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Opinnaytetyo toteutettiin yhteistydssa Helsingin yliopiston tutkimusohjelmayksikké Ihmisen
mikrobit -tutkimusryhmaan kuuluvan Faagihoitoryhman kanssa. Tavoitteena oli laajentaa
tutkimusryhman bakteriofagikokoelmaa eristamalla uusia Enterococcus faecalis ja Entero-
coccus faecium bakteereille spesifisia bakteriofageja faagihoito tarkoitukseen. Faagihoi-
dossa hyodynnetaan bakteerien viruksia, bakteriofageja, antibioottiresistenttien bakteerei-
den aiheuttamien infektioiden hoidossa. Faagihoito perustuu bakteriofagien kykyyn infek-
toida niiden isantabakteeri ja ndin havittaa infektio. Antibioottiresistentit bakteerit ja niiden
aiheuttamat infektiot aiheuttavat ongelmia maailmanlaajuisesti. Yha useammalla baktee-
rilla on luontaista seka hankittua resistenssia antibiootteja kohtaan, resistenssi on voinut
muodostua useille yleisesti kaytdssa oleville antibiooteille. Antibioottiresistentit infektiot li-
saavat kuolleisuutta ja pitkittavat sairaalahoitojaksoja, josta koituu taloudellisia kustannuk-
sia niin potilaille, kuin terveydenhuollolle maailmanlaajuisesti. Taman vuoksi on kehitettava
vaihtoehtoisia hoitomuotoja, silla uusien antibioottien kehittdmien on hidasta.

Ohjaajat

Tyo toteutettiin eristamalla uusia bakteriofageja sekd Suomesta, ettd Beninista keratyista
jatevesinaytteista. E. faecalis ja E. faecium bakteereista valittiin yhteensa 18 bakteerikantaa,
joille spesifisia bakteriofageja tutkimusryhman bakteriofagi kokoelmasta |16ytyi vahan tai ei
ollenkaan. Jatevesinaytteistd muodostettiin nayteseokset, jotka rikastettiin valittujen baktee-
rikantojen kanssa. Rikastetut naytteet titrattiin maljoille, joilta tarkasteltiin, 10ytyikd nayte-
seoksista faageja. Plakkipuhdistus suoritettiin 16ydetyille faageille ja niista tuotettiin faagi-
lysaatti. Lysaatista eristettiin faagin DNA:ta sekvensointia varten ja kustakin DNA eristys-
naytteesta mitattiin DNA konsentraatio. Naytteista ajettiin myds agaroosigeeli, jonka avulla
tarkasteltiin, onko DNA ehja3, jolloin se voitiin [ahettda sekvensoitavaksi. Lopuksi kukin eris-
tetty bakteriofagi karakterisoitiin kartoittamalla niiden isantakirjo.

Tyon tuloksena tutkimusryhman kokoelmaan eristettiin seitseman uutta bakteriofagia, joista
neljan naytteen DNA eristysnaytteen konsentraatio oli tarpeeksi korkea sekvensointia var-
ten. Karakterisoinnin tuloksena todettiin jokaisen faagin infektoivan oman eristysisantansa
lisdksi kahta muuta kartoitukseen mukaan otettua E. faecalis tai E. faecium bakteerikantaa.

Lopputuloksena voidaan todeta, etta E. faecalis seka E. faecium kannoille bakteriofageja
on haastava loytaa. Etenkin E. faecium kantojen resistenssi on viime vuosina ollut nou-
sussa, joka luo painetta uusien hoitomuotojen kehittdmiseen antibioottien kehittdmisen ol-
lessa hidasta. Tama korostaa myos faagihoitoon liittyvan tutkimuksen ja sen kehittamisen
tarkeytta.
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The thesis was carried out in the phage therapy research group. This research group is a
part of the Human Microbiome Research Program which belongs to Research Programs
Unit of University of Helsinki. The aim of this study was to expand the group’s phage
collection by isolating new Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium -specific
bacteriophages. Phage therapy can be used to treat infections caused by antibiotic
resistance bacteria. Antibiotic resistance has become a major problem worldwide as
increasing number of bacteria have natural as well as acquired resistance to antibiotics.
Infections caused by resistant bacteria increases mortality, prolong hospital stays as the
infections can be hard to treat and add financial costs to both patients and healthcare. As
research of developing new antibiotics can be slow, there is a need for alternative therapies
alongside antibiotics. Phage therapy is based on using bacterial viruses, bacteriophages, to
infect and eliminate their host bacteria and thereby cure the infection.

The aim was to isolate phages from wastewater samples collected from both Finland and
Benin. A total of 18 E. faecalis and E. faecium strains were selected for this project, all which
had only few or no specific phages in existing phage collection. Wastewater samples were
pooled to different mixtures and were then enriched together with selected bacterial strains.
Plague purification was done, and lysate produced on the phages found. Isolation of phage
DNA was done for sequencing purposes. Before sending isolated DNA samples for
sequencing, they were run on an agarose gel to examine that the DNA was not fragmented.
Finally, each isolated phage was characterized by screening their bacterial host range.

In total, seven new phages were isolated from Finnish wastewater samples. Four of them
had DNA concentration high enough for them to be send for sequencing. As a result of
characterization, each isolated phage was found to infect two E. faecalis or E. faecium
strains that were included in screening. This was in addition to their own host bacteria.

In conclusion, phages for E. faecalis and E. faecium strains can be challenging to find and
isolate. Especially the resistance of E. faecium strains has been rising in the last years as
well as antibiotic resistance in general. It has been putting pressure to research alternative
treatment options, like phage therapy, since development of new antibiotics is slow. This
highlights the importance of continuing research of phage therapy and develop it further as
a treatment option.
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1 Johdanto

Enterokokki sukuiset bakteerit pystyvat selviytymaan vaikeissakin olosuhteissa ja niilla
on luonnollinen resistenssi usealle antibiootille. Sopeutuvuutensa vuoksi ne ovat onnis-
tuneet myds omaksumaan resistentin monelle antibiootille. Enterokokit ovat yksi ylei-
simmista sairaalainfektioiden aiheuttajista ja niiden antibioottiresistenssi on yleisty-
massa. Tama voi hankaloittaa ja pidentda monen potilaan hoitoa seka lisata kuollei-
suutta. (Garcia-Solache & Rice 2019.) Antibioottiresistenssien bakteerikantojen muo-
dostuminen on haaste nykyaikaiselle 1daketieteelle, minka vuoksi uusia hoitomuotoja
on tutkittu ja faagihoito on alkanut herattda uudelleen kiinnostusta. (Cisek & Dabrowska
& Gregorczyk & Wyzewski 2017: 277.) Faagihoidossa hyddynnetaan bakteerien viruk-
sia, bakteriofageja, jotka tuhoavat niille spesifisen isdntdbakteerinsa infektoimalla sen,

jonka jalkeen ne poistuvat itse kehosta (Malik ym. 2017: 101).

Opinnaytetydssa pyrittiin kehittdmaan jo olemassa olevaa bakteriofagikokoelmaa ja
eristdmaan uusia Enterococcus faecalis ja Enterococcus faecium bakteereille spesifisia
bakteriofageja erilaisiksi seoksiksi kootuista jatevesinaytteista. Tavoitteena oli 16ytaa
ennalta keratyista jatevesinaytteista bakteriofageja, jotka voivat infektoida potilaista
eristettyja kliinisia E. faecalis ja E. faecium kantoja. Jatevesinaytteet rikastettiin spesi-
fisten isantabakteerien kanssa. Taman jalkeen tarkasteltiin, onko naytteissa bakteriofa-
geja, jotka infektoivat niille spesifisia isantabakteereita. Lopuksi bakteriofagit eristettiin,
niiden isantakirjo kartoitettiin ja DNA eristettiin sekvensointia varten, jolloin voitiin selvit-
taa voiko kyseista bakteriofagia kayttaa hoitotarkoitukseen. Onnistuneesti eristetyt bak-

teriofagit sailottiin tutkimusryhman faagikokoelmaan.

Opinnaytetyo tehtiin yhteistydssa Helsingin yliopiston tutkimusohjelmayksikdon Ihmisen
mikrobit —tutkimusohjelmaan kuuluvan Faagihoitoryhman kanssa. Tutkimusryhma on
talla hetkella keskittynyt bakteriofagien tutkimiseen ja faagituotteiden kehittdmiseen,
mutta tavoitteena on yhdessa HUS:in seka Helsingin yliopiston Laaketieteellisen tiede-

kunnan kanssa perustaa faagihoitokeskus Helsinkiin (Kiljunen & Skurnik 2018: 63).

Tyoni ohjaajana toimi Metropolian Ammattikorkeakoulun puolesta lehtori Heidi Malava.
Tutkimusryhman puolesta ohjaajana toimi dosentti Saija Kiljunen seka kaytannon oh-

jaajana projektiin liittyvissa asioissa diplomi-insinédri Henni Tuomala.



2 Enterococcus faecium ja Enterococcus faecalis

E. faecium ja E. faecalis ovat grampositiivisia, fakultatiivisesti anaerobisia kokkibaktee-
reita, jotka kuuluvat ihmisen suoliston normaaliin mikrobistoon (Van Tyne & Martin &
Gilmore 2013: 869; Uda ym. 2021: 1). Vaikka ne eivat tyypillisesti aiheuta infektioita,
voivat ne kuitenkin infektoida vakavasti immuunipuolustukseltaan heikkoja seka kriitti-
sesti sairaita potilaita (Miller & Murray & Rice & Arias 2020: 752). Enterokokkibakteerit
voivat selviytya vaihtelevissa olosuhteissa, ne voivat lajista riippuen kasvaa 10-45 °C
lampdotiloissa, sekd happamissa ettd emaksisissa olosuhteissa (Raza & Ullah & Meh-
mood & Andleeb 2018: 796; Leonard 2017).

Jo 1980-luvulta alkaen enterokokkibakteerit ovat yksia yleisimmista sairaalapatogee-
neista, aiheuttaen muun muassa virtsateiden, verenkierron seka haavojen infektioita
(Yuen & Ausubel 2014:1; Raza ym 2018: 769). Naihin infektioihin liittyy usein antibioot-
tiresistenssi, joka vaikeuttaa infektioiden hoitoa. Vuonna 2014 julkaistussa tutkimuk-
sessa todettiin, ettd E. faecium aiheuttaa noin 10-15 % ja E. faecalis noin 80-90 % kai-
kista enterokokkien aiheuttamista infektioista. (Yuen & Ausubel 2014: 1.) Euroopan
tautienehkaisy- ja valvontakeskus ECDC julkaisi marraskuussa 2020 raportin, jossa to-
dettiin, etta tutkimukseen osallistuneista Euroopan maista raportoi 53 % eristetyista E.
faecalis kannoista olevan resistentteja gentamisiinille ja 99 % eristetyista E. faecium
kannoista olevan vankomysiiniresistetteja (European Centre for Disease Prevention
and Control 2020).

