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Beetalaktamaasia tuottavien bakteerikantojen maard on lisdantynyt Suomessa tasaisesti.
Eristetyistda Klebsiella- ja Escherichia coli -kannoista noin kahdella prosentilla on ESBL-
ominaisuus. ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamase) on bakteerien tuottama entsyymi,
joka hajottaa beetalaktaamiantibiootteja ja tekee kannoista vaikeita hoitaa. Se kykenee
hajottamaan penisilliineja seka kolmannen polven kefalosporiineja. Piperasilliini-tatsobaktaamin
on osoitettu olevan toimiva mikrobiladke ESBL-entsyymia tuottavien bakteerien hoidossa.
Ongelmana kuitenkin on piperasilliini-tatsobaktaamin herkkyysmaarityksen epavarmuus ja
vaihtelevat tulokset.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia piperasilliini-tatsobaktaamin mikrobilaédkeherkkyytta
neljalla eri herkkyysmenetelmélla. Menetelméat olivat Vitek 2 —analysaattori, kaksi eri kaupallista
gradientti MIC-liuskatestia ja kiekkoherkkyys. Aihe saatiin kliinisen mikrobiologian osastolta,
jossa myos toteutettiin empiirinen tutkimus. Kannat saatiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen
Turun yksikosta seka kliinisen mikrobiologian osastolta. Tutkimuksessa kaytettiin 83 E. coli- ja
Klebsiella pneumoniae —kantaa. Niistd 60 oli ESBL-kantoja, loput olivat herkkid tai tuottivat
TEM- tai karbapenemaasientsyymia.

Bakteerikannat, jotka tuottivat ESBL-entsyymid, antoivat vaihtelevimmat herkkyystulokset eri
menetelmilla. Ero nékyi erityisesti MIC-gradienttiliuskojen valilla sekd Vitek 2 -
analysaattorituloksissa. BioMerieux'n gradienttiliuska antoi systemaattisesti herkempia tuloksia
kuin Liofilchemin gradienttiliuska ja Vitek 2 —analysaattori. Kiekkojen tulkinta oli suurimmalla
osalla kannoista yhteneva BioMerieux'n gradienttiliuskatulosten kanssa. Muilla kuin ESBL-
kannoilla saatiin luotettavat ja yhtenevat herkkyystulokset.

MIC-herkkyymenetelmistéa saman testin toistokerroilla Vitek 2 analysaattori antoi eniten samoja
tuloksia. Kiekkoherkkyysmenetelm& oli kaikista testeistd toistettavin eikd ESBL-entsyymi
vaikuttanut tuloksiin. Tulosten oikeellisuutta ja luotettavinta herkkyysmenetelm&d on hankala
arvioida, koska kaytossa ei ollut referenssimenetelmaa.
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DIFFERENT METHODS OF TESTING ESBL
STRAINS’ SENSITIVITY TO PIPERACILLIN-
TAZOBACTAM

The prevalence of beta-lactamase producing bacteria strains has steadily been increasing in
Finland. Circa two per cent of isolated Klebsiella and Escherichia coli strains have ESBL
attribute. ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamase) is an enzyme produced by bacteria that
is able to hydrolyse beta-lactase antibiotics and makes these strains difficult to treat. It can
hydrolyse penicillins and third generation cefalosporins. Piperacillin-tazobactam has been
proved an effective antimicrobial treatment against ESBL-producing bacteria. The problem is
that piperacillin-tazobactam sensitivity tests give unreliable and varied results.

The purpose of this thesis is to compare four different sensitivity tests to determine the
antimicrobial susceptibility of piperacillin-tazobactam. The methods are Vitek 2 system, two
different commercial gradient MIC strip tests and disc sensitivity. The subject was given to us
from the Department of Clinical Microbiology where we also conducted the empirical study. We
obtained the strains from the Turku office of National Institute of Health and Welfare and the
Department of Clinical Microbiology. We used 83 strains of E. coli and Klebsiella pneumoniae in
this study, 60 of which were ESBL strains, the rest were sensitive or produced TEM or
carbapenemase enzymes.

The ESBL-producing bacteria strains gave the most varied sensitivity results with different
methods. The clearest difference was between the MIC gradient strips and the Vitek 2 analyzer
results. The bioMérieux gradient strip gave systematically more sensitive results than the
Liofilchem gradient strip and Vitek 2 system. Disc sensitivity results were similar with the
bioMérieux gradient strips with most of the strains. Other than ESBL strains gave reliable and
correlated sensitivity results.

Vitek 2 system gave the most consistent results on repeated tests when comparing the MIC
sensitivity tests. The disc sensitivity test was the most repeatable and the ESBL enzyme did not
affect the results. It is difficult to estimate the validity of our results and the most reliable
sensitivity testing method because we did not have a reference method available.
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SANASTO

Beetalaktaami Mikrobiladkeryhma, johon kuuluu mm. penisilliinit, kefalospo-
riinit ja karbapeneemit

Beetalaktamaasi Gramnegatiivisten bakteerien tuottama entsyymi, joka pystyy
hajottamaan beetalaktaamiantibiootin beetalaktaamirenkaan

CTX-M Yleisin ESBL-entsyymi

ESBL Extended Spectrum Beta-Lactamase, beetalatamaasient-
syymi, joka pystyy hajottamaan kolmannen polven kefalo-
sporiineja

KarbapenemaasientsyymiGramnegatiivisten bakteerien tuottama entsyymi, joka pystyy
hajottamaan karbapeneemiantibiootteja

NDM, OXA-48 Karbapenemaasientsyymeja

Piperasilliini-tatsobaktaamiLaajakirjoinen mikrobilaéke, kaytetaan sairaalassa synty-
neissa infektioissa

TEM Vanha kapeakirjoinen beetalaktamaasi



1 JOHDANTO

Enterobakteerit, jotka tuottavat ESBL-entsyymid, ovat lisaantyneet kaikkialla
maailmassa. Myds Suomessa ESBL-entsyymia tuottavat Escherichia coli- ja
Klebsiella pneumoniae -kannat lisdantyvat tasaisesti. Herkkien E. coli- ja K.
pneumoniae -kantojen aiheuttamat infektiot ovat samanlaisia kuin ESBL-
entsyymia tuottavien vastaavien kantojen infektiot, mutta ESBL-kantojen infekti-
ot ovat vaikeahoitoisempia moniresistenssiominaisuuden vuoksi ja niihin on
myoOs todettu liittyvan lisdantyvad kuolleisuutta. Naitd bakteereita on |oydetty
hoitolaitosten ja sairaaloiden lisdksi terveydenhuollon ulkopuolelta. (Huttunen
ym. 2013; Jalava ym. 2013.) Piperasilliini-tatsobaktaamin on osoitettu olevan
toimiva mikrobiladke ESBL:n hoidossa, mutta ongelmana on piperasilliini-
tatsobaktaamin herkkyysmaarityksen epavarmuus ja vaihtelevat tulokset (Babini
ym. 2003).

ESBL-entsyymia tuottavilla bakteerikannoilla piperasilliini-tatsobaktaamin herk-
kyys vaihtelee in vitro ja tdma on herattanyt paljon keskustelua, miksi nain on
(FiRe 2009). Talla hetkella keskustellaan piperasilliini-tatsobaktaamin kayttsta
kliinisess& ESBL-infektioiden hoidossa ja sen herkkyysmaarityksen luotettavuu-
desta. Tassa opinnaytetyossa tarkoituksena on tutkia E. coli- ja K. pneumoniae
—kantojen piperasilliini-tatsobaktaamiherkkyysmaaritysta eri menetelmilla, muun
muassa ovatko menetelmaét toistettavia ja ovatko eri menetelmien tulokset kes-
ken&an vertailtavissa. Tutkimuksesta saatavaa tietoa voidaan kayttaa jatkotut-
kimuksissa vakioitaessa piperasilliini-tatsobaktaamin  herkkyysmaarityksia
ESBL-kannoilla.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Paula Lehtonen & Anniina Toivonen



2 ENTEROBAKTEERIT

Enterobacteriaceae-heimo on laaja ja sen tarkeimpia bakteerisukuja ovat Es-
cherichia, Salmonella, Yersinia ja Shigella. Kaikki ovat gramnegatiivisia sauva-
bakteereita ja ne muistuttavat paljon toisiaan rakenteellisesti seké kasvuominai-
suuksiltaan ja niitd usein kutsutaan yhteisnimella enterobakteerit. Niiden luon-
nollinen kasvuymparistd on usein ihmisten ja elainten suolisto, mutta niita tava-
taan myds jatevesissd sekd maaperassa. Ne ovat usein luonnostaan resistent-
tejda monille antibiooteille johtuen niiden tehokkaasta ulkokalvosta. Myds hankit-

tu resistenssi on tavallista enterobakteereilla. (Siitonen & Vaara 2010.)

Enterobacteriaceae-heimoon kuuluu myds suoliston normaaliflooraan kuuluvia
Klebsiella-, Serratia- ja Enterobacter-lajeja. Nama bakteerit aiheuttavat harvoin
infektioita terveille ihmisille ja ovat enimmékseen opportunistibakteereita. Ne
kuitenkin aiheuttavat merkittavia sairaalainfektioita. (Tissari & Anttila 2010.)

2.1 Escherichia coli

Esherichia coli -termi sisdltdd suuren méaaran aineenvaihdunnaltaan melko sa-
manlaisia, mutta virulenssiltaan erilaisia bakteerikantoja. Ne ovat kuitenkin
DNA-homologiatutkimuksien mukaan laheistd sukua toisilleen. E. coli on ihmi-
sen suoliston aerobisen flooran valtabakteeri ja niitd on suoliston normaalifloo-

rassa lukuisia erilaisia kantoja. (Siitonen & Vaara 2010.)

Rakenteeltaan E. coli on tavanomainen gramnegatiivinen enterobakteeri. Useil-
la kolikannoilla, erityisesti baktereemisia ja invasiivisia infektioita aiheuttaville on
polysakkaradikapseli (K-antigeeni). Monilla koleilla on my6s flagelloja eli vare-
karvoja (H-antigeeni), jotka auttavat bakteeria likkumaan. E-coli -kannat on
mahdollista serotyypittda O-, K- ja H-antigeenien mukaan. Kaiken kaikkiaan
erilaisia serotyyppeja on yli 700. K-antigeeni puuttuu useimmiten suolistoinfekti-
oita aiheuttavilta kolikannoilta. Lisaksi koleilla on erilaisia adhesiineja (pinta-

antigeeni) ja fimbrioita, joiden avulla ne kiinnittyvat kudoksiin ja pintoihin. Osa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Paula Lehtonen & Anniina Toivonen



ripulia aiheuttavista kolikannoista erittaa toksiineja sekd monet kannat tuottavat
my0Os solumembraania vaurioittavaa hemolyysia. (Siitonen & Vaara 2010.)

Suolistossa E. coli on ihmiselle hyodyllinen, koska se estdd muita, patogeeni-
sempia bakteereja kolonisoimasta suolta seka tuottaa K-vitamiineja. Sen usko-
taan tyydyttavan ihmisen koko K-vitamiinitarpeen. E. coli kuitenkin kykenee ai-
heuttamaan infektioita, jos se paasee parenteraalitilaan limakalvojen vastus-
kyvyn alennettua tai vamman kautta. Jotkut kannat ovat huomattavasti pato-
geenisempia kuin toiset. Patogeenisia E. coli -kantoja on erittdin vahan suolis-

ton normaalin E. coli -flooran joukossa. (Siitonen & Vaara 2010.)

Tavallisin E. colin aiheuttama infektio on virtsatieinfektio. Se aiheuttaa kaikista
virtsatieinfektioista lahes 90 %. Bakteerit padsevat virtsateihin virtsaputkea pit-
kin ja tartunta on useimmiten peréisin omasta suoliston ja valilihan alueen floo-
rasta. Naisilla virtsatieinfektiot ovat huomattavasti yleisempia kuin miehilla. (Sii-
tonen & Vaara 2010.) 45 % kaikissa sepsiksisséa aiheuttaja on gramnegatiivinen
sauva, etenkin E. coli. Usein sairaalassa saatu septinen infektio on gramnega-
tiivisen bakteerin aiheuttama. (Vauhkonen & Holmstrom 2005.) Eréilla E. coli -
bakteereilla on tiettyja virulenssiominaisuuksia, jonka vuoksi ne aiheuttavat suo-
listoinfektioita (Siitonen & Vaara 2010).

