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This thesis delved into the realm of resistant bacteria and their laboratory
diagnostics as a functional thesis. Commissioned by Oulu University of Applied
Sciences' Degree Programme in Biomedical Laboratory Science, the goal was
to develop online learning material for a microbiology course. The online
learning material was designed to furnish students in Biomedical Laboratory
Science with up-to-date, high-quality, and comprehensive insights into resistant
bacteria and their laboratory diagnostics. The resultant output was a Moodle
platform tailored to the learning needs of students in Biomedical Laboratory
Science.

The aim was to meet the educational requirements of students in Biomedical
Laboratory Science by providing practical and easily comprehensible learning
material. Drawing from Finnish and English sources, the knowledge base
focused on essential areas from the perspective of students in Biomedical
Laboratory Science. Information was presented diversely, including text, images,
and diagrams. The material included a glossary and concluded with a review

quiz to reinforce learning.

Feedback on the online learning material was requested from first, second, and
third-year bioanalytics students as well as from the majority of OAMK
healthcare students. Based on the feedback, its success was evaluated. The
online learning material was mainly perceived as being of suitable length and
useful. From the feedback, it could be concluded that the objectives of the

thesis were achieved.



Due to the continuously evolving nature of information on resistant bacteria and
their laboratory diagnostics, instructors were granted complete access and
editing rights to the online learning material. This enables regular updates to

keep the material current and usable as a long-term support for learning.

Keywords: laboratory diagnostics, microbiology, online learning material.,

resistant bacteria.
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1 JOHDANTO

Runsas antibioottien kaytto aiheuttaa resistenteille bakteereille kasvuedun
herkkien bakteerein kustannuksella. (Duodecim 2023.) Tama johtaa
antibioottiresistenssiin, joka tarkoittaa, etta bakteeri kykenee vastustamaan
antibioottia. Naistd aiheutuu ongelmia infektioiden hoidossa, koska kyseista
antibioottia ei voi kayttaa taman bakteerin hoidossa. Yleistyessaan
antibioottiresistenssi voi olla liitettyna esimerkiksi keuhkokuumeeseen tai
leikkaussali-infektioihin.  Tastd voi seurata myds vaikutuksia yleiseen
terveydenhuoltoon, jos  esimerkiksi  syOpahoidot, elinsiirrot  seka
suolistoalueleikkaukset muuttuvat vaarallisiksi, jos infektioita ei kyetd enaa
ehkaisemaan antibiooteilla. Jotkut mikrobit saattavat kyeta kehittymaan
moniresistenteiksi, eli pystyvat vastustamaan useita laakkeita.
Antibioottiresistenssi on ilmidbnd maailmanlaajuinen, mutta Suomessa
antibioottien teho on edelleen hyvalla tasolla. (THL 2023.) Antibioottiresistenssi

on yleinen ilmid, jonka vuoksi sen opiskelu ja lisatutkimus on tarkeaa.

Toiminnallisena opinnaytetyona tuotetaan opintomateriaalia Moodle-alusta
resistenteista bakteereista ja niiden laboratoriodiagnostiikasta. Moodle-alusta
sisaltaa tekstia, kuvia, kaavioita ja Vvideoita, jotka auttaa opiskelija
ymmartamaan sisallon. Oulun ammattikorkeakoulun bioanalytiikan opinto-
ohjelma on toimeksiantajana talle  opinnaytetydlle.  Opinnaytetydn
opiskelumateriaali tulee osaksi mikrobiologian kurssia, joka toteutetaan osana

bioanalytiikan opiskelijoiden toisen vuoden opintoja.



2 RESISTENTIT BAKTEERIT

Terveydenhuollossa kasvava ongelma resistenteista bakteereista edellyttaa
syvallista ymmarrysta niiden tunnistamisesta ja tehokkaista torjuntakeinoista.
Antibioottiresistenssi lisaantyy, kun yha useammat bakteerit kehittavat
vastustuskyvyn antibiooteille. Antibioottiresistenttien bakteerien infektioihin
kuolee vuosittain 33000 ihmistd Euroopassa ja Suomessa vastaava luku on
vuodessa 90 potilasta. (THL 2023.)

Resistenssiongelma syntyy, kun tietyn tyyppiset mikrobit eivat enda reagoi
tehokkaasti kaytettyihin antibiootteihin, tama voi vaikeuttaa infektioiden hoitoa,
koska toimivia |aakkeitd on vahemman saatavilla. Taman vuoksi on tarkeaa
rajoittaa  resistenssin  leviamista erityisesti sairaaloissa ja muissa
terveydenhuollon laitoksissa. Vaihtoehtoisia antibioottihoitoja yleensa viela
I6ytyy, mutta niiden valinta edellyttdd aina bakteerin herkkyystestien
suorittamisen. (Terveyskyla 2022.) Tassa opinnaytetydssa kasitellaan yleisia
moniresistentteja bakteereita, jotka aiheuttavat sairaalainfektioita, seka niiden

laboratoriodiagnostiikkaa.

2.1 Moniresistenttien bakteerien leviamisen rajoittaminen

Moniresistenttien mikrobien torjunta pyrkii estamaan hoitoon liittyvien
infektioiden syntymista, seka varmistamaan, ettd mikrobiladkkeita kaytetaan
asianmukaisesti, ja ehkaisemaan tartuntojen leviamista. Tarkeaa on myos
laboratorioiden kyky tunnistaa nama mikrobit tarkasti ja nopeasti.
Moniresistenttien mikrobien torjunnassa keskitytaan erityisesti sairaaloissa ja
muissa hoitolaitoksissa leviaviin mikrobitartuntoihin, jotka ovat kehittaneet
vastustuskyvyn useille eri mikrobilaakkeille. (THL 2020.) Siksi on ensiarvoisen
tarkedd tunnistaa moniresistenttien bakteerien kantajat mahdollisimman
nopeasti. Kliinisesti tarkeimpien moniresistenttien bakteerien kantajat sijoitetaan
kosketuseristykseen  sairaalahoitojakson  aikana.  Kasien  desinfiointi
kasihuuhteella on tarkein yksittdinen toimenpide sairaalainfektioiden

torjunnassa. Kadet on desinfioitava ennen ja jalkeen jokaista potilaskontaktia ja
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kasineiden poiston jalkeen sekd aina, kun ne kontaminoituvat potilaan

laheisyydesta. (Duodecim 1997.)

2.2 Resistenssin mekanismit

Bakteerilla voi olla luonnollisia resistenssiominaisuuksia, eli synnynnaisia
ominaisuuksia, jotka tekevat niistd aina vastustuskykyisia tiettyja
mikrobilddkeryhmia vastaan, esimerkkeja naista ovat enterokokkien
vastustuskyky  kefalosporiinilaakkeille ja gramnegatiivisten bakteerien
vastustuskyky vankomysiinille. (Heikkila, Helsten, Koukila-Kahkola, Kurtinen,

Meurman, Nummelin, Pastila, Richardson & Yl6nen 2002, 130.)

Hankittu resistenssi bakteeriladketta vastaan voi johtua bakteerikromosomin
pistemutaatiosta tai olla seurausta plasmideissa ekstrakromosomaalisesti
sijaitsevasta, resistenssia valittavasta perintdbmateriaalista.  (Pelkonen,
Ruskoaho, Hakkola, Huupponen, MacDonald, Moilanen, Pasanen, Scheinen &
Vahakangas 2014, 920.) Resistenssigeeni voi siirtya bakteerista toiseen seka
saman bakteerilajin sisdlla ettd eri bakteerilajien valilla. Tama tapahtuu usein
plasmidien tai transposonien valityksellda  konjugaation yhteydessa.
Konjugaatiossa bakteerit asettuvat vierekkdin ja vaihtavat geenimateriaalia
keskenaan. VRE-bakteerin resistenssi beetalaktaameja kohtaan voi esimerkiksi
siirtyd konjugaatiossa enterokokista MRSA-bakteeriin. (Heikkila ym. 2002, 130—
131.) Erityisesti gramnegatiivisten bakteerien valilla voi tapahtua konjugaatiota,
jossa koko plasmidi siirtyy bakteerista toiseen. Escherichia coli-bakteerin
kantamia resistenssia valittavia plasmideja voi siirtya patogeeniseen
salmonellabakteeriin. Monet bakteerikannat, jotka alun perin olivat herkkia
tietynlaiselle mikrobilaakkeelle, ovat ajan myota kehittyneet vastustuskykyisiksi
sille. (Pelkonen ym. 2014, 919-920.)

2.3 Moniresistentti mikrobi (MDR-mikrobi)

Moniresistentti mikrobi (MDR-mikrobi) viittaa mikro-organismiin, joka on

kehittanyt vastustuskyvyn useille yleisesti kaytetyille mikrobilaakkeille, jotka ovat
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tavallisesti maarattyja hoidettaessa sen aiheuttamia infektioita. Tallaisia ovat
esimerkiksi  metisilliinille  resistentti  Staphylococcus aureus (MRSA),
vankomysiinille resistentti Enterococcus faecalis tai faecium (VRE), laajakirjoisia
beetalaktamaasientsyymeja (ESBL) tuottava Escherichia coli (ESBL-E. coli) ja
Klebsiella pneumoniae (ESBL-K. pneumoniae), seka karbapeneemiantibiootteja
hajottavia entsyymeja tuottavat enterobakteerit (CPE). (THL 2020.)
Moniresistenttien mikrobien aiheuttamat infektiot eivat valttamattd eroa
infektioista, jotka johtuvat herkistd mikrobeista, mutta niiden hoito on
vaikeampaa. Joissakin tapauksissa sopivia hoitovaihtoehtoja voi olla vaikea

|6ytaa tai niita ei valttamatta ole lainkaan. (THL 2020.)

Moniresistentit  bakteerit (MRB) ovat osallisina joka viidennessa
sairaalainfektiossa, ja naista neljd viidesosaa ovat metisilliniresistentteja
Staphylococcus aureus -bakteereita ja laajakirjoisia beeta-laktamaasia tuottavia
Enterobacteriaceae-bakteereita. (Zahar & Ferroni 2006, 1397-1404.) Muita
yleisia moniresistentteja bakteereita ovat esimerkiksi CPE, VRE, MDR-TB,
MDR-Pseud, MDR-Aci, ja ne muodostavat laajamittaisen ja vakavan ongelman

maailmanlaajuisesti. (Hakanen, Jalava & Kaartinen 2017.)

2.3.1 Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA) ja S.aureus

kompleksi

Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA) on bakteeri, joka on saanut
lisdantyneen maaran muunnettua penisillinia sitovaa proteiinia (penicillin-
binding protein, PBP2a), johon beetalaktaamit eivat sitoudu kovin hyvin. Tama
johtuu bakteerin kantamasta mecA- tai mecC-geenista, joka tuottaa tata
lisdantynytta PBP:ta. Kyseessd on MRSA-kannat, joilla on joko mecA tai mecC
-geeni, jonka seurauksena ne ovat resistentteja kaikille beetalaktaamiryhman
mikrobilaakkeille. MRSA on vastustuskykyinen kaikille penisilliinille,
karbapeneemeille ja kefalosporiineille, lukuun ottamatta joitain uusimpia
kefalosporiineja, kuten keftobiproli ja keftaroliini. Lisaksi MRSA-kannat voivat
kehittdd vastustuskykya myds muihin mikrobiladkkeisiin. (THL 2020.) MRSA

aiheuttaa samanlaisia infektioita kuin tavallinen stafylokokki. Useimmat
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stafylokokkien aiheuttamat infektiot ovat lievia, ja ne paranevat usein ilman
antibiootteja. Naihin kuuluvat esimerkiksi nappylat, paiseet ja muut ihoinfektiot.
Stafylokokki ~voi  pahimmillaan johtaa vakaviin infektioihin, kuten

leikkaushaavojen tulehduksiin tai keuhkokuumeeseen. (THL 2023.)

