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ESBL ja AmpC ovat gram negatiivisten bakteerien tuottamia entsyymejd, jotka ovat
resistentteja tiettyja antibiootteja kohtaan. ESBL- entsyymeitd tuottavien bakteerien
yleistyminen sairaaloissa vaikeuttaa antibioottihoitoa seké johtaa hoitoon liittyvien in-
fektioiden lisd&ntymiseen. Beeta- laktaamiryhmén antibiooteilla on ollut merkittava
rooli gram negatiivisten sauvabakteerien aiheuttamien infektioiden hoidossa. Resisten-
tin lisd&ntyminen beetalaktaameja ja erityisesti karbapeneemejé kohtaan on huolestutta-
va ilmio, sillad karbapenemaasit hajoittavat kaikkien beetalaktaameiden lisdksi myos
karbapeneemejd. Suomessa karbapenemaasia tuottavat kannat ovat vieléd toistaiseksi
harvinaisia. Etenkin enterobakteerien kohdalla karbapenemaasia tuottavien bakteerien
levidminen Suomeen on tapahtunut ulkomailla sairaalahoitoa saaneiden potilaiden ja
ulkomailta tulleiden sairaalasiirtojen valityksella. Jotta voidaan toimia monirestistentti-
en bakteerien torjuntachjeiden mukaisesti, on laboratoriolla oltava kaytdsséan riittavat
diagnostiset valmiudet karbapenmaasien, ESBL:n sekd AmpC:n tunnistamiseen.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on tunnistaa laajakirjoisten beetalaktamaasien aihe-
uttaja. Lisaksi vertailimme kahden eri valmistajan kiekkomenetelmaa karbapenemaasien
tunnistamiseen. ESBL & AmpC osoittamiseen kaytimme Mast Group ESBL&AMpC
Detection Disc Set kiekkopaneelia. Karbapenemaasin osoittamiseen kdytimme Mast
Group Mastdiscs combi ja CAT-ID, sekd ROSCO Combined disk test kiekkopaneeleita.
Kohteenamme oli 48 enterobakteerikantaa, joilla on jokin tunnettu mekanismi tai Vitek-
AES epéily tallaisen olemassaolosta. Tamén tutkimuksen perusteella voidaan todeta
Mast Group ESBL&AmMpC Detection Disc Sets kiekkopaneeli toimivaksi ja se otettiin
kayttoon Fimlab Oy Keski-Suomen toimipisteen mikrobiologian laboratoriossa syksylla
2015.

Asiasanat: laajakirjoiset beetalaktamaasit, kiekkopaneeli
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The extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) and AmpC are enzymes produced by
gram- negative bacteria that are resistant to certain antibiotics. The increased emergence
of the bacteria producing ESBL enzymes in hospitals makes antibiotic treatments diffi-
cult and leads to the increase of care-related infections. The antibiotics of the beta-
lactamase group have had a significant role in the treatment of infections caused by
gram-negative bacilli. The increased resistance to beta-lactamases and especially to car-
bapenemases is a worrying phenomenon because, in addition to disintegrating all the
beta-lactamases, the carbapenemases also disintegrate carbapenems.

In Finland the carbapenemase-producing strains are still rare. Especially with regard to
enterobacteriaceae, the few carbapenamase producing strains that have been found in
Finland have been in patients who have received hospital treatment abroad. In order to
act according to the prevention guidelines of the multi-resistant bacteria, laboratories
must have an adequate diagnostic readiness for the detection of carbapenemases, ESBL
and AmpC.

The purpose of this thesis was to detect the cause of extended-spectrum beta-
lactamases. In addition, the thesis focused on evaluating two disc detection procedures
of two different manufacturers for the detection of carbapenemases. For the ESBL and
AmpC detection the test set used in this thesis was the Mast Group ESBL & AmpC De-
tection disc panel. For carbapenemase detection the Mastdiscs combi and the CAT-1D
test from the Mast Group were used as well as the Combined Disk Test Kit from ROS-
CO. The tests were run for 48 different bacterial strains that already had an extended-
spectrum beta- lactamase mechanism or suspicion of its presence. Based on this study, it
can be stated that the ESBL & AmpC Detection Disc Sets from the Mast Group were
proven valid. For this reason, they were introduced at the Fimlab microbiology labora-
tory in Jyvaskyld in the autumn of 2015.

