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AMPC- JA ESBL-TESTIN
EVALUAATIO

ESBL ja AmpC ovat bakteerien tuottamia entsyymeja, jotka antavat bakteerille vastustuskyvyn
tiettyjd antibiootteja kohtaan. Téllaisten bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitaminen on
sopivien ladkkeiden puuttuessa  haasteellista. ESBL tarkoittaa laajakirjoista
beetalaktamaasientsyymia, joka tekee bakteerin resistentiksi kefalosporiineille, penisilliineille ja
monobaktaameille. ESBL-geenit liikkuvat bakteerien valilla plasmidien valityksella. ESBL-
geeneja esiintyy yleisimmin Escherichia colilla ja Klebsiella-lajeilla.

AmpC-geeni esiintyy kromosomaalisena usealla enterobakteerilla. Geenien saantelyn
purkautuminen tekee bakteerikannan resistentiksi kefalosporiineille, penisilliineille ja
monobaktaameille. AmpC voi olla myds plasmidivélitteinen ja liikkua eri bakteerilajien valilla.
Plasmidivélitteisen ampC-geenin omaavat kannat, joilla ei luonnostaan ole AmpC:t4, voivat
aiheuttaa sairaalaepidemioita ja talldin niiden merkitys on sama kuin ESBL:n.

Mikrobiologian laboratorioilta puuttuu yhtendinen AmpC:n tunnistusmenetelma. Tassa
opinnaytetydssa verrattiin tavallista ESBL-testid ja uutta seka AmpC:n ettd ESBL:n tunnistavaa
yhdistelméatestia. Testeissa maaritetdan bakteerien laakeherkkyys kiekkomenetelmalla.
Bakteerien ladkeherkkyyksia méaaritetddn, jotta voidaan selvittaa, onko bakteeri herkkyydeltdan
normaali vai onko sen sietokyky bakteeriladkettd kohtaan merkittdvasti korkeampi. Jos
bakteerin sietokyky on merkittdvasti normaalia korkeampi, kutsutaan bakteeria resistentiksi.

Testit tehtiin 26 eri bakteerikannalle. Kaikista tutkituista Enterobacter cloacae kannoista I6ytyi

ESBL yhta hyvin seka tavallisella ESBL-testilla ettd AmpC-ESBL-testilla. Klebsiella
pneumoniaesta l6ytyi AmpC hyvin yhdistelméatestin avulla.

ASIASANAT:

ESBL, AmpC, antibioottiresistenssi, kiekkotesti
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EVALUATION OF AMPC- AND ESBL -TEST

ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamase) and AmpC are bacterial enzymes that make the
bacteria resistant to certain antibiotics. If an infection is caused by this kind of bacterium, it is
challenging to treat in the lack of proper medicine. ESBL makes the bacteria resistant to
cephalosporins, penicillins and monobactams. ESBL-genes in plasmids can be transmitted from
one bacterium to another via gene transfer. ESBL-genes are most commonly found in
Escherichia coli and Klebsiella-species.

AmpC-gene occurs chromosomally in many enterobacteria. The eruption of gene regulation
causes the bacterial strain to be resistant to cephalosporins, penicillins and monobactams.
AmpC-gene can also be in the plasmid of a bacterium and may be transmitted between different
bacterial species. The bacterial strains that have a plasmid-mediated AmpC-gene but do not
naturally have AmpC can cause nosocomial outbreaks, and thus are as significant as ESBL.

The microbiology laboratories are lacking a standardized AmpC detection method. In this
Bachelor’s thesis a normal ESBL-test was compared with a new AmpC-ESBL-combination test.
Both tests use a disk diffusion test to determine bacteria’s susceptibility to antibiotics. Bacteria’s
susceptibility to antibiotics is determined in order to find out whether their sensitivity level is
normal or significantly higher. If the latter is true, the bacterium is said to be resistant.

The tests were run for 26 different bacterial strains. ESBL was found from all examined

Enterobacter cloacae strains equally well with both tests. In Klebsiella pneumoniae, AmpC was
found well with the AmpC-ESBL-combination test.

KEYWORDS:

ESBL, AmpC, antibiotic resistance, disk diffusion test
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1 JOHDANTO

Beetalaktaamirakenteiset antibiootit (mm. penisilliini ja kefalosporiinit) ovat
eniten kaytettyja antibiootteja. Beetalaktamaasit ovat bakteerien tuottamia
entsyymeja, jotka  kykenevat hajottamaan  beetalaktaamirakenteisia
antibiootteja. Laajakirjoisten beetalaktaamiantibioottien kayttoonoton
seurauksena on kehittynyt myds uusia laajakirjoisia beetalaktamaasientsyymeja
(ESBL). (Olsen, Helovuo & Lgkken 2002.) Naiden kosketustartuntana leviavien
ESBL-kantojen torjunta on haasteellista, silla ESBL-ominaisuus voi levita
bakteerista toiseen. (THL 2009).

ESBL ja AmpC ovat bakteerien tuottamia entsyymeja, jotka antavat bakteerille
vastustuskyvyn tiettyja antibiootteja kohtaan. Téllaisten bakteerien aiheuttamien
infektioiden hoitaminen on sopivien la&kkeiden puuttuessa haasteellista. (THL
2009).  Mikrobiologian  laboratorioilta  puuttuu  yhtenainen  AmpC:n
tunnistusmenetelma (Ingram ym. 2011). Opinnaytetyon tarkoituksena on
selvittdd, onko AmpC-ESBL-yhdistelmakitti kayttokelpoinen tavallisen ESBL-
testin lisana selvitettaessd kolmannen polven kefalosporiineille resistenttien
enterobakteerien resistenssimekanismeja. Tavoitteena on saada seka AmpC:n
ettd ESBL:n tunnistava AmpC-ESBL-yhdistelmakitti mahdollisesti kayttoon
Tykslabin kliinisen mikrobiologian laboratoriossa. (Rantakokko-Jalava, 2012.)
Tutkimustuloksista saatava tieto ja uuden yhdistelmakitin kayttdonotto voivat
tulevaisuudessa ehkaista sairaalahygieenisesti merkittavien bakteerikantojen
leviamistd ja estda  antibioottiresistenttien  bakteerien  aiheuttamien

sairaalaepidemioiden syntymista.
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2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Bakteerisolun rakenne

Lahes kaikki bakteerit ovat niin pienid, etta niiden tarkastelussa taytyy kayttaa
mikroskooppia. Elatusaineella kasvatettuna bakteerit muodostavat paljaalla
silmalla havaittavia pesakkeitda, joissa on satoja miljoonia yksittaisia
bakteerisoluja. Bakteerien rakenne vaikuttaa bakteerin ominaisuuksiin ja
taudinaiheuttamiskykyyn. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2010.) Bakteereilla ei ole
varsinaista tumaa, vaan DNA on kiinnittynyt solukalvoon. Bakteerin solulimaa
ymparoivat solukalvo, soluseind ja kapseli. Solukalvon rakenteen perusteella
bakteerit jaetaan gram-positiivisiin ja gram-negatiivisiin lajeihin. (Solunetti,
2006.)

Taudinaiheuttamiskykyyn vaikuttavat bakteerin tarttumakarvat eli fimbriat, joiden
avulla bakteeri voi tarttua esimerkiksi limakalvolle. Liikkumiseen bakteeri
kayttaa flagelloita, rakenteita, jotka pystyvat tekemaan pyorimisliiketta. Bakteerit
kykenevat siirtamaan DNA:ta solusta toiseen konjugaation eli pariutumisen
avulla. Konjugaatioon bakteerit tarvitsevat siihen erikoistuneita karvoja, piluksia.
Ribosomit, joiden pinnalla tapahtuu proteiinisynteesi, sijaitsevat solulimassa.
Solulimassa sijaitsevat myds mahdolliset plasmidit. (Heino & Vuento 2010;
Vaara ym. 2010.)

Epéaedullisissa oloissa selviytymiseen on joillakin bakteereilla kyky muodostaa
itiomuotoja. Itid on bakteerin lepomuoto, jonka avulla se voi selvita esimerkiksi
kuivuudesta. Jos bakteerilla on runsaasti ravintoa saatavilla, se voi keréaté sita
varastoon inkluusiokappaleisiin. (Vaara ym. 2010.) Bakteerit voivat kayttaa
ravinnokseen melkein mitd vain orgaanista ainetta. Bakteerien yksinkertaisesta
rakenteesta huolimatta bakteerien aineenvaihdunta voi olla hyvin kehittynyt ja
erikoistunut. Bakteerit sopeutuvat muuttuneisiin elinoloihin hyvin nopeasti
nopean jakautumiskykynsa ansiosta. Esimerkiksi Escherichia coli voi jakautua
joka 20. minuutti. (Solunetti, 2006.)
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2.2 Bakteerilaékkeet ja antibioottiresistenssi

Bakteeriladkkeet ovat tarked osa terveydenhuoltoa kaikkialla maailmassa.
Ihmisen elinianodote pidentyi kymmenella vuodella bakteeriladkkeiden
kayttoonoton jalkeen. (Hautala 2004.; Jarvinen, Vaara, Huovinen, Liippo &
Vasankari 2011.) Bakteeriladkkeen tarkein ominaisuus on, ettd se tuhoaa
bakteereja tai estaa niiden lisdantymista vahingoittamatta ihmisen elimistoa.
Useimmilla bakteerilddkkeilla tama perustuu siihen, etta prokaryoottien ja
eukaryoottien solut ovat rakenteeltaan ja toiminnaltaan erilaisia. (Jarvinen ym.
2011.) Bakteeriladkkeet jaetaan bakteriosidisiin ja bakteriostaattisiin laakkeisiin.
Bakteriosidiset mikrobilaékkeet ovat bakteereita tappavia ja bakteriostaattiset

bakteerien kasvua estavia. (Meurman 2007.)

Bakteeriladkkeilla on erilaisia vaikutustapoja. Ne joko estavat bakteerin
soluseinén peptidoglykaanisynteesia, bakteerin proteiinisynteesin
translaatiovaihetta, = bakteerin  nukleiinihappojen  synteesid, bakteerin

aineenvaihduntaa tai vaurioittavat bakteerin solukalvoa. (Jarvinen ym. 2011.)

Beetalaktaamirakenteiset bakteeriladkkeet ovat bakteereita tappavia ja ne
vaikuttavat padasiassa kasvaviin soluihin. Bakteerien beetalaktaamiresistenssi
voi johtua bakteerilla olevista poikkeavista entsyymeista, joihin beetalaktaamit
eivat voi sitoutua tai bakteerien muodostamista beetalaktamaasientsyymeista.
Beetalaktamaasientsyymit hajottavat beetalaktaamirenkaan ja siten tekevat
antibiootin toiminnaltaan kyvyttdmaksi. Bakteerin ulkokalvolla voi myo6s olla kyky
estdaa ladkkeen tunkeutuminen solun sisaan. (Jarvinen ym. 2011))
Beetalaktamaasientsyymit hajottavat beetalaktaamien bakteeriladkeryhmaan
kuuluvia penisillineja, kefalosporiineja ja osa myos karbapeneemeja. (Pastila
2005.)

Antibioottiresistenssi tarkoittaa bakteerin vastustuskykya antibioottia kohtaan.
Bakteerilla voi olla luonnollinen tai hankittu antibioottiresistenssi jotakin
mikrobilddkeryhmaad kohtaan. Luonnollinen resistenssi on tyypillinen
ominaisuus bakteerisuvulle tai lajille. Luonnollisen resistenssin omaava bakteeri

on aina vastustuskykyinen tiettyja mikrobiladkeryhmid kohtaan. Esimerkiksi
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enterokokit ovat vastustuskykyisida kefalosporiineille ja gramnegatiiviset
bakteerit ovat vankomysiiniresistentteja. (Pastila 2005.) Hankittu resistenssi
tarkoittaa sita, ettd aiemmin herkka bakteerikanta muuttuu resistentiksi jollekin
antibiootille (Evira 2012). Hankittu resistenssi tulee bakteerille, kun sen
geneettiset ominaisuudet muuntuvat. Hankittu resistenssiominaisuus sijaitsee
kromosomissa tai plasmidissa. Kun bakteeri jakautuu, resistenssimekanismi

siirtyy uusiin bakteereihin. (Pastila, 2005; Jarvinen ym. 2011.)