E. coli on herkkd antibiooteille, jotka tehoavat gramnegatiivisiin bakteereihin.
Sairaaloissa on yleista hankittu plasmidiperainen moniresistenssi, koska siella
kaytetaan paljon mikrobilaakkeitd. Herkkyyden maarittaminen on lahes jokai-

sessa infektiotapauksessa tarpeellinen. (Siitonen & Vaara 2010.)

2.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella-lajit kuuluvat ihmisen suoliston seka nena-nielun normaaliflooraan ja
aiheuttavat siten harvoin infektioita perusterveille ihmisille, mutta ovat kuitenkin
merkittavia sairaalainfektioiden aiheuttajia. Niiden esiintyvyys usein lisaantyy
mikrobildékehoidon ja sairaalajakson aikana. (Tissari & Anttila 2010; Gunell ym.
2012.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Paula Lehtonen & Anniina Toivonen
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Yleensa infektioita aiheuttava Klebsiella-kanta on lahtdisin potilaasta itsestaan,
esimerkiksi suoliston mikrobistosta, mutta Klebsiellat sailyvat hengissa myds
muissa ymparistoissa, kuten hoitohenkilokunnan kasissa, hengityskoneissa ja
pesualtaissa. Tartuntareitteja voi siis olla useita, myds ruoka, vesi ja maapera
voivat olla Klebsiella-tartunnan lahteitéa. Mikrobiladkeresistenssi ja taudinaiheut-

tamiskyky kuitenkin vaihtelee eri kantojen valilla. (Gunell ym. 2012.)

Klebsiellat ovat gramnegatiivisia sauvabakteereita ja niilla on hyva kyky muo-
dostaa polysakkaridikapselia, jolla on tarkea merkitys Klebsiella-lajien virulens-
sille. Polysakkaridikapselin perusteella Klebsiellat voidaan luokitella K-
antigeenityyppeihin, joita on yli 70. K. pneumoniaella on kuvattu uudentyyppi-
nen fimbria, joka on esiintynyt valtaosalla kannoista, jotka tuottavat CAZ-5/SHV-
4-tyypin ESBL-entsyymid sekd nonfimbraalinen adhesiini, jota plasmidi koodit-
taa. (Tissari & Anttila 2010.)

K. pneumoniae on yleisin Kliinisistd naytteista loytyva Klebsiella-laji ja aiheuttaa
tyypillisesti lohkokeuhkokuumeen. Infektio voi olla hankittu avo- tai sairaalahoi-
dosta ja se voi olla alkaa rajusti, jolloin kuolleisuus on suuri tai myds hyvin lie-
vaoireinen. K. pneumoniae on suhteellisen tavallinen [6ydds myds virtsatieinfek-
tioissa, kirurgisissa haavainfektioissa seka vatsan alueen kirurgisissa naytteis-
sa. (Tissari & Anttila 2010; Gunell ym. 2012.)

Klebsiellat ovat luonnostaan resistentteja muun muassa ampisilliinille tuotta-
mansa beetalaktamaasin johdosta, mutta kuitenkin yleensa herkkia amoksisillii-
nin ja klavulaanihapon yhdistelmaélle, toisen ja kolmannen polven kefalosporii-
neille, karbapeneemeille seka fluorokinoloneille. Laajakirjoista plasmidin koodit-
tamaa beetalaktamaasia tuottavat ESBL-kannat ovat koko ajan lisddntymassa.
(Tissari & Anttila 2010.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Paula Lehtonen & Anniina Toivonen
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3 BEETALAKTAAMIT

Beetalaktaamien ladkeryhmaan kuuluvat penisilliinit, kefalosporiinit sekéa muita
beetalaktaamirakenteisia laakkeitd, kuten karbapeneemit ja astreonaamit. Bee-
talaktaamit sitoutuvat useisiin bakteerin peptidoglykaanisynteesin loppuvaiheen
entsyymeihin, niin sanottuihin penisilliinia sitoviin proteiineihin eli PBP:iin (peni-
cillin binding protein). Kaikki beetalaktaamit ovat bakterisidisia (bakteereita tu-
hoavia) ja vaikuttavat kasvaviin soluihin. (Jarvinen ym. 2011a.)

3.1 Penisilliinit

Penisilliini 16ydettiin vuonna 1929, jonka jalkeen se saatiin kliiniseen kayttoon
1940-luvulla. Siité l&htien se on ollut peruslaake monien erilaisten infektioiden
hoidossa ja penisilliinit ovat edelleen paljon kaytetty mikrobiladkeryhma. Penisil-
linien teholle ominaista on niiden nelirengas, niin sanottu beetalaktaamirengas.
Tasta myos tulee yleisnimitys beetalaktaamiantibiootti. (Mannisté & Tuominen
2007.) Penisilliinit luokitellaan peruspenisilliineihin, aminopenisilliineihin, stafylo-
kokkipenisilliineihin, piperasilliiniin ja mesillinaamiin (Jarvinen ym. 2011a).

Piperasilliini kuuluu penisilliini-ladkeryhmaan ja on amoksisilliinin johdannainen.
Se soveltuu ainoastaan parenteraaliseen kaytt6on, mutta on muuten hyvin
amoksisilliinin kaltainen valmiste. Se hajoaa beetalaktamaasien vaikutuksesta,
joten sita kaytetdadn yhdessa beetalaktamaasin estgjan, tatsobaktaamin kanssa,
joka estda useiden plasmidivalitteisten beetalaktamaasien toiminnan. E. coli- ja
Klebsiella-kannat, jotka tuottavat laajakirjoista ESBL-entsyymia saattavat usein
herkkyysmaarityksissa olla herkkia piperasilliini-tatsobaktaamille, mutta niiden
beetalaktamaasit usein kuitenkin hajottavat piperasilliini-tatsobaktaamin antibi-

oottihoidossa. (Jarvinen ym. 2011a.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Paula Lehtonen & Anniina Toivonen
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3.2 Penisilliinit ja beetalaktamaasinestajayhdistelmat

Penisillinirungosta on kehitetty aineita, jotka sitoutuvat bakteerien tuottamiin
beetalaktamaasientsyymeihin ja inaktivoivat ne. Ensimmaisena kayttéén on tul-
lut klavulaanihappo, jolla on pieni antibakteerinen vaikutus, mutta yhdistettyna
muihin laakkeisiin, esimerkiksi amoksisilliiniin, se laajentaa ladkkeen vaikutus-
kirjoa huomattavasti. (Mannistd & Tuominen 2007.) Beetalaktamaasit reagoivat
klavulaanihapon kanssa herkasti ja sitoutuvat siihen pysyvasti, jolloin beetalak-
tamaasientsyymi inaktivoituu. Nain klavulaanihappo suojelee mikrobiladketta

gramnegatiivisten bakteerien beetalaktamaaseilta. (Handal & Olsen 2002.)

Tatsobaktaami ja sulbaktaami ovat uudempia aineita. Molemmilla on heikompi
antibakteerinen vaikutus kuin klavulaanihapolla. Naista kahdesta ainoastaan
tatsobaktaami yhdistettyna piperasilliiniin on markkinoilla Suomessa. Tatsobak-
taami estaa erilaisia beetalaktamaaseja paljon laajemmin kuin klavulaanihappo,
mutta se ei kuitenkaan lisaa piperasilliinin aktiivisuutta. (Mannisté & Tuominen
2007.)

Farmakokineettisesti tatsobaktaami on paljon klavulaanihapon kaltainen. Pipe-
rasilliiniin  yhdistdminen nostaa kaksinkertaisesti tatsobaktaamin pitoisuutta
plasmassa. Yhdistelmavalmisteen haitat ovat kuitenkin enimmakseen piperasil-
linin aiheuttamia, seka niitd on vahemman kuin klavulaanihappolaakeyhdistel-

milla. (M&nnistd & Tuominen 2007.)

3.3 Kefalosporiinit

Kefalosporiinit ovat Cephalosporium-homeen erittdméan antibiootin puolisynteet-
tisia johdannaisia ja penisilliinien tavoin rakenteeltaan beetalaktaameja. Laaja-
kirjoisimmilla kefalosporiiniantibioottivalmisteilla voidaan hoitaa kohtalaisen hy-
vin grampositiiviset ettd gramnegatiiviset bakteeri-infektiot. (Jarvinen ym.
2011a.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Paula Lehtonen & Anniina Toivonen
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Kefalosporiinit on jaettu neljaan sukupolveen: |, II, 11l ja IV polven kefalosporii-
neihin. Toisen ja kolmannen polven kefalosporiinit ovat laajakirjoisempia ja te-
hoavat yh& useampiin gramnegatiivisiin sauvabakteereihin. Oraaliseen kayttoon
tarkoitetut kefalosporiinit imeytyvat yleenséd hyvin maha-suolikanavan kautta,
toisen ja kolmannen polven kefalosporiinit soveltuvat yleensa vain parenteraali-

seen kayttoon. (Jarvinen ym. 2011a.)

3.4 Karbapeneemit

Tienamysiini on mikrobilaéke, joka muistuttaa rakenteeltaan penisillineja ja sen
puolisynteettisia johdoksia alettiinkin kutsua karbapeneemeiksi. Kaikista beeta-
laktaameista karbapeneemeilld on kaikista laajin antibakteerinen kirjo. (Jarvinen
ym. 2011a.)

Karbapeneemeja kaytetddn enimmakseen komplisoituneiden infektioiden hoi-
toon ja vaikeissa infektioissa. Niitd tulee kayttaa harkiten niiden laajakirjoisuu-
den vuoksi ja my6s, ettd valtettaisiin resistenssin leviamista. Aivan viime aikoina
gramnegatiivisilla bakteereilla on alkanut esiintya karbapenemaaseja, entsyy-
meja, jotka hajottavat karbapeneemeja (CPE-bakteerit). Yksi yleisimmista kliini-
sista karbapenemaaseista on OXA-48. (Jarvinen ym. 2011a.) CPE-bakteerit
ovat vastustuskykyisia karbapeneemiantibiooteille ja ovat myds resistentteja
lahes kaikille muille k&aytosséa oleville antibiooteille. Bakteerit ovat lisdantyneet
useiden maiden sairaaloissa, mutta myds sairaaloiden ulkopuolella, muun mu-
assa Intiassa. Suomessa on vuonna 2013 ollut ensimmainen Klebsiella KPC-
laitosepidemia padkaupunkiseudulla. Riskitekija saada CPE-bakteeri on sairaa-
lahoito ulkomailla sek& tavallisimpien antibioottien (kefalosporiini, karbapenee-
mi) kaytto lisaa riskid saada CPE-bakteerin aiheuttama infektio tai kolonisaatio.

(Terveyden ja hyvinvoinninlaitos 2013a.)
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4 ENTEROBAKTEERIEN RESISTENSSI
BEETALAKTAAMEILLE

Bakteerien resistenssi beetalaktaameille voi johtua monista tekijoista, muun
muassa bakteerien muuntuneista PBP-entsyymeista, joihin beetalaktaamit eivat
pysty sitoutumaan tai bakteerin muodostamasta beetalaktamaasientsyymeista,
jotka hajottavat beetalaktaamirenkaan ja nain inaktivoivat beetalaktaamin tehon.
Myos bakteerin tehokas ulkokalvo voi estdd ladkkeen vaikutuksen baktee-
risoluun. Bakteerien beetalaktamaasientsyymeja on kymmenia ja niiden tehois-

sa on huomattavia eroja. (Jarvinen ym. 2011a.)

Kliinisesti tarkein resistenssi bakteereille on kyky inaktivoida mikrobilddke. Se
tapahtuu joko modifioimalla mikrobildéke tai sitoutumalla siihen. Suurin osa en-
terobakteereista tuottaa luonnostaan vahan kromosomaalisia beetalaktamaase-
ja, mutta niiden tehtavana on ilmeisesti olla mukana soluseindn synteesissa.
Silla ei kuitenkaan ole suurta kliinistd merkitysta. Todellisia kliinisia vaikeuksia
ovat aiheuttaneet siirtyvien kromosomiulkoisten geenien eli plasmidien valitta-
mat beetalaktamaasit ja kromosomaalisen beetalaktamaasin tuotannon voima-

kas induktio. (Jarvinen ym. 2011b.)

