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Enterokokit ovat ihmisen suoliston normaaliin mikrobistoon kuuluvia grampositii-
visia bakteereja. Niillä on matala taudinaiheuttamiskyky, mutta opportunistipato-
geeneina ne voivat aiheuttaa erilaisia infektioita elimistön vastustuskyvyn alen-
nuttua. Ne ovat moniresistenttejä ja usein ainoa antibiootti niiden aiheuttamien 
infektioiden hoitoon on vankomysiini. Jos myös vankomysiiniä kohtaan on kehit-
tynyt vastustuskyky, on kyseessä VRE, eli vankomysiiniresistentti enterokokki-
kanta. VRE:n aiheuttajista tärkeimpiä ovat resistenssityypit VanA ja VanB. 
 
Opinnäytetyön tarkoituksena oli verifioida vanA- ja vanB -geenien tunnistamiseen 
käytettävä Xpert vanA/vanB -molekyylitesti Cepheidin GeneXpert® -analysaatto-
rille. Tutkimusmenetelmän verifioinnilla varmistetaan laboratorion kyky täyttää 
uuden menetelmän suorituskykyvaatimukset ja tuottaa sitä käyttäen luotettavia 
ja toistettavia, sekä vertailukelpoisia tuloksia verrattuna vakiomenetelmällä saa-
taviin tuloksiin. Menetelmän verifiointi on suoritettava ja hyväksyttävä ennen kuin 
se voidaan ottaa käyttöön rutiinidiagnostiikassa. Opinnäytetyössä verifiointi rajat-
tiin tutkimaan menetelmän herkkyys, tarkkuus ja toistettavuus. 
 
Opinnäytetyö toteutettiin yhteistyössä toimeksiantajan, Seinäjoen keskussairaa-
lan kliinisen kemian ja mikrobiologian toimintayksikön kanssa, kliinisen mikrobio-
logian laboratoriossa. Tutkittavista 38 näytteestä tehtiin rinnakkaismäärityksinä 
herkkyysmääritykset ja PCR-testaus GeneXpert® -analysaattorilla, jolla määritet-
tiin myös menetelmän toistettavuus. Tulokset analysoitiin kvantitatiivisesti ja me-
netelmien tuloksia verrattiin keskenään, sekä GeneXpert®:in tunnistamia geenejä 
referenssilaboratorion ilmoittamiin tietoihin. Toistettavuusajojen tuloksista lasket-
tiin keskihajonta ja CV%.  
 
Tulokset osoittavat Xpert vanA/vanB -molekyylitestin soveltuvan rutiinidiagnos-
tiikkaan vanA- ja vanB -geenien tunnistamiseen herkkyyden, tarkkuuden, sekä 
toistettavuuden puolesta. Kokonaisuutena herkkyysmääritysten ja PCR:n tulok-
set täsmäävät keskenään ja toistettavuuksissa vaihtelu on suhteellisen pientä.  
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ABSTRACT 
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Verification of a GeneXpert® Identification Test for VanA/B Genes in Vancomycin 
Resistant Enterococci  
 
Bachelor's thesis 52 pages, appendices 5 pages 
November 2021 

Enterococci are gram-positive bacteria belonging to the normal microbial system 
of the human gut. They have a low pathogenicity, but as opportunistic pathogens, 
they can cause a variety of infections when the body's immune system is reduced. 
They are multi-resistant and the only antibiotic to treat infections is vancomycin. 
If resistance is developed also to vancomycin, it is a VRE, i.e. a vancomycin-
resistant enterococcal strain. The most important causes of VRE are the re-
sistance types VanA and VanB. 
 
The purpose of the thesis was to verify Xpert vanA / vanB molecular test for the 
identification of vanA and vanB genes on a Cepheid GeneXpert® analyzer. The 
verification ensures that the laboratory is able to meet the performance require-
ments of the new method and thereby able to produce reliable and reproducible 
test results, comparable to the results obtained by a standard procedure. The 
verification of the method must be performed and approved before it can be used 
in routine diagnostics. In the thesis, the verification was limited to the sensitivity, 
accuracy, and reproducibility of the method. 
 
Sensitivity assays and PCR assays were performed in parallel on 38 samples 
using a GeneXpert® analyzer, which was also used to test reproducibility of the 
method. The results were analyzed quantitatively, and the results of the methods 
were compared to each other, as well as the genes identified by GeneXpert® to 
the data reported by the reference laboratory. From the results of the repeatability 
runs, were calculated the standard deviation and CV%. 
 
The results demonstrate that the Xpert vanA/vanB molecular assay is suitable for 
routine diagnostics to identify the sensitivity, accuracy, and reproducibility of the 
vanA and vanB genes. The results of the sensitivity assays and the PCR are 
consistent and the variability in reproducibility is relatively small. 
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1 JOHDANTO 

 

 

Enterokokit (Enterococcus) ovat niin ihmisen kuin myös monen eläinlajin suolis-

ton normaaliin mikrobistoon kuuluvia grampositiivisia bakteereja. Enterokokit 

ovat opportunistipatogeeneja, eli ne toimivat taudinaiheuttajina vasta, jos kanta-

jan vastustuskyky on heikentynyt esimerkiksi kilpailevien bakteerien tuhouduttua 

mikrobilääkityksen seurauksena. (Rantakokko-Jalava & Anttila 2020a, 2020d.) 

Ne voivatkin aiheuttaa vakavia haava- tai yleisinfektioita osastohoidossa oleville 

potilaille. Enterokokit ovat resistenttejä monille antibiooteille, ja usein vankomy-

siini saattaa olla ainut toimiva antibiootti näille bakteereille. Ihmisen yleisimmät 

enterokokkilajit ovat E. faecalis sekä E. faecium. (Terveyden ja hyvinvoinnin lai-

tos 2020.) 

 

Opinnäytetyön aihe on vankomysiinille resistenttien vanA- ja vanB-geenien tun-

nistusmenetelmän verifiointi. Työhön kuuluu puhtaiden enterokokkikantojen vil-

jely erikoiselatusaineilla, tunnistaminen ja herkkyysmääritys, sekä niiden tulosten 

vertaaminen PCR-tekniikalla saatuihin tuloksiin. Menetelmällä todetaan entero-

kokit, joiden herkkyys vankomysiinille on alentunut. 

 

Opinnäytetyö tehdään Seinäjoen keskussairaalan kliinisen kemian ja mikrobiolo-

gian toimintayksikölle (jatkossa puhutaan mikrobiologian toimintayksiköstä). 

Heillä on käytössään Cepheidin GeneXpert®, mutta vanA- ja vanB-geenejä tun-

nistavaa geenitestiä ei ole verifioitu ja sen luotettavuutta testattu. Tällä hetkellä 

Etelä-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin VRE-näytteet tutkitaan Huslabin laboratori-

ossa. Menetelmää on toivottu verifioitavaksi, ettei geenimääritystä tarvitse ostaa 

ulkopuolisesta laboratoriosta ja näytteitä lähettää Helsinkiin, vaan ne voitaisiin 

tutkia itse Seinäjoella. (Kauppila 2020.) Kustannusten pienenemisen ohella näyt-

teiden tulosten nopeampi valmistuminen vaikuttaa positiivisesti potilasturvallisuu-

teen, sillä jos näytteet saadaan analysoitua nopeammin, infektiotapauksissa te-

hokkain mikrobilääkitys voidaan myös aloittaa nopeammin.  

 



 

2 BAKTEERIT 

 

 

Bakteerit ovat mikroskooppisia yksisoluisia organismeja. Yli miljoonasta baktee-

rilajista yli tuhat aiheuttaa ihmiselle erilaisia kliinisiä infektioita. Bakteerit jaotel-

laan muotonsa mukaan (kuva 1) pallomaisiin kokkeihin (coccus) ja sauvabaktee-

reihin (bacillus). Muitakin bakteerimuotoja on, mm. korkkiruuvimaiset spirokeetat 

tai käyristyneet ja pilkunmuotoiset vibriot. Mikroskoopilla tarkasteltaessa bakteerit 

ovat yleensä ryhmittyneet niille tyypillisiin muodostelmiin: kokit voivat muodostaa 

kahden bakteerisolun diplokokkeja (diplococcus) sekä useamman bakteerisolun 

ketjuja tai ryhmiä. (Carlson & Koskela 2011; Skurnik & Vuopio 2020b.) 

 

 

KUVA 1. Erilaisia bakteerimuotoja ja -ryhmittymiä. 1) Kokkeja 2) Diplokokki 3) 
Diplokokkeja 4) Ketjukokki 5) Rypälekokki 6) Pullea sauva 7) Hentoja sauvoja 8) 
Pleomorfisia sauvoja 9) Palisadeja 10) Pieniä kokkobasilleja 11) Itiöllisiä sauvoja 
12) Pilkunmuotoisia bakteereja 13) Spirokeetta 14) Spirilleja Alkuperäispiirros: 
Vaara 2011 (Carlson & Koskela 2011) 

 

Muodon lisäksi bakteerit jakautuvat aerobisiin ja anaerobisiin, sekä niiden solu-

seinän rakenteen mukaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin (kuva 2) lajeihin 

(Carlson & Koskela 2011). Useimpien bakteerien solukalvoa ympäröi polymeeri-

rakenteisesta peptidoglykaanista eli mureiinista koostuva soluseinä. Mureiiniker-

ros on jättimolekyyli ja kuin tiheäsyinen verkkopussi bakteerisolun ympärillä. So-

luseinän paksuuden mukaan bakteerit jaetaan kahteen pääluokkaan, gramposi-

tiivisiin ja gramnegatiivisiin bakteereihin. Grampositiivisten bakteerien soluseinä 

on huomattavasti paksumpi kuin gramnegatiivisten; gramnegatiivisilla baktee-

reilla peptidoglykaanikerroksia on 1­3, grampositiivisilla kerroksia on useita kym-

meniä. Soluseinän ominainen, bakteerikohtainen rakenne on perustana useiden 

mikrobilääkkeiden toimintamekanismille. (Skurnik & Vuopio 2020.) 



 

 

KUVA 2. Grampositiivisen ja gramnegatiivisen soluseinän eroavaisuudet (Huma-
gain 2018) 

 

Bakteerien tunnistaminen ja luokittelu grampositiivisiksi ja -negatiivisiksi selvite-

tään gramvärjäyksellä. Objektilasille kiinnitetyn bakteerinäytteen solut värjätään 

violeteiksi käsittelemällä näyte emäksisellä kristalliviolettiliuoksella ja väri kiinnit-

tyy jodi-kaliumjodidiliuoksella. Kun objektilasi huuhdellaan asetoni -etanoliseok-

sella, grampositiivisten bakteerien soluseinä pitää kristallivioletin solussa (kuva 

3), kun taas gramnegatiivisista väri pääsee huuhtoutumaan pois (kuva 4). Gram-

negatiiviset bakteerit saadaan näkyviin värjäämällä näyte lopuksi safraniinilla. 

Mikroskoopilla tarkasteltaessa grampositiiviset bakteerit näkyvät syvän sinisenä 

tai violettina, kun gramnegatiiviset bakteerit puolestaan punaisena tai pinkkinä. 

(Carlson & Koskela 2011; Atlas & Snyder 2015, 322.)  