Bakteereilla on monenlaisia resistenssimekanismeja, ne voivat esimerkiksi
tuottaa antibiootteja hajottavia entsyymeja tai bakteerin rakenteessa oleva
antibiootin sitoutumiskohta voi muuttua. Jotkin bakteerit pumppaavat antibiootin
ulos bakteerin sisaltd tai estdvat antibiootin paasyn soluseindn Iapi.
Puhuttaessa moniresistentista bakteerista tarkoitetaan silla bakteerin olevan

vastustuskykyinen useammalle eri antibiootille. (Evira 2012.)

Suomessa kaytetdaan antibiootteja enemman kuin muissa pohjoismaissa.
Erityisesti kefalosporiinien kaytté on Suomessa yleisempaa. Antibioottiresistentit
bakteerit ovat muodostuneet suureksi ongelmaksi ympari maailman. Suomessa
yksi bakteerikanta sadasta luokitellaan resistentiksi jollekin antibiootille. Etela-
Ruotsissa tilanne on vakavampi, siella vastaava luku on yksi kymmenesta.
(Leinikki 2005.)

2.3 Bakteerien ladkeherkkyyden méaarittaminen kiekkomenetelmalla

Bakteerien ladkeherkkyyksid méaaritetaan, jotta voidaan selvittaa, onko bakteeri
herkkyydeltdadn normaali vai onko sen sietokyky bakteeriladketta kohtaan
merkittavasti korkeampi. Jos bakteerin sietokyky on merkittavasti normaalia
korkeampi, kutsutaan bakteeria resistentiksi. (THL 2003.) Bakteeriladkkeen
tehon mittana kaytetddn MIC-arvoa (minimal inhibitory concentration), joka
tarkoittaa pieninta laékepitoisuutta, joka kykenee estamaan bakteerin kasvun.
Kliiniseen kayttoon on luotu herkkyysluokitus bakteeripopulaatioiden
herkkyystutkimuksien ja  kudoksissa saavutettavien laakepitoisuuksien

perusteella. Kansainvalisia herkkyysluokkia on kolme. Nama ovat S

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | lina Karttunen



10

(susceptible), | (intermediate) ja R (resistant). S tarkoittaa bakteerin olevan
herkka la&kkeelle ja ladketta voidaan kayttaa infektion hoitoon tavanomaisena
annoksena. | tarkoittaa, etta bakteerin herkkyys on vahentynyt tai bakteerin
herkkyydesta ei ole varmuutta. I-herkkyysluokan térkein tehtdva on toimia
"puskurialueena” R:n ja S:n valissa ja ehkaista menetelman epatarkkuudesta
johtuvat vaarat R- tai S-tulkinnat. R tarkoittaa, etté laakkeelld ei ole tehoa. (THL
2003; Carlson & Koskela 2011.) Bakteerien todelliseen herkkyyteen ihmisen
elimistossa vaikuttavat mm. markaeritteen maara ja kudoksen pH. (Carlson &
Koskela 2011.)

Bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoa  varten maaritetadn
antibioottiherkkyydet kyseisen infektion hoidossa kyseeseen tuleville ladkkeille.
Bakteeri voi olla luonnostaan resistentti jotakin mikrobiladkeryhmé&a kohtaan,
jolloin ladkeherkkyyksien maarittdminen on naita laakkeita kohtaan turhaa.
Markkinoilla on myds niin paljon laheisesti toisiaan muistuttavia
ladkevalmisteita, etta kaytannossa ei ole jarkevaa maarittaéa herkkyytta erikseen
jokaiselle niistd. Herkkyysmaarityksiin valitaan siis vain osa mahdollisesti

tehoavista mikrobilaakkeista. (Carlson & Koskela 2011.)

Kiekkodiffuusiomenetelma on yleisimmin kaytetty herkkyysmaaritysmetodi,
koska se on yksinkertaisin ja halvin (Carlson & Koskela 2011). Tutkittavasta
bakteerikannasta valmistetaan steriilin 0,9 % keittosuolaan 0,5 McFarland —
standardia vastaava suspensio. Viljelysauvalla poimitaan muutama
samanlainen pesake koskettamalla bakteerimassaa yon yli kasvaneelta
vilielmalta. Suspension sekoittamiseen kaytetdan mikserid. Suspensiota otetaan
imeyttamalla sita steriilin  vanutikkuun, jolla suspensio siirrostetaan
huoneenlampotiseen Miiller-Hinton-maljaan. Kun malja on pintakuiva,
asetetaan halutut antibioottikiekot. Laake alkaa diffundoitua kiekoista
valittdmasti ja bakteeri alkaa kasvaa. Kiekotettuja maljoja inkuboidaan +35 °C
lampdkaapissa 18-24 tuntia, minka jalkeen mitataan estorenkaiden halkaisijat.
(Meurman 2012.) Laakkeen estorengas on sitd suurempi, mitd herkempi
bakteerikanta on l&d&kkeelle (Carlson & Koskela 2011).
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2.4 Geenien siirtyminen bakteerista toiseen plasmidin valityksella

Plasmidi  esiintyy yleensd genomin  ulkopuolisena rengasmaisena
kaksisaikeisena DNA-molekyylina. Plasmidin DNA-juoste kykenee
replikoitumaan itsenéisesti. (Heino & Vuento 2010; Skurnik 2010.) Replikaatio
tarkoittaa DNA:n kahdentumista (Solunetti 2006). Yksinkertaisimmillaan
kahdentuminen tapahtuu replikaation aloituskohdan ja partitiomekanismin
avulla. Partitiomekanismi aiheuttaa sen, etta bakteerin jakautuessa molempiin
tytarsoluihin tulee kopio plasmidista. Replikaation aloituskohtaan vaikuttavat

plasmidigeeneista peraisin olevat proteiinit. (Skurnik 2010.)

Monissa plasmideissa on lisédksi muitakin geeneja. Plasmidigeenit ovat
isantabakteerille hyddyksi parantamalla bakteerin selviytymismahdollisuuksia.
Antibioottiresistenssi on usein plasmidivalitteinen ominaisuus ja epaonnistuneen
antibioottihoidon syyna. Antibioottiresistenssin yleistyminen johtuu siita, etta
resistenssigeenit sijaitsevat konjugatiivisessa plasmidissa. Plasmidi on
konjugatiivinen, kun silla on kyky siirtyd bakteerista toiseen. Konjugaatio
tarkoittaa yksisuuntaista perinndéllisen aineksen siirtymista solusta toiseen
solukontaktissa. Plasmideista on tunnistettu makromolekyyleja hajottavia
entsyymeita koodittavia geeneja, seka geeneja, jotka koodittavat antibiootteja ja
virulenssitekijoitd.  Virulenssitekijat  auttavat  bakteeria  aiheuttamaan
infektiotauteja. (Skurnik 2010.)

2.5 ESBL

ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamase) tarkoittaa laajakirjoista
beetalaktamaasientsyymid. Tietyt gramnegatiiviset suolistobakteerit erittavat
mikrobildaékkeita pilkkovaa ESBL-entsyymia. (THL 2009.) ESBL-entsyymeja
esiintyy yleisimmin Enterobacter- ja Klebsiella-lajeilla, mutta my6és mm. Serratia-
lajeilla. Muilla kuin Enterobacter- ja Klebsiella-lajeilla ESBL-entsyymit ovat
harvinaisempia ja vaikeammin osoitettavia (Rantakokko-Jalava, 2013).
Beetalaktamaasit eli beetalaktaamirengasta hajottavat entsyymit hajottavat
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penisillineja, kefalosporiineja ja osa myods karbapeneemeja. (Pastila 2005.)
Laajakirjoiset beetalaktamaasit pystyvat hajottamaan kolmannen polven
kefalosporiineja ja monobaktaameja. Yleensd ne voivat hajottaa myo6s
penisillineja ja ensimmaisen ja toisen polven kefalosporiineja. Tarkeimmat
ESBL-geeniperheet ovat nimeltddn TEM, SHV ja CTX-M. (THL 2012.)
Beetalaktamaasia ilmentavat geenit voivat sijaita joko bakteerikromosomissa tai
plasmidissa (Pastila 2005). Bakteeri voi tuottaa beetalaktamaasientsyymia
jatkuvasti tai tuotanto voi indusoitua eli alkaa beetalaktaamilaékityksen aikana.
Osa entsyymeistd on estettavissa beetalaktamaasi-inhibiittoreilla. (Pastila
2005.) ESBL:n tuotto voidaan varmistaa yhdistelmakiekkotestilla, joka perustuu

klavulaanihapon kykyyn estaa ESBL-entsyymin toiminta (THL 2012).

Suomessa esiintyvien ESBL-entsyymid tuottavien E. coli -kantojen ESBL-
entsyymin tyyppi on useimmiten CTX-M. Namé& kannat ovat usein resistentteja
samanaikaisesti myos tobramysiinille, fluorokinoloneille ja sulfatrimetopriimille.
ESBL-entsyymid tuottavien E. coli —bakteerien hoidossa ei suositella
kaytettavan mitd&n kefalosporiineja, eika penisillinien ja beetalaktamaasi-
inhibiittorien yhdistelmia. Tallaisen kannan aiheuttaman virtsarakontulehduksen
hoidossa voidaan kayttaa nitrofurantoiinia, mutta kaikkia muita vaikeampia
tautimuotoja on hoidettava karbapeneemiryhman antibiooteilla. ESBL-kannat
ovat yleensa herkkida myos tigesykliinille. Pohjois-Amerikassa ja Etela-
Euroopassa on alkanut esiintyd karbapeneemeillekin resistentteja E. coli -
kantoja, mutta niitd ei ole tavattu viela Suomessa. (Siitonen & Vaara 2010.) K.
pneumoniaen ESBL-entsyymin tyyppi on useimmiten CAZ-5 tai SHV-4 (Tissari
& Anttila 2010).

Karbapeneemeille resistenttien E. coli- ja K. pneumoniae -kantojen on huomattu
yleistyneen maailmalla nopeasti. Karbapenemaaseja tuottavat kannat ovat
yleensa resistentteja kaikille muillekin kayttokelpoisille bakteerilaékkeille.
Bakteerista toiseen voi levitd niin sanottu KQ-elementti, joka siséaltda
resistenssigeenit kaikille beetalaktaameille, karbapeneemeille, fluorokinoloneille

ja monille aminoglykosideille. (Jarvinen ym. 2011.)
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2.6 AmpC

AmpC on geeni, joka voi sijaita joko bakteerin kromosomissa tai plasmidissa.
Bakteerin kromosomissa oleva ampC-geeni on yleensa indusoituva, eli sen
iimentyminen on normaalisti vahaistda eikd se aiheuta juurikaan
beetalaktaamiresistenssia. Tietyt antibiootit ja soluseindn komponentit voivat
indusoida ampC-geenin ilmentymisen, jolloin sitd tuotetaan normaalia
enemman. Tama voi vaikuttaa bakteerin beetalaktaamiresistenssiin. Myo6s
mutaatiot voivat aiheuttaa indusoituvan kromosomaalisen ampC-geenin
muuttumisen Kkonstituiiviseksi, jolloin  bakteerista tulee AmpC-proteiinin
hypertuottaja.  Talléin  bakteerikanta  muuttuu  yleensa  resistentiksi
kefalosporiineille (my6s kefamysiineille), penisilliineille ja monobaktaameille.
(THL 2012.)