4.1 Plasmidiperaiset beetalaktamaasit

Gramnegatiivisten enterobakteerien krosomominulkoisten R-tekijéiden tuotta-
mat laajaspektriset beetalaktamaasit ovat kliinisesti tarkein beetalaktaamiresis-
tenssin mekanismi. Tarkeimmat plasmidivélitteiset geenit ovat TEM, SHV ja
CTX-M. (Jalava ym. 2013a.) TEM-ryhman beetalaktamaaseista vanhin on TEM-
1, joka hajottaa muun muassa ampisilliinia, mutta ei niin sanottuja laajakirjoisia
beetalaktaamiantibiootteja. Siitd on syntynyt pistemutaatioiden kautta paljon
monimuotoisia TEM-beetalaktamaaseja. Nykyisin niitd tunnetaan kaikkiaan yli
250 erilaista, joista suurin osa luokitellaan ESBL-entsyymeiksi. SHV-ryhman
beetalaktamaaseja tunnetaan yli 168, joista suurin osa on laajakirjoisia. CTX-M

ryhmén beetalaktamaaseja tunnetaan yli 100 erilaista. (THL 2013b.) Yleisin
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geeneistd on TEM-1. Terveista suomalaisista noin 20 prosentilla on suolistossa
TEM-1-beetalaktamaasia tuottava ampisilliiniresistentti E. coli -bakteeri. (Huovi-
nen & Vaara 2011.)

ESBL-geenit voivat sijaita seka bakteerien kromosomeissa etta plasmideissa,
mutta ne levidvat vain plasmidien kautta. Se mahdollistaa entsyymin siirtymisen
bakteerikannasta tai -lajista toiseen. (Jalava ym. 2013.) Kokonaisen plasmidin
on myos mahdollista siirtya bakteerista toiseen transduktion valityksella (Huovi-
nen & Vaara 2011).

4.2 Kromosomaalisesti indusoituvat beetalaktamaasit

Kolmannen polven kefalosporiinit tehoavat useimpiin gramnegatiivisiin baktee-
reihin. Useat sairaaloiden moniresistentit gramnegatiiviset ongelmabakteerit,
esimerkiksi Enterobacteriae- ja Serratia-lajit, ovat herkkyysmaarityksessa usein
herkkia kefotaksiimille, mutta resistentteja kefuroksiimille. Niinpa kefotaksiimia
alettiin kayttaa paljon naiden bakteeri-infektioiden hoidossa. Kuitenkin pian il-
meni, ettd ndma ongelmabakteerit alkoivat suhteellisen nopeasti kehittda resis-
tenssia antibiootille jopa hoidon aikana. Tamé& johtuu bakteerien luonnollisesta,
kromosomaalisesta kyvystd muodostaa pienia maaria beetalaktamaasia, joka
hajottaa kaikkia kefalosporiineja ja penisillineja. Beetalaktamaasin tuotanto in-
dusoituu, kun bakteeri on kosketuksissa beetalaktaamien kanssa, ja entsyymia
alkaa muodostua suuria maaria. Tallaisia tehokkaita induktoreita ovat muun
muassa kefotaksiimi, keftriaksoni, keftatsidiimi ja klavulaanihappo. Taméan lisak-
si bakteerikannat muuntuvat niin sanotuiksi derepressiomutanteiksi, jotka muo-
dostavat beetalaktamaasia valtaisia maaria, vaikka induktoreita ei en&é olisi-
kaan. Tallaiset mutantit ovat erittain resistentteja. (Jarvinen ym. 2011a.)
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5 ESBL

ESBL on enterobakteerien tuottama laajakirjoinen beetalaktamaasientsyymi,
joka pystyy hajottamaan myos laajakirjoisia kolmannen polven kefalosporiineja.
Enterobakteerit, jotka tuottavat ESBL-entsyymid, ovat epidemiologialtaan mo-
nimutkaisia. Merkittavimpia niitd tuottavia bakteerikantoja ovat E. coli ja K.
pneumoniae, mutta my6s monilla muilla gramnegatiivisilla sauvoilla on nykyis-
ten tutkimusten mukaan todettu esiintyvan ESBL-plasmideja. (Jalava ym.
2013a.)

5.1 Levinneisyys

Ensimmaiset ESBL-kannat I6ydettiin Keski-Euroopasta 1982, jolloin niiden le-
vidminen alkoi kaikkiin maanosiin. Ne syntyivat pistemutaation kautta TEM-1,
TEM-2 ja SHV-1 -beetalaktamaaseista, luultavimmin lisdéntyneen kolmannen
polven kefalosporiinin kaytdon seurauksena. Bakteeri, jossa ensimmaiset TEM-
ja SHV-entsyymit havaittiin, oli K. pneumoniae ja ne keskittyivat enimmékseen
sairaaloihin. (Kolho 2005.)

Maailmanlaajuisesti ESBL-bakteerit alkoivat levita 2000-luvulla. TAméan johtui
CTX-M-entsyymiad tuottavan E.coli -kannan nopeasta levidmisesta. Se levisi
hoitolaitoksissa, mutta vahitellen sita alkoi esiintya myds avohoidossa saatujen
infektioiden yhteydessa. Nykyadan CTX-M-entsyymia tuottavaa E.coli -kantaa
l6ytyy my0s pitk&aikaishoitolaitospotilaiden infektioista. (Jalava 2013a.) Vuodes-
ta 2008 kolmannen polven kefalosporiineille herkkyydeltédan resistentit tai alen-
tuneet E. coli- ja K. pneumoniae -kannat on ilmoitettu tartuntatautirekisteriin.

Naista suurin osa on ESBL-entyymia tuottavia kantoja. (Lyytikainen ym. 2013.)

Vuonna 2011 virtsasta eristetyistd E.coli —kannoista yli 2 % tuotti ESBL-
entsyymia ja veresta eristetyista E. coli —kannoista 4,6 % tuotti ESBL-entsyymia
(Gunell ym. 2012). Vuonna 2012 suurin osa ESBL-lI0ydoksista oli E.coli —
kantoja ja vain pieni osa K. pneumoniae-kantoja. E. coli -l6ydoksia tehtiin kai-

kenikaisiltd, mutta suurin osa, 75 % oli naisilta, puolet yli 65-vuotiailta. Eniten
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|0ydbksia viljeltiin virtsasta. (Lyytikainen ym. 2013.) Tilanne kertoo enemmankin
virtsatieinfektioiden yleisimmastd kohderyhmasta, eika todista sita, ettd juuri
naiset olisivat ESBL-infektioiden riskiryhmassa (Huttunen ym. 2013). ESBL-
verildydosten maara on myos kasvanut (5,2 % E. colin ESBL -osuus vuonna
2012) edellisvuosiin verrattuna (Lyytikainen ym. 2013).

5.2 Tarttuminen ja kantajuus

ESBL-kannat leviavat kosketustartunnan valityksella (THL 2013c). Suomessa ei
ole yhtendista ohjetta ESBL-potilaan hoitoon, mutta yleinen kaytanté sairaan-
hoitopiireissd on ESBL-potilaan kosketuseristys. Uusimpien tutkimusten mu-
kaan korkean hygienian sairaaloissa ESBL-bakteerin leviaminen on melko va-
haista, vaikka potilas ei olisi kosketuserityksessa. ESBL-bakteeri levidd suu-
remmalla todennékdisyydella kotioloissa kuin laitoksessa. Sairaalassa ESBL-
bakteerin levidmista voi lisata tilanteet, joissa bakteeria erittyy runsaasti potilaan
ymparistoon, esimerkiksi kantajapotilaan ripuli, virtsan- ja ulosteenkarkailu tai
virtsatiekatetri. Virtsatiekatetrin kayttoa tulisi valttdd ESBL-kantajalla niin kauan
kuin hoito sen sallii, koska se on yksi ESBL-infektion riskitekija. (Huttunen ym.
2013.)

ESBL-tartuntoja saadaan paljon ruoan valityksella sekd ulkomaan matkoilta.
Ulkomailla kaytetddn paljon mikrobilaékkeitd eldintuotannossa. Alankomaissa
myydysta broilerin lihasta yli 90 % sisédlsi ESBL-entsyymia tuottavia E. coli -
kantoja. Kannat voivat asettautua osaksi ihmisen suoliston bakteeristoa ja my6-
hemmin aiheuttaa infektioita. ESBL-kantoja esiintyy paljon huonon hygienian
maissa, esimerkiksi Aasian maissa matkaavilla on suurempi riski kolonisoitua
tai saada ESBL-infektio, vaikka ei olisi ollut kohdemaan sairaanhoidon piirissa.
Yleisesti ulkomaanmatkat ovat suuri riski ESBL-kantajuudelle. Riskia lisda hoito

sairaalassa matkan aikana. (Jalava ym. 2013b.)

Nykydan diagnosoidaan jatkuvasti lisdantyvassa maarin ESBL-kantojen aiheut-
tamia infektioita. Se ei kuitenkaan johdu siita, ettd ESBL-kantojen aiheuttamat

tartunnat olisivat lisd&ntyneet sairaaloissa, vaan siitd, ettda yhd useammat sai-
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raaloihin tulevat potilaat ovat ESBL-kantajia. Yleisimmat ESBL-infektiot, virtsa-
tieinfektiot, ovatkin l|&htdisin potilaan omasta normaalifloorasta. (Meurman
2012.)

Osa ESBL-potilaista jaa pitkaaikaisiksi tai pysyviksi oireettomiksi kantajiksi bak-
teerin asettuessa suoliston normaaliflooraan (THL 2013c). Suomessa ei ole tut-
kittu vaestosta, kuinka yleista kantajuus on, mutta viitteitd kantajuudesta saa-
daan analysoimalla virtsaviljelyloydodksi&, joiden mukaan kantajuus on Suomes-
sa noususuunnassa. Euroopassa ESBL-kantajuus on 2-10 % tasoa, kun taas
muun muassa Thaimaassa ja Egyptissd noin puolet vaestdstd on kantajia.
(Meurman 2012; Huttunen ym. 2013.)

ESBL-kantajuuden seulonta on ongelmallista, varsinkin seulonnan kohdentami-
nen. Riskiryhmat, kuten ulkomailla sairaalahoidossa olleet ja ulkomailla matkail-
leet tulee seuloa. Kantajuus on levinnyt vaestdssa laajasti ja kantajia esiintyy
kaikissa ikaryhmissa, myos terveissa, nuorissa henkildissa, joilla ei ole mitdan
sairaalahygieenista riskitekijaa. Talléin koko véaestd tulisi seuloa, jotta ESBL-
kantajat l6ydettaisiin. (Meurman 2012.) Seulonta on ongelmallista myds mikro-
biologisen seulontamenetelméan heikon herkkyyden vuoksi. ESBL-entsyymia
tuottavien bakteereiden seulontaviljelyiden herkkyydessa on epavarmuuksia.
Taman lisaksi ei tiedetd, kuinka kauan ESBL-entsyymia tuottavan bakteerin ko-

lonisaatio suolistossa kestaa. (Jalava ym. 2013.)

5.3 Hoito, torjunta ja ennaltaehkaisy

Suomessa todettuihin ESBL-bakteereihin on viela toistaiseksi 16ytynyt tehoavia
mikrobilaékkeita. Osassa tapauksista joudutaan lddke antamaan suonensisai-
sesti, koska suun kautta otettavat laakkeet eivat tehoa ESBL-bakteeriin. (THL
2013c; Huttunen & Syrjanen 2011.) Bakteerikannat, jotka kantavat ESBL-
geenid, ovat kefalosporiinien ja penisillinien lisdksi usein resistentteja fluoro-
kinoloneille, tetrasykliineille, aminoglykosideille ja trimetopriimeille (Jalava ym.
2013).
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E. coli ja K. pneumoniae-bakteerit, joista 2-5 %:lla on ESBL-ominaisuus, aiheut-
tavat yleisimmin virtsatieinfektioita. Tavallisimmat virtsatieinfektioihin kaytettavat
ladkkeet ovat trimetopriimi, nitrofurantoiini seka pivmesillinaami. Jos infektion
aiheuttaja tuottaa ESBL-entsyymia, infektio vaatii usein sairaalahoitoa ja edella
mainitut laakkeet voivat olla tehottomia. Nitrofurantoiini ja pivmesillinaami suu-
remmalla annoksella voivat hoitaa ESBL-bakteerin aiheuttaman virtsatieinfekti-
on, mutta vaikeaoireisiin infektioihin tulee kayttda suonensisaistd antibioottia.
Suonensisdiseen laakitykseen kaytetaan karbapeneemeja, kuten meropeneemi,
imipeneemi ja ertapeneemi. My0s piperasilliini-tatsobaktaamia voidaan kayttaa,
jos laboratorio on vastannut kannan olevan sille herkka. (Vuopio 2013; Huttu-
nen & Syrjanen 2011; Wuorela 2013.)