Key words: Extended- Spectrum Beta- Lactamase, Disk sets
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1 JOHDANTO

Opinnaytety6 tehtiin Fimlab Laboratoriot Oy Keski-Suomen toimipisteeseen. Tyonime-
nd “Enterobakteerien laajakirjoisten beetalaktamaasien tunnistaminen” ja aiheen saim-
me sairaalan mikrobiologilta. Tydssa validoitiin kiekkomenetelm4, jolla voidaan tunnis-
taa laajakirjoisten beetalaktamaasiresistenssin aiheuttaja (ESBL, AmpC, karbapenemaa-
si) ja verrata kahden eri valmistajan menetelmien toimivuutta karbapenemaasin osoit-
tamiseen. Laajakirjoisilla beetalaktamaaseilla on seké kliinista ettd sairaalahygieenista
merkitysta. Laajakirjoisia beetalaktamaaseja tuottavat bakteerikannat, erityisesti
ESBL:n yleistyminen sairaaloissa johtaa hoitoon liittyvien infektioiden lisddntymiseen
sekd vaikeuttaa antibioottihoitoa. (THL 2014.) Kiekkomenetelmista kumpikaan ei ole
ollut kaytossa Fimlabilla. Tarkoituksena oli ottaa kiekkopaneelit kayttoon, jos ne osoit-

tautuivat toimiviksi.

Opinnaytetyossa kaytettavat testit validoitiin eli testattiin menetelman sopivuutta ja toi-
mivuutta resistenssimekanismin tunnistamiseen. Kéytdssamme oli laajakirjoisten beeta-
laktamaasien ESBL: n ja AmpC:n seka karbapenemaasin tunnistukseen tarkoitettuja
kiekkopaneeleita. Vertailimme kahden eri valmistajan kiekkopaneeleita karbapenemaa-

sin tunnistamiseen.

Enterobakteerit ovat luonnostaan herkkid laajakirjoisille kefalosporiineille ja karba-
peneemeille. Osalla lajeista on kromosomaalisia laajakirjoisia beetalaktamaaseja esim.
mutaation kautta. (Nissinen 2014.) Kaikki bakteerit tuottavat proteiineja, joilla on vaih-
televa kyky inaktivoida beetalaktaameja. Enterobakteerit voivat saada laajakirjoisia bee-
talaktamaaseja plasmidien valitykselld. Resistenssiplasmidit kantavat usein eri resis-
tenssitekijoita. Laajakirjoisilla beetalaktamaaseilla on seké kliinistd, ettd sairaalahygiee-
nista merkitysta ja ne voidaan osoittaa sek& fenotyyppisesti, ettd varmistaa genotyypi-
tykselld. ( Nissinen 2014.) Fenotyyppi tarkoittaa bakteerien ilmiasua ja fenotyyppisia
menetelmid ovat mm. viljely, jolla voidaan tunnistaa bakteerilaji ja maaritta4 sen laéke-
resistenssi. Genotyyppi tarkoittaa mikrobin perimad. Genotyypitys on mikrobin periméan
selvittelya esim. PCR-menetelmélla. Fenotyypitys ja Genotyypitys luovat perustan bak-
teerien kohdistuvalle tarkalle tyypitykselle ja tdten mahdollisten epidemioiden jaljityk-
selle. (Siitonen ym. 2002.)



2 TYON TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSONGELMAT

Aineistolédhtdisen opinndytetyon tarkoituksena on todellisen arkieldman moninainen
kuvaaminen eri muodoissa. lImidita tutkitaan mahdollisimman kattavasti ja todellisissa,
luonnollisissa tilanteissa. Opinndytetydn tavoitteella tarkoitetaan sen hyotya toimeksian-
tajalle, seka opiskelijalle itselleen ammatillisen osaamisen kehittymista. Opinndytetyon
tarkoitusta luonnehditaan neljalla peruspiirteelld, kartoittava, kuvaileva, selittava tai

ennustava. (Hirsijarvi ym. 2000.)

Opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida laajakirjoisten beetalaktamaasien tunnistami-
seen tarkoitettuja kiekkopaneeleita seka vertailla kahden eri valmistajan menetelmia
toisiinsa. Kéytdssamme oli 48 bakteerikantaa, joilla oli jokin tunnetuista mekanismeista

ESBL, AmpC tai karbapenemaasi tai epdily naiden mekanismien olemassa olosta.

Tavoitteena opinnaytetyolla oli osoittaa menetelmien toimivuus ja sen pohjalta saada

menetelma kayttoon Fimlab Keski- Suomen toimipisteen mikrobiologian laboratorioon.



3 ENTEROBAKTEERIT

Kaikki Enterobakteriaceae- heimon bakteerit ovat gram negatiivisia sauvabakteereita.
Niista tarkeimpia bakteerisukuja ovat Esherichia coli, Salmonella, Shigella seka Yersi-
nia, joiden luonnollinen kasvuympéristo on elaimen tai ihmisen suolisto. Enterobaktee-
rit ovat tehokkaan ulkokuorensa ansiosta resistentteja useille antibiooteille. E. coli
muodostaa valtaosan ihmisen suoliston normaalifloorasta ja aiheuttaa tdten myds eniten
infektioita, joista yleisimpia ovat virtsatieinfektiot. Osa enterobakteereista esim E. coli
sekd Klebsiella pneumoniae voivat hankkia itselleen ESBL- ominaisuuden. Tamén
ominaisuuden hankkineet bakteerit tuottavat antibiootteja pilkkovia entsyymeja tehden
niista resistentteja useimmille hoidossa kéytettaville antibiooteille. (Tissari ym. 2010.)
Luontainen resistenssi on tyypillinen ominaisuus tietyille bakteerisuvuille tai tyypeille
ja ovat taten aina resistentteja tiettyja mikrobild&dkeryhmi& kohtaan. Esim. gram negatii-
viset bakteerit ovat resistentteja vankomysiinille. (Pastila 2005.) Hankitulla resistenssil-
l& puolestaan tarkoitetaan aiemmin herkén bakteerikannan muuttumista resistentiksi
joillekin antibiooteille. Hankittu resistenssiominaisuus sijaitsee plasmidissa tai kro-
mosomissa ja se tulee bakteerille, kun sen geneettiset ominaisuudet muuttuvat. Resis-

tenssimekanismi siirtyy uusiin bakteereihin, bakteerin jakautuessa. (Jarvinen ym 2011.)

Gram varjays

Gram vérjaysta kaytetddn bakteerien tunnistamiseen ja se toimii muiden bakteerintun-
nistustestien tukena bakteerien nimedmisessa.

Gram vérjayksessa kaikki bakteerit varjaytyvét sinivioletiksi Kristallisvioletti varilla.
Vaérjayksen huuhtelut tehd&én alkoholilla, joka huuhtoo gram negatiivisista bakteereista
kristalliviolettivarin pois jattden bakteerit varittomiksi. ( Liimatainen 2000.) Gram nega-
tiivisten bakteerien ulkoseindmassé oleva peptidoglykaanikerros on niin ohut, etta alko-
holi paésee sitd vaurioittamaan aiheuttaen reiki, joista vari paasee huuhtoutumaan ulos.
Taman jalkeen tdssa vaiheessa oleviin varittomiin bakteereihin kaytetdan safraniinivas-
tavarid, joka vérjaa ne punaisiksi. Gram positiivisten bakteereiden peptidoklykaaniker-
ros on puolestaan niin paksu, ettei alkoholihuuhtelu sit4 vaurioita, jolloin vari ei vapau-
du ja bakteerin vari séilyy siniviolettina. (Liimatainen 2000, 127; Hussey & Smith
2005.)



4 BEETALAKTAMAASIT

Beetalaktamaasi on gram negatiivisten sauvabakteerien tuottama entsyymi. Tama ent-
syymi pilkkoo beetalaktaamirenkaan, joka on beetalaktaamiantibioottien esim. kefalo-
sporiinit tai penisilliinin rakenneosa. Tésta syysta tietyt beetalaktaamiryhmén antibiootit
eivét tehoa beetalaktamaasi entsyymié tuottaviin bakteereihin. Beetalaktamaasit luoki-
tellaan ryhmiin niiden entsyymien aktiivisessa kohdassa olevan beetalaktaamirengasta
pilkkovan aminohapon mukaan. (Taulukko 1.) ( THL STANDARDI versio 6. Bakteeri-
ryhmékohtaiset kommentit.)