 

 

KUVA 3. Grampositiivisen bakteerin gramvärjäysreaktio (Humagain 2018) 



 

 

KUVA 4. Gramnegatiivisen bakteerin gramvärjäysreaktio (Humagain 2018) 

 

Värjäysreaktioon vaikuttavat soluseinärakenteiden erot ovat olennaisia myös 

bakteerien tunnistamisen sekä mikrobilääkityksen valinnan kannalta. Gramposi-

tiivisten bakteerien soluseinä estää monien lääkeaineiden läpäisyn. (Järvinen, 

Huovinen & Vaara 2011; Atlas & Snyder 2015, 322.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  



 

3 ENTEROKOKIT 

 

 

3.1 Esiintyvyys ja ominaisuudet 

 

Enterokokit ovat laajalle levittäytyneitä bakteereja, jotka kuuluvat ihmisen suolis-

ton normaaliin mikrobistoon ja niitä voi löytää muidenkin nisäkkäiden lisäksi maa-

perästä, kasveista, vedestä, ruuasta, sekä muista eläinlajeista kuten linnuista, 

matelijoista ja hyönteisistä. Eri enterokokkilajien esiintyvyys näyttää vaihtelevan 

isännän mukaan, ja siihen vaikuttavat myös isännän ikä, ruokavalio ja muut teki-

jät, jotka voivat liittyä fysiologisten olosuhteiden muutoksiin, kuten taustalla olevat 

sairaudet (esim. diabetes, munuaissairaudet tai syöpä) ja aikaisempi mikrobilää-

kitys. Enterokokit ovat opportunistipatogeeneja, jotka aiheuttavat infektion vasta 

kantajan vastustuskyvyn heikennyttyä tai esimerkiksi kilpailevien bakteerien tu-

houduttua mikrobilääkityksen seurauksena. (Martins Teixeira, Carvalho, Facklam 

& Shewmaker 2015, 405; Rantakokko-Jalava & Anttila 2020d.) 

 

Enterococcus-sukuun kuuluvat bakteerit ovat grampositiivisia, aerobisia ja kata-

laasinegatiivisia (eräillä grampositiivisilla bakteereilla esiintyvä entsyymi) kokki-

bakteereja, jotka esiintyvät yksittäin, pareina tai lyhyissä ketjuissa. Luontaisten 

ominaisuuksiensa johdosta enterokokit ovat vaatimattomia kasvualustansa suh-

teen ja voivat kasvaa ankarissakin olosuhteissa. Ne ovat fakultatiivisesti anaero-

bisia bakteereja, eli vaikka ne ovat aerobisia bakteereja, ne sietävät vähähappisia 

ja jopa hapettomia olosuhteita sekä selviävät suolaisissa olosuhteissa (6,5 %) 

sekä korkeassa pH:ssa (9,6). Ne voivat kasvaa niin hypo- kuin hypertonisessa, 

sekä happamassa ja emäksisessä väliaineessa, aerobisissa ja anaerobisissa 

olosuhteissa. Optimilämpötila niiden kasvulle on 35­37°C mutta ne voivat kasvaa 

10­45°C välillä. Näiden ominaisuuksien lisäksi niillä on myös kyky vaihtaa keske-

nään geneettistä materiaalia, jonka johdosta ne pystyvät mukautumaan erilaisiin 

uusiin ympäristöihin ja kykenevät kolonisoimaan lukuisia ekologisia lokeroita. 

(Martins Teixeira ym. 2015, 403, 405; Depardieu & Courvalin 2017, 289; Ranta-

kokko-Jalava & Anttila 2020d.)  

 

Enterokokki-infektioiden diagnostiikassa pääasiallisin menetelmä on bakteerivil-

jely, ja enterokokit kasvavat hyvin viljeltäessä tavallisille elatusaineelle (kuva 5). 



 

Verimaljalla (kuva 6) 24 tuntia kasvatetun enterokokin pesäkkeet ovat halkaisijal-

taan useimmiten 1­2 mm, mutta jotkut variantit voivat muodostaa pienempiäkin 

pesäkkeitä. (Martins Teixeira ym. 2015, 403.) 

 

 

KUVA 5. E. faecalis -pesäkkeitä kromogeenisella virtsamaljalla. Kuva: Lammin-

pää, J. & Meurman, O. (Rantakokko-Jalava & Anttila 2020b) 

 

 

KUVA 6. E. faecalis ei-hemolyyttisinä pesäkkeinä verimaljalla. Kuva: Lamminpää, 
J. & Meurman, O. (Rantakokko-Jalava & Anttila 2020b) 

 

Jotkut bakteerilajit tuottavat solunulkoisia entsyymejä, jotka hajottavat, eli hemo-

lysoivat elatusaineen punasoluja. Tämä aiheuttaa elatusaineessa olevien puna-

solujen osittaisen tai täydellisen tuhoutumisen (kuva 7) ja bakteeripesäkkeiden 

ympärille muodostuu hemoglobiinin hajoamisen seurauksena väritön alue. (Tan-

keshwar 2021.) 



 

 

 

KUVA 7. Hemolyysin eri tyyppejä (alfa- beeta- ja gamma -hemolyysi) (Tan-
keshwar 2021) 

 

Noin kolmasosa E. faecalis-lajin viljellyistä pesäkkeistä saattaa kasvaa β-hemo-

lyyttisenä (hajottaa punasolut täysin elatusaineella) esimerkiksi hevosenverimal-

jalla, mutta non-hemolyyttisenä (gamma- (γ), eli ei-hemolyyttinen) lampaanveri-

maljalla. Osa E. faecalis-lajin pesäkkeistä voi kasvaa β-hemolyyttisenä millä ta-

hansa verimaljalla. Muut lajit ovat yleensä joko γ- (ei-hemolyyttinen, non-hemo-

lyyttinen), tai α-hemolyyttisiä (hajottaa punasolut osittain elatusaineella). (Martins 

Teixeira ym. 2015, 403; Rantakokko-Jalava & Anttila 2020b.) 

 

 

3.2 Kliininen merkitys  

 

Ihmisen elimistössä enterokokit kuuluvat etupäässä ruoansulatuselimistön mik-

robistoon ja niitä pidetään yhtenä runsaimmin suolistoa asuttavista grampositiivi-

sista kokeista. Patogeeneinä ne useimmiten infektoivat virtsateitä ja leikkaushaa-

voja, palovammoja sekä sappiteitä, mutta vakavimmillaan ne voivat aiheuttaa sy-

dämen sisäkalvon tulehduksen. Enterokokkeja esiintyy yleisesti myös pehmyt-

kudostulehduksissa sekä vatsansisäisissä ja lantionpohjan infektioissa. Harvinai-

sempia infektioita ovat aivokalvontulehdus, luutulehdus ja septinen niveltulehdus. 

Lajeja esiintyy vaihtelevissa suhteissa ihmisen ruoansulatuskanavassa ja vä-

hemmissä määrin mm. suussa ja urogenitaalialueella.  Enterokokit osallistuvat 



 

myös ihmisen energia-aineenvaihduntaan. Ne ovat homofermermentatiivisia, eli 

niiden pääasiallinen hiilihydraattisynteesin lopputuote on maitohappo. Kaksi pää-

asiallisesti ihmisiä infektoivaa lajia ovat E. faecalis ja E. faecium. Enterokokkeja 

on tunnistettu 23 lajia, mutta 60 %:ssa tapauksista eristetty laji on E. faecalis ja 

20 %:ssa E. faecium. Muut lajit, muun muassa E. gallinarum, E. casseliflavus ja 

E. durans, aiheuttavat alle 5 % enterokokki-infektioista. (Teixeira ym. 2015, 405, 

413; Reyes, Zervos & John 2017, 811; Rantakokko-Jalava & Anttila 2020a.) 

 

Enterokokit ovat viimeisten vuosikymmenten aikana kehittyneet suhteellisen har-

mittomana pidetyistä bakteereista lääketieteellisesti tärkeiksi, moniresistenteiksi 

taudinaiheuttajiksi, joilla on merkittävä vaikutus niin potilaiden sairastuvuuteen ja 

kuolleisuuteen, kuin terveydenhuollon kustannuksiin. (Reyes ym. 2017, 811.) 

Vaikka E. faecalis on yleisempi patogeeni, E. faeciumista on kehittynyt vallitse-

vampi sairaalainfektioiden aiheuttajana. Immunosuppressio (immunovasteen 

heikentäminen), pitkäaikainen kolonisaatiokyky, herkkä leviäminen potilaiden vä-

lillä ja kyky muodostaa biokalvoja ovat tehneet enterokokeista merkittävimpiä pa-

togeeneja sairaaloissa, mikä on lisännyt ponnisteluja optimaalisten infektioiden 

torjuntatoimenpiteiden parantamiseksi. (Reyes ym. 2017, 811.) 

 

 

 



 

4 MIKROBILÄÄKKEET  

 

 

4.1 Antibiootit 

 

Käsitteenä mikrobilääke tarkoittaa niin luonnosta saatavia mikrobien tuottamia 

antibiootteja, kuin synteettisesti valmistettuja mikrobeja tuhoavia tai niiden kas-

vua estäviä yhdisteitä (Huupponen, Vaara & Kantele 2018). Mikrobilääkkeet ja-

otellaan bakteerilääkkeisiin eli antibiootteihin, viruslääkkeisiin, sienilääkkeisiin 

sekä parasiittilääkkeisiin. Suomessa oli vuonna 2015 myynnissä 53 eri antibioot-

tia. (Vuento 2020.)  

 

Ensimmäisenä kliinisesti merkittävänä bakteerilääkkeenä pidetään sulfavalmiste 

Prontosilia (sulfonamidi). Lääkkeen antimikrobinen vaikutus huomattiin vuonna 

1932 ja kliiniseen käyttöön se otettiin vuonna 1935. Se tehosi hyvin oman aikansa 

tappaviin tauteihin ja lääkkeen kehittäjä, saksalainen Gerhardt Domagk, palkittiin 

vuonna 1939 Nobelin palkinnolla. Esimerkiksi aivokalvontulehduksen aiheuttama 

kuolleisuus laski Prontosilin käytön myötä 65 %. Prontosil on jäänyt kuitenkin Ale-

xander Flemingin vuonna 1929 löytämän penisilliinin varjoon. (Huovinen & Vaara 

2011.) 

 

Mikrobilääkkeiden kehittämistyö lähti kunnolla käyntiin toisen maailmansodan 

vauhdittamana ja molemmilla, niin sulfalla kuin penisilliinillä, oli oleellinen rooli 

sodassa. Myös lääketeollisuuden puolella käynnistyi sota, sillä saksalaisten ke-

hittämän sulfan vaikutukset sotilaiden haavainfektioiden hoidossa olivat tunnet-

tuja, joten liittoutuneiden oli kiireesti kehitettävä oma lääke. (Huovinen & Vaara 

2011.) 

 

Bakteerilääkkeiden kehitys jatkui ja vuonna 1945 löydettiin ensimmäinen tuber-

kuloosilääke, streptomysiini. 1940- ja 50-luvuilla löydöstä seurasi useita muitakin, 

kuten erytromysiini, tetrasykliinit sekä vankomysiini. 1980-luvulla alkoi olla vai-

keaa löytää täysin uusia yhdisteitä ja kehitystyö hiipui. Olemassa olevista mikro-

bilääkkeistä, kuten kefalosporiineista, penisilliinin tapaan beetalaktaameihin kuu-

luvista bakteerilääkkeestä, on kuitenkin saatu kehitettyä johdannaisia. (Huovinen 



 

& Vaara 2011.) Ne jaetaan ensimmäisen, toisen ja neljännen polven kefalospo-

riineihin. Polvien edetessä niiden kirjo laajenee. (Vuento 2020.) 