Suomessa suurimmalla osalla E. coli —kannoista ESBL-entsyymi on CTX-M-
tyyppinen. Kannat ovat samaan aikaan yleensa resistentteja sulfatrimetopriinil-
le, fluorokinoloneille ja tobramysiineille eikéa hoitona suositella kaytettavaksi ke-
falosporiineja, penisillineja tai beetalaktamaasi-inhibiittoreiden kombinaatioita.
Hankalimpien tautimuotojen hoitoon kaytetaan karbapeneemiryhman antibioot-
teja. (Siitonen & Vaara 2010.)

Yhtenaista ESBL-bakteerin torjuntaohjetta ei ole ja kasitykset seka kaytannot
vaihtelevat suuresti sen vaatimista suojaustoimenpiteista eri sairaanhoitopiireis-
sé. Perinteisesti ajatellaan, ettd ESBL-entsyymié tuottava bakteeri on merkitta-
va loydos sairaalahygieenisesti ja suojaustoimien tulisi olla sen mukaiset.
Useimmat sairaanhoitopiirit ohjeistavat jarjestamaan ESBL-potilaille koske-
tuseristyksen. Kuitenkin epidemiologinen tilanne on muuttunut ja ESBL-kantojen
kolonisoitumista vaestdon tapahtuu yhad useammin ja kuka tahansa voi olla kan-
taja. Siksi nykyaan ei ole aina mahdollista jarjestaa eristyshuonetta kaikille

ESBL-kantajille resurssipulan vuoksi. (Meurman 2012; Jalava ym. 2013.)

Kosketuseristysté suositellaan kun potilaalla on E. coli-kannan ESBL-infektio tai
-kolonisaatio ja han on hoidossa tehohoitopotilaiden tai immuunipuutospotilai-
den kanssa samalla osastolla seka kun potilas on dementikko, ripuloiva, oksen-
televa tai muuten riskipotilas. Jos potilaalla on K. pneumoniae-kannan aiheut-

tama ESBL-infektio tai kolonisaatio, hédnen tulisi myds olla eristyshuoneessa,
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jossa on oma WC ja suihkutilat. Eristyksesséa olevan potilaan hoitotoimenpiteis-
sé tulee ottaa huomioon my6s muut tavanomaiset suojatoimenpiteet, kuten hy-
va kasihygienia ja suojainten kaytto tilanteissa, joissa on eritekontaktiriski. Jois-
sakin sairaanhoitopiireissd noudatetaan tiukennettua kosketuseristystd myds
polikliinisesti ja terveyskeskusvastaanotoilla. Tama ei ole kuitenkaan aina pe-
rusteltua, silla infektiotorjunnan tulisi perustua ESBL-kantajan hoidossa toimen-
piteiden ja potilaan tilanteen maarittamaan tartuntariskiin. (Meurman 2012; Ja-
lava ym. 2013.)

ESBL-tartuntojen ehkaisyssa periaatteena on hyvan kasihygienian noudattami-
nen. Myos ESBL-kolonisoitumisen varhainen tunnistaminen potilailta, joilla on
suurempi riski kolonisoitua matkailun ja ennen kaikkea ulkomailla sairaalahoi-
dossa olon my6téd, on tarkead. Mikrobilaakkeiden asianmukainen kayttd koros-
tuu ESBL-tartuntojen ehkaisyssa. Mikrobiladkitys tulisi maarata kohdennetusti
taudin hoitoon antibioottiherkkyysmaaritysten mukaisesti. Infektiot tulisi ehkaista
poistamalla tarpeettomat infektioportit, jotka usein ovat ESBL-infektion riskiteki-
joita. Hyva tiedottaminen tulee huomioida muun muassa potilassiirroissa, jossa
ESBL-kanta voi siirtya laitoksesta ja maasta toiseen. (Huttunen ym. 2013; Tiiti-
nen & Terho 2012.)
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6 LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

Bakteerin todellinen ladkeherkkyys riippuu monesta eri asiasta elimistossa,
esimerkiksi ymparistosta, bakteerien maarasta ja niiden kasvunopeudesta. In-
fektion hoitoon vaadittava seerumin laékepitoisuus taytyy lahes aina maarittaa
kliinisin kokein laboratoriossa. MIC-arvoa kaytetddn bakteeriladkkeen tehon
seka bakteerin herkkyyden mittana. MIC-arvo on pienin laékepitoisuus, joka
estaa bakteerin kasvun. (Huovinen & Vaara 2011; Nissinen 2009.)

6.1 Herkkyysmaaritys

Viljelymaljalla kasvaville kliinisesti merkitseville bakteereille tehdaan mikrobilaa-
keherkkyys, jotta saadaan tietdd mitk& antibiootit tehoavat bakteerin hoitoon.
Grampositiivisilla ja -negatiivisilla bakteereilla on oma valikoimansa testattavia
antibiootteja kuten myds anaerobibakteereille. Laakeherkkyyspaneeli saattaa
vaihdella laboratorioittain. (Vuento & Lappalainen 2013.) Laboratorioissa on
kaytossa monia eri herkkyystestimenetelmid, joille on yhteista, etta kaikki mit-
taavat bakteerin lisdantymiskykya laékeaineen lasné ollessa. Bakteeri altiste-
taan laakkeelle joko portaittaisesti (laimennusmenetelma) tai jatkuvasti kasva-
vana pitoisuutena (gradienttiliuskatesti ja agardiffuusiomenetelmd). Laimen-
nosmenetelmalla ja gradienttiliuskatestilla saadaan MIC-arvo. Agardiffuusiome-
netelmassa tulos mitataan pinta-alaltaan erikokoisista estorenkaista. (Nissinen
2009.) Herkkyydet on jaettu kansainvalisesti kaytetyn SIR-jarjestelman mukaan
kolmeen ryhmaan, S=herkkd, I=epavarma ja R=resistentti. S tarkoittaa, etta
bakteeri on herkka testattavalle antibiootille, ja ladke soveltuu infektioiden hoi-
toon. I:n mukaan bakteerin herkkyys on vahentynyt tai bakteeria ei voida pitaa
taysin herkké&néd. R tarkoittaa bakteerin olevan resistentti ladkkeelle. Joistain
la&kkeistd kaytetadn vain lyhenteitd S ja R. (Huovinen & Vaara 2011.) Refe-
renssimenetelmana kaytetaan ISO —standardin mukaista mikroliemilaimennosta
(EUCAST 2013).
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Laimennosmenetelma& on tarkka tapa mitata mikrobiladkkeen MIC-arvo kysees-
sa olevalla bakteerille. Siihen tarvitaan sarja elatusaineputkia tai bakteerimaljo-
ja, joissa on suurentuvia maaria mitattavaa antibioottia, useimmiten kahdentuvi-
na pitoisuuksina. Tutkittavaa bakteeria lisdtddn aina sama maara putkiin tai
maljoille. MIC-arvo saadaan 24-48 tunnin inkubaation jalkeen ensimmaisesta
putkesta tai maljasta, jossa ei nahda bakteerin kasvua. (Huovinen & Vaara
2011.) Yhdysvalloissa MIC-automaatit yleistyivat 1980-luvulla. 2000-luvulla
MIC-automaatit ovat kehittyneet siten, ettd automaatti tunnistaa bakteerin no-
peasti sekd herkkyystulos saadaan pikaisesti, jopa saman tyopdivan aikana.
(Nissinen 2009).

Vitek 2 —analysaattori (kuva 1) on MIC-automaatti antibioottiherkkyyksien méaa-
rittmiseen sekad bakteerien ja hiivojen tunnistamiseen (Pincus 2007). Puhdas-
vilielmasta tehdaan sameudeltaan vakio bakteerisuspensio (gramnegatiiviset
sauvat 0,5 - 0,63 McFarland) herkkyysmaaritysta varten. Kullekin bakteeriryh-
malle on oma AST-herkkyyskortti. Herkkyyskorttien kaivot sisaltavat elatusai-
neen joukkoon kuivattuja antibiootteja eri konsentraatioina. Analysaattori lai-
mentaa suspension tiettyyn pitoisuuteen ja mittaa bakteerin kasvua ilman anti-
bioottia ja eri ladkeainepitoisuuksissa. Laite vertaa kasvua kontrolliin ja laskee
pienimman kasvua estavan antibioottipitoisuuden, MIC-arvon, kullekin antibioo-

tille. Tulos on valmis saman tydpaivan aikana. (Elo-Lehtonen ym. 2008.)

Kuva 1. Viték 2 —analysaattori.
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MIC-gradienttiliuska (kuva 2) on helppo ja vaivaton tapa MIC-arvon mittauk-
seen. Testissa kaytetaan kaupallista liuskaa, jossa on jatkuva gradientti mikrobi-
ladketta. Liuska asetetaan agarmaljalle, johon on ensin viljelty tasaisesti tutkit-
tavaa bakteerisuspensiota. Bakteerin MIC-arvo tutkittavalle mikrobilaékkeelle on
maljan kohta, jossa bakteerin kasvu ja gradienttiliuska kohtaavat. Gradienttilius-
ka on kaytdssa muun muassa resistenttien bakteerien herkkyysmaarityksien
tarkistuksissa. Rajoittava tekija testissa on sen kallis hinta. (Carlson & Koskela
2011.)

Kaytetyin herkkyysmaaritys on agardiffuusiomenetelma (kiekkomenetelma) (ku-
va 3) sen helpon suoritustavan takia (Nissinen 2009). Elatusainemaljan pinnalle
viljelladn tasaisesti tutkittavaa bakteeria, jonka jalkeen maljalle asetetaan mik-
robiladkekiekkoja. Kiekosta diffundoituu mikrobilaéketta, joka estédé bakteerin
kasvun kiekon ymparilta. Mita herkempi bakteeri on, sitd suuremmalta alueelta
kiekon ympariltd kasvu on estynyt. Tulos ilmoitetaan herkkyysluokkien mukai-
sesti. Kiekkomenetelma soveltuu hyvin nopeakasvuisten bakteerien herkkyys-
maarityksiin. Se voi kuitenkin antaa helposti virheellisia tuloksia, joten tehdessa

tarkkoja herkkyystutkimuksia siihen ei taysin luoteta. (Huovinen & Vaara 2011.)

Kuva 2. MIC-gradienttiliuskat. Kuva 3. Kiekkoherkkyys.
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6.2 ESBL-varmistustesti

ESBL-ominaisuus on varmistettavissa suhteellisen helposti fenotyyppisella kak-
soiskiekkotestilla, E. coli- ja Klebsiella -kannoista. ESBL-bakteerit ovat hyvin
estettavissd beetalaktamaasi-inhibiittoreilla, johon my6ds ESBL-varmistustesti
perustuu. Talla testilla E. coli, Klebsiella-, Proteus- ja Salmonella-lajeissa voi-
daan luotettavasti todeta ESBL-entsyymin esiintyminen. Varmistustesti tehdéaan,
jos edelld mainittujen kantojen herkkyysmaljoilla ilmenee kannan olevan resis-
tentti (R) tai sen herkkyys on vahentynyt (1) keftriaksonille ja/tai keftatsidiimille.
(Rantakokko-Jalava 2011; Rantakokko-Jalava 2010.)