Staphylococcus aureus -kompleksiin kuuluu kolme lajia: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus argenteus ja Staphylococcus schweitzeri. Tahan mennessa S.
schweitzeri -kannoilla ei ole havaittu metisilliiniresistenssia, eika niiden ole
tiedetty aiheuttaneen infektioita ihmisilla. Sen sijaan S. argenteus kykenee
omaksumaan metisilliiniresistenssigeenin ja aiheuttamaan ihmisiin samanlaisia
infektioita kuin S. aureus. Metisilliiniresistenttia Staphylococcus argenteusta
pidetaan merkittavana loydoksena sairaalaymparistossa ja sita tulee kasitella
samoin kuin MRSA-kantaa. (THL 2020.) Vaikka S. schweitzeri -kannat eivat ole
osoittaneet metisilliiniresistenssia tai aiheuttaneet infektioita inmisilla, S. aureus
-kompleksi on silti opportunistinen bakteeripatogeeni, joka voi kolonisoida
monenlaisia eldinlajeja, mukaan lukien ihmiset, ja aiheuttaa vakavia infektioita.
Lisaksi S. aureus -kompleksi voi muodostaa zoonoottisen riskin, koska se voi
levitd ymparistdjen, ihmisten ja eri elainten valillda. (Pumipuntu, Tanee,
Thamsenanupap, Kyes, Karaket, C.Kyes 2023.) Uusimpien tietokantaversioiden
avulla on mahdollista erottaa Staphylococcus aureus -kompleksin lajit toisistaan
MALDI-TOF massaspektrometrian avulla. (THL 2020.)

2.3.2 Extended spectrum beta-lactamase eli laajakirjoinen
beetalaktamaasi (ESBL)

ESBL:IIa tarkoitetaan bakteerin tuottamaa entsyymia eli bakteerin hankkimaa
ominaisuutta, jotka tekevat bakteerin vastustuskykyiseksi ja pystyvat pilkkomaan
tiettyja antibiootteja, kuten penisilliineja ja kefalosporiineja eli kolmannen polven
kefalosporiineja. (Anttila 2022; THL 2024.) Kolmannen polven kefalosporiinit
ovat laakkeita, joita kaytetdan gramnegatiivisten ja grampositiivisten
organismien hoitoon. Ne kuuluvat beetalaktaamilaakkeiden Iuokkaan.
Kolmannen sukupolven kefalosporiinit ovat mm. keftatsidiimi, kefepiimi,
kefotaksiimi, keftriaksoni ja keftitsoksiini Suomessa. (Mannistd6 & Tuomonen
2024.) Naita bakteereja kutsutaan ESBL-bakteereiksi.
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Bakteerit, joilla voi olla ESBL-ominaisuus, ovat esimerkiksi Escherichia coli (E.
coli) ja klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), ja joita I0ytyy kaikkien
henkildiden ulosteesta seka eldinten suolistomikrobistosta. E. coli ja K.
pneumoniae ovat gramnegatiivisia sauvabakteereja, jotka  kuuluvat
Enterobacteriaceae-heimoon. Ne ovat yleisimmat infektioiden aiheuttajia. (THL
2020, 13; THL 2024.)

ESBL-ominaisuus johtuu yleensd blactxm, blaswy tai blatem geeneista.
(Huttunen & Syrjanen 2015, 1086.) Blactxm geenit l6ytyvat valtaosiltaan
kannoista. ESBL-geenit sijaitsevat seka bakteerien kromosomeissa etta
plasmideissa. Seka kromosomaalisten ettd plasmidigeenien koodaamat
entsyymit voivat kohdistaa ja katkaista 1adkkeiden haavoittuvia hydrolyyttisesti
herkkia kemiallisia sidoksia. (THL 2020, 14, 50; Zhu, Huang & Yang 2021.)
Penisillinien ja kefalosporiinien lisaksi ESBL-geenia kantavat bakteerikannat
ovat usein resistentteja fluorokinoloneille, trimetopriimille, aminoglykosideille ja
tetrasykliineille. (Javala, Rintala & Lyytikainen 2013, 1329.)

ESBL-bakteerit voivat aiheuttaa erilaisia sairauksia, mukaan lukien
virtsatieinfektiot (VTI), keuhkokuume, veren tulehdukset ja haavojen infektiot.
(MSKCC 2024.) Kun etsitaan infektion aiheuttajaa ottamalla bakteeriviljely
esimerkiksi virtsasta, verestd tai haavasta, samalla saattaa loytya ESBL-
bakteereja. (Terveyskyla 2024, 2.) ESBL-positiivisten kantojen esiintyvyys
vaihtelee eri maiden valilla ja ESBL:aa tuottavat K. pneumoniae-kannat ovat
aiheuttaneet epidemioita sairaaloissa ja hoitolaitoksessa eri puolilla maailmaa.
ESBL:4aa tuottavien E. coli-kantojen leviamisestd sairaalaymparistossa on
kuitenkin vahemman kuin K. pneumoniae-kantojen leviamisesta, mutta ne voivat
I6ytad myos puhtaasti avohoitosyntyisten infektioiden yhteydessa. (THL 2020,
50.) ESBL-bakteerien aiheuttamien infektioiden hoidossa kaytetdan erilaisia
antibiootteja kuin tavallisesti hoidettaessa virtsatieinfektioita tai vatsan alueen
infektioita ja oireettomat ESBL-bakteerin kantajat eivat vaadi hoitoa.
Karbapeneemiryhman l|aakkeita kaytetdaan yleensa vain vakavien infektioiden
hoidossa. (THL 2020, 14; THL 2024.)
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2.3.3 Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae (CPE)

CPE on lyhenne termistd Carbapenemase Producing Enterobacteriaceae, ja
silla viitataan tavallisesti suolistoperaisiin bakteereihin, jotka tuottavat
karbapeneemiantibiootteja hajottavia entsyymeja. (Terveyskirjasto 2022.)
EUCAST:n mukaan karbapenemaasit ovat betalaktamaasientsyymeja, jotka
hydrolysoivat penisillineja, useimmiten kefalosporiineja ja eriasteisesti
karbapeneemeja ja monobaktameeja (metallobetalaktamaasit eivat hydrolysoi
monobaktaameja). (EUCAST 2017.) Bakteerikannat, joita kutsutaan CPE-
kannoiksi, kuten E. coli ja K. pneumoniae, ovat usein vastustuskykyisia monille
antibiooteille, mika aiheuttaa erityisid haasteita terveydenhuollon yksikoissa.
Riippuen bakteerilajista, CPE-kannat voivat aiheuttaa erilaisia infektioita
ihmisilla, kuten virtsatie- ja haavainfektioita ja vakavimmillaan ne voivat johtaa
sepsikseen. Naiden bakteerien lisaksi niita voi esiintya myos ihmisen

kainaloissa, nivusissa ja varpaanvaleissa. (Friman ym. 2021, 256.)

Kreikka koki epidemian Veronan integronilla koodatun metallo-B-laktamaasin
(VIM) aiheuttamana Klebsiella pneumoniae-bakteerikannassa 2000-luvun
alussa, jonka jalkeen seurasi epidemia, joka liittyi K. pneumoniae
karbapenemaasin (KPC) kanssa. Talla hetkellda OXA-48 karbapenemaasit
muodostavat nopeimmin kasvavan ryhman karbapenemaaseja Euroopassa.
Muita erityisen ongelmallisia karbapenemaaseja ovat New Delhi metallo-3-
laktamaasit (NDM), jotka ovat erittdin yleisia Intian niemimaalla ja Lahi-ldassa,
jotka ovat usein levinneet Eurooppaan, ja joissakin maissa on myos alueellista
leviamista. IMP-karbapenemaasit ovat myos yleisia joillakin maailman alueilla.
(EUCAST 2017.) Sairaalainfektioiden ehkaisyn ja hoidon kannalta suurin uhka
tulee KPC-geenin kantavista Klebsiella pneumoniae -bakteerikannoista. Lisaksi
on varauduttava epidemioihin, jotka aiheutuvat K. pneumoniae -kannoista, joilla
on OXA-48-tyyppiset geenit tai NDM-geeni. (THL 2020.)

CPE-kantojen kantajiksi I0ydettiin yli sata potilasta vuonna 2018 ja 62 potilasta
vuonna 2021. Suurin osa naista potilaista oli saanut bakteerin ulkomailta,
useimmiten ulkomaisesta sairaalasta. Usein CPE:n |6ytdminen tapahtui

potilailla, jotka olivat askettain olleet ulkomailla sairaalahoidossa, ja bakteeria
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etsittiin heidan suolistostaan. Joissakin tapauksissa tartunta voi kuitenkin olla
peraisin kotimaisesta sairaalasta tai hoitolaitoksesta, esimerkiksi saman
huoneen toverilta, jonka CPE-kantajuudesta ei ollut tietoa. Vain osa Suomessa

tehdyistd CPE-I0ydoksista liittyi oireelliseen infektioon. (Terveyskirjasto 2022.)

2.3.4 Vankomysiinille resistentti  enterokokkibakteeri (VRE) JA

vancomycin variable enterococci (VVE)

Tavallisimmat  vankomysiinille  resistentit enterokokkibakteerit  ovat
Enterococcus faecalis (E. faecalis) ja Enterococcus faecium (E. faecium), joilla
on vankomysiinin MIC-arvo (minimal inhibitory concentration) suurempi kuin 4
mg/l. Ne ovat grampositiivisia kokkibakteereja ja kuuluvat ihmisen seka monien
elainten suoliston mikrobistoon. (THL 2020, 12, 61; THL 2024.) Enterokokin
aiheuttama infektio on kuitenkin pieni terveille ihmisille ja aiheuttaa infektiota
vain potilaille, joiden vastustuskyky on heikentynyt. Yleisin enterokokin
aiheuttama infektio on virtsatietulehdus. (THL 2024.) VRE voi my0s aiheuttaa
komplikaatioita useissa sairauksissa, mukaan lukien verenkiertoinfektiot (sepsis),
haavainfektiot, sydan- ja aivotulehdukset, keuhkokuume ja vakava yleisinfektio.
(Zakaria, Hisham Hamzah, Lugman Salih, Balakrishnan & Abdul Razak 2023.)

VRE:n leviaa tehokkaasti ja sailyy sairaalaymparistossa, ja se voi kolonisoida
monia yksildita, joista vain muutama voi saada enterokokki-infektion. (EUCAST
2017.) VRE:n leviaminen voi tapahtua suorassa kosketuksessa
kolonisoituneiden tai tartunnan saaneiden potilaiden kanssa tai valillisen
kosketuksen terveydenhuoltohenkiloston kasien kautta tai saastuneiden
potilaiden hoitolaitteiden tai ymparistopintojen kautta. (Tacconelli & A Cataldo
2007.) Infektioita hoidetaan bakteerien laakeherkkyyden perusteella ja
infektioiden hoidossa ei voida kayttaa antibiootteja sama kuin enterokokki-
infektioiden hoitoon. VRE:n kantajat eivat tarvitse hoitoa, jos oireita ei ole. (THL
2024.)