AmpC-geeneja voi esiintya kromosomin liséksi plasmideissa, jolloin puhutaan
plasmidivélitteisesta AmpC:stad. Plasmidissa oleva geeni aiheuttaa bakteerille
yleensd samanlaisen antibioottiresistenssin kuin konstitutiivisesti ilmentyva
kromosomaalinen ampC-geeni. Plasmidit voivat siirtyd myds sellaisiin
bakteerilajeihin, joilla ei ole kromosomaalista ampC-geenid ja ndin ne voivat
tulla vastaavasti resistenteiksi kuin sellaiset bakteerilajit, joilla on konstituiivisesti
iimentyva kromosomaalinen ampC-geeni. (THL 2012.) Plasmidivalitteisen
ampC-geenin omaavat kannat, joilla ei luonnostaan ole AmpC:tda, voivat
aiheuttaa sairaalaepidemioita ja talléin niiden merkitys on sama kuin ESBL:n
(Philippon, Arlet & Jacoby 2002).

AmpC-luokan beetalaktamaaseja ei yleensa lasketa kuuluvaksi ESBL-
entsyymeihin, mutta ne hajottavat kuitenkin beetalaktaameja yhtéa laajasti kuin
ESBL:t. On my@s esitetty, ettéd ne luokiteltaisiin ESBL:n erikoisryhmaksi. (Giske
ym. 2009.)

Enterobacter-, Providencia- ja Serratia —lajeilla sek& Citrobacter freundii- ja
Morganella morganii -kannoilla kefalosporiiniresistenssi johtuu yleensa AmpC:n
hypertuotosta. Naiden lajien kohdalla on tarke&da tehda tarkka lajintunnistus,

silla sen perusteella voidaan arvioida mahdollisen resistenssin kehittymista.
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(THL 2012.) Jos Enterobacter-infektion hoidossa kaytetadan 3. polven
kefalosporiineja, on 19% riski sille, ettd kanta muuttuu hoidon aikana
resistentiksi (Kaye, Cosgrove, Harris, Eliopoulos & Carmeli 2001.) Niiden lajien
kohdalla, joilla ei ole indusoituvaa kromosomaalista ampC-geenia,
plasmidivalitteisen AmpC:n toteaminen on mielekasta. Talla hetkella
plasmidivélitteisen AmpC:n testaamista suositellaan ainoastaan Klebsiella-
lajeille. Plasmidivalitteisen ampC-geenin omaavat K. pneumoniae —kannat ovat
aiheuttaneet sairaalaepidemioita maailmanlaajuisesti. E. coli -bakteerin
kromosomissa on ampC-geeni, jonka ilmentyminen on hyvin véahaistd. Sen
ilmentyminen voi kuitenkin lisdéntya mutaatioiden takia, jolloin E. colista voi tulla
AmpC:n hypertuottaja. Geneettisesta muutoksesta johtuvaa hypertuottoa ja
plasmidivélitteista AmpC:n tuottoa on mahdotonta erottaa toisistaan
fenotyyppisella testilla. ESBL-geenit ja muut beetalaktamaasit voivat hairita
plasmidivalitteisen AmpC:n toteamista. (THL 2012.)

2.7 ESBL-testin ja AmpC-ESBL-testin periaate

ESBL-maaritys perustuu beetalaktamaasi-inhibiittoreihin, joilla ESBL:t ovat
estettdvissd. ESBL-testi  tehdd&n  kiekkodiffuusiomenetelmalla.  Mast
Diagnosticsin  ESBL-méaarityksessa kaytettdvan antibiootit ovat kefotaksiimi
(CTX30), keftatsidimi (CAZ30) ja naiden Kklavulaanihappokompinaatiot:
kefotaksiimi-klavulaanihappo  (CTX/CV) ja keftatsidiimi-klavulaanihappo
(CAZ/CV). Jos yhden tai molempien klavulaanihappokombinoitujen kiekkojen
estorengas on halkaisijaltaan yli 5 mm suurempi verrattuna kiekkoon, jossa on
vastaava antibiootti ilman klavulaanihappoa, kanta tulkitaan ESBL-positiiviseksi.
Kefotaksiimi-kefotaksiimiklavulaanihappokiekkoparilla saadaan paremmin esiin
CTX-M tyyppiset ESBL:t, joita on suurin osa suomalaisista ESBL-kannoista.
Keftatsidiimi-keftatsidiimiklavulaanihappokiekkoparilla saadaan esiin SHV-

tyyppiset entsyymit. (Meurman 2012.)

Myds AmpC-ESBL-testi perustuu kiekkodiffuusiomenetelmaan. AmpC-ESBL-

testi kertoo sekda AmpC:n ettd ESBL:n tuoton. Kiekkotestilld ei voida erottaa
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kromosomaalista ja plasmidivalitteistd AmpC:ta. Mast Diagnosticsin AmpC- ja
ESBL-testin antibioottikiekot ovat kefpodoksiimi (A), kefpodoksiimi ja ESBL-
inhibiittori (B), kefpodoksiimi ja AmpC-inhibiittori (C) ja kefpodoksiimi ja ESBL
sekd AmpC-inhibiittorit (D). Jos kaikkien naiden estorenkaiden halkaisijat ovat 2
mm sisalla toisistaan, kannalla ei ole ESBL- eikd AmpC-aktiivisuutta. Kannan
ESBL-aktiivisuus saadaan tietaa, kun vahennetdén kiekon A estorengas kiekon
B estorenkaasta ja vahennetddn kiekon C estorengas kiekon D estorenkaasta
ja molempien erotus on 5 mm tai enemman. Kiekkojen B ja D sekd A ja C
valiset erot saavat olla korkeintaan yli 4 mm kumpaan suuntaan tahansa. Jos
kaikki nama kriteerit tayttyvat, kannalla on vain ESBL-aktiivisuus. (Mast Group
2013.)

AmpC-aktiivisuus saadaan tietaa, kun vahennetaan kiekon B estorengas kiekon
D estorenkaasta ja vahennetaan kiekon A estorengas kiekon C estorenkaasta
ja molempien erotus on 5 mm tai enemman. Kiekkojen A ja B seka C ja D
valiset erot saavat olla korkeintaan 4 mm kumpaan suuntaan tahansa. Jos
kaikki nama kriteerit tayttyvat, kannalla on vain AmpC-aktiivisuus. Kun kiekosta
D vahennetaan kiekon C estorengas ja tama tulos on 5 mm tai enemman ja
kiekkojen A ja B valinen ero on korkeintaan 4 mm, kannalla on seka ESBL- etta
AmpC-aktiivisuus. (Rantakokko-Jalava, 2012.)

2.8 Escherichia colin aiheuttamat infektiot ja luonnollinen resistenssi

E. coli kuuluu enterobakteerien heimoon. Se on gramnegatiivinen
sauvabakteeri ja muodostaa suurimman osan ihmisen suoliston aerobisesta
normaalifloorasta. Kolibakteeri aiheuttaa opportunistisia infektioita, joista
yleisimpid ovat virtsatieinfektiot. E. coli —nimeéd kaytetddn suuresta joukosta
bakteerikantoja, joilla on samankaltainen aineenvaihdunta, mutta virulenssiltaan
ne ovat erilaisia. Jotkin kannat ovat paljon patogeenisempia kuin toiset.
Patogeeniset E. coli —kannat ovat harvinaisia normaaliflooran joukossa.
Enterobakteerit ovat luonnostaan resistentteja monille antibiooteille, kuten

penisilliinille ja erytromysiinille. Luonnollisen resistenssin aiheuttaa tehokas
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ulkomembraani. IThmisen ja eldinten normaaliflooraan kuuluvana bakteerina E.
coli on isanndlleen hyodyllinen, silla se estda patogeenisempia mikrobeja
kolonisoimasta suolistoa. Paastessddn elimistéssa suoliston ulkopuolelle
limakalvojen vastustuskyvyn heikennyttya tai vamman seurauksena voi E. coli
aiheuttaa infektion. On myds olemassa ripulia aiheuttavia kantoja. (Siitonen &
Vaara 2010.)

Tavallisin E. colin aiheuttama infektio on virtsatieinfektio, joista se aiheuttaa
melkein 90% (Siitonen & Vaara 2010). Virtsatieinfektio syntyy, kun valilihan
alueella elavat bakteerit paasevat virtsaputkea pitkin  virtsateihin.
Virtsatieinfektiot ovat paljon yleisempid naisilla kuin miehilla. (Tarnanen,
Wuorela, Uhari & Kukkonen-Harjula 2011.) E. colilla on hyvat
kasvumahdollisuudet virtsassa, mika edistaa infektion leviamista virtsaputkesta
rakkoon ja rakosta munuaiseen. Munuaiseen levinnytta virtsatieinfektiota

kutsutaan pyelonefriitiksi. (Siitonen & Vaara 2010.)

E. coli aiheuttaa virtsatieinfektioiden lisdksi myos Kkirurgisia infektioita ja
sekainfektioita suolistoalueella. Kirurgisella infektiolla tarkoitetaan kirurgisten
toimenpiteiden  infektiokomplikaatioita ja tulehduksia, jotka vaativat
leikkaushoitoa. Suoliston toimintahairion seurauksena normaaliflooran bakteerit
paasevat kudoksiin ja syntyy sekainfektio, esimerkiksi umpilisakkeen tai
sappirakon tulehdus. E. coli voi esiintyda myods pinnallisessa sekainfektiossa
esimerkiksi saarihaavassa. E. coli —infektiosta voi kehittya bakteremia tai
sepsis. Vastasyntyneelle bakteeri voi aiheuttaa vakavan septisen yleisinfektion.

E. coli on yleisin verenmyrkytyksen aiheuttaja. (Siitonen & Vaara 2010.)

Gramnegatiivisiin bakteereihin tehoavat laakkeet tehoavat hyvin myo6s E. coliin.
Antibioottiherkkyysmaarityksen tekeminen on kuitenkin yleensa tarpeen ennen
hoitoa. Sairaaloissa, joissa kaytetddn paljon bakteerilddkkeita, on hankittu
plasmidiperainen moniresistenssi yleistd. E. colin ESBL-entsyymid tuottavat
kannat ovat yleistyneet viime aikoina Suomessakin ja joissakin sairaaloissa jopa
10 % E. coli —kannoista on ESBL-kantoja. (Siitonen & Vaara 2010).
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ESBL-entsyymeja tuottavien kolibakteerikantojen osuus on kasvanut jatkuvasti
vuodesta 2007 alkaen. Veriviljelyista l0ydettyjen ESBL-entsyymia tuottavien
kantojen osuus kolminkertaistui vuodesta 2007 vuoteen 2010 mennessa.
Antibioottien runsas kaytt6 on aiheuttanut ESBL-entsyymia tuottavien
bakteerikantojen nopean lisdantymisen. Matkailija voi saada ESBL-entsyymia
tuottavan bakteerikannan suolistoonsa maasta, jossa on heikko hygienian taso.
Bakteeri ei valttamatta aiheuta oireita suolistossa, mutta altistaa vaikeasti
hoidettavalle infektiolle. (THL 2012.) E. colin aiheuttamassa sairaalainfektiossa
kanta on yleensa sairaalasta peraisin, mutta ennen infektiota bakteeri kolonisoi
potilaan suoliston ja infektio aiheutuu vasta kolonisaation jalkeen. (Siitonen &
Vaara 2010). E. colin AmpC-entsyymin tuotto on yleensa kromosomaalisesta
geenistd johtuvaa, joten AmpC:td tuottava E. coli -kanta ei yleensd ole
sairaalahygieenisesti merkittava. Joissain tapauksissa AmpC voi kuitenkin olla
plasmidivalitteinen. (Rantakokko-Jalava, 2013). ESBL-entsyymin tuotto on aina
plasmidiperaista, jolloin kanta on sairaalahygieenisesti merkittava (Pastila
2005).