ESBL-maarityksen kaksoiskiekkotestissa kaytetaan kahta kefalosporiinia, kefo-
taksiimia (CTX) ja keftatsidiimia (CAZ) seka naitad antibiootteja yhdistettyna kla-
vulaanihappoon (CV). Kiekot (CTX, CAZ, CTX/CV ja CAZ/CV) asetetaan Muel-
ler Hinton maljalle, johon on viljelty 0,5 McFarland standardia vastaava baktee-
risuspensio. Inkubaation jalkeen mitataan estorenkaat. Kiekot ovat diagnostisia
ESBL-paneelissa, joten niilla ei ole tulkintarajoja. Jos klavulaanihappokom-
binoidun kiekon tai molempien klavulaanihappokombinoitujen kiekkojen esto-
renkaat ovat halkaisijaltaan 5 mm tai yli verrattuna vastaavan antibiootin kiekon
estorenkaaseen ilman klavulaanihappoa, kanta on ESBL-positiivinen. (Meur-
man 2013; Rantakokko-Jalava 2010.)

Yhdistelmakiekkovarmistustestimenetelma sopii E. coli, Proteus Mirabilis, K.
pneumoniae ja K. oxytoca —kannoille. Muiden kantojen ESBL-maaritykseen
kiekkovarmistustesti ei ole luotettava. Varmistustestissd on virheldhteitd, esi-
merkiksi bakteerin AmpC-geenin tuotto antaa virheellisia tuloksia. Talloin luotet-
tavin ESBL-entsyymin tuoton varmistaminen on PCR-menetelma. (Jalava ym.
2011))

6.3 ESBL-kantojen herkkyystulkinnat

Suomessa mikrobild&keherkkyysrajat perustuivat aiemmin vuonna 1996 valmis-

tuneeseen FiRe-standardiin, joka mukaili amerikkalaista CLSI (Clinical Labora-
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tory Standard Institute) -standardia. FiRe, Finnish Study Group for Antimicrobial
Resistance, Suomalainen mikrobiladkeresistenssin tutkimusryhma perustettiin
1991 ja sen tavoite oli muun muassa yhdenmukaistaa diagnostisten bakteeri-
loydosten laakeherkkyysmaaritysmenetelméat. Vuonna 2011 Kkaikki FiRe-
laboratoriot siirtyivat kayttdm&an eurooppalaista EUCAST-standardia. (THL
2013d.) Taman myo6td metodiikka pysyi suurimmaksi osaksi ennallaan, mutta

tulkintarajat muuttuivat (Jalava ym. 2011).

EUCAST-standardi ei anna ohjeita liittyen ESBL-entsyymié tuottavien gramne-
gatiivisten bakteerien seulontaan eika mydskaan ESBL-tuoton varmistamiseksi.
Jos Enterobacteriaceae-heimon bakteeri antaa herkkyysmaarityksesséa alentu-
neen herkkyyden kefalosporiineille tai monobaktaameille, voidaan epailla, etta
bakteeri tuottaa ESBL-entsyymid. ESBL-bakteerin varmistus tehdaan joko yh-
distelmakiekkotestilla tai MIC-menetelmélld. Koska EUCAST-standardi ei mé&a-
rittele varmistusmenetelmaa, varmistus tehdaan edella kuvatulla, aiemman
CLSI -standardin mukaisella yhdistelméakiekkotestilla. (Jalava ym. 2011; Le-

clercq ym. 2011.)

Suomalaisen tydryhman CLSI:n mukaan tehty varmistustestin ESBL-positiivinen
tulos muuttaa siis EUCAST-standardin maarittelemaa tulkintaa siten, ettd her-
kan (S) kannan herkkyys tulkitaan olevan alentunut (1). Tama koskee kefalospo-
rineja, penisillineja, monobaktaameja sekd penisilliini/beetalaktamaasi-
inhibiittoriyhdistelmia. (Jalava ym. 2011.)
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7 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET

Babini ym. (2003) tutkimuksen mukaan piperasilliini-tatsobaktaamia kaytetaan
paljon ESBL-entsyymia tuottavien Klebsiella-infektioiden hoidossa, vaikkakin
herkkyyksissa on paljon vaihtelevuutta. Osa ESBL-bakteereista on resistentteja,
osa herkkid. Tutkijat halusivat tietdaa, miksi nain on ja tulisiko piperasilliini-
tatsobaktaamia kayttaa testauksessa aina samassa suhteessa 8:1 vai eri suh-
teella tasobaktaamin ollessa aina 4 mg/l. Tutkimuksessa testattiin piperasilliinia
eri beetalaktamaasi-inhibiittoreiden kanssa. Kun piperasilliinia kaytetaan 4 mg/I
tatsobaktaamin kanssa, saadaan bimodaalisia MIC-herkkyyksia ESBL-
entsyymia tuottavissa Klebsiella-kannoissa. MIC-arvot olivat kuitenkin unimo-
daalisia kun piperasilliinia testattiin 4 mg/l klavulaanihapon kanssa. Bimodaali-
set MIC-arvot kuitenkin nousivat, kun klavulaani pienennettiin 0,25 mg/l. Kun
piperasilliini-tatsobaktaami testattiin suhteessa 8:1, MIC-arvot muuttuivat uni-
modaalisiksi. Tutkijoiden mukaan nadma eri yhdistelmét osoittavat, etta piperasil-
liini yhdistettyna 4 mg/l tatsobaktaamin kanssa muodostamat bimodaaliset MIC-
arvot johtuvat olosuhteista, eikd ESBL-entsyymia tuottavan Klebsiellan resis-
tenttiydesta tatsobaktaamille. Tutkimuksessa saatiin suuri vaihtelu piperasilliini-
tatsobaktaamin 4 mg/l herkkyyksissa. Osa kannoista oli hyvinkin resistentteja ja
osa herkkid. Tutkijat suosittelevatkin piperasilliini-tatsobaktaamin kayttéa herk-
kyysmaaritystulosten mukaan ESBL-infektioiden hoidossa.

Raveh ym. (2007) tutkivat enterobakteerin herkkyytta ertapeneemille, mero-
peneemille ja piperasilliini-tatsobaktaamille klavulaanihapon kanssa ja ilman.
Tutkimuksessa oli 121 E.Coli ja Klebsiella -kantaa, joilla kaikilla oli ESBL-
entsyymi. Herkkyydet saatiin gradienttiliuskalla. Klavulaanihappoa liséattin 2
pg/ml maljalle. Kaikkien antibioottien MIC-tulokset paranivat klavulaanihapon
kanssa. Ertapeneemin MIC-tulos ilman klavulaanihappoa oli 0,25 pg/ml ja kla-
vulaanihapon kanssa 0,094 pg/ml, meropeneemin MIC-tulos ilman klavulaani-
happoa oli 0,064 pg/ml ja klavulaanihapon kanssa 0,032 pg/ml ja piperasilliini-
tatsobaktaamin MIC-tulos ilman klavulaanihappoa 256 pg/ml ja klavulaanihapon

kanssa 16 pug/ml. Tutkimuksen mukaan tehokkain antibiootti ESBL:n hoitoon on
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meropeneemi, koska MIC-tulos ilman klavulaanihappoa ja sen kanssa oli herkin
kaikista antibiooteista ja piperasilliini-tatsobaktaami oli tehoton klavulaanihapon

kanssa ja ilman.

Gavin ym. (2006) tutkivat ennakoivatko piperasilliini-tatsobaktaamin laboratori-
ossa saadut herkkyysmaaritysrajat hoitotuloksia. ESBL-entsyymia tuottavien
bakteerien hoitotulokset ovat olleet huonoja ja infektioihin on liittynyt lisdantynyt-
td kuolleisuutta. CLSI suosittelee beetalaktaami/beetalaktamaasi-inhibiittoreita
infektioiden hoitoon. Tutkimuksen mukaan kuitenkin monet kliinikot ovat halut-
tomia kayttamaan piperasilliini-tatsobaktaamia hoitona. Tutkimuksessa oli 23 E.
coli ja Klebsiella-kannan aiheuttamaa ESBL-infektiota, joita hoidettiin piperasil-
liini-tatsobaktaamilla. Niista kuusi oli virtsatieinfektioita ja 17 muita kuin virtsa-
tieinfektioita. 11 potilaan infektion aiheuttava ESBL-entsyymia tuottava bakteeri
oli herkka piperasilliini-tatsobaktaamille. Naista 10 potilaalla piperasilliini-
tatsobaktaamihoito onnistui. Kuudella potilaalla infektion aiheuttama ESBL-
kannan piperasilliini-tatsobaktaami MIC-herkkyystulos oli >16/4 pg/ml. Naista
potilaista kahden hoito oli onnistunut. Kaikilla kuudella virtsatieinfektiopotilaalla

piperasilliini-tatsobaktaamihoito oli onnistunut.
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8 TAVOITE JA TARKOITUS

Tyon tarkoituksena on tutkia piperasilliini-tatsobaktaamin mikrobilaakeherkkyyt-
ta laboratorioissa rutiinikaytossa olevilla neljalla herkkyysmenetelmalla. Herk-
kyysmenetelmat ovat kiekkoherkkyys, Vitek 2 -analysaattori ja kaksi eri kaupal-

lista gradientti MIC-liuskatestia.

Tavoitteena on saada luotettava ladkeherkkyystulos  piperasilliini-

tatsobaktaamiantibiootille ja parantaa herkkyysmaarityksen laatua.
Tutkimusongelmat

1. Milla herkkyysmenetelmalla saadaan luotettavin herkkyystulos piperasil-
liini-tatsobaktaamiantibiootille?
2. Poikkeaako jokin herkkyysmenetelma systemaattisesti muista menetel-

mista?
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9 TYON TOTEUTUS

Aihe saatiin Tykslabin kliinisen mikrobiologian osastolta 938 kevaalla 2013.
Opinnaytetyon teoreettisen viitekehyksen kirjoittaminen aloitettiin kesalla ja tut-
kimuslupa (liite 1) anottiin ja saatiin Turku CRC:sta syksylla 2013. Opinnayte-
tyon empiirinen osuus suoritettiin Tykslab kliinisen mikrobiologian osastolla syk-
syn aikana. Tutkimuskannat saatiin THL:n Turun yksikostéa ja Tykslabin kliinisen
mikrobiologian osastolta. Tutkittavia E. coli ja K. pneumoniae kantoja oli 83.
Tutkimustulokset taulukoitiin ja analysoitiin lokakuussa 2013. Opinnaytetyo ra-

portoitiin marraskuussa 2013.

9.1 Tybn empiirinen toteutus

Empiirinen tutkimus toteutettiin Tykslabin kliinisen mikrobiologian osastolla 938,
josta myds saatiin tarvittavat valineet tyon toteutusta varten. Kliinisen mikrobio-
logian osastolta saatiin 40 E. coli- ja K. pneumoniae-kantaa. Osa kannoista
tuotti ESBL-entsyymia, osa oli herkkia ja osa tuotti karbapenemaasientsyymia.
Joukossa oli myds 7 TEM —beetalaktamaasia tuottavaa kantaa. THL:n 43 E. coli

ja K. pneumoniae kantaa tuottivat kaikki ESBL-entsyymia.

Osasto 938:n kannat sulatettiin pakastimesta ja viljeltin Chromagar orientation
(ORI) -maljoille. Kantoja kasvatettiin vuorokausi lampodkaapissa (+38°C) ja viljel-
tiin seuraavana paivand uudestaan ORI-maljoille. Talla varmistettiin kantojen
kasvavan puhtaana. Koko herkkyysprosessin ajan kannat pidettiin elossa vilje-
leméallda ne uudelleen joka paivd ORI-maljoille. THL:n kannat saatiin valmiiksi

maljoille viljeltyna ja ne viljeltiin samoin kuin osastolta saadut kannat.

Puhtaista tuoreista kannoista tehtiin 0.5 McFarlandin suspensio. Suspension
vahvuus varmistettiin Densicheck 2 -mittarilla sekd puhtaus TSA-S verimaljalla.
Samasta suspensiosta tehtiin herkkyydet neljalla eri menetelmalla: Vitek 2 —
analysaattori (AST-N230 herkkyyskortti gramnegatiivisille sauvoille), Oxoid
kiekkoherkkyys (tzp 36 pg) seka kaksi E-testia, Liofilchem (tzp 0,016-256 pg/ml)
ja BioMerieux (tzp 0.016-256/4 pg/ml). Vitek 2 —analysaattorin AST-kortin kai-
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voissa piperasilliini-tatsobaktaamipitoisuudet ovat 2/4, 8/4, 24/4, 32/4, 32/8 ja
48/8. Oxoidin kiekkoherkkyyspaneeli siséltaa piperasilliini-tatsobaktaamin li-
saksi ampisilliinin, amoksisilliini-klavulaanihapon, amikasiinin, kefaleksiinin ja

kefuroksiimin.