Enterokokkibakteerikannoilla on usein luontaista vastustuskykya useille mikrobilaak-
keille, kuten betalaktaamille. Ne voivat myds omaksua resistenssimekanismeja esimer-
kiksi plasmidien avulla tai kayttaa hyvakseen horisontaalista geeninsiirtoa resistenssin
muodostamiseen. (Raza ym 2018: 769.) Osa mikrobilaakkeista vaikuttaa bakteeri-in-
fektioihin hairitsemalla bakteerin foolihapon muodostusta. Foolihappo on monen bak-
teerin kasvulle valttamaton aine, jota ne joutuvat muodostamaan itse. Esimerkiksi E.
faecalis pystyy kuitenkin imemaan sita ymparistdstaan, jolloin naiden ladkkeiden tehok-
kuus E. faecalis bakteeria vastaan on alentunut. (Leonard 2017.) Biofilmi, bakteeriso-
luista koostunut yhteisd, joka on usein kiinnittynyt johonkin pintaan, on myds tehokas
tapa suojautua mikrobiladkkeiden vaikutukselta (Adesanya & Odusell & Aki-Ajani &
Adewumi & Ademowo 2020: 2017). Biofilmin koostuessa useista tiiviisti elavista bak-
teereista, tarjoaa se bakteerisoluille ideaalin ymparistdn resistenssia koodaavien plas-

midien vaihdolle keskendan. Tama puolestaan lisaa resistenttien bakteerien maaraa



biofilmissa. My6s horisontaalisen geeninsiirron on todettu olevan tehokkaampaa biofil-
missa elavien bakteereiden kesken verrattuna yksittaisiin bakteereihin. (Bowler & Mur-
phy & Wolcott 2020: 2.) Seka E. faecalis etta E. faecium bakteereilla on ominaisuuksia,
kuten virulenssigeeneja, jotka edesauttavat biofilmin muodostumista (Zhou & Willems
& Friedric & Rossen & Bathoorn 2020: 2).

Enterokokkien laaja resistenssi usealle mikrobildakkeelle on edesauttanut bakteerien
selviytymista ja lisdantymista, etenkin sairaalaymparistdéssa (Raza ym. 2018: 769).
Koska sairaalapotilaat ovat tyypillisesti idkkaita, taustalla on immuunipuolustusta hei-
kentava sairaus tai potilasta on hoidettu pitkaan laajakirjoisilla antibiooteilla, ovat he

herkempid saamaan infektioita (Ceci ym. 2015).

E. faecalis on merkittdva sairaalainfektioiden aiheuttaja, silld se voi tarttua esimerkiksi
hoitohenkildkunnan valityksella potilaasta toiseen huonon kasihygienian seurauksena
(Ceci ym. 2015). Enterokokkibakteereita voidaan usein 16ytaa pinnoilta, jotka altistuvat
monen henkildn kosketukselle kuten sairaalasankyjen laidat, potilaiden halytysnapit ja
ovenkahvat. Tasta voidaan paatella, etta enterokokki ei tartu ainoastaan huonon kasi-
hygienian vuoksi vaan se voi tarttua myds kontaminoituneesta ymparistésta. (Zhou ym.
2020: 6.)

Enterokokkibakteerit ovat pystyneet myods hankkimaan ominaisuuksia, jotka edesautta-
vat selviytymista ympariston rasitteista, joita |0ydetdan esimerkiksi sairaalaymparis-
tosta. Australiassa tehdyn tutkimuksen mukaan kasien desinfektiohuuhteen kayttd on
lisannyt isopropanolille resistenttien enterokokkibakteereiden maaraa. Vaikka tutkimus
suoritettiin matalakonsentraatioisella (23 %) alkoholilla, todettiin, etta resistenttia muo-
dostaneet bakteerit selvisivat paremmin myds niista desinfektiotoimista, jotka suoritet-
tiin korkeakonsentraatioisella (70 %) alkoholilla. Tutkimustulos viittaa siihen, etta eten-
kin E. faeciumilla on ominaisuuksia mukautua ympariston muutoksiin. (Zhou ym. 2020:
6.)

3 Antibioottiresistenttit bakteerit

Antibiootit ovat mikrobildakkeita, joiden tarkoitus on hillitd bakteerien kasvun kannalta
valttdmatonta toimintaa ja nain hoitaa bakteeri-infektioita (Lerminiaux & Cameron 2019:
35). Antibioottien kayttddnotto on ollut yksi modernin Iaaketieteen onnistuneimpia kehi-
tysaskeleita, joka on edesauttanut useiden ladketieteellisten toimenpiteiden kehitta-

mista seka nostanut elinian odotetta koko maailmassa. Jotta bakteeri voisi selviytya



ymparistdssa, jossa antibioottien kayttd on yleistynyt, on niiden taytynyt kehittda meka-

nismeja kiertda mikrobilaakkeen vaikutuksia. (Munita & Arias 2016: 25.)

Jotta laaketieteellisten toimenpiteiden, kuten leikkausten ja erilaisten hoitojen, esimer-
kiksi kemoterapian, toteuttaminen on mahdollista, pitdd mikrobien aiheuttamia infekti-
oita voida kontrolloida. Monia mikrobien aiheuttamia infektioita voidaan hoitaa laajakir-
joisten antibioottien avulla, vaikka infektiota aiheuttavaa bakteeria ei olisi edes tunnis-
tettu. Tdma kuitenkin aiheuttaa myos antibioottien yli- ja vaarinkayttda, joka puolestaan
edesauttaa antibioottiresistenttien bakteerien kehittymista. Antibioottiresistensseista
bakteereista onkin tullut merkittava ongelma, sillda moni yleisesti infektiota aiheuttava
bakteeri on voinut muodostaa resistenssin useammalle yleiselle antibiootille. (Malik ym.
2017: 100-101.)

Bakteerit voivat muodostaa resistenttia esimerkiksi mutatoitumalla tavalla, joka estaa
antibioottien vaikutusmekanismeja tai hankkia resistenttida koodaavia geeneja ymparilla
olevilta bakteereilta (Munita & Arias 2016: 3). Resistenteilld geeneilld on useita tapoja
vaikuttaa antibioottien toimintaan. Ne voivat tuottaa entsyymia, joka inaktivoi antibioo-
tin, osa resistenttigeeneista taas vaikuttaa bakteerin solukalvoon niin, etta Iaakkeet ei-
vat paase lapaisemaan solukalvoa ja nain vaikuttamaan bakteerin toimintaan. (Munita
& Arias 2016: 5-11.) Resistenssin kehittyminen yhdessa bakteerissa edesauttaa resis-
tenttien kantojen syntymista, silla bakteerin on helppo siirtaa resistenttia koodaavia
geeneja ymparilla oleville bakteereille. Resistentit bakteerikannat paasevat myads levia-
maan, silla bakteereihin kohdistuu valintapaine, joka suosii niitd bakteereita, joille on

kehittynyt resistenssimekanismeja. (Lerminiaux & Cameron 2019: 35.)

Maailman terveysjarjestdé WHO on ilmaissut huolensa antibioottiresistenssien mikro-
bien lisdantymisesta. Talla hetkella mikrobien antibioottiresistenssi luetaan mukaan yh-
deksi kymmenesta suuresti ihmiskuntaa kohtaavista terveysuhista. Resistenssin muo-
dostumisen vuoksi bakteerit lakkaavat vastaamasta laéketieteelliseen hoitoon, jolloin
infektioista tulee hankalahoitoisia, ne leviavat helpommin ja infektiot voivat aiheuttaa
vakavia sairastumisia ja lisata kuolleisuutta. Antibioottiresistenssien mikrobien lisdanty-
misen vaikutus myoés esimerkiksi talouteen on merkittava, silla niiden aiheuttamien kuo-
lemien lisaksi infektioista johtuva pitkittynyt sairastaminen pidentaa hoitojaksoa sairaa-
lassa. Tasta koituu lisdkustannuksia niin potilaille, kuin terveydenhuollolle. (World
Health Organization 2020.)

E. faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa ja enterobakteerilajit muodostavat ryhman, jota kutsutaan



bakteerien nimista koostuvalla nimella ESKAPE. Ryhman nimi viittaa myos bakteerien
kykyyn muodostaa resistentteja ominaisuuksia ja niin sanotusti paeta antibioottien vai-
kutusta. ESKAPE-ryhmaan kuuluu myoés bakteereita, jotka ovat WHO:n mukaan priori-
teetti uusien antibioottien kohteeksi. (Gordillo Altamirano & Barr 2019: 4.) ESKAPE-ryh-
man bakteerit esiintyvat usein kliinisissa olosuhteissa, jolloin ei ole yllattavaa, etta ne

ovat omaksuneet useita eri resistenttimekanismeja (De Oliveira ym. 2020: 8).

Antibioottiresistenssin muodostuminen on normaali osa bakteerien evoluutiota, mutta
sen nopea kehittyminen on muodostunut viime vuosikymmenien aikana suureksi ter-
veysuhaksi. Tilannetta pahentaa se, etta uusien antibioottien kehitys ja siihen liittyva
tutkimus on hidasta. (Munita & Arias 25.) Vaikka antibiootit ovat aikanaan mullistaneet
terveydenhuollon ja ne ovat edelleen tarkedna osana infektioiden hoitoa, on Idydettava
vaihtoehtoisia hoitomuotoja niita bakteereita vastaan, jotka ovat muodostaneet antibi-
oottiresistenssin (Rohde & Wittmann & Kutter 2018: 737.)

4 Bakteriofagit

Bakteriofagit eli faagit ovat bakteereiden viruksia, joita voidaan hyédyntaa vaihtoehtoi-
sen hoitomuodon avulla antibioottiresistenttien bakteerien aiheuttamien infektioiden
hoidossa (Nikolich & Filippov 202). Faageista on ollut havaintoja jo reilu sata vuotta sit-
ten ja ensimmaisia kertoja faageja on kaytetty jo 1919-luvulla hoitomuotona mikrobien
aiheuttamissa infektioissa (Lin & Koskella & Lin 2017). Antibioottien kehitys ja kayttdon-
otto kuitenkin aiheutti sen, etta faagien tutkiminen ja niiden kehittdminen hoitotarkoituk-

siin jai taka-alalle suuressa osassa maailmaa (Nikolich & Filippov 2020).

Vaikka rakenteellisesti bakteriofagit ovat hyvin yksinkertaisia, ovat ne kuitenkin todella
monimuotoisia organismeja, joita I0ytyy kaikkialta ymparistostamme. Niilla on tarkea
tehtava ekosysteemissa bakteeripopulaation saatelemisessa. (Adesanya ym. 2020:
206.) Bakteriofagien geneettinen perimaaines, DNA tai RNA, on pakkautunut niiden
ikosaedrin muotoiseen paahan; proteiineista muodostuneeseen kapsidiin (Black & Tho-
mas 2013). Yleisimmin esiintyvat faagit ovat hannallisia, jolloin ne kayttavat hannan
kuituja apunaan siirtdessaan perimaainestaan isantabakteerin sisalle (Rohde ym.

2018: 740). Kuvassa 1 on havainnollistettu hannallisen faagin rakennetta.



Kapsidi (paa, johon
‘ perimaaines on

pakkaantunut)

Kaulus

Ydin ja sen suojus

Aluslevy

Hannan kuidut

Kuva 1. Hannallisen faagin rakenne (Wikimedia Commons 2008 mukaillen).

Bakteriofagit voidaan jaotella lyyttisiin seka lauhkeisiin faageihin elinkiertonsa mukaan.
Lyyttiset bakteriofagit sitoutuvat niille spesifin bakteerisolun pinnalla olevaan reseptoriin
ja siirtdvat geeniperimansa bakteerisolun sisélle vallaten bakteerin aineenvaihdunnan.
Talldin ne voivat isdntabakteerin avulla monistaa geeniperimansa, jonka jalkeen ne ha-
jottavat isantébakteerin soluseinan tuottamiensa entsyymien, lysiinin ja holliinin avulla.
Kun isantabakteerit on tuhottu, paasevat sen sisalla olleet uudet viruspartikkelit vapau-
tumaan ymparistdéon. (Lin ym. 2017: 164; Nikolich & Fillipov 2020: 135; Gordillo Altami-
rano & Barr 2019: 15.) Vapautuneet bakteriofagit siirtyvat infektoimaan uutta isantabak-
teeria (Kasman & Porter 2021). Useimmat bakteriofagit voivat infektoida ja tuhota vain
niitd bakteereita, joiden solun pinnalla on niiden tunnistama reseptori (Lin ym. 2017:
164).

