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Ohjaajat

ESBL (extended spectrum B-lactamases) -entsyymien tuotto aiheuttaa Enterobacteriaceae-
heimon bakteereissa antibioottiresistenssia laajakirjoisia B-laktaamiantibiootteja kohtaan.
ESBL-16ydosten maara on jatkuvasti kasvanut 2000-luvun alusta. Plasmidivalitteisia ESBL-
geeneja tunnetaan satoja, naista yleisimmat kuuluvat CTX-M-geeniryhmaan.

Opinndytetyoni tarkoituksena oli kartoittaa ESBL-kannoilla esiintyvia laajakirjoisia [-
laktamaasigeeneja ja saada yleiskuva siitd, millaisia geeneja ja geeniyhdistelmia Helsingin
ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HUS) alueella ESBL-kannoissa ilmenee tutkittuna
ajanjaksona. Vertasin myds saatuja genotyyppeja kantojen antibioottiherkkyysmaaritysten
tuloksiin. Kerasin aineiston kolmen viikon aikana ESBLVi-tutkimuspyynndélla HUSLAB:n
bakteriologian laboratorioon tulleista naytteista. Kannat  oli tunnistettu
antibioottikiekkoherkkyysmaaritysten perusteella ESBL-entsyymin tuottajiksi tai kolmannen
polven kefalosporiineille resistenteiksi. Analysoin kantojen genotyypit kayttden perinteista
PCR-menetelmaa neljalld multiplex-alukepariseoksella ja yhdelld simplex-alukeparilla.
Kaytetyt alukkeet tunnistivat kaikki yleisimmat ESBL-geenit. Antibioottiherkkyysmaaritysten
tulokset saatiin kiekkoherkkyysmenetelmalla madritettyind estorenkaan halkaisijoina.

Analysoin tulokset ESBL Escherichia coli -kantojen osalta (n=33). Tulosten perusteella
suurimmalla osalla (90,9 %, n=30) tutkittuja ESBL E£. coli -kantoja oli jokin CTX-M-
geeniperheen geeni joko yksin tai yhdessa jonkin muun ESBL-geenin kanssa. Eniten
esiintyi CTX-M-1-ryhman geeneja (78,8 %, n=26). Kaikki havaitut geenit kuuluivat viiteen
eri geeniryhmaan (b/arem, blacrx-w-1, blacrx-w-s, blaoxa-1 ja blacr) ja esiintyivat yhdeksana eri
yhdistelmana. Havaittu genotyyppien jakauma vastasi muissa tutkimuksissa saatuja
jakaumia. Vertailin toisiinsa £. colin osalta blacyxm: ja blacxmoe -geeniryhmien
antibioottiherkkyyksia. Tulosteni perusteella ryhmien valilla oli eroja
antibioottiherkkyyksissa keftatsidiimin, B-laktaami-B-laktamaasi-inhibiittori-yhdistelmien ja
tobramysiinin osalta. Tutkitut CTX-M-9-ryhmdn kannat olivat /n vitro herkempia edella
mainittuja antibiootteja kohtaan. Myds muissa tutkimuksissa oli havaittu vastaavia eroja.
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ESBL (extended spectrum B-lactamases) producing bacteria in Enterobacteriaceae family
are resistant to extended spectrum B-lactam antibiotics. Hundreds of plasmid encoded
ESBL genes are known, the most common genes belonging to the CTX-M group.
Infections caused by ESBL-producing strains have constantly increased since the beginning
of 21th century.

The purpose of my study was to define the genotypes of ESBL-producing strains and to
find out which ESBL-genes and gene combinations were found in the Hospital District of
Helsinki and Uusimaa, Finland. I also compared the genotypes to known antibiotic
susceptibility results of the strains.

The strains were collected in three weeks from the samples analyzed in the HUSLAB
Department of Bacteriology. The strains were recognized as ESBL-producers, or resistant
to third generation cephalosporins, by antibiotic susceptibility tests conducted with the disk
diffusion method. I analyzed the genotypes using traditional PCR with four sets of
multiplex primers and one pair of simplex primers. The primers used detected the most
common ESBL-genes. Antibiotic susceptibility results were given in zone diameters.

I analyzed the results of 33 ESBL Escherichia coli strains. The results showed that most of
the strains (90.9%, n=30) carried some of the CTX-M genes alone, or they were in
combination with other ESBL-genes. Most often the gene detected belonged to the CTX-M
group 1 (78.8%, n=26). In all ESBL E. coli strains the genes found belonged to five
different groups (b/arEM, b/ac'rx.M.1, b/aCTx.M.g, b/aox/.\.1 and b/acrr) and nine different
combinations were detected. The distribution of the genotypes detected was in line with
the previous studies. I also compared the susceptibility results and genotypes of CTX-M
ESBL E. coli strains. The results indicated difference in susceptibility between CTX-M
groups 1 and 9. The strains carrying blacrx-v-9 gene appeared more susceptible in vitro to
ceftazidime, B-lactam/B-lactamase-inhibitor combinations and tobramycin. These results
were also in line with previous studies.

Keywords ESBL, genotype, antimicrobial resistance, multiplex PCR
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1 Johdanto

ESBL (extended spectrum [-lactamases) -entsyymia tuottavat Enterobacteriaceae-
heimon bakteerit ovat antibioottiresistentteja patogeeneja. Niiden aiheuttamat infektiot
ovat tasaisesti lisaantyneet 2000-luvun alun muutamista tapauksista satoihin tapauksiin
vuodessa (Hulkko ym. 2010). ESBL-infektiot ovat yleensa ns. sairaalainfektioita.
Suomessa ESBL-infektioista on avoterveydenhuollon puolella vain pieni osa tapauksista.
(Forssten 2010: 65.)

Antibioottiresistenssi on vakavasti otettava uhka, silla taysin uusia antibiootteja tulee
kliiniseen kayttéon erittdin harvoin. Markkinoille ei ole ldhivuosina tulossa uusia
antimikrobisia ladkkeitd gramnegatiivisia patogeeneja vastaan. (Lee — Bae - Lee 2012.)
Pelkona on niin sanottujen panresistenttien kantojen syntyminen, jotka ovat
resistentteja kaikille tunnetuille antibiooteille. Bakteeri on resistentti, jos se sietaa
merkittavasti korkeampia antibioottilddkepitoisuuksia kuin saman lajin edustajat
yleensa. (Mannisté — Tuominen 2007a; Nissinen 2009.) ESBL-kannat ovat resistentteja
laajakirjoisille  B-laktaamiantibiooteille  eli  kaikile  kolmannen  sukupolven
kefalosporiineille, penisilliineille ja monobaktaameille, mutta eivat yleensa

karbapeneemeille. (Livermore 2008.)

Teen opinndytetydni HUSLAB:n kliinisen mikrobiologian vastuualueen bakteriologian
osaston toimeksiannosta. Opinndytety6ni ohjaajina tydelaman puolelta ovat
laboratoriohoitaja Jaana Valve ja kliinisen mikrobiologian erikoislaakari Juha Kirveskari.
Opettajaochjaajanani on lehtori Terttu-Liisa Lindell. Opinnaytety6nani teen kartoittavaa
tutkimusta osana laboratorion omaa projektia, joka kdyttad samaa ndytemateriaalia
reaaliaikaisen PCR-menetelman kehittelyyn, jolla ESBL-geeneja voidaan tunnistaa
kasvatettujen kantojen lisdksi myds suoraan naytteesta. Kayttdmaani perinteistd PCR-

menetelmaa kaytetaan kehittelyssa referenssi- eli vertailumenetelmana.

Opinnaytetyoni tarkoituksena on kartoittaa, millaisia geeneja tai niiden yhdistelmia
(genotyyppejd) esiintyy Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HUS) alueelle
tutkittavaksi tulevista ndytteista eristetyilla ESBL-kannoilla. Tydssani tutkin ESBLVi-

tutkimuspyynnolla laboratorioon tulleita naytteitéd tiettyna ajanjaksona. Analysoin



kantojen genotyypit yleisimmat ESBL-geenit tunnistavalla perinteiselld multiplex PCR:lla
(polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio). Tulokseksi saan eri geenien
esiintymisfrekvenssit  tutkituissa  kannoissa. Saan kayttdoéni myds kantojen
antibioottiherkkyysmaaritysten tulokset, joihin vertailen PCR:lld saatuja genotyyppeja.
Saatuja tuloksia voidaan hyddyntda uusien menetelmien kehittelyssa ja
epidemiaselvityksissa.

2 Antibiootit ja antibioottiresistenssi

Ensimmaisten antibioottien keksimisestd lahtien on havaittu antibioottiresistenssia.
Nykyadn uskotaankin, ettéd antibioottiresistenssia on ollut jo ennen antibioottihoidon
keksimista. Antibiootteja tuottavia mikrobeja on luonnostaan olemassa ja ndama
mikrobit joutuvat kestamaan omia antibioottejaan. (Madigan ym. 2009: 802-806.)

Antibioottiresistenssi voi syntyd joko kromosomissa tapahtuneen mutaation
seurauksena tai genomin ulkopuolisen resistenssitekijan takia. Sen syntyyn
kromosomaalisena riittdd usein pistemutaatio juuri antibiootin vaikutuskohdassa.
Genomin ulkopuolisena tekijana voi olla esimerkiksi plasmidi (resistenssi- eli R-
plasmidi) tai transposoni. Resistentti kanta saa kilpailuedun, kun kyseisia antibiootteja

kaytetdan ja mutaatio yleistyy. (Skurnik 2010: 41-55.)

2.1 Antimikrobiset laakkeet

Antibiootit ovat mikrobilddkkeiden alaryhmad, johon kuuluu madritelman mukaisesti
mikrobien tuottamia aineita, jotka estavat toisten mikrobien kasvua. Antibiootti voi olla
bakteriostaattinen eli se estda bakteerien lisddntymisen tai bakteriosidinen eli se
tappaa bakteereita. Niiden kliininen kayttd perustuu prokaryoottien ominaisuuksiin,
joihin vaikuttamisesta ei aiheudu haittaa isannan, kuten ihmisen, eukaryoottisoluille.
Antibiooteilla vaikutetaan soluseinamdan, solukalvoon (kuten steroleihin ja
lipidisynteesiin), metaboliaan (kuten foolihapon synteesiin), nukleiinihappoihin (kuten
RNA-polymeraasin tai DNA-gyraasin esto) tai proteiinisynteesiin (kuten ribosomien
toiminnan esto). Useimmat antibiootit toimivat vain aktiiviseen eldavaan soluun.

(Mannisté — Tuominen 2007a.)



2.2 Antibioottiresistenssin mekanismeja

Antibioottiresistenssi voi johtua monista syistd. Bakteerista voi puuttua antibiootin
kohderakenne, esimerkiksi soluseinattémilta mykoplasmoilta puuttuu penisilliinin
vaikutuskohta, tai antibiootti ei alun perinkdan paase bakteeriin, esimerkiksi penisilliini
G ei paase monen gramnegatiivisen bakteerin sisdlle. Bakteeri voi muokata antibioottia
inaktiiviseksi (esimerkiksi B-laktamaaseilla) tai antibiootin kohderakennetta, kuten
ribosomia (yleisin resistenssimekanismi). Jotkin bakteerit kehittdvat biokemiallisen
resistenssin, jolla kiertavat antibiootin vaikutuksen niiden metaboliaan, esimerkiksi
sulfaresistentit mikrobit kayttavat eri reittia foolihapon saantiin. Jotkin bakteerit voivat
my6s pumpata antibiootin ulos (efflux-ilmid). (Madigan ym. 2009: 802-806.)

2.3 Resistenssi- eli R-plasmidit

Plasmidit ovat genomin ulkopuolista perimdainesta, joka on bakteerisoluissa
kaksijuosteisena itsestdan replikoituvana DNA-renkaana. Plasmidien koodaamat
tuotteet (proteiinit, entsyymit) eivat ole valttamattdmia bakteerin kasvulle, mutta
voivat  poikkeusolosuhteissa antaa kilpailuedun. Tallaisia plasmidivalitteisia
ominaisuuksia ovat muun muassa monet antibioottiresistenssit. Plasmidilla voi olla

konjugatiivinen ominaisuus eli se voi siirtya solusta toiseen. (Skurnik 2010: 41-55.)

Ensimmaiset resistenssiplasmidit (R-plasmidit) ldydettiin  Japanissa  50-luvulla
sulfonamidiresistentilté enterobakteerilta. Resistenssiplasmidien esiintyvyys korreloi
vahvasti resistenssin kohteena olevan antibiootin kayttédon. Niiden avulla resistentti
kanta voi siirtaa resistenssia herkille kannoille, esimerkiksi R100-plasmidi konjugoituu
enterobakteerien valilla. Monet resistenssiplasmideista ilmenevat etenkin maaperassa,
jossa bakteerit ovat joutuneet sietamddn antibiootteja tuottavia mikrobeja.
Plasmidivalitteisia resistenssigeeneja on havaittu uusimpia antibiootteja vastaan myos
ennen niiden kayttdonottoa taltioiduissa kannoissa. (Madigan ym. 2009: 802-806.)

Resistenssiplasmidit jaetaan Inc (incompatible) -ryhmiin niiden sekvenssien perusteella.
Yhdelld bakteerilla voi olla vain yksi saman Inc-ryhman plasmidi. (Madigan ym. 2009:



802-806.) Enterobakteerien R100-plasmidi kuuluu IncFII-plasmideihin (Cantén -
Coque 2006).

2.4 Geenien siirtyminen bakteerien valilla

Plasmidivalitteinen resistenssi voi siirtya transduktion, konjugaation tai transformaation
avulla bakteerista toiseen. Jos resistenssigeeni sijaitsee transposonissa, se Vvoi
insertiosekvenssiensa avulla siirtya uudessa isantasolussa esimerkiksi toiseen plasmidiin
tai kromosomiin. (Skurnik 2010: 41-55.) Geenien siirtymistd kromosomistossa
bakteerin sisdlla tai bakteerien valilld kutsutaan transpositioksi. Geenien siirtyessa
bakteereilta ja bakteerilajeilta toisille evoluutiopuuhun ndhden poikittaissuunnassa
puhutaan horisontaalisesta geenisiirtymastda, joka on bakteereille ominainen tapa
muokata perimdansa. (Madigan 2009: 282-284.)