2.9 Klebsiella pneumoniaen aiheuttamat infektiot ja luonnollinen resistenssi

Kelbsiella-lajit kuuluvat E. colin tapaan ihmisen suoliston normaaliflooraan. Ne
aiheuttavat harvoin infektioita perusterveille ihmisille, mutta ovat merkittavia
sairaalainfektioiden aiheuttajia. Yleisin K. pneumoniaen aiheutama infektio on
avohoidosta tai sairaalasta alkunsa saanut Iohkokeuhkokuume. K.
pneumoniaen aiheuttama keuhkokuume voi alkaa rajuna tautina, jolloin sen
kuolleisuus on suuri. Bakteeri on tavallinen 16ydés myos virtsatieinfektioissa,
vatsan alueen kirurgisissa naytteissa ja kirurgisissa haavainfektioissa. (Tissari &
Anttila 2010.)

K. pneumoniae on tuottamansa beetalaktamaasin takia luonnostaan resistentti
ampisilliinille.  Se on kuitenkin yleensa herkkd mm. amoksisillinin ja
klavulaanihapon yhdistelmaélle, toisen ja kolmannen polven kefalosporiineille,

karbapeneemeille, aminoglykosideille ja fluorokinoloneille. (Tissari & Anttila
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2010.) K. neumoniaen ESBL-entsyymin tuotanto johtuu plasmidissa
sijaitsevasta ESBL-geenistd, joka tekee tallaisesta bakteerikannasta
sairaalahygieenisesti merkittavan 16ydoksen (Rantakokko-Jalava 2012). ESBL-
entsyymia tuottavat K. pneumoniae -kannat ovat vield& melko harvinaisia
Suomessa, verrattuna E. colin ESBL-kantoihin. (Tissari & Anttila 2010;
Rantakokko-Jalava 2013). Maailmalla Klebsiellan ESBL-kantoja oli jo kauan

ennen kuin E. colin ESBL-kannat yleistyivat (Rantakokko-Jalava 2013).

K. pneumoniae- ja E. coli -bakteereilla on yleistyméssa karbapenemaasia
tuottavat kannat eli karbapeneemirynman antibiooteille resistentit kannat.
Tarkeimpid ovat KPC-, VIM-, NDM- ja IMP-geeniryhmat. K. pneumoniaen KPC-
karbapenemaasia tuottava kanta vaikuttaa olevan erityisen leviava. Se on
levinnyt nopeasti kaikkialle maailmaan ja Suomessa todettiin ensimmaiset

kannat vuonna 2009. (Jarvinen ym. 2011.)

2.10 Enterobacter—lajien aiheuttamat infektiot ja luonnollinen resistenssi

Enterobacter-lajien taudinaiheuttamiskyky perustuu opportunistisiin infektioihin.
Enterobacter-lajin bakteerit kolonisoivat usein sairaalapotilaita ja kolonisaatio
edeltaa yleensa infektiota. Vakavat perussairaudet, kuten sy6pd, diabetes tai
palovamma tai mika tahansa elimiston puolustuskykyd vahentava sairaus
altistavat Enterobacter-lajien aiheuttamille sairaalainfektioille.  Kliinisissa
naytteissa eniten Enterobacter-lajeista tavataan E. cloacaeta. E. cloacae 16ytyy
tavallisimmin infektoituneista saari-, palo- ja Kirurgisista haavoista. Naissa
tapauksissa E. cloacae voi esiintya yksinaan tai osana sekainfektiota. Bakteeri
on tavanomainen 16ydds myds virtsatie- ja hengitystieinfektioiden yhteydessa.
(Tissari & Anttila 2010.)

Enterobacter-lajien aiheuttamalle keuhkokuumeelle altistaa mm. krooninen
keuhkoputkia ahtauttava keuhkosairaus, alkoholismi ja diabetes. Myds
keuhkonsiirtopotilailla on suurentunut alttius sairastua Enterobacter-lajien
aiheuttamiin  pneumonioihin  ja tallaisissa tapauksissa on suurempi

kuolleisuusaste kuin muiden gramnegatiivisten bakteerien aiheuttamissa
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keuhkokuumeissa. Enterobacter-Iajit voivat aiheuttaa myds bakteremian. Se on
tavallisempi miehilla kuin naisilla ja esiintyy yleensé eniten iakkailla ja lapsilla.
(Tissari & Anttila 2010.)

Enterobacter-lajit ovat yleensa resistentteja ampisilliinille ja ampisilliinin ja
klavulaanihapon yhdistelmalle sekda ensimmaisen polven kefalosporiineille
tuottamansa indusoituvan kromosomaalisen beetalaktamaasientsyymin takia.
Enterobacter-lajit ovat kefalosporiineista herkimpia uusille laajakirjoisille
valmisteille, kuten kefepiimille ja kefpiromille. (Tissari & Anttila 2010.)
Enterobacter-lajeilla  beetalaktamaasia  ilmentdvat  geenit  sijaitsevat
kromosomissa. Geenissa tapahtuvan mutaation seurauksena
beetalaktamaasientsyymin tuotanto muuttuu erittdin suureksi ja sen takia
bakteerista tulee resistentti laajakirjoisia penisillineja ja kefalosporiineja seka
asteronaamia kohtaan. (Tissari & Anttila 2010.) Enterobacter-lajeilla
antibioottiresistenssi VOI johtua myos plasmidin koodittamista
beetalaktamaaseista. E. cloacaen beetalaktamaasientsyymin tuotanto on
useimmiten kromosomaalista AmpC:n ylituotantoa. ESBL-entsyymit taas ovat
plasmidivélitteisia, jos niita nailla kannoilla todetaan. (Tissari & Anttila 2010;
Rantakokko-Jalava 2013.)

Enterobacter-lajien  bakteereista voi tulla myos karbapeneemi- ja
kefepiimiresistentteja, kun kromosomaalisissa beetalaktamaasin
hypertuottajissa tapahtuu mutaatio, joka muuttaa niiden seinaman
lapéaisevyytta.  Hypertuottajalle voi myds muodostua kyky tuottaa
karbapenemaasientsyymid, mutta tama on harvinaisempaa. Resistenssitilanne
on erilainen alueittain, joten hoidon tulisi tapahtua aina
antibioottiherkkyysmaarityksen pohjalta. Mita suurempi sairaala, sita suurempi
osuus Enterobacter-kannoista on resistentteja beetalaktaameille,
sulfatrimetopriimille  ja  fluorokinoloneille.  Tehohoitoyksikbdissa  l6ytyy

resistenteimpiad kantoja eri osastojen valilla vertailtuna. (Tissari & Anttila 2010.)

Resistenssi toisen ja kolmannen polven kefalosporiineja kohtaan Kkehittyy
Enterobacter-lajeilla helposti jo hoidon aikana, varsinkin, jos mikrobilddkkeena

kaytetaan laajakirjoista kefalosporiinia. Enterobacter-lajien aiheuttamien

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | lina Karttunen



20

infektioiden hoidossa suositellaan kaytettavaksi mieluiten beetalaktaamin ja
aminoglykosidin kombinaatiota tai karbapeneemeja ja fluorokinoloneja. (Tissari
& Anttila 2010; Jarvinen ym. 2011.)

2.11 Aikaisempia tutkimuksia

Vuonna 2011 tehtiin menetelmavertailututkimus AmpC-beetalaktamaasin
l6ytamiseksi Enterobacteriaceae—heimon bakteereilla. Tutkimus tehtiin, koska
yhtenaistd AmpC-tunnistusmenetelmaa ei ole viela laboratorioiden kaytdssa ja
jotta saataisiin enemman tietoa AmpC:n merkityksesta. Tutkimuksessa verrattiin
AmpC:n fenotyyppisten tunnistusmenetelmien herkkyyttd ja tarkkuutta.
Otoksena oli 246 Enterobacteriaceae—kantaa, joilla oli vaihtelevasti kykyja

tuottaa beetalaktamaasientsyymia. (Ingram ym. 2011.)

AmpC:n menetelmavertailututkimus perustui kefamysiinin, keftatsidiimin ja
kefepiimin herkkyyksien mittaamiseen. Naitd verrattiin perinteiseen ESBL-
tutkimusmenetelm&an. Vertailussa oli mukana varmistustesteind inhibiittoreihin
perustuva menetelmd, AmpC:n E-testi ja nopea kromogeeninen maaritys.
Referenssimenetelmind kaytettin PCR-menetelm&& ja kolmiosaista entsyymin

erotusmenetelmaa. (Ingram ym. 2011.)

AmpC-geeni loytyi 74 bakteerikannalta ja suurin  osa naista oli
plasmidivalitteisia. Tutkimusmenetelmien herkkyys oli 47-99% ja tarkkuus 45—
95 %. Varmistustestien tulokset vaihtelivat suuresti, herkkyys vaihteli valilla 19—
97 % ja tarkkuus valilla 88-100 %. Vain Tris-EDTA ja MAST ID D68C -
kiekkotestien herkkyys ja tarkkuus olivat yli 90 %. Inhibiittoreihin perustuvien
menetelmien parantamiseksi tarvitaan viela lisatutkimuksia, jotta |6ydetaan
sopivat entsyymien substraatit, inhibiittorityypit ja sopivat inhibiioottorien maaréat.
AmpC loytyy tutkimuksen mukaan parhaiten méaarittdmalla kefoksitiini-herkkyys
kiekkotestilla ja varmistamalla tam& Tris-EDTA AmpC-kiekkotestilla. Talldin
herkkyys on 95 % ja tarkkuus 98 %. (Ingram ym. 2011.)

Marraskuussa 2012 on julkaistu toinen tutkimus, jossa verrattiin indusoituvan

ampC-geenin omaavien gramnegatiivisten bakteerien tuottamien laajakirjoisten
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beetalaktamaasien erilaisia fenotyyppisia maaritysmenetelmia. Tutkimus tehtiin
samasta syysta kuin edellinenkin, eli koska laboratorioilta puuttuu yhten&inen
AmpC:n maaritysmenetelma. Tutkimuksessa verrattiin neljaa eri fenotyyppista
ESBL:n varmistusmenetelmdd. Kyseessa oli ESBL:n tuoton toteaminen
sellaisilla bakteereilla, joilla on kromosomaalinen AmpC. Tutkimuksen otantana
oli 83 Enterobacteriaceae—kantaa, joilla on indusoituva AmpC-geeni. (Willems,

Cartuyvels, Magerman, Raymaekers & Verhaegen 2012.)