Enterokokit kuten E. faecium ovat luonnostaan resistentteja monille
mikrobilaakkeelle, joten niiden aiheuttamien vankomysiinin resisetenttikantojen
infektiohoito on haastava. Kliinisesti merkityksellistd vankomysiiniresistenssia

aiheuttaa kaksi plasmidivalitteista geenia vanA ja vanB. VanA-kannat ovat

16



resistentteja seka vankomysiinille etta teikoplaniinille, mutta vanB-kannat ovat
resistentteja vain vankomysiinille. Muita geeneja ovat vanD, vanE, vanG, vanL,
vanM ja vanN. (THL 2020, 12, 61.) VanA-bakteerit voivat aiheuttaa merkittavia
ongelmia sairaalahoidossa oleville potilaille, koska ne pystyvat leviamaan
muihin grampositiivisiin infektioihin, mika muuttaa niiden geneettistd materiaalia
lisatakseen vastustuskykyaan hoidon aikana kaytetyille antibiooteille. (Zakaria
ym. 2023.)

VVE eli vancomycin variable enterococci on termi, jota kaytetdan vanA-
positiivisista, vankomysiinille herkille VRE-kannoille, joissa vanA-geeni on
fenotyyppisesti hiljentynyt vanA-operonin geneettisen uudelleenjarjestelyn
vuoksi. (EUCAST 2017.) Yleensa vain molekyylimenetelmilld voidaan havaita
VVE- ja matala-asteisesti resistentit vanB VRE-kantoja. VVE-kantojen
havaitseminen on Kkliinisesti tarkeaa, silla niiden vankomysiiniresistenssin on

osoitettu palautuvan glykopeptidien selektiopaineessa. (THL 2020, 62.)
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3 RESISTENTTIEN BAKTEERIEN
LABORATORIODIAGNOSTIIKASSA KAYTETTAVIA
MENETELMIA

Resistenttien bakteerien laboratoriodiagnostiikassa kaytetddn monia erilaisia
menetelmid bakteerien seulontaan, tunnistamiseen ja niiden diagnostiikkaan.
Naiden menetelmien avulla voidaan nopeasti ja tarkasti havaita bakteerikantoja,
jotka ovat resistentteja yleisesti kaytetyille antibiooteille. Tama on erityisen
tarkedaa infektioiden hoidossa, silla se auttaa laakareita valitsemaan
tehokkaimman hoidon ja valttamaan antibioottiresistenssin leviamista.
(Huovinen, Meri, Peltola, Vaara, Vaheri & Valtonen 2003, 20.) Tassa
opinnaytetyossa esitelladan muutamia laboratoriodiagnostiikassa kaytettavia

menetelmia ja laitteita resistenttien bakteerien tutkimiseen.

3.1 Viljely

Bakteeriviliely on keskeinen menetelma bakteerien tutkimuksessa. Viljelyn
avulla eristettya bakteeria voidaan tarkastella tarkemmin, tutkia sen herkkyytta
erilaisille mikrobilaakkeille laboratoriossa ja tarvittaessa sailyttaa pitkia aikoja.
Bakteeriviljelynaytteissa esiintyy usein monia eri bakteerilajeja ja -kantoja, ja
puhdasviljelytekniikkaa tarvitaan naiden erilaisten bakteerien erottamiseksi
toisistaan. (Huovinen ym. 2003, 22-23.) Puhdasviliely on kaiken

tartuntatautitutkimuksen perusta.

Bakteeriviljely mahdollistaa myos bakteerien antibioottiherkkyyden
maarittdmisen ja on ensimmainen askel tehokkaan hoidon suositusten
laatimisessa. Bakteerien puhdasviljelyn saaminen mahdollistaa myds naiden
kantojen genomisekvensoinnin, mika edesauttaa tautien ymmartamista ja
hoitoa. (Lagier, Edouard, Pagnier, Mediannikov, Drancourt & Raoult 2015.)
Naytteet viljellaan hajotustekniikalla elatusainemaljoille, ja nestemaisia
elatusaineita kaytetaan myos yleisesti. Bakteerit lisdantyvat nopeasti

jakautumalla ja yleensa muodostavat nakyvia pesakkeita elatusainemaljalle alle
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vuorokaudessa. Suurin osa taudinaiheuttajabakteereista kasvaa optimaalisesti
+35 °C lampdtilassa. Viljelymaljat tarkastellaan perusteellisesti, ja eri
pesaketyypit pyritdan erottamaan toisistaan niiden koon, muodon, varin, hajun
ja hemolyysin perusteella. Maljoilta voidaan poimia erilaisia pesakkeita
gramvarjaykseen, puhdasviljelyihin, tunnistustesteihin seka

herkkyysmaarityksiin jatkotutkimuksia varten. (Huovinen ym. 2003, 23-25.)

3.2 Herkkyysmaaritys & VITEK® 2

Mikrobiologian laboratorio arvioi yleensa Kkliinisista naytteista eristettyjen
patogeenien herkkyyden eri ladkkeille, jotka voivat olla hyddyllisia infektioiden
hoidossa. Tama arvio perustuu MIC-arvoon (minimal inhibitory concentration),
joka on pienin ladkepitoisuus, joka estaa bakteerin  kasvun.
Bakteeripopulaatioiden herkkyystutkimusten ja kudoksissa havaittavien
laakepitoisuuksien perusteella on kehitetty herkkyysluokitusjarjestelma, jota

kaytetaan kliinisessa kaytéssa. (Huovinen ym. 2003, 25-26.)

Kansainvalisia herkkyysluokkia on kolme: S, | & R (Susceptible, Intermediate &
Resistant), ja EUCAST on muuttanut herkkyysmaaritysluokkia S, | ja R
vuodesta 2019 alkaen. Eli S on herkka, standardoitu annostusohjelma. Mikro-
organismi luokitellaan herkaksi, kun on suuri todennakdisyys terapeuttiseen
onnistumiseen kayttamalla ladkeaineen standardoitua annostusohjelmaa. |
tarkoittaa herkkaa, lisdantynytta altistumista. Mikro-organismi luokitellaan tahan
luokkaan silloin, kun terapeuttinen menestys on todennakdistd, koska
altistuminen laakeaineelle lisaantyy annostusohjelman saatelyn tai sen
pitoisuuden vuoksi infektion kohdassa. R tarkoittaa resistentti. Mikro-organismi
luokitellaan resistentiksi, kun terapeuttinen epaonnistuminen on todennakaista,
vaikka altistuminen olisi lisaantynyt. EUCAST on maaritellyt myos altistumisen
kasitteen, joka tarkoittaa, etta Altistuminen on riippuvainen siita, miten
laakeainetta annetaan, annoksen suuruudesta, annosteluvalista, infuusion
kestosta seka ladkeaineen jakautumisesta ja erittymisestd, ja ne vaikuttavat

infektoivaan mikro-organismiin infektion kohdassa. (EUCAST 2019.)
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Kiekkodiffuusiomenetelma on yleisesti kaytetty, perusominaisuuksiltaan
yksinkertainen ja edullinen menetelma antibioottien herkkyystestauksessa. E-
testi (Epsilon-testi) puolestaan on yksinkertainen ja kaytanndllinen menetelma,
jolla voidaan maarittaa antibiootin MIC-arvo. (Huovinen ym. 2003, 26-27.)
BioMérieux’'n VITEK®2 on monipuolinen terveydenhuollon tydkalu, joka tarjoaa
mikrobien  tunnistuksen bakteereille ja hiivoille sekda antibioottien
herkkyysmaarityksen. Jarjestelma tarjoaa nopean tunnistuksen erilaisille mikro-
organismeille, mukaan lukien gramnegatiiviset ja grampositiiviset bakteerit,
hiivat seka vaativat gramnegatiiviset bakteerit kuten Neisseria ja Haemophilus.
Lisaksi se tarjoaa saman paivan herkkyysmaarityksen, joka toimittaa MIC-arvoa
useimmille organismeille, tuettuna erityisilla AST-korteilla gramnegatiivista,
grampositiivista ja hiivan herkkyyden testaamista varten. Jarjestelman
ADVANCED EXPERT SYSTEM™ (AES) varmistaa tulosten validoinnin, kun
taas tietojenhallintaohjelmisto  mahdollistaa  epidemiologiaraporttien ja
antibiogrammien luomisen, tehostaen laboratorion tehokkuutta ja turvallisuutta.
(BioMérieux 2023.)

3.3 Lateksiagglutinaatiotesti eli latex agglutination (LA)

Agglutinaatiotestit havaitsevat vasta-aineen tai antigeenin ja liittyvat bakteerien,
punasolujen tai antigeeni- tai vasta-ainepaallysteisten lateksipartikkelien
agglutinaation eli kasautumisen. Lateksiagglutinaatiotesti eli LA-testi on
diagnostinen tekniikka hyoddyntdd hiukkasten kasautumista yhteen tai
agglutinaatiota spesifisten vasta-aineiden lasna ollessa. Lateksiagglutinaation
periaate perustuu vasta-aine- tai antigeenimolekyylien sitoutumiseen
lateksihelmien pintaan. Nama lateksihelmet, jotka on tyypillisesti valmistettu
polystyreenista, tarjoavat suuren maaran mahdollisia sitoutumiskohtia vasta-
aine- tai antigeenimolekyylien satunnaisen kohdistuksen ja kiinnittymisen vuoksi.
(MN 2023.) Kaupallisia agglutinaatiotesteja on saatavilla useimmille
patogeeneille, kuten esimerkiksi Oxoid™ PBP2' Latex Agglutination Test Kit,

jota kaytetdan MRSA:n havaitsemiseen. (Thermo Scientific 2015.)
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3.4 POLYMERAASIKETJUREAKTIO (PCR)

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on menetelma, jota kaytetdan laajasti
tutkimuksessa, diagnostiikassa ja oikeuslaaketieteessa. Tama reaktio
mahdollistaa tietyn DNA- tai RNA-jakson monistamisen miljoonia kertoja
polymeraasin avulla lyhyessd ajassa, mika helpottaa sen tunnistamista ja
analysointia. (Terveyskirjasto 2016.) Samoin kuin antigeenimaarityksissa,
bakteereita voidaan etsia naytteesta kayttaen niille erityisesti suunniteltuja DNA-
tai RNA-koettimia. Nukleiinihappotestit ovat erittain herkkid ja pystyvat
havaitsemaan jopa yhden bakteerin. Naytteen esikasittely saattaa heikentaa
bakteerin havaittavuutta ja naytteessa esiintyvat inhibiittorit voivat estaa
monistusreaktion kaynnistymisen, mika voi johtaa virheellisiin negatiivisiin
tuloksiin. (Huovinen ym. 2003, 28.)

Gene Xpert on laite, joka voi havaita kyseessa olevan bakteeri ja onko niilla
resistenssia joillekin yleisimmille antibiooteille naytteesta. Laite etsii DNA:ta,
joka on spesifistd ko. bakteereille ja tunnistaa niiden DNA:n seka monistaa
automaattisesti PCR:lla. PCR:n avulla laite tarkistaa bakteerigeenien rakennetta,
mika voi kehittya vastustuskykyiseksi antibiootille. Nayte syotetdan koneeseen,
jonka jalkeen kaynnistetaan biokemialliset reaktiot sen selvittamiseksi. Gene
Xpert havaitsee samanaikaisesti ko. bakteerit seka niiden resistentit, jotta
voidaan valita potilaalle sopivan laakkeen hoitaakseen Kkyseessa olevaa
bakteeria tehokkaammin. Gene Xpertin suuri etu on, ettd se voi antaa erittain
nopeita tuloksia muutamassa tunnissa. (Muller 2011.)

Gene Xpert Instrument Systems automatisoi ja integroi naytteen puhdistuksen,
nukleiinihappojen monistamisen ja kohdesekvenssin havaitsemisen kayttamalla
rT-PCR ja PCR-maarityksia. Menetelma vaatii kertakayttdisten GeneXpert-
kasetin, joka sisaltaa rT-PCR ja PCR-reagenssit ja niiden prosessin. (Cepheid
2020.)

3.5 MALDI-TOF-Massa spektrometria

MALDI-TOF-Massa spektrometria (MALDI-TOF MS) kaytetdan bakteerien ja

hiivakantojen tunnistamiseen Kkliinisessa naytteessa laboratorioissa, joissa
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kaytetdan diagnostista mikrobiologiaa. Periaatteena on, ettd tunnistetaan
proteiinien "‘sormenjaljet”” kokonaisista bakteerisoluista verrataan erilaisilla
algoritmeilla naita sormenjalkea referenssitietokantaa, jolloin voidaan tunnistaa
bakteeria nopeasti. (Guo, Ye, Zhao, Ma, Yang, & Luo 2014, 534-538.)
Mikrobien tunnistus MALDI-TOF-massaspektrometrilla perustuu siihen, etta laite
vertaa mikrobien ribosomaalisten proteiinien ja peptidien muodostamia
proteiinispektreja eli peptidisormenjalkia. Nama proteiinit ja peptidit ovat
tyypillisesti kooltaan 2-20 kDa. Bakteeripesakkeen tunnistus viljelymaljan
kasvustosta tapahtuu muutamassa minuutissa tai positiivisesta veriviljelypullosta
20 minuutissa MALDI-TOF-ms:lla. MALDI-TOF-ms:ssa vaatii edeltdvan maljan
tai rikastusviljelyn, koska muuten se ei onnistuu, tama on rajoitustekija. Laheista
sukua olevat bakteerit kuten E. coli ja Shigella eivat erotu toisistaan
referenssimenetelmalla kaytetylla 16S rRNA-sekvensoinnilla, voivat olla vaikeita
tunnistaa myos MALDI-TOF-ms:lla. (Harju & Gronroos 2020, 1660-7.)

MALDI-TOF-massa spektrometriamenetelmassa siirretaan ensin
bakteerikasvustosta pieni maara naytetta erityiselle naytelevylle. Aluksi tehdaan
ns. matriisi eli naytteen paalle pipetoidaan heikko orgaaninen happo, joka saa
bakteerinaytteen kiinnittymaan levyyn. Seuraavassa vaiheessa matriisiin ja
naytteeseen kohdistetaan laserimpulsseja, jolloin tapahtuu naytteen
desorboituminen eli irtoaminen ja kaasuuntuminen, seka ionisoituminen.
Kolmannessa vaiheessa naytteen varautuneet molekyylit kiihdytetaan
sahkokentassa, jolloin ne saadaan siirtymaan vakuumityhjion toiseen paahan
tormaten sen paassa olevaan detektoriin. Detektori havaitsee pienimmat
molekyylit ensin ja sen jalkeen suuremmat. Tasta saadaan aikaan spektri eli
proteiinisormenjalki, joka ilmaisee, milloin molekyylit saapuivat detektorille.
(Munukka & Eerola 2020, 60.)
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4 LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

Kasvava antibioottiresistenssi terveydenhuollossa edellyttaa tarkkaa ja kattavaa
diagnostiikkaa. Mikrobiologian laboratoriolla on tarkea tehtava myo0s
|ladkeresistenttien mikrobien, kuten metisilliinille resistenttien Staphylococcus
aureus (MRSA)-kantojen, diagnosoinnissa ja nopeassa tunnistamisessa.
(Huovinen ym. 2003, 636.) Kliinisen mikrobiologian laboratoriotutkimukset ovat
valttamattomia infektiotautien diagnoosissa. (Heikkilda ym. 2002, 134.)
Bakteeritaudit voidaan hoitaa mikrobilaakkeilla, siksi laboratorioissa tehdaan in
vitro -mikrobildakeherkkyystutkimuksia niille bakteereille, jotka ovat merkittavia
infektion kannalta. Naiden tulosten avulla kliinikko voi tehda tarvittavat

hoitopaatokset. (Huovinen ym. 2003, 20.)

4.1 Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA:n)

laboratoriodiagnostiikka

MRSA-kantajuuden havaitseminen on osa infektioiden torjuntastrategiaa.
(Terveyskyla 2022.) Seulontatestit ovat saatavila MRSA-kantajuuden
tarkistamiseksi. Niitd kaytetaan tilanteissa, joissa tieto voi vaikuttaa potilaan
hoitoon tai tartunnan leviamisen ehkaisyyn. Tallaisia tilanteita ovat esimerkiksi,
kun potilas siirretddn ulkomailta suomalaiseen sairaalaan jatkohoitoon tai kun
potilas on menossa leikkaukseen ja hanen Iaheisellddn on todettu
moniresistentin  bakteerin kantajuus. MRSA-kantajuuden havaitsemiseen
voidaan kayttda menetelmia, jotka perustuvat seka bakteeriviljelyyn etta
geneettiseen analyysiin. MRSA:n seulontaviljelyissa suositellaan kaytettavan
rikastusviljelya (THL 2020), joka on tarkoitettu edistamaan bakteerien kasvua
runsaana naytteessa. (Helenius, Kilpeldainen & Taponen 2012, 44))
Rikastusviljelylla pyritaan lisaamaan todennakoisyytta bakteerin havaitsemiseen
naytteessa. Sitd harkitaan erityisesti, jos potilas on ollut antibioottihoidossa,
koska bakteerin kasvu saattaa heikentya talloin, mika vaikeuttaa sen
havaitsemista  perinteisessa  viljelyssa.  (Helsingin  yliopisto = 2024.)
Rikastusviljelyn jalkeen kaytetaan selektiivisia kromogeenisia maljoja, jotka

helpottavat MRSA:n tunnistamista. (THL 2020.) Kaupallisia kromogeenisia
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maljoja MRSA:lle ovat esimerkiksi Brilliance MRSA 2 Agar ja ChromID MRSA
Agar. Esimerkiksi, Brilliance™ MRSA 2 Agar -maljalla MRSA kasvaa sinisena
pesakkeena, jotka ovat erittain helppoja lukea vaaleanvariselta, lapinakyvalta
taustalta. (Thermo Scientific 2014.)

MRSA voidaan todeta testaamalla S. aureus - kannan herkkyys kefoksitiinille,
joko MIC-maarityksella tai kiekkotestilla. Genotyyppinen havaitseminen PCR:lla
on myos luotettavaa EUCAST:n mukaisesti. (EUCAST 2017.) Geenitestien on
kyettava havaitsemaan mecA- ja mecC-geenit. Geenimonistusmenetelmat ovat
herkempia kuin suora viljely selektiiviselle kromogeeniselle maljalle, ja niiden
herkkyys on suunnilleen sama kuin rikastusviljelymenetelmilla. Kuitenkin nama
menetelmat voivat antaa myos vaaria positiivisia tuloksia, joten niita voidaan
kayttdéd MRSA-kantajuuden poissulkemiseen, mutta kaikki positiiviset 10yddkset

on aina vahvistettava viljelylla THL:n ohjeiden mukaisesti. (THL 2020.)

Viljelyn jalkeen S.aureus-kannat tunnistetaan selektiivisiltd kromogeenisilta
maljoilta ja niille tehdaan herkkyysmaaritykset. Resistenssin heterogeeninen
ilmentyminen vaikuttaa erityisesti oxacillinin minimi-inhibitorisiin pitoisuuksiin
(MIC), joka voi nayttaa herkalta. Kefoksitiini (Cefoxitin) on erittdin herkka ja
spesifinen merkkiaine mecA/mecC-valitteiselle metisilliiniresistenssille, mukaan
lukien heterogeenisesti ilmentyvat kannat, ja se on valintalaake. Kannat, joilla
on Kefoksitiinin minimi-inhibitorinen pitoisuus (MIC) >4 mg/I, tai kannat, joilla on
kefoksitiinin (30 ug) estovydhyke (mm) <22 mm tulisi raportoida
metisilliiniresistentteina. (EUCAST 2017.)

Taulukko 1. MRSA:n toteaminen (Herkkyysm&éritys)

Menetelma Mikrobildake | Tulkinta
Mikrodiluutio (MIC) Kefoksitiini MIC (mg/L): >4
Kiekkotesti (cefoxitin) Estovydhyke (mm) (30 pg): < 22

EUCAST 2017; THL 2020.

PBP2a-latex-agglutinaatio on myds osoittautunut  erittain  tarkaksi.

Agglutinaatiota voidaan kayttaa PBP2a:n havaitsemiseen, mutta se ei
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luotettavasti havaitse PBP2c:ta. (EUCAST 2017.) Lateksiagglutinaatiotesti
PB2a:n havaitsemiseksi on vaihtoehto, jota voidaan kayttda useimmissa
laboratorioissa. Taman testin kayttd olisi kaytanndllistda vastustuksen
kiireellisissa varmistuksissa (Alipour, Ahmadi & Javadi 2014, 186—191.) MecA-
tuote (PBP2a) havaittiin kayttaen esimerkiksi kauppallista Oxoid™ MRSA-kittia.
PBP2a-latex-agglutinaatiotestit suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti.
(Thermo Scientific 2015.)

PCR-menetelmaa kaytettiin tutkimaan MRSA:n geenin lasnaoloa mecA- ja
mecC-geenien genotyyppinen havaitseminen PCR:n avulla. (EUCAST 2017.)
PCR-pohjaisen testin onnistumisen kannalta kriittiset parametrit ovat
luotettavuus, tarkkuus, herkkyys, kustannukset ja kaantdaika, ja naiden
parametrien optimointi mahdollistaa infektioiden torjuntakaytantéjen nopean
toteuttamisen. (Alipour ym. 2014, 186-191.) Negatiivinen geenimonistustulos
viittaa alustavasti siihen, ettd potilas ei ole MRSA-kantaja. (THL 2020.)
Genotyyppiset menetelmat eivat ole myodskaan 100-prosenttisen tarkkoja, koska
mecA-positiivisia tuloksia voidaan saada tilanteissa, joissa geeni on viallinen
metisilliiniresistenssin ilmentymisen suhteen. (Alipour ym. 2014, 186-191.)
Lisaksi geenimonistuksen rinnalla suositellaan aina seulontaviljelya, joka
sisaltaa rikastusviljelyn ja joko selektiivisen kromogeenisen maljan tai pelkan

selektiivisen kromogeenisen maljan pitkalla inkubaatioajalla. (THL 2020.)

4.2 Extended spectrum beta-lactamase eli laajakirjoinen beetalaktamaasi
(ESBL:n) laboratoriodiagnostiikka

ESBL:aa tuottavien kantojen toteaminen sisaltda kaksi tarkeaa vaihetta.
Ensimmainen on seulontatesti indikaattori kefalosporiinilla, jolla etsitdan
resistenssia tai vahentynytta herkkyyttd ja tunnistetaan isolaatteja, joissa
todennakoisesti on ESBL:ita. Toisessa testissa testataan
oksiiminokefalosporiinin ja klavulanaatin valilla synergiaa, jolloin erotetaan
ESBL.:ita sisaltavat isolaatit muista syista resistenteista. (Deepti & Deepthi 2010.)
Fenotyyppisella- tai automaatisoidulla menetelmalla, jotka molemmat ovat
melko luotettavia, varmistetaan ESBL:aa tuottoa, joka perustuu varmistustestien

klavulaanihapon kykyyn estdd ESBL-entsyymia. Poikkeustilanteissa kuten
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selkea epaily fenotyyppisen varmistustestin toimimattomuudesta tai jos on
kyseessa epidemiaselvitys, voidaan tehda molekulaarista varmistusta ja siina
tulee todeta CTX-M-, TEM-, ja SHV-geenit. Jos kromosomaalinen —laktamaasi
ei haittaa testien tulkintaa, fenotyyppiset ESBL-testit toimivat niilla lajeilla hyvin.
(THL 2020, 51.)

Yli 1 mg/l:n seulonnan raja-arvoa suositellaan EUCAST:n ja CLSI:n antamien
ohjeiden mukaisesti kefotaksiimille, keftriaksonille, keftatsidiimille ja
kefpodoksiimille. EUCAST:n kliininen raja-arvo En terobakteerille on myds
herkka <1 mg/l. Kefpodoksiimi on herkin yksittdinen indikaattori kefalosporiini
ESBL-tuotannon havaitsemiseksi ja sitd voidaan kayttda seulonnassa. Se on
kuitenkin vahemman spesifinen kuin kefotaksiimin (tai keftriaksonin) ja
keftatsidiimin ~ yhdistelma.  Vain  jalkimmaisid  yhdisteitd  kaytetaan
vahvistustestissa. (EUCAST 2017, 13.) Taulukossa 2 on esitetty ESBL:n

seulontamenetelméa enterobakteerille.

Taulukko 2. ESBL:n seulontamenetelma enterobakteerille.

Menetelma Mikrobilaake Suorita ESBL-testaus, jos
Liemin tai agar diluutio | Kefotaksiimi/ MIC > 1 mg/L kummalle
keftriaksodiimi ja | aineelle
keftatsidiimi
Kiekkotesti Kefotaksimiini (5ug) tai | Estovyohyke <21 mm

Keftriaksoni (3 ug) ja Estovydhyke < 23 mm
Keftatsidiimi (10 pg) Estovydhyke < 22 mm

Kefpodoksiimi (10 pg) Estovydhyke <21 mm

EUCAST 2017; THL 2020.
Kaikilla menetelmilld taulukossa mainittu testataan pelkastaan joko i)
kefotaksiimi tai keftriaksoni ja keftratsidiimi tai ii) kefpodoksiimi. (EUCAST 2017,

13.)
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ESBL:n vahvistamiseksi suositellaan neljaa fenotyyppistd menetelmaa, jotka
perustuvat ESBL-aktiivisuuden in vitro -estoon klavulaanihapolla. Niita ovat
yhdistelmakiekkotesti  (Combination  disk diffusion test eli CDT),
kaksoiskiekkotesti (Double disk synergy test eli DDST), ESBL gardienttitesti
(ESBL gardient test) ja mikrodiluutio (The broth microdilution test). (EUCAST
2017, 14.) Kiekkotestimenetelmalla antibioottiherkkyystestauksella voi seuloa
ESBL-tuotannon havaitsemalla tietyt vyohykkeiden halkaisijat, jotka osoittavat
suurta epailyd ESBL-tuotannosta. (Deepti & Deepthi 2010.) Taulukossa 3 on
esitetty ESBL-varmistustesteja EUCAST:n ja THL:n mukaiset.
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Taulukko 3. ESBL-varmistustestien tulkinta

Menetelma Mikrobilaake Tulkinta on positiivinen,
jos
ESBL gradienttitesti keftatsidiimi +/-
klavulaanihappo MIC-arvon suhde = 8 tai
kefotaksiimi +/- | estovyohyke
klavulaanihappo muokkautunut ellipsi
Mikrodiluutio keftatsidiimi +/-
klavulaanihappo (4
mg/L) MIC-arvo = 8
kefotaksiimi +/-
klavulaanihappo (4
mg/L)
kefepiimi +/-
klavulaanihappo (4
mg/L)
Yhdistelmakiekkotesti keftatsidiimi 30 pg +/-
klavulaanihappo 10 pg Estovyohykkeen erotus
kefotaksiimi 30 ug +/-|(mm)=5

klavulaanihappo 10 pg

Kaksoiskiekkotesti

keftatsidiimi +
amoksisilliini-
klavulaanihappo
kefotaksiimi +
amoksisilliini-

klavulaanihappo

kefepiimi + amoksisilliini-

klavulaanihappo

Kefalosporiinin
estovyohykkeen
tyontyminen
amoksisilliini-
klavulaanihapon

estovyOhyketta kohden

EUCAST 2017; THL 2020.

Yksittaisia ESBL-kantoja terveyden ja hyvinvoinnin laitos ei paasaantodisesti tutki.

Kuitenkin jos ilmenee joku erityinen tarve ESBL-geenimaaritykseen ryvastymien
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yhteydessa, on otettava yhteys etukateen THL:een ja sovittava mita kantoja
lahetetaan molekyyliepidemiologiseen analyysiin. Kaupallisilla kromogeenisilla
maljoilla voidaan todeta ESBL-kantajuus seulontaviljelyn avulla. Menetelmien
toimivuuden riittamattoman nayton vuoksi geenimonistusmenetelmien kayttda

kantajuuden osoittamisessa ei suositella. (THL 2020, 52-53.)

ESBL:n vilelymenetelmaa kaytetdédan MDRSVi-tutkimuksessa, joka on
moniresistenttien gramnegatiivisten sauvojen viljelya. Nayte viljellaan
selektiivisille elatusainemaljoille (esimerkiksi ChromID-ESBL-maljalla), joiden
inkubointiaika on 24 tuntia. Maljoissa kasvavat gramnegatiiviset sauvat

tunnistetaan ja tehdaan herkkyysmaaritys. (Nordlab 2024.)

E. colin R-glukuronidaasia tuottavien pesakkeiden vari vaihtelee
vaaleanpunaisesta viininpunaiseen. KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter)  R-glukosidaasia  tuottavien  pesdkkeiden  vihrea/sinisesta
ruskeanvihreaan vaihteleva vari. E. coli ja K. pneumoniae erottuvat helposti ja
selkeasti eri vareilla, mika auttaa tunnistamaan ESBL:aa tuottavat organismit.
(Biomerieux 2022.) Jotkin ESBL:aa tuottavat enterobakteerit tuottavat varittomia
pesakkeita, erityisesti E. coli -kannat, joilla ei ole R-glukuronidaasia. Niita
voidaan epailla, jos oksidaasitesti on negatiivinen varittdomia pesakkeita kayttaen.

ESBL-tuotanto on sen vuoksi vahvistettava. (Biomerieux 2010, 2.)

Brilliance™ ESBL Agar on kromogeeninen elatusaine, jolla voidaan osoittaa ja
tutkia laajakirjoisen B-laktamaaseja tuottavien bakteerien ja organismeja, kuten
ESBL:aa tuottavat E. coli ja Klebsiella-, Enterobacter-, Serratia- ja Citrobacter-
ryhman (KESC). E. coli iimentaa sinisia pesakkeita ja K. pneumoniae vihreita
pesakkeita. Briliance™ ESBL Agar inkubointiaika 24 tuntia. (Thermo Scientific
2024.)

4.3 Karbapenemaasia tuottavat enterobakteerit (CPE:n)

laboratoriodiagnostiikka

Karbapenemaasia tuottavien kantojen tunnistaminen tapahtuu kahdessa

vaiheessa, ja se perustuu naiden kantojen heikentyneeseen herkkyyteen
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karbapenemeille. Aluksi alentunut herkkyys karbapeneemeille tunnistetaan
kayttamalla EUCAST:n kiekkoherkkyysmenetelmaa tai maarittamalla kannan
karbapeneemi-MIC. Taméan jalkeen karbapenemaasigeeni havaitaan

molekyylibiologisilla menetelmilla. (THL 2020.)

CPE-kantajuuden havaitseminen voidaan suorittaa selektiivisen viljelyn avulla.
Viliely voidaan suorittaa suoraan erityiselle, CPE:n havaitsemista varten
kehitetylle selektiiviselle maljalle, joka on yleensa kromogeeninen tai maljalle,
jossa on karbapeneemikiekko. On olemassa useita kaupallisia kromogeeneja
maljoja tahan tarkoitukseen. (THL 2020.) Esimerkiski ChromID™ CARBA
SMART agar malja sisaltda sekoituksen antibiootteja, jotka mahdollistavat
CPE:n selektiivisen kasvun ja kolme kromogeenista substraattia, jotka
mahdollistavat useimmin eristettyjen CPE-lajien tunnistamisen. ChromID™
CARBA SMART agar maljassa E. coli muodostaa vaaleanpunaisia,
viininpunaisia tai lapinakyvia kolonioita, joissa on viininpunainen keskus, kun
taas Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter (KESC-ryhman) Iajit

muodostavat sinivihreita tai sinisenharmaita kolonioita. (Biomerieux 2013.)

Meropeneemi on osoittautunut tutkimuksissa parhaaksi antibiootiksi
havaitsemaan karbapenemaasia tuottavat kannat. Ertapeneemin herkkyys on
kohtuullinen, mutta sen spesifisyys on alhainen. (EUCAST 2017.) Vain
vahainen osa karbapenemaasia tuottavista kannoista vastaa EUCAST:n
kliinisia herkkyystulkintarajoja, joten tietyille bakteerikannoille tarvitaan erillisia
seulontarajoja. Naita seulontarajoja kaytetaan Klebsiella-, E. cloacae-, E. coli- ja
C. freundii -kantojen suhteen. Muiden Enterobacteriaceae-heimon lajien
tapauksessa noudatetaan Kliinisia herkkyystulkintarajoja. Valitaan maljalta
tarpeeksi erilaisia pesakkeita, joita tunnistetaan ja testataan niiden
herkkyydesta meropeneemille. Jos bakteeripesakkeen herkkyys
meropeneemille on alhainen (ks. taulukko 4), karbapenemaasigeeni
vahvistetaan monistusmenetelmalla. (THL 2020.) Taulukossa 4 on esitettyna
seka seulontarajat ettd herkkyystulkintarajat CPE-kantojen toteamiseen THL:n
ja EUCAST:n ohjeiden mukaisesti.
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Taulukko 4. Seulontarajat ja herkkyystulkintarajat karbapenemaaseja tuottaville

Enterobacteriaceae-heimon lajeille

Mikrobilaak | MIC (mg/L) Kiekkoherkkyysmenetelma

e (mm, 10ug kiekko)
Herkkyystulkintar | Seulontar | Herkkyystulkintar | Seulontar
aja aja aja aja
(S) (S)

Meropenee | <2 >0.12 222 <25

mi

Ertapenee | <0.5 >0.12 225 <25

mi

EUCAST 2017; THL 2020.

Herkkyysmaarityksen jalkeen karbapenemaasigeeni havaitaan
molekyylibiologisilla menetelmilla. Karbapenemaasigeenin omaavat kannat
tunnistetaan parhaiten geenimonistusmenetelmilla, jotka tarjoavat myos
arvokasta epidemiologista tietoa. (THL 2020.) Kliinisesti merkittavimpia CPE-
lajeja ovat Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae ja
Citrobacter freundii. Suomessa yleisimmin Kliinisista naytteista eristetyt bakteerit,
joilla on karbapenemaasigeeneja, ovat KPC, OXA-48 ja NDM. Taman takia
Molekyylibiologisten  varmistustestien tulisi ainakin havaita seuraavat
karbapenemaasigeenit: KPC, OXA-48-tyypit ja NDM. (THL 2020.)

Geenimonistusmenetelmien suora kayttod CPE:n havaitsemisessa
potilasnaytteesta on mahdollista. Taman lisaksi on aina suositeltavaa suorittaa
seulontaviliely. On tarkedaa huomata, ettd geenimonistusmenetelmat voivat
antaa  positiivisen  tuloksen, jos potilas kantaa  moniresistenttia
nonfermentatiivista  karbapenemaasigeenia tuottavaa kantaa. Talldin

seulontaviljelyn yhteydessa on etsittava naita bakteerilajeja. (THL 2020.)

Useita kaupallisia monistustekniikoihin perustuvia menetelmia on jo markkinoilla,
esimerkiksi Check-Direct CPE for BD MAX™. (Check-Points Health 2018.)
THL:n ohjeiden mukaan kaupallisesti hyvin validoituja, CE-IVD-merkittyja
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geenimonistusmenetelmia voidaan kayttdd suoraan potilasnaytteista CPE:n
osoittamiseen tilanteissa, joissa tarvitaan nopeaa tuloksen saamista. (THL
2020.)

4.4 Vankomysiinille resistentti enterokokkibakteeri (VRE:n)

laboratoriodiagnostiikka

VRE:n todetaan maarittamalla vankomysiiniherkkyys mikrodiluutiomenetelmalla,
liukastestilla, kiekkotestilla tai breakpoint-maljalla, EUCAST:n ohjetta
inkubaatioajasta (24 h) tarkasti noudattaen, jotta indusoituva resistenssi voidaan
todeta. VRE:n vanA- ja vanB-geenit voidaan todeta molekulaarisella
menetelmalla. Van-geenien testausta invasiivisille E. faecium-isolaateille on
suositeltava, koska VVE- ja matala-asteisesti resistenttisten vanB kantojen
esiintymisen vuoksi, vaikka ne olisivat fenotyyppisesti vankomysiinille herkkia.
On tarkeaa varmistua testattavien isolaattien lajitunnistuksesta, kun tulkitaan
herkkyysmaaritysten testituloksia. MALDI-TOF massaspektrometria voidaan
kayttaa enterokokkien lajitunnistuksessa, jotta luontaisen matala-asteisen
vankomysiiniresistenssin omaavat ja E. faeciumin tavoin arabinoosi-testi
positiiviset E. gallinarum ja E. casseliflavus eivat sekoitu E. faeciumiin. (THL
2020, 62.)

VRE:n enterokokien kantajuusseulonnassa on yksi osa infektioiden torjuntaa,
joka todetaan selektiivisella VRE-viljelylla. Ennen varsinaista VRE-viljelya on
suositeltavaa kayttaa rikastusta, silla sen viljely parantaa kantajuusviljelyn
herkkyytta. Sen jalkeen viljely tehdaan selektiiviselle kromogeeniselle maljalle,
joiden antaman varireaktion avulla E.faecalis ja E. faecium-pesakkeet
tunnistetaan suhteellisesti luotettavasti. Enterokokkien laji tulee vield varmistaa
sopivalla menetelmalla ja van-geenit osoittavat molekulaarisilla menetelmilla.
(THL 2020, 63.)

VRE:n seulonta maarittaessa tehdaan VREVi-tutkimuksella eli enterokokki
vankomysiiniresistentteja viljelylla VRE-kolonisaation selvittamista varten. Nayte
viliellaan selektiivisella rikastusviljellylla, jolla E. faecalis- ja E. faecium-kannat

tunnistetaan. Viljelymaljoilla kasvavat pesakkeita tehdaan herkkyysmaaritykset
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ja vanA/vanB-geenimaaritys. Tarkempaa tyypitysta varten |0ydetty VRE-kannat
lahetetaan THL:lle. (Nordlab 2024.)

ChromID® VRE sisaltaa kaksi kromogeenista substraattia (a-glukosidaasi ja B-
galaktosidaasi) ja vankomysiinia, jotka mahdollistavat muun muassa E. faecalis-
ja E. faecium-kannan tunnistamisen, jotta saadaan VRE:n vanA ja vanB-
geenien spesifinen ja selektiivinen eristaminen seka osoittaminen tehtya.
Erityinen varjays helpottaa E. faecalisin ja E. faeciumin erottelua, kuten E.
Faecalis kasvaa sinivinredksi pesakkeeksi ja E. faecium violettiksi pesakkeeksi.
ChromID®VRE inkuboidaan 24 tuntia. (Biomerieux 2022.)

Brilliance™ VRE Agar on kromogeeninen VRE-seulontamalja, joissa elatusaine
mahdollistaa E. faecalisin ja E. faeciumin tunnistaminen. Vankomysiinille
vastustuskykyisen E.faecium:n ja E.faecalis:n erottaminen toisistaan on
mahdollista kahden kromogeenisen substraatin (fosfataasi ja a-galaktosidaasi)
avulla, jotka on suunnattu kahta spesifista entsyymia vastaan. Naiden
entsyymien vaikutus kromogeeneihin johtaa varien esiintymisen pesakkeessa.
Tuotettu  vari  riippuu  siita, mita entsyymeja organismeilla on.
Fosfataasientsyymien lasnaolo seka E. faeciumissa etta E. faecalisissa johtaa
vaaleansiniseen pesakkeeseen. E. faecium tuottaa myo6s a-galaktosidaasia,
mika johtaa sinisten ja vaaleanpunaisten kromoforien sekoitukseen bakteerissa.
Tama tuottaa syvan sinisesta violetteihin vaihtelevia pesakkeita, jotka eroavat
helposti vaaleansinisista E. faecalis -pesakkeista. VRE:n positiiviset pesakkeet
kasvavat joko vaaleansinisind pesakkeina (E. faecalis) tai syva -violetteina
pesakkeina (E. faecium). Negatiivisia maljoja voidaan inkuboida uudelleen 24
tuntia. Inkubointiaika on 37°C:ssa 18-24 tuntia. (Oxoid 2024; Thermo Scientific
2024.)

Kiekkotestia varten on noudattava EUCAST:n antaman ohjeiden mukaisesti.
Kiekkotestilla voi tarkistaa vyohykkeiden tai mikrobien pesakeita lapivalaisulla.
Pesakkeen teravat vyohykereunat osoittavat, etta isolaatti on herkka. Isolaatit,
joissa on teravat vyohykkeet ja sen halkaisijat yli herkkyystulkintarajan voidaan

raportoida vankomysiinille herkiksi. Isolaatit, joilla on sameat vyohykkeen reunat
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tai vyohykkeen sisalla, voivat olla resistentteja, mutta ei voida raportoida
herkaksi ilman MIC-maarityksen vahvistusta. (EUCAST 2017, 37.)

Kuva 1. Herkkyystulkinta: a) Kuvassa on terdvét vybhykkeen reunat ja
vybhykkeen halkaisija > 12 mm. limoitetaan herkdksi. b-d) On sameita
vybhykkeen reunat tai pesékkeet vybhykkeen sisélla, voivat olla resistentteja,
mutta ei voi raportoida herkéksi ilman MIC-méérityksen vahvistusta. (EUCAST
2017, 38.)

GeneXpert:n  kayttd vanA:n ja vanB:n diagnosoinnissa on nopea
molekyylimaaritys, joka on ainutlaatuinen ja taysin automatisoitu prosessi, jossa
sisdltéd DNA:n uuttamisen, monistamisen ja toteamisen real-time PCR:IIa.
GeneXpert vanAl/vanB:n tarkkuus VRE:n arvioitin kayttamalla yhteenvetoa
ominaiskayran, yhdistetyn herkkyyden, yhdistetyn spesifisyyden, positiivisen-,
negatiivisen- ja diagnostisen todennakoisyyssuhteen kayttamiseksi. GeneXpert
vanA/vanB:lla on korkea tarkkuus VRE:n diagnosoinnissa verrattuna
tavanomaiseen viljelyyn ja PCR:dan. Mutta GeneXpert vanA/vanB osoittaa
enemman tarkkuutta vanA:n diagnosoinnissa. vanB:n havaitsemiseen tarvitaan
lisatesti. Tulokset saadaan jopa alle tunnissa. (Li, Luo, Xiao, Lin, Liu, Han,
Zhong, Ji, & Guo 2021.)
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5 VERKKO-OPPIMATERIAALLI

Oppimateriaaliin ei ole mahdollista liittda kaikkia hyvan oppimisen piirteita, mutta
oppimateriaali voi tukea jotakin toimintaa paremmin kuin toista tai oppimateriaali
voi olla tarkoitettu tietyntyyppiseen oppimiseen. Siksi naissd verkko-
oppimateriaalin laatukriteereissa on avattu jonkin verran myo0s yleista
pedagogista ajattelua ja kuvattu keskeisia piirteita, jotka oppimistutkimuksen
perusteella auttavat oppimista tehokkaimmin. Oppimisalusta vaikuttaa verkko-
oppimateriaalin lisaksi siihen, millaisia toimintamahdollisuuksia kayttajalla,
oppilaalla tai opiskelijalla on. Useat yhteisélliset toiminnot edellyttavat yhteista
tyota tukevan oppimisalustan kehittamista, eika yksittdinen oppimateriaali voi
tarjota tyOkaluja yhteisolliseen oppimiseen. Ihanteellisen pedagogiikan kaikkia
piirteitéa ei 10ydy yhdesta verkko-oppimateriaalista. Olennaista on, ettd verkko-
oppimateriaalin ominaisuudet suosivat pedagogisesti parhaita ominaisuuksia.
(Opetushallitus 2023.)

Maaritelma

Verkko-oppimateriaali tarkoittaa verkossa digitallisessa tallennusmuodossa
olevaa oppimateriaaliksi tarkoitettua sisaltda. Tallainen sisaltd voi olla
oppimisaihioita, kuvapankkeja, teemakokonaisuuksia, verkkokursseja seka
oppikirjojen oheismateriaalia. (Opetushallitus 2024.)

Laadukasta verkko-oppimateriaalia voi kayttaa oppilaan osaamisen tason,
kiinnostuksen ja tarpeiden mukaan. Se antaa yksilollista ja pitkakestoista tukea
tyoskentelyyn seka aktivoi oppijan ajattelua, keskittyen ydinasioihin ja oppimisen
taitojen kehittymiseen. Hyva verkko-oppimateriaali on teknisesti helppo
kayttoinen, ulkoasultaan pedagoginen ja sisalloltaan tavoitteita seka oppimista
tukeva. (Opetushallitus, llomaki 2012, 11.)
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Verkko-oppimateriaalin laatukriteerit

Verkko-oppimateriaalin laatukriteerin keskeisimpia asioita on sen kaytettavyys
ja pedagogian piirteet, kuinka oppimateriaali voisi tukea erityisesti opettajia ja
muita kouluttajia seka auttaa arvioimaan ja valitsemaan sopiva verkko-
oppimateriaali. Pedagogisella laadulla tarkoitetaan, etta oppimateriaali soveltuu
luontevasti opetus- ja opiskelukayttoon, seka otetaan huomioon kayttdyhteys,
jotta materiaali ei edellytd monimutkaisia tai vaativia teknisia, opetuksellisia tai
muita vastaavia jarjestelyja. (Opetushallitus 2024.) Verkko-oppimateriaalin
sisaltd on jaettu seuraaviin osiin: yhteenveto bakteereista,
laboratoriodiagnostiikassa kaytettavia menetelmia, resistenttien bakteerien
diagnostiikka, sanasto, testaa osaamisesi, oppimateriaalin liittyvat linkit ja videot.
Verkko-oppimateriaalin testiosiossa osallistujat voivat testata oppimaansa testin
avulla. (Taulukko 5).

Taulukko 5. Verkko-oppimateriaalin siséltba.

1. Bakteerien Yhteenveto bakteereista

yleinen esitys Resistenttien

bakteereista

2. Resistenttien Viljely
bakteerien Herkkyysmaaritys &
laboratoriodiagn | VITEK ®2
ostiikassa Lateksiagglutinaatiotesti
kaytettavia eli latek agglutination
menetelmia (LA)
PCR
MALDI-TOF-
Massaspektrometri
. _ o 3. Laboratoriodiagn | MRSA:n
Resistentit bakteerit ja ostiikka laboratoriodiagnostiikka
niiden
ESBL:n

laboratoriodiagnostiikka o .
laboratoriodiagnostiikka
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CPE:n

laboratoriodiagnostiikka

VRE:n

laboratoriodiagnostiikka

4. Sanasto Sanastoa
5. Testaa Testaa osaamisesi
osaamisesi

6. Oppimateriaaliin

liittyvat

videot

linkit ja

Brilliance™ MRSA2

Agar video

CPE:n toteaminen

Detection methods for

antibiotic resistance

MALDI-TOF- Mass

spectrometry Explained

MRSA

PBP2’ latex

agglutination kayttdoohje

Theory of MALDI-TOF

Mass Spectrometry

What is PCR?
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6 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tarjota OAMK bioanalyytikko-opiskelijoille
ajantasaista, laadukasta ja kattavaa tietoa resistenttien bakteerien ja niiden
laboratoriodiagnostiikan alueelta, varmistaen, etta heillda on kaytdossaan
oppimateriaali, joka tukee heidan ammattitaitonsa kehittymista mikrobiologian
parissa. Materiaalin tuli tarjota opiskelijoille syvallista ja luotettavaa tietoa, joka

auttaa heita ymmartamaan resistenssin merkityksen.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa Moodle-alustalle korkealaatuista
oppimateriaalia, joka esittelee resistenttien bakteerien tunnistamiseen ja
diagnostiikkaan liittyvia menetelmia selkeasti ja kattavasti. Taman
saavuttamiseksi oppimateriaali suunniteltiin monimuotoiseksi, sisaltaen tekstia,
kuvia, kaavioita ja kertaustentin, mitkd tukevat erilaisten oppimistapojen
huomioimista, ja auttavat opiskelijoita ymmartdamaan aihetta syvallisesti ja
monipuolisesti. Materiaalin tuli olla helposti omaksuttavaa, monimuotoista ja
paivitettavissa tarpeen mukaan, jotta se pysyy relevanttina ja kayttokelpoisena
myoOs tulevaisuudessa. Materiaali esitettin suomen kielella diaesityksen

muodossa ja oli suunnattu bioanalytiikan opiskelijoille.
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7 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Toiminnallinen opinnaytetyd on ohjeistavaa, opastavaa, jarjestavaa seka
jarkeistaa kaytannon toimintaa. Taman toiminnallisen opinnaytetyon sisaltoon
kuuluu toiminnallinen osuus, tyonraportointi sen sisaisen dokumentoinnin ja
arvioinnin. Taman kokonaisuuden maarittavat tilaaja ja kohderyhma.
Toiminnallinen opinnaytetyo, johon kuuluu projektimuotoinen tydskentely seka
kaytannon tuotteen kehittaminen loppuun saakka, sopii toiminnallista
ymparistéa miellyttdvaa opiskelijaryhmaa. (Alahuhta, Paatalo, Saastamoinen,
Vaha & Ypya 2018.)

Opinnaytety0ssa tuotettiin verkko-oppimateriaalia bioanalytiikan opiskelijoille.
Toiminnallinen osuus rajattiin  kasittamaan resistentit bakteerit ja niiden
diagnostiset laboratoriomenetelmat, joiden parissa bioanalytiikan opiskelijat

tulevat todennakodisemmin tydelamassa mikrobiologiaan tyoskentelemaan.

Tiedonhaku ja aineiston hankinta

Aiheen hyvaksymisen jalkeen varattin aika Oulun ammattikorkeakoulun
kirjaston informaatikolle, jonka kanssa tehtiin alustavia tietokantahakuja.
Toiminnallisen aineiston haku suoritettin Duodecim Terveysportti, Oppiportti,
PubMed, Elsevier, Google Scholar ja muihin verkkolahteisiin seka suomeksi
ettd englanniksi. Hakulausekkeen muodostaminen aloitettiin tutkimuksen
pohjalta moniresistenttien bakteereihin liittyen seka niiden diagnostiikkaan.

Taulukossa 6 on esitetty tiedonhaussa kaytetty hakusanat ja lausekkeet.
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Taulukko 6. Tiedonhaussa seké suomeksi etté englanniksi kéytetty hakusanoja

Ja -lauseita.

Hakusanoja suomeksi

Hakusanoja englanniksi

resistenssibakteerit
antibioottiresistenssi
bakteeriresistenssi
mikrobiolaakeresistenssi
moniresistenssi bakteeri

CPE, ESBL, MRSA, VRE
laboratoriodiagnostiikka
bakteriologinen diagnostiikka
mikrobiologinen laboratoriotutkimus
mikrobiologiset viljelymenetelmat
antigeenitesti
antigeeniosoitustesti
nukleiinihapon osoitus

PCR menetelma
herkkyysmaaritys

bakteerien tunnistus

bakteeriviljely

resistant bacteria

antibiotic resistance

bacterial resistance

antimicrobial resistance
multi-resistant bacteria

CPE, ESBL, MRSA, VRE
Laboratory diagnostics
bacteriological diagnostics
microbiological laboratory testing
microbiological cultivation methods
antigen testing

antigen detection test

nucleic acid assay

PCR method

Antibiotic Susceptibility Testing (AST)
Bacterial identification

Bacterial culture
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8 TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

8.1 Tulokset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tarjota OAMK bioanalyytikko-opiskelijoille
ajantasaista, laadukasta ja kattavaa tietoa resistenteista bakteereista ja niiden
laboratoriodiagnostiikasta. Taman  tarkoituksen tueksi  oppimateriaalin
hyodyllisyytta arvioitiin Webropol-kyselyn avulla, kun oppimateriaali oli julkaistu
Moodle-alustalla, jossa opiskelijat voivat perehtya siihen ennen palauteen
antamista. Palautekysely lahetettiin seka ensimmaisen, toisen etta kolmannen
vuoden bioanalyytikko-opiskelijoille, ettd suurimmalle osalle OAMK sote-
opiskelijoille. Verkko-oppimateriaaliin osallistuu 22 opiskelijaa. Kyselylomake on

nahtavilla liitteessa 1.

Kyselyyn vastasi 11 opiskelijaa, mika on tassa toiminnallisessa opinnaytetydssa
riittava maaraa. Opiskelijat vastasivat kyselyyn anonyymisti.
Kyselylomakkeessa Kysyttiin oppimateriaalin ulkoasusta, sisallon ja kuvien
ymmarryksesta, Kkieliasusta, oppimateriaalin pituudesta ja jarjestelysta,
hyodyllisyydesta ja kehittdmisesta. Aluksi suunniteltiin selkea kyselylomake,
jolla pyrittiin systemaattiseen tiedonkeruuseen. Kysymyksia oli yhteensa 10 ja

avoin palaute. Seuraavana yhteenveto kaikista vastauksista;

Suurin osa (n=6-7) vastaajista oli sitd mieltd, ettd oppimateriaali oli selkea,
asiasisalto ja aineiston havainnekuvat helposti ymmarrettavaa, teoriaa
jarjestetty aineistossa loogisesti, kertaustentti tuki oppimaansa asiaa ja he
kokivat oppimateriaalin hyddylliseksi. Jokseenkin samaa mielta (n=4-5) oli, etta
tekstia oli selked ja helppo lukea, sopiva pituinen ja oppimateriaalista 10ytyy
tarvittavat tiedot. Oppimateriaaliin liittyvd YouTube-video tuki oppimista, jossa
taysin samaa mieltéd (n=5), jokseenkin samaa mieltd (n=4), mutta (n= 2) eivat

0Ssaa sanoa.

Avoimeen palautteeseen saimme kehitysideoina kolme vastaajasta;
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— lyhyet johdannot aina joka osioon PowerPoint linkkia kuvaamaan,
— jokaisen bakteerin jalkeen oma Moodle-tentti, jotta yksittaisista asioista
olisi jaanyt enemman mieleen.
Muuna palautteensa saatiin; ettd tieto oli koottu laajasti ja josta opittiin
resistenteista bakteereista lisdd seka diaesitykset koettiin kuitenkin pitkiksi ja
tekstimaaraltaan paljoksi, jonka vuoksi luenta koettiin raskaaksi, tiedon haenta
koettiin, etta oli useista lahteista ja siihen oli kaytetty ja panostettu paljon aikaa,

diaesitykset olivat ulkoasultaan selkeita ja helposti luettavia.

8.2 Johtopaatokset

Opinnaytetydlle asetetut tavoitteet on saavutettu. Verkko-oppimateriaalikyselyn
vastaajat (noin 50 %) pitivat oppimateriaalista ja sen sisallostd sekd sen
hyodyllisyydesta. Vastausten viidesta vaihtoehdosta oppimateriaali koettiin
olevan paasaantoisesti onnistunut, eli kyselyn tulosten mukaan kokonaisuuden

keskiarvo oli 4.4 (1 on taysin eri mielta ja 5 on taysin samaa mielta).

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa laadukasta verkko-oppimateriaalia
Moodle-alustalle, joka kasittelee resistenttien bakteerien tunnistamista ja niiden
laboratoriodiagnostiikan menetelmia. Palautteen perusteella tavoite saavutettiin
hyvin: opiskelijat kokivat materiaalin selkeaksi ja hyodylliseksi. Suurin osa piti
oppimateriaalin ulkoasua pedagogisena ja sisaltda tukevana oppimisen

kannalta.

Avoimesta palautteesta voi paatella, ettd vaikka materiaali oli laaja, mika
koettiin paikoin raskaaksi, diaesitykset olivat selkeita ja ymmarrettavia.
Opiskelijat arvostivat erityisesti sita, etta materiaali tarjosi ajantasaista ja
luotettavaa tietoa resistenteistd bakteereista ja niiden laboratoriodiagnostiikan

menetelmista.

Materiaaliin oli lisatty tekstia, kuvia ja kaavioita, jotka auttoivat opiskelijoita
sisallon ymmartamisessa, ja Moodle-alusta mahdollisti joustavan opiskelun
omaan tahtiin. Tama tukee tavoitetta luoda materiaalia, joka tukee erilaisia

oppimistyyleja ja helpottaa opiskelua. Kyselyn perusteella oppimateriaalin
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visuaalinen ilme ja selkeys saivat kiitosta, mika osaltaan edesauttaa tiedon

ymmarrettavyytta ja muistettavuutta.
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9 POHDINTA

Koko prosessin aikana on syvennytty aiheeseen ja pyritty luomaan materiaalia,
joka tukee bioanalytiikan opiskelijoiden oppimista monipuolisesti ja kattavasti.
Opinnaytetyon aikana havaittiin kuitenkin useita kehittamiskohteita. Ensinnakin
moniresistenttien bakteerien laaja kirjo ja niiden erilaiset
laboratoriodiagnostiikan menetelmat osoittautuivat haasteellisiksi kattavasti
kasitella yhdessa oppimateriaalissa. Jatkossa olisi hyodyllista rajata aihetta
tarkemmin, keskittyen esimerkiksi vain yhteen bakteeriin ja sen
diagnostiikkamenetelmiin. Tama mahdollistaisi syvallisemman ja

yksityiskohtaisemman tutkimuksen.

Palautekyselyn tulokset osoittivat, ettd suurin osa vastaajista oli tyytyvaisia
oppimateriaalin selkeyteen ja hyddyllisyyteen. Tama antaa meille vahvistusta
siitd, ettd olemme saavuttaneet asetetut tavoitteet. Voidaan olettaa, etta tama
opinnaytetyd tarjoaa arvokasta tietoa ja tydkaluja bioanalytiikan opiskelijoille.
Kuitenkin jatkuva kehittaminen ja paivittaminen ovat valttamattomia, jotta
oppimateriaali pysyy ajantasaisena ja tehokkaana oppimisen tukena.
OpinnaytetyOprosessi sujui paaosin hyvin ja aikataulun mukaisesti, mutta
mukaan mahtui myOs haasteita, kuten materiaalin laajuuden hallinta ja sisallon
tarkentaminen. Naista haasteista huolimatta prosessi tarjosi arvokasta

kokemusta ja oppia.

9.1 Eettisyys ja luotettavuus

Tutkimustoiminnassa on arvioitava tehdyn tutkimuksen tuloksia, jossa pyritaan
havainnoimaan ja minimoidaan mahdolliset virheet, jotta lopputulos olisi
luotettava. Tutkimuksen laadullinen arviointi on myods osa tata tutkimusten
analysointia. (Tuomi & Sarajarvi 2018, 118.) Tieteellisen tutkimuksen pyrkimys
on saada tutkittavasta ilmidsta mahdollisimman luotettavaa tietoa, samalla
arvioiden tiedon tutkimustulosten totuudenmukaisuutta, joka on kyetty

tutkimuksella tuottamaan. Tutkimuksen luotettavuuden arviointi on
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valttamatonta tutkimustoiminnan, tieteellisen tiedon ja sen hyddyntamisen
kannalta. (Kylma & Juvakka 2007, 127.)

Eettiseltd katsantokannalta hyva tieteellisesti hyvaksyttava seka luotettava
tutkimus tayttda nama kriteerit. Rehellisyys, huolellisuus ja tarkkuus, eettiset
tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmat, avoimuus ja vastuullisuus
viestinnassa, asianmukaiset tutkimusluvat ja viitaukset muiden tutkijoiden
tydhon ovat keskeisimpia lahtdkohtia eettiselta kannalta. (TENK 2012, 6-7.)

9.2 Kehittamisehdotukset

Opinnaytetyon prosessin aikana on havaittu useita asioita, jotka voisivat kaivata
edelleen kehittamista. Naiden kehittamisehdotusten avulla tulevia toita voidaan
parantaa ja oppimateriaalia voidaan tehda entistakin paremmaksi ja
kattavammaksi. Opinnaytetyohon valittiin nelja kliinisesti yleistd moniresistenttia
bakteeria (MRSA, ESBL, CPE ja VRE), jokaisella bakteerilla on omat
laboratoriodiagnostiikan menetelmansa. Laajan aineiston keraaminen ja
kattavaan oppimateriaaliin sisallyttaminen osoittautui haastavaksi rajallisen ajan
vuoksi. Jatkossa opinnaytetyon aihetta voisi rajoittaa esimerkiksi keskittymalla
vain yhteen moniresistenttiin bakteeriin. Tama mahdollistaisi
yksityiskohtaisemman tutkimuksen ja kattavamman analyysin
laboratoriodiagnostiikan menetelmista, mukaan lukien eri menetelmien vertailu,

spesifisyys, herkkyys ja niiden etu- ja haittapuolten arviointi.

Oppimateriaalin esittamistapaa VOisi rikastaa monipuolisemmilla
oppimismenetelmilla, kuten videoilla ja interaktiivisilla tehtavilla. Tama voisi
auttaa erilaisia oppijoita hyodyntamaan oppimateriaalia paremmin ja tehda
opiskelusta mielenkiintoisempaa. Tekstimuotoista selitysta voisi esimerkiksi
tiivistaa ja taydentaa visuaalisilla elementeilla, jotta valtytaan raskaalta

tekstiesitykselta.

Bioanalyytikkojen tydssa naytteenotto on keskeinen osa kliinista tyota. Jatkossa
voisi keskittya enemman naytteenottoon liittyvaan tutkimukseen, kuten

moniresistenttien bakteerien naytteiden keraaminen, kuljetus, sailytys ja
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kasittely. Lisaksi voisi kehittdd oppimateriaalia, joka esittdd naytteenoton,
sailytyksen, kuljetuksen ja laboratoriodiagnostiikan koko prosessin. Tama
voitaisiin esittaa videoiden muodossa, mika tekisi oppimateriaalista elavamman

ja havainnollisemman.

Talla hetkellda oppimateriaali kasittelee neljaa moniresistenttia bakteeria, mutta
kliinisessa ymparistossa on muitakin merkittavia moniresistentteja patogeeneja,
kuten Candida auris (C. auris). Tulevaisuudessa oppimateriaalia voisi laajentaa
kasittamaan myos nama muut moniresistentit mikro-organismit ja niiden
laboratoriodiagnostiikan menetelmat. Tama  tekisi  oppimateriaalista

kattavamman ja hyodyllisemman opiskelijoille.

Naiden kehittamisehdotusten toteuttaminen auttaisi parantamaan
oppimateriaalia ja tekisi siita entistéa hyddyllisemman bioanalytiikan opiskelijoille.
Samalla se tarjoaisi syvallisemman ja monipuolisemman ymmarryksen

moniresistenttien bakteerien diagnostiikasta ja kasittelysta laboratoriossa.
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PALAUTEKYSELY OPPIMATERIAALISTA
LIITE 1

Resistentit bakteerit ja niiden laboratoriodiagnostiikka -oppimateriaali

[] Pakolliset kysymykset merkitty tahdella (*)

Tamé palautekysely on osa opinniytetydtd, joka késittelee resistentteja bakteereja ja niiden
laboratoriodiagnostiikkaa. Ennen kyselyyn vastaamista pyyddmme tutustumaan oppimateriaaliin Moodlessa.
Kyselyyn vastaaminen vie vain muutaman minuutin ja on taysin anonyymii. Kyselyn tuloksia kaytetddn
opinnaytetyon raportin kirjoittamiseen ja sen onnistumisen arviointiin.

- Mengyue Li & Walitt Wengwith, BIO21SP

1 =Téysin eri mieltd

2 =Jokseenkin eri mielta

3 =En osaa sanoa

4 =Jokseenkin samaa mielti
5 =Téysin samaa mieltd

1. Oppimateriaali oli selkei *

3
1 2 3 4 Taysin
Téysineri  Jokseenkin  Enosaa  Jokseenkin samaa
mieltd eri mielta sanoa  samaa mieltd mieltd

@) O O O O

2. Asiasisilto ymmirrettivii *

5
1 2 3 4 Taysin
Téysineri  Jokseenkin  Enosaa  Jokseenkin samaa
mielta eri mieltd sanoa  samaa mieltd mieltd

®) O O ©) @)

3. Aineiston havainnekuvat helposti ymmiirrettivissi *

5
1 2 3 4 Taysin
Téaysineri Jokseenkin FEnosaa  Jokseenkin samaa
mieltd eri mieltd sanoa  samaa mieltd mieltd

O O O O O
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4. Teksti oli selkeii ja helppo lukea *

1

Téysin eri

mieltd

O

5. oppimateriaali oli sopiva pituinen *

1

Téysin eri

mielti

O

6. Teoriaa jirjestetty aineistossa loogisest

1

i*

Téysin erl

mieltd

O

7. Kertaustentti tuki oppimistani asiaa *

1

Téysin erl

mieltd

O

2
Jokseenkin
eri mieltd

O

D
Jokseenkin
eri mieltd

O

2
Jokseenkin
eri mieltd

O

2
Jokseenkin
eri mieltd

O

3
En osaa
sanoa

O

3
En osaa
sanoa

O

3
En osaa
sanoa

O

3
En osaa
sanoa

O

4
Jokseenkin
samaa mieltd

O

4
Jokseenkin
samaa mielta

O

4
Jokseenkin
samaa mielti

O

4
Jokseenkin
samaa mielté

O

8. Oppimismateriaaliin liittyvi YouTube-video tuki oppimaani asiaa *

1

Téysin eri

mieltd

O
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2
Jokseenkin
eri mieltd

O

3
En osaa
sanoa

O

4
Jokseenkin
samaa mieltd

@)

5
Taysin
samaa

mieltd

O

5
Taysin
samaa
mieltd

O

5
Taysin
samaa
mieltd

O

5
Taysin
samaa
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5
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9. Koin oppimateriaalin hyédylliseksi *

5
1 2 3 4 Taysin
Téysineri  Jokseenkin  Enosaa  Jokseenkin samaa
mieltd erimieltda  sanoa  samaa mielta mielta

@) O O O O

10. Léysin oppimateriaalista tarvittavan tiedon *

5
1 2 3 4 Tiéysin
Taysineri Jokseenkin Enosaa  Jokseenkin samaa
mieltéd eri mieltd sanoa  samaa mieltd mielta

O @) O @) O

11. Vapaa sana: Tihiin voit Kirjoittaa oppimismateriaalin hyviit puolet. Onko jotain,
mitii kaipasitte oppimateriaalista? Ja miti paranneltavaa siini olisi?
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