Monet gramnegatiivisten bakteerien antibioottiresistenssigeeneistd sijaitsevat niin
sanotuissa geenikaseteissa, jotka voivat sisdltdd yhden tai useampia geeneja. Niiden
toiminta edellyttéd geenikasetin sitoutumista integroniin ja integroniin kuuluva
promoottori saa aikaan geenien ilmentymisen. Integroni liittyy bakteerin perimdssa
kromosomin, plasmidin tai transposonin tiettyyn sekvenssiin. Transposoituvan
elementin (insertiosekvenssit, transposonit) tai plasmidin osana geenit voivat siirtya
bakteerista toiseen. (Mazel 2006.)

Konjugaatiossa plasmidi tai muu konjugatiivinen perimdaine (esimerkiksi transposoni)
siirtyy toisiaan lahelld olevien bakteerien valilld konjugatiivista pilusta pitkin.
Konjugaation edellytyksena on, etta sen on oltava ominaista niin plasmidin luovuttajalle
(donorille) kuin vastaanottajalle (presipientille). Tama on ominaista monille
gramnegatiivisille bakteereille. Transformaatiossa taas bakteeri ottaa sisadnsa
ymparistdssa vapaana olevaa perimdainesta. Edellytyksena on, etta perima on riittdvan
pienind molekyyleina ja bakteeri on transformoituva eli kompetentti. Tallaisia lajeja on
seka grampositiivisissa ettd -negatiivisissa bakteereissa, mutta ei enterobakteereissa.
Transduktiossa perimaa siirtyy bakteerista toiseen bakteriofagien eli bakteereita
infektoivien virusten valityksella, kun bakteeria infektoivaan bakteriofagiin on
vahingossa pakkautunut ensimmaiseksi infektoidun bakteerin perimaainesta.



Transduktio on ominaista useille bakteerilajeille, kuten Escherichialle ja Salmonellalle.
(Skurnik 2010: 41-55; Madigan 2009: 297-300.)

2.5 Antibioottiherkkyysmaaritys

Antibioottiherkkyysmaarityksilla pyritédn selvittdmaan, kuinka hyvin bakteeri kasvaa
missakin antibioottipitoisuuksissa /n wvitro eli eristettyna laboratorio-olosuhteissa.
Herkkyysmadritykset eivat suoraan kerro antibiootin tehoa /in vivo eli elavassa
organismissa kuten potilaassa. (Mannistdé — Tuominen 2007a.)

Yleisin madritysmenetelma on agardiffuusiomenetelmd, jossa tunnetun madran
antibioottia sisaltavistd imupaperikiekoista imeytyy |ddketta inkuboinnin aikana
tasaisesti agariin. Standardin mukaisesti menetelmdssa levitetddn gramnegatiivisille
sauvabakteereille 0,5 McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio tasaisesti yleensa
dreijaamalla agarille, jolle antibioottikiekot asetetaan. Tall6in on tdrkead, etta
muodostuu jatkuva ja tarpeeksi ohut bakteerikerros, jossa pesdkkeet ovat kiinni

toisissaan ja herkkyysalueiden reunat ovat tasaiset. (Nissinen 2009.)

Agardiffuusiomaaritys jakaa bakteerit antibiootin suhteen herkiksi (S, susceptible) tai
resistenteiksi (R, resistent). Ndiden valiin jaa yleensa korkeintaan 5 mm alue, jolla
herkkyys voi olla lievasti heikentynyt (I, intermediate), jonka tarkoitus on pienentaa
menetelman virhelahteita ja vahentda vaaria S/R-tulkintoja. (Nissinen 2009.)

Etestilld (Epsilon-test) saadaan samalla periaatteella maaritettya helposti bakteerin MIC
(minimal inhibitory ~ concentration, pienin organismin kasvua  estdva
bakteerilaakepitoisuus) kyseista antibioottia kohtaan. Siina testiliuskan ymparille
diffuntoituu liuskan asteikkoa vastaava pitoisuusgradientti ja MIC-arvo saadaan luettua
asteikolta. (Nissinen 2009.)

2.6 Antibioottiresistenssin hallinta

Tarkein keino resistenssien kehittymisen ja laajenemisen estéamiseen on vahentda
valintapainetta eli pyrkia tehokkaaseen ja jarkevaan antibioottien kayttéon. Uusien
antibioottien kehittymiseen ei ole voitu 80-luvulta lahtien nojata (Huovinen — Hakanen



2011). Antibioottihoidon epatavoitteenmukainen liikakdyttd on suurin  syy
resistenssigeenien yleistymiseen. Esimerkiksi Neisseria gonorrhoeae -bakteerien
penisilliiniresistenssi  80-luvulta alkaen johtui penisilliinin  kaytdstéa ensisijaisena
antibioottina. (Madigan ym. 2009: 802—-806.)

Antibioottihoito tulee tehda mikrobin, herkkyysmaarityksen ja tuoreimpien suositusten
mukaan. Kontaminaatiota tai kolonisaatiota ei pida hoitaa, vaan naytteenoton on oltava
laadukas. Antibioottina tulisi suosia mahdollisimman kapeakirjoista tehoavaa
antibioottia, jonka vaikutusta on seurattava. Turha antibioottihoito tulee keskeyttaa
(esimerkiksi virusinfektion kohdalla). Resistentin bakteerin aiheuttaman infektion
sattuessa tartuntaldhde tulee voida eristaa. (Madigan ym. 2009: 790-791.)

Normaalitilanteessa ymparistdssa esiintyvien resistenttien kantojen on havaittu
havidvan kasvu- ja elinkyvyssaan herkille kannoille melko pian antibioottien poistuttua
niiden ymparistdstd. Taman on ajateltu johtuvan siitd, ettd resistenssin hankkiminen
kayttda solun resursseja. (Purcell 2011.) Antarktiksella tehdyssa tutkimuksessa on
kuitenkin havaittu tutkimusasemien ymparistdssa ESBL E. coli -kantoja, jotka ovat
sailyttdneet resistenssigeeninsa ympadristossa pitkdan niitd erittdvan ihmislahteen
poistuttua (MacKenzie 2012).

3 ESBL-entsyymien aiheuttama antibioottiresistenssi

ESBL (extended-spectrum-B-lactamases) -entsyymien tuotto antaa Enterobacteriaceae-
heimon patogeeneille resistenssin  kaikkia penisillinejd, kolmannen polven
kefalosporiineja ja monobaktaameja kohtaan. Maaritelman mukaan entsyymit estyvat
B-laktamaasi-inhibiittoreilla, kuten klavulaanihapolla. Eri ESBL-entsyymeja tunnetaan yli
20:sta eri geeniperheestda yhteensa useita satoja (Lahey Clinic. 2012). Kaytan
opinndytetydssani ESBL-entsyymeistéa myds suomenkielistd termid laajakirjoiset B-

laktamaasit.

Nimedn entsyymeja tuottavat bakteerit Livermoren (2008) artikkelin ohjeistuksen
mukaisesti sen mukaan, mita entsyymida ne tuottavat. Esimerkiksi TEM ESBL E£. coli

tarkoittaa TEM-tyypin ESBL-entsyymia tuottavaa Escherichia coli -kantaa. Sen sijaan



esimerkiksi  merkinndlla  blacrym1  viittaan  CTX-M-1-ryhman  ESBL-entsyymia
koodittavaan geeniin, jossa bla tarkoittaa [-laktamaasigeenid. ESBL-entsyymia
tuottavista kannoista kaytan termia ESBL-kannat.

3.1 Enterobacteriaceae-heimo

Enterobacteriaceae-heimoon kuuluu homogeeninen ryhma fakultatiivisesti anaerobeja
gramnegatiivisia itiottdmia sauvabakteereita. Ne ovat kaikki laboratoriotesteissa
oksidaasinegatiivisia ja fermentoivat erilaisia sokereita. Enterobakteerien perinteinen
lajinmaaritys perustuu suurelta osin sokerien fermentaatioon erilaisiksi lopputuotteiksi,
joita voidaan havainnoida esimerkiksi sokerisarjassa erilaisilla biokemiallisilla
varireaktioilla.  Enterobacteriaceae-heimon  bakteerit ovat ravintovaatimuksiltaan
vaatimattomia, joten ne kasvavat useimmilla laboratorioissa viljelyyn kaytetyilld
agarmaljoilla. Niiden joukossa on useita patogeeneja. Heimoon kuuluvia sukuja ovat
muun muassa Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Serratia, Salmonella ja
Proteus. (Madigan ym. 2009: 419-420.)

Escherichia coli on heimon parhaiten tunnettu laji, jota kdytetddn gramnegatiivisten
bakteerien malliorganismina. Opinndytteeni tutkii lahinna ESBL £. coli -kantoja. E. coli
kuuluu ihmisen suoliston normaaliflooraan, jossa silld on tarkea rooli K-vitamiinin
syntetisoinnissa. (Madigan ym. 2009: 419-420.) E£. coli aiheuttaa opportunistisena
patogeenina yleisimmin virtsatieinfektioita, jolloin tartunta on yleensa perdisin oman
suoliston normaalifloorasta. £. coli -lajiin kuuluu joukko taudinaiheuttamiskyvyltdan
erilaisia kantoja. Tunnettuja suolistoinfektioiden aiheuttajia ovat muun muassa ETEC

(enterotoksigeeniset) ja EHEC (enterohemorragiset) -kannat. (Siitonen — Vaara 2010.)

E. coli voidaan tunnistaan muista enterobakteereista esimerkiksi kromogeenisella
agarmaljalla sen B-glukuronidaasientsyymin tuotosta. Kromogeenisella kasvualustalla
entsyymi vapauttaa agarista kromogeenisen varin, joka varjaa pesakkeen. Agariin
voidaan lisatd myOs antibiootteja, jolloin maljasta saadaan selektiivinen tietylle
antibiootille resistentteja bakteereita kohtaan. ESBL-kantojen kohdalla kaytetdadn
yleisesti kefpodoksiimia, joka estda sille herkkien mikrobien kasvun. Lisdksi pyritadn
poistamaan sille luontaisesti resistenttien ei-tutkittavien kantojen kasvu muilla

antibiooteilla, kuten vankomysiinilld ja sieniantibiootilla, jotta ndytteesta |6ydetadn



lahinnd haluttuja Enterobacteriaceae-heimon resistenttejd kantoja. (Paterson -
Bonomo 2005.) Kuviossa 1 on esitetty ESBL E. coli -bakteerin kasvu eraadlla

selektiivisella kromogeenisella maljalla.

Kuvio 1. ESBL E£. colin kasvu selektiiviselld kromogeeniselld viljelymaljalla malvanpunaisina
pesakkeina.

3.2 B-laktaamiantibiootit ja B-laktamaasit

B-laktaamiantibioottien vaikutus perustuu bakteerien soluseinan peptidoglygaanin
synteesin estoon. B-laktaamit muistuttavat rakenteeltaan peptidoglykaanisynteesissa
tarkeiden entsyymien (transpeptidaasien) substraatteja ja sitoutuessaan niihin estavat
soluseinan synteesin. Taman vuoksi transpeptidaaseja kutsutaan penisilliinida sitoviksi
proteiineiksi  (PBPs, penicillin  binding proteins). Transpeptidaasien ansiosta
petidoglykaaniketjut liittyvat ristikkdin yhteen muodostaen vahvan soluseinan. [-
laktaamien vaikutuksesta transpeptidaasien toiminta inhiboituu ja muodostuva
soluseina heikkenee. Antibiootti-PBP-kompleksi aktivoi autolysiineja, jotka hajottavat
soluseinda. Lopulta osmoottinen paine rikkoo solun. B-laktaamiantibiooteilla on hyvin
vahan haittavaikutuksia, silla niiden kohderakennetta (peptidoglykaania) ei ole
ollenkaan eukaryoottisoluissa. (Madigan ym. 2009: 794-796.)

Penisilliini on ensimmainen kayttdonotettu B-laktaamiantibiootti (otettu kayttéon 1942)
ja pian sen jalkeen kehitettiin sen johdoksina kefalosporiinit. B-laktamaasi-inhibiittori
klavulaanihappo keksittiin vasta 1977 ja monobaktaamit (kuten atstreonaami) 1981.
Kefalosporiineista kefalotiini on ensimmaisen polven kefalosporiini, kefuroksiimi toisen
polven ja kefotaksiimi, kefpodoksiimi ja keftatsidiimi kolmannen polven kefalosporiineja
eli ndisté niin sanotusti kehittyneimpid antibiootteja. Kefepiimi voidaan luokitella



neljannen polven kefalosporiiniksi. (Pharmaca Fennica. 2011.) Karbapeneemit ovat
laajakirjoisimpia B-laktaamiantibiootteja, joista kliinisesti tarkeimpida ovat ertapeneemi
ja doripeneemi (Mannistd — Tuominen 2007b; Kirveskari 2012).

Penisilliinin perusrakenne eristetaan edelleen Penicillium-suvun homeista, joista se on
alun perin |0ydetty, esimerkiksi P. chrysogenum -viljelmista, jota muokataan
synteettisesti. Sen syntetisoiminen kokonaan on viljelyd kallimpaa. Kefalosporiinien
perusrakenne taas saadaan eristettyd Cephalosporium acremonium -homeesta, joten

my0ds ne ovat puolisynteettisia antibiootteja. (Mannisté — Tuominen 2007b.)

Kuviossa 2 on esitetty B-laktaamiantibiootin perusrakenne, jota noudattelevat kaikki
(oksyimino)kefalosporiinit, kuten kefuroksiimi, kefotaksiimi, keftriaksoni ja keftatsidiimi.
B-laktaamirengas on antibiootin vaikuttava kohta, jota mikrobien tuottamat -
laktamaasientsyymit  hydrolysoivat. Laajakirjoiset [B-laktamaasit heikentavat -
laktaamirengasta suojaavaa oksyiminoryhmaa (C=N-OR), joka estaa
kapeakirjoisempien [B-laktamaasien [-laktaamirengasta hydrolysoivan vaikutuksen.
Penisilliineiltd tama ryhma puuttuu, joten ne ovat altiimpia B-laktamaaseille. (Livermore
2008.)

COOH

Kuvio 2. B-laktaamiantibiootin perusrakenne, jossa vaikuttava [-laktaamirengas merkittyna
oranssilla ja sitd suojaava C=N-OR -ryhma rajattuna kolmiolla. (Livermoren (2008)
artikkelin pohjalta.)