Menetelmat olivat ESBL:n E-testit ja yhdistelmakiekkotestit. Nama molemmat
tehtiin Muller-Hinton-agarille AmpC-inhibiittorilla (kloksasilliini) ja ilman. AmpC-
inhibiittoria ~ kaytettiin  elatusaineen  joukossa. Tutkimus osoitti, etta
kaksoiskiekkotesti kefotaksiimilla ainoana indikaattorikefalosporiinina ei ole
luotettava AmpC:n tunnistusmenetelma, silla sen herkkyys on vain 52 %.
Kloksasilliinin lisddaminen elatusaineeseen nosti merkittavasti tarkkuutta kun
kaytettiin keftatsidiimia indikaattorina. Talléin herkkyys oli 92 % ja tarkkuus
93%. Kefepiimi—E-testin herkkyys oli 80 %, miké& oli merkittavasti parempi kuin
kefotaksiimi—E-testilla (16 %) ja keftatsidiimi—E-testilla (32 %). Kloksasilliinin
lisddminen elatusaineeseen paransi ESBL:n l0ytymista jokaisella E-testill&.
Tutkimustuloksista paateltiin, ettd tehokkain ja edullisin ESBL-maaritys
indusoivan  ampc-geenin  omaavilla  Enterobacteriaceae—kannoilla  on
kloksasilliinin lisdaminen Mduller-Hinton-agariin ja keftatsidiimin tai kefepiimin

kayttaminen indikaattorikefalosporiinina. (Willems ym. 2012.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TUTKIMUSONGELMAT

AmpC- ja ESBL-testin evaluaation tarkoituksena on selvittdd, onko AmpC-
ESBL-yhdistelmatestistda (Mast Diagnostics AmpC&ESBL ID Set) hyotya
tavallisen ESBL-testin lisdnd, kun selvitetddn kolmannen polven
kefalosporiineille  resistenttien  enterobakteerien resistenssimekanismeja.
Tavoitteena on selvittdd, voitaisinko AmpC-ESBL—yhdistelmatesti ottaa
Tykslabin kliinisen mikrobiologian laboratorion osaston 938 kayttdon.
Kauaskantoisena hyotyna tutkimus voi ehkaistd sairaalahygieenisesti
merkittavien bakteerien levidmista tulevaisuudessa, koska AmpC:n |dytdminen
auttaa ehkaisemaan sairaalahygieenisesti merkittavan bakteerin levidmista.
Tarkeimpind bakteereina tarkastelussa ovat E. coli, K. pneumoniae ja E.

Cloacae.
Tutkimusongelmat:

LOytyyk6 ESBL paremmin E. cloacae —bakteerista AmpC-ESBL-

yhdistelmatestilla vai tavallisella ESBL-testilla?

*Miten hyvin AmpC loydetdaan K. pneumoniae -—bakteerista AmpC-ESBL-

yhdistelméatestin avulla?
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon aineiston keruu ja toteutus

Tama opinnaytety® toteutettiin Tykslabin kliinisen mikrobiologian osastolle 938.
Opinnaytetydn aihe saatiin syksylla 2012, jolloin myds valmisteltiin
opinnaytetyon kaytannon toteutusta. Talle opinnaytetyolle haettiin tutkimuslupa
Tykslabin ylihoitajalta ja lupa myonnettiin maaliskuussa 2013. Opinnaytety6n
teoreettinen viitekehys laadittiin syksyn 2012 ja kevaan 2013 aikana. Valmis
opinnaytetyd julkaistiin kevaalla 2013. Opinnaytetyon kaytanndén osuuden

toteutuksessa kaytettiin kliinisen mikrobiologian osaston tarvikkeita ja valineita.

Opinnaytetyon otantana oli 26 bakteerikantaa, joista seitseman oli E. coli —
bakteeria, kuusi oli K. pneumoniae —bakteeria ja 12 oli E. cloacae —bakteeria.
Bakteerikannoista oli joitain ominaisuuksia tiedossa etukateen, esimerkiksi
ovatko ne herkkia tai onko niilla resistenssiominaisuuksia. Osalta
bakteerikannoista oli selvitetty geenitesteillda, onko niilla ESBL- tai AmpC-
geeneja. AmpC-ESBL-testin pakkausselosteessa on suositeltu kaytettavaksi
tiettyja kontrollikantoja (taulukko 1.) Naitd kaikkia ei kuitenkaan otettu

tutkimukseen mukaan, silla niitad ei ollut saatavilla.

Taulukko 1. Pakkausselosteessa suositellut kontrollikannat.

Laji Kantatunnus Kuvaus

E. coli NCTC 13351 ESBL pos
E. coli NCTC 13352 ESBL pos
E. coli NCTC 13353 ESBL pos
E. cloacae NCTC 13406 AmpC pos
E. coli ATCC 25922 Negatiivinen

Tyohon valittin  lisdd kantoja silla perusteella, ettd mukaan saatiin
pakkausselosteessa mainittuja kantoja vastaavia kantoja. Nain tutkittavana oli

seka ESBL- ettd AmpC-positiivisia kantoja ja tavallisia herkkid kantoja (taulukko

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | lina Karttunen



24

2.) Nain saatiin testattua antibioottikiekkojen toimivuus seka herkkien etta

ESBL- ja AmpC-positiivisten kantojen |6ytymiseksi. Tutkimukseen mukaan

otetut

bakteerikannat valitsi

kliinisen mikrobiologian erikoislaakari

Kaisu

Rantakokko-Jalava. Kun tutkimus oli tehty ja antibioottiherkkyydet mitattu, nama

tulokset tulkittiin antibioottikiekkojen valmistajan ohjeiden mukaan.

Taulukko 2. Kaikki testattavat kannat.

Ol NOoO Ol wWw DN P

NN NN N R R R R RR R R
o|lglh W NP OVl o N AWM R O

mmmmmmMmmMmXxXMMmMmMX X XX MDMmMmmMmMmmmMmmMm/ X m Mm|mMm

. pneumoniae
. coli

. Cloacae

. Cloacae

. coli

. coli

. coli

. coli

. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. Cloacae

. Cloacae

. Cloacae

. pneumoniae
. Cloacae

. Cloacae

. Cloacae

. Cloacae

. Cloacae

. Cloacae

. Cloacae

Tutkimus aloitettiin

Kantatunnus

ATCC 25922
THL 309
THL 219
THL 397
THL ESBL 3263
ATCC 13047
12U315677
12GN02316
12L.TOO086
12LTO0074
12LT00131
12M902639
12LTO0125
11LTO0132
12U315609
11GNO01652
10M903072
11GNO02418
1105

1110

1115

1116

1117

1120

1121

Kuvaus

ESBL (CTX-M-15) (+kontr)
herkka (-kontr)
pAmpC pos (CIT)
pAmpC pos (FOX)
pAmpC pos (MOX)
todennakoisesti
tavallinen herkkyys
moniresistentti pt-kanta, ESBL neg
moniresistentti pt-kanta, ESBL neg
UKNegas 1374 (ESBL)

UKNegas 0882 (ESBL)

UKNegas 1057 (ESBL)
moniresistentti pt-kanta, ESBL neg
UKNegas 1019, moniresistentti,
UKNegas 0555 (KPC+SHV-12)
Todenné&k. derepressoitunut AmpC
Moniresistentti kanta, myos ESBL?
Todennak. derepressoitunut AmpC
pAmpC pos (CIT)

ESBL-kanta

ESBL-kanta

ESBL-kanta

ESBL-kanta

ESBL-kanta

ESBL-kanta

ESBL-kanta

derepressoitunut

tekemalla puhdasviljelmat tutkittavista 26 kannasta

verimaljalle. Verimaljat jatettiin inkuboitumaan +35°C lampokaappiin yon yli.
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Seuraavana aamuna puhdasviljelmistd tehtiin normaali 0,5-0,63 McFarland-
standardin mukainen bakteerisuspensio poimimalla viljelysauvalla muutama (1-
3 kpl) samanlainen pesake ja sekoittamalla ne lasiputkessa olevaan 2ml 0,9 %
NaCl:iin. Sekoittamiseen kaytettiin mikseria (Vortex Genie 2), jotta suspensiosta
tuli tasaista. Suspension tiheys tarkistettin Densi CHEK Plus -mittarilla.
Suspensiota imeytettiin steriilin vanutikkuun ja tikusta poistettiin ylimaarainen
suspensio painamalla tikkua voimakkaasti putken seinamaa vasten. Suspensio
siirrostettiin - dreijaamalla huoneenlampodiseen pintakuivaan Mduller-Hinton-
herkkyysmaljaan. Siirrostus tehtiin 15 minuutin  kuluessa suspension
valmistuksesta. Jokaisesta bakteerikannasta tehtiin yksi bakteerisuspensio,
josta tehtiin kaksi Miiller-Hinton-herkkyysmaljaa. Toiselle maljalle laitettiin
tavalliset ESBL-testin antibioottikiekot ja toiselle maljalle laitettin AmpC-ESBL-
testin antibiootit. Antibioottikiekot asetettin maljalle Mast Diagnosticsin
annostelijalla. Annostelijoiden tulee olla huoneenlammdsséa noin 30 minuuttia
ennen niiden avaamista. Ennen kiekotusta tulee odottaa hetki, jotta maljat ovat
pintakuivia. Puhdasviljelmien, bakteerisuspension ja siirrostuksen teko

suoritettiin laminaarikaapissa. (Meurman 2012.)

Kun antibioottikiekot oli asetettu maljoille, inkuboitin maljoja +35 °C
lampokaapissa yon yli. Seuraavana aamuna luettiin estorenkaiden halkaisijat.
Estorenkaat luettiin viivoittimen avulla mustaa taustaa vasten. Estorenkaat
luettiin kahteen kertaan tutkijan mittausvirheiden poistamiseksi. Kukin kanta

testattiin kahtena eri paivana, jotta nahtiin testin toistettavuus.

Taulukoissa (liite 2. ja liite 3.) on ensin esitetty ESBL-testin antibioottikiekkojen
estorenkaiden halkaisijat. Mast Diagnosticsin ESBL-testin antibioottikiekot ovat
kefotaksiimi (CTX30), keftatsidiimi (CAZ30) ja naiden
klavulaanihappokompinaatiot:  kefotaksiimi-klavulaanihappo (CTX/CV) ja
keftatsidiimi-klavulaanihappo  (CAZ/CV). Jos yhden tai molempien
klavulaanihappokombinoitujen kiekkojen estorengas on halkaisijaltaan yli 5 mm
suurempi  verrattuna kiekkoon, jossa on vastaava antibiootti ilman
klavulaanihappoa, kanta tulkitaan ESBL-positiiviseksi. (Meurman 2012.)

Tybohjeeseen  perustuen taulukossa on laskettu kefotaksiimi-
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klavulaanihappokiekon ja  kefotaksiimikiekon erotus ja keftatsidiimi-
klavulaanihappokiekon ja keftatsidiimikiekon erotus. Erotusten perusteella
taulukkoon on tulkittu kannan bakteerikantojen olevan joko ESBL-positiivisia tai

ESBL-negatiivisia.

Kahden eri testin tulosten vertailun helpottamiseksi samassa taulukossa on
myds AmpC-ESBL-testin tulokset. AmpC-ESBL-testin antibioottikiekot ovat
kefpodoksiimi (A), kefpodoksiimi ja ESBL-inhibiittori (B), kefpodoksiimi ja AmpC-
inhibiittori (C) ja kefpodoksiimi ja ESBL sek& AmpC-inhibiittorit (D). Jos kaikkien
naiden estorenkaiden halkaisijat ovat 2 mm sisélla toisistaan, kannalla ei ole
ESBL- eikd AmpC-aktiivisuutta. Kannan ESBL-aktiivisuus selvidd, kun
vahennetdédn kiekon A estorengas kiekon B estorenkaasta ja kiekon C
estorengas kiekon D estorenkaasta ja molempien erotus on 5 mm tai
enemman. Kiekkojen B ja D seka A ja C valiset erot saavat olla korkeintaan yli 4
mm kumpaan suuntaan tahansa. Jos nama kriteerit tayttyvat, kannalla on vain
ESBL-aktiivisuus. (Mast Group 2013.)