15 minuutin sisalla bakteerisuspension teosta viljeltiin suspensio Mueller Hinton
Il -herkkyysmaljoille, kaksi maljaa yhta kantaa kohden. Viljelyn jalkeen baktee-
risuspensiot vietiin Vitek 2 -analysaattoriin. Toiselle herkkyysmaljalle asetettiin
kiekkopaneeli ja toiselle kaksi eri valmistajan MIC- gradienttiliuskaa. Kiekkojen
ja liuskojen annettiin asettua agarille ja laitettiin 15 minuutin siséalla lampdkaap-
piin (+35°C) kasvamaan 18 - 20 tunniksi. Vitek 2 -analysaattori analysoi tulok-

set saman tyopaivan aikana.

Herkkyysmaljat luettiin seuraavana paivana 20 tunnin kuluessa viljelysta. Kiek-
kojen estorenkaat mitattiin viivaimella ja liuskat asteikon mukaisesti. Tulokset
kirjattiin yl6s ja tulkittin EUCAST standardin (lite 2) mukaan. Herkkyysmaéari-
tykset samoista kannoista tehtiin kahtena perattaisena paivana toistettavuuden
varmistamiseksi. Joka péiva sarjojen yhteydessa viljeltiin kontrollit ja tehtiin niis-
ta herkkyydet. Kontrolleina kaytettiin kantoja ATCC 25922 (E. coli) ja ATCC
35218 (E. coli). Ensimmainen on EUCASTIn suosittelema kontrollikanta E. colil-
le ja herkka kaikille antibiooteille. Sallittu vaihteluvali on maaritelty sek& kiekko-
ettd MIC-menetelmille. Jalkimmainen tuottaa TEM-1 beetalaktamaasia ja EU-
CAST suosittelee sitd beetalaktamaasi-inhibiittorikombinaatioiden inhibiitto-
riosan kontrollointiin. Sen sallittu vaihteluvali on maaritetty vain kiekoille. Kont-
rollit luettiin EUCAST standardin kontrollitaulukon mukaan. Kontrollit olivat stan-

dardin mukaisia, joten tuloksia voitiin pitda luotettavina.

Kantojen herkkyysmaaritykset tehtiin neljassa erassa. Yhdessa paivassa kasi-
teltin noin 20 kantaa. Tutkimuksen kesto oli kolme viikkoa. Muutamia kantoja
jouduttiin uusimaan teknisen puutteellisuuden vuoksi, esimerkiksi kiekko oli siir-

tynyt inkuboinnin aikana.
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9.2 Metodologiset lahtokohdat

Opinnaytetyd on kvantitatiivinen eli maarallinen tutkimus. Sen keskeisia piirteita
ovat muun muassa johtopaatokset aiemmista tutkimuksista, kasitteiden méaarit-
tely, aineiston keruun suunnitelmat, aineiston saattaminen tilastolliseen muo-
toon seka paatelmien teko. (Hirsjarvi ym. 2009.) Aineistot ovat kooltaan suuria
ja optimaalisen aineistokoon maarittdmiseksi on hyva tehda etukateen laskel-
mia. Koko aineisto kerataan ensin ja vasta sen jalkeen tehdaan analyysi. (Aira
& Seppa 2010.)

Tassa opinnaytetydssa aineistoa ja lahteita arvioitiin kriittisesti. Aineisto analy-
soitiin ja sen pohjalta ylimaaraiset lahteet karsittiin. Empiirinen tutkimus perustui
kaytettyyn lahdeaineistoon. Aiheesta loytyi aikaisempia tutkimuksia, mutta ne
eivat suoranaisesti lity taman opinnaytetyon aiheeseen. Tyon keskeiset kasit-

teet maaritettiin teoreettisen viitekehyksen kokoamisen aikana.

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa validius (patevyys) tarkoittaa mittarin tai tutki-
musmenetelméan kykya mitata juuri sita, mita on tarkoitus mitata. Jos tutkimus
on pateva, se ei saisi sisdltaa systemaattista virhetta eli teoreettiset ja operatio-
naaliset maaritelmat ovat yhta pitavid. Validiutta voidaan arvioida eri nakokul-
mista, esimerkiksi tutkimusasetelmavalidiudesta, ennustevalidiudesta ja raken-
nevalidiudesta. (Hirsjarvi ym. 2009; Vilkka 2005.)

Tutkimuksen reliaabelius (luotettavuus) tarkoittaa mittaustulosten toistettavuutta
eli tulosten tarkkuutta. TAma tarkoittaa, ettd mittaustulos on aina toistettaessa
sama riippumatta tutkijasta. Monet asiat tutkimuksen aikana voivat heikentaa
tutkimuksen luotettavuutta, esimerkiksi satunnaisvirheet. Tutkimuksen tavoit-
teiden kannalta virheiden vaikuttavuus ei valttamatta ole kovin suuri. Tarkeaa
kuitenkin on, etta tutkija ottaa kantaa mahdollisiin satunnaisvirheisiin tutkimuk-
sessa. (Hirsjarvi ym. 2009; Vilkka 2005.)
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9.3 Tutkimuseettiset ndkokohdat

Tutkimus on arvoperustaista ja inhimillista toimintaa ja silla pyritaan 16ytamaan
totuus tieteellisesti hyvaksytyilla menetelmilla eri tieteenaloilla. Eettisten pohdin-
tojen merkitys on erityisen tarked tieteissa, joissa tutkitaan inhimillista toimintaa
ja kaytetaan tietolahteind ihmisia. Tallaisia tieteitd ovat muun muassa kaikki
terveystieteet. (Leino-Kilpi & Valiméaki 2004.)

Tutkimusetiikalla tarkoitetaan hyvia tieteellisid kaytantdja ja tutkimuseettisen
kasitteen mukaan tutkijan pitaisi noudattaa tutkimuksessaan rehellisyytta, alyl-
listd kiinnostusta, tunnollisuutta ja kollegiaalista arvostusta (Pietarinen 1999).
Hyvan tieteellisen kaytannon loukkauksia on kaksi paaluokkaa, piittaamatto-
muus hyvasta tieteellisestd kaytannosta seka vilppi tieteellisessa kaytannossa.
Piittaamattomuus tulee ilmi laiminlydntein& ja holtitomuutena tutkimuksen suo-
rittamisvaiheessa sekd muiden tutkijoiden osuuden vahéttelyssa ja puutteelli-
sissa viittauksissa aikaisempiin tutkimuksiin. Piittaamattomuutta on myés tulos-
ten huolimaton tai puutteellinen kirjaaminen sek& vanhojen tulosten julkaisemi-
nen uusina. Vilppi tulee ilmi luvattomana lainaamisena ja havaintojen vaariste-

lyna.

Tassa opinnaytetydssa edetaan hyvia tieteellisia kaytantéja noudattaen ja valt-
téden plagiointia seka kunnioittamalla aiempia tutkimustuloksia ja tieteellista teo-

riaa. Tutkimustulokset raportoidaan rehellisesti ja niitd vaaristelematta.

Tassa opinnaytetydssa anonymiteetin vaaliminen ja potilasnaytteiden kunnioit-
taminen on erityisen tarkeda (Leino-Kilpi & Valimaki 2004). Tutkimuksessa kay-
tetyt naytteet saatiin Tykslab kliinisen mikrobiologian ja Turun THL:n pakastees-
ta. Naytteet olivat potilasnaytteitda kymmenen vuoden ajalta. Niissa ei ollut poti-
laiden henkilttietoja ja ne olivat merkitty numerosarjoilla. Tydn helpottamiseksi

naytteet numeroitiin uudelleen juoksevilla numeroilla 1-83.
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10 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Tutkimuksessa oli 66 E. coli ja 17 K. pneumoniae -bakteerikantaa, yhteensa 83,
joita tutkittin neljalla eri herkkyysmenetelméalla. Kahdessa piperasilliini-
tatsobaktaami gradienttiliuskassa MIC-asteikko vaihtelee valilla 0.016-256. Mo-
lemmissa liuskoissa on myds niin sanotut puolilaimennokset MIC-portaiden va-
lissa. Vitek 2 -analysaattorin piperasilliini-tatsobaktaamin MIC-asteikon alin
mahdollinen arvo on <= 4 ja korkein >= 128. Valiin jdavat MIC-arvot ovat 8, 16,

32 ja 64, jotka analysaattori antaa yhden laimennoksen tarkkuudella.

Esimerkiksi, jos gradienttiliuska antaa arvon 2 ja Vitek 2 -analysaattori <= 4, on
Vitek 2 -analysaattorin arvo lahin mahdollinen gradienttitestiliuskan kanssa.
Kiekoista mitataan estorenkaiden millimetriarvot. MIC-arvot seka kiekkojen mil-

limetriarvot tulkitaan EUCAST standardin maarittamien tulkintarajojen mukaan.

Herkkyystulokset laitettiin excel-taulukkoon ja kannat jaettin neljaan ryhmaan:
herkat kannat (1), kannat, joilla oli TEM-beetalaktamaasi (2), karba-
penemaasientsyymi-kannat (3) ja ESBL-kannat (4). Herkkyystuloksia tarkastel-
tiin seuraavasti: gradienttiliuskojen MIC-arvojen vaihtelua liuskojen valilla, Vitek
2 -tulosten ja gradienttiliuskojen antamien MIC-arvojen vastaavuutta seka kiek-
koherkkyystuloksen tulkinnan ja eri MIC-menetelmien tulkintojen vastaavuutta.

Liséksi tarkasteltiin kunkin testin tulosten vaihtelevuutta toistojen valilla.

Herkkia kantoja (taulukko 1), ilman hankittua resistenssia, oli 7 (8%) 83 kannas-
ta, 6 E. colia ja 1 K. pneumoniae. E. coli on aina herkka kaikille testatuille anti-
biooteille ja K. pneumoniae on aina R ampisilliinille, mutta muuten herkka. Tut-
kimuksessa kaytettavien gradienttiliuskojen MIC-arvot olivat kahden laimennok-
sen sisalla, kuin my6s saman testin toistokerrat, seké Vitek 2 -analysaattori an-
toi lAhimman mahdollisen MIC-tuloksen. Vitek 2 -analysaattorin toistoissa ei
ollut vaihtelua. Kiekkojen estorenkaiden millimetriluvut olivat lahes samoja, vaih-
teluvali oli 26-30 mm. Toistojen valinen vaihteluvéli oli 3 mm. Toistojen valisen

erotuksen keskiarvo oli 1,1 mm. Kaikkien herkkyysmenetelmien tulkinta oli S.
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Taulukko 1. Herkét kannat.

Kanta Hankittu Vitek Gradienttiliuska Gradienttiliuska Kiekot
B-laktamaasi (1. madritys 2. m&aritys |1. m&aritys 2. maaritys |1. madritys 2. madritys [1. madritys 2. madritys

TZP TZP Liofilchem Liofilchem |BioMerieux BioMerieux|TZP TZP
1|E.coli neg <=4 S <=4 § 3S 158 158 158 278 26S
2|E.coli neg <=4S§ <=4§ 158 058 0,75S 05S 29S 27S
3|E.coli neg <=4S§ <=4§ 158 058 058 05S 29S 30S
4]E.coli neg <=4S <=4§ 0,75S 058 1S 0,75S 26S 26S
5|E.coli neg <=4S <=4S 1S 058 0,75S 0,75S 27S 27S
6|E. coli  |neg <=4S <=4S 158 1S 15S 158 27S 28S
7|K.pneu  |neg <=4 S <=4 S 1585 15S 15S 2S 26S 23S

Kantoja, joilla on beetalaktamaasi, (TEM) (taulukko 2), mutta joilla ei ole ESBL-
entsyymia, oli 7 (8%), joista 6 oli E. colia ja 1 K. pneumoniae. Kanta 10 oli R ja
muut antoivat tulkinnan S. Kanta 10 (merkitty taulukkoon harmaana) oli tutki-
muksen ainoa ESBL-entsyymia tuottamaton kanta, jonka tulkinta vaihteli eri
herkkyysmenetelmissd. TEM-geenin lisaksi silla ei todettu muuta hankittua bee-
talaktamaasia eikd AmpC-fenotyyppid, joten resistenssin syy jai epaselvaksi.
Gradienttiliuskojen MIC-tulokset seka toistokerrat olivat yhden laimennoksen
sisélla. Vitek 2 -analysaattori antoi saman tulkinnan eika toistokerroissa ollut
vaihtelevuutta. Kiekkoherkkyyksissa TEM-positiivisilla kannoilla vaihteluvali 16-
27 mm ja toistojen valinen vaihteluvali oli 3 mm. Toistojen vélisen erotuksen

keskiarvo oli 1,3 mm.