B-laktamaasit luokitellaan Amblerin luokituksen mukaan entsyymin aktiivisen kohdan
perusteella luokkiin A-D (Hall — Barlow 2005). Naiden substraattiprofiili eli aktiivisuus

eri B-laktaamiantibiootteja kohtaan vaihtelee. Suurin osa ESBL-entsyymeista kuuluu
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luokkaan A (kuten ryhmat TEM-1, SHV-1 ja CTX-M) ja entsyymin aktiivisessa kohdassa
on seriiniaminohappo. AmpC-tyyppiset B-laktamaasit ovat C-luokan B-laktamaaseja ja
D-luokkaan kuuluu OXA-tyypin entsyymeita (oksasillinaaseja), joilla on myos
aktiivisessa kohdassa seriini. Luokkaan B kuuluvat metallo-B-laktamaasit, joiden
aktiivisessa kohdassa on sinkkimolekyyli. Kaikki B-luokan entsyymit ja A-luokan KCP
ovat karbapenemaaseja. (FiRe. 2009b.) Myds osa muista A-luokan ja D-luokan
entsyymeista (kuten OXA-48) hydrolysoivat karbapeneemeja (Kirveskari 2012).

3.3 ESBL-entsyymit

ESBL-termilld voidaan kuvata monenlaisia laajakirjoisia B-laktaamaaseja. Kaytan
tyossani yleisesti kaytettyd maaritelmad, jonka mukaan ESBL:t ovat entsyymejd, jotka
hydrolysoivat penisillineja, kolmannen polven kefalosporiineja ja monobaktaameja,
mutteivat yleensd karbapeneemejd, ja jotka inhiboituvat B-laktamaasi-inhibiittorilla,

kuten klavulaanihapolla. (Paterson - Bonomo 2005.)

Madritelman mukaisesti ESBL:t ovat yleensa plamidivalitteisesti hankittuja entsyymeja,
jotka ovat usein mutatoituneet kapeakirjoisemmasta muodoistaan (SHV, TEM, OXA).
Tallaista kapeakirjoisempaa muotoa ei ole kuitenkaan havaittu olevan CTX-
M-geeniperheelld (kefotaksiimia hydrolysoiva B-laktamaasi, alun perin eristetty
Minchenissa), johon kuuluvat nykyisin yleisimmat ESBL-geenit. Lisdksi otan
maaritelmaan mukaan muitakin sen rajoja rikkovia entsyymeitda, kuten GES-ryhman
(Guiana extended spectrum), joka voi hydrolysoida myds hitaasti karbapeneemeja.
(Livermore 2008.)

Madritelmaan on esitetty yhdistettdvan omaksi ryhmdkseen my6s ESBL-
karbapenemaasit, johon kuuluisivat myds luokan B B-laktamaasit (metallo-p-
laktamaasit) (Lee — Bae — Lee 2012). Samassa artikkelissa esiteltiin myos suppeampi
maaritelma, johon kuuluisivat vain TEM- ja SHV-tyypeistéa kehittyneet variantit -
laktamaasit ja Klebsiella oxytogan kromosomaalinen K1-B-laktamaasi.

ESBL-termia kaytettiin ensimmaisen kerran 1987 kuvaamaan oksyiminokefalosporiineja
hydrolysoivia SHV- ja TEM-tyyppien entsyymeitd. Plasmidivalitteiset SHV- ja TEM-
geeniryhmien koodaamat B-laktamaasit olivat ensimmaisind havaittuja laajakirjoisia B-
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laktaamiantibiootteja hydrolysoivia entsyymeja. Termin madritelmaan lisattiin pian
myo6s laktamaasin estyminen klavulaanihapolla. Plasmidivalitteisten laajakirjoisten -
laktamaasien lisaksi siihen sisallytettiin K. oxytocan kromosomaalinen K1-B-laktamaasi.
(Livermore 2008.)

Oksyiminokefalosporiineja hydrolysoivat TEM- ja SHV-mutantit, joiden toiminta estyy
klavulaanihapolla, eivat kuitenkaan riittdneet ESBL:n maaritelmaksi, silld uusia samoja
antibiootteja hydrolysoivia ja klavulaanihapolla estyvia entsyymeita Idydettiin erilaisella
evolutiivisella taustalla. Naistd tarkeimpia ovat CTX-M-, PER- ja VEB-ryhmat. VEB-
geeniperhe on tarkea etenkin Kaukoidassa. (Livermore 2008.)

SHV-1-geenin (sulfhydryl variable) alkuperana pidetaan Klebsiella pneumoniae -
bakteerin kromosomaalista B-laktamaasia, mutta TEM-geenin varianttien tausta on
edelleen selvittamattd. CTX-M-geeniperheen entsyymit ovat alun perin perdisin
Kluyvera-suvun enterobakteerien kromosomaalisista geeneistd. (Lee — Bae — Lee
2012.)

3.4 Tunnistus antibioottikiekkoherkkyysmenetelmalla

ESBL-kantojen tunnistus perustuu suurelta osin antibioottiherkkyysmaarityksiin, jossa
tutkitaan kannan fenotyyppia eli ilmiasua. Klassiset ESBL-kannat tunnistetaan niiden
antibioottikiekkoherkkyysmaarityksessa muodostamasta niin sanotusta “p6llékuviosta”
(clavulanate effect, klavulaanihappoinhibitio), joka perustuu klavulaanihappoantibiootin
klassisia ESBL-entsyymeja inhiboivaan vaikutukseen. ESBL-bakteerin kasvu estyy
amoksisilliini-klavulaanihappokiekon (AMC) lahelld, vaikka se muuten onkin resistentti
keftatsidiimille (CAZ) ja kefotaksiimille (CTX). Kasvu estyy molempien kiekkojen
yhteisella vaikutusalueella, jossa klavulaanihappo inhiboi ESBL-entsyymin toiminnan.
IImi6 on esitetty kuviossa 3, jossa nakyy kaksi erilaista ESBL-substraattiprofiilia.

Molemmissa nakyy entsyymin inhibitio klavulaanihapon vaikutusalueella.
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Kuvio 3. Esimerkkeja ESBL-kannoille ominaisista “p6llokuvioista” AMC-antibioottikiekon
ympdrilld  antibioottiherkkyysmaarityksessa. Kantojen herkkyyksissa kolmannen
polven kefalosporiineille (kefotaksiimi, CTX ja keftatsidiimi, CAZ) ndkyy myds eroja.

Vaihteleva /n vivo -herkkyys on ongelmallista niiden ESBL-kantojen suhteen, jotka
nayttavat olevan in vitro herkkid joillekin B-laktaameille. Suomessa kaytettavan
EUCASTIin (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) ohjeen
mukaan ESBL-kannat tulee vastata herkkyyksien mukaan tietyin poikkeuksin, mutta
sairaalahygieenisesti merkittavina 16ydoksina (EUCAST. 2012). Esimerkiksi HUSLABissa
ESBL-kannat vastataan herkkyysmaarityksisté riippumatta resistentteina (tai
herkkyydeltaan alentuneina) kaikille penisilliineille, kefalosporiineille  ja
monobaktaameille, koska hoitotulokset ovat kirjallisuuden perusteella usein huonoja /n
vitro -herkkyydesta huolimatta (Kirveskari 2012).

EUCAST-standardiin ei kuulu ESBL-varmistustesteja ja taman vuoksi sen herkkyysrajat
ovat aiemmin kaytdssa olleita CLSI:n (Clinical Laboratory Standards Institute)
standardin rajoja matalammat. Suomessa kdytetaan edelleen CLSI:n suosittelemaa
kaksoiskiekkotestausta (tai kaksois-Etestid) varmistustestind epidemiologiseen
seurantaan ja kantojen levidmisen estamiseen. (Kirveskari 2012.) Kaksoiskiekkotestissa
ESBL-kantojen erotus perustuu siihen, ettd plasmidivalitteiset entsyymit inhiboituvat 3-
laktamaasi-inhibiittoreilla (klavulaanihapolla tai tatsobaktaamilla). Testilld saadaan
selville, mikali alentunut herkkyys kolmannen polven kefalosporiineille tai
atsreonaamille johtuu klassisista ESBL-entsyymeistd. Bakteerin herkkyys kefotaksiimi-
tai keftatsidiimi-klavulaanihappoyhdistelmille tulee olla standardin mukaan 5 mm

suurempi kuin ilman klavulaanihappoa, kuten kuviossa 4.
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Kuvio 4. Esimerkki ESBL-kannan herkkyyksista kefpodoksiimille (CPD), keftatsidiimille (CAZ) ja
kefotaksiimille (CTX) seka niiden klavulaanihappoyhdistelmille (CV).

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL. 2011.) mukaan antibioottiherkkyyksiin
perustuvat ESBL-testit soveltuvat E£. coli K. pneumoniae, K. oxytoca ja Proteus
mirabilis -kannoille ja my6s salmonellakannoille (Salmonella enterica -bakteerin
serotyypit), joilla tdman hetkisen tiedon perusteella ei ole kromosomaalista ampC-

geenia.

AmpC-tyyppinen B-laktamaasi ei inhiboidu klavulaanihapolla ja hydrolysoi myo6s
kefoksitiinia, muttei kefepiimia. Kromosomaalisena se ei aiheuta resistenssia, mutta voi
vapautua ja yliekspressoitua. Myos plasmidivalitteisena sen tuotanto on runsasta, mista
seuraa resistenssia. Inhiboitumattomien B-laktamaasien, kuten AmpC:n tuotto, voi
peittda klassisen entsyymin tuoton alleen yhdistelméakiekkotestissa. Enterobacter,
Citrobacter ja Serratia spp. -lajien kromosomaalinen ampC voi vapautua ja hoidon
edetessa alkaa aiheuttaa resistenssia. (FiRe. 2009c¢; Kirveskari 2012.)

3.5 Esiintyminen Suomessa ja muualla

Kolmannen sukupolven kefalosporiineille herkkyydeltaan alentuneet (I, intermediate)
tai resistentit (R, resistant) Escherichia coli ja Klebsiella pneumoniae -16ydokset on
kirjattu tartuntatautirekisteriin vasta vuodesta 2008. Naisté suurin osa tuottaa ESBL-

entsyymeja. (Hulkko ym. 2010.)
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EARSS:n (European Antimicrobial Resistance Surveillance System) tilastojen mukaan
kolmannen polven kefalosporiineille resistenttien kantojen osuus tutkituista £ coli -
kannoista on kaikissa Euroopan maissa monikertaistunut vuodesta 2001. Keski- ja
Etela-Euroopassa monissa maissa yli 10 % tutkituista £. coli kannoista on kyseisille
antibiooteille resistentti. (EARSS.) Ndissa maissa ESBL-kantoja esiintyy endeemisend,
kuten useimmissa Euroopan, Aasian ja Eteld-Amerikan maissa. Esimerkiksi
Yhdisvalloissa ESBL sen sijaan esiintyy satunnaisesti (sporadisena). (Cantén — Coque
2006.)

Yleisimmin maailmanlaajuisesti havaitut ESBL-entsyymit kuuluvat CTX-M-1-ryhmaan,
CTX-M-9-ryhma (etenkin CTX-M-14) on yleinen Eteld-Euroopassa ja CTX-M-2-ryhmaa

esiintyy esimerkiksi Etela-Amerikassa. (Canton — Coque 2006.)

Suomessa ESBL-I0yddsten osuus naytteista tutkituista kannoista kasvoi yli yhden
prosentin vasta vuonna 2004. Salmonelloissa ei ilmennyt yhtdan ESBL-tapausta vuonna
2000 ja vuonna 2009 ldhes prosentti salmonelloista tuotti ESBL-entsyymeja (Hulkko
ym. 2010). Uusia ESBL-I6ydoksia oli vuonna 2010 HUS:n alueella 912. Vuonna 2009
sama luku oli 769. Suurin osa ldydoksista oli virtsanaytteistd, yleisimmin yli 65-

vuotiailta ja naisilta. (Hulkko ym. 2011.)

Forsstenin (2010.) vaitdskirjaan viittaavan THL:n raportin mukaan E. coleilla etenkin
tyypin 1 CTX-M ja TEM-1 -B-laktamaasigeenien yhdistelmat ovat yleisia Suomessa. Vain
harvoilla £. coleilla ilmeni tutkimuksen mukaan SHV-geeneja. Sen sijaan K.
pneumoniaella SHV-tyyppeja oli noin 50 %:lla. Aiempaan verrattuna havaittiin
muutosta 1ahinnd K. pneumoniaen geenipoolissa CTX-M-ryhman suhteellisen maaran
kasvuna. (Hulkko ym. 2011.)

3.6 ESBL-infektioiden hoito

ESBL-kantojen aiheuttamien infektioiden hoitoon kadytetdan karbapeneemejd, joita
pidetéadn niin sanottuna viimeisena oljenkortena. ESBL-kannoilla esiintyy usein
resistenssia B-laktaamien lisaksi useille muille antibiooteille, kuten aminoglykosideille,
tetrasykliineille ja sulfonamideille. Resistenssi levidga osin samojen R-plasmidien avulla.
(Cantdén — Coque 2006.)
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ESBL-kantojen aiheuttamien infektioiden hoitoon voidaan kayttaa
antibioottiherkkyysmaaritysten mukaisesti tigesykliinida, aminoglykosideja (kuten
tobramysiini tai gentamisiini) tai sulfa-trimetopriimida. Hoitoon on kaytetty myds
fluorokinoloneja (kuten siprofloksasiini, levofloksasiini), mutta nditakin kohtaan esiintyy
usein resitenssia. Aiemman fluorokinolonihoidon on myds havaittu lisddvan riskia saada
ESBL-infektio.  Virtsatieinfektioiden = hoidossa  voidaan  kdyttdaa  esimerkiksi

nitrofurantoiinia tai fosfomysiinia. (Canton — Coque 2006.)

On ehdotettu, ettd esimerkiksi blacrx-m-9-geenin ollessa kyseessa voitaisiin kayttaa
hoitona jotakin B-laktaamiantibioottia, jolle kanta on herkka in vitro (Tarnberg ym.
2011; Winslow 2012). Molemmat viittaavat raportteihin tallaisista onnistuneista
hoidoista ja Winslow:n koosteen mukaan kuolleisuudessa ei ole merkittavasti eroa
hoidettaessa infektiota B-laktaami-B-laktamaasi-inhibiittori-yhdistelmalla tai
karbapeneemeilld. Tutkimusten tulokset ovat kuitenkin ristiriitaisia, eikd kdytanndssa
kaytetd [-laktaamiantibiootteja ESBL-infektioiden hoidossa. Henkea uhkaavissa
infektioissa ei edelld mainittujen tutkimustenkaan mukaan ole jarkevaa lahtea

kokeilemaan B-laktaami-B-laktamaasi-inhibiittori-yhdistelmaa.