AmpC-aktiivisuus selvidaa, kun vahennetdan kiekon B estorengas kiekon D
estorenkaasta ja kiekon A estorengas kiekon C estorenkaasta ja molempien
erotus on 5 mm tai enemman. Kiekkojen A ja B seka C ja D valiset erot saavat
olla korkeintaan 4 mm kumpaan suuntaan tahansa. Kun nama kriteerit tayttyvat,
kannalla on vain AmpC-aktiivisuus. Kun kiekosta D vahennetdén kiekon C
estorengas ja tdma tulos on 5 mm tai enemman ja kiekkojen A ja B valinen ero
on korkeintaan 4 mm, kannalla on seka ESBL- ettd AmpC-aktiivisuus. (Mast
Group 2013.) Naiden tulkintaohjeiden perusteella taulukkoon on laskettu
haluttujen estorenkaiden erotukset ja tulkinnat siitd, ovatko bakteerikannat
ESBL- tai AmpC-aktiivisia. Viimeisessd sarakkeessa on viimeisen
tulkintaohjeen mukaan tehty tulkinta siitd, onko kannalla seka ESBL- etta

AmpC-aktiivisuus.
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4.2 Metodologiset lahtokohdat

Opinnaytetydssa toteutettu tutkimus on kvantitatiivinen. Kvantitatiivinen tutkimus
tarkoittaa maardallista tutkimusta. Maarallisen tutkimuksen tunnusomaisia
piirteitd ovat mittaaminen, tiedon esittdminen numeroin, suuri otoskoko ja
objektiivisuus, eli tutkimustulos on tutkijasta rippumaton. (Vilkka 2007.)
Maarallinen tutkimus kohdentuu siis muuttujien mittaamiseen ja niiden valisten
yhteyksien tarkasteluun (Kankkunen & Vehvilainen-Julkunen 2009).
Maarélliseen tutkimukseen liittyy laheisesti myds aiemmat teoriat ja
aikaisempien  tutkimusten johtopdatokset. Otantasuunnitelma tehd&én
maadrittelemalla perusjoukko, johon tulosten tulee pated, ja valitsemalla tasta
perusjoukosta otos. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa kohdetta pyritaan
tutkimaan niin kokonaisvaltaisesti, kuin on mahdollista. Kohdejoukon valinnassa
ei kayteta satunnaisotoksen menetelmaa, vaan se valitaan

tarkoituksenmukaisesti (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2010.)

Maaréllisessd tutkimuksessa tutkija tulkitsee ja selittdéa olennaisen
numerotiedon sanallisesti. Jos maarallisessd tutkimuksessa kaytetdéan
tutkimustulosten analysoinnissa tilastollisia menetelmia, tulisi
havaintoyksikdiden vahimmaismaara olla 100. (Vilkka 2007.) Taman takia
tdman tutkimuksen tuloksia ei kasitella tilastotieteen menetelmin, silla se ei olisi
nain pienen aineiston kanssa mielek&sta. Jokaista tutkittavaa bakteerikantaa
arvioidaan tapauskohtaisesti. (Rantakokko-Jalava 2013.) Maarallisessa
tutkimuksessa tapauksia voidaan kasitella ainutlaatuisina ja tulkita aineistoa sen

mukaisesti (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2010).

Tutkimusaineisto kerataan systemaattisella havainnoinnilla, mika tarkoittaa sita,
ettd tutkija merkitsee havainnot ennalta suunniteltuun strukturoituun
lomakkeeseen. (Vilkka 2007.) Systemaattisia havaintoja tehdaan tassa
tutkimuksessa nakoaistin avulla. Tulosten tarkastelussa kaytetdan tutkijan itse
keradmia tutkimustuloksia primaarina aineistona. Primaarin eli ensi kaden
aineiston tarkoitus on vastata suoraan tutkimusongelmaan. Toisen kéaden

aineistona voi olla materiaali, joka on keratty esimerkiksi tilastosta tai
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tietokannasta. (Vilkka 2007.) Tassa opinnaytetyossa toisen kéden aineistona on
luettelo, jossa on kuvattu tutkimuksen kohteena olevien bakteerien ennalta
tiedossa olevia ominaisuuksia (Taulukko 2.). Prim&aria aineistoa verrataan
toisen kaden aineistoon ja katsotaan, ovatko prim&arin aineiston tulokset

vastaavia toisen kdden aineiston kanssa.

4.3 Opinnaytetyon eettisten nakdkohtien tarkastelu

Tutkimuksessa noudatetaan hyvaa tieteellista kaytantoa. Hyvalla tieteellisella
kaytannolla tarkoitetaan, etta tutkimuksen tavoitteet, aineiston hankinta, sailytys
ja kasittely eivat loukkaa tutkimuksen kohderyhmaa, tiedeyhteisoa eikd hyvaa
tieteellista tapaa. Hyvaan tieteelliseen tapaan kuuluvat normit ja arvot, kuten
yleinen huolellisuus ja rehellisyys tutkimustytéssd ja avoimuus tulosten
julkaisemisessa. Tutkija on vastuussa omassa tutkimuksessaan tekemistaan
valinnoista. (Vilkka 2007.)

Tutkimuksen teossa kaytetaan hyvaa lahdekritiikkia, eli kayttavan aineiston
laatu arvioidaan ennen kuin lahdetta kaytetaan tutkimuksessa. Lahteena olevan
aineiston laatu vaikuttaa suoraan tutkimuksen luotettavuuteen. (Vilkka 2007.)
Tieteelliselle tutkimustytlle asetettuja vaatimuksia ovat myo6s tutkimusraportin
teossa plagioinnin valttaminen, raportointi ei saa olla harhaanjohtavaa tai
puutteellista ja tuloksia ei sepiteta tai kaunistella (Hirsjarvi, Remes, Sajavaara
2009).

Tassa opinnaytetydssa jokaisesta testattavasta bakteerikannasta tehtiin
rinnakkaiset bakteerisuspensiot, joista tehtiin omat herkkyysmaljat kahtena eri
tekokertana. Rinnakkaisten maljojen tekemisella varmistettiin tutkimuksen
toistettavuus.  Antibioottiherkkyydet myds  mitattin ~ kahteen  kertaan
mittausvirheiden poistamiseksi. Tutkittavissa bakteerikannoissa ei ollut
nahtavissa potilastietoja, vaan niita kasiteltin  bakteerien  nimill&,
kantatunnuksilla ja juoksevalla numerosarjalla. Tekija ei ollut missaan tyon

vaiheessa tekemisisséd potilastietojen kanssa. Tutkimusta varten ei tarvinnut
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ottaa uusia potilasnaytteitd, vaan tutkimuksessa kayettiin pakastimeen taltioituja
bakteerikantoja.
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5 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Opinnaytetyohon valittin mukaan bakteerikannat silla perusteella, etta saatiin
testattua AmpC-ESBL-testin toimivuus ESBL- ja AmpC-kantojen l6ytymiseksi.
Mukaan valittin myds herkkia kantoja negatiivisiksi kontrolleiksi. Nain saatiin
testattua antibioottikiekkojen toimivuus sekd herkkien ettd ESBL- ja AmpC-

positiivisten kantojen l16ytymiseksi.

Kanta 1 E. coli on ennakkotietojen mukaan ESBL-positiivinen, silla on CTX-M-
15—geeni. Opinnaytetydn molempien testien perusteella kanta on ESBL-
positivinen ja AmpC-negatiivinen, mikd tasmaa kannan ennakkotietojen
kanssa. @ Tama kanta on opinnaytetydssd mukana positivisena ESBL-
kontrollina. Kuvassa 1. on esitetty kanta 2 E. coli, joka on ennakkotietojen
mukaan herkka bakteerikanta ja se on opinnaytetyéssa mukana negatiivisena
kontrollina. Kuvasta ndhdéaan vasemmalla maljalla olevien AmpC-ESBL-testin
antibioottikiekkojen estorenkaiden olevan kaikki samankokoisia, mitattuina 28
mm kukin. Nain ollen laskutoimitusten tuloksena kanta on seka ESBL- etta
AmpC-negatiivinen, joten tulos tasmé&a ennakkotietojen kanssa. Kuvassa
oikealla olevalla maljalla on tavallisen ESBL-testin antibioottikiekot. CTX-kiekon
ja CTX-klavulaanihappokiekon erotus on 1 mm ja CAZ-kiekon ja CAZ-
klavulaanihappokiekon erotus on 0 mm, jolloin kanta on ESBL-negatiivinen
my06s naiden kiekkojen perusteella.
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Kuva 1. Kanta 2: E. coli, herkk& bakteerikanta.

Kanta 3 E. coli on ennakkotietojen mukaan AmpC-positiivinen, kannalla on CIT-
geeni. Tulosten mukaan kanta on sekéd ESBL- ettd AmpC-negatiivinen. Tulosten
ristiriidan vuoksi bakteerikanta tutkittin uudelleen, ja huomattiin sen olevan
acinetobakteeri, eikd E. coli, joka sen olisi pitanyt olla. Virhe on tapahtunut

todennakoisesti siina vaiheessa, kun bakteerikantoja on etsitty pakastimesta.

Kanta 4 K. pneumoniae on ennakkotietojen mukaan AmpC-positiivinen, silla on
FOX-geeni. Tulosten mukaan se on ESBL-negatiivinen ja AmpC-positiivinen.
Tama Ioydés on sairaalahygieenisesti merkittava, silla AmpC on
plasmidivélitteinen. Kanta 5 E. coli on ennakkotietojen mukaan AmpC-
positiivinen, kannalla on MOX-geeni. ESBL-geenitestid ei ole tehty. Tavallisen
ESBL-testin mukaan kanta on ESBL-positiivinen, mutta AmpC-ESBL-testin
ensimmaisen ESBL-tulkinnan mukaan ESBL- ja AmpC-negatiivinen. AmpC-
ESBL-testin lopullisen tulkinnan mukaan kanta on seka ESBL- ettd AmpC-

positiivinen.

Kanta 6 E. cloacaella on ennakkotietojen mukaan todennéakdisesti
derepressoitunut AmpC. Tulosten mukaan kanta on ESBL-negatiivinen ja
AmpC-positiivinen. Kanta 7 E. cloacae on ennakkotietojen mukaan herkka
kanta. Tulosten mukaan kanta on ESBL-negatiivinen, mutta AmpC-positiivinen.
Taman bakteerikannan herkkyydet testattin AmpC:n l6ytymisen jalkeen viela
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uudelleen, ja kanta todettin edelleen herkéksi kolmannen polven
kefalosporiineille. E. cloacaella on kromosomaalinen ampC, joka
todennakoisesti ilmentyi yhdistelmakiekkotestissd, joten yhdistelmatestin tulos
on oikein. Koska kanta on herkka kolmannen polven kefalosporiineille, voidaan
paatella, ettda AmpC-geenin saately ei ole pysyvasti purkautunut. Kanta 8 E.coli
on ennakkotietojen mukaan moniresistentti potilaskanta, mutta ESBL-
negatiivinen. Testien mukaan kanta on ESBL-negatiivinen ja AmpC-positiivinen.
Bakteerikannan AmpC-aktiivisuus tarkastettin AmpC-ESBL-testin tuloksen takia
viela Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksella ja siella todettiin, ettd kannalla on
TEM-geeni, mutta ei plasmidivalitteista ampC-geenid, eli kannan oma ampC-

geeni on aktivoitunut.

Kanta 9 E. coli on ennakkotietojen mukaan moniresistentti potilaskanta, ESBL-
negatiivinen, samoin kuin edellinen kanta 8. Myds tulos on sama Kkuin
edellisessa tapauksessa, eli ESBL-negatiivinen, mutta AmpC-positiivinen. Myods
tama kanta lahetettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle lisatutkimuksiin ja
siella todettiin, ettd kannalla on CIT-geeni, eli tdssa tapauksessa AmpC on
plasmidivalitteinen. Kanta 10 E. coli, kanta 11 E. coli (kuva 2.) ja kanta 12 K.

pneumoniae ovat ennakkotietojen mukaan ESBL-positiivisia ja myos tulosten

molempien testien mukaan kannat ovat ESBL-positiivisia, AmpC-negatiivisia.
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Kuva 2. Kanta 11: E. coli, ESBL-positiivinen, AmpC-negatiivinen.