Taulukko 2. TEM-positiiviset kannat.

Kanta Hankittu Vitek Gradienttiliuska Gradienttiliuska Kiekot
B-laktamaasi |1. maaritys 2. madritys |1. madritys 2. maaritys |1. maaritys 2. madritys |1. madaritys 2. maaritys

TZP TZP Liofilchem Liofilchem |BioMerieux BioMerieux|TZP TZP
8|E.coli TEM <=4S <=4 S 1S 1S 158 1S 23S 25S
9|E. coli TEM <=4 S <=4 S 4S 3S 2S 2S 21 S 22 S
10(E. coli  |TEM >=128 R >=128 R > 256 R > 256 R 128 R 192 R 16 R 191
11|E. coli  |TEM 8S 8S 8S 8S 6S 6S 22S 2S
12|E. coli |TEM <=4S <=4 S 15S 158 158 2S 28S 27S
13|E. coli  |TEM <=4 S <=4 S 1S 1S 1S 1S 24°S 26 S
14]K.pneu | TEM <=4 S <=4 S 3S 2S 2S 2S 2S 22S

Karbapenemaasientsyymeja tuottavia kantoja (taulukko 3) oli 9 (11%) 83 kan-
nasta. 4 oli E. coli- ja 5 K. pneumoniae —kantoja. Kannat olivat kaikilla herk-
kyysmenetelmilla resistenttejd. Gradienttiliuskojen MIC-tulokset olivat yhden
laimennoksen sisélla seka Vitek 2 -analysaattorin MIC-arvo oli |&hin mahdolli-

nen. Vitek 2 -analysaattorin seka liuskatestien toistokerrat olivat identtisia. Kiek-
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kojen estorenkaiden vaihteluvéli oli 6-11 mm ja toistojen vélinen vaihteluvali oli

2 mm. Kiekkotoistojen valisen erotuksen keskiarvo 0,6 mm.

Taulukko 3. Karbapenemaasientsyymeja tuottavat kannat.

Kanta Hankittu Vitek Gradienttiliuska Gradienttiliuska Kiekot
B-laktamaasi |1. madritys 2. méadritys |1. madritys 2. maaritys |1. madaritys 2. madritys |1. madritys 2. méaaritys
TZP TZP Liofilchem Liofilchem |BioMerieux BioMerieux|TZP TZP
15|E.coli 0Xa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R 256 R 9R 10R
16|E.coli oxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6 R 6 R
17(K.pneu  Joxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6 R 6 R
18|E.coli 0Xxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 10R 8R
19|E.coli NDM >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6R 6R
20(K.pneu  |oxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6R 6R
21|K.pneu Joxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6R 6R
22|K.pneu  Joxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 11R 9R
23|K.pneu  Joxa-48 >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6R 6R

Tutkimuksen 83 kannasta 60 (72 %) oli ESBL-kantoja (taulukko 4). 21/60 (35
%) ESBL-kannalla (kaikki E. coli -kantoja) piperasilliini-tatsobaktaamin herk-
kyystulkinta oli aina S. 7/60 (12%) kannalla (2 E. coli ja 5 K. pneumoniae —
kantaa) tulkinta oli aina R. 32/60 (53 %) ESBL-kannalla (27 E. coli- ja 5 K.
pneumoniae —kantaa) piperasilliini-tatsobaktaamin tulkinta vaihteli eri herk-
kyysmenetelmill& tai toistolla. 3/60 (5%) kannalla (kaikki E. coli -kantoja) tulkinta
vaihteli S:n ja I:n ja 8/60 (13%) kannalla (7 E. coli- ja 1 K. pneumoniae -kantaa)
I:n ja R:n valilla. 21/60 (35%) kannalla (17 E. coli- ja 4 K. pneumoniae -kantaa)
tulkinta vaihteli S:std R:aan eri menetelmilla tai toistoilla.
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Kanta Hankittu Vitek Gradienttiliuska Gradienttiliuska Kiekot
B-laktamaasi |1. maaritys 2. maaritys |1. madritys 2. maaritys |1. maaritys 2. madritys |1. méaritys 2. maaritys
TZP TZP Liofilchem Liofilchem |BioMerieux BioMerieux|TZP TZP
24|E.coli CTXM <=4S <=4 S 0,75S 0,75S 1S 1S 258 27S
25|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 1S 0,75S 0,75S 1S 26S 26 S
26|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 3S 2S 2S 15S 228 27S
27|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 3S 2S 2S 2S 23S 23S
28|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 2S 2S 15S 2S 24S 25S
29|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 1S 1S 1S 1S 26S 27S
30|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 0,75S 1S 1S 1S 25S 29S
31|E.coli CTXM <=4S <=4 S 1S 15S 15S 15S 20S 27S
32|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 0,125S 0,19 S 0,064 S 0,047 S 318 31S
33|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 4'S 3S 2S 2S 24 'S 25S
34|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 3S 3S 2S 15S 23S 23S
35|E.coli CTXM 8S <=4 S 6S 3S 4S 2S 278 29S
36|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 1S 1S 058 058 27S 30S
37|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 2S 15 S 2S ,075 S 27S 30S
38|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 158 2S 1S 1S 21S 258
39|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 4S 4S 2S 2S 24S 24 S
40|E.coli CTXM <=4S <=4S 3S 2S 2S 2S 24S 23S
41|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 3S 2S 15S 15S 24 'S 25S
42|E.coli CTXM <=4S <=4 S 2S 2S 1S 15S 258 26S
43|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 2S 2S 15S 15S 258 27S
44|E.coli CTXM <=4 S <=4 S 4S 3S 6S 15S 24 S 25S
48|E.coli CTXM 16| 16 | 48R 48R 16 | 16 | 15R 16R
49|E.coli CTXM 64 R 64 R >256 R >256 R 16| 121 16 R 171
50|E.coli SHV-2a 64 R 64 R >256 R >256 R 64 R 16 | 191 171
51|E.coli CTXM 64 R 64R 96 R 24R 128 R 128 R 16 R 171
52|E.coli CTXM 16 | 64 R 32R 32R 16 | 16 | 171 181
53|E.coli SHV-2a >=128 R >=128 R 256 R 256 R 192 R 192R 171 191
54|E.coli CTXM >=128 R 64R 256 R 32R 48R 16| 14R 191
55[K.pneu  |SHV-2 >=128 R >=128 R >256 R >256 R 192 R 256 R 171 191
56|E.coli CTXM 64 R >=128 R >256 R >256 R 64 R 16 | 15R 16 R
57|E.coli CTX-M 8S 8S 32R 48R 6S 16 | 18| 181
58|E.coli CTXM 8S 8S 2R 24R 16| 121 171 181
59|E.coli CTX-M 64 R 64 R 16 | 48R 16 | 8S 191 191
60|E.coli CTXM 8S 16 | 64R 24R 121 8S 18| 181
61|E.coli CTX-M 16 | 16 | 32R 16 | 8S 8S 18| 181
62|E.coli CTX-M 8S 8S 64 R 96 R 24R 121 16 R 18|
63|E.coli CTXM >=128 R >=128 R 16| 16 | 1S 1S 22S 22S
64|E.coli CTX-M 8S 16 | 32R 16 | 8S 6S 21S 20S
65|E.coli CTXM 16| 16 | 48R 24R 121 8S 171 181
66|E.coli CTX-M 16| 8S 256 R 64 R 121 16 | 171 181
67|E.coli CTXM 16 | 64 R 8S 24R 2S 2S 22S 22S
68|E.coli CTX-M 8S 8S 192 R 16 | 6S 4S 20S 21S
69|E.coli CTXM 8S 8S 2R 16 | 4S 24R 191 20S
70|E.coli CTX-M 16 | 8S 32R 32R 121 121 18| 18|
71|E.coli CTX-M 16 | 64 R 48R 192 R 121 6S 191 23S
72|E. coli  JCTXM 8S 16 | 32R 121 6S 4S 191 191
73|K.pneu  |SHV-12 8S <=4 S 32R 3S 15S 2S 23S 25S
74]K.pneu  |SHV-11 16 | 16 | >256 R >256 R 8S 6S 191 20S
75|K.pneu  |SHV-12 >=128 R >=128 R >256 R >256 R 32R 8S 18| 191
76|K.pneu  |SHV-12 64 R 64 R >256 R >256 R 6S 8S 181 191
77|E. coli CTXM >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 13R 12R
78|E. coli CTXM >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 14 R 13R
79|K.pneu  JCTX-M >=128 R >=128 R >256 R >256 R 24 R 24R 16 R 16 R
80[K.pneu  |CTXM >=128 R >=128 R >256 R >256 R 24R 32R 16 R 16 R
81|K.pneu  JCTXM >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 6R 6R
82|K.pneu  JCTX-M >=128 R >=128 R >256 R >256 R >256 R >256 R 14R 14R
83|K.pneu  JCTX-M >=128 R >=128 R >256 R >256 R 32R 24 R 16 R 16 R
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Tulkinta vaihtelee I-R
Tulkinta vaihtelee S-R

10.1 Herkkyysmaaritysmenetelmien sisdinen vaihtelu

ESBL-entsyymia tuottavilla kannoilla Vitek 2 -analysaattorin 1. ja 2. maarityksen
tulokset vaihtelivat 12 (20 %) kannan kohdalla. 9:lla (15 %) toistojen valinen
vaihtelu oli yksi laimennos ja 3 (5%) kannalla kaksi laimennosta. 8:lla (13%)
vaihtui tulkinta. Viidella MIC vaihteli 8 (S) ja 16 (1) valilla, kolmella 16 (1) ja 64:lla
(R) valilla.

Liofilchemin gradienttiliuskojen 1. ja 2. maarityksen tulokset vaihtelivat 31 (52%)
ESBL-entsyymia tuottavan kannan kohdalla. 21:1l& (35%) toistojen valinen vaih-
telu oli yksi laimennos ja 7 (12%) kannalla kaksi laimennosta. Yli kahden lai-
mennoksen vaihtelu oli 3 (5%) kannalla. 8 kannalla tulkinta vaihteli, joista kuu-
della vaihtelu oli I-R ja kahdella S-R.

BioMerieux'n gradienttiliuskojen 1. ja 2. maarityksen tulokset vaihtelivat 33
(55%) ESBL-entsyymia tuottavan kannan kohdalla. 24 (40%) kannalla toistojen
véalinen vaihtelu oli yksi laimennos ja 8:lla (13%) kaksi laimennosta. Yli kahden
laimennoksen vaihtelu oli yhdella (2%) kannalla. 11 kannalla tulkinta vaihtui. 5
kannalla vaihtelu oli S-1, 4:114 I-R ja 2:lla S-R.

ESBL-entsyymia tuottavilla kannoilla kiekkoherkkyyksien eri lukukerroilla tulkin-
ta vaihtui 7 (12%) kannalla, joista 3 kantaa vaihteli vélilla S-1 ja 4 R-1. Naiden
estorenkaiden erotuksen keskiarvo oli 2,1 mm. Kaikkien kiekkoherkkyystoisto-
jen valisen erotuksen keskiarvo oli 1,3 mm, joka ei poikkea huomattavasti mui-

den ryhmien kiekkojen estorenkaiden keskiarvosta.