 

Bakteerilääkkeet jaotellaan niiden vaikutustavan mukaan (Huupponen, Vaara, 

Khawaja & Kantele, 2018). Esimerkiksi kefalosporiinit ja penisilliinit ovat baktee-

reja tappavia, eli bakterisidisiä antibiootteja, vaikuttaen bakteerin soluseinän ra-

kenteeseen hajottaen sen. Bakteriostaattiset antibiootit kuten doksisykliini ja 

makrolidi puolestaan estävät bakteerien proteiinisynteesiä ja lisääntymistä vai-

kuttamalla niiden geeneihin tai aineenvaihduntaan. Edellä mainittujen lisäksi an-

tibiootteja on myös foolihapposynteesiä estäviä, nukleiinihappoaineenvaihdun-

taan vaikuttavia ja pääasiallisesti virtsatieinfektioissa käytettäviä lääkkeitä, sekä 

tuberkuloosilääkkeet. (Huupponen ym. 2018; Vuento 2020.) 

 

 

4.2 Vankomysiini 

 

Amycolatopsis orientalis -bakteerin tuottama vankomysiini on yleisin käytössä 

olevista glykopeptidiantibiooteista, sekä myös ensimmäinen glykopeptidi, jota 

käytettiin grampositiivisten bakteerien aiheuttamiin vakaviin infektioihin (Depar-

dieu & Courvalin 2017, 289; Huupponen ym. 2018). Glykopeptidit ovat yksi bak-

teerien soluseinän rakenteeseen vaikuttavien antibioottien ryhmä, jotka vaikutta-

vat vain grampositiivisten bakteerien aiheuttamaan infektioon (Huupponen ym. 

2018). Vankomysiiniä voidaan käyttää myös allergiatapauksissa penisilliinijoh-

dosten sijasta (Ilmavirta, Hämäläinen, Kokki & Ranta 2020). 

 

Glykopeptidien vaikutusmekanismi perustuu niiden sitoutumiseen bakteerin so-

luseinän peptidoglykaanin esiasteisiin suurella affiniteetilla, estäen bakteerin so-

luseinän peptidoglykaanisynteesiä ja solukalvon läpäisevyyttä (Lewis & Bush 

2015; Depardieu & Courvalin 2017, 289). Pitkään vankomysiini oli lähes ainoa, 

sekä kaikista tärkein lääke, joka vaikutti Enterococcus faeciumin aiheuttamiin 

yleisinfektioihin (Rantakokko-Jalava & Anttila 2020c). Vankomysiinin lisäksi on 

myös toinen glykopeptidilääke, teikoplaniini, mutta sen käyttö on vähäisempää ja 

sen kirjo muistuttaa paljolti vankomysiiniä. Uudempia lipoglykopeptidejä on kehi-



 

tetty (oritavansiini, dalbavansiini ja telavansiini), mutta niidenkään kirjo ei merkit-

tävästi eroa vankomysiinistä ja kliiniset kokemukset niiden käytöstä ovat tois-

taiseksi vähäisiä. (Huupponen ym. 2018; Rantakokko-Jalava & Anttila 2020c.) 

 

Enterokokki-infektion hoidossa vankomysiini infusoidaan laskimoon hitaasti, pai-

kallisen laskimoärsytyksen vähentämiseksi. Liian nopeasti infusoituna antibiootti 

saattaa myös aktivoida syöttösoluja, joista vapautuu histamiinia sekä muita välit-

täjäaineita. Tämä voi aiheuttaa punoitusta, kutinaa, hengenahdistusta ja mahdol-

lisesti verenpaineen voimakasta laskua. (Ilmavirta ym. 2020.) 

 

Vankomysiini on munuais- ja sisäkorvatoksinen antibiootti. Se poistuu muuttu-

mattomana munuaisten kautta ja munuaisten vajaatoiminta herkästi aiheuttaa 

sen kasaantumista. Käytettäessä suurina annoksina tai yhdessä muiden munu-

aistoksisten lääkkeiden kanssa, tai potilaan munuaisfunktion ollessa alentunut tai 

suuresti vaihteleva, sen seerumipitoisuutta on seurattava. (EPSHP 2018.) Van-

komysiinin käyttö on kuitenkin Suomessa vakiintunutta ja sitä tutkitaan kansain-

välisesti enemmän kuin koskaan, sillä antibioottiresistenttien bakteerikantojen 

yleistyminen lisää sen käyttöä. Oto- eli sisäkorvatoksisuus on nykyaikana vähäi-

sempää lääkkeen ollessa puhtaampaa kuin alkuaikoina. (Ilmavirta ym. 2020.) 

 

 

 

 



 

5 MIKROBILÄÄKERESISTENSSI 

 

 

5.1 Resistentit bakteerit 

 

Mikrobilääkeresistenssi voidaan luokitella luontaiseen ja hankittuun resistenssi-

mekanismiin: aiemmin jollekin tietylle mikrobilääkkeelle herkkä bakteerikanta voi 

muuntua sille resistentiksi. Resistenssimekanismeista tärkein perustuu baktee-

rien ominaisuuteen tuottaa mikrobilääkkeitä tuhoavia entsyymejä. Luontainen 

resistenssimekanismi voi myös perustua esimerkiksi bakteerin seinämän raken-

teeseen, joka estää lääkettä läpäisemästä sitä. (Vaara & Kantele 2018b.)  

 

Hankittu resistenssi voi olla seurausta esimerkiksi bakteerissa tapahtuneesta mu-

taatiosta tai bakteeriin on voinut siirtyä resistenssiä välittävää DNA:ta (resis-

tenssi- eli R-tekijät) sisältävä konjugatiivinen plasmidi, joka on kromosomista ir-

rallinen, sytoplasmassa sijaitseva DNA-molekyyli. Konjugatiivinen plasmidi voi 

siirtyä samanlaiseen tai lähisukuiseen bakteeriin ja siirtää geneettisen informaa-

tion aiemmin tiettyä antibioottia kohtaan herkkään bakteeriin. (Vaara & Kantele 

2018b.)  

 

 

5.2 Resistentit enterokokit 

 

Enterokokkien luontaista vastustuskykyä useita antibiootteja kohtaan selittää nii-

den soluseinän rakenne (Rantakokko-Jalava & Anttila 2020c). Esimerkiksi bak-

teerien soluseinään vaikuttavista antibiooteista useimmiten käytettyjen beetalak-

taamiantibioottien (esim. penisilliini) toiminta perustuu beetalaktaamin sitoutumi-

seen bakteerin soluseinän PBP-proteiineihin (penicillin binding protein eli penisil-

liiniä sitova proteiini) (Järvinen ym. 2011). Enterokokkien soluseinän PBP-prote-

iini on poikkeavaa tyyppiä (PBP-5), johon beetalaktaamit eivät pysty sitoutumaan 

tai sitoutuvat heikosti. Herkimmillekin enterokokeille on onnistuttu kehittämään 

vain harvoja tehoavia mikrobilääkkeitä, ja bakteerin luontaisen antibioottiresis-

tenssin lisäksi se voi muodostaa hankitun resistenssin lääkeaineita kohtaan mu-

taation, tai konjugatiivisen transposonin tai plasmidin kuljettaman vieraan geneet-

tisen materiaalin seurauksena. Resistentit enterokokit kykenevät muuntamaan 



 

soluseinänsä PBP-proteiineja sekä tuottamaan niitä lisää ja joskus jopa tuotta-

maan β-laktamaasia. Myös muita resistenssin kehittämisen keinoja on havaittu. 

(Depardieu & Courvalin 2017, 289; Rantakokko-Jalava & Anttila 2020c, 2020e.)  

 

Infektion aiheuttaneen enterokokin lajintunnistus on tärkeää resistenttien kanto-

jen ja tarpeellisen hoidon määrittämisen vuoksi. Tyypillisesti enterokokki-infekti-

oon on käytetty ampisilliinia (penisilliini) ja ampisilliiniresistentin infektion hoitoon 

vankomysiiniä. Kuitenkin usein esimerkiksi E. faecalis on herkkä ampisilliinille, 

mutta resistentti kinupristiini-dalfopristiinille. Yleensä E. faecium on resistentti 

ampisilliinille, herkkä kinupristiini-dalfopristiinille ja resistentti korkeille vankomy-

siinipitoisuuksille. (Reyes ym. 2017, 811; EPSHP 2020.)  

 

 

 

 



 

6 VANKOMYSIINIRESISTENSSI 

 

 

6.1 VRE 

 

Ensimmäisen kerran suurille vankomysiinimäärille resistenteistä enterokokeista 

raportoitiin vuonna 1988 (Depardieu & Courvalin 2017, 290). 1990-luvun Yhdys-

valloissa vankomysiinille resistentit enterokokit (VRE) alkoivat yleistyä (Ranta-

kokko-Jalava & Anttila 2020c), ja vankomysiiniresistenttien enterokokkien aiheut-

tamien infektioiden määrä sairaaloissa nousi vuosien 2000 ja 2006 välisenä ai-

kana 9,820 tapauksesta 21,352:een. Vankomysiiniresistenttien E. faecium-iso-

laattien prosentuaalinen määrä nousi 1980-luvun puolivälin 0 %:sta yli 80 %:iin 

vuoteen 2007 mennessä. (Depardieu & Courvalin 2017, 290.) Vaikka Euroo-

passa VRE:tä tavataan vähemmän, viime vuosina VRE-löydösten määrä on kas-

vanut myös Suomessa. Suomessa vuonna 2017 on raportoitu E. faeciumin inva-

siivisista kannoista 0,7 % olleen VRE:tä ja jo vuonna 2018 osuus oli noussut 2,4 

%:iin. (Rantakokko-Jalava & Anttila 2020c.) 

 

Vankomysiinille resistenttejä enterokokkeja esiintyy omina kantoinaan tavallisim-

missa ihmisellä esiintyvissä enterokokkilajeissa (E. faecalis ja E. faecium). Resis-

tenssin syistä tärkeimpinä näillä lajeilla ovat resistenssityypit VanA ja VanB (Ah-

med & Baptiste 2018). 

 

Kliinisistä näytteistä on eristetty myös vankomysiiniriippuvaisia kantoja (VDE, 

vancomycin-dependent enterococcus) (Depardieu & Courvalin, 289). Ensimmäi-

nen tunnettu VDE-tapaus löydettiin virtsanäytteestä vuonna 1992 Amerikassa, 

josta tehdystä tutkimuksesta julkaistiin tutkimusraportti vuonna 1994 (Fraimon, 

Jungkind, Lander, Delso & Dean 1994). Samana vuonna on raportoitu myös kah-

desta VDE-tapauksesta Yhdistyneessä kuningaskunnassa, kun kahden, eri sai-

raaloissa hoidossa olleiden potilaiden ulostenäytteistä eristettiin VDE (Woodford, 

Johnson, Morrison, Hastings, Elliott, Worthington, Stephenson, Chin & Tolley 

1944). Journal of Microbiology, Immunology and Infection -lehti julkaisi vuonna 

2017 Kuon, Huangin ja Leen tutkimusraportin (2017), jossa he raportoivat vuonna 

2015 Taiwanissa virtsanäytteen VRE-seulonnan yhteydessä havaitusta VDE:stä, 

joka ei kasvanut veri- eikä kolistiini-nalidiksiinihappo-maljalla, mutta kasvoi 



 

chromidID VRE-maljalla (vankomysiiniä sisältävä kromogeeninen elatusaine 

VRE:n tunnistamiseen). Enterokokkikanta oli resistentti vankomysiinille, mutta 

myös tarvitsi sitä kasvaakseen. (Kuo, Huan & Lee 2017, 926–927.) Tutkimuksista 

on raportoitu myös mm. Brasiliassa (Kerbauy, Perugini, Yamauchi & Yamada-

Ogatta 2011, 253–257) ja Intiassa (Banerjee & Anupurba 2013, 91–92). Amerik-

kalaiset tutkijat Mitchell, Mattei ja Alby (2017) karakterisoivat VDE:n genomin ja 

havaitsivat, että heidän veriviljelypulloista eristämistään kannoista vain anaerobit 

olivat vankomysiiniriippuvaisia. Tutkimuksensa perusteella he päättelivät, että 

myös aerobinen kanta oli ollut alkujaan vankomysiiniriippuvainen, mutta muuttu-

nut kasvaessaan aerobisessa viljelypullossa. (Mitchell, Mattei & Alby 2017.) 

 

 

6.2 Van-geenit 

 

Bakteereissa geenit sijaitsevat kromosomissa yleensä yhdessä toimivina jouk-

koina eli operoneina. Yksi operoni sisältää samassa prosessissa toimivia vierek-

käisiä geenejä. (Khan Academy 2021). Enterokokeista on löydetty yhdeksää eri 

glykopeptidiresistenssityyppiä, jotka vaikuttavat vankomysiinin sitoutumiskoh-

taan bakteerin soluseinässä. Kahdeksan tyyppiä (VanA, VanB, VanD, VanE, 

VanG, VanL, VanM ja VanN) on hankittuja ja VanC on E. gallinarumin ja E. cas-

seliflavuksen, sekä E. flavescensin luontainen ominaisuus. (Lewis & Bush 2015, 

1229; Depardieu & Courvalin 2017, 291.)  

 

Koska enterokokit vaihtavat herkästi keskenään geneettistä materiaalia, vanA- ja 

vanB -geenit liikkuvat enterokokkilajien sekä -kantojen välillä helposti. Verrattuna 

toisiinsa vanA -geenin aiheuttama vankomysiiniresistenssi on voimakkaampaa, 

mutta vanB:n välittämää resistenssiä on vaikeampaa havaita. (Rantakokko-Ja-

lava & Anttila 2020c.) Rantakokko-Jalavan ja Anttilan mukaan (2011) enterokok-

kisuvun E. casseliflavus ja E. gallinarum omaavat vanC -geenin, jonka vaikutuk-

sesta ne sietävät kohtalaisesti vankomysiiniä, mutta resistenssin siirtymisestä 

muihin kantoihin ei ole havaintoja (Rantakokko-Jalava & Anttila 2011, 127). 

 

Kliinisesti merkittävimmät operonit ovat VanA ja VanB. Ilmentääkseen resistens-

siä kumpikin operoni koodaa kolmen geenin joukkoa; VanA -operoniin kuuluvat 

geenit vanH, vanA ja vanX, ja operoniin VanB puolestaan geenit vanHB, vanB ja 



 

vanXB. (Lewis & Bush 2015, 1229.) Geenit aiheuttavat modifioitujen peptidogly-

kaanien esiasteiden synteesiä (Depardieu & Courvalin 2017, 290). Normaalisti 

enterokokkien peptidoglykaanin esiasteiden pentapeptidiketju päättyy D-alaniini-

D-alaniini (D-Ala-D-Ala) -päätteeseen, vankomysiiniresistenttien enterokokkien 

esiasteiden päätteet ovat erilaiset (kuva 8); muun muassa VanA ja VanB koodaa-

vat terminaalisia D-laktaatti-esiasteita (D-Ala-D-Lac) ja VanC puolestaan termi-

naalisia D-seriini-esiasteita (D-Ala-D-Ser). (Patel & Richter 2015, 1229; Ahmed 

& Baptiste 2018.) 

 

 

KUVA 8. Vankomysiiniresistenssin toimintamekanismi (Lecturio 2021) 

 

VanA on yleisin enterokokeilla tavatuista glykopeptidiresistenssityypeistä. VanA-

tyypin kannoille on ominaista korkea resistenssitaso sekä vankomysiinille että 

teikoplaniinille. VanA:n geenit koodaavat proteiineja, jotka ovat välttämättömiä 

resistenssin ilmentämiseksi. VanH on dehydrogenaasi, joka muuttaa pyruvaatin 

D-laktaatiksi, VanA on ligaasi, joka käyttää D-laktaatin ja D-alaniinin tähteitä syn-

tetisoidakseen depsipeptidin D-Ala-D-Lac, joka liitetään D-Alaniinin sijasta pep-

tidoglykaanin esiasteeseen. VanX on D-Ala-D-Ala-dipeptidaasi (D-alanyyli-D-ala-

niinidipeptidaasi), joka vähentää normaalien D-Ala-päätteisten peptidoglykaa-

nien esiasteiden määrää hydrolysoimalla endogeenisen/kromosomaalisen D-

Ala-D-Ala-ligaasin muodostamaa D-Ala-D-Ala-dipeptidiä. (Depardieu & Courva-

lin 2017, 292.) 

 

VanA sijaitsee yleensä plasmidin kuljettamassa transposonissa (DNA-jakso) 

Tn1546 mutta se voi olla myös osa bakteriaalista kromosomia. (Depardieu & 



 

Courvalin 2017, 291–292; Ahmed & Baptiste 2018.) Depardieu ja Courvalin 

(2017) epäilevät Tn1546:n kaltaisia elementtejä saaneiden plasmidien konjugaa-

lisen siirtymisen olevan todennäköinen syy VanA -resistenssin leviämiselle ente-

rokokkien välillä. He mainitsevat myös tutkimusdatasta, jonka mukaan VanA -

tyypin osalta resistenssi voi olla alkujaan peräisin glykopeptidiä tuottavista or-

ganismeista, tai maaperän organismeista. (Depardieu & Courvalin 2017, 289, 

293.)  

 

VanB -tyypille on ominaista vaihteleva resistenssi vain vankomysiinille. Tyypilli-

nen VanB-operoni on geneettisesti samantapainen, kuin vanA ja myös VanB ai-

kaansaa resistenssin tuottamalla D-laktaatti-päätyisiä peptidoglykaanin esias-

teita. VanB sisältää geenit vanHB, vanB ja vanXB, jotka vastaavasti koodaavat 

dehydrogenaasia, ligaasia ja dipeptidaasia, joilla on korkea sekvenssi-identtisyys 

(67–76 %) VanA:n geenien kanssa. Spesifisten nukleotidisekvenssien perus-

teella VanB -operonista on erotettu kolme alatyyppiä, vanB1, vanB2 ja vanB3, 

mutta niillä ei ole havaittu olevan vaikutusta resistenssin voimakkuuteen. (Depar-

dieu & Courvalin 2017, 293.)  

 

VanB-resistenssialleelien siirtyminen tapahtuu transposonien, kuten Tn1547, 

Tn1549 ja Tn5382 kautta. (Ahmed & Baptiste 2018.)  VanB-geeniklustereita kul-

jettavat suuret konjugatiiviset elementit, jotka siirtyvät kromosomista toiseen. 

(Depardieu & Courvalin 2017, 295.) Konjugatiivinen vanB-transposoni (Tn1549) 

on yleinen VanB-tyypin enterokokkien keskuudessa ja se on pääasiassa kromo-

somaalinen transposoni, jota harvoin esiintyy plasmideissa. (Ahmed & Baptiste 

2018.) VanB-operoni voi sijaita myös plasmideissa. Depardieun ja Courvalinin 

mukaan suuri osa VanB-tyypin resistenssin leviämisestä näyttää johtuvan 

Tn916:n kaltaisten konjugatiivisten transposonien kuljettamien vanB2-klusterei-

den leviämisestä. VanB1 yhdistetään transposoniin Tn1547. (Depardieu & Cour-

valin 2017, 295.) 

 

VanC eroaa geneettisesti VanA ja VanB -operoneista. VanC-resistenssi perustuu 

terminaaliseen D-Ala-D-Ser:iin päättyvien peptidoglykaanien esiasteiden syntee-

siin. VanC-resistenssin tiedetään olevan luontaisesti enterokokkilajeissa E. galli-

narum, E. casseliflavus ja E. flavescens. VanC-geeneistä tunnetaan kolme ala-

tyyppiä, vanC-1 (E. gallinarumilla), vanC-2 (E. casseliflavuksella) ja vanC-3 (E. 



 

flavescensilla). Joskus vanC:n alatyyppejä nähdään myös näiden enterokokkila-

jien merkkiaineina. (Depardieu & Courvalin 2017, 296; Ahmed & Baptiste 2018.) 



 

7 ANALYTIIKKA 

 

 

7.1 Bakteerin tunnistus 

 

Jos viljellyllä maljalla kasvaa enterokokki, suoritetaan jatkotutkimuksia mahdolli-

sen vankomysiiniresistentin enterokokkikannan osoittamiseksi. Useimmiten 

nämä tutkimukset tehdään ulostenäytteestä. Bakteerin kasvettua noin vuorokau-

den ajan, tehdään sille lajityypitys MALDI-TOF-laitteella. (EPSHP 2020.) 

 

MALDI-TOF (MALDI = Matrix-Assisted Laser-Desorption Ionisazion, TOF = 

Time-Of-Flight) on massaspektrometrinen menetelmä, jolla saadaan tunnistettua 

infektioita aiheuttavia bakteeri-, virus- sekä sienilajeja. Lasersäde aiheuttaa mat-

riisiin sidotun näytteen hajoamisen ioneiksi, jotka lentävät sähkökentässä kiihtyen 

massansa ja sähkövarauksensa mukaan. Laite laskee molekyylien tarkan mas-

san niiden lentoajan perusteella ja määrittää näytteelle nimen suureen tietokan-

taan talletettujen, tunnettujen ionien massojen perusteella. (Lavigne, Espinal, 

Dunyach-Remy, Messad, Pantel & Sotto 2012.) 

 

 

7.2  Herkkyysmääritykset 

 

Lajityypityksen jälkeen tehdään herkkyysmääritys, jotta saadaan selville, onko 

bakteerin herkkyys vankomysiiniä kohtaan alentunut. (EPSHP 2020). Herkkyys-

määritys suoritetaan kiekkodiffuusiomenetelmänä erilliselle herkkyysmääritys-

maljalle. Maljan bakteerikasvun tulee olla jatkuvaa ja tasaista, eikä siinä saa kas-

vaa erillisiä pesäkkeitä. Viljellylle maljalle asetetaan antibioottia sisältäviä kiek-

koja annostelijan avulla, ja bakteerien kasvaessa myös lääkeaineet leviävät kie-

koista elatusaineeseen. Herkkyysmääritysten tulkinta tehdään mittaamalla kie-

kon ympärille muodostuvan estorenkaan (kuva 9) kokoa. Lääkeaineelle herkät 

bakteerit muodostavat estorenkaan (mitä herkempi bakteeri, sitä suurempi esto-

rengas), ja lääkkeelle resistentit bakteerit eivät muodosta estorengasta lainkaan. 

(Bayot & Bragg, 2021.) 

 



 

Herkkyysmääritys voidaan tehdä myös E-liuskoilla (kuva 9), joilla voidaan mää-

rittää lääkeaineherkkyyden MIC-arvo (minimum inhibitory concentration, pienin 

mahdollinen lääkeainemäärä, johon bakteeri reagoi) määritettävälle bakteerille. 

Liuskaan on valmiiksi imeytetty lääkeaine, jonka pitoisuus nousee mitta-asteikon 

lukemien mukaan, ja se asetetaan elatusaineelle viljellyn bakteerikannan päälle. 

Bakteerin kasvettua tulos luetaan mitta-asteikolta estovyöhykkeen ja estopisteen 

kohdalta. VAN-E-liuskan mitta-asteikko ilmoitetaan välillä 0,008µg/ml ja 

256µg/ml. (Rengaraj, Mariappan & Kamalanadhan, 2016.) 

 

 

KUVA 9. Estorengas VA-kiekon ja VAN-E-liuskan ympärillä (Latvamäki 2021) 

 

Suomessa noudatetaan Eurooppalaisen mikrobilääkkeiden herkkyysmääritysko-

mitean (EUCAST) suosituksia mikrobilääkeresistenssin määrityksessä käytettä-

vistä herkkyysmääritysmenetelmistä ja tulkintataulukoista. Herkkyystulkintojen 

(SIR) määritelmät jaetaan kolmeen luokkaan (taulukko 1): S (susceptible, lääk-

keelle herkkä), I (intermediate, herkkyydeltään alentunut, mutta terapeuttinen hoi-

tovaste on mahdollinen, jos lääkkeen pitoisuutta voidaan nostaa) ja R (resistant, 

resistentti kyseiselle lääkeaineelle, eli lääke ei tehoa kyseiseen bakteerikantaan). 

(Rengaraj ym. 2016; Rantakokko-Jalava & Hakanen 2020.) 



 

TAULUKKO 1. Herkkyysmääritysten standardit (Weinstein 2020; Eucast 2020) 

 Kiekkomääritys mm MIC-arvo 

S = susceptible ≥ 12 mm ≤ 4µg/ml 

I = intermediate  5-31µg/ml 

R = resistant ≤ 11 mm ≥ 32µg/ml 

 

 

7.3 PCR  

 

Kun herkkyysmäärityksellä saadaan osoitettua resistenttejä enterokokkikantoja, 

niistä määritetään resistenssigeenit vanA ja vanB käyttäen PCR-menetelmää. 

(EPSHP 2020). PCR (polymeraasiketjureaktio) on menetelmä, jossa DNA-ketjua 

monistetaan miljooniksi kopioiksi, jotta geenin kvantitatiivinen määritys on mah-

dollista (Behlke ym. 2019). 

 

PCR-menetelmän ensimmäiset julkaistut tutkimukset ovat vuodelta 1985 ja se on 

ollut siitä asti laajasti käytössä monissa tutkimuksissa kansainvälisesti. PCR on 

kuitenkin menetelmänä hyvin kontaminaatioherkkä. (Behlke ym. 2019.) 

 

 

7.3.1 Real-Time qPCR  

 

Ennen PCR-testausta tehtävässä näytteen esivalmistelussa näyte lisätään usein 

testikaseteissa valmiina olevaan puskuriliuokseen. Entsyymispesifisen puskuri-

liuoksen tehtävänä on saada aikaan DNA:n monistumiselle sopivat olosuhteet 

sekä stabiloida polymeraasientsyymin toimintaa. Polymeraasientsyyminä yksi 

yleisimmin käytettävistä on Taq eli Thermus aquaticus -bakteerista eristetty ent-

syymi. Tämän lisäksi tarkkuutensa vuoksi laajasti käytössä on myös Pfu eli Py-

rococcus furiosus -bakteerientsyymi (NCBI 2017). Molemmilla näistä entsyy-

meistä on PCR:ään sopivia ominaisuuksia; ne voivat osallistua uusien DNA-juos-

teiden tekemiseen ja kestävät hyvin korkeitakin lämpötiloja. Polymeraasientsyy-

min tehtävänä on vastinjuosteen rakentaminen yksittäisistä dNTP-molekyyleistä. 

(Behlke ym. 2019; Park 2011.) 

 



 

PCR:ssä on kolme vaihetta: denaturaatiovaihe, alukkeiden kiinnittymisvaihe ja 

pidentymisvaihe eli ekstensiovaihe. Denaturaatiovaiheessa templaatti-DNA kuu-

mennetaan 93–96°C, jolloin DNA denaturoituu ja vastinjuosteet irtoavat toisis-

taan. Tämän seurauksena saadaan yksijuosteista DNA:ta, johon oligonukeloti-

dialukkeet voivat sitoutua. Oligonukleotidialukkeet ovat synteettisiä DNA-jaksoja, 

jotka tunnistavat monistettavan templaatti-DNA:n alueen päät ja määrittävät mo-

nistettavan kohdealueen sitoutumalla komplementaarisiin juosteisiin tällä alu-

eella. Denaturaatioon vaikuttavat liuoksen tyyppi, templaatin kompleksisuus, suo-

lapitoisuus ja pH. (Behlke ym. 2019; Park 2011.) 

 

Toisessa vaiheessa lämpötila lasketaan noin 40–72°C ja oligonukleotidialukkeet 

kiinnittyvät tässä vaiheessa yksisäikeiseen DNA:han emäsparisäännön mukai-

sesti (G-C, T-A). (Behlke ym. 2019; Park 2011.) 

 

Kolmas vaihe eli ekstensiovaihe tapahtuu useimmiten noin 72°C asteessa. Tässä 

vaiheessa DNA-polymeraasi luo yhdessä ionikonsentraatioliuoksena käytetyn 

magnesiumkloridiliuoksen kanssa vastinjuosteet yksijuosteiselle DNA:lle liittä-

mällä siihen deoksinukleotideja (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) aloittaen 3’-pää-

dystä ja edeten 5’-päätyyn. (Behlke ym. 2019; Park 2011.)  

 

Kolmannen vaiheen reaktion loputtua reaktioseos jäähdytetään huoneenläm-

pöiseksi. Reaktioiden jälkeisen DNA-molekyylien muodostumisen valmistuttua 

reaktio aloitetaan jälleen alusta, ja näitä syklejä toistetaan useampia aloittaen en-

simmäisestä vaiheesta. Uusissa sykleissä myös juuri syntetisoidut DNA-mole-

kyylit toimivat templaatteina. DNA:n määrä kaksinkertaistuu jokaisessa syklissä, 

ja syklejä suoritetaan yhteensä noin 25–45. (Behlke ym. 2019.) 

 

Perinteisessä PCR-menetelmässä detektio tapahtuu vasta kolmannen vaiheen 

lopussa monistuksen loputtua (Park 2011). Real-Time qPCR (reaaliaikainen 

kvantitatiivinen PCR) on suoraan kehittynyt perinteisestä PCR:stä ja perustuu sa-

maan tekniikkaan. Reaaliaikaisessa PCR:ssä monistumista ja reaktion edisty-

mistä voidaan kuitenkin seurata reaaliajassa fluoresenssin avulla. Reaaliaikaisen 

PCR:n on tutkittu olevan ainakin 100-kertaisesti herkempi kuin ns. perinteinen 

PCR, ja tulosten valmistuminen vie vain joitain kymmeniä minuutteja. (Park 

2011.) Reaaliaikaisen PCR:n jatkuvan mittaamisen avulla reaktion tuloskäyriä on 



 

mahdollista käyttää mittaamaan alkuperäisen näytteen DNA:n eli templaatti-

DNA:n molekyylien määrää. Reaaliaikaisessa PCR:ssä käytön kannalta positiivi-

sia tekijöitä ovat myös muun muassa suljetut ”testikasetit” (vähentää kontaminaa-

tioriskiä), nopeat ja helpot analyysit, todella laajat määrien mittaamisen asteikot 

ja selkeästi suurempi luotettavuus ja herkkyys. Kvantitatiivinen, reaaliaikainen 

PCR on myös melko edullinen ja luotettava menetelmä. (Behlke ym. 2019.) 

 

Reaaliaikaisessa PCR:ssä tuotteen detektion seuraaminen läpi jokaisen vaiheen 

on mahdollista reaktioon lisättävien fluoresoivien molekyylien ansiosta. Molekyylit 

reagoivat DNA:n määrän lisääntymiseen fluoresoivalla signaalilla, ja fluoresens-

sin vahvuus kasvaa suhteessa kasvavaan DNA:n määrään. Syklejä voidaan tar-

vita useampia tarvittavan tason tavoittamiseksi, jotta fluoresenssisignaalia voi-

daan mitata. (Behlke ym. 2019; Cepheid 2018.)  

 

Fluoresoivat merkkiaineet jaetaan kahteen kategoriaan, epäspesifisiin ja temp-

laatti-spesifisiin merkkiaineisiin. Epäspesifisiin kuuluvat fluoresoivat väriaineet, 

joista yleisimmin käytetty väriaine on SYBR Green I. Spesifisiin kuuluvat hydro-

lyysiin perustuvat koettimet, esimerkiksi TaqMan-koetin. (Behlke ym. 2019.) 

 

 

7.3.2 GeneXpert® 

 

Työssä PCR-testauksessa käytetty GeneXpert® on laite, joka käyttää tekniikka-

naan reaaliaikaista PCR:ää. Reaaliaikaiselle PCR:lle tyypillisesti se suorittaa ajon 

aikana jatkuvasti fluoresenssisignaalin mittaamista läpi kaikkien vaiheiden ja ke-

rää fluoresenssin lähettämää dataa. Laite ajaa näytteet noin tunnin sisällä. 

(Cepheid 2018.) 

 

GeneXpert® käyttää DNA-polymeraasientsyyminä Taq-polymeraasia ja eks-

tensiovaiheen ionikonsentraationa magnesiumkloridiliuosta. Näytteiden ajoon on 

käytössä valmistajan omat kertakäyttöiset näytekasetit. Fluoresenssikoettimena 

laitteella on käytettävissä sekä sekvenssispesifisiä, fluoresenssimerkittyjä 

TaqMan-koettimia että värileimattuja, spesifisyydeltään suuria Molecular Beacon 

–koettimia. (Cepheid 2013.) 

 



 

GeneXpert® ilmoittaa testin tulokset CT- eli cycle threshold –arvona (liite 1), joka 

tarkoittaa PCR:n monistusreaktion kierrosten määrää testauksen aikana. Tästä 

tuloksesta selkeästi positiiviseksi vanA/vanB-määrityksessä on luettavissa tulok-

set, joissa CT-arvo on pienempi tai yhtä suuri kuin 25. Tästä suuremmat kierros-

ten määrät vähentävät tuloksen luotettavuutta. Kuitenkin selkeät negatiiviset tu-

lokset ilmoitetaan tuloksella 0, jolloin PCR-reaktio ei ole edes käynnistynyt kysei-

sen geenin suhteen. (Zhou ym. 2014; Lemmer ym. 2017.) 

 

 



 

8  VERIFIOINTI 

 

 

Tutkimusmenetelmien verifioinnilla varmistetaan, että laboratorio pystyy täyttä-

mään testimenetelmän suorituskykyvaatimukset ja että verifioitavalla menetel-

mällä saadaan vertailukelpoisia tuloksia verrattuna vakiomenetelmällä saataviin 

tuloksiin. Verifiointi voidaan suorittaa esimerkiksi silloin, kun jo toisessa laborato-

riossa käytössä oleva ja validoitu menetelmä otetaan käyttöön. Yleisesti verifioin-

tiin kuuluu menetelmän toistettavuuden, uusittavuuden, herkkyyden, tarkkuuden 

ja näytematriisin vaikutuksen määrittely. Käytettävät testit ovat usein kaupallisia 

ja validoitu jo valmistajan toimesta. (Hägg 2016, 7–8, 43.) Verifiointi on suoritet-

tava ennen kuin menetelmää voidaan käyttää rutiinidiagnostiikkaan (Food and 

Drug Administration 2020). 

 

Analyyttinen herkkyys eli havaitsemisraja (LOD, limit of detection) kuvaa analyy-

tin, esimerkiksi mikrobien, pienintä pitoisuutta näytteessä, jonka verifioitava laite 

luotettavasti havaitsee. Analyyttinen tarkkuus ilmaisee menetelmän kykyä ha-

vaita ja mitata ainoastaan kohteena olevaa analyyttiä. Tarkkuuden määrittämi-

seen voidaan käyttää tunnettujen näytteiden sarjaa, jolloin laitteen antamia tulok-

sia verrataan tunnettuihin tuloksiin. (Wolk 2017.) 

 

Diagnostinen herkkyys (sensitiivisyys) kuvaa, kuinka todennäköisesti laite tunnis-

taa positiivisen näytteen. Diagnostinen tarkkuus (spesifisyys) puolestaan sen to-

dennäköisyyttä, että laite tunnistaa negatiivisen näytteen. (Duodecim 2016.) 

 

Verifioinnin toistettavuus kertoo yksittäisten näytteiden rinnakkaismääritysten tu-

losten yhteneväisyydestä, eli kuinka paikkansapitävä laitteen antama tulos on, 

kun se määrittää saman näytteen useaan kertaan. Keskihajonta (varianssin ne-

liöjuuri), lasketaan toistettavuustulosten perusteella. Keskihajonta kertoo tulosten 

keskimääräisen poikkeaman keskiarvosta ja mitä suurempi keskihajonta on, sitä 

enemmän esimerkiksi toistettavuusnäytteiden tuloksissa on vaihtelua. Keskiha-

jonta lasketaan yleensä tilastoaineistojen analysointia varten suunniteltua tilasto-

ohjelmaa apuna käyttäen. (Wolk 2017.)  

 



 

Tässä tutkimuksessa verifiointi on rajattu menetelmän herkkyyden, tarkkuuden ja 

toistettavuuden mittaamiseen. Näiden muuttujien tuloksia verrataan Seinäjoen 

kliinisen mikrobiologian yksikössä jo käytössä olevien menetelmien tuloksiin. 

Luotettavuutta on mitattu vertaamalla verifioitavan GeneXpert® -analysaattorin 

tuloksia käytössä olevaan VRE-kantojen herkkyysmääritysten tuloksiin.  



 

9 TUTKIMUKSEN TAVOITE, TARKOITUS JA TUTKIMUSONGELMAT 

 

 

Opinnäytetyön tavoitteena on toteuttaa vankomysiinille resistenttien geenien 

osoittamiseen soveltuvan geenitestin verifiointi Seinäjoen keskussairaalan kliini-

sen mikrobiologian laboratoriolle. Mikrobiologialla ei ole vielä käytössä verifioitua 

geenitestiä.  

  

Opinnäytetyön tarkoituksena on selvittää, vastaavatko verifioitavan geenitestin 

tulokset, eli sen tunnistamat vanA- ja vanB-geenit jo verifioidulla menetelmällä 

saatuja tuloksia. 

  

Opinnäytetyön tutkimusongelmat ovat 

  

• Mikä on verifioitavan geenitestin herkkyys tunnistaa vanA- ja vanB -gee-

nit? 

• Mikä on verifioitavan geenitestin tarkkuus tunnistaa vanA- ja vanB -geenit? 

• Onko menetelmä toistettavuudeltaan luotettava? 

• Täyttääkö verifioitava menetelmä kriteerit, joiden perusteella se voidaan 

ottaa käyttöön? 

 

 



 

10 TUTKIMUSMENETELMÄT 

 

 

Tutkimusmenetelmänä opinnäytetyössä on käytetty kvantitatiivista eli määrällistä 

menetelmää. Kvantitatiivinen tutkimus vastaa kysymyksiin miksi, missä ja pal-

jonko. Kvantitatiiviset tutkimusmenetelmät painottavat objektiivisia mittauksia ja 

tilastollista, matemaattista tai numeerista analysointia, ja usein tutkimuksessa 

selvitetään myös eri asioiden välisiä riippuvuuksia tai muutoksia, joita ilmiöissä 

on tapahtunut. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa kartoitetaan yleensä olemassa 

olevaa tilannetta, mutta asioiden syitä ei pystytä välttämättä riittävästi selvittä-

mään. (Heikkilä 2014; LeTourneau University 2021) 

 

Kvantitatiiviset tutkimusmenetelmät painottavat objektiivisia mittauksia ja tilastol-

lista, matemaattista tai numeerista analysointia, jonka data on kerätty tyypillisesti 

muun muassa erilaisilla kyselyillä, haastatteluilla, systemaattisella havainnoin-

nilla ja kokeellisilla tutkimuksilla. Tutkimuksen vaiheisiin kuuluvat tutkimusongel-

man määrittäminen, aikaisempaan kirjallisuuteen perehtyminen, tutkimussuunni-

telman laatiminen, tiedonkeruutavan suunnittelu ja tiedonkeruuvälineen rakenta-

minen, tietojen kerääminen, tietojen analysointi sekä tulosten raportointi. (Heik-

kilä 2014.) Kirjallinen loppuraportti koostuu johdannosta, kirjallisuudesta ja teori-

asta, menetelmistä, tuloksista ja pohdinnasta (LeTourneau University 2021). 

 

Tutkimuksessa on mitattu GeneXpertin® herkkyyttä, tarkkuutta ja toistettavuutta, 

ja sen tuloksia on käsitelty taulukoin ja lisäksi toistettavuuksista on laskettu kes-

kiarvo ja keskihajonta, ja niistä variaatiokerroin (CV%). Numeerinen analysointi 

on toteutettu käyttäen Excel -laskelmataulukko-ohjelmistoa.  

 

Keskihajonta lasketaan hyödyntäen toistettavuusnäytteiden tuloksia niiden kes-

kiarvoon. Keskihajonnan voi laskea myös ilman laskinohjelmiston hyödyntämistä 

(kaava 1), jolloin ensin lasketaan aineiston (toistettavuuden rinnakkaistulosten) 

arvojen poikkeamat suhteessa keskiarvoon, eli varianssi. Varianssi saadaan las-

kemalla arvojen ja keskiarvon erotuksen neliö (toinen potenssi) kaavalla 

 

𝑠2 =
1

𝑛
((𝑥𝑖 − 𝑥̅)2 + (𝑥2 − 𝑥)2+… + (𝑥𝑛 − 𝑥̅)2), (1) 



 

 

jossa 𝑠2 merkitsee varianssia, n arvojen määrää, 𝑥𝑖 on yksittäinen arvo ja 𝑥̅ kes-

kiarvo. (Tilastokeskus n.d.; Kvantitatiivisen tutkimuksen verkkokäsikirja n.d.)  

 

Keskihajonta on varianssin neliöjuuri, jota yleensä käytetään ilmoitettavana ha-

jontalukuna. Keskihajonnan laskemiseksi varianssin arvo, eli arvojen ja keskiar-

von erotuksen neliöstä otetaan neliöjuuri. Keskihajonnan yksikkö on sama, kuin 

laskennassa käytetyn arvon yksikkö. Jos toistettavuuden kaikki arvot ovat sa-

moja, keskihajonnan arvo on nolla. (Tilastokeskus n.d.) Koko perusjoukon kes-

kihajonta voidaan laskea erilaisilla kaavoilla (kaavat 2 ja 3): 

 

𝜎 = √
1

𝑛
((𝑥𝑖 − 𝑥̅)2 + (𝑥2 − 𝑥)2+… + (𝑥𝑛 − 𝑥̅)2), (2) 

 

tai vaihtoehtoisesti 

 

𝜎 =  √
∑ (𝑥𝑖−𝑥̅)2𝑛

𝑖=1

𝑛
,    (3) 

 

joissa 𝜎 merkitsee keskihajontaa, n arvojen määrää, 𝑥𝑖 on yksittäinen arvo 𝑥̅ 

keskiarvo ja ∑ (sigma) yhteenlaskua. (Tilastokeskus n.d.; Kvantitatiivisen tutki-

muksen verkkokäsikirja n.d.) 

 

Variaatiokerroin suhteuttaa keskihajonnan ja aineiston keskiarvon, eli määrittää 

arvojen suhteellisen hajonnan poistamalla keskiarvon vaikutuksen keskihajon-

taan. Variaatiokerroin ilmoitetaan prosentteina (CV%). CV% lasketaan kaavasta 

(4) 

 

𝐶𝑉% =
𝑠

𝑥
∗ 100 ,   (4) 

 

jossa CV% merkitsee variaatiokerrointa, s arvojen keskihajontaa ja 𝑥  keskiar-

voa. (Kvantitatiivisen tutkimuksen verkkokäsikirja n.d.) 

 

 



 

KUVA 10. Kaaviokuva hajotusviljelytekniikasta (Carlson & Koskela 
2011) 

11 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS 

 

 

VRE-geenitestin verifiointityö toteutettiin käytännössä kliinisen mikrobiologian la-

boratoriossa. Verifiointiin sisällytettiin alun perin 40 näytettä, joista 20 valmiiksi 

VRE-geenien suhteen positiiviseksi testattua oli saatu Terveyden ja hyvinvoinnin 

laitokselta (THL) ja 20 negatiiviseksi testattua mikrobiologian omista näytteistä. 

Näytteistä kuitenkin karsittiin kaksi negatiivista näytettä pois jo ensimmäisen ha-

jotusviljelyn jälkeen näytteiden huonolaatuisuuden vuoksi, jolloin negatiivisia 

näytteitä jäi lopulliseen työhön vain 18. Jokaista näytettä oli valmiiksi pakastet-

tuna 50µl ja näytteet sekoitettiin huolellisesti ennen viljelyä. 

  

Työ aloitettiin ensimmäisenä päivänä sekä negatiivisten että positiivisten näyttei-

den kohdalla lampaanverimaljoille suoritettuna hajotusviljelynä (kuva 10). Näy-

tettä siirrettiin viljelysilmukalla yksi mikrolitra verimaljalle, jossa se viljelysauvan 

avulla hajotettiin koko maljalle. Viljellyt maljat siirrettiin yön yli kasvamaan hiilidi-

oksidikaappiin. 

 

 

  

 

Seuraavana päivänä jokaiselle näytteelle tehtiin herkkyysmääritys Müller-Hinton-

maljoille sekä PCR-testaus GeneXpertillä®. Herkkyysmääritystä varten tehtiin 0.5 

McFarlandin vahvuinen suspensio, johon sekoitettiin viljelysauvalla yksittäisiä pe-

säkkeitä 0,9% NaCl -putkeen. Liuos sekoitettiin huolellisesti ja näytettä levitettiin 

dreijaamalla MH-maljalle pumpulitikun avulla. Jokaiseen herkkyysmääritysmal-

jaan kiinnitettiin VAN-kiekko sekä VAN-E-liuska ja maljat siirrettiin yöksi lämpö-

kaappiin. 

 

GeneXpertin® PCR-määritykseen käytettiin samaa suolaliuosta kuin herkkyys-

määrityksiin, ja nämä tehtiin samalla kertaa. PCR-määritykseen käytettiin Ge-

neXpert®-laitteen omia Cepheidin-näytetikkuja, valmiita kaupallisia reagensseja 



 

sekä puskuriliuosta sisältävää testikasettia. GeneXpertin® työohjeiden (liite 2) 

mukaisesti näytetikkua sekoiteltiin suspensioliuoksessa ja katkaistiin sen jälkeen 

reagenssipulloon. Lisätyn näytetikun pään sisältävän reagenssipullon sekoittami-

sen jälkeen pipetoitiin kaikki reagenssipullon näytemateriaali testikasettiin. Testi-

kasetti asetettiin yhteen GeneXpert®-laitteen moduuleista, jolloin kone suorittaa 

itse PCR-määrityksen ja antaa tuloksen negatiivisena tai positiivisena sekä vanA- 

että vanB- geenin osalta. 

 

Tästä seuraavana päivänä suoritettiin herkkyysmääritysten tulosten tulkinta mit-

taamalla estorenkaiden kokoa sekä Van-E –liuskojen MIC-arvoa. Herkkyysmää-

ritysten ja GeneXpertin® tuloksia verrattiin jo tässäkin vaiheessa toisiinsa ja tar-

kistettiin, että tulokset täsmäsivät. 

 

Kaikista positiivisista näytteistä tehtiin vielä puhdasviljelyt lampaanverimaljoille ja 

siirrettiin hiilidioksidikaappiin yöksi. Näistä positiivisten näytteiden puhdasvilje-

lyistä suoritettiin seuraavana päivänä vielä lajityypitys massaspektrometrisesti. 

 

Lisäksi GeneXpertin® menetelmän toistettavuutta mitattiin tekemällä kuudesta 

näytteestä ajot kolmeen kertaan. Näistä näytteistä kahdesta oli tehty jo aikaisem-

pina päivinä uudet, vertailevat PCR-ajot herkkyysmääritysmaljojen epäselvän tu-

loksen vuoksi, ja näitä uudelleen tehtyjä testauksia käytettiin myös toistettavuu-

den mittaamisessa. Näiden kahden näytteen kolmansien ajojen lisäksi neljästä 

näytteestä tehtiin vielä kaksi uutta lisäajoa PCR-laitteella. Työn etenemisen yh-

teenveto on tehty erikseen taulukkoon 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

TAULUKKO 2. Opinnäytetyön eteneminen. 

 

1. päivä 

Hajotusviljely lampaanverimaljoille pakastetuista näytteistä 

Viljellyt näytteet yöksi hiilidioksidikaappiin 

 

2. päivä 

Viljellyistä kannoista PCR-testaus GeneXpert®: llä 

Viljellyistä kannoista herkkyysmääritys Müller-Hinton-maljoille 

Herkkyysmääritysmaljat yöksi lämpökaappiin 

 

3. päivä 

Herkkyysmääritysten tulosten tulkinta 

PCR:n ja herkkyysmäärityksen tulosten vertailu 

Viljellyistä positiivisista kannoista uudet puhdasviljelyt 

Puhdasviljelymaljat yöksi hiilidioksidikaappiin 

 

4. päivä 

Herkkyysmääritysten 2 vuorokauden muutosten tulkinta 

Puhdasviljelyistä lajimääritys MALDI-TOF-laitteella 

Toistettavuuden testaaminen GeneXpert®: llä (3 näytettä) 

 

5. päivä 

Toistettavuuden testaaminen GeneXpert®: llä (3 näytettä) 

 

 



 

12 TUTKIMUKSEN TULOKSET 

 

 

Opinnäytetyöhön valituista näytteistä oli tiedossa ja eroteltuina jo etukäteen tun-

netut positiiviset THL:n näytteet sekä Seinäjoen keskussairaalan omista potilas-

näytteistä kerätyt negatiiviset kontrollinäytteet. Kaikki näytteet olivat enterokok-

keja. 

 

Lopullisissa tuloksissa mukana oli 18 negatiivista näytettä sekä 20 positiivista 

näytettä. Tuloksissa negatiiviset, mikrobiologian omista potilasnäytteistä saadut 

näytteet on nimetty B-alkuisina numeroina (liite 3), ja positiiviset THL:n näytteet 

juoksevina numeroina 1-20 (liite 4). Negatiivisista näytteistä 16 näytettä olivat sel-

keästi negatiivisia, ja herkkyysmäärityksessä Van-kiekon ympäriltä mitattava mil-

limetriarvo oli pääosin välillä 12,2–18,9 ja MIC-arvo välillä 0,5–2,0. Näiden lisäksi 

yhdellä maljalla esiintyi vielä yksittäisinä pesäkkeinä lisäkasvua 2 vuorokauden 

jälkeen, jonka johdosta voisi olettaa, että maljalla oleva viljely saattoi olla konta-

minoitunut jossain vaiheessa. Muut herkkyysmääritysmaljat olivat muuttumatto-

mia 2 vuorokauden uusintatulkinnassa, eikä niillä ollut kasvanut lisäpesäkkeitä. 

 

Kaikista mikrobiologian yksikössä aikaisemmin negatiivisiksi osoitetuista kan-

noista saatiin negatiiviset tulokset myös GeneXpert®: llä. Tämä osoittaa menetel-

män olevan tarkkuudeltaan hyvä. Negatiivisten näytteiden joukossa oli myös 

kaksi näytettä, joissa kiekon millimetriarvo oli 0 ja MIC-arvo 6,0 ja 3,0. GeneX-

pert®: llä testattaessa molemmat olivat kuitenkin negatiivisia. Näistä kahdesta 

näytteestä tehtiin vielä lajityypitys MALDI-TOF-laitteella varmistukseksi, ja tässä 

lajityypityksessä näiden näytteiden lajeiksi paljastui E. gallinarum ja E. casselifla-

vus. Nämä lajit kuuluvat vanC-geenityyppeihin, minkä takia ne eivät näyttäyty-

neet positiivisina GeneXpert®: in vanA- ja vanB-geenien testauksessa. 

 

Kaikki THL:n positiivisiksi ilmoittamat kannat olivat myös GeneXpert®: llä testat-

taessa positiivisia, mikä viittaa tutkittavan menetelmän herkkyyteen sen osoitet-

tua myös geenien osalta tulokset yhteneviksi. Suurin osa näytteistä osoittautui 

MALDI-TOF:n lajityypityksessä Enterococcus faecium -lajiksi, ja kaksi näytettä oli 

lajiltaan Enterococcus faecalis. Positiivisista näytteistä 10 oli GeneXpert®: llä tes-



 

tattaessa vanA-positiivisia ja 8 vanB-positiivisia. Kahdessa näytteistä GeneX-

pert® antoi tulokseksi sekä vanA- että vanB-positiivisen, ja näistä toisessa tois-

tettavuuksia ajettaessa tulos oli kahdella muulla kerralla kuitenkin vanB-positiivi-

nen. Positiivisten näytteiden herkkyysmäärityksissä tulos vaihteli välillä 06 ja 12,1 

mm, kun taas MIC-arvon tulokset vaihtelivat välillä 6 µg/ml ja yli 256 µg/ml. Tulos 

06 tarkoittaa nollatulosta eikä estorengasta muodostu, eikä tämä tulos kuvaa mil-

limetrimäärää. Herkkyysmääritysten numeeriset tulokset eivät korreloineet Ge-

neXpert®: in CT-arvojen tulosten kanssa, vaan GeneXpert®: llä kaikki tulokset oli-

vat hyvin samaa luokkaa keskenään herkkyysmäärityksen eroista riippumatta. 

GeneXpert®: in positiiviset tulokset olivat luotettavia, sillä samojen näytteiden tu-

lokset olivat positiivisia myös referenssilaboratorion (THL) määritysten mukaan. 

CT-arvo oli lähes kaikissa näytteissä selkeästi positiivinen.  

 

GeneXpert®: in ajon toistettavuuksia (taulukko 3) testattaessa viisi kuudesta näyt-

teestä oli tuloksiltaan samaa jokaisessa toistossa, mutta yhdessä näytteessä yksi 

toisto antoi eri tuloksen kuin muut, ja siinä sekä vanA että vanB olivat positiivisia. 

Tämän näytteen kahdessa muussa ajossa tulokset kuitenkin täsmäsivät keske-

nään. 

 

Toistettavuuksista laskettiin mikrobiologian yksikön pyynnöstä vielä keskiarvo, 

keskihajonta ja variaatiokerroin Excelin avulla. Keskiarvon ja keskihajonnan 

avulla saatiin laskettua jokaiselle toistolle variaatiokerroin, joka kertoo prosent-

teina toistettavuuksien tulosten suhteellisen hajonnan ilman keskiarvon vaiku-

tusta. EPSHP:n käytäntönä on, että variaatiokertoimen olisi hyvä olla alle 10 %. 

Tuloksissa variaatiokerroin vaihteli välillä 0,35 % ja 15,73 %. Tutkimuksessa kah-

den toistettavan näytteen variaatiokerroin ylitti 10 % tavoiterajan, mutta tavoite-

raja on suuntaa antava eikä kerro koko toistettavuuden onnistumisesta. 

 



 

TAULUKKO 3. Toistettavuuksien keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin. 

Toistettavuudet Mittaustulos Keskiarvo Keskihajonta CV % 

Näyte 1 1: 18,0 

2: 18,6 

3: 18,0 

18,2 0,35 1,92 % 

Näyte 3 1: 17,9 

2: 17,8 

3: 17,9 

17,8 0,06 0,35 % 

Näyte 4 1: 16,7 

2: 17,3 

3: 19,1 

17,7 1,25 7,06 % 

Näyte 5 1: 16,2 

2: 21,4 

3: 20,1 

19,2 2,70 14,06 % 

Näyte 12 1: 18,2 

2: 21,0 

3: 18,6 

19,2 1,51 7,86 % 

Näyte 20 1: 15,1 

2: 17,5 

3: 20,7 

17,8 2,80 15,73 % 

 

 

 



 

13  POHDINTA 

 

 

13.1 Johtopäätökset 

 

Opinnäytetyön tavoitteena oli toteuttaa vankomysiiniresistenssiä aiheuttavien 

geenien testauksen verifiointi Seinäjoen kliinisen mikrobiologian laboratoriolle. 

Tavoite saatiin toteutettua tekemällä sovitusta määrästä näytteitä herkkyysmää-

ritys sekä GeneXpert®: in PCR-testaus ja vertailemalla näiden tulosten paikkan-

sapitävyyttä keskenään.  

 

Vertailujen avulla PCR-menetelmän toimivuus saatiin osoitettua käytännössä 

näiden kyseisten geenien tunnistamiseen. Kokonaisuutena herkkyysmäärityksen 

ja PCR-testauksen tulokset täsmäsivät keskenään ja geenitestin toistettavuuk-

sissa suurimmaksi osaksi vaihtelu oli hyvin pientä. GeneXpert® tunnisti vanA- ja 

vanB –geenit luotettavasti.  

 

Tutkittava menetelmä voidaan todeta herkäksi (sensitiivisyys) sen osoitettua po-

sitiivisiksi oikeiden geenien suhteen kaikki referenssilaboratorion (THL) 

vanA/vanB-positiivisiksi ilmoittamat kannat. Positiivisista näytteistä ajettiin myös 

toistot, joista jokaisesta saatiin positiiviset tulokset.  Menetelmä voidaan myös 

todeta tarkaksi (spesifisyys) sen osoitettua negatiivisiksi kaikki tunnetut negatiivi-

set näytteet. Negatiivisista näytteistä ei tehty toistoja. 

 

Tämän työn perusteella voidaan todeta, että Xpert vanA/vanB -geenitesti sovel-

tuu käytettäväksi kliinisessä laboratoriotyössä vanA- ja vanB-geenien tunnistami-

seen. PCR-menetelmä on kiekkoherkkyysmääritystä herkempi menetelmä, ja 

geenien tunnistaminen pelkän vankomysiiniresistentin enterokokkikannan tun-

nistamisen sijaan auttaa potilaan hoitosuunnitelman laatimisessa. Mahdollisuus 

käyttää geenitestiä Seinäjoen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian yksikössä 

mahdollistaa näytteiden nopeamman suorittamisen ja paremman potilasturvalli-

suuden, kun näytteitä ei tarvitse lähettää ulkopuolisiin laboratorioihin tehtäväksi. 

 

 



 

13.2 Eettisyys 

 

Etiikka filosofian osa-alueena selvittää oikean ja väärän, hyvän ja pahan, sekä 

moraalisen toiminnan näkemyksiä. Tutkimusetiikassa on kyse vastuullisista, eet-

tisistä ja rehellisistä toimintatavoista tutkimuksenteossa. Ihmistieteiden tutkijan 

on noudatettava näitä toimintatapoja kunnioittaakseen tutkimiansa ihmisiä ja tuot-

taakseen kestävää tietoa. (Kallinen & Kinnunen n.d.; Mustajoki & Korhonen 

2021.) Tutkimuseettinen neuvottelukunta (TENK) on laatinut hyvän tieteellisen 

käytännön (HTK) tutkimuseettisen ohjeen yhteistyönä suomalaisen tiedeyhteisön 

kanssa. HTK:n tavoitteena on hyvän tieteellisen käytännön edistäminen ja var-

mistaa loukkausepäilyjen asiantunteva, oikeudenmukainen ja mahdollisimman 

nopea käsittely. Tutkimusta tehdessä tulee noudattaa rehellisyyttä, tarkkuutta ja 

huolellisuutta tutkimustyössä, tutkimustulosten tallettamisessa ja niiden esittämi-

sessä. Tutkijan tulee myös kunnioittaa muiden tutkijoiden työtä ja viitata heidän 

julkaisuihinsa asianmukaisesti, antaen aiemmin tehdylle työlle sen ansaitseman 

arvon käyttäessään sitä omassa tutkimuksessaan. (Tutkimuseettinen neuvotte-

lukunta n.d.) 

 

Työssä eettisyys toteutui tutkimusta tehdessä tulosten kirjaamisen ja koko pro-

sessin aikaisena tietojen ja tutkimusmateriaalin oikeellisena, rehellisenä ja huo-

lellisena käsittelynä. Näytteiden potilastiedot eivät olleet mukana missään työvai-

heessa ja näytteiden anonymiteetti oli näin ollen myös helppo säilyttää. Kaikki 

tulokset ja tulosten mahdollinen vaihtelu on kirjattu ja ilmoitettu kokonaisuudes-

saan tuloksissa. 

 

 

13.3 Luotettavuus 

 

Tutkimuksen tasoa ja luotettavuutta on arvioitava koko tutkimusprosessin ajan. 

Luotettavuutta voi varmistaa käyttämällä tutkimuksessa esimerkiksi erilaisia ana-

lyysimenetelmiä ja aineistotyyppejä, sekä suunnittelemalla tutkimustyön ja -kysy-

mykset huolellisesti. Tätä tapaa luotettavuuden kohottamiseen kutsutaan trian-

gulaatioksi ja sillä pyritään osoittamaan, että tutkimustulokseen ei ole päädytty 

sattumanvaraisesti, vaan samaan tulokseen voidaan päätyä erilaisia menetelmiä 

käyttäen ja toistettavasti. Kvantitatiivisen tutkimuksen laatua voidaan arvioida sen 



 

luotettavuuden (reliabiliteetti) ja pätevyyden (validiteetti) kautta. Validiteetti viittaa 

siihen, kuinka tarkasti tutkimuksessa käytetty menetelmä mittaa juuri sitä, mitä 

sen on tarkoitus mitata. Reliabiliteetti puolestaan tarkoittaa menetelmän johdon-

mukaisuutta ja tulosten toistettavuutta. Jos sama tulos voidaan saavuttaa toistu-

vasti samoilla menetelmillä samoissa olosuhteissa, mittausta voidaan pitää luo-

tettavana. (Koppa 2021; Middleton 2021.) 

 

Tässä opinnäytetyössä luotettavuutta mitattiin GeneXpert®: in ja THL:n tuloksia 

vertaamalla, jonka lisäksi myös VRE-kantojen kiekkoherkkyysmäärityksiä verrat-

tiin GeneXpert®: in tuloksiin. Vertailu osoitti hyvin työn tulosten luotettavuuden ja 

määritelmän herkkyyden tulosten täsmätessä toisiinsa myös toistettavuuksia tes-

tatessa, vaikka variaatiokertoimessa oli joiltakin osin pientä vaihtelua. Kaikki 

vanA/vanB-positiivisina näytteinä saadut kannat olivat myös tämän työn tutki-

muksen tulosten suhteen positiivisia, ja kaikki tunnetut negatiiviset olivat myös 

tässä negatiivisia, eli tarkkuus ja herkkyys toteutuivat työssä. 

 

 

13.4 Jatkotutkimusaiheet 

 

Emme ole löytäneet aiempia suomenkielisiä tutkimuksia GeneXpert®: in herkkyy-

destä vanA- ja vanB-geenejä kohtaan, vaan kaikki tehdyt tutkimukset ovat kan-

sainvälisiä. Laajemmalle jatkotutkimukselle voisi siis olla Suomessakin kysyntää. 

Menetelmän käyttöä potilasnäytteiden analysointiin voisi jatkotutkimuksena tes-

tata enemmänkin ja suorittaa vielä suuremmasta satunnaisotannasta myös tois-

tettavuudet. Tässä työssä positiiviset ja negatiiviset näytteet ovat olleet jo etukä-

teen varmistettuja, mutta tuntemattomienkin kantojen käyttö testauksessa voisi 

olla hyödyllistä. 
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LIITTEET 

 

Liite 1. GeneXpert®: in tulosraportti. 

 

 



 

Liite 2. Vankomysiiniresistenssi-geenitesti työohje. 

 



 

Liite 3. Negatiiviset kliinisen mikrobiologian näytteet. 

Näyte VAN-

kiekko 

mm 

VAN-E 

MIC 

VAN & VAN-

E 2vrk 

Xpert  

vanA 

Xpert  

vanB 

Vitek2 Huom. 

B1 19,4 1,0 - 0 0 -  

B2 13,8 1,0 - 0 0 -  

B3 - 6,0 - 0 0 Enterococcus 

gallinarum 

VanC 

B4 - 3,0 - 0 0 Enterococcus 

casseliflavus 

VanC 

B5 14,5 2,0 - 0 0 -  

B6 19,6 0,5 - 0 0 -  

B7 16,2 1,5 - 0 0 -  

B8 14,6 1,5 - 0 0 -  

B9 15,9 1,5 - 0 0 -  

B10 19,5 0,5 - 0 0 -  

B11 15,1 1,0 - 0 0 -  

B12 12,2 2,0 - 0 0 -  

B13 16,6 1,0 - 0 0 -  

B14 16,8 0,75 - 0 0 -  

B15 18,9 0,75 Yksittäisiä 

pesäkkeitä 

0 0 -  

B16 18,7 1,0 - 0 0 -  

B17 16,4 1,0 - 0 0 -  



 

 

Liite 4. Positiiviset THL:n näytteet.              1 (2) 

Näyte VAN-

kiekko 

mm 

VAN-E 

MIC 

VAN & 

VAN-E 

2vrk 

Xpert 

vanA 

Xpert 

vanB 

Vitek2 Huom. 

1 9,6 32 - 1: 0 

2: 0 

3: 0 

1: 18,0 

2: 18,6 

3:18,0 

Entero-

coccus 

faecium 

1: VanB 

2: VanB 

3: VanB 

2 06 32 - 0 17,3 Entero-

coccus 

faecium 

VanB 

3 - 2,0 - 1: 0 

2: 0 

3: 0 

1: 17,9 

2: 17,8 

3:17,9 

Entero-

coccus 

faecium 

1: VanB 

2: VanB 

3: VanB 

4 - 1,5 - 1: 0 

2: 37,1 

3: 0 

1: 16,7 

2: 17,3 

3: 19,1 

Entero-

coccus 

faecium 

1: VanB 

2: VanA/B 

3: VanB 

5 06 Yli 256 - 1: 16,2 

2: 21,4 

3: 20,1 

1: 0 

2: 0 

3: 0 

Entero-

coccus 

faecium 

1: VanA 

2: VanA 

3: VanA 

6 06 128 - 0 16,2 Entero-

coccus 

faecalis 

VanB 

7 06 12 - 0 15,8 Entero-

coccus 

faecium 

VanB 

8 06 Yli256 - 15,5 0 Entero-

coccus 

faecium 

VanA 

9 06 Yli 256 - 16,3 0 Entero-

coccus 

faecium 

VanA 

10 06 Yli 256 - 16,3 17,6 Entero-

coccus 

faecium 

VanA/B 

 

 

(jatkuu) 

 

 



 

2 (2) 

 

11 06 Yli 256 - 0 17,6 Entero-

coccus 

faecium 

VanB 

12 06 Yli 256 - 1: 18,2 

2: 21,0 

3: 18,6 

1: 0 

2: 0 

3: 0 

Entero-

coccus 

faecium 

1: VanA 

2: VanA 

3: VanA 

13 06 Yli 256 - 15,3 0 Entero-

coccus 

faecium 

VanA 

14 12,1 6 - 0 16,1 Entero-

coccus 

faecium 

VanB 

15 06 Yli 256 - 15,7 0 Entero-

coccus 

faecium 

VanA 

16 10 8 - 0 15,3 Entero-

coccus 

faecium 

VanB 

17 06 Yli 256 - 15,7 0 Entero-

coccus 

faecalis 

VanA 

18 06 Yli 256 - 15,9 0 Entero-

coccus 

faecium 

VanA 

19 06 Yli 256 - 15,3 0 Entero-

coccus 

faecium 

VanA 

20 06 Yli 256 - 1: 15,1 

2: 17,5 

3: 20,7 

1: 0 

2: 0 

3: 0 

Entero-

coccus 

faecium 

1: VanA 

2: VanA 

3: VanA 
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