Lauhkeat faagit voivat kayttaa joko lyyttista kiertoa kuten lyyttiset bakteriofagit tai lyso-
geenista kiertoa, jolloin ne yhdistavat niiden geeniperimansa isantabakteerin periman
kanssa. Faagia, jonka perintoaines on integroitunut isantabakteerin genomin kanssa,
kutsutaan profaagiksi. Profaagi sailyy bakteerin sisalla inaktiivisena, kunnes ymparisto-
tekijdiden vuoksi lyyttinen kierto aktivoituu ja uudet viruspartikkelit vapautuvat ymparis-

téon. Lauhkeiden bakteriofagien yhdistdessa geeniperimansa isantabakteerin periman



kanssa, voivat ne muun muassa edistaa isantabakteerin taudinaiheutuskykya ja edes-
auttaa antibioottiresistenssin syntymista. (Lin ym. 2017: 164; Kortright & Chan & Koff &
Turner 2019: 2019.) Kuvassa 2 havainnollistetaan seka lyyttisten, etta lauhkeiden faa-

gien elinkiertoja.

Lysogeeninen
1. Faagin sitoutuminen elinkierto
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3. Uusien faagien tuotto
virusgenomin ja proteiinien avulla 3. Lyyttisen kierron
aktivoituessa profaagi
vapautuu ymparistdan
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Kuva 2. Lyyttinen ja lysogeeninen elinkierto kuvattuna (Stone & Campbell & Grant & McAuliffe
2019: 3 mukaillen).

5 Faagihoito ja sen kaytto

Mikrobiologi Felix d’'Herellea pidetaan bakteriofagien |6ytajana, vaikka bakteriofageista
oli aikaisemmin tehty havaintoja (Nikloch & Filippov 2020: 145). d’Herelle oli kuitenkin
ensimmainen, joka oivalsi miten bakteriofagit toimivat ja miten niita voisi hyddyntaa hoi-
tomuotona bakteeri-infektioille (Lin ym. 2017: 164). Tutkittuaan bakteriofageja ja niiden
toimintaa jonkin aikaa, han testasi bakteriofagien turvallisuutta muun muassa kolle-
goidensa avulla ja laajensi sitten tutkimustaan potilaisiin. Vaikka useat varhaiset kokeet
antoivat faagihoidosta positiivisia tuloksia, suhtauduttiin siihen myos kriittisesti. Erdassa

raportissa muun muassa kritisoitiin sita, etta bakteriofagien biologisia ominaisuuksia ei



tunnettu tarpeeksi, niiden rajoittavien tekijéiden huomioimiseksi. (Cisek ym. 2017: 277-
278.)

Vaikka faagihoidon mahdollisuus on ollut tiedossa jo vuosisadan ajan, hiipui alun in-
nostus sen mahdollisuuksista hoitomuotona pian antibioottien kehittamisen jalkeen.
Faagihoidon tutkimista ja kehittamista jatkettiin kuitenkin esimerkiksi entisen Neuvosto-
liton alueella seka Puolassa. (Altamirano & Barr 2019: 2.) Bakteriofageja on hyédyn-
netty bakteeri-infektioiden hoitomuotona jo lahes vuosisadan ajan Puolassa, Georgi-
assa ja Vengjalla. Yha useampi maa kuten Ranska, Belgia, Sveitsi ja Yhdysvallat on
alkanut hyédyntamaan faagihoitoa. Puolassa sijaitseva faagihoitokeskus tarjoaa poti-
lailleen kokeellista hoitoa useita vaikeita bakteeri-infektioita vastaan, joita aiheuttaa
muun muassa enterokokkibakteerit. Hoitokeskuksen julkistaman datan mukaan 30-35
% siella hoidetuista potilaista sai kokeellisesta hoidosta apua. (Cisek ym. 2017: 280.)
Lansimaissa faagihoidon kehittyminen on ollut hitaampaa ja siihen suhtaudutaan va-
rauksellisemmin (Nikolich & Filippov 2020: 3).

Faagihoidossa kaytetaan vain isdntabakteerinsa varmasti tuhoavia lyyttisia faageja.
Niistd muodostetaan yleensa faagiseoksia, jotka sisaltavat useita eri bakteriofageja,
joilla on spesifisyys tiettya bakteeria kohtaan. (Lin ym. 2017: 164.) Viimeaikaisten tutki-
musten perusteella seka yksittaiset bakteriofagit, etta faagiseokset toimivat faagihoi-
dossa. Silti laajakirjoisia faagiseoksia suositaan, jotta bakteriofageille resistenttien bak-
teereiden muodostumista voitaisiin estda. Faagiseoksista ei mydskaan ole todettu ole-
van haittoja, silla seoksessa olevat spesifisyydeltaan erilaiset bakteriofagit eivat kilpaile
keskenaan ja nain laske hoidon tehokkuutta. (Kortright ym. 2019: 228-229.)

Faagihoidolla on monia hyvia puolia verrattuna antibioottihoidon kayttoon. Koska bak-
teriofagit voivat infektoida vain yhta, tai korkeintaan muutamaa bakteerikantaa, voidaan
hoito kohdentaa helpommin tiettya infektiota aiheuttavaa bakteeria vastaan. (Nikolich &
Fllippov 2020: 135.) Isantaspesifisyytensa vuoksi faagihoidon on todettu myoés aiheut-
taman vahemman haittaa ihmisen normaalille mikrobistolle, kuin antibioottien kaytosta
aiheutuisi (Adesanya ym. 2020: 214). Bakteriofagit myés mukautuvat helpommin isan-
tabakteerinsa muuttuneisiin ominaisuuksiin, minka vuoksi bakteereiden on hankalam-
paa muodostaa resistenttia bakteriofageja kohtaan. Joissakin tapauksissa faagiresis-
tenssin muodostuminen on jopa herkistanyt resistentteja bakteereita uudelleen antibi-
ootille. Bakteriofageja on ymparistossa siella, missa bakteereitakin ja niiden eristami-
nen onkin usein teoriassa helppoa. Mikali bakteeri alkaa muodostamaan resistenssia

bakteriofagia kohtaan, voidaan eristaa uusi bakteriofagi, joka on spesifi tata bakteeria



kohtaan ja nain sailyttaa faagihoidon herkkyys. (Adesanya ym. 2020: 217-218.) Bakte-
riofagien helppo saatavuus voi tehda hoitomuodosta tehokkaan seka edullisen verrat-
tuna joihinkin antibioottihoitoihin (Nikolich & Filippov 2020: 135).

Bakteriofageista on myos hyotya infektioissa, joihin on muodostunut biofilmia (Adesa-
nya ym. 2020: 216). Jotta antibiootit voisivat tuhota biofilmia, tulisi niitd saada korkeina
pituisuuksina pitkaan, kun taas bakteriofagit sen sijaan tuottavat entsyymeja, jotka voi-
vat tuhota biofilmia ja nain ollen toimia naiden infektioiden hoitomuotona. (Adesanya
ym. 2020: 216-217.) Faagihoitoa on myos kokeiltu yhdistelmahoitona antibioottien
kanssa muun muassa Klebsiella pneumonia -bakteerin muodostaman biofilmin tuhoa-

misessa ja sen havaittiin lisdavan hoidon tehokuutta (Kortright ym. 2019: 228).

Vaikka faagihoidolla on useita hyva puolia, tulee huomioida my6s mahdolliset haasteet
tai rajoittavat haittatekijat. Se, ettd bakteriofagi infektoi spesifisesti vain yhta tai korkein-
taan muutamaa bakteerikantaa voi olla seka hydty, etta haitta faagihoidon tuotannollis-
tamisen ja kehityksen kannalta. (Nikolach & Filippov 2020: 135; Lin ym. 2017: 168.)
Esimerkiksi palovamman tulehtuessa, infektoivia bakteereita on yleensa useampi kuin
yksi. Talléin joudutaan kayttamaan useista eri faageista koostettuja faagiseoksia ja
kaikki palovammaa infektoivat bakteerit tulisi olla tunnistettuja. (Lin ym. 2017: 168.)
Faagiseosten valmistamista varten edellytetdan melko suuria bakteriofagikokoelmia,
joita tulisi paivittaa saannollisesti, jotta voidaan pyrkia estamaan bakteriofageille resis-
tenttien bakteerien syntyminen. Tallaisten suurten bakteriofagikokoelmien kerays seka
yllapito voi tehda faagihoitoon liittyvista turvallisuustestauksista haastavampia seka
tehda tuotannosta kalliimpaa. Tutkimuksissa on myods kaynyt ilmi, ettd saman bakteeri-
lajin aiheuttamiin infektioihin voidaan tarvita erilaisia faagiseoksia maantieteellisesta si-

jainnista riippuen. (Nikolach & Filippov 2020: 135.)

Vaikka bakteerin on vaikeampi muodostaa resistensseja ominaisuuksia bakteriofageja
kohtaan, voi sitd tapahtua. Resistentti bakteriofagia kohtaa voi muodostua esimerkiksi
pistemutaation avulla, joka muuttaa bakteerisolun pinnalla olevaa antigeenia niin, ettei
bakteriofagi paase infektoitumaan bakteerisoluun. Tdma mutaatio voi tapahtua usein
etenkin, kun bakteeripopulaatio on suuri, kuten joissakin infektioissa. (Nilsson 2014
193.) Tama voi vaikuttaa hoidon tehokkuuteen jopa faagihoidon aikana (Nikolach & Fi-
lippov 2020: 135).

Vaikka faagiterapiassa on myos haasteita, on sen potentiaalista ja onnistumisista

useita esimerkkeja. 2016 Yhdysvalloissa hoidettiin resistentin A. baumannii kannan ai-
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heuttamaa infektiota faagien avulla. Bakteeri oli muodostanut resistentin kaikkia hoi-
toon kokeiltuja antibiootteja vastaan ja faagihoidon alettua se muodosti resistenttia
my0s faageja kohtaan. Uusia faageja kuitenkin voitiin eristaa ja kayttaa niita yhdessa
antibioottien kanssa infektion hoitoon. Infektio saatiin lopulta hoidettua onnistuneesti ja
potilas toipui vakavasta infektiosta taysin. (Schooley ym. 2017.) My6s Saksassa on
saatu askettain tuloksia onnistuneesta faagihoito tapauksesta. Alle vuoden ikaisella
lapsella oli usean maksansiirron ja siitd aiheutuneiden komplikaatioiden seurauksena
vankomysiinille resistentin E. faecium kannan aiheuttama infektio, jota hoidettiin faagi-
hoidolla. Vaikka potilaalla on maksansiirron komplikaatioista johtuen ollut vuoden seu-
rannan aikana muutamia infektioita, vankomysiinille resistenttia E. faecium kantaa ei
ole havaittu potilaan naytteista kuin kerran, ja silloin se vastasi tilapaiseen antibiootti-
hoitoon. (Paul ym. 2021: 5-6.) Vaikka faagiterapiassa ndhdaan paljon potentiaalia, vaa-
dittaisiin siitd kuitenkin enemman kontrolloiduissa kliinisissa olosuhteissa tehtyja ko-
keita ja tietoa (Paul ym. 2021: 2).

6 Tarkoitus, tavoite ja tutkimustehtava

Opinnaytetyon tarkoituksena oli eristaa tutkimusryhmalle uusia E. faecalis seka E.
faecium-bakteereille spesifisia bakteriofageja potilaista eristettyja kliinisia E. faecalis ja
E. faecium-kantoja vastaan. Bakteriofageja eristettiin jatevesinaytteista, jonka jalkeen
faagit karakterisoitiin isantakirjon laajuutta kartoittamalla. Tama tapahtui testaamalla
bakteriofagit mahdollisimman monta Enterokokki-suvun bakteereita vastaan, joita koko-
elmasta Ioytyi. Bakteriofageista eristettiin myos genomin sekvensointia varten niiden
perintdainesta. Sekvensointi on valttamatonta, jotta voidaan selvittda ovatko eristetyt

faagit soveltuvia ja turvallisia faagihoitokayttéon.

Tavoitteena oli kehittda ja laajentaa tutkimusryhman jo olemassa olevaa bakteriofa-
gikokoelmaa, jonka tulisi olla mahdollisimman laaja bakteriofagien kapean isantakirjon
vuoksi. Tutkimusryhmalla on talla hetkelld yli 500 bakteriofagin kokoelma ja siina olevat
bakteriofagit infektoivat padasiassa ESKAPE-ryhman bakteereita, joille antibioottiresis-

tenssi on yleista.

Tutkimustehtavassa yhdistyy seka tyon tarkoitus, etta tavoite. Onnistuneesti eristetyt E.
faecalis ja E. faecium bakteereille spesifiset bakteriofagit laajentavat tutkimusryhman

bakteriofagikokoelmaa ja nadin auttaa myds tutkimuksen kehittamista eteenpain.
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7 Opinnaytetyon materiaalit ja menetelmat
7.1 Aineisto

Projektiin valittiin potilaista eristettyja E. faecalis ja E. faecium kantoja, joille tutkimus-
ryhman faagikokoelmassa ei ollut yhtaan tai vain vahan faageja. Yhteensa projektin ai-
kana pyrittiin eristamaan faageja kuutta E. faecalis seka kahtatoista E. faecium kantaa
vastaan, jotka on esitetty taulukossa 1. Kaytetyt kannat ovat HUSLAB kliinisen bakte-
riologian osastolta saatuja potilaista eristettyja kliinisia bakteerikantoja. Kannat on ni-
metty uudelleen tutkimusryhman jarjestysnumeron mukaan potilaiden yksityisyyden

suojaamiseksi.

Taulukko 1. Projektiin valitut potilaista eristetyt resistentit bakteerikannat tutkimusryhman jar-
jestysnumeron mukaan.

Valitut E. faecalis kannat Valitut E. faecium kannat

#6259 #5675 #5552
#6467 #5732 #5864
#6552 #5899 #5866
#6568 #5791 #5878
#6933 #5897 #5972
#7007 #5900 #5885

Tydssa kaytettiin elatusaineina seka Luria (LB) etta Brain-Heart Infusion (BHI) — elatus-
liemid. LB-elatusliemi valmistettiin tutkimusryhman kayttoon valmiiksi taulukon 2 ohjeen

mukaan.

Taulukko 2. Luria-elatusliemen valmistusohje.

g/l
Tryptoni 1049
Yeast-excract 59

NaCl 109
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LB elatusliemesta valmistettiin myds pehmytagaria, jolloin elatusliemeen lisattiin 0,32 g
bacto-agaria 80 ml:aan elatuslienta. Tydn aikana bakteerien kasvatukseen kaytettiin
LB-maljoja, jotka tilattiin valmiina HUSLABInN liuoslaboratoriosta. BHI-elatusliemi valmis-
tettiin valmistajan ohjeiden mukaan (Becton, Dickinson and Company). Myo6s BHI ela-
tusliemesta valmistettiin pehmytagaria kuten edella. Kaikki tyossa kaytetyt reagenssit ja
elatusaineet, jotka valmistettiin laboratoriossa itse, autoklavoitiin. Nain vaoitiin olla var-

moja liuosten steriilisyydesta.

Bakteerikantoja sailytettiin -70 °C pakastettuina, kunnes ne viljeltiin kayttéa varten LB-
maljoille. Bakteereita kasvatettiin +37 °C |ldBmpdhuoneessa seka +37 °C l[ampo-

kaapissa, jossa oli lisaksi 5 % CO..

E. faecalis ja E. faecium aiheuttavat tyypillisesti sairaalainfektioita, joten lahtémateriaa-
lina pyrittiin kayttdmaan sairaaloiden jatevesia. Projektin aluksi muodostettiin viisi
seosta Suomen sairaaloiden jatevesistd, kaupunkien jatevesista ja luonnonvesista
seka viisi seosta Beninin sairaaloiden seka ymparistdn jatevesista. Beninin jatevedet
saatiin dosentti Kaisa Haukan ja professori Anu Kanteleen (Helsingin yliopisto) seka
Dr. Victorien Tamégonin (University of Abomey Calavi) kanssa tehdysta aiemmasta yh-
teistyoprojektista. Tarkemmat tiedot mita naytetta kuhunkin nayteseokseen kuului, on
esitetty liitteesta 1. Kussakin nayteseoksessa siihen kuuluvia naytteita pipetoitiin niin,

ettd kutakin naytetta oli seoksessa sama maara.

7.2 Aineiston analysointimenetelmat

7.2.1 Faagien rikastus

Jokaisesta valitusta bakteerikannasta (taulukko 1) valmistettiin rikastusnaytteet Suo-
men jatevesiseosten (Suomi Pool A, Suomi Pool B, Suomi Pool C, Suomi Pool D,
Suomi Pool E) seka elatusaineen kanssa. Kuudesta taulukon 1 E. faecium kannasta
(#5675, #5732, #5899, #5791, #5897, #5900) valmistettiin rikastusnaytteet myds Beni-
nin jatevesiseosten (Benin Pool A, Benin Pool B, Benin Pool C, Benin Pool D, Benin
Pool E) seka elatusaineen kanssa. Kukin rikastusnayte koostui 1,5 ml jatevesiseok-

sesta, 4,5 ml elatusliemesta seka x maarasta esikasvatettua bakteeria.

Bakteereita kasvatettiin aluksi 1,3 ml LB- tai BHI-elatusliemessa. Nesteessa kasvatet-
tavia bakteereita inkuboitiin ravistelussa 2-4 tuntia, +37 °C:ssa. Kun bakteeri oli saavut-

tanut eksponentiaalisen kasvun vaiheen ja seos oli silmin ndhden sameaa, mitattiin
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siitd absorbanssi aallonpituudella 600nm (DSM-micro, LAXCO). Rikastusnaytteisiin tar-

vittava x maara esikasvatusnaytetta laskettiin kayttden kaavaa x = AZS

jossa Asoo ON

)
600

absorbanssi 600 nm aallonpituudella mitattuna.

Rikastusnaytteita inkuboitiin yon +37 °C jatkuvassa ravistelussa niin, etta naytteet se-
koittuivat koko ajan. Seuraavana paivana naytteet sentrifugoitiin (SL 16R, Thermo
Fisher Scientific) 4000 x g:ssa, +10 °C, 10—15 minuutin ajan. Sentrifugoinnin avulla
bakteerimassa painettiin putken pohjalle. Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti suoda-
tettiin 0,22 pl suodattimen |api. Lopuksi putkeen lisattiin 40 % sakkaroosia sailyvyyden
parantamiseksi niin, ettd sen osuus rikastusnaytteen kokonaistilavuudesta oli 8 %.

Naytteita sailytettiin +4 °C.
7.2.2 Rikastetun naytteen titraus isantabakteerin kanssa

Jotta voidaan selvittda, onko rikastetusta naytemateriaalista 16ytynyt faageja jotka in-
fektoivat spesifia isdntabakteeria, on naytteet titrattava isdntabakteeria vastaan. Titraus
voidaan suorittaa kahdella tapaa kayttaden joko kokomaljamenetelmaa tai pisaramene-
telmaa. Kokomaljamenetelma antaa tarkemman tuloksen, mutta usein pisaramenetel-
maa voidaan kayttaa arvioimaan milla laimennoksilla ndyte kannattaisi titrata kokomal-
jalle parhaan tuloksen saavuttamiseksi. Kokomaljamenetelmaa kaytetaan, kun halu-
taan maljalle yksittaisia plakkeja esimerkiksi plakkipuhdistusta tai tiitterin eli pitoisuuden
laskua varten. Tydvaiheesta riippuen arvioidaan, kumpi menetelma soveltuu kayttéon
paremmin. Kun rikastettu nayte titrattiin isantabakteerin kanssa, oli tarkoitus selvittaa
I6ytyykd naytemateriaalista isantakantoja infektoivia bakteriofageja. Tall6in pisarame-

netelma oli tarkkuudeltaan riittava.

Haluttua isantabakteeria siirrostettiin muutama pesake 1,3 ml LB- tai BHI-elatusliemen
joukkoon ja kasvatettiin +37 °C 2—4 tunnin ajan ravistelussa. Taman jalkeen nesteessa

kasvatetusta bakteerista mitattiin absorbanssi aallonpituudella 600 nm.

Seka kokomalja- ettd pisaramenetelmassa sulatetun ja +55 °C asteiseksi tasapainote-

tun BHI- tai LB-pehmytagarin joukkoon pipetoitiin esikasvatettua bakteeriseosta, jonka

maara laskettiin kayttaen kaavaa x = :—5, jossa Asoo On absorbanssi mitattuna 600 nm
600

aallonpituudella.
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Rikastusnaytteista tehtiin BHI- tai LB-elatusliemeen laimennossarjat 10", 102, 10° ja
10*. Pisaramenetelméassa bakteeriseosta pipetoitin pehmytagarin joukkoon, vorteksoi-
tiin lyhyesti ja kaadettiin maljalle. Pehmytagarin annettiin jahmettya huoneenlammadssa
30 minuutin ajan, jonka jalkeen maljalle pipetoitiin 10 ul kutakin laimennosta seka 10 ul
kaytettya elatuslienta negatiiviseksi kontrolliksi. Maljoja kuivatettiin huoneenlammoéssa
tunnin ajan, minka jalkeen ne siirrettiin bakteerille optimaalisiin kasvuolosuhteisiin yon
yli. Tulokset luettiin visuaalisesti maljaa tarkastelemalla seuraavana paivana. Niista ri-
kastusnaytteista, joista 16ytyi isdntabakteeria infektoivaa faagia, tehtiin titraukset koko-

maljamenetelmalla plakkipuhdistusta varten.

Kokomaljamenetelmassa voitiin kayttaa hyvaksi pisaramenetelmaa ja arvioida milla lai-
mennoksella kokomaljalle saataisiin yksittaisia plakkeja sopiva maara. Seka kasvatet-
tua bakteeria etta rikastusnaytteesta LB- tai BHI-liemeen tehtya laimennosta pipetoitiin
50 ul pehmytagarin joukkoon ja kaadettiin maljalle. Negatiivinen kontrolli tehtiin omalle
maljalleen kayttaen elatuslientd, joka pipetoitiin pehmyt agarin joukkoon laimennoksen
sijaan. Kunkin bakteerin kaikista laimennoksista tehtiin oma malja. Maljoja kuivatettiin
30 minuutin ajan huoneen lammadssa, jonka jalkeen ne siirrettiin bakteerille optimaali-
siin kasvuolosuhteisiin yon yli. Myos kokomaljalta tulokset luettiin seuraavana paivana
visuaalisesti maljaa tarkastelemalla tai esimerkiksi plakkien, faagien infektoimien aluei-

den, laskennalla.

7.2.3 Plakkipuhdistus ja lysaatin tuotto

Plakkipuhdistuksessa oli tarkoitus kerata kokomaljalta yksittaisid morfologialtaan eri ko-
koisia plakkeja. Kustakin eri iséntakantaa vastaan 16ydetysta faagista poimittiin viisi
plakkia, joista osa poimittiin pienemmista plakeista ja osa isommista. Tassa tyovai-
heessa poimitut faagit nimettiin valiaikaisesti isdntdbakteerin seka sen nayteseoksen
perusteella mista faagi oli eristetty ja lisaksi juoksevat numerot 1-5 kullekin poimitulle

plakille.

Puhdistus suoritettiin poimimalla kokomaljalta plakin kohdalta pehmytagaria pipetinkar-
jella. Plakki sekoitettiin SM-puskuriin, jota voidaan kayttaa yleisesti faagien laimennok-
siin seka sailytyspuskurina. Nayte vorteksoitiin, jonka jalkeen plakkipuhdistustuotteen
annettiin inkuboitua huoneenlamma@ssa vahintaan tunnin ajan, jolloin faagit paasivat liu-

kenemaan SM-puskurin joukkoon pehmytagarista.

Ensimmaisella plakkipuhdistuskierroksella jokainen poimittu plakki uutettiin 500 pl SM-

puskuriin. Kustakin plakkipuhdistusnaytteesta tehtiin laimennossarjat 10", 102, 103, 10*
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jotka titrattiin pisaramenetelmalla. Pisaramenetelman avulla voitiin arvioida, millaisella
laimennoksella saadaan kokomaljalle yksittaisia plakkeja siten, etta plakkimaara mal-
jalla on 5-20. Nain voitiin varmistua siita, ettda maljalta poimittiin vain yksi plakki. Plakki-
puhdistus suoritettiin kolme kertaa, jotta voitiin olla varmoja, etta naytteessa on vain yh-
denlaista faagia. Taman pystyi arvioimaan alustavasti plakkien morfologiasta ja varmis-

tamaan myéhemmin sekvensoinnilla.

Kun plakkipuhdistus oli suoritettu kolme kertaa ja tulokset ovat selkeita eli plakkeja
muodostui yha maljalle, tehtiin naytteista faagilysaatti nestekasvatuksena tai semikon-
fluenteilta maljoilta. Nestekasvatuksena tuotettuun faagilysaattiin tarvittiin yon yli nes-
teessa kasvatettua isdntabakteeria 400 pl, plakkipuhdistustuotetta 40 pl seka 9,6 ml
elatuslienta. Lysaatin annettiin inkuboitua noin viiden tunnin ajan +37 °C koko ajan se-
koittuen ja valilla seuraten, mikali seos on kirkastunut jo aiemmin. Seoksen kirkastumi-
nen oli merkki siita, etta faagit olivat infektoineet valtaosan seoksessa olleista baktee-
reista ja faagien maara lisdantynyt. Semikonfluenttien maljojen faagilysaatin tuottoa
varten tehtiin halutusta plakkipuhdistustuotteesta seka siina olevan faagin isantabak-
teerista kokomaljamenetelmalla 1-3 maljaa, joita kasvatettiin optimaalisissa olosuh-
teissa yon yli. Tavoitteena oli saada kokomaljoja, joissa faagi oli infektoinut lahes koko
bakteerikasvun maljalta, niin etta yksittaisia plakkeja ei voitu havaita. Tall6in faageja oli
maljalla mahdollisimman paljon. Maljoille pipetoitiin 3 ml SM-puskuria faagien liuotta-
miseksi irti maljalta ja maljoja inkuboitiin huoneenlammadssa kaksi tuntia. Pehmyt agar
seka puskuri irrotettiin maljalta L-sauvaa apuna kayttaen ja kaikki neste pipetoitiin erilli-
seen putkeen.

Taman jalkeen molemmilla tavoilla tuotetut lysaatit sentrifugoitiin 5000 x g:ssa, +4 °C,
15 minuutin ajan, jotta bakteerimassa saatiin putken pohjalle. Kirkas faagilysaatti suo-
datettiin 0,22 ym suodattimen lapi ja putkeen lisattiin 40 % sakkaroosia sailyvyyden pa-
rantamiseksi, niin ettd sakkaroosin maara oli 8 % lysaatin kokonaistilavuudesta. Lysaa-

tit sailytettiin +4 °C kunnes ne titrattiin kokomaljamenetelmalla tiitterin arvioimiseksi.

Jokaisesta lysaatista laskettiin tiitterit kayttden alla olevaa kaavaa, joka antoi tuloksen
kuinka paljon plakkia muodostavaa yksikk6a on millilitrassa (Plaque forming unit
(PFU)/ml). Koska faagilysaatteja oli laimennettu kokomaljatitrausta varten, tuli laskussa

ottaa huomioon tama laimennoksen suuruus.

1000

plakkien maara maljalla x laimennoskerroin x — -
laimennoksen tilavuus
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Kustakin isantabakteeriaan infektoivasta faagista valittiin isosta ja pienesta poimitusta
plakista ne faagilysaatit joissa tiitteri oli suurin ja nama naytteet nimettiin ja niista eris-
tettiin DNA. Faagit nimettiin tutkimusryhman ohjeiden mukaan, niin ettd nimesta kay
ilmi mista faagi on eristetty (esimerkiksi fHo = sairaalajatevedesta eristetty) ja mika sen

isantakanta on (esimerkiksi Efa = E. faecalis).

7.2.4 DNA eristys ja geeli

DNA eristettiin kayttden valmista kaupallista Phage DNA Isolation (Norgen Biotek
Corp.) —kittid valmistajan ohjeiden mukaan. Jotta DNA voitiin onnistuneesti eristaa, tuli
faagilysaattien tiitterit olla yli 1 x 108 PFU/ml. DNA eristykseen valittiin yksi isompaa ja
yksi pienempaa plakkia muodostava faagilysaatti kultakin isantabakteerilta. Naytteet

valittiin korkeimman tiitterin perusteella.

5 ml sentrifugiputkeen pipetoitiin 1 ml faagilysaattia. Koska faagien rikastusnaytteet ol
tehty elatusaineeseen isantabakteerin kanssa, noudatettiin ohjeen mukaan ylimaa-
raista DNase-kasittelya. Talldin valtyttiin isdntabakteerin DNA:n kontaminaatiolta
eluointivaiheessa. DNase-entsyymia (Norgen’'s RNase-free DNase) pipetoitiin faagi-
lysaatin joukkoon 5 pl ja naytetta inkuboitiin huoneenlammaossa 15 minuutin ajan. DNa-

sen inaktivoimiseksi naytetta inkuboitiin taman jalkeen vield 5 minuutin ajan +75 °C.

DNA eristysnaytteisiin lisattiin 500 pl hajotuspuskuria (Lysis Buffer B), jonka tarkoituk-
sena oli yhdessa lampdkasittelyn kanssa hajottaa faagipartikellit. Naytetta ja hajotus-
puskuria vorteksoitiin voimakkaasti 10 sekunnin ajan. Naytteisiin lisattiin myos 4 ul pi-
toisuudeltaan 20 mg/ml Proteinaasi K:ta, jonka tarkoituksena oli hajottaa faagin kapsidi.
Naytteita inkuboitiin ensin 15 minuuttia +55 °C, jonka jalkeen 15 minuuttia +65 °C. Toi-
sen inkuboinnin aikana naytteita kaanneltiin 2—3 kertaa sen aikana. Inkuboinnin jalkeen

naytteisiin pipetoitiin 320 ul isopropanolia ja vorteksoitiin kevyesti.

Spin-kolonnit asetettiin keraysputkeen ja kolonniin pipetoitiin 650 ul naytetta. Naytetta
sentrifugoitiin huoneenldammdssa minuutin ajan 6000 x g:ssa (Mini spin, Eppendorf).
Sentrifugoinnin aikana spin-kolonniin sitoutuu naytteessa olevaa DNA:ta, kun taas suu-
rin osa RNA:sta ja proteiineista suodattuu keraysputkeen. Sentrifugoinnin jalkeen ke-
raysputken sisaltd tyhjennettiin jateastiaan. Tama vaihe toistettiin, kunnes kaikki nayte

oli suodatettu spin-kolonnin I&pi.

Spin kolonniin sitoutunut DNA pestiin jaljella olevien epapuhtauksien poistamiseksi pe-

suliuoksella, johon oli lisatty etanolia. Pesuliuosta pipetoitiin 400 pl spin kolonniin, jonka
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jalkeen sentrifugoitiin minuutin ajan 6000 x g:ssa. Pesu toistettiin kolme kertaa ja ke-
raysputkeen kertynyt neste tyhjennettiin joka pesun valissa. Lopuksi naytetta sentri-
fugoitiin 2 minuutin ajan 14 000 x g:ssa naytteen kuivattamiseksi. Puhdistettu DNA-
eluoitiin kitin mukana tulevaan eluointiputkeen. Eluointipuskuria pipetoitiin 75 pl spin
kolonniin ja naytteet sentrifugoitiin 2 minuutin ajan 6000 x g:ssa. Eristettyja DNA nayt-
teita sailytettiin +4 °C.

Eristetyistda DNA naytteista mitattiin konsentraatio Qubit-fluorometrilla. Mittaukseen
kaytettiin Qubit dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific) kittiin kuuluvia maaritys-
reagenssia, laimennuspuskuria seka kahta DNA-standardia. Mittausta varten valmistet-
tiin kayttoliuos, jossa dsDNA BR-reagenssi laimennettiin dsDNA BR-puskurin avulla lai-
mennossuhteen ollessa 1:200. Standardeja varten kayttdlaimennosta pipetoitiin Qubit-
maaritykseen tarkoitettuihin 0,5 ml putkiin 190 pl ja naytteita varten 198 pl. Standardeja
pipetoitiin putkiin 10 pl ja eristettyja DNA-naytteita 2 ul, jolloin kunkin putken kokonaisti-
lavuus oli 200 ul. Maaritykseen kaytettadva dsDNA BR-reagenssi on valoherkk3, joten
naytteita inkuboitiin valolta suojattuna huoneenlammadssa 2 minuuttia. Mittaus tehtiin
huoneenlammadssa, jotta lampdotilanvaihtelut eivat vaikuttaisi maarityksen tarkkuuteen.
Qubit —fluorometrista valittiin dsDNA broad range -ohjelma, jonka jalkeen laitteella luet-

tiin ensin jarjestyksessa molemmat standardit ja lopuksi naytteet.

Ne naytteet, joissa konsentraatio oli tarpeeksi korkea, ajettiin 0,8 % tehdylld agaroo-
sigeelilla. Geeli tehtiin 1 x Tris-Acetate-EDTA (TAE) -puskuriin, jota kaytettiin myos ajo-
puskurina. Geelin avulla tarkasteltiin, onko DNA ehjaa. Sulaan ja hieman jaahtynee-
seen agaroosiseokseen pipetoitiin 2 yl Midori Green -variainetta, jotta DNA saatiin na-
kyviin. Ajopuskuriin upotettuun geeliin pipetoitiin ndytetta niin, ettd kuopassa olisi 150-
200 ng naytetta/10 pl. Naytteet oli valmisteltu ajoa varten niin, etta niihin oli pipetoitu
my0s 6 x latauspuskuria. Ensimmaiseen kuoppaan pipetoitiin 5 ul DNA ladderia eli ko-
kostandardia (GeneRuler, Thermo Fisher Scientific). Geelia ajettiin 70 V jannitteella
350 mA noin tunnin ajan, jonka jalkeen se kuvattiin Midori Green kustomoidulla ohjel-

malla (Bio-rad Gel Doc XR+). Sekvensointindytteet lahetettiin Novogenelle Iso-Britanni

aan.

7.2.5 Isantakirjon kartoitus

Faagien isantakirjon kartoituksessa kaytettiin Bioscreen C:ta (Labsystems), jonka
avulla mitattiin bakteerien kasvua 10 tunnin ajan. Laite mittasi naytteiden absorbanssia
600 nm aallonpituudella puolen tunnin valein koko analysoinnin ajan. Isantakirjon kar-

toituksella testattiin mita valittuja enterokokkikantoja kukin eristetty faagi infektoi.



18

Viidesta E. faecalis (#5900, #5899, #5989, #5897, #5896) ja viidesta E. faecium
(#7107, #6552, #6934, #6571, #6908) kannasta tehtiin yon yli kasvatus nesteessa. Li-
saksi yon yli kasvatus tehtiin kunkin faagin eristysisantabakteerista eli faagin alkuperai-
sesta isantakannasta. Yon yli kasvatetut bakteerit laimennettiin 1:50 LB-liemeen. Faa-
gilysaatit laimennettiin niin, etta tiitteri oli 108 PFU/mI. Laimennettua faagilysaattia pipe-
toitiin kuoppalevyn pohjalle 10 ul pipetointikartan mukaisesti. Paalle pipetoitiin 200 pl

laimennettua bakteeriseosta.

Kuoppalevyn alkuun pipetoitiin jokaisesta faagista aina positiivinen kontrolli, jonka tar-
koituksena oli varmistaa, etta faagi infektoi edelleen eristysisantdansa. Positiiviseksi
kontrolliksi valittiin faagin alkuperainen isdntakanta. Naihin kuoppiin pipetoitiin 10 pl lai-
mennettua faagilysaattia seka 200 ul laimennettua bakteeriseosta. Alkuperaisista isan-
takannoista tehtiin myds negatiivinen bakteerikontrolli, jolloin faagilysaatin sijaan pipe-
toitiin LB-elatuslientd. Jokaisesta naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista naytekuoppaa ja
kullekin bakteerikannalle tehtiin oma negatiivinen kontrolli. Laimennettua faagilysaattia
pipetoitiin kuoppalevyn pohjalle 10 ul pipetointikartan mukaisesti. Paalle pipetoitiin 200
Ml laimennettua bakteeriseosta. Kaikkiin negatiivisiin bakteerikontrolleihin pipetoitiin
faagilysaatin sijasta LB-elatuslienta. Jokaisen kuoppalevyn loppuun pipetoitiin kolme
rinnakkaista kuoppaa LB-elatusliemesta, jolloin voitiin varmistua, ettei se ole kontami-

noitunut bakteerilla.

8 Tulokset

8.1 Rikastus

Kaikki bakteerikasvatukset maljoilla tehtiin +37 °C lampokaapissa, jossa oli 5 % CO»
silld kasvu oli optimaalisempi ndissa olosuhteissa. Nestekasvatukset siirryttiin teke-
maan alun jalkeen LB-elatuslienta ravintorikkaammassa BHI-elatusliemessa. Neste-

kasvatuksessa bakteerit kasvoivat hyvin +37 °C.

Yhteensd kymmenen eri ndyteseosta koottiin niin, etta viisi seoksista oli koostettu Suo-
mesta keratyista jatevesinaytteista ja viisi Beninin jatevesinaytteista (liite 1). Taulukon 1
E. faecium kannat #5675, #5732, #5899, #5791, #5897 ja #5900 rikastettiin ensin seka
Suomen ettd Beninin ndyteseosten kanssa. Naitd bakteerikantoja infektoivia faageja ei

I0ytynyt kummankaan maan nayteseoksista.
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Loput taulukon 1 E. faecalis seka E. faecium kannoista rikastettiin Suomen nayteseos-
ten kanssa. Kantoja #5864 ja #6467 infektoivia faageja havaittiin seoksista Suomi Pool

B ja Suomi Pool C seka kantaa #6933 infektoivia faageja seoksesta Suomi Pool C.

8.2 Lysaatin tuotto

Plakkipuhdistus suoritettiin kaikille naytteille kolme kertaa. Osalle naytteista toinen tai
kolmas plakkipuhdistuskierros jouduttiin toistamaan, jotta plakkeja saatiin maljalle so-
piva maara. Kaikista eristetyista faageista pyrittiin tuottamaan ensisijaisesti neste-
lysaatti. Nestelysaatin tuotto onnistui Suomi Pool C eristetyista faageista, jotka infektoi-
vat E. faecalis kantoja #6467 seka #6933. Semikonfluenttien maljojen avulla lysaatin
tuotto onnistui seoksesta Suomi Pool B eristetyistad E. faecalis kantaa #6467 infektoi-
vista faageista seka kolmesta E. faecium kantaa #5864 infektoivista faageista, jotka oli
eristetty seoksesta Suomi Pool C. Niista faageista, jotka eristettiin E. faecium kantaa
vastaan seoksesta Suomi Pool B, ei onnistuttu tuottamaan lysaattia projektin aikana
kummallakaan menetelmalla. Taulukossa 3 on esitetty kullekin isantabakteerille eriste-
tyt faagit, niiden tiitterit, nimet ja mista nayteseoksesta faagit eristettiin. Kursiivilla on
esitetty faagit, joille ei projektin aikana saatu tuotettua tarpeeksi tuottoisaa lysaattia
DNA eristysta varten. Kannan #6467 B1, B2 ja B3 naytteissa plakin kokoa ei ole mer-
kitty, silla kaikki plakit olivat yhta suuria.
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Taulukossa on esitetty onnistuneesti eristetyt faagit. Ensimmaisessa sarakkeessa
nahdaan plakkipuhdistusnaytteet, joista kustakin tuotettiin lysaatti. Lysaatin tiitteri
laskettiin ja ne faagit, joilla oli korkein tiitteri, nimettiin. Tiitteri sarakkeessa on pak-
sunnettu ne naytteet, joissa pitoisuus oli korkein. Viimeisessa sarakkeessa on nah-
tavissa sen nayteseoksen sisalta, josta faagit eristettiin.

Faagin nimi

#6933 (E.faecalis)

C1 (pieni plakki)
C2 (pieni plakki)
C3 (pieni plakki)
C4 (iso plakki)
C5 (iso plakki)

fHo-Efa04

fHo-Efa05

#6467 (E.faecalis)

C1 (pieni plakki)
C2 (pieni plakki)
C3 (pieni plakki)
C4 (iso plakki)
C5 (iso plakki)
B1

B2

B3

fHo-Efa01
fHo-Efa02

fHo-Efa03

#5864 (E. faecium)

C1 (pieni plakki)
C2 (iso palkki)
C3 (pieni plakki)
C4 (iso plakki)
C5 (pieni plakki)
B1 (iso plakki)
B2 (pieni plakki)
B3 (iso plakki)
B4 (pieni plakki)
B5 (iso plakki)

fHo-Efm07

fHo-Efm08

Tiitteri

2,6 x 10° PFU/ml
2,3 x 10°PFU/mI
7,2 x 108 PFU/mI
1,1 x 10° PFU/ml
6,8 x 10° PFU/ml

4,2 x 10° PFU/ml
4,0 x 10° PFU/ml
4,7 x 10° PFU/ml
6,7 x 10° PFU/ml
5,8 x 10° PFU/ml

2,3 x 10"PFU/mlI

2,0 x 10" PFU/m
1,5 x 10" PFU/ml

5,0 x 10° PFU/ml
1,2 x 10° PFU/mlI
2,4 x 10° PFU/mI
4,9 x 10° PFU/mlI
1,7 x 10° PFU/ml
1,7 x 108 PFU/ml
5,8 x 10" PFU/mI
5,2 x 108 PFU/mI
2,3 x 108 PFU/mI
6,0 x 10 PFU/mI

Nayteseos, josta faagit eristetty

C: HUS Meilahti, Keski-Suomen
keskussairaala, Turun yliopistolli-
nen keskussairaala, Lapin keskus-
sairaala jatevesipooli 2020.

C: HUS Meilahti, Keski-Suomen
keskussairaala, Turun yliopistolli-
nen keskussairaala, Lapin keskus-
sairaala jatevesipooli 2020.

B: Peijaksen sairaala, Meilahden
sairaala, Jorvin sairaala jatevesi-
pooli 2019

C: HUS Meilahti, Keski-Suomen
keskussairaala, Turun yliopistolli-
nen keskussairaala, Lapin keskus-
sairaala jatevesipooli 2020.

B: Peijaksen sairaala, Meilahden
sairaala, Jorvin sairaala jatevesi-
pooli 2019
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8.3 DNA eristys ja geeli

DNA eristykseen valikoitui kultakin isantabakteerilta kaksi faagilysaattia, joista toinen oli

tuotettu pienen- ja toinen ison plakin plakkipuhdistustuotteesta. Taulukossa 4 nahdaan

kunkin faagin DNA-konsentraatio Qubit-fluorometrilla mitattuna.

Taulukko 4.

Faagi
fHo-Efa01
fHo-Efa02
fHo-Efa03
fHo-Efa04
fHo-Efa05
fHo-Efm07
fHo-Efm08

Faagien DNA-konsentraatio Qubit-fluorometrilla mitattuna. Ensimmaisessa sarak-
keessa oleva tulos on DNA eristyksen jalkeisend paivana. Toisessa sarakkeessa
tulokset ovat sen jalkeen, kun faagilysaattia yritettiin konsentroida suuremman
DNA pitoisuuden saavuttamiseksi. Lihavoidut luvut ovat niiden faaigen konsent-
raatiot, joissa pitoisuus oli tarpeeksi suuri sekvensointia varten.

1. Qubit —mittaus 2. Qubit —mittaus konsentroinnin jalkeen

12,6ng/ul

16,6ng/ul

6,97ng/ul 6,51ng/ul
9,59ng/ul 17,2ng/ul
5,03ng/ul 10,2ng/ul
2,45ng/ul 1,67ng/pl
too low 3,03ng/pl

Faageilla fHo-Efa03, fhO-Efa04, fHo-Efa05, fHo-Efm07 ja fHo-Efm08 DNA eristysnayt-

teiden pitoisuus oli liian matala (alle 10 ng/ul). Naita faagilysaatteja pyrittiin konsentroi-

maan DNA-pitoisuuden lisdamiseksi. Konsentrointi onnistui kahdelle faagille, fHo-Efa04

ja fHo-Efa05.

Faageissa fHo-Efa01, fHo-Efa02, fHo-Efa04 ja fHo-Efa05 konsentraatio oli tarpeeksi

suuri, jotta ne voitiin 1ahettda sekvensoitavaksi. Sekvensointia varten naytteen DNA pi-

toisuus tuli olla vahintdan 10 ng/ul. Ennen naytteiden lahettamista sekvensoitavaksi ne

ajettiin agaroosigeelilla, jotta voitiin varmistua DNA:n olevan ehjaa (kuva 3). Sekven-

sointitulokset

eivat ehtineet valmistua projektin aikana.
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10000 bpf

Kuva 3. Agaroosigeelissd A ja B ensimmaisissa kuopissa olevan DNA-ladderin, eli kokostandar-
din perusteella naytteiden DNA fragmenttien kokoa voidaan arvioida. Fragmenttien
koko ilmoitetaan basepair (bp). Molemmissa geelikuvissa nahdaan, ettéd vyohykkeet
ovat yhtenaisia niissa kuopissa, joihin pipetoitiin faagien DNA eristysnaytteitd. Kuvasta
voidaan siis huomata DNA:n olevan ehjaa.

8.4 Isantakirjon kartoitus

Kullekin faagille tehtiin isantakirjon kartoitus ensin viidella E. faecalis ja viidella E.
faecium kannalla liuoskasvatuksessa Bioscreen C laitteella. fHo-Efm07 ja fHo-Efm08
infektoivat eristysisanténsa lisaksi E. faecium kantaa #5900. fHo-Efa04 seka fHo-Efa05
infektoivat eristysisantansa lisdksi E. faecalis kantaa 6934. fHo-Efa01 ja fHo-Efa02 in-
fektoivat eristysisantansa liséksi E. faecalis kantaa #6571. Kuvassa 4 nahdaan esimer-
kit siitd, miltéd kuvaajat nayttivat, kun iséntakirjon kartoituksesta saadusta datasta oli

piirretty kuvaajat.
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A #5899 B #6908
08 08
6 6
. 3
03 -~
02
0z 0.1
01 0
o 1 2 3 4 5 G 7 8 9 10
1 4 6 1 an e an —n an .
#6908 + fHo-Efal4 #6908 + fHo-Efal5 #6908 + fHo-Efm07
#5890 + Ho-Efall #5899 + fHo-Efa02 #5399 + Ho-EfaD3 #5800+ B £5908 + fHo-EfmO8 —e— #6308 + LB
c #6571 D #6934
08 08
5 07
06
4 05
- o
- 03
02 0z
01
01 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 4 6 1 #E034 =0 #5034 e #5334 fma7
#6934 = fHo-Efal4 #6934 + Ho-Ef=03 #6934 + fHo-Efm07
#6571 + fHo-Efadl #6571 + fHo-Efa02 #6571 + Ho-Efal3 #6571+ LB #6034 = fHO-EfMOB —e— #6334 + LB

Kuva 4. Kussakin kuvaajassa pystyakselilla kuvataan laitteen mittaamaa absorbanssia 600nm
aallonpituudella. Vaaka-akselilla kuvataan mittausaikaa tunteina. Kuvaajassa A nah-
daan esimerkki kannasta, joka ei ollut kasvanut kunnolla ja talldin nayte uusittiin pisa-
ramenetelmalla. Kuvaajassa B yksikaan testattu faagi ei infektoi testattavaa bakteeri-
kantaa. Kuvaajassa C faageilla fHo-Efa01 ja fHo-Efa02 nadhdaan keskitason infektio.
Faagi infektoi kantaa kuitenkin selvasti, kun kartoitus toistettiin pisaramenetelmalla. Ku-
vaajassa D seka fHo-Efa04 ettad fHo-Efa05 infektoivat testattavaa bakteerikantaa.

Osa isantakirjon kartoituksista uusittiin maljalle pisaramenetelmalla, silla bakteeri ei ol-
lut kasvanut kunnolla LB-liemessa, johon naytteista tehtiin kasvatukset Bioscreen C:lla
tehtavaa mittausta varten. Pisaramenetelmalla testattiin myos kukin faagi ristiin tois-
tensa eristysisantien kanssa, mutta faagit eivat infektoineet toistensa isantakantoja.
Liitteessa 3 nahdaan taulukko kaikista iséntakirjon kartoituksen tuloksista, taulukossa

tahdelld merkityt bakteerikannat ovat niita, jotka uusittiin pisaramenetelmalla.

9 Pohdinta

Tybssa saatuja tuloksia pohditaan tulosten tarkasteluosiossa, jossa saatuja tuloksia
verrataan ja reflektoidaan olemassa olevaan tutkimustietoon. Johtopaatoksissa pohdi-
taan miten tydn tarkoitus ja tavoitteet toteutuivat ja mika merkitys faagihoitoon liittyvalla
tutkimuksella on. Tassa osiossa pohdittiin my6s opinnaytetydn luotettavuuteen ja eetti-

syyteen liittyvia seikkoja seka prosessin aikaista ammatillista kasvua.
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9.1 Tulosten tarkastelu

Useimmille enterokokkilajeille +37 °C on optimaalisin kasvulampétila (Garcia-Solache
& Rice 2019). Bakteerien kasvu oli huomattavasti tehokkaampaa, kun lampétilaan lisat-
tiin 5 % CO- ja tyon aikana todettiin, ettd se on valituille E. faecalis ja E. faecium kan-
noille kasvuolosuhteiltaan optimaalisempi. Tasta voidaan paatella, etta osa enterokok-
kikannoista tarvitsee hiilidioksidia kasvaakseen tehokkaasti. Bakteerikannat kasvoivat
my0os tehokkaammin LB-elatuslienta ravintorikkaammassa BHI-elatusliemessa seka
siitd valmistetussa pehmytagarissa. Nestekasvatukset elatusliemessa voitiin siis ravin-

torikkaammassa liemessa suorittaa vain +37 °C ilman hiilidioksidia.

Beninista peraisin olevista jatevesinaytteista ei I0ydetty yhtaan valittuja bakteerikantoja
infektoivia faageja. On todettu, ettd samojen bakteerien aiheuttamia infektioita voidaan
joutua hoitamaan erilaisilla faagiseoksilla maantieteellisesta sijainnista riippuen (Niko-
lich & Filippov 2020: 2). Eraassa tutkimuksessa vertailtiin eroavaisuuksia erdan Esche-
richia coli bakteerikantojen valilla, joista osa kannoista oli eristetty Australiassa ja osa
Yhdysvalloissa. Tutkimus tuki oletusta, ettda samaan lajiin kuuluvat kannat voivat ge-
neettisesti erota toisistaan riippuen maantieteellisesta sijainnista. (Mellor ym. 2013:
5057.) On mahdollista, etta myds E. faecalis ja E. faecium kannat voisivat erota toisis-
taan riippuen mista maasta ne on eristetty, jolloin esimerkiksi Suomesta eristettyja bak-
teerikantoja kohtaan tarvittaisiin faageja, jotka ovat spesifisia juuri kyseiselle kannalle.
Tama osittain selittaisi sita, miksi Beninista eristetyista jatevesinaytteista ei I6ytynyt yh-
taan projektiin valittuja kantoja infektoivia faageja. Vuonna 2017 julkaistun artikkelin
mukaan E. faecalis ja E. faecium eivat mydskaan kuulu bakteerilajeihin, jotka tyypilli-
sesti aiheuttavat antibioottiresistentteja bakteeri-infektioita Afrikassa. Kuitenkin tutki-
muksesta puuttui antibioottiresistenttien bakteerikantojen tiedot 1ahes 40 % Afrikan
maista. (Tadesse ym. 2017) On mahdollista, ettd osassa maista myds E. faecalis ja E.
faecium aiheuttavat antibioottiresistentteja infektioita, mutta tdma osaltaan antaisi myds
selityksen miksi faageja ei I6ytynyt Beninin jatevesinaytteistd. Ne faagit jotka 16ydettiin
Suomesta keratyista jatevesista |0ytyivat nayteseoksista, jotka oli koostettu sairaaloi-
den jatevesinaytteista. Seka E. faecalis etta E. faecium aiheuttavat antibiooteille resis-
tentteja infektioita yleisimmin sairaalapotilaille (Selleck & Van Tyne & Gilmore 2019: 1).
Nain ollen on luonnollista, etta faageja I6ydettiin sieltd, missa voidaan olettaa olevan

myOs runsaasti niiden isantabakteereita.

Isantakirjon kartoitukseen valituista E. faecalis ja E. faecium kannoista kukin onnistu-

neesti eristetty faagi infektoi oman eristysisantansa lisaksi vain yhta kantaa. Vaikka
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tydn aikana isantakirjon kartoitusta ei ehditty toteuttamaan niin laajasti, kuin oli tarkoi-
tus, viittaisi saadut tulokset siihen, etta eristetyilla faageilla on melko kapea isantakirjo.
Tama on kuitenkin melko yleista ja usein kapean isantakirjon faageista tuotetaan faagi-
seoksia, joiden avulla my0s isantakirjoon kuulumattomat bakteerikannat saadaan tu-
hottua. Vaikka joillekin bakteerilajille on olemassa myos isantakirjoltaan laajoja faageja,
voi niiden eristaminen spesifista bakteerikantaa kohtaan olla haastavaa. (Stone ym.
2019: 20) Antibioottiresistentteja E. faecalis ja E. faecium kantoja infektoivia faageja ei
ole tutkimusryhman faagikokoelmassa monia ja tarve niille on suuri. Niiden eristdminen
on kuitenkin osoittautunut hankalaksi ja myds opinnaytetydssa saatujen tulosten perus-
teella faagien lI6ytaminen naille kannoille ei ole helppoa. Vuonna 2015 Suomessa teh-
tiin tutkimus, jossa pyrittiin eristdmaan uusia faageja useita eri bakteereita vastaan.
Tutkimus osoitti, ettd todennakoisyys 16ytaa faageja esimerkiksi vankomysiinille resis-
tentteja enterokokkikantoja kohtaan oli alle 40 %. (Mattila & Ruotsalainen & Jalasvuori
2015: 1.) Tehty tutkimus tukee opinnaytetydprosessin aikana tehdyista havainnoista

siitd, etta kyseisia bakteerikantoja vastaan ei ole helppoa 16ytaa uusia faageja.

Tutkimusryhmassa on havainnoitu, etta faagilysaateista on usein vaikeaa saada riitta-
vasti DNA:ta sekvensointia varten. Tama tukee myds itse saamiani tuloksia lysaatin
tuotosta ja siihen liittyvista haasteista. Vaikka sekvensointitulokset eivat ehtineet val-
mistua opinnaytetydprojektin aikana, on hyva muistaa, etta faageilla on oltava tiettyja
ominaisuuksia, jotta ne sopivat terapiakayttdédn. Sekvensoinnin avulla voidaan selvit-
taa, onko faagi lyyttinen vai lauhkea, onko faagilla esimerkiksi toksiinigeeneja ja nama
maarittavat voidaanko faagia kayttaa faagihoidossa. (Nikolich & Filippov 2020: 5.) On

siis otettava huomioon mahdollisuus, etta faagit eivat paady terapiakayttoon.

9.2 Johtopaatokset

Opinnaytetydn tavoitteena oli laajentaa tutkimusryhman bakteriofagikokoelmaa. Tydn
aikana onnistuttiin eristamaan seitseman uutta faagia, viisi E. faecalis kantoja vastaan

ja kaksi E. faecium kantoja vastaan.

ECDC on ilmaissut huolensa etenkin vankomysiinille resistenttien E. faecium kantojen
lisdantymisesta, joiden maara on noussut neljan vuoden aikana 7,8 %. ECDC:n laati-
man raportin mukaan monissa muissa antibioottiresistensseissa bakteereissa oli nahta-
vissa maantieteellista vaihtelua Euroopan alueiden valilla, mutta E. faecium aiheutti ta-
saisesti resistentteja infektioita joka puolella. Raportin mukaan antibioottiresistentit en-

terokokkibakteerit aiheuttavat suuren haasteen infektion torjumisille, silla ne leviavat
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helposti sairaalaymparistdssa ja aiheuttavat infektioita siella. (European Centre for Di-
sease Prevention and Control 2020) Tama kertoo siita, etta tutkimus faagihoidosta on
tarpeellista ja sen jatkuminen ja kehittyminen on erittain tarkea ja ajankohtainen asia.
Faagikokoelman laajentaminen on tarkea osa tutkimusta, jotta yhd useampaa antibi-
oottiresistenttien bakteerien aiheuttamia infektioita voidaan yrittaa hoitaa mahdollisuuk-

sien mukaan faagihoidon avulla.

9.3 Kehittamisehdotukset

Faagien fHo-Efa03, fHo-Efm07 ja fHo-EfmO08 lysaateista ei saatu eristettya DNA:ta
Phage DNA Isolation -kitilla niin, ettd DNA konsentraatio olisi ollut tarpeeksi suuri sek-
vensointia varten. DNA eristysta olisi voitu kokeilla vield esimerkiksi fenoli-kloroformiuu-
ton avulla. Naytteitd myos konsentroitiin DNA pitoisuuden parantamiseksi. Kaikista
konsentroiduista naytteista sailytettiin suodattimen lapi mennyt nayte, jonka olisi voinut
titrata auki. Nain olisi voitu testata, onko suodattimen lapi paassyt faagipartikkeleita.
Tama olisi vaikuttanut siihen, etta konsentroidun naytteen DNA pitoisuus ei parantunut

konsentroinnin jalkeen.

E. faecalis kannalle #5864 seoksesta Suomi Pool B ei saatu tuotettua tarpeeksi tehok-
kaita lysaatteja ja lysaattia olisi voitu pyrkia tuottamaan viela eri tavoin. Myos naiden
naytteiden kolmansista plakkipuhdistusnaytteista olisi voitu yrittaa aloittaa lysaatin

tuotto alusta tai testata, onko faagit sailyneet naytteessa aktiivisina.

Myds isantakirjoa olisi voitu kartoittaa laajemmin, silla faagien julkistamisen perusteena
on se, etta isantakirjoa on testattu mahdollisimman laajasti. Tydssa niita ehdittiin tes-
taamaan kahdeksaa E. faecalis ja kymmenta E. faecium kantaa vastaan. Myos seka
Beninin- ettd Suomen nayteseoksista olisi voitu etsia faageja useampaa kokoelmasta

I6ytyvaa E. faecalis ja E. faecium kantaa vastaan.

9.4 Luotettavuus

Tutkimuksen aikana pyrittin huomioimaan inhimillisten virheiden mahdollisuus. Tyovai-
heisiin perehdyttamiseen kaytettiin aikaa, jotta tyon suorittaminen sujui varmasti ja vir-
heiden mahdollisuus voitiin minimoida. Bakteerien ja faagien kanssa tydskennellessa
oli huomioitava kontaminaation mahdollisuus. Kontaminaatiota pyrittiin valttamaan esi-
merkiksi kayttamalla filtterikarkia pipetoidessa faagituotteita, autoklavoimalla kaytetta-

vat liuokset ja elatusaineet seka bakteerien pipetointiin tarkoitetut pipetin karjet ja ep-
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pendorf putket. Kaytdssa olevia elatusaineita sailytettiin huoneenlammdssa omalla ty6-
pisteelld, jolloin voitiin tarkkailla, ettei siella kasvanut bakteereita, joka olisi ollut merkki

kontaminaatiosta.

Jokaisessa tyOvaiheessa, josta saatiin tuloksia, oli huomioitava negatiivisen kontrollin
merkitys. Negatiivinen kontrolli antoi tuloksia siita, etta kontaminaatiota ei ollut syntynyt

myoskaan faagilysaattiin. Jokaisessa tydvaiheessa noudatettiin tarkasti ty6ohjeita.

Koko tutkimusryhmassa suoritetun harjoittelujakson ajan tyon kulusta pidettiin tyopaiva-
kirjaa. Tyopaivakirjan tarkoituksena on, etta tehty tyo voidaan toistaa tismalleen sa-
malla tavalla, kuin tekija on sen alun perin tehnyt. Tydpaivakirjan tarkeys korostui tutki-
musryhmassa tydskennellessa, silla on erittdin tarkeaa, etta tyd on toistettavissa. Tal-
16in tuloksia voidaan pitaa luotettavana. Tyopaivakirjaa pitdessa oli tarkea muistaa mer-

kita tehdyt asiat selkeasti ja avoimesti.

Opinnaytetyon luotettavuutta edistdd myods kestavien ja luotettavien Iahteiden kayttod

teoriaosuudessa. Tiedonhakuun kaytettiin aikaa ja kaytettyihin lahdemateriaaleihin pe-
rehdyttiin huolella, jotta voitiin arvioida niiden todenmukaisuus ja luotettavuus. Tieteelli-
set artikkelit valittiin sen perusteella, etta ne olivat vertaisarvioituja. Tama osaltaan vah-
vistaa myds tulosten luotettavuutta silla hankittu teoriatieto tukee opinnaytetydssa saa-

tuja tuloksia.

Opinnaytetyoprosessissa sitouduttiin noudattamaan hyvan tieteellisen tutkimuksen kay-
tantoja. Tama lisasi tyon luotettavuutta seka tulosten uskottavuutta. Koko opinnaytetyo-
prosessin aikana toimittiin tarkkuutta ja huolellisuutta noudattaen, erityisesti harjoittelu-

jakson aikana tutkimusryhmassa, jolloin tydhon tarvittava materiaali kerattiin.

9.5 Eettisyys

Tutkimusetiikka on laaja kasite, joka sisaltaa ajatuksia tutkimuksen tekoon liittyvasta
vastuullisuudesta, eettisyydesta seka rehellisyydesta. Silla tarkoitetaan usein kaikkia
eettisia nakokulmia, jotka liittyvat tieteeseen ja tutkimukseen. (Mustajoki & Kohonen
2021; Tutkimuseettinen Neuvottelukunta 2012.)

Opinnaytetydprosessissa sitouduttiin noudattamaan hyvan tieteellisen tutkimuksen kay-
tantéja. Tama lisasi tyon luotettavuutta seka tulosten uskottavuutta. Koko opinnaytetyo-
prosessin aikana toimittiin tarkkuutta ja huolellisuutta noudattaen, erityisesti harjoittelu-

jakson aikana tutkimusryhmassa, jolloin tydhon tarvittava materiaali kerattiin.
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Hyvan tieteellisen tutkimuksen I&htokohtia on muiden tutkijoiden tydn seka saavutusten
kunnioittaminen ja niiden arvostaminen, silla opinnaytetydssa hyodyttiin myds heidan
tyostaan. Tama toteutettiin kayttamalla asianmukaisia viittauksia opinnaytetyérapor-
tissa. Valmis opinnaytety0 raportoitiin asiaankuuluvalla tavalla ja tydssa kerrottiin rehel-
lisesti tutkimustuloksista ja niiden arvioinnista. Opinnaytety6ta tehdessa tiedostettiin
kaytésmallit, jotka luokitellaan vilpiksi eika syyllistytty plagiointiin tai vaaristelty tutki-
muksen tuloksia. Prosessin aikana ei syyllistytty eparehelliseen tai epaeettiseen toimin-
taan ja tiedostettiin kaytosmallit, jotka luokitellaan vilpiksi eika syyllistytty plagiointiin tai
vaaristelty tutkimuksen tuloksia. Ymmarrettiin millainen kaytos voi pahimmillaan johtaa

tyon mitatointiin. (Tutkimuseettinen Neuvottelukunta 2012.)

Opinnaytetydprosessissa noudatettiin Euroopan yleista tietosuoja-asetusta (2016/679),
jota sovellettiin tutkimuksessa siten, etta potilaiden henkildtietoja ei julkaista missaan
muodossa, vaikka tydhon kaytettavat bakteerikannat olivat eristetty potilasnaytteista.
Kaikki kaytettavat bakteerikannat on koodattu uudelleen ja mahdollisissa julkaisuissa
on kaytetty vain tutkimusryhman omaa varastonumeroa. Nain valtyttiin silta, ettei poti-

laan tietoja voida I0ytaa tietokannoista alkuperaisen tunnisteen perusteella.

Opinnaytetydn aiheeseen perehdyttiin riittavasti ja tydon edellyttamat resurssit punnittiin.
Tyon tekemiseen ei edellytetty tutkimuslupaa ja opinnaytetyosta solmittiin sopimus
Metropolia Ammattikorkeakoulun seka tutkimusryhman valille. Sopimuksessa myds so-
vittiin opinnaytetydhon liittyvien aineistojen ja tuloksien kayttdoikeuksista. (Ammattikor-
keakoulujen opinnaytetdiden eettiset suositukset 2020.) Myds bioanalyytikon eettiset
ohjeet nakyivat opinnaytetydprosessissa, tyon aikana ammattitaitoa yllapidettiin ja kehi-
tettiin. Oman osaamisen rajat tiedostettiin ja vastuu omasta toiminnasta kannettiin koko
prosessin ajan. Muiden ammattiryhmien ja kollegoiden asiantuntemusta kunnioitettiin ja

heidan kanssaan toimittiin yhteistydssa. (Bioanalyytikon eettiset ohjeet 2017.)

9.6 Ammatillinen kasvu

Tutkimusryhmassa opinnaytetydn tekeminen tutustutti minut uudenlaiseen tydymparis-
t66n sekd menetelmiin. Prosessin alussa kokonaisuuden hallitseminen tuntui haasta-
valta, mutta opinnaytetyoprojektin edetessa sen hahmottamisesta tuli selkedampaa ja

helpompaa.

Luottamus itseen ja omiin kykyihin kasvoi prosessin aikana onnistumisten myéta. Tutki-
musryhmassa tydskentely vaatii pitkajanteisyytta seka toistoa ja tata puolta paasin eh-

dottomasti kehittamaan itsessani projektin aikana. Valilla kun toivottuja tuloksia ei
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saatu, oli pohdittava vaihtoehtoisia toimia ja ratkaisuja. Naissa hetkissa koin, etta yh-
teistyd muiden tutkimusryhman jasenten kanssa seka ohjaajani tuki oli korvaamatonta.
Tunsin projektin aikana tydskentelevani osana tutkimusryhmaa ja yhteistyd seka kom-
munikaatio ryhman muiden jasenten kanssa sujui mutkattomasti. Huolellisen suunnitel-
man tekemisen tarkeys korostui, silla tyo ei aina edennyt ideaaliseen tahtiin ja aikataulu
tuntui ajoittain tiiviiltd. Koen, etta tyon tekemiseen varatut resurssit riittivat melko hyvin

projektin aikana.

Tyon edetessa ongelmanratkaisukykyni kehittyi siten, ettd kohdattuja ongelmia pohdit-
tiin aluksi yhdessa, mutta projektin edessa huomasin, ettd osaan ratkaista joitakin on-
gelmia itsenaisesti. Itsendisesti tydskentely tuntui luontevalta, kun menetelméat ja tyota-
vat oli kayty perusteellisesti [api ennen uuden tydvaiheen aloittamista. En mydskaan
arastele kysya apua ja koen, ettd tdma kasvattaa luottamusta ohjaajan suunnalta ylei-
sesti laboratoriotydskentelyssa. Koen, etta yksi vahvuuksistani on huolellinen, suunni-
telmallinen ja tarkka tyoskentelytapa ja tdma oli suuri etu projektin aikana. Huomasin,

ettd myds kiireen keskella rauhallinen tydskentely takaa luotettavan lopputuloksen.

Tutkimusryhmassa tyoskentely on opintojen alusta asti kiinnostanut minua ja opinnay-
tetyOprosessi antoi minusta realistisen kuvan siita, mita tyo on ja mita se vaatii bio-
analyytikon roolissa. Paasin vahvistamaan tarkeita laboratoriotydhon liittyvia taitoja,
joita ei tavallisessa analyysilaboratoriossa tehda rutiininomaisesti. Koen kehittaneeni

tydskentelytaitojani tavalla, josta on hydtya myds tulevaisuudessa.

Kokonaisuudessa opinnaytetyOprosessin aikana paasin kehittamaan tiedonhakutaito-
jani ja kehittamaan kriittistd ajattelua esimerkiksi siita, millaiset lahteet ovat luotettavia.
Laajensin teoriaosaamista omasta alastani ja koin, etta olisin voinut syventya opinnay-

tetyon aiheeseeni vieldkin laajemmin, mikali aikataulu olisi antanut periksi.
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Jatevesinaytteista koostetut nayteseokset
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1(1)

Naytteenottopaikka Keratty
Suomi Pool A | Sydpatautien klinikka 15.6.2016
Peijaksen sairaala 14.4.2016
Porvoon sairaala 13.4.2016
Lohjan sairaala 13.4.2016
Suomi Pool B | Peijaksen sairaala 11.6.2019
Meilahden sairaala 1.7.2019
Jorvin sairaala 7.6.2019
Suomi Pool C | HUS Meilahti:
Kolmiosairaalan paaviemari 20.1.2020
Meilahden sairaalan paaviemari 20.1.2020
Uusi lastensairaala paaviemari 20.1.2020
Keski-Suomen keskussairaala:
paaviemari 20.1.2020
Sydpataudit/hematologia/leukakirurgian poliklinikka | 20.1.2020
Paivystys/paivasairaala 20.1.2020
Turun yliopistollinen keskussairaala:
Paaviemari 1 23.1.2020
Paaviemari 2 23.1.2020
Lapin keskussairaala:
H-osa viemaria* 28.1.2020
G-osa viemaria* 28.1.2020
*tarkempaa tietoa sijainnista ei ole
Suomi Pool D | Helsingin kaupungin jatevesi 7.7.2017
Helsingin kaupungin jatevesi 2 17.8.2017
Oulun kaupungin jatevesi 6/2017
Turun kaupungin jatevesi 6/2017
Suomi Pool E | luonnonvesinayte 1 24.8.2015
luonnonvesinayte 2 24.8.2015
luonnonvesinayte 3 24.8.2015

Benin Pool A Hopital de Zone de Calavi alueelta keratyt jatevesi-
naytteet

Benin Pool B Menontin Hospital alueelta keratyt jatevesinaytteet

Benin Pool C Hopital Saint Jean alueelta keratyt naytteet

Benin Pool D

Ymparistovesinaytteet

Benin Pool E

Ymparistovesinaytteet
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