ESBL-kannoista vain neljalla kannalla MIC-tulkinnan vaihtelu selittyi yli kahden
laimennoksen erolla (kanta 54, 68, 69 ja 73). Muilla kannoilla MIC-tulkinnan

vaihtelu tapahtui kahden laimennoksen siséalla.
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10.2 Herkkyysmaaritysten valinen vaihtelu

ESBL-entsyymia tuottavien bakteerien herkkyysmaarityksissa BioMerieux'n gra-
dienttiliuska antaa 32 (53%) kannan kohdalla saman tulkinnan kuin Liofilchemin
gradienttiliuska ja 19 (32%) kannan kohdalla BioMerieux'n gradienttiliuska antaa
herkemman tulkinnan kuin Liofilchemin gradienttiliuska. 9 kannalla kohdalla tul-
kinnan vaihtelu oli epamaaraista. Verrattaessa BioMerieux'n gradienttiliuskan
antamia tulkintoja Vitek 2 —analysaattorin tulkintoihin, 35 (58%) kantaa antaa
saman tuloksen ja 8 (13%) kannan kohdalla BioMerieux'n gradienttiliuska oli
herkempi. 3 (5%) kannan kohdalla Vitek 2 -analysaattori antoi herkemman tul-
kinnan kuin BioMerieux'n gradienttiliuska. 14 (23%) kannan kohdalla tulkinnan
vaihtelu oli epamaaraista. 39 (65%) kannan kohdalla BioMerieux'n gradientti-
liuska ja kiekot antoivat saman tulkinnan. 5 (8%) kannalla BioMerieux'n gra-
dienttiliuska antoi herkemman tulkinnan kuin kiekot ja 2 (3%) kannan kohdalla
kiekot olivat herkempia. 14 (23%) kannan kohdalla tulkinta oli epamaéarainen.

Selkeasti poikkeava tuloksen antoi vain yksi kanta (68), jossa Liofilchemin gra-
dienttiliuska antoi tulkinnaksi 1. méaéarityksessa R:n ja toisessa I:n ja muilla me-
netelmilla tulkinta oli S. 4 kannan (46, 47, 53 ja 55) kohdalla yksi menetelméa

antoi lievasti poikkeavan tuloksen verrattuna muihin menetelmiin.

MIC-tulkintoja verrattaessa kiekkoherkkyyksien tulkintaan, Vitek 2 -
analysaattori antoi saman tulkinnan 34 (57%) kannan kohdalla ja Liofilchemin
gradienttiliuska 32 (53%) kannan kohdalla. Kiekkojen tulkinnat olivat herkempiéa
8 (13%) kannalla verrattuna Vitek 2 —analysaattoriin ja 14 (23%) kannalla, kun
verrattiin Liofilchemin gradienttiliuskaan. 4 (7%) kannan kohdalla Vitek 2 —

analysaattori oli herkempi kuin kiekot.
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11 POHDINTA

Opinnaytetydssa haluttin  maarittaa luotettavin herkkyysmenetelma ESBL-
kannoille. Herkkyysmaarityksissa kaytettava antibiootti oli piperasilliini-
tatsobaktaami. Eri menetelmien tulosten oikeellisuutta ei voida arvioida, silla
herkkyyksia ei tehty referenssimenetelmalla tutkijoista rippumattomista aikatau-
lusyistd. My0os referenssimenetelmalld pitdisi tehda useita toistoja luotettavan
tuloksen saamiseksi, jolloin eri menetelmia voidaan verrata referenssimenetel-
maan. Tassa opinnaytetydssa eri menetelmia verrattiin toisiinsa ja tutkittiin,
poikkeaako jokin menetelma systemaattisesti muista. Herkkyysmenetelmat tois-
tettiin kahdesti perdkkaisina paiving, jolloin nahtiin antaako sama menetelma
yhtenevia tuloksia. Aikaisemmissa tutkimuksissa pohditaan enemman piperasil-
liini-tatsobaktaamin Kliinisia vaikutuksia eika tulokset siten ole vertailukelpoisia

taman tutkimuksen kanssa.

11.1 Johtopaatokset

Merkittdva havainto tutkimustulosten perusteella on, ettd suuri osa ESBL-
kannoista antoi vaihtelevia tuloksia eri herkkyysmenetelmilld. Vaihtelevimmat
tulokset saatiin 60 ESBL -entsyymia tuottavalla kannalla, joista 32 kannan tul-
kinta vaihteli vahintaan yhdella herkkyysmenetelmalla. Vaihtelu tapahtui eri me-
netelmien ja saman menetelman toistojen valilla. ESBL-kannat, joilla tulkinta ei
vaihdellut, olivat suurimmalta osin herkkia kantoja, mutta my6s seitseman resis-
tenttid kantaa antoi yhtenevéan tulkinnan. Kaikki herkat kannat olivat E.coli —
kantoja ja seitsemasta resistentistéa kannasta viisi oli K. pneumoniae —kantoja.
Tasta on vaikea tehda johtopaatoksia, koska K. pneumoniae -kantojen otos oli

huomattavasti E. coli —kantoja pienempi.

Herkilla, TEM-positiivisilla ja karbapenemaasia tuottavilla kannoilla herkkyystul-
kinta ei vaihdellut. Ne antoivat saman tulkinnan jokaisella herkkyysmenetelmal-

l&. Poikkeuksena oli kanta 10, joka antoi kaikilla herkkyysmenetelmill& tulkinnan
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R, paitsi kiekkoherkkyyksissa. Toisessa luvussa tulkinta oli I, mutta kiekkojen

estorenkaiden tulokset olivat lahella tulkintaraja-arvoja.

ESBL-kannoilla eri MIC-menetelmien toistettavuudessa oli eroja. Vitek 2 —
analysaattori antoi eniten samoja tuloksia ja BioMerieux'n gradienttiliuska vahi-
ten eri maarityskerroilla. Kiekkoherkkyysmaaritys oli kaikista menetelmista tois-
tettavin, eikd ESBL-entsyymin lasn&ololla ollut vaikutusta tuloksiin. MIC-
herkkyysmaarityksissa tatsobaktaamin pitoisuus on aina 4 mg/ml ja piperasillii-
nin pitoisuus kasvaa MIC-arvojen mukaisesti. Kiekossa on piperasilliinia 30 ug
ja tatsobaktaamia 6 pg. Kiekkoherkkyysmenetelméssa piperasilliini ja tatsobak-
taami diffuntoituvat agarille samanaikaisesti samaa tahtia, joten niiden suhde on
koko ajan vakio. MIC-menetelmissa suhde ei pysy vakiona. Taman vuoksi kiek-
koherkkyysmenetelma saattaa olla toistettavampi kuin MIC-menetelméat. Myos
Babinin 2003 tutkimuksessa pohditaan tulisiko piperasillini-tatsobaktaamin suh-

de olla aina vakio.

Menetelman toistettavuus tutkittiin tekemalla herkkyysmaaritykset kahtena pe-
rakkaisena paivana samoille kannoille. Toistettavuus toteutui ESBL -entsyymia
tuottamattomilla kannoilla hyvin, eli MIC-arvot olivat yhden laimennoksen sisélla
ja jokaisella toistokerralla tulkinta oli sama, poikkeuksena kanta 10. ESBL -
entsyymia tuottavilla kannoilla vaihtelua oli kaikissa herkkyystoistoissa. Tulosten

perusteella ESBL-entsyymi heikentaa herkkyystulosten toistettavuutta.

Tutkimustulosten perusteella voidaan todeta, etta BioMerieux'n gradienttiliuska
antoi jonkin verran herkempia tuloksia kuin Vitek 2 —analysaattori ja kiekkome-
netelméa. Kun verrataan gradienttiliuskoja, BioMerieux'n gradienttiliuska antoi
systemaattisesti herkempia tulkintoja kuin Liofilchemin gradienttiliuska. Verrat-
taessa MIC-tulkintoja kiekkojen tulkintoihin kiekot antoivat samoja tai hieman

herkempia tuloksia kuin Liofilchemin gradienttiliuska ja Vitek 2 —analysaattori.

ESBL-entsyymia tuottavien bakteerien vaihtelevat herkkyystulokset ovat usein
EUCAST-standardin tulkintaraja-arvoilla. Tulosten perusteella MIC-arvojen lai-
mennosvali jai alle kahden, mutta tulkinta kuitenkin muuttui valilla S-1, I-R tai S-

R. Edella mainitun perusteella voidaan todeta, etta vaihtelua tapahtui enemman
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tulkintaraja-arvoilla, jolloin voidaan pohtia, tulisiko I:n vaihteluvalin olla suurem-

pi.

11.2 Tutkimuksen eettisyyden ja luotettavuuden arviointi

Eettisyys otettiin huomioon tutkimuksen jokaisessa vaiheessa. Tutkijat toimivat
rehellisesti ja noudattivat hyvan tieteellisen kaytdnnon periaatteita. Tutkimuk-
sessa ei tapahtunut vilppia tai piittaamattomuutta tutkimusta ja muita tutkijoita
kohtaan. Tutkijat kunnioittivat aikaisempia tutkimustuloksia ja teoriaa arvioides-
sa omia tutkimustuloksia. Potilasnaytteiden anonymiteetti sailyi koko tutkimuk-
sen ajan. Tassa opinnaytetydssa kaytettiin monipuolista ja luotettavaa lahdeai-
neistoa. Teoreettisessa viitekehyksessa pyrittiin kayttamaan mahdollisimman
uusia lahteita ja arvioimaan jokainen lahde kriittisesti. Aineistoa keréattiin seka
suomenkielisista etta englanninkielisista lahteista. Teoreettiseen viitekehykseen
merkittiin selkeasti, kenen lahdettd on kaytetty. Lahteité ei plagioitu. Teoreetti-
nen viitekehys on laaja ja kasiteltavia asiasanoja oli paljon, joten tdssa opinnay-
tetydssa paatettiin teoreettinen viitekehys jakaa monen paaotsikon alle. Tama

selkeyttad tyon lukemista ja ymmarrettavyytta.

Tutkimuksen validiutta voidaan arvioida eri nakokulmista. Tutkimus ei saisi si-
saltdd systemaattisia virheita ja teorian ja tutkimuksen tulisi tukea toisiaan.
(Hirsjarvi ym. 2009; Vilkka 2005.) Systemaattisia virheita yritettiin valttaa mit-
taamalla bakteerisuspension vahvuus Densichek-mittarilla. Kliinisessé tydssa
suspensio arvioidaan silmamaaraisesti. Tutkijoiden kokemattomuuden vuoksi
myo6s bakteerisuspension tiheys maljalla saattoi vaihdella, mutta kiekot ja MIC-
gradienttiliuskat olivat helposti luettavissa. Herkkyysmaljojen Iukuvaiheessa
huomatut tekniset virheet korjattiin uusimalla kannan herkkyysmaaritys. Validi-
teettia tarkastellessa pohditaan, mitataanko juuri sitd, mita oli tarkoitus mitata,
eli saatiinko vastaukset tutkimusongelmiin. (Riski 2013.) Tutkimustuloksilla ei
saatu vastausta molempiin tutkimusongelmiin. Toista tutkimusongelmaa ei voitu
ratkaista, koska kayttssa ei ollut referenssimenetelmda. Opinndytetydssa on

kasitelty teoriaa laajasti ja tutkimusongelmia on kasitelty teorian pohjalta.
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Reliaabeliuudella tarkoitetaan, onko mittaustulos aina toistettava ja luotettava
(Hirsjarvi ym. 2009). Tutkimuksessa naytteet mitattiin kahteen kertaan, eli tyo
tehtiin kaytdnnossa kahdesti, jolloin saatiin varmistettua mittaustuloksen olevan
aina toistettava. Teknisten virheiden vuoksi myds pieni osa naytteista uusittiin,
jolloin valtyttiin ei-satunnaisilta virheiltd. Nayte-erat olivat pienia, jolla yritettiin
valttaa virheiden mahdollisuutta. Jokaisena paivana tehtiin myos kaksi eri kont-
rollia, joilla varmistettiin menetelmien toimivuus tekopdivind. Tydssa noudatettiin
hyvaa tieteellista kaytantda. Tutkimusta tehdessa oltiin huolellisia ja tydohjeita
noudatettiin tarkasti. Tulokset raportoitiin niitd vaaristelematta. Tutkimuksen ai-
kana konsultoitiin mikrobiologian erikoislaékaria, joka myos tarkasti lopullisen

raportin.

Tata tutkimusta tulisi jatkaa vertaamalla saatuja tuloksia referenssimenetel-
maan, jolloin saataisiin arvioitua luotettavin herkkyysmenetelma. Sita voisi jat-
kaa myos kayttamalla tutkimuksessa ESBL-entsyymia tuottavista bakteereista

iIsompaa otosta.
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