Kanta 13 K. pneumoniae (kuva 3.) on ennakkotietojen mukaan moniresistentti
potilaskanta, ESBL-negatiivinen. Tulosten mukaan kanta on ESBL-negatiivinen,
mutta AmpC-positiivinen. Kanta tarkistettin Terveyden ja hyvinvoinnin
laitoksella ja myo6s siella todettiin kannalla olevan fenotyyppinen AmpC, mutta
geenitestilla ei 16ydetty ampC-geenia. Geenitesti on PCR-tutkimus, joka kattaa
kuusi tavallisinta ampC-geenia. Talla bakteerikannalla voi mahdollisesti olla joku

muu ampC-geeni. LOydos on sairaalahygieenisesti merkittava.

Kuva 3. Kanta 13: K. pneumoniae, moniresistentti, ESBL-negatiivinen, AmpC-
positiivinen.

Kanta 14 K. pneumoniae (kuva 4.) on ennakkotietojen mukaan ESBL-
negatiivinen, moniresistentti, karbapenemaasia tuottava kanta. Tulosten
mukaan se on ESBL ja AmpC-negatiivinen. Molempien testien estorenkaat
mitataan kuuteen millimetriin, eli bakteeri on resistentti kaikille testien

antibiooteille. AmpC-kiekkosarja herattaa epailyja muustakin resistenssista.
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Kuva 4. Kanta 14: K. pneumoniae, moniresistentti, ESBL-negatiivinen,
karbapenemaasia tuottava kanta.

Kanta 15 K. pneumoniae on ennakkotietojen mukaan ESBL-positiivinen,
karbapenemaasia tuottava kanta. Tavallisen ESBL-testin tulos on ESBL-
positiivinen, mutta AmpC-ESBL-testin mukaan kanta on sekd ESBL- etta
AmpC-negatiivinen. Karbapenemaasin tuotanto estdd ESBL:n tuoton
nakymisen ESBL-AmpC-kiekoilla. Tassakin tapauksessa AmpC-kiekkosarja

herattaa epailyja muustakin resistenssista.

Kanta 16 E. cloacaella on ennakkotietojen mukaan todennékdisesti
derepressoitunut AmpC. Tulosten mukaan kanta on sekd ESBL- ettd AmpC-
negatiivinen. Kanta 17 E. cloacae on ennakkotietojen mukaan moniresistentti
kanta ja silla saattaa olla myds ESBL. Tulosten mukaan kanta on ESBL- ja
AmpC-negatiivinen. Kannalle tehtiin geenitesti ja silla on ESBL-geeni CTX-M,
joten tuloksen pitéisi olla ESBL-positiivinen ja lisaksi se voisi olla myds AmpC-
positiivinen. ESBL jaa ndkymétta, koska AmpC on resistentti klavulaanihapolle.
Kanta 18 E. cloacaella on ennakkotietojen mukaan todennéakdisesti
derepressoitunut AmpC. Tulosten mukaan se on ESBL-negatiivinen ja AmpC-
positivinen. Kanta 19 K. pneumoniae on ennakkotietojen mukaan AmpC-
positivinen ja myo6s tulosten mukaan se on AmpC-positivinen ja ESBL-

negatiivinen. Tama on sairaalahygieenisesti merkittava loydos.
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Kannat 20-26 ovat kaikki ESBL-positiivisia E. cloacae —kantoja. Kannat on
eristetty samasta epidemiasta, joten ne ovat todenn&kdisesti keskendan
identtisia. Tulosten mukaan kaikki nama kannat ovat ESBL-positiivisia ja AmpC-

negatiivisia.

Kahden eri testin vertailu on helppoa ESBL:n osalta, silla laskutoimitusten
jalkeen nahdaan suoraan onko tutkittavalla bakteerikannalla ESBL-aktiivisuutta
vai ei. Testien tuloksia verrattin keskendaan toisiinsa sek& myds
bakteerikantojen ennakkotietoihin. AmpC-aktiivisuus saatiin selville vain toisella

testilld, joten naita tuloksia voitiin verrata vain bakteerikantojen ennakkotietoihin.

Taulukkoon 3 on koottu bakteerisuspensioiden tiheydet, jotka vastaavat 0,5
McFarland-standardia. Suspensioiden tiheydet mitattin DensiCHEKPIus —
mittarilla. Tiheyden tulee olla valilla 0,5-0,63, jotta se vastaa 0,5 McFarland-
standardia. Bakteerisuspensioiden tiheys mitataan, jotta kasvu herkkyysmaljalla
ei ole liian tiheaa tai harvaa. Jos bakteerisuspensio on liian tihed, johtaa se
estorenkaan reunan hamartymiseen. Liian harva bakteerisuspensio aiheuttaa
pesékkeiden kasvamisen maljalla irti toisistaan. Nain ollen bakteerisuspension
vahvuus vaikuttaa estorenkaiden halkaisijoihin ja my6s tulkintaan antibiootin
herkkyydesta. (THL 2003.)
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Taulukko 3. Bakteerisuspensioiden McFarland-standardia vastaavat tiheydet.

Suspension 0,5 McF-
Laji standardia vastaava tiheys
31.10.2012 6.11.2012
1 | E. coli 0,55 0,58
2 | E. coli 0,59 0,54
3 | E. coli 0,53 0,59
4 | K. pneumoniae 0,54 0,52
5| E. coli 0,56 0,50
6 | E. cloacae 0,54 0,51
7 | E. cloacae 0,50 0,51
8 | E. coli 0,56 0,58
9 | E. coli 0,61 0,60
10 | E. coli 0,52 0,53
11 | E. coli 0,60 0,50
12 | K. pneumoniae 0,55 0,54
13 | K. pneumoniae 0,56 0,53
14 | K. pneumoniae 0,52 0,54
15 | K. pneumoniae 0,51 0,54
16 | E. cloacae 0,56 0,55
17 | E. cloacae 0,54 0,52
18 | E. cloacae 0,51 0,52
19 | K. pneumoniae 0,58 0,51
20 | E. cloacae 0,63 0,53
21 | E. cloacae 0,56 0,52
22 | E. cloacae 0,62 0,61
23 | E. cloacae 0,52 0,51
24 | E. cloacae 0,52 0,56
25 | E. cloacae 0,54 0,63
26 | E. cloacae 0,53 0,62
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6 POHDINTA

6.1 Johtopaatokset

Kahden eri tekokerran tulokset vastaavat toisiaan. Kahden eri testin tulokset
vastaavat toisiaan yhta poikkeusta lukuun ottamatta. Kannalla 15 on tavallisen
ESBL-testin mukaan ESBL-aktiivisuus, mutta AmpC-ESBL-testin mukaan kanta
on ESBL-negatiivinen. Karbapenemaasin tuotanto estdd ESBL:n tuoton
nakymisen ESBL-AmpC-kiekoilla. (Rantakokko-Jalava 2013.)

Testien tulokset vastaavat bakteerikantojen ennakkotietoja kaikkien muiden,
paitsi kolmen bakteerikannan kohdalla. Kannalla 16 olisi ennakkotietojen
mukaan pitdnyt todennakoisesti olla derepressoitunut AmpC, mutta testin
mukaan kanta on AmpC-negatiivinen. Taman ja 6-kannan perusteella nayttaa
siltd, etta herkkyysmaaritysten ja yhdistelmakiekkotestin tulokset eivat aina
mene yksiin. Kannan 17 pitaisi ennakkotiedon mukaan olla seka ESBL-etta
AmpC-positiivinen, mutta kumpikaan naistéa ei nay testeissa. ESBL ei nay,

koska AmpC on resistentti klavulaanihapolle.

Tutkimuksen otoksen pienen maardn vuoksi ei ole mielekdsta maarittdd
tutkimukselle  herkkyyttd tai  tarkkuutta (Rantakokko-Jalava  2013).
Tutkimusongelmana oli selvittaa, loytyyk6 E. cloacae bakteerista ESBL-
paremmin AmpC-ESBL-yhdistelmakitin avulla, kuin tavallisella ESBL-testill&.
Tutkimuksessa oli mukana 12 E. cloacae —kantaa. Kaikista kannoista I6ytyi
ESBL yhta hyvin seka tavallisella ESBL-testilla etta AmpC-ESBL-testilla, joista
kahdeksalla oli ESBL (kannat 17 ja 20-26). Kannan 17 ESBL-ominaisuus ei
tullut esiin kummallakaan testilla, kun taas kantojen 20-26 ESBL-ominaisuus

nakyi molemmissa testeissa.

Toisena tutkimusongelmana oli selvittdd, loytyyké K. pneumoniaesta AmpC
yhdistelméakitin avulla. Tutkimuksessa oli mukana kolme K. pneumoniae —

kantaa, joilla oli selkea AmpC-fenotyyppi. Kahdelta 16ytyi myds geeni. Yhdelta
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el mutta sillakin selkea AmpC-fenotyyppi todettiin mya0s
referenssilaboratoriossa. Nailtéa kaikilta 16ytyi AmpC selkeé&sti yhdistelmaétestilla.

Koska AmpC-ESBL-testin avulla ei saada tietdd, onko AmpC plasmidivalitteinen
vai kromosomaalinen, E. colilta 16ytyvdn AmpC:n merkitysta on vaikea tulkita.
Plasmidivélitteisen =~ AmpC:n  omaavat kannat ovat  periaatteessa
sairaalahygieenisesti merkittavia. AmpC-ESBL-yhdistelmatesti toimii hyvin
tasséa opinnaytetydssa saatujen tulosten perusteella. Tasta huolimatta todettiin,
etta testistd ei ole tavallisessa laboratoriossa kaytdnnon hyotya bakteerien
sairaalahygieenisen merkityksen arvioinnin kannalta. Sairaalahygieeninen
merkitys onkin helpompi maaritella moniresistenssin perusteella. Joissakin
tapauksissa testista on hyotyd saamaan karbapeneemiresistentit kannat kiinni,
mutta aina kun epaillaan bakteerikannan olevan karbapeneemiresistentti, se
voidaan lahettaa Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle varmistettavaksi. Testista
on hyodtyd K. pneumoniaen sairaalahygieenistd merkitysta arvioitaessa, mutta
tallaiset bakteerikannat ovat harvinaisia, eikd sen takia ole mielekasta testata
kaikkia. Sairaalahygieenisesti merkittavaa bakteerikantaa epéiltdessa se
voidaan lahettaa Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle varmistustesteihin.
AmpC-ESBL-yhdistelmatestid ei ainakaan tassa vaiheessa oteta kayttoon
Tykslabin kliinisen mikrobiologian laboratoriossa, vaikka testi toimikin halutulla
tavalla. (Rantakokko-Jalava 2013.)

Tassa opinnaytetydssa saatuja tutkimustuloksia ei voi verrata aikaisemmin
tehtyihin tutkimuksiin, silla tdysin vastaavaa tutkimusta ei ole aikaisemmin tehty.
Jatkotutkimusaiheena on toistaa tama tutkimus suuremmalla otoksella ja
kayttaa tilastollisia menetelmia AmpC-ESBL-yhdistelmatestin herkkyyden ja
tarkkuuden maarittamiseksi. Tutkimuksen otoksessa tulisi olla suurempi maara
K. pneumoniae —bakteerikantoja, jotta saataisiin tata tutkimusta luotettavampi
tulos siita, kuinka hyvin testi I16ytdd AmpC:n K. pneumoniae -bakteerista.
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6.2 Tutkimuksen luotettavuuden ja eettisyyden arviointi

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan arvioida maarittamalla tutkimuksen
reliaabelius ja validius. Tutkimuksen reliaabelius tarkoittaa tutkimuksen
mittaustulosten toistettavuutta. (Vilkka 2007; Hirsjarvi ym. 2009; Kankkunen &
Vehvildinen-Julkunen 2009.) Tutkimuksen tulokset voidaan todeta reliaabeleiksi
koska, jokaisesta naytteestd tehtiin rinnakkaiset bakteerisuspensiot ja
herkkyysmaljat kahtena eri tekokertana, eli tutkimus tehtiin kaytannossa
kahteen kertaan. Estorenkaiden halkaisijat mitattiin kultakin herkkyysmaljalta
kahteen kertaan mittausvirheiden poistamiseksi. Kahden eri tekokerran tulokset

vastaavat lahes tasmallisesti toisiaan.