TAULUKKO 1. Beetalaktamaasien luokittelu.( THL STANDARDI versio 6. Bakteeri-

ryhmékohtaiset kommentit.)

luokka entsyymin esimerkkeja

aktiivinen

kohta
A Seriini KPC,useimmat ESBL:t
B Sinkki Metallobeetalaktamaasit
C Seriini AmpC
D Seriini OXA

41 ESBL ja AmpC

AmpC ja ESBL ovat bakteerien tuottamia entsyymejé, jotka antavat bakteereille resis-
tenssin tiettyja antibiootteja kohtaan. ESBL(Extended- Spectrum Beta- Lactamases)
tarkoittaa laajakirjoista beetalaktamaasientsyymié, joka tekee bakteerin vastustuskykyi-
seksi penisilliineille, kefalosporiineille ja monobaktaameille. ESBL- geenejé esiintyy
yleisimmin Klebsiella-lajeilla ja E.colilla. (Tissari ym. 2010.)



AmpC- geeni esiintyy usealla enterobakteerilla kromosomaalisena. E. colin luonnollista
ampisilliiniresistenssia aikanaan tutkittaessa kartoitettiin bakteerin genomia sen resis-
tenssigeenin l0ytymiseksi. Geeneja ldydettiin ensin 1, joka nimettiin A:ksi. Mydhem-
min tutkimuksissa kuitenkin huomattiin, ettei A geeni ollut beetalaktamaasia koodaava
geeni. Seuraavaksi l0ydetty B:ksi nimetty geeni ei myoskaan ollut beetalaktamaasia
koodaava, vaan vasta kolmas, joka nimettiin loogisesti AmpC:ksi. ( THL STANDAR-
DI versio 6. Bakteeriladkeryhmékohtaiset kommentit.)  Bakteerikannan resistentiksi
kefalosporiineille, penisilliineille ja monobaktaameille tekee sen geenien sdantelyn pur-
kautuminen. AmpC voi olla myds plasmidivalitteinen ja liikkua ndin eri bakteerilajien
vélilla. Plasmidivalitteisen AmpC- geenin omaavat kannat, joilla ei ole AmpC:té kro-
mosomaalisena voivat aiheuttaa sairaalaepidemioita, jolloin niiden merkitys on sama
kuin ESBL:n. (Philippon, Arlet & Jacoby 2002.) AmpC plasmidiperéiset beetalakta-
maasit ovat yleisin syy ampisilliiniresistentille. (Hakanen 2009.) Plasmidivélitteinen
AmpC- tyyppi tuottaa entsyymid jatkuvasti suuria méaéarid. Vaikka AmpC hajottaa 3.
polven kefalosporiineja ESBL- entsyymia heikommin, voi suuri entsyymimaara yhdis-
tettynd ndiden laékkeiden hitaasta imeytymisestd bakteerin periplasmiseen tilaan, voi
aiheuttaa samanlaisen resistentin kuin ESBL. AmpC- tyypin entsyymit eivét ole kuiten-
kaan inhiboitavissa samoilla inhibiittoreilla, kuin ESBL ja liséksi ne hajottavat myos
kefoksitiinia. (THL Standardi versio 6.)

ESBL- ominaisuuden valittyminen tapahtuu bakteerin plasmidissa ja siihen liittyy mo-
nesti resistenssi muitakin mikrobild&dkeryhmié kohtaan. Koska ESBL levida bakteeri-
kannasta ja bakteerilajista toiseen plasmidivélitteisen ominaisuutensa vuoksi, pidetaan
ESBL- kantoja hoidollisena ja sairaalahygienisind ongelmina. ESBL- kantojen diagnos-
tilkkka perustuu herkkyysmaéaritykseen ja bakteeriviljelyyn. E.coli ja K.pneumoniae-
kannat ovat luonnostaan herkkid 3. polven kefalosporiineille ja ne testataan edelleen
ESBL- ominaisuuden suhteen. ESBL- ominaisuutta koodaavia geeneja on todettu suuri
mé&érd, jolloin kaikki ESBL.:t eivét toimi klassisesti. Enterobakteerit ilmentavat myos
muita laajakirjoisia beetalaktamaaseja, kuten AmpC:t4, joka on useilla enterobakteereil-
la luontainen resistenssimekanismi. AmpC- ominaisuus voi siirtyd plasmidivalitteisesti
sille epatyypillisiin suolistobakteereihin, kuten E.coliin. Samalla bakteerilla voi siis olla
sekd ESBL- ettd AmpC- ominaisuus. Tdma voi puolestaan aiheuttaa diagnostista hanka-

luutta. (Aittoniemi 2010.) ESBL- bakteerin kantajuus on yleistynyt ja niiden aiheutta-
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mat infektiot ovat yleistyneet Suomessa 2000- luvun puolivélin jalkeen. (Kanerva
2012.)

4.2 Karbapenemaasit

Karbapenemaasit hajottavat yleisesti ottaen kaikkia beetalaktaameja ja ne ovat laajakir-
joisimpia beetalaktamaaseja. Karbapenemaasigeenin omaavat bakteerit kuten Esche-
rishia coli ja Klebsiella pneumoniae, ovat resistenttejd karbapeneemien liséksi myods
kefalosporiineille, penisilliineille ja monobaktaameille. Taman liséksi ne ovat usein
my0s resistentteja beetalaktaami- inhibiittori-yhdistelmille kuten esim. amoksisillii-
ni/klavulaanihappo. Geenit jotka koodaavat karbapenemaasia ovat liittyneind yleensé
erilaisiin plasmideihin, joissa mukana on useita eri mikrobiladkeresistenssitekijoita koo-
daavia geenejd. Taméan johdosta gram negatiiviset bakteerit jotka omaavat karba-
penemaasigeenin ovat resistentteja myos useille muille mikrobildédkeryhmille kuten tet-
rasykliineille, fluorokinoloneille sek& aminoglykosideille. Karbapenemaasit leviavéat
plasmidien vélitykselld ja pystyvat siirtymaan lajista ja bakteerikannasta toiseen. Kar-
bapeneemiresistenssia voivat aiheuttaa myos bakteerin ulkokalvon proteiinimuutokset
seka erilaisten solupumppujen aktivaatiot yhdessa beetalaktaameja hajottavien entsyy-

mien kanssa ilman varsinaista karbapenemaasia. ( Jalava 2010.)

Karbapenemaasi tyyppeja ovat KPC “Klebsiella pneumoniae Karbapenemase, OXA
”oxacillin- hydrolyzing”, usein OXA- 48, VIM ” Verona intregron- encoded metallo-f3-
lactamase”, NDM ” New Delhi metallo- - lactamase. (Jalava 2010.) Bakteerikannoilla
jotka omaavat karbapenemaasigeenin on usein myds muita resistenssigeeneja, jolloin ne
ovat aina moniresistenttejd (MDR), usein resistentteja lahes kaikille antibiooteille
(XDR) ja joskus resistenttejd kaikkia kaytettavissa olevia antibiootteja vastaa eli pan-
resistentteja (PDR). Tamén tyyppisten bakteerien yleistyminen lisd4 kuolleisuutta ja
kustannuksia seka pitkittaa hoitoja. Bakteereja on tasté syysté pidettava sairaalahygieni-
sesti merkittavind. Hoidollisesti seka sairaalahygienisesti merkittdvimpind uhkina pide-
tddn KPC- geenejd omaavia klebsiella pneumoniae- kantoja sekd OXA- geeneja omaa-
via Acinetobacter baumannii- kantoja. Epidemioita ovat aiheuttaneet myds KPC- gee-
nin omaavat Enterobacter cloacae ja Pseudomonas aeruginosa- kannat. Suomesta kar-
bapenemaasin omaavia gram negatiivisia sauvabakteereja on loydetty vain yksittaisia

kantoja, vaikka ne ovat jo hyvin laajalle levinneitd. Karbapenemaaseja tuottavien bak-
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teerien tunnistamisessa kaytettavélle diagnostiikalle tdima suositus asettaa minimitason.
Karbapenemaaseja tuottavien bakteereiden toteaminen perustuu ndiden kantojen alentu-

neeseen karbapeneemiherkkyyteen. (Tissari ym. 2010.)

Alentunut herkkyys on merkkina siitd, ettd jotta karbapenemaasi voidaan osoittaa, on
kantaa tutkittava tarkemmin. Ainoa luotettava tapa tutkia karbapenemaasin tuottoa on
tunnettujen karbapenemaasigeenien osoittaminen molekylaarisilla menetelmilld. Karba-
penemaasia tuottavien kantojen I6ytymiseen paras antibiootti tutkimusten mukaan on
meropeneemi. Tiettyjen karbapenemaaseja tuottavien kantojen diagnostiikka saattaa olla
hyvin hankalaa esim. OXA- 48- ryhma. Tama johtuu siita, ettd pelkkd OXA- 48- ent-
syymi ei aiheuta 3. polven kefalosporiiniresistenssia ja lisdksi myds karbapeneemi
herkkyydet voivat olla matalia. On ehdotettu, ettd OXA- 48- entsyymin l&snéolosta voi-

si olla merkkiné korkea Temosilliini- MIC. (Jalava 2010.)

Klebsiella pneumoniae- kantojen aiheuttamia epidemioita on todettu mm Kreikassa,
Israelissa, Turkissa, Kiinassa, Véli-Amerikassa ja joissain osissa Yhdysvaltoja. Ndiden
kantojen aiheuttamia vaikeita infektioita on 16ydetty erityisesti teho-osastojen potilailta
ja kannat ovat olleet myds useimmille muille bakteereille vastustuskykyisia. Laborato-
riossa karbapenemaasia tuottavan kannan tunnistaminen voi olla haasteellista ja se var-
mistetaan molekyylibiologisin menetelmin. Naiden kantojen yleistyminen vaikeuttaa ja
uhkaa erityisesti vaikeasti sairaiden potilaiden hoitoa. Suomessa ensimmadiset (KPC-)

kannat jotka tuottavat karbapenemaasia havaittiin kesalla 2009. (Tissari ym. 2010.)
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5 BEETALAKTAAMIT

Kaikki bakteerit tuottavat proteiineja, joilla on vaihteleva kyky inaktivoida beetalaktaa-
meja. (Taulukko 2.) Naiden proteiinien yleisyys bakteerikunnassa johtuu siité, etta ne
ovat alun perin entsyymejd, jotka osallistuvat bakteerin soluseinédn peptidoglykaanin
valmistukseen, jota bakteerit tarvitsevat. Jos tallaisella entsyymilla on kyky inaktivoida
beetalaktaameja niin tehokkaasti, etté silla on kliinistd merkitystd, kutsutaan sita silloin
beetalaktamaasiksi. Beetalaktamaasiksi tullaan mutaatioiden kautta. Mutaatioiden si-
jainti ja m&&rd vaikuttavat siihen, mitd beetalaktaameja se inaktivoi tehokkaimmin.
(Nissinen 2011, 12.) ESBL- ominaisuuden omaavat bakteerit ovat resistentteja penisil-
liineille, vaihtelevasti 3. polven kefalosporiineille ja monobaktaameille ja herkkia beeta-
laktamaasi- inhibiittoreille (Klavulaanihappo) ja keftamysiinille. Plasmidiperéiset beeta-
laktamaasit ovat yleisin syy ampisilliiniresistenssiin ja estyvat ainakin osittain klavu-
laanihapolla tai muilla beetalaktamaasin estajilla. Kromosomaaliset beetalaktamaasit
ovat puolestaan resistentteja lahes kaikille beetalaktaamimikrobilaakkeille, lukuun ot-
tamatta karbapeneemejd, eivétka esty klavulaanihapolla tai muilla betalaktamaasin esté-
Jilla. (Hakanen 2009.)

Beetalaktaamit ovat laajalti kdytdssa niiden bakteereja tappavien ominaisuuksiensa ja
tehokkuutensa vuoksi. Beetalaktamaasi- inhibiittorit ovat molekyyleja, jotka estdvat
beetalaktamaasien toiminnan niihin sitoutumalla. Beetalaktamaasi- inhibiittoreilla on

pyritty sailyttdméan beetalaktaamien teho ladkevalmisteessa. (Nourrison ym. 2015.)

1 polven kefalosporiinit

Ensimmaisen polven kefalosporiineihin kuuluvat vanhimmat ruiskutettavat kefalotiini,
kefaloridiini, kefalosporiinit, sek& useita suun kautta annettavia aineita. Johdosten vélil-
I& on vain vahén eroja. Ensimmaisen polven kefalosporiinit ovat erityisen tehokkaita
gram positiivisiin bakteereihin, mutta eivat kesta riitdvasti gram negatiivisten bakteerien

tuottamia beetalaktamaaseja. ( M&nnistd ym. 2001.)
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2 polven kefalosporiinit

Ruiskutettavat 2. polven kefalosporiinit kestavét beetalaktamaaseja 1. polven kefalospo-
riineja huomattavasti paremmin. Talle ryhmaélle resistenttejd bakteereita ovat esim.
Pseudomonas, jonka solukalvoa 2.polven kefalosporiini eivét pysty lapdisemaan. (Méan-
nistd ym. 2001.)

3 polven kefalosporiinit

3. polven kefalosporiinit ovat jonkin verran aktiivisempia gram negatiivisia bakteereja

vastaan, kuin 2. polven kefalosporiinit, ne ovat rasvaliukoisia ja penetroituvat hyvin
bakteeriin. (Mannistdé ym. 2001.)

TAULUKKO 2. Beetalaktaamien alaryhmét ESBL- positiivinen E.coli virtsaviljelyssa,
( Nissinen 2011.)

Beetalaktaamien alaryhmat:

Penisilliinit
o penisilliini
o ampisilliini
o piperasilliini(ei kaytdssa Suomessa)

e mesillinaami

Penisilliinin ja beetalaktamaasi-inhibiittorin yhdistelmat

o amoksisilliini-klavulaanihappo

e piperasilliini-tatsobaktaami

I-polven kefalosporiinit

e esim. kefaleksiini

I1-polven kefalosporiinit

e kefuroksiimi
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e kefuroksiimiaksetiili
e kefaklori

I11-polven kefalosporiinit (ns. laajakirjoiset kefalosporiinit)

o kefotaksiimi
e keftriaksoni

o keftatsidiimi

Karbapeneemit

e esim. meropeneemi, imipeneemi

Monobaktaamit

e atstreonaami

Beetalaktaamirengas eli ns. nelirengas on olennainen seké kefalosporiinien etta penisil-
liinien teholle. Beetalaktamaasientsyymit pilkkovat beetalaktaamirenkaan, jolloin beeta-
laktaamiryhman bakteerilddke inaktivoituu (Kuvio 1.). Klavulaanihappo on kehitetty
penisilliinirungosta. Klavulaanihappo sitoutuu bakteerin tuottamiin beetalaktamaaseihin
ja inaktivoi ne. Klavulaanihapolla on heikko antibakteerinen vaikutus, mutta yhdistetty-
na esim. amoksisilliiniin, joka on hapon kestavé ja tehokas gram negatiivisia sauvabak-
teereita vastaan, laajentaa se vaikutuskirjoaan huomattavasti. Imipeneemi ja mero-
peneemi ovat vaikutuskirjoltaan laajimpia kaikista tunnetuista bakteerildakkeist4 ja ovat

taten osoittautuneet tehokkaiksi antibiooteiksi. (Ménnisté ym. 2001.)

KUVIO 1. beetalaktamaasi inaktivoi beetalaktamaasiryhmén bakteerilaékkeita.

Lactam ring

3 . H O H z H O H
/2 N T o /2 N R T Sy
4 l:;;-— c— C—N T—,— “—CH, § b ? G r.'—ti'—- ? “T—CH,
7 R SN YR o0=€ N
o N COOH COOH
\ f-lactamase (penicillinase) OH H

Penicillin breaks this bond Inactive penicillin

© 2006 Peswman Lducaton. e, petdabing ax
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6 TYONTOTEUTUS

Kohteenamme oli 48 enterobakteerikantaa, joilla on jokin tunnettu mekanismi (ESBL,
AmpC, karbapenemaasi) tai Vitek- AES- perusteinen epdily mekanismin olemassa olos-
ta eli resistentiltdan vaihtelevia potilaskantoja, joiden fenotyyppi viittaa laajakirjoiseen
beetalaktamaasin tuottoon. Laboratoriohenkilokunta viljeli kannat syvéjaasta ChromA-
gar- Orientation maljoille. Kullekin kannalle tehtiin herkkyysmaaritys kahden eri val-
mistajan samaa tarkoitusta varten hankituilla kiekkopaneeleilla. Estorenkaan halkaisija
on suoraan verrannollinen bakteerin herkkyyteen. Teimme vertailun vuoksi viel& Modi-
fied Hodge Test:n eli apilatestin, joka méaérittad bakteerien beetalaktamaasi tuotannon.

ESBL- entsyymin sekd AmpC- entsyymin tuotantoa paasimme tutkimaan ainoastaan
Mast Groupin kiekkopaneeleilla. Kaikista 48:ta kannasta valmistimme suspension keit-
tosuolaan. Ennen maljalle levitystd, suspension tiheys varmistettiin McFarland- stan-
dardin avulla. Liian tihe& tai harva kasvusto maljalla saattaa aiheuttaa epéselvan esto-
vybhykkeen reunan, jolloin estovyohykkeen laajuutta voidaan yli- tai aliarvioida. Kiek-
koherkkyysmenetelméssa tutkittavaa bakteerikantaa levitetddn Agar- maljan pinnalle
tasaisesti. Antibioottikiekkojen tulee olla huoneenldampdisia ennen maljalle asetusta,
sill& kosteus vaikeuttaa antibiootin imeytymista kiekosta. Lisaksi on syyté tarkistaa, etta
antibiootti on kiinnittynyt elatusaineeseen kunnolla, muutoin tuloksista voi tulla epasel-

via tai vaikeasti tulkittavia. (Evira 2014.)

Siirrostuksen jalkeen maljalle asetetaan antibioottikiekot, joista antibiootti imeytyy ela-
tusaineeseen. Nakyvé kasvun raja muodostuu sille etaisyydelle, kun antibioottipitoisuus
on laskenut alle pienimmaén bakteerin kasvua estavan rajan. Bakteerit luokitellaan nai-
den estovyohykkeiden perusteella resistentteihin (R), herkkiin (S) ja niiden vélivyohyk-
keisiin (1). (Evira 2014.)

6.1 ESBL:n ja AmpC: osoittaminen

ESBL- kantoja haetaan aktiivisesti klebsiella-, E. coli-, Proteus mirabilis- ja salmonel-
la- kantojen joukosta.

ESBL ja AmpC:n tunnistukseen k&ytimme Mast Groupin kiekkopaneeleita D68C (Ta-
lukko 3.), D69C (Taulukko 4.) ja D63C (Taulukko 5.) Mast Groupin kiekot ovat imu-
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paperiin imeytettyja antibioottikiekkoja. Kiekoissa on imeytettyja ladkeaineita, kuten
Kefpodoksiimia, ESBL ja AmpC- inhibiittoreita sekd entsyymin tuotannon lisadjaa eli
indusoivaa ainetta. Inhibiittorit ovat aineita, jotka estdvét tietyn entsyymin toiminnan
sitoutumalla niihin. Bakteerin kromosomissa oleva AmpC- geenin ilmentyminen on
normaalisti véhdista eli se on indusoituva, eikd ndin ollen aiheuta juurikaan beetalak-
taamiresistenssié. Tietyt antibiootit indusoivat AmpC- geenin ilmentymistd, jolloin sita
tuotetaan tavallista enemman, tdma saattaa puolestaan vaikuttaa bakteerin beetalaktaa-
miresistenssiin. (THL 2012.)

TAULUKKO 3. D68C.

KIEKKO VAIKUTTAVAT AINEET

A Kefpodoksiimi

B Kefpodoksiimi+ ESBL inhibiittori

C Kefpodoksiimi+ AmpC inhibiittori

D Kefpodoksiimi+ ESBL & AmpC inhibiittorit

Lisaksi maljalle asetettiin boronihappokiekko D ja A kiekkojen véliin, hieman l&hem-
maksi A- kiekkoa. Boroonihappokiekkona kaytettiin ROSCO:n MRP10- kiekkoa. Téll&
testilla tunnistettiin kannