenkaiden jakaumaa tammi - kesdkuulta 2011 ja 2012 THL:n Bakteriologian
yksikdssa jo maaritettyjen salmonellakantojen osalta. Tydssa tutkittiin oliko kantojen
kiekkoherkkyysmaarityksessa saatujen estorenkaiden halkaisijoiden millimetreissa eroja
kahden vuoden valilld. Jos merkittavia eroja havaittiin, pyrittiin selvittdmaan mista ero
voisi johtua. Tavoitteena oli myds analysoida mahdollisia muutoksia £ coli -
kontrollikannan estorengasjakaumassa samalla ajanjaksolla. Liséksi tavoitteena oli
hyddyntda Bakteriologian yksikdén uutta laboratoriotietojarjestelmaa herkkyystulosten

analysoinnissa.

8 Tyon menetelmat, materiaalit ja toteutus

8.1 Kiekkomenetelméa

Kiekkomenetelma on yksi vanhimpia tapoja madrittdaa bakteerin kykya lisaantya
ladkkeen lasna ollessa. Tasaisesti viljellyn maljan pinnalle asetetaan tasaisin valein
bakteeriladkekiekkoja; kiekosta diffundoituva bakteerilddke estdaa bakteerin kasvun
kiekon ympariltd sitd suuremmalta alueelta, mitd herkempi bakteeri on ladkkeelle.
Agardiffuusioon perustuva kiekkomenetelma on helppo suorittaa teknisesti. Tulosten

luku ei kuitenkaan ole aina helppoa.

Tydssa kaytetyn EUCAST-menetelmdn perusperiaate on madritelty “International
Collaborative Study” -raportissa, 1972. Raportissa on pohdittu perusteellisesti
kiekkomenetelman keskeisia tekijoitd. Menetelmdassa bakteerin herkkyys kvantitoidaan
estorenkaan halkaisijan avulla. Saatua millimetrilukemaa verrataan raja-arvoihin, jotka
perustuvat MIC:n (Minimal Inhibitory Concentration) Iuonnollisen logaritmin ja
estorenkaan halkaisijan (ERH) valiseen lineaariseen riippuvuussuhteeseen. MIC-arvo on
pienin bakteeriladkkeen pitoisuus, joka tietyissd olosuhteissa pystyy estamaan

bakteerin kasvun.
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Kansainvalisesti kaytetty SIR-jarjestelma jakaa raja-arvot kolmeen herkkyysluokkaan.
SIR-jarjestelma erottaa resistentin (R, resistant) bakteerin herkasta (S, susceptible)
bakteerista, ja ndiden luokkien valiin on madritelty valialue (I, indeterminate tai
intermediate). Tama valialue on maaritelty noin 5 mm levedksi alueeksi, joka toimii

puskurivydhykkeena estden menetelman epatarkkuudesta johtuvat virhetulkinnat. [22.]

8.2 Tietojarjestelma

Yksikdssa on kaytdssa THL:ssa kehitetty Oracle 10-pohjainen
laboratoriotietojarjestelma. Jarjestelmaan kirjataan THL:n laboratorioon I|ahetetyt
naytteeseen tai kantaan liittyvat potilaan henkiltiedot seka naytteelle tai kannalle
tehdyt tutkimusmenetelmat ja niiden tulokset. Jdrjestelmaa  kaytetdan
tutkimuspyyntdjen, -tulosten ja -vastausten tallentamiseen, epidemiaseurantaan,
raportointiin ja tutkimukseen [23]. Vastaamisen jdlkeen kantaan liittyvat henkil6tiedot
seka sovitut analyysitulokset siirtyvat sdhkoisesti  laboratoriotietokannasta

tartuntatautirekisteriin.

Kiekkoherkkyysmaarityksessa tietojarjestelmaan tallennetaan mitattu estorenkaan
halkaisija millimetreind. EUCAST-standardin raja-arvojen avulla lasketaan tulkinta
(S/I/R). Ohjelma antaa raja-arvojen perusteella bakteerin herkkyyden (S, I tai R)
kullekin antibiootille. [23.]

Laboratoriojarjestelmassa on raporttipohijia, joista oletusarvoja muokkaamalla ja tietoja
suodattamalla voidaan luoda raportteja eri tarkoituksiin. Analyysin kohteena olivat

seuraavat salmonellan serotyypit: S. Typhimurium ja S. Enteritidis.

Herkkyystuloksien  analyysissa hyddynnettiin ~ Actions-tydkalun (kuva 2)
muokkaustoimintoja. Filtterin avulla voidaan haku rajata mm. haluttuun mikrobiin,

naytteenottopadivaan ja tartuntamaahan ja sen avulla voidaan poistaa duplikaatit.
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Kuva 2. Actions-linkin toiminnot [24].

Tassa tyossa kaytettiin vain potilaskantoja. Nama kannat saatiin tietokannasta
suodattamalla pois ne kannat (eldimistd, elintarvikkeista), joilla ei ollut

henkilotunnuksen kohdalla merkintaa.

Kaytossa ollut tietokanta oli laaja, mutta valitsemalla haluttu nadytteenottoajanjakso
saatiin rajattua analysoitava tieto. Tahan tydéhon valittin mukaan kahden perakkaisen
vuoden (2011 ja 2012) tammi - kesdkuun kannat. N&in pyrittin samaan

vertailukelpoista materiaalia, johon esim. vuodenaikaisvaihtelu ei vaikuttanut.

Tavoitteena oli vertailla kotimaisten ja ulkomaisten S. Typhimurium- ja S. Enteritidis
-kantojen  mikrobildakeresistenssia. Tiedon hakuun kaytettin  "Tartuntamaa”-

tietokentan suodatusta.
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Analyysiin valittiin yksi kanta potilasta kohden. Saman henkilén useammat kannat
suodatettiin pois seuraavasti. Naytteet ryhmiteltiin kolmeen sarakkeeseen; mikrobin,
henkilétunnuksen ja sukunimen perusteella. Henkilétunnusten lukumaara laskettiin
funktio-toiminnolla. N&in saatiin selville, kuinka monta herkkyysmaaritysta oli tehty
potilasta kohden. Duplikaatit poistettiin manuaalisesti rivifiltterin avulla.

Lopuksi rajatusta datasta tehtiin kuvaaja raporttiosioon. Raportin tietojen perusteella
voi tehda erilaisia kuvaajia, kuitenkin niin ettd voimassa on kerrallaan yksi kuvaaja per
raportti. Saadut tiedot jouduttiin siirtdmaan Exceliin, jossa tehtiin halutut kuvaajat.
[24.]

8.3 Tyon toteutus

Tyd suoritettin  Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Bakteriologian yksikéssa.
Naytteena oli potilaskannasta tehty Sa/monella -bakteerin tuore puhdasviljelmamalja.
Viljelysilmukalla siirrettiin bakteerimassaa tuoreelta viljelmalta. Massa suspensoitiin
koeputkessa olevaan 0,9 % keittosuolaliuokseen, joka vorteksoitiin. Tavoitteena oli
saada tasainen suspensio. Suspension sameus mitattiin turbidometrilld ja haluttu
lukema oli 0,13, joka vastaa MacFarland 0,5 standardia. Suspension valmistuttua viljely
tulee suorittaa 15 minuutin kuluessa. Suspensioon kastettiin steriili vanupuikko ja
ylimaardinen neste poistettiin vanupuikosta painamalla puikko putkenseindmaa vasten.
Aluksi vanupuikkoa vedettiin edestakaisin maljan keskikohdan 13pi, minkd jalkeen
vanupuikossa oleva ymppi siirrostettiin maljalle maljanpyoérittdjaa kayttéen (kuva 3).
Vanupuikkoa vedettiin rauhallisesti ja tasaisesti, samalla py6rittden maljan |api. Nain
toimien saadaan tasainen kasvusto, jossa estorenkaiden reunat ovat mahdollisimman

tasaiset. Edellinen tydvaihe tehtiin suojakaapissa.
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Kuva 3. Maljanpyorittdja.

Kuva 4. Kiekkoannostelija. Kuva ‘5. Kiekkoannostelija ylhaalta pain.

Kiekoitus tapahtui kiekkoannostelijaa kayttéen (kuvat 4 ja 5). Koska
kiekkoannostelijassa olevien antibioottien tuli olla huoneenldmpdisia ja maljojen
pintakuivia, otettiin ne lampidamaan vahintaan tunti ennen kayttéa. Kiekkoannostelija
asetettiin maljan paalla ja annostelijaa painettiin aika kovaa alas. Varmistettiin etta
kiekot ovat hyvin agarin paalld. Annostelijassa on kaikki tarvittavat 12
bakteerilddkekiekkoa. Kiekkoannostelija asettaa kiekot riittdvan kauaksi toisistaan, jotta
estorenkaan halkaisija on kaikissa tapauksissa mitattavissa. Kiekot asetettiin

annostelijaan taulukossa 1 esitetyssa jarjestyksessa.
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Taulukko 1. Mikrobiladkkeet [25].

Mikrobiladkkeet | Lyhenne | Pitoisuus Merkinta
kiekossa putkessa
Ampisilliini Amp 10 ug Amp 10
Kloramfenikoli Chl 30 ug C30
Streptomysiini Str 10 ug S10
Sulfonamidi Sul 3Hg S3
Tetrasykliini Tet 30 ug Te 30
Trimetopriimi Tmp 5 ug W5
Siprofloksasiini Cip 5 ug Cip 5
Gentamysiini Gen 5pug Cn 10
Nalidiksiinihappo | Nal 30 ug Na 30
Kefotaksiimi Ftx 5ug Ctx 5
Mesillinaami Mec 10 ug Mel 10
Imipeneemi Imp 10 ug Imp 10

Maljat inkuboitiin +37 °C ja inkubaatioaika oli 16-20 h. Maljat asetettiin lampdkaappiin
kannet alaspdin, korkeintaan kolme maljaa paallekkdin. Seuraavana padivana otettiin
maljat lampokaapista ja tarkastettiin, etta kasvusto oli tasainen ja estorenkaat selvasti
nakyvissa. Estorenkaan halkaisijan mittauksessa kaytettiin apuna AutoMauser-
mittauslaitetta (kuva 6). Mittauslaite pyoristi automaattisesti luvut kokonaisluvuiksi. Jos

bakteerit olivat kasvaneet kiinni kiekkoon, annettiin arvoksi kiekon halkaisija 6.
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Kuva 6. Estorenkaan mittaustekniikka [25].

8.4 Estorenkaan mittaus

Estorenkaan halkaisija luettiin maljan pohjasta noin 30 cm:n paasta. Malja asetettiin
tummaa alustaa vasten siten, ettd valo tuli ylhdalta. Estorenkaan halkaisija mitattiin
siitd kohdasta, jossa bakteerikasvusto loppui (kuva 7). Poikkeuksena oli ampisilliini,
joka mitattiin ulomman kasvuvyohykkeen reunasta. Sisempaa kasvuvyohyketta
(huntua) ja mesillinaamin erillispesakkeité ei huomioitu (kuva 8). Jos epailtiin
kontaminaatiota, pesadkkeiden puhtaus varmistettiin viljelemalla kanta uudelleen ja
toistamalla testi. Trimetopriimi mitataan portaittaisen kasvun sisareunasta. Mahdollista
heikkoa kasvua kiekkoon asti ei oteta huomioon, jos estorenkaan reuna on muuten

selked. Salmonellalla tallaista heikkoa kasvua ei yleensa esiinny.

Mittauspisteet tuli valita siten, ettd ne olivat mahdollisimman kaukana naapurikiekosta.
Nain eliminoidaan mahdollista |adkkeiden yhteisvaikutuksen vaikutusta tuloksiin.
Mittauspistetta ei mydskaan valittu maljan reunalta konsentraation vaaristyman vuoksi.
Jos estorenkaan halkaisijaa ei pystytty mittaamaan syysta tai toisesta, mitattiin sen
sade ja saatu tulos kerrottiin kahdella.
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Kuva 7. Estorenkaan halkaisijan mittauskohdat [25].
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Kuva 8. Estorenkaan halkaisijan mittauskohdat ampisillinille ja mesilliinaamille [25].

8.5 Laadunvarmistus

Laadunvarmistus vastaa siitd, ettd menetelma tuottaa tulokset ennalta maariteltyjen

vaatimusten mukaisesti, herkkyystulosten oikeellisuudesta ja vertailtavuudesta.

Bakteriologian laboratoriossa uuden mikrobildakekiekkopatruunan yhteydessa tulee

testata mikrobildakkeen vaikutus kontrollikannoilla. Bakteerikanta-ladkekiekko-parin

toimivuus kontrolloitiin  kansainvalisellda £. coli —kontrollikannalla (ATCC 25922).
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Kontrollikannan herkkyysmaaritykset tehtiin samalla aikavalilld ja samalla tavalla kuin
potilaskantojen, jotta saadut tulokset olisivat vertailukelpoisia. Kontrollikantojen
estorenkaiden halkaisijat tuli sijoittua annettuihin vaihteluvaliraja-arvoihin, jotta

EUCAST-standardin SIR-rajat olisivat voimassa. [20; 22.]
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9 Tulokset ja tulosten tulkinta

Tassa tydssa analysoitiin kaikki Sa/lmonella Enteritidis ja Salmonella Typhimurium

-kantojen mikrobilddkeherkkyyskuvaajat. Potilaskantojen ERH -jakaumat olivat
valtaosin samanlaisia kahdella vertailujaksolla. Tydssa otettiin esille ne kuvaajat, joissa
oli havaittavaa muutosta vertailuajanjaksolla, jota haluttiin tarkemmin tarkastella. S.
Enteritidiksen osalta otettiin  sulfonamidi, gentamysiini ja nalidiksiinihappo
antibioottikuvaajat. 5. Typhimuriumin osalta otettiin ampisilliini, streptomysiini,
sulfonamidi ja tetrasykliini antibioottikuvaajat. Kuvaajissa vertaillaan sekd muutosta
vuosien valilld etta potilaskantojen ja kontrollikannan estorenkaiden jakaumia.
Kuvaajissa (kuvat 14 - 20) merkityt pystyviivat havainnollistavat missa SIR-raja-arvot
kulkevat. Raja-arvot kertovat, onko tutkittava bakteerikanta kyseiselle antibiootille

herkka (S), resistenssi (R) tai ndiden valissa oleva alue (I) (taulukko 2).

Taulukko 2. Antibioottien raja-arvot (R/I/S)[25].

Estorenkaan halkaisijan mm (EUCAST-standardi v1.1.)
ANTIBIOOTTI Resistentti(R) Intermediate (I) | Herkka (S)
Ampisilliini, Amp <14 >14
Streptomysiini,Str(FiRe 6.0) | <12 12-14 215
Sulfonamidi, Sul (FiRe 6.0) | <13 13-16 >17
Tetrasykliini, Tet (FiRe 6.0) | <15 15-18 >19
Gentamysiini, Gen <14 14-16 217
Nalidiksiinihappo, Nal <16 216
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9.1 S. Enteritidis ja S. Typhimurium: tartuntatapaukset ja resistenssi

Salmonella Enteritidis -tartunnat olivat vertailuajanjaksolla vahentyneet 21,6 % (269
vs. 211), mutta kotimaisten kantojen maara oli pysynyt ennallaan. S. Enteritidis-
kantojen (2011 vs. 2012) kuvaajissa on tapahtunut muutos seuraaville antibiooteille:
sulfonamidin, siprofloksasiini, gentamysiinin ja mesillinaami. Nalidiksiinihappo oli ainoa
antibiootti, jolle kotimainen S. Enteritidis oli resistentti. S. Enteritidis resistenssikantojen
madra on kasvanut amp, chl, sul, tet, tmp, gen, ftx ja imp -antibioottien osalta.
Mesillinaamille yksikaan kanta ei ollut resistentti. Ampisilliiniherkyydeltdan alentuneiden
kantojen maara on kasvanut toiseksi eniten (taulukko 2). Ajanjaksolla 1.1.-30.6.2011
yleisin tartuntamaa oli Turkki (13 %) ja yleisin faagityyppi oli 14B (19 %), kun taas
samalla ajanjaksolla vuonna 2012 yleisin tartuntamaa oli Thaimaa (19,4 %) ja eniten
oli faagityyppia NST (15,2 %).
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Taulukko 3. Resistenttien S. Enteritidis -kantojen lukumaara.

S. Enteritidis Lukumaara

Antibiootti/ 1.1.-30.6.2011 | 1.1.-30.6.2012
Tartuntapaikka

Amp 20 (7,4 %) 29 (13,7 %)
Chl 0 2 (0,9 %)
Str 5 (1.9 %) 4 (1,8 %)
Sul 4 (1,5 %) 9 (4,3 %)
Tet 21 (7,8 %) 26 (12,3 %)
Tmp 2 (0,7 %) 6 (2,8 %)
Cip 0 0

Gen 0 1 (0,5 %)
Nal 52 (19,3 %) 96 (45,5 %)
Ftx 3 (1,1 %) 9 (4,3 %)
Mec 0 0

Imp 0 1 (0,5 %)
Ulkomaa 250 193
Kotimaa 19 18

ei ilmoitettu 0 1
Yhteensa 269 211

Salmonella Typhimurium -tartuntatapausten maara oli kasvanut 30,1 %. Kotimaisten
tartuntojen maara oli kasvanut 40 %. Kefotaksiimille, imipeneemille, siprofloksasiinille
ja gentamysiinille ei yksikaan kotimainen kanta ollut resistentti. Resistenttien S.
Typhimurium -kantojen madrd on kasvanut seuraavilla antibiooteilla: amp, chl, gen,
ftx ja mec. Imipeneemille kaikki kannat olivat herkkia. Trimetopiriimin ja imipeneemin

kohdalla resistenssitilanne on pysynyt samanlaisena (taulukko3).



Taulukko 4. Resistenttien S. Typhimurium -kantojen lukumaara.
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S. Typhimurium | Lukumaara

Antibiootti/ 1.1.-30.6.2011 | 1.1.-30.6.2012
Tartuntapaikka

Amp 19 (37,3 %) 25 (34,2 %)
chl 12 (23,5 %) 14 (19,1 %)
Str 21 (41,2%) 17 (23,3 %)
Sul 25 (49, 0%) 24 (32,9 %)
Tet 26 (51,0 %) 23 (31,5 %)
Tmp 7 (13,7 %) 7 (9,6 %)
Cip 0 1(1,4 %)
Gen 2 (3,9 %) 3 (4,1 %)
Nal 14 (27,4 %) 13 (17,8 %)
Fix 0 2 (2,7 %)
Mec 0 1(1,4 %)
Imp 0 0
Ulkomaa 33 43
Kotimaa 18 30

ei ilmoitettu 1 0
Yhteensa 51 73

9.2 E coli-kontrollikannan estorenkaiden halkaisijoiden (ERH) jakauma

Kontrollikannan kuvaajissa ndkyvat vaihteluvdli-arvot ja tavoitearvot (kuvat 9 - 13).
Suurimmalla osalla antibiooteista (Chl, Sul, Tet, Tmp, Nal, Ftx, Mec, Imp) mittauksia
osui myods vaihteluvalin ulkopuolelle. Sulfonamidi-kontrollikannan ERH -jakauma
nayttivat samanlaisilta vertailujaksoilla (kuva 11). Amp, str, cip ja gen -antibioottien
kontrollikannan ERH-jakauma oli muuttunut vertailujaksoilla siten, ettd jakauma oli
siirtynyt, mutta pysynyt vaihteluvalilld. Chl, sul, tet, tmp, nal, mec ja imp -antibioottien
kontrollikannan mittaustulokset osuivat vaihteluvdlin ulkopuolelle samaan suuntaan.
Suurimmalle osalle ERH-jakauman muutos oli tapahtunut ns. parempaan suuntaan (eli
osui paremmin vaihteluvalille, esim. Chl). Erot voivat johtua monesta eri tekijasta kuten

lukijasta, siirroksen vahvuudesta tai ajasta siirrostuksen ja kiekon laittamisen valilla.
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Kuva 5 Escherichia coli -kontrollikannan siprofloksasiiniherkkyyskuvaaja.
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Kuva 6. Escherichia coli -kontrollikannan gentamysiiniherkkyyskuvaaja.

9.3 Muutokset S. Enteritidiksen ERH -jakaumassa

Sulfonamidille resistenttien kantojen maara on kasvanut (4:sta 9:3an, 56 %) vuodesta
2011. Herkkien kantojen osalta estorenkaan halkaisijan millimetrilukema on laskenut
vuosien valilld. Vuonna 2011 huippu oli 28 mm:n kohdalla ja vuonna 2012 huippu oli
21 mm:n kohdalla (kuva 14). Vuonna 2012 19-22 mm:n kohdalla oli 31 (21 %) kantaa
Thaimaasta. Vuonna 2011 27-30 mm:n kohdalla 49 (32 %) kantaa oli faagityypiltaan
19 B.
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Kuva 7. Sa/monella Enteritidis -kantojen sulfonamidi mikrobildakeherkkyys.

Gentamysiinilla on havaittavissa estorenkaan halkaisijan millimetrilukeman nousua seka

potilaskannoilla (kuva 15) ettd kontrollikannalla. Gentamysiinilld on selkea piikki vuonna

2011, 22 mm kohdalla ja vuonna 2012 on piikki 24 mm kohdalla. Kontrollikuvaajasta

(kuva 13) voi nahda saman muutoksen, vaikka lukutavassa ei ole tapahtunut

muutosta. Yhtd ulkomaista S. Enteritidis kantaa

resistenssia gentamysiinille ei esiintynyt.

lukuun ottamatta (v. 2012),
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Kuva 8. Sa/monella Enteritidis -kantojen gentamysiiniherkkyyskuvaaja.
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Nalidiksiinihapon kuvaajassa (kuva 16) voi néhda, etta resistenssien kantojen maara on
melkein kaksinkertaistunut edellisestd vuodesta (52 vs. 96, 45,8 %). Suurin osa naista
on ulkomaisia kantoja. Resistentteja kantoja tuli eniten Thaimaasta, niiden osuus oli
kasvanut 31 %:sta 42 %:iin. Resistenteilla kannoilla, kotimaisten osuus on nousut 2

%:sta 6 %:iin.
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Kuva 9. Sa/monella Enteritidis -kantojen nalidiksiinihappoherkkyyskuvaaja.

9.4 Muutokset S. Typhimuriumin ERH -jakaumassa

Ampisilliinille herkilld S. Typhimurium -kannoilla jakauma on siirtynyt vasemmalle (kuva
17). Kun vuonna 2011 piikin karki oli 25 mm:n kohdalla, oli se vuonna 2012, 24 mm:n
kohdalla. Resistenttien kantojen maara on kasvanut 24 %. Kotimaisten resistenttien

kantojen maara on kuitenkin vahentynyt 34 %.
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Kuva 10. Sa/monella Typhimurium kantojen ampisilliniherkkyyskuvaaja.

Streptomysiiniherkkyyskuvaajassa (kuva 18) huomattava osuus S. Typhimurium -
kannoista oli sijoittunut intermediate- (I) eli valialueelle. Resistenttien kantojen osuus
oli vuonna 2011 35 %, ja 2012 se oli laskenut 23 %:iin. Herkkien kantojen osuus oli

nousut 29 %:sta 60 %:iin. Resistenteista kannoista vuonna 2011 72 % oli Thaimaasta

ja 14 % oli kotimaisia.
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Kuva 11. Sa/monella Typhimurium -kantojen streptomysiiniherkkyyskuvaaja.

29



30

Salmonella Typhimuriumin sulfonamidiresistenttien kantojen lukumaara ei ole
muuttunut radikaalisti vertailuajanjaksolla. Sulfonamidiherkkyyttéd oli hankala lukea.
Hankalan siitd teki, ettd maljalla antibiootin ympadrille kasvaa ohuelti huntua, josta
luetaan kirkkain alue. Lukemisen hankaluus saattaa selittaa, miksi herkkyyskuvaajassa
ei ndy selkeata piikkia. Kontrollikannan lukemisessa ei ollut samoja vaikeuksia, koska E.
colksa tallaista heikkoa kasvua ei yleensa esiintynyt. Tallgin kontrollikuvaajassa voi
nahda selkeita piikkeja (kuva 11). Potilaskannoilla selkein piikki nakyy resistenteilld
kannoilla, joita oli helppo lukea. Vuonna 2012 20 mm:n kohdalla ndkyvan piikin
kannoista 60 % oli kotimaisia ja 40 % oli faagityypiltaan 41.
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Kuva 12. Sa/monella Typhimuriumkantojen sulfonamidiherkkyyskuvaaja.

Tetrasykliiniherkyyskuvaajassa on huomattavissa pieni siirtyma herkempaan suuntaan
(kuva 20), kun kontrollikannassa muutos oli toiseen suuntaan. Vuonna 2011
estorenkaan halkaisijan piikki nakyy 19 mm:n kohdalla, joka tulkitaan vield herkaksi
(S), ja vuonna 2012, 22 mm:n kohdalla. Resistenttien kantojen osuus on laskenut 51
%:sta 41 %:iin, kun taas herkkien kantojen osuus on noussut 57 %:sta 63 %:iin.
Vuonna 2011, 10 mm:n kohdalla oleva piikin kaikki kannat ovat kotimaisia ja 75 % on
faagityypiltdan 12.
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10 Paatelmat

Tydn tavoite oli vertailla Salmonella -potilaskantojen mikrobiladkeresistenssia ja
estorenkaiden jakaumaa tammi - kesdkuulta 2011 ja 2012. Mikrobiladkeresistenssia
tutkittin ~ kiekkomenetelman  avulla.  Tydssa  tutkittin  oliko  kantojen
kiekkoherkkyysmadrityksessa saatujen estorenkaiden halkaisijoiden millimetreissa eroja

kahden vuoden valilla.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd kotimaisten kantojen yleinen resistenssitilanne oli
pysynyt tutkittavilla ajanjaksoilla muuttumattomana. Huolestuttavin havainto oli

nalidiksiniihapolle resistenttien S. Enteritidis -kantojen maaran kasvu.

Joissakin antibioottikuvaajissa esiintyi seka S. Enteritidis ettd S. Typhimurium -kannoilla
pienempia piikkeja. Koska kontrollikannoissa samaa ilmidté ei ndkynyt, tutkittiin
kantojen faagityyppia ja tartuntamaata. Suurimmalle osalle piikeista ei ollut kyseessa
spesifinen kantatyyppi, esim. tietylta alueelta peraisin oleva kanta. Toinen mahdollinen
syy piikeille voisi olla, ettda kannat on mitattu tiettynd paivana tai saman, eri tavalla

tulkitsevan, henkilén toimesta, jolloin kyseessa voisi olla mittausepatarkkuus.

Kontrollikantojen kuvaajissa on ollut poikkeamia seka 2011 etta 2012. Ainoastaan
kolmella antibiootilla (Amp, Cip ja Gen) kontrollikannan mittaukset sijoittuivat
vaihteluvaliraja-arvojen sisapuolelle. Loput kontrolleista saivat mittaustuloksia myds
vaihteluvalin  ulkopuolelle samaan suuntaan (suurempi mittaus kuin sallittu
vaihteluvali). Tama voi olla merkki mahdollisesta virheestd rutiinimenetelmdassa.
Kloramfenikolin mittaus oli seka maksimi- etta minimi-vaihteluvalin ulkopuolella. Koska
kontrollikannan tuloksista osa sijoittui vaihteluvalialueen ulkopuolelle, olisi hyva
tarkastaa menetelma kontrollikannalla riittdvan usein, virheen ldytamiseksi hetkellisesti
esim. paivittdin. Kontrollikannan tulokset voivat olla merkki alkavasta ongelmasta, jota

on syyta seurata.

Mahdollisia syitd poikkeamiin ovat: a) lukemisesta johtuva virhe, koska estorenkaan
reunaa on vaikea maarittda, b) antibioottikiekkojen kosteus, c) siirroksen paksuus

(vaikka sameus mitattiin, voi siirros olla joillakin paksumpi tai heikompi kuin muilla) , d)
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aika siirrostuksen ja kiekonlaittamisen valilld, e) inkubaatioaika, f) kasvualustasta
johtuva virhe, g) sekd kasvatusolosuhteet. Naihin kaikkiin virheldhteisiin on pyritty
kiinnittdmaan huomiota. Hyva ja ajantasainen ohjeistus seka ohjeiden noudattaminen
ovat tarkeita tekijoitd antibioottiherkkyysmittauksen laadun varmistuksessa.
Menetelman suorittamisessa ja ohjeissa ei ole tapahtunut muutoksia kahden tutkitun
ajanjakson valilla. Toisaalta kevaasta 2012 antibioottiherkkyyksia on tehnyt entista
useampi tekija.

Potilaskantojen herkkyysmuutokset johtuivat todenndkoisesti kannoista, eivatka
menetelmdstd.  Potilaskantojen ERH-jakaumat nadyttivat suurimmaksi  osaksi
samanlaisilta vertailujaksoilla. Tutkimuksessa ei tullut ilmi syitd, miksi muutokset

jakaumissa johtuisivat menetelmasta.[22]
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