Validius tarkoittaa tutkimusmenetelman kykya mitata juuri sitd, mita on
tarkoituskin mitata. Tutkimuksen validius on hyva, jos tutkimuksessa ei ole tehty
systemaattisia virheitd. (Vilkka 2007; Hirsjarvi ym. 2009.) Tutkimustuloksista
saatiin vastaukset tutkimusongelmiin. Opinnaytetydn teossa noudatettiin hyvaa
tieteellistd kaytantéad. Tutkimusta tehtdessd oltin huolellisia ja tulokset
raportoitiin rehellisesti ja avoimesti. Tutkimuksen teossa noudatettiin tydohjeita
tasmallisesti. Tekijan kokemattomuus herkkyysmaljojen teossa vaikutti jonkin
verran bakteerien kasvun tasaisuuteen, mutta estorenkaat olivat kuitenkin
selkeasti luettavissa jokaisen naytteen kohdalla. Bakteerisuspensioiden tiheys
tarkistettiin Densi CHEK Plus -mittarilla tekijan kokemattomuuden vuoksi, jolloin
tiheys saatiin varmistettua luotettavasti. Tiheys arvioidaan rutiinitydssa
silmamaaraisesti. Tutkimuksen teossa kaytetyt lahteet on arvioitu luotettaviksi

hyvaa lahdekritiikkia kayttaen.

Tutkimuksessa kaytettavissa bakteerikannoissa ei ollut nahtavissa potilastietoja,
eika tekija ollut missaan tyon vaiheessa tekemisissd potilastietojen kanssa.
Tutkimusta varten ei jouduttu ottamaan potilasnaytteitd. Kantoja kasiteltiin
bakteerien nimilla, kantatunnuksilla ja T-numerolla ja kannat numeroitiin
juoksevalla numerosarjalla 1-26, jotta ka&ytannén tyd, mm. herkkyysmaljojen ja

bakteerisuspensioputkien merkitseminen olisi mahdollisimman sujuvaa.
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Ensimmaisen tekokerran mittaustulokset.

[1. ESBL-kiekot ESBL+AmpC-kiekot
Laji CTX|CTX |ero- |CAZ|CAZ |ero- |tulkintalA B C D B-A |D-C |tulkinta| D-B |C-A [tulkinta | D-C |tulkinta
+kla |tus +kla |tus |ESBL |POD |POD |POD |POD ESBL AmpC > | m
+/- +Ei | +Ai +Ei+Ai +/- +/- =2
oO| -
1|E. coli 6 20 14| 21 24 3 ESBL+ 6 18 6 19 12| 13 ESBL+ 1 0| AmpC- 13| - | +
2 | E. coli 29 33 4| 29 29 0| ESBL- 27 28 28 28 1 0 |ESBL- 0 1/ AmpC- 0 -
3| E. coli 6 6 0 6 6 0| ESBL- 6 6 6 6 0 0 |ESBL- 0 0/ AmpC- 0| - | -
4|K. pneumoniae 17 17 0 6 6 0| ESBL- 6 6 15 18 0 3 |ESBL- 12 9 AmpC+ 3+ | -
5| E. coli 15 13 -2| 15 20 5 ESBL+ 6 6 13 21 0 8 ESBL- 15 7| AmpC- 8| + | +
6 |E. cloacae 22 22 0| 21 21 0| ESBL- 6 6 27 28 0 1|ESBL- 22| 21| AmpC+ 1+ | -
7 | E. cloacae 26 26 0 23 13| -10 ESBL- 6 6 25 23 0 -2 |ESBL- 17 19|AmpC+| -2| + | -
8 | E. coli 20 19 -1 12 12 0| ESBL- 6 6 22 23 0 1 ESBL- 17| 16 |Ampc+ 1+ | -
9 E. coli 14 13 -1 6 9 3 | ESBL- 6 6 18 18 0 0 |ESBL- 12| 12|AmpC+ o + | -
10 | E. coli 29 38 9 6 28| 22|ESBL+ 8 26 10 23| 18| 13 ESBL+ -3 2 AmpC- | 13| - [ +
11 |E. coli 28 36 8 6 26| 20|ESBL+ 6 24 9 23| 18| 14 ESBL+ -1 3/ AmpC- | 14| - | +
12 | K. pneumoniae 10 32| 22| 16 28| 12 ESBL+ 6 24 6 24| 18| 18|ESBL+ 0 O/AmpC- | 18| - | +
13| K. pneumoniae 19 19 0 13 16 3 ESBL- 6 6 22 22 0 0 ESBL- 16 16 | AmpC+ o + | -
14 | K. pneumoniae 6 6 0 6 6 0| ESBL- 6 6 6 6 0 0 |ESBL- 0 0/ AmpC- o - | -
15 | K. pneumoniae 14 17 3 6 12 6| ESBL+ 6 6 6 6 0 0 ESBL- 0 0[AmpC- 0| - | -
16 |E. cloacae 6 6 0 6 6 0| ESBL- 6 6 10 10 0 0 |ESBL- 4 4| AmpC- 0| - | -
17 | E. cloacae 6 6 0 6 8 2 ESBL- 6 6 6 10 0 4 | ESBL- 4 0| AmpC- 4, - | -
18 | E. cloacae 6 8 2 6 10 4| ESBL- 6 6 16 16 0 0 ESBL- 10 10 | AmpC+ 0 +| -
19 | K. pneumoniae 16 15 -1 11 13 2 ESBL- 6 6 14 14 0 0 ESBL- 8 8| AmpC+ o + | -
20 E. cloacae 6 29, 23| 17 28| 11|ESBL+ 6 21 6 22| 15| 16 ESBL+ 1 0 AmpC- | 16 - | +
21 E. cloacae 6 30, 24| 16 27| 11|ESBL+ 6 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0 AmpC- | 16| - | +
22 | E. cloacae 6 27, 21| 11 27| 16|ESBL+ 6 19 6 19/ 13| 13 ESBL+ 0 0 AmpC- | 13| - | +
23 | E. cloacae 6 29, 23| 16 27| 11|ESBL+ 6 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0O AmpC- | 16| - | +
24 | E. cloacae 6 29, 23| 16 28| 12 |ESBL+ 6 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0 AmpC- | 16| - | +
25 | E. cloacae 6 28, 22| 16 27| 11|ESBL+ 6 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0 AmpC- | 16| - | +
26 E. cloacae 6 300 24| 17 27, 10|ESBL+ 6 22 6 22, 16, 16 ESBL+ 0 0 AmpC- 16 - | +
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Liite 3

Toisen tekokerran mittaustulokset.

[2. ESBL-kiekot ESBL+AmpC-kiekot

Laji CTX |CTX |ero- |CAZ |CAZ |ero- |tulkinta |A B C D B-A |D-C |tulkinta |D-B |C-A |tulkinta |D-C |tulkinta
+kla |tus +kla [tus |ESBL |PO |POD | POD |POD ESBL AmpC > | m
+/- D +Ei |+Ai | +Ei+Ai +/- +/- 2189
(@) —
1|E. coli 6 21 15 22 26 4 ESBL+ 6 18 6 19| 12 13 ESBL+ 1 0| AmpC- 13 - | +
2| E. coli 35| 34 -1, 30| 30 0| ESBL- 28| 28 28 28| O 0|ESBL- 0 0|AmpC- 0 - | -

3 E. coli 6 6 0 6 6 0|ESBL- 6 6 6 6/ O 0|ESBL- 0 0|AmpC- 0 -
4|K. pneumoniae 17 17 0 6 6 0|ESBL- 6 6 15 16/ O 1 ESBL- 10 9 AmpC+ 1+ | -
5|E. coli 14| 14 0 15, 21 6 ESBL+ 6 6 14 21| O 7 |ESBL- 15 8 AmpC- 70+ | +
6 E. cloacae 24| 22 -2, 24| 22 -2 ESBL- 6 6 26 26| O 0| ESBL- 20| 20| AmpC+ ol + | -
7| E. cloacae 28 28 0 25| 14| -11 ESBL- 6 6 22 25 0 3 ESBL- 19| 16|AmpC+ 3+ | -
8| E. coli 20 19 -1 11 14 3 ESBL- 6 6 23 23 0 0 ESBL- 17 17  AmpC+ o+ | -
9 E. coli 14 11 -3 6 6 0|ESBL- 6 6 18 18/ 0 0|ESBL- 12| 12| AmpC+ ol + | -
10 E. coli 27, 33 6 6/ 24| 18|ESBL+ 10, 25 10 25| 15| 15 ESBL+ 0 0|AmpC- 15| - | +
11 E. coli 27, 33 6 6/ 25/ 19|ESBL+ 6 23 8 24| 17| 16 ESBL+ 1 2 AmpC- 16| - | +
12 | K. pneumoniae 6| 26| 20| 13| 27| 14|ESBL+ 6| 23 6 23| 17| 17 |ESBL+ 0 0/ AmpC- 17| - | +
13| K. pneumoniae 18| 18 0 10 14 4 ESBL- 6 6 22 221 0 0 ESBL- 16| 16|AmpC+ o + | -
14 | K. pneumoniae 6 6 0 6 6 0 ESBL- 6 6 6 6/ O 0 ESBL- 0 0/ AmpC- o - | -
15 K. pneumoniae 13/ 15 2 6| 11 5/ ESBL+ 6 6 6 6 0 0 ESBL- 0 0/ AmpC- 0| - -
16 | E. cloacae 6 6 0 6 6 0|ESBL- 6 6 10 10, O 0|ESBL- 4 4| AmpC- 0| - | -
17 | E. cloacae 6 6 0 6 6 0|ESBL- 6 6 6 10, O 4 |ESBL- 4 0|AmpC- 4{ - | -
18 E. cloacae 6 6 0 6 6 0 ESBL- 6 6 17 17| O 0 ESBL- 11| 11 |AmpC+ o + | -
19 | K. pneumoniae 16| 15 -1 11| 13 2 | ESBL- 6 6 14 15| O 1|ESBL- 9 8| AmpC+ 1 + | -
20 E. cloacae 6/ 28| 22| 16| 26| 10 ESBL+ 6, 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0| AmpC- 16| - | +
21 E. cloacae 6, 28 22| 16| 27| 11|ESBL+ 6 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0|AmpC- 16| - | +
22 E. cloacae 6, 29, 23| 12| 27, 15|ESBL+ 6 20 6 20| 14| 14 ESBL+ 0 0|AmpC- 14| - | +
23 | E. cloacae 6, 29, 23| 16| 28| 12|ESBL+ 6 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0|AmpC- 16| - | +
24  E. cloacae 6/ 30 24| 17| 27| 10|/ESBL+ 6, 22 6 22| 16| 16 ESBL+ 0 0/ AmpC- 16| - | +
25 | E. cloacae 6 28 22 17 27 10 ESBL+ 6 21 6 21| 15 15 ESBL+ 0 0/ AmpC- 15 - | +
26 E. cloacae 6/ 30, 24, 17| 27| 10 ESBL+ 6 22 6 22| 16, 16 ESBL+ 0 0/ AmpC- 16, - | +
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