Eradssa tutkimuksessa (Ripoll ym. 2011.) oli saatu CTX-M ESBL-kanta in wvitro
mutatoitumaan resistentiksi  B-laktamaasi-inhibiittoria kohtaan altistamalla sita
amoksisilliini-klavulaanihappoyhdistelmalle. Tutkimus antaa viitteita siitd, ettd ESBL-
kantojen altistaminen [-laktamaasi-inhibiittori-p-laktaamiyhdistelmadlle voi saada ne

kehittdmaan resistenssia inhibiittoria kohtaan, jolloin antibioottihoito epaonnistuu.

Suomessa tilanne on toistaiseksi hyva ja ESBL-infektioiden hoitoon |6ytyy yleensa
toimiva antibiootti. Suun kautta otettavista antibiooteista ei ole tosin aina I0ytynyt

sopivaa vaan on jouduttu turvautumaan suonensisaisiin antibiootteihin. (THL. 2011.)

4 Tyossa kaytetyt menetelmat

PCR (polymerase chain reaction) eli polymeraasiketjureaktio on yli 20 vuotta sitten

kehitetty molekyylibiologian menetelmad, jolla saadaan syklisesti monistettua spesifisten
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alukkeiden ja polymeraasientsyymin avulla haluttu geenisekvenssi (James 2010).
Menetelman avulla saadaan muutamassa tunnissa jopa miljardikertaistettua tutkitun
sekvenssin maara eristetysta DNA:sta (deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleiinihnappo)
(Madigan ym. 2009: 324-326). Opinndytetydssani kaytan perinteista PCR:3a
bakteerikantojen  resistenssigeenien  selvittdmiseen eli  niiden  genotyypin
kartoittamiseen tutkittujen geenien suhteen.

4.1 DNA:n eristys

PCR:n teko alkaa nukleiinihappojen eristykselld tutkittavasta ndytteestd. DNA voidaan
eristdd monella tavalla (silikageeli, kaupalliset eristyspaketit, automatisoidut
jarjestelmat, mekaaninen tai kemiallinen solujen hajotus). Menetelma valitaan halutun
nukleiinihapon (RNA, DNA) perusteella siten, etta tuote voidaan suoraan monistaa
PCR:lla. Menetelman on oltava nopea ja yksinkertainen ja vahentaa PCR:aa inhiboivien
tekijoiden vaikutusta (histonit, lipidit, surfaktantit, sappihapot, hemi- ja muut
proteiinit). Eristettyd DNA:ta tulee sdilyttda alle -20 °C:ssa hieman emaksisissa oloissa
(kuten TE-puskurissa), silléa hapan ymparistd voi hydrolysoida sita. (Carter — Halliday —
Sloots 2010.)

Viljeltyjen bakteerikantojen kohdalla kaytetdan yleensa yksinkertaisesti niin sanottua
keittdmista. Menetelmdssa bakteerimassaa siirrostetaan aseptisesti  yhdesta
pesakkeesta puskuriin (esimerkiksi TE, Tris-EDTA) ja suspensiota kuumennetaan
lampohauteessa 10-15 minuuttia 100 °C:ssa. Suspensio sentrifugoidaan, jolloin DNA
jaa supernatanttiin ja hajonneet bakteerisolut painuvat pohjalle. Gramnegatiivisilla
sauvabakteereilla yhden pesdkkeen oletetaan muodostuneen alkujaan vain yhdesta
jakautuneesta bakteerisolusta, joten suspensioon saadaan geneettisesti identtisia
bakteerisoluja. Menetelman etuna on helppouden lisaksi myds se, ettd se inaktivoi
patogeeneja. Keittdmalld saadun DNA:n puhtausaste ja maara vaihtelevat. (Carter ym.
2010.)

4.2 Polymeraasiketjureaktio

PCR-menetelmadssa tutkittavan geenisekvenssin monistamista kutsutaan

amplifikaatioksi. = Naytteestd  eristetty  kaksijuosteinen  DNA  denaturoidaan
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yksijuosteiseksi (alkudenaturaatio) ja komplementaariset alukkeet (forward ja reverse)
kiinnittyvat syntyneisiin juosteisiin rajaamaan monistettavaa aluetta (liittymis- eli
annealing-vaihe).  Alukkeiden  vadlinen  etdisyys  kohdegeenissa  maarittaa
monistustuotteen pituuden emaspareina (bp). DNA-polymeraasientsyymi alkaa
muodostaa reaktioseoksen sisadltamista deoksinukleotideista (dATP, dCTP, dGTP ja
dTTP) komplementaarista juostetta alukkeiden valiin jadvasta sekvenssista.
Polymeraasi etenee 3’ — 5’ -suuntaan (pidentymis- eli elongaatiovaihe). Eristetyn
DNA:n molemmat juosteet toimivat templaattina muodostuvalle DNA:lle. (Madigan ym.
2009: 324-326; Jeffery — Booth — Myint 1999: 17-21; Kirveskari 2012.)

Riittdvan inkuboinnin jalkeen muodostuneet DNA-kaksoisjuosteet jalleen denaturoidaan
(alkudenaturaatiota lyhyemman  ajan).  Alukkeet  kiinnittyvat  uudelleen
komplementaarisesti juosteisiin |ampdtilaa laskettaessa ja lampdtilaa nostettaessa
polymeraasientsyymi syntetisoi jdlleen uudet juosteet. Sykli toistetaan yleensa jopa
kymmenid kertoja, kunnes tuotetta on syntynyt riittédvasti tunnistusta varten.
Ihanneolosuhteissa templaatti-DNA:n maara kaksinkertaistuu jokaisella kerralla, silla
muodostunut DNA toimii templaattina seuraavissa sykleissa. Viimeisen syklin
inkubaatioaika voi tarvittaessa olla pidempi, jotta kaikki juosteet tdydentyvat loppuun
asti (loppuelongaatio). (Madigan ym. 2009: 324-326; Jeffery ym. 1999: 17-21.)

Kuviossa 5 on esitetty polymeraasiketjureaktion eteneminen kaavamaisesti.

Toistettavien vaiheiden vuoksi PCR-ohjelmien automatisointi on helppoa. Ketjureaktio
tapahtuu PCR-monistuslaitteessa (thermocycler) pienissa putkissa, joiden lampétilaa
laite saataa Peltier-elementin avulla sahkoisesti. PCR-laitteeseen on mahdollista saataa

inkubointiaikoja kussakin lampétilassa. (Madigan ym. 2009: 324-326.)

Ketjureaktio saadaan aikaan lampétilaoloja muuttamalla, joten polymeraasientsyymin
tulee kestda DNA:n denaturaatioon tarvittavia lampétiloja (jopa 95 °C). Taman vuoksi
yleisesti kdytetdadan Thermophilus aguaticus -bakteerista eristettya hyvin lampdstabiilia
DNA-polymeraasia (7ag-polymeraasi), joka kestaa kaytetyt lampdtilat. Entsyymin
toiminnalle optimaalinen lIampdtila on 72 °C. (Jeffery ym. 1999: 17-21.) Tag-entsyymi
tuotetaan nykyisin £. coli -bakteereissa, joihin entsyymia koodaava geeni on kloonattu
(Madigan ym. 2009: 324-326).
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Kuvio 5. Polymeraasiketjureaktiosyklin yksinkertaistettu periaate: Templaatti-DNA (oranssi)
denaturoidaan yksijuosteiseksi (1), jota seuraavan sitoutumisvaiheen aikana alukkeet
(punainen ja ruskea) kiinnittyvat siihen spesifisesti (2). Pidennysvaiheen aikana
polymeraasientsyymi (vaaleanpunainen ympyrd) alkaa muodostaa komplementaarista
vastinjuostetta nuolen suuntaan, jolloin syntyva juoste on kuvattu keltaisella (3).
Seuraavan denaturaatiovaiheen aikana juosteet vapautuvat yksijuosteisiksi (4) ja sykli
alkaa kohdasta 2. Myo6s juuri muodostuneet juosteet toimivat templaattina uusille
juosteille. (Madiganin ym. (2009: 342.) ja Jeffery ym. (1999: 19.) mukaan.)

Alukkeiden epaspesifinen sitoutuminen on epatodenndkbisempada riittavan korkeissa
lampdtiloissa, jolloin tuotteena saadaan puhtaampaa DNA:ta. Korkea lampétila auttaa
myds pitamadan templaatin  yksijuosteisena.  Alukkeita tulee olla ainakin
kymmenkertainen ylimaara suhteessa templaatti-DNA:n madraan, jotta juosteet
kiinnittyvat todenndkéisemmin niihin kuin toisiinsa viilennettdessa. (Madigan ym. 2009:
324-326.)
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4.3 Agaroosigeelielektroforeesi

PCR:lld  monistetut geenituotteet erotellaan ja detektoidaan perinteisesti
geelielektroforeesilla. Elektroforeesi perustuu negatiivisesti varautuneen DNA:n
kulkeutumiseen sahkdvirrassa kohti positiivista varausta. Kulkeutumisnopeus riippuu
monistustuotteen koosta ja varauksesta siten, ettd suuremmat ja vahemman

varautuneet kappaleet kulkevat kentassa hitaammin. (Madigan 2009: 315.)

Geelielektroforeesissa monistustuotteet kulkeutuvat huokoisessa agaroosigeelissa,
jonka tiheys eli agaroosin maara valitaan eroteltavien monistustuotteiden koon
mukaan. Mitéa tiheampi geeli sité hitaammin monistustuotteet liikkuvat ja sita
pienempia monistustuotteita voidaan erotella. DNA havaitaan agariin lisatyn
fluorokromin avulla. Esimerkiksi etidiumbromidi sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han ja
fluoresoi UV-valossa. Geelisté otetaan kuva UV-valossa tulosten tulkintaa varten.
(Lewis 2001.)

Naytteet pipetoidaan geelilld olevaan kuoppariviin eli kaivoihin sekoitettuna
latauspuskuriin (/oading buffer), jonka sisaltdman glyserolin ansiosta ndyte painuu
kaivon pohjalle. Latauspuskurissa on myds variainetta, joka kulkeutuu virran ollessa
paalld DNA:n kanssa samaan suuntaan. Variaine helpottaa pipetointia ja visualisoi
naytteen kulun geelillda elektroforeesin aikana. Geelille pipetoidaan naytteiden ja
kontrollien lisdksi molekyylipainomarkkeria. Markkerin sisaltémien molekyylien koot

tunnetaan ja niihin voidaan verrata tutkittavia monistustuotteita. (Lewis 2001.)

4.4 Multiplex PCR

Multiplex PCR menetelma on esitelty vuonna 1988 (Chamberlain ym.), jolloin sen
kayttdkohteena oli sikiddiagnostiikassa useiden mutaatioiden yhtdaikainen tutkiminen
rajoitetusta ndytemadrastd. Multiplex PCR:n avulla voidaan samasta naytteesta
monistaa jopa kymmenia tutkittavia geenisekvensseja yhtdaikaisesti samassa
reaktioputkessa kayttamalla useita eri alukkeita (Stanford Office of Technology
Licensing 2008). Monistustuotteet on suunniteltava eripituisiksi, jotta ne voidaan
erotella geeliagaroosielektroforeesilla (DNA Software). Monistustuotteet voidaan myds
sekvensoida, jos niiden koot ovat lahella toisiaan. (Jeffery ym. 1999: 17-21.)
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Sopivien alukkeiden suunnittelu on vaativaa, silla ne eivat saa hybridisoitua keskenaan
tai vaariin kohtiin templaatti-DNA:ssa (DNA Software). Mitd enemman alukkeita
samassa reaktiossa kadytetdan, sitd todenndkdisemmin seuraa epaspesifista
monistumista. Toisaalta multiplexin kayttd vahentda reagenssien ja ndytteen kulutusta,
silld useita geeneja voidaan tutkia samasta madrasta DNA:ta. (Stanford Office of
Technology Licensing 2008.)

4.5 Kontaminaatio PCR:n virhelahteena

PCR-tydn tekemisessa on tarkeda valttda kontaminaatioita ndytteeseen
kuulumattomalla DNA:lla kaikissa vaiheissa ennen DNA:n monistusta, silld pienikin
madra vierasta DNA:ta voi monistua PCR:n aikana ja tuottaa virheellisen tuloksen
(James 2010). Kontaminaatioilta valtytéaan kayttamalla suojavaatetusta. Reagenssit
pipetoidaan erillisessa puhdashuoneessa, jolloin suojavaatetuksen tarkoituksena on,
ettd mahdollisimmat vahan DNA:ta pdaasisi tilaan ja reagenssit pysyisivat puhtaina.
Templaattihuoneessa, jossa eristetty DNA lisataan reaktioseokseen, pyritdan
suojavaatetuksella estamadan ympadristostd tulevien kontaminaatioiden padsy
reaktioseoksiin. Huolellisella pipetoinnilla varmistetaan, etta eristetty DNA paatyy

oikeaan putkeen.

Suojavaatetuksen kaytolld PCR-monistuksen jdlkeen (detektiovaiheessa) pyritéan
valttdamaan moninkertaiseksi monistetun DNA:n kulkeutuminen muihin tiloihin ja myds
suojaudutaan elektroforeesissa kaytetyiltd kemikaaleilta. Etidiumbromidi on terveydelle
haitallista nieltynd, erittdin myrkyllisté hengitettyna ja arsyttaa silmia, hengityselimia ja
ihoa. Se aiheuttaa my®s pysyvien vaurioiden vaaran, joten suojavaatetusta ja
-kasineita on kdytettava sita kasiteltdessa. (Kayttéturvallisuustiedote. 2011.)
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5 Tutkimusasetelma

5.1 Tyé6ta ohjaavat kysymykset

Opinndytetyoni tarkoituksena on kartoittaa ESBL-kannoilla esiintyvia laajakirjoisia B-
laktamaasigeeneja ja saada yleiskuva siita, millaisia geeneja ja geeniyhdistelmia HUS:n
alueella ESBL-kannoissa ilmenee tutkittuna ajanjaksona. Osalla kaytetyista alukkeista
on mahdollista havaita myds kapeakirjoisempia [p-laktamaaseja tai hitaita
karbapenemaaseja koodaavia geeneja. Kdytetty menetelma kattaa tunnetuimmat
ESBL-geenit.

Aineistona kaytan ESBLVi-tutkimuspyynnolla HUSLAB:n bakteriologian laboratorioon
tiettyna ajanjaksona tulleista ndytteista eristettyja ESBL-kantoja. Kannat tunnistetaan
viljelydiagnostiikalla, jossa naytteet viljelladn kromogeenisille selektiivisille maljoille ja
kantojen antibioottiherkkyydet maadritetddn antibioottikiekkoherkkyysmenetelmalla.
(HUSLAB-tutkimusohjekirja. 2012.) Tyodssani selvitan, millaisia genotyyppeja
rutiinidiagnostiikan menetelmilld [6ytyvilla ESBL-kannoilla on. Tarkastelen ty®ssani
genotyyppien jakaumaa naiden nadytteiden osalta ja vertailen saatuja tuloksia muissa

tutkimuksissa havaittuihin jakaumiin.

Saan kayttéoni kantojen antibioottiherkkyydet estorenkaan halkaisijoina. Vertailen
tydssani eri genotyyppien eroja antibioottiherkkyyksissa. Esittelen muissa tutkimuksissa
havaittuja eroja ja pyrin oman aineistoni pohjalta tekemaan havaintoja genotyypin ja

havaitun antibioottiherkkyyden, fenotyypin, valisesta korrelaatiosta.

Opinnaytteeni pyrkii vastaamaan seuraaviin kysymyksiin:

I.  Millaisia genotyyppeja rutiinidiagnostiikalla tunnistetuilla ESBL-kannoilla esiintyy
tutkimusajankohtana?

II.  Milld tavalla genotyyppien jakauma vastaa muissa tutkimuksissa havaittuja
jakaumia?

III.  Havaitaanko genotyypin ja bakteerin antibioottiherkkyyden valilla yhteyksia?
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5.2 Projektin muut tavoitteet

Tein opinndytetydni osana laboratorion omaa projektia, jonka yhtena tavoitteena on
kehittda reaaliaikainen CTX-M-ryhmien geenit tunnistava multiplex PCR -menetelmd,
jota voidaan mahdollisesti tehda myds suoraan naytteesta. Opinndytetyoni tulokset
toimivat kehittelyssa referenssimateriaalina, silla eri menetelmilld samasta aineistosta
saatuja tuloksia voidaan verrata toisiinsa. Projektissa pyritdéan arvioimaan myds
nestemadisen rikasteputken tuomaa hydtya Vviljelymenetelmdn osana verrattuna
laboratorion  kdyttdmdan menetelmaan. Osallistun projektin  ndihin  osioihin
esikasittelemalld yhteisia naytteita ja viljelemalld rikasteputket. Opinndytetyoni tuloksia

voidaan hyddyntada myds epidemiatilanteissa kantojen klonaalisuuden selvittelyssa.

5.3 Aikaisemmat tutkimukset

ESBL multiplex PCR:n esitelleen artikkelin (Dallenne ym. 2010) perusteella tuloksena
on odotettavissa myds kantoja, joilla on yhtd aikaa useampi ESBL-geeni. Naissa
tapauksissa bakteerilla oli artikkelin tutkimuksessa yleensa jokin perinteinen ESBL-
geeni, kuten SHV tai CTX-M-1, ja jokin plasmidivdlitteinen ampC, kuten DHA-1.
Toisinaan kannalla saattoi olla jopa kolme ESBL-geenia. Yleisimmat artikkelissa I0ydetyt
geenit kuuluivat CTX-M-1-ryhmaan (ndista esiintyi etenkin blacrx-m-15-geenia). Muut
havaitut ESBL-geenit kuuluivat ryhmiin CTX-M-9, TEM, SHV ja harvinaisimpana VEB.
Yleisin AmpC B-laktamaasi oli DHA-1.

Artikkelin  tutkimus oli tehty Ranskassa, joten tulokset eivdt ole suoraan
rinnastettavissa, vaikka tutkittujen ndytteiden maardt ovat samassa mittaluokassa.
Maana Ranska kuuluu korkeamman ESBL-esiintyvyyden alueelle, jolla ESBL-kantojen
osuus on yli 5 % (EARSS.), mika voi nakya myds geenien jakautumisessa.

Tuoreen vaitoskirjan (Forssten 2010: 48.) osatutkimuksessa tutkittiin Helsingin alueella
laboratoriossa ESBL-kannoiksi tunnistettuja kantoja vuosina 2000-2004. Tutkimuksessa
jokin CTX-M B-laktamaasi oli 94,3 %:lla £. coleja (n=33) ja TEM-CTX-M-yhdistelma
69,7 %:lla (n=23). Forsstenin tutkimuksessa CTX-M-kannat jakautuivat siten, etta CTX-
M ESBL E. coleista ryhmaan 1 kuului 84,8 % (n=28) ja ryhmaan 9 9,1 % (n=3), kun
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yhdella kannalla oli molemmat geenit ja maarittelemattémia CTX-M-ryhman geeneja oli
9,1 %:lla (n=3).

Antibioottiherkkyysmaaritysten tuloksien vertailua genotyyppiin on myés tutkittu, mutta
tulokset ovat ristiriitaisia. Esimerkiksi Tarnberg ym. (2011) ovat tutkineet laajasti B-
laktaamiantibioottien tehokkuutta /7 vitro CTX-M ESBL E. coli -kantoihin (n=198).
Tutkimuksen perusteella CTX-M-ryhman 9 kannat olivat herkempia -
laktaamiantibiooteille kuin CTX-M-ryhman 1 kannat. Yli 90 % ryhman 9 kannoista oli
herkkia keftatsidiimille, amoksisilliini-klavulaanihappoyhdistelmaélle ja piperasilliini-
tatsobaktaamiyhdistelmalle.

Erddssa Kiinassa tehdyssa tutkimuksessa (Wang ym. 2011.) CTX-M-kantojen havaittiin
hydrolysoivan yleensa paremmin kefotaksiimia ja keftriaksonia ja huonommin
keftatsidiimia. Australialaisessa tutkimuksessa (Ellem — Patridge — Iredell 2011.)
havaittiin, ettd genotyypista voidaan paatella paljon kannan fenotyypista. Myds tassa
havaittiin ryhman 9 CTX-M-kannat herkemmaksi. Ne eivat juurikaan hydrolysoineet
keftatsidiimia ja olivat myds tobramysiinin suhteen herkempida (57 % herkkia, n=>54).
CTX-M-1-ryhman kannat olivat resistentteja keftatsidiimille ja vain 24,9 % (n=62) oli
herkkia tobramysiinille.

6 Tyon suoritus

Kantojen ESBL-geenit tunnistettiin multiplex PCR:lld mukaillen Dallennen ym. (2010)
artikkelissa kuvailemaa menetelmaa. Kaytetyilla multiplex PCR-alukkeilla voitiin
tunnistaa yleisimpien laajakirjoisten ja kapeakirjoisempien [B-laktamaasien seka
joidenkin karbapenemaasien geenit. Jokaisesta ndytteesta geenit tutkittiin viidelld PCR-
reaktiolla, kayttden neljaa multiplex-alukepariseosta ja yhtd simplex-alukeparia.
Geenien monistus tehtiin kayttden perinteista PCR:aa ja monistustuotteiden detektointi

kayttden agaroosigeelielektroforeesia.
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6.1 Aineiston keruu

Tutkittavat kannat kerattiin viikkojen 45-47 aikana ESBLVi-tutkimuspyynndlla
HUSLABIn bakteriologian laboratorioon tulleista ndytteista. Kaikki herkkyysmaaritysten
perusteella ESBL-entsyymin tuottajiksi tai kolmannen polven kefalosporiineille
resistenteiksi tunnistetut kannat otettiin analysoitaviksi kuitenkin siten, ettd saman
potilaan samana padivana otetuista ndytteista otettiin huomioon vain yksi. Kolmen
viikon aikana naytteitd kertyi yhteensda noin 360, joista I0ytyi kaikkiaan 38 ESBL-
kantaa.

Kannat tunnistettin  ESBL-kannoiksi EUCAST-standardin mukaan sovelletulla
antibioottikiekkoherkkyysmenetelmalla ja tarvittaessa kaksoiskiekkotestauksella.
Kantojen lajinmaaritys perustui £. coli -kantojen osalta HUSLABin omiin sokerisarjoihin,

muut kannat tunnistettiin joko VITEK2-laitteen GN-kortilla tai tarvittaessa API-testeilla.

6.2 PCR:n teko

Kannoista tehtiin suspensio yhdesta pesdkkeestéa 100ul:aan TE-puskuria, jota
kuumennettiin 15 minuuttia lampdhauteella (100 °C). Suspensio sentrifugoitiin 13 000
rpm kahden minuutin ajan, jonka jdlkeen 50 pl supernatanttia pipetoitiin uuteen
putkeen. Pipetointeja varten taytin pipetointikaavion, jonka avulla reagenssien maarat
laskettiin ja naytteiden jarjestys sailyi myds tydn myodhemmissa vaiheissa, vaikka
putkiin ei enda voitukaan merkitd naytenumeroita. Kayttdmani pipetointikaavion pohja

on esitelty liitteessa 2.

PCR-reaktioseokset pipetoitiin puhdashuoneessa pipetointikaavioon laskettujen maarien
mukaisesti ja jaettiin reaktioputkiin (24 pl/putki). PCR:ssa kaytettiin Qiagenin 2x
Quantitect® Multiplex PCR NoROX Mastermixia, joka sisaltaa
polymeraasiketjureaktiossa tarvittavat deoksinukleotidit (dNTP), polymeraasientsyymin
(HotStarTag DNA Polymerase) ja muut reaktiossa tarvittavat aineet (puskurin ja
Mg?*-kationit). (Qiagen. 2011.)

Templaatti-DNA:ta (naytteistd eristettyja kantoja ja kontrollikantoja) lisattiin
reaktioputkiin 1pl templaattihuoneessa pipetointikaavion mukaisesti. Templaatti-



25

reaktioseos-putket siirrettiin monistuslaitteeseen (Tetrad 2 tai MJ Research PTL-200,
Peltier thermal cycler), jossa DNA:n monistuminen tapahtuu ohjelmoidusti (2h 15 min).
Kaytetty PCR-ohjelma on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Multiplex PCR-monistusohjelma.

Vaihe Lampdtila (°C) | Aika

1. Alkudenaturaatio 95 14 min

2. Denaturaatio 94 1 min

3. Annealing 60 15s

4. Elongaatio 72 1min 25s

5. 29 syklia vaiheita 2—4

6. Loppuelongaatio 72 7 min
Kokonaiskesto 2 h 15 min

Monistustuotteet eroteltiin tehdasvalmiissa 12+1-kaivoisissa Lonza FlashGel™ DNA
Cassette (2,2 %) -agaroosigeelissa ja detektoitiin geelin sisdltaman variaineen avulla
(etidiumbromidi). Kaytetty geeli erottelee 10 bp — 1 kbp -kokoisia monistustuotteita
(Lonza. 2011b). Geelistd otettiin kuva UV-valossa ja tulokset analysoitiin kuvasta.
Ennen pipetointia geelille 4 pl monistustuotetta sekoitettiin 1 pl:aan latauspuskuria
(FlashGel ™ Loading Dye). Monistustuote-latauspuskuri-seosta pipetoitiin kuhunkin
kaivoon 2 pl. Geelin ensimmdiseen kaivoon pipetoitin 1 pl tunnettua
molekyylipainomarkkeria (FlashGel™ DNA Marker, 50-1500 bp). Elektroforeesin
asetukset nakyvat pipetointikaavion lopussa (liite 2).

6.3 Kaytetyt multiplex PCR-alukkeet ja kontrollit

Kaytin tydssani neljad multiplex PCR-reaktiota ja yhta simplex-alukeparia eli yhteensa
15 eri alukeparia. Niiden avulla voitiin tunnistaa yhdesta ndytteesta viidella reaktiolla
yhteensa 74 eri geenid. Esimerkiksi CIT-alukkeilla saadaan monistettua LAT, BIL ja
CMY -geeniperheiden geeneja. Taulukossa 2 on kuvattu kaikki kdytetyt alukkeet, niiden
tunnistamat geenit geeniperheittdin ja niilld saatavien monistustuotteiden koot.
Kaytettyjen alukkeiden tarkat sekvenssit [6ytyvat liitteesta 3.
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Tybssani genotyypit kartoitettiin geeniryhmien tasolle, vaikka joillakin alukkeilla oli

mahdollista tunnistaa tutkittu geeni yksittdisen geenin tasolle. Esimerkiksi TSO-S-

alukkeilla monistuu ainoastaan b/asuy-1-geeni. Sen sijaan CTX-M-1-ryhman alukkeet

monistavat  bHlacrym-1,

monistustuotteesta ei voitu suoraan tietda kannalla todella ollutta geenia.

blacrx-ws ja  blacrxw-1s -geeneja, joten niilld saatavasta

Taulukko 2.  Tydssa kdytetyt PCR-reaktiot (multiplexit) ja niilla monistuvien tuotteiden koot
(Dallenne ym. 2010).

Alukkeet Monistuvat geenit Koko (bp)
Multiplex 1 TSO-T TEM-1/2 800
TSO-S SHV-1 713
TSO-O OXA-1/4/30 564
Multiplex 2 CTXMGp1 CTX-M-1/3/15 688
CTXMGp2 CTX-M-2 404
CTXMGp9 CTX-M-9/14 561
Simplex CTXMGp 8/25 | CTX-M-8/25/26/39...41 326
Multiplex 3 ACC ACC-1/2 346
FOX FOX-1...5 162
MOX MOX-1/2, CMY-1, CMY-8...11, CMY-19 895
DHA DHA-1/2 997
CIT LAT-1...3, BIL-1, CMY-2...7, CMY-12...18, CMY-21...23 | 538
EBC ACT-1, MIR-1 683
Multiplex 4 GES GES-1...9/11 399
PER OXA-48 281
VEB VEB-1...6 648

Kuviossa 6 on esitetty erds kaytetyllda multiplex PCR

viivajakaumakuvio. Naytteille saadaan tulokset vertailemalla niista

-menetelmalld saatu

saatuja

monistustuotteita kontrollikantojen tuloksiin. Kaytéssa oli kontrollit seuraaville
alukkeille: TEM, SHV, OXA-1, CTX-M-ryhmét 1, 9, 2 ja 8, DHA, CIT, GES, VEB ja PER.
Taulukossa 3 on esitetty kaytetyt kontrollikannat.

Taulukko 3.  Tydssa kaytetyt kontrollikannat.
Bakteeri B-laktamaasigeenit
K. pneumoniae TEM, SHV, OXA-1, CTX-M-1 -ryhma
E. coli CTX-M-9 -ryhma
K. pneumoniae CTX-M-2 -ryhma
K. pneumoniae CTX-M-8 -ryhma
E. coli DHA, CIT
K. pneumoniae GES
P. aeruginosa VEB
Acinetobacter baumannii PER
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Koska kaikille alukkeilla monistuville sekvensseille ei ole kontrollia, jouduttiin muissa
kohdissa  ndkyvien = monistustuotteiden  kokoja  vertaamaan  odotettuihin
monistustuotteiden kokoihin molekyylipainomarkkerin avulla. Molekyylipainomarkkeri
(FlashGel™ DNA Marker) siséltda kahdeksan erikokoista molekyylid, joiden koot olivat
50, 100, 150, 200, 300, 500, 800 ja 1500 bp (Lonza. 2011a).

multiplex 1 multiplex 2
1 2.3 45 6 7 8 9 1 .23 3, 4si6: 7 '8 91011

1500 1500
800 800
500 500
300 300
200 200
150 150
100 100

23-Now-2011 13:19:44 Low=0 High=4095 Gamma=10 Expo:

23-Now-2011 132108 Low=0 Hgh=4095 Gamma=1 0 Exposure = 1.12

Kuvio 6. Esimerkki multiplex-PCR geelielektroforeesin geelikuvasta. Multiplex 1: naytteet 3, 4 ja
8 OXA-positiivisia £. coli -kantoja, ndytteet 7 ja 9 TEM-positiivisia £. coli —kantoja.
Multiplex 2: naytteet 6, 7 ja 10 CTX-M-1-positiivisia £. coli -kantoja ja naytteet 9 ja 11
CTX-M-9-positiivisia E. coli -kantoja. Positiiviset kontrollit 1 (MP1) ja 1-3 (MP2).
Negatiivinen vesikontrolli kohdissa 2 (MP1) ja 4 (MP2). Vasemmanpuolimmaisina
molemmissa geeleissa nahdaan DNA-molekyylipainomarkkeri, koot emaspareja (bp).

Vesi- eli nollakontrollilla kontrolloidaan reagenssien ja tydprosessin puhtautta. PCR-
reaktion aikana siind ei tule monistua mitddn DNA:ta. Positiivisia kontrollikantoja
kasiteltiin ndytteiden tavoin ja niiden avulla saadaan varmistettua koko PCR:n ja
alukkeiden toimivuus. Positiiviset kontrollikannat pipetoitiin  aina  viimeisena
reaktioputkiin, jotta valtyttiin vaarilta positiivisilta tuloksilta tutkittavissa naytteissa.
ESBL multiplex -menetelman alukkeet ovat hyvin spesifisid, joten se ei ole muuten

herkkd ymparistén kontaminaatioille.

6.4 Tulosten tulkinta ja kasittely

Tulokset olivat kunkin geenin osalta yksiselitteiset, joko kannalla on geeni tai ei ole
sitd, joten kyse on luokitteluasteikollisista muuttujista. Tulosten tulkinnassa jouduin
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luopumaan ajatuksesta tehda tuloksille tilastollista kasittelya, silla tilastollisten testien
vaatimukset eivat tdyttyneet. Luokitteluasteikollisille muuttujille tehtdvien testien
edellytyksena on esimerkiksi yli 50 havaintoyksikdn otoskoko. (Kankkunen -
Vehvildinen-Julkunen. 2009: 112-116). Kaytin tydssani ristiintaulukointia maarien
vertailuun. Ristiintaulukoimalla sain helpoiten selville, millaisia geeniyhdistelmia
tuloksissa esiintyy ja milla frekvensseilla.

Kantojen antibioottiherkkyydet annetaan kunkin antibiootin osalta estorenkaan
halkaisijana millimetreissa eli jatkuvana muuttujana. Luokittelin tulokset kuitenkin
vertailtavuuden vuoksi HUSLABIin kayttamien antibioottiherkkyysrajojen avulla kolmeen
ryhmaan (S, I ja R). Antibioottiherkkyysmaarityksen rajat on taulukoitu liitteessa 1.
Vertailin antibiogrammoja ldhinna kahden merkittdvimman geeniryhman (b/acry-m-1 ja
blacrx-m-9) kesken keskiarvojen ja eri luokkien frekvenssien avulla. Lopulliset tulokset
muodostuivat osin kvalitatiivisen arvioinnin pohjalta, etenkin sellaisten geeniryhmien
osalta, joissa esiintyi vain yksittdisia havaintoja. Kaytin tulosten analysoinnissa PASW
18 -tilasto-ohjelmaa ristiintaulukointiin ja Excel-taulukkolaskentaohjelmaa frekvenssien

ja muiden tunnuslukujen laskemiseen. Kaikki tulokset on esitetty liitteessa 4.

7 Tulokset

7.1 Kantojen genotyyppien jakauma

Kasittelin kolmen viikon aikana yhteensa 360 ndytettd 213:sta eri potilaasta. Naista
ESBL-kanta l6ytyi 35 potilaan naytteistd (16,4 %). Naiden potilaiden keskimaarainen
ika oli 64 vuotta (mediaani=66 vuotta, n=35). Potilaista 77 % oli naisia (n=27), joiden
ika oli keskimaarin 66 vuotta. Potilaiden taustatiedot on kuvattu taulukossa 4, josta
nahdaan miesten pienempi osuus kantajissa ja keskimaarin nuorempi ika. Aineiston
kerdysajankohtana ESBL-viljelyssa positiivisista naytteista noin 70 % oli ulostenaytteita
(n=27). Virtsa- ja rektumnadytteita oli molempia noin 15 % (n=6) ESBL-viljelyssa

positiivisista naytteista.
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Taulukko 4. Taustatiedot (ikd ja sukupuoli) potilaista, joiden ESBLVi-pyynnolla kerayksen
aikana HUSLABN bakteriologian laboratorioon tullut bakteeriviljelynadyte oli ESBL-
viljelyssa positiivinen.

Sukupuoli | Frekvenssi | % Ika (vuosina) | Ika (vuosina)
keskiarvo mediaani

Naiset 27 77,1 65,8 66

Miehet 8 22,9 59,3 58

Kaikki 35 100,0 | 64,3 66

Yhteensa 33 erilaista ESBL E. coli -kantaa l6ytyi 32 potilaalta ja yhteensa 38 ESBL £.
colin genotyypit analysoitiin. Analysoiduista viisi kantaa oli saman potilaan eri paivana
otetusta ndytteesta tehtyja I0yddksia, joilla oli myds sama genotyyppi kuin muilla
saman potilaan naytteista eristetyilld kannoilla. Tuloksissa olen ottanut huomioon
kunkin potilaan 16ydoksista vain yhden ESBL-kannan, jos niiden genotyypit ovat olleet

identtiset.

Muita ESBL-enterobakteereja 16ytyi neljd, joista kahdella K. pneumoniae -kannalla
havaittin TEM, SHV ja CTX-M-1 -ryhmien geenit. Muista l6ydoksista toinen kuului
Proteus-sukuun ja toinen K. oxytoca -lajiin, mutta nailla ei havaittu mitaan tutkituista
kuitenkin luokiteltu ESBL-kannoiksi

ESBL-geeneista. Loydokset oli

antibioottikiekkoherkkyysmaaritysten perusteella.

ESBL E. coli -kannoista 16ytyi tutkituista geeniryhmista viidella eri alukeparilla (TEM,
CTX-M-1, CTX-M-9, OXA-1 ja CIT) monistuvia geeneja yhdeksana erilaisena
yhdistelmana. Yleisimmin kannoilla esiintyi CTX-M-1-ryhman geeneja erilaisina
yhdistelmina tai yksin. Kaikista kannoista 79 %:lla (n=26) oli CTX-M-1-ryhman geeni
joko yksin tai yhdistelmdssa jonkin muun ESBL-geenin kanssa. Yleisin yhdistelma oli
CTX-M-1- ja OXA-1 -ryhmien geenien yhdistelma (42,2 %, n=14). CTX-M-9 -ryhman
geeni oli yksin tai yhdistelmdssa 15,2 %:lla kantoja (n=5). Eri yhdistelmat ja niiden

frekvenssit on kuvattu tarkemmin taulukossa 5.
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Kaksi E£. coli kantaa monistui multiplex 3:ssa CIT-alukkeella. Monistustuotteen koon
perusteella geeni oli jokin CIT-alukkeilla monistettavista geeneistda. CIT-alukkeet
monistavat useita eri plasmidivdlitteisia geeneja, kuten olen aiemmin kuvannut.
Monistustuote sekvensoitiin ja sen perusteella geenien tunnistettiin kuuluvan CMY-
ryhmaan (kefamysiinia hydrolysoiva B-laktamaasi).

OXA-1-geenia esiintyi yksin tai yhdessa jonkin CTX-M-geenin kanssa 63,6 %:lla kantoja
(n=21). Multiplexilld monistuvaa TEM-geeniad oli 42,4 %:lla kantoja (n=14) yhdessa
jonkun muun geenin kanssa. Menetelma ei erottele ESBL-TEM-kantoja muista TEM-
tyyppisista B-laktamaaseista.

Taulukko 5. Eri ESBL E£. coli -kannoilla havaitut geeniyhdistelmat eriteltyna ja niiden
suhteelliset osuudet kaikista 16yddksista.

Geeniyhdistelma Frekvenssi | %
OXAl + CTX-M-1 14 42,4
OXAl + TEM + CTX-M-1 6 18,2
CTX-M-1 3 91
TEM + CTX-M-9 3 9,1
TEM + CMY 2 6,1
TEM + CTX-M-1 2 6,1
CTX-M-9 1 3,0
OXA-1 1 3,0
TEM + CTX-M-1 & 9 1 3,0
Yhteensa 33 100,0

Jokin CTX-M-ryhman geeni oli yli 90 %:lla kantoja (n=30), kuten voidaan havaita
kuviosta 7. Kuviossa nakyy, ettda CTX-M-1-geeni oli yksin tai yhdessa jonkin muun
geenin kanssa 79 %:lla (n=26) tutkittuja ESBL £. coleja. CTX-M-geenit jakautuivat
siten, ettéd ryhméan 1 CTX-M-geeni oli 86,7 %:lla (n=26) ja ryhman 9 geeni 16,7 %:lla
(n=5) CTX-M ESBL E. coleja.
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Kuvio 7. CTX-M-geeniperheeseen kuuluvien geenien ilmeneminen tutkituilla ESBL E£. coli
-kannoilla. Useimmilla kannoilla on CTX-M-geenin lisdksi myds muita geeneja. 9 %:lla
kantoja ei ilmennyt mitdédn CTX-M-geeniperheen geenid, nailla esiintyneet geenit on
eritelty kuviossa.

Kaikilta kannoilta tutkittin myds karbapenemaasigeenien mahdollisuus omalla
PCR:lldan. Kannat osoittautuivat karbapenemaasien suhteen negatiivisiksi.

7.2 Genotyyppien vertailu fenotyyppiin

Vertasin kaikkien 33 ESBL E£. co/i -kantojen antibioottikiekkoherkkyysmadarityksissa
saatuja halkaisijoita (millimetreind) HUSLABin kayttdmiin sovellettuihin EUCAST-
standardin mukaisiin herkkyysrajoihin (Tarkka 2011.) ja eri genotyyppien tuloksia
toisiinsa. Vertasin toisiinsa etenkin CTX-M-ryhman ESBL-kantoja (n=29). Vertailussa ei
huomioitu yhtd ESBL E. coli -kantaa, jolla oli sekd CTX-M-1 etta CTX-M-9 -ryhmiin
kuuluvat ESBL-geenit.

Kaikkien kantojen (n=33) fenotyypeille oli yhteista in vitro -resistenssi ampisilliinille,
kefalotiinille, kefotaksiimille ja kefuroksiimille. Kaikki olivat herkkid meropeneemille ja
ertapeneemille. Noin kaksi kolmasosaa tutkituista kannoista oli resistentteja tai
herkkyydeltadn alentuneita tobramysiinille (66,7 %, n=22) ja sulfa-trimetopriimille
(69,7 %, n=23). Nama jakautuivat sattumanvaraisesti eri genotyyppeihin. Taulukossa
6 on esitetty tutkittujen CTX-M ESBL E. coli -kantojen antibioottiherkkyysmaaritysten

tulokset niiden antibioottien osalta, joissa kantojen valilla syntyi eroa.
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Taulukko 6. CTX-M-ryhmien 1 ja 9 vertailu eri antibioottien suhteen. S, I ja R -arvot
HUSLABIn kdyttaminen rajojen mukaisesti (liite 1).

Geeni Amoksisilliini- Keftatsidiimi Levofloksasiini Piperasilliini- Tobramysiini
klavulaanihappo tatsobaktaami
S R S R/I S R/I S R/I S R/I

CTX-M-1 |24% |76% | 0% 100% [ 20% |80% |80% [20% |24% |76%
(n=25)

CTX-M-9 | 100% | 0% [100% [0% |[0% |100% |100% (0% |75% |25%
(n=4)

Suuri osa tutkituista kannoista (78,8 %, n=26) oli /n vitro kaytetyilla rajoilla herkkia
piperasilliini-tatsobaktaamiyhdistelmalle. Levofloksasiinille herkkia kantoja oli kaikista
kannoista 15,1 % (n=5) ja ne kaikki kuuluivat CTX-M-1-geeniperheeseen. Muuten CTX-
M-1-ryhman ESBL-kannat olivat resistentimpia verrattuna CTX-M-9-ryhman kantoihin.
Tutkitut CTX-M-9-ryhmdn ESBL E. coli -kannat (n=4) olivat /n wvitro herkkia
amoksisilliini-klavulaanihappoyhdistelmalle estorenkaan halkaisijan ollessa vahintaan 17
millimetrida. Sen sijaan 25 tutkitusta CTX-M-1-ryhman kannasta alle neljasosa (24 %,
n=6) oli herkka samalle antibioottiyhdistelmalle.

Keftatsidiimin osalta kaikki tutkitut CTX-M-1-ryhmaan kuuluvat kannat olivat sille
resistentteja tai herkkyydeltaan alentuneita, kun taas CTX-M-9-ryhman kannoista kaikki
nelja olivat sille herkkia /n wvitro. Kuviossa kahdeksan havaitaan kantojen ero

estorenkaan halkaisijoissa keftatsidiimin osalta.

Kaksi E. coli -kantaa, joilla havaittin CMY-ryhman plasmidivalitteinen AmpC-B-
laktamaasi, myds poikkesivat fenotyypeiltdan klassisesta ESBL-kannasta. ESBL-
kaksoiskiekkotestauksessa kummallakaan ei syntynyt eroa klavulaanihapolla ja
molemmat olikin vastattu sairaalahygieenisesti merkittavind kolmannen polven
kefalosporiineille resistentteina kantoina. Yksi AmpC-tyyppinen B-laktamaasi OXA-1
kannan ainoana I6ydoksena oli saanut aikaan resistenssin ampisilliinille ja ensimmaisen

polven kefalosporiineille (kefalotiini).
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Kuvio 8. Tutkittujen CTX-M-1 ja CTX-M-9 ESBL-kantojen keftatsidiimiherkkyydet (n=29).
Oranssilla kuvattujen CTX-M-9-ryhman kantojen (n=4) estorenkaan halkaisija on
vahintdan 22 mm. S, I ja R -arvot HUSLABIn ohjeen mukaisesti (liite 1).

8 Johtopaatokset

8.1 Vertailu aiemmin tutkittuihin genotyyppijakaumiin

Opinndytetyossani eri blacrx.v-geeneja tai ndiden yhdistelmia oli noin 91 %:lla
tutkimiani ESBL £. coli -kantoja (n=30), mikd vastaa Forsstenin vaitdskirjan
osatutkimuksen (2010: 48.) tuloksia. My6és CTX-M-ryhman geenien jakautuminen
vastasi tutkimuksen tuloksia soveltuvin osin. Tutkimissani kannoissa ryhman 1 CTX-M-
geeni oli 86,7 %:lla (n=26) ja ryhman 9 geeni 16,7 %:lla (n=5) CTX-M ESBL E. coli
-kantoja. Muita yhdistelmid ja geeneja sattui otokseeni selvasti enemmadn, mutta
tulokset vastaavat hyvin toisiaan ja otokset ovat varmasti riittdvan hyvin

rinnastettavissa.

Opinndytteeni tuloksissa ei havaittu DHA-1-tyyppisia AmpC B-laktamaaseja, mutta sen
sijaan blaoxa-1 €siintyi yhteensa 63,6 %:lla kantoja (n=21) toisin kuin Dallennen ym.
(2010.) tutkimuksessa. Opinndytteessani tutkituilla ESBL K. pneumoniae -kannoilla ol
molemmilla sekd SHV, TEM etta CTX-M-1 -tyypin B-laktamaasigeenit. SHV-geenin
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esiintyminen kannoilla vastasi aiempia tutkimustuloksia, joiden mukaan K. pneumoniae
-kannoissa esiintyy myos lisdantyvassa maarin CTX-M-ryhmien geeneja (Hulkko ym.
2011).

8.2 Antibioottiherkkyyksien ja genotyyppien korrelaatio

CTX-M-1-ryhman kannat (n=25) olivat /in vitro resistentimpia kuin CTX-M-9-kannat
(n=4). Opinndytetydssani tutkituista CTX-M-9-ryhman kannoista kaikki olivat /n vitro
herkkia amoksisilliini-klavulaanihappoyhdistelmalle, piperasilliini-tatsobaktaami-
yhdistelmdlle ja keftatsidiimille, mika vastasi Tarnbergin ym. (2011) tutkimuksen
tuloksia.

Omassa opinnadytteessani CTX-M-9-ryhman B-laktamaaseja oli vain neljd, joten niiden
vertailun perusteella ei voida tehdda johtopdatoksia. Tobramysiinin suhteen ndista
kolme neljasta oli /in vitro herkkia, kun taas CTX-M-1-ryhman kannoista vain 24 %
(n=6) oli herkkia. Tdma sopii aiempien tutkimusten tuloksiin (Ellem ym. 2011; Wang
ym. 2011). Yksikaan CTX-M-1-ryhman kannoista ei ollut herkka keftatsidiimille. CTX-M-

kannat hydrolysoivat oletusten mukaisesti paremmin kefotaksiimia kuin keftatsidiimia.

Pohdinta

8.3 Tulosten hyddynnettavyys

Jatkuvasti lisaéntyva ja monipuolistuva resistenssi laajakirjoisia B-laktaamiantibiootteja
kohtaan on edelleen huonosti tunnettu, joten tilanteen kartoittamiselle on tarvetta.
Opinndytetyoni esittelee kuvan ESBL-geenien ilmenemisen nykytilanteesta HUS:n
alueella. Samoista naytteista tehty karbapenemaasi-PCR oli kaikkien kantojen osalta
negatiivinen, mika kertoo siita, etta karbapenemaasigeenit eivat ole ainakaan viela
kovin yleisia ESBL-kannoilla. Geenien plasmidi- ja transposonivalitteisyys lisaa riskia,
ettd samaan mikrobiin padsee useita resistenssigeeneja, mistéd voi seurata
moniresistentteja kantoja. Oli jo tiedossa, ettd kannalla voi olla useita useita B-

laktamaasigeeneja.
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Saamani tulokset viittaavat aiempien tutkimustulosten kanssa siihen, etta eri CTX-M-
genotyypit antavat erilaiset antibioottiherkkyysprofiilit  (fenotyypin).  Tulosteni
perusteella herkkyyseroja syntyi lahinna B-laktamaasien amoksisilliini-
klavulaanihappoyhdistelmdn ja keftatsidiimin kohdalla, jotka vastataan joka
tapauksessa ESBL-kannoilla resistenteiksi tai herkkyydeltdan alentuneiksi. Tulosteni
vertailtavuus muiden vastaavien tutkimustulosten kanssa kertoo lahinnd tulosten
luotettavuudesta. Fenotyypin ennustaminen genotyypin perusteella ei tuo lisdarvoa
diagnostiikkaan, jossa olennaisinta on saada selville mahdollinen ESBL-kantajuus.
Fenotyyppiin vaikuttavat lopulta kannan kaikki mahdolliset resistenssitekijat, mika taas
vaikeuttaa genotyypin ennustamista antibioottiherkkyyksien perusteella.

Tulosten vertailtavuus reaaliaikaisen CTX-M multiplex PCR:n tuloksiin on auttanut
menetelman kehittelyssa. Sen avulla voidaan CTX-M-geenit tunnistaa mahdollisesti
suoraan naytteestd, mika nopeuttaa diagnoosin saantia. Hoitavan laakarin on tarkeda
saada tietda mahdollisesta ESBL-infektiosta riippumatta kannan fenotyypista. Tulokset
voivat siis osaltaan auttaa sairaalainfektioiden hallinnassa. Tuloksia voidaan hyddyntaa
epidemiatilanteissa, silla niiden perusteella tiedetdan genotyyppien jakauma

nykyhetkella.

8.4 Tulosten luotettavuuden arviointia

Tuloksissani potilaiden ika- ja sukupuolijakauma vastaavat ESBL-kantajien yleista
jakaumaa. Tuloksia voidaan pitdd melko pienesta otoksesta huolimatta luotettavina,
silld ne vastaavat aiempien tutkimusten tuloksia. Tulokset antavat riittdvasti viitteita
siitd, millaisia geeneja ja niiden yhdistelmia HUS:n alueella on liikkeelld. Kartoituksen
perusteella on mahdollista saada tukea aiemmille tutkimuksille myds genotyypin
ilmenemisesta  erilaisina  antibioottiherkkyyksind.  Tulokset vastaavat hyvin
tutkimuskysymyksiin, mika kertoo hyvasta validiteetista eli patevyydesta.

Sain kayttooni samoista nadytteistd tehdyn reaaliaikaisen PCR:n tulokset, joista pystyin
tarkistamaan CTX-M-geeniperheen osalta saamani tulokset. Tulokset vastasivat
toisiaan, mika puhuu vahvan reliabiliteetin eli toistettavuuden puolesta. Vesikontrollissa
ei monistunut milladn alukkeella monistustuotteita, mutta kaikki positiiviset kontrollit
monistuivat. Madritykset on siis tehty teknisesti oikein ja huolellisesti, esimerkiksi
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sekoittamatta PCR-vaiheessa naytteité keskendan. Rinnakkaisia maarityksia ei ollut
tarpeen tehd3, silla toistettavuus on ollut perinteiselld PCR:lId hyva. Se olisi ollut myds
tarpeetonta resurssien kayttdd, silla yhden kannan tutkimiseksi tarvitaan kaikki viisi
multiplex-reaktioseosta.

Joku muu olisi voinut tehda tulosten tulkinnan eri tavoin, esimerkiksi erilaisten
tutkimustulosten valossa. Sen sijaan geelikuvien tulkinta oli useimmiten yksiselitteistd,
silld kaikille ldydetyille geeneille oli kaytossa positiiviset kontrollit. Toistettavuutta
rajoittaa se, etta naytteet on kerdtty vain tietylta ajanjaksolta ja eri aikaan tehdylla
keraykselld voidaan saada erilaiset tulokset. Pienessa otoksessa harvinaisempia
geeneja ilmenee satunnaisesti, joten ainakin niissa voisi olla eroja. Uskon, ettd eroja
syntyisi lahinnd geenien suhteellisissa osuuksissa ja ndin pienen otoksen kohdalla jopa

prosentuaalisten osuuksien vertailu tuntuu turhan tarkalta.

Fenotyyppien vertailu genotyyppiin olisi vaatinut suuremman otoksen erityisesti CTX-M-
9-ryhman kantoja. Vertailu olisi myds luotettavampi, jos kdytdssa olisi ollut kantojen
MIC-arvot, silla niitd on kdytetty aiemmissa tutkimuksissa vertailuun. Jos tyon padpaino
olisi ollut fenotyyppien arvioinnissa, olisi aineiston keruu voitu kohdentaa siten, etta eri
genotyypeista saadaan riittdvat otokset. Toisaalta nyt tutkittu otos oli opinndytteeksi

riittdvan suuri ja tulokset suuntaa antavia.

8.5 Tydn eettisyyden arviointia

Vaikka opinndytteeni tutkimus ei kohdistunutkaan potilaisiin tai omaisiin, olen
soveltuvin osin pyrkinyt huomioimaan potilasturvallisuuden vaatimukset. Sain kayttooni
tutkimuksen kannalta olennaista materiaalia, jota kasiteltiin vaarantamatta potilaiden
yksityisyydensuojaa. Sain tietooni potilaiden perustiedoista ian ja sukupuolen, joita
kaytin vertailussa ESBL-kantajiin yleensa. Analysoitavia kantoja kasittelin koko ajan
naytenumeroilla potilaiden yksityisyyden suojaamiseksi ja yksinkertaisuuden vuoksi.

8.6 OpinnaytetyOprosessin arviointia

Minusta oli hienoa olla osana projektia ja tunnen, etta tydlldni on merkitystd. Aihe
itsessaan oli haastava, mutta kiinnostava ja koen oppineeni paljon. Toisaalta opin vasta
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loppuvaiheessa, kuinka paljon asioita minulta jai selvittdamattd. Etenkin
tiedonhankinnassa voisin viela parantaa taitojani. Koen kuitenkin, ettd osaisin nyt
suunnitella ja toteuttaa vastaavanlaisen tyon itsendisesti, mistd on minulle hyo6tya
tulevissa opinnoissani. Erityisesti tulosten raportoinnin osaisin nyt suunnitella
paremmin. Uskon, ettd ty0sta saamani palaute auttaa minua entisestaan kehittdmaan

taitojani.

Opinndytety6n raportoinnissa olen pyrkinyt opinndytetydlle riittdvaan tasoon.
Jalkikateen ajateltuna olisin mielellani syventanyt osaamistani molekyyligenetiikan
tasolla, jolloin voisin tuntea ymmartavani koko kokonaisuuden paremmin. Olen pitanyt
padpainon pitkalti mikrobiologian ndkdkulmassa esitellen my6s perusmenetelmia.
Uskon, ettad saisin tiivistettya raporttia sujuvammaksi kokonaisuudeksi, jos tekisin sen
uudelleen. Tyon toteutus ja toteutuksen aikataulutus sujuivat hyvin. Olisi toisaalta ollut
hyddyllista, jos olisin joutunut toteutusvaiheessa enemmdn miettimaan virheldhteita

myds kdytannon kautta.

Aineiston kerdysvaiheessa olisin voinut karsia pois yhta lukuun ottamatta kaikki saman
potilaan naytteista l6ytyneet kannat, mika olisi helpottanut tulosten analysointia.
Toisaalta kerdysta olisi taytynyt jatkaa pidempaan riittdvan naytemaaran saamiseksi.
Yhden potilaan ndytteissa oli my6s genotyypiltdan kahta erilaista £. coli -kantaa, jotka
olisi talléin jaanyt huomaamatta. Vaihtoehtoisesti olisin voinut ottaa mukaan kaikki
ESBL-kannat riippumatta potilaasta, nain kaikki mahdollisuudet olisi huomioitu.

8.7 Jatkotutkimuskohteita

ESBL-kantojen ymparilla riittda tutkittavaa. ESBL-geenien levinneisyys ja leviamisreitit
ovat edelleen melko tuntemattomia (tutkimuskohteina matkailijat, elintarvikkeet,
avoterveydenhuolto). Uuden reaaliaikaisen CTX-M multiplex PCR -menetelmdn
validoinnista ei luultavasti tarvita opinndytettd, silla laboratorio hoitaa sen itse. Sen
sijaan voisi olla mielekasta tutkia naytteita eri lahteista (elintarvikkeet, jatevedet). Myo6s
fenotyyppien korrelaation arviointia varten tarvittaisiin suurempi otos eri genotyyppeja.
Nama ovat kuitenkin opinndytteeksi turhan laajoja aiheita. Eri ldhteissa ilmenevien
ESBL-kantojen genotyyppeja voisi kuitenkin opinndytety6téni vastaavassa laajuudessa
tutkia, jos jattaa esimerkiksi fenotyyppiulottuvuuden pois.
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Liite 1
1)

B-laktaamiantibioottien ja muiden tyodssa kaytettyjen antibioottien

herkkyysrajat enterobakteereille

Antibiootti, lyhenne, maara (ug) Estorenkaan halkaisija (mm)
R < s>

Penisilliinit

Ampisilliini, AMP, 10 13 \ 14

B-laktaami-B-laktamaasi-inhibiittoriyhdistelmat

Amoksisilliini-klavulaanihappo, AMC, 20/10 16 17

Piperasilliini-tatsobaktaami, TZP, 30/6 14 18

Kefalosporiinit

Kefotaksiimi, CTX, 5 17 21

Kefpodoksiimi, CPD, 10 * 21

Keftatsidiimi, CAZ, 10 18 22

Keftriaksoni, CRO, 30 ! 20 23

Kefuroksiimi, CXM, 30 17 18

Kefalotiini, KF, 30 14 18

Kefoksitiini, FOX, 30 * 19

Karbapeneemit

Imipeneemi, IPM, 10 * 16 22

Meropeneemi, MEM, 10 15 22

Ertapeneemi, ERT, 10 ! 22 25

Monobaktaamit

Atstreonaami, ATM, 30 ! 24 27

Fluorokinolonit

Levofloksasiini, LEV, 5 18 22

Aminoglykosidit

Tobramysiini, TOB, 10 12 16

Muut

Sulfatrimetopriimi, SXT, 23.75/1.25 12 16

(Tarkka 2011.)
! (EUCAST. 2012.)




Pipetointikaavio

ESBL Multiplex PCR / Perinteinen PCR

Multiplex 1 REAKTIOMIX

1x
H20 55 pl
2x Quantitect NOROX mix 12,5 ul
primermix (10uM) 6 ul

24 ul
Multiplex 2

1x
H20 7 u
2x Quantitect NOROX mix 12,5 ul
primermix (10uM) 4,5 pl

24 ul
CTX-M Group 8/25

1x
H20 9,5 ul
2x Quantitect NOROX mix 12,5 pl
primermix (10uM) 2 ul

24 ul
Multiplex 3

1x
H20 25 pul
2x Quantitect NOROX mix 12,5 pul
primermix (10uM) 9 ul

24 ul
Multiplex 4

1x
H20 7 ul
2x Quantitect NOROX mix 12,5 pul
primermix (10uM) 4,5 pl

24l

Kokonaismix 25ul: 24ul + 1ul templaattia

o | O O |Oo o | O O |Oo o | O O |Oo o |0 o O |Oo

o | O O |o

KAYTTOMIX

pl
pl
pl
pl

pl

pl
pl

pl
pl

pl

pl
pl

pl

pl
pl

Liite 2
1)

Pvm:

OHJELMA:
JAANA/ESBL-MP
. 95°C 14min

. 94°C 1min

. 60°C 15s

. 72°C 1min 25s

. 2-4 x 29 syklia

. 72°C 7min

. 4°C forever

~N O oA WN P

Kesto: 2h 15min



MULTIPLEX 1

Flashgel DNA marker

MULTIPLEX 3

Liite 2
2(2)

T-104022 (TEM,SHV,0XA1)

Flashgel DNA marker

H20

T-110216 (DHA,CIT)

H20

©|0|N|o| g~ wWIN =

©0|N|o |Gk~ WIN| =

MULTIPLEX 2

Flashgel DNA marker

MULTIPLEX 4

T-104022 (CTX-M group1)

Flashgel DNA marker

T-104134 (CTX-M group9)

T-106902 (GES)

T-104567 (CTX-M group2)

T-108805 (VEB)

H20

T-109615 (PER)

H20

CTX-M GROUP 8/25

Flashgel DNA marker

T-79558 (CTX-M group8)

H20

4pl + 1pl ndytepuskuria (Flashgel Loading Dye). Naytteet ajetaan 2,2%:een 12+1 paikkaiseen
flashgeeliin. Ajoasetukset: 150V, 50mA ja 15W. Ajoaika n. 20min.
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1(2)
Kaytettyjen multiplex-alukkeiden sekvenssit
Alukkeet Sekvenssi (5’ — 3" Koko (bp)
Multiplex 1 TSO-T for | CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 22
rev | CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 22
TSO-S for | AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 21
rev. | ATCCCGCAGATAAATCACCAC 21
TSO-O for | GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 22
rev. | GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG 22
Multiplex 2 CTXMGp1 for | TAGGAARTGTGCCGCTGYA* 20
CTXMGp2 for | CGTTAACGGCACGATGAC 18
CTXMGp1-2 rev | CGATATCGTTGGTGGTRCCAT* 21
CTXMGp9 for | TCAAGCCTGCCGATCTGGT 19
rev | TGATTCTCGCCGCTGAAG 18
Simplex ~ CTXMGp 8/25 |for | AACRCRCAGACGCTCTAC* 18
rev | TCGAGCCGGAASGTGTYAT* 19
Multiplex 3 ACC for | CACCTCCAGCGACTTGTTAC 20
rev | GTTAGCCAGCATCACGATCC 20
FOX for | CTACAGTGCGGGTGGTTT 18
rev | CTATTTGCGGCCAGGTGA 18
MOX for | GCAACAACGACAATCCATCCT 21
rev | GGGATAGGCGTAACTCTCCCAA 22
DHA for | TGATGGCACAGCAGGATATTC 21
rev. | GCTTTGACTCTTTCGGTATTCG 22
CIT for | CGAAGAGGCAATGACCAGAC 20
rev. | ACGGACAGGGTTAGGATAGY* 20
EBC for | CGGTAAAGCCGATGTTGCG 19
rev. | AGCCTAACCCCTGATACA 18
Multiplex 4 GES for | AGTCGGCTAGACCGGAAAG 19
rev. | TTTGTCCGTGCTCAGGAT 18
PER for | GCTCCGATAATGAAAGCGT 19
rev. | TTCGGCTTGACTCGGCTGA 19
VEB for | CATTTCCCGATGCAAAGCGT 20
rev. | CGAAGTTTCTTTGGACTCTG 20

*Y=T/C, R= A/G, S=G/C, D=A/G/T
(Dallenne ym. 2010)
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Opinnaytetyon tulokset

Taulukko 1.

Kaikki ESBL E. coli -kannoista ldydetyt geenit ristiintaulukoituna (esimerkiksi
oranssilla merkitty solu tarkoittaa, etta tuloksissa on kolme sellaista kantaa, joilla
on blargw ja blacry-w-o -geenit, mutta ei blacwy, blaoxa eikd blacrx.v-1 -geeneja).

blaCTX-M-9 * blaCTX-M-1 * blaTEM * blaOXA1 * blaCIT
blaCMY | blaOXAl | blaTEM blaCTX-M-1
ei kylla
ei ei ei blaCTX-M-9 | ei 0 3
kylla 1 0
kylla blaCTX-M-9 | ei 0 2
kylla 3 0
kylla ei blaCTX-M-9 | ei 1 14
kylla blaCTX-M-9 | ei - 6
kylla ei kylla blaCTX-M-9 | ei 2 -
Taulukko 2.  Keratty ja analysoitu aineisto. Taulukoituna vain yksi kanta kultakin potilaalta, jos

niiden genotyypit olivat samat (amoksisilliini-klavulaanihappo = AMC, ampisilliini
= AMP, ertapeneemi = ERT, kefalotiini = KF, kefotaksiimi = CTX, keftatsidiimi =
CAZ, kefuroksiimi = CXM, levofloksasiini = LEV, meropeneemi = MEM,
piperasilliini-tatsobaktaami = TZP, tobramysiini = TOB ja sulfatrimetopriimi =
SXT).

nro | ika spuukouli_ ESBL AMC | AMP | ERT KF CTX | CAZ | CXM | LEV | MEM | TZP | TOB | SXT

E. coli

165 | 66 | N CTX-M-1 | 18 6 30 6 6 11 6 13 32 22 22 6

285 |80 | N CTX-M-1 | 15 6 31 6 6 17 6 35 34 23 23 25

452 170 | M CTX-M-1 | 15 6 34 6 6 15 6 8 34 22 9 24

151 | 26 | N CTX-M-1 | 10 6 30 6 6 8 6 6 31 15 6 6
+ OXAl

155 | 65 | N CTX-M-1 | 12 6 29 6 6 12 6 6 30 18 6 S
+ OXA1

181 | 97 | N CTX-M-1 | 18 6 34 6 8 19 6 8 34 26 23 6
+ OXA1

190 |48 | M CTX-M-1 | 10 6 31 6 12 18 6 6 30 17 8 6
+ OXAl

203 [ 66 | N CTX-M-1 | 13 6 35 6 15 19 6 8 34 19 8 6

(myss | + OXAl
204)

26 (60 | M CTX-M-1 | 21 6 30 6 6 16 6 25 30 24 14 6
+ OXAl

232 {82 | N CTX-M-1 | 12 6 34 9 19 21 8 8 34 18 8 6
+ OXAl

270 [ 87 | N CTX-M-1 | 14 6 33 6 6 14 6 9 35 19 11 6
+ OXA1
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2(3)
nro | ika i)uukouli_ ESBL AMC | AMP | ERT KF CTX | CAZ | CXM | LEV | MEM | TZP | TOB | SXT
3518 | M CTX-M-1 | 13 6 31 6 6 12 6 6 35 19 10 6
+ OXA1

3% |76 | N CTX-M-1 | 15 6 29 6 6 16 6 8 30 20 8 23
+ OXA1l

39 | 85 | N CTX-M-1 | 14 6 32 6 6 14 6 8 32 20 8 S
+ OXA1

455 | 80 | N CTX-M-1 | 11 6 35 6 6 15 6 9 35 17 8 6
+ OXA1

460 | 56 | M CTX-M-1 | 14 6 34 6 6 15 6 6 35 22 6 25
+ OXA1

475 174 | N CTX-M-1 | 16 6 35 6 6 14 6 8 34 21 9 27
+ OXA1l

142 | 58 | N CTX-M-1 | 10 6 29 6 6 11 6 6 30 19 6 6
+ OXAl
+ TEM

147 | 48 | M CTX-M-1 | 10 6 24 6 6 6 6 6 28 15 6 6
+ OXAl
+ TEM

170 | 62 | N CTX-M-1 | 12 6 29 6 6 9 6 6 30 18 6 S
+ OXAl
+ TEM

183 166 | M CTX-M-1 | 14 6 26 6 6 8 6 6 31 18 10 6
+ OXAl
+ TEM

246 | 52 | N CTX-M-1 | 23 6 34 6 6 13 6 29 35 25 24 6
+ OXA1l
+ TEM

43 166 | N CTX-M-1 | 10 6 34 6 6 18 6 6 34 12 6 6
+ OXA1l
+ TEM

1“8 |41 |'M CTX-M-1 | 18 6 30 6 6 11 6 21 31 23 21 6
+ TEM

203 | 66 | N CTX-M-1 | 20 6 32 6 6 13 6 23 34 25 23 6
(myés | + TEM

203)

keskiarvo 143 | 6 314 | 6,1 7,2 13,8 | 6,1 11,2 | 32,5 | 19,9 | 11,6 | 10,

3

pienin arvo 10 6 24 6 6 6 6 6 28 12 6 6

suurin arvo 23 6 35 9 19 21 8 35 35 26 24 27

0 | 1 N CTX-M-9 | 18 6 31 6 6 22 6 9 31 23 21 6

27 127 | N CTX-M-9 | 20 6 32 6 8 24 6 8 32 25 22 25
+ TEM

239 | 55 N CTX-M-9 20 6 33 6 6 23 6 6 33 26 23 6
+ TEM

32 191 | N CTX-M-9 | 18 6 38 6 6 25 6 6 38 32 6 6
+ TEM

keskiarvo 19 6 335 |6 6,5 23,5 | 6 7,3 33,5 | 26,5 | 18 10,

8

pienin arvo 18 6 31 6 6 22 6 6 31 23 6 6

suurin arvo 20 6 38 6 8 25 6 6 38 32 23 25

%7 | 68 OXA1l 6 6 32 9 15 25 6 6 36 6 6 6

168 | 64 TEM + | 6 6 30 6 6 6 10 S 35 21 S 6

CMY
20 184 | N TEM + | 6 6 28 6 6 6 6 6 30 14 23 6
CMY
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nro | ika

suku-
puoli

ESBL AMC | AMP | ERT KF CTX | CAZ | CXM | LEV | MEM | TZP | TOB | SXT

362. 35 N

CTX-M- 17 6 31 6 6 12 6 6 32 25 15 S
189 +
TEM

K. pneumoniae

3 135 [ N TEM +[19 |6 S 6 6 13 |6 27 |26 [23 21 24
SHV +
CTX-M-1
7 |64 | N TEM + |17 |6 26 |6 6 6 6 12 |28 19 11 6
SHV +
CTX-M-1
Proteus
310‘77‘N ‘ ‘14 ‘6 ‘31 ‘6 ‘8 ‘22 ‘6 ‘35 ‘32 ‘27 ‘24 ‘6
K. oxytoca
482|89|N ‘ ‘20 ‘6 ‘s ‘s ‘17 ‘27 |6 |s ‘35 ‘13 ‘21 ‘25
Taulukko 3.  ESBL-kaksoiskiekkotestin tulokset niiden kantojen osalta, joille se on tehty

(kefpodoksiimi = CPD, keftatsidiimi = CAZ, kefoksitiimi = CTX ja klavulaanihappo
=CQV).

nro havaitut ESBL-geenit CAZ-CLAV | CAZ30 | CPD-CV | CPD10 | CTX-CLAV | CTX30
455 | CTX-M-1 + OXA1l 29 18 23 6 30 6
142 | CTX-M-1 + OXAl + TEM 25 15 10 6 26 6
183 | CTX-M-1 + OXAl + TEM 25 11 18 6 25 6
246 | CTX-M-1 + OXAl + TEM 29 17 18 6 29 8
267 | OXAl 31 29 12 11 26 18
168 | TEM + CMY 13 10 6 6 15 15
220 | TEM + CMY 6 6 6 6 6 6
362.2 | TEM + SHV + CTX-M-1 25 15 22 6 28 6
376 | TEM + SHV + CTX-M-1 24 6 20 6 27 6
310 | - 29 29 24 12 31 21
482 | - 29 28 21 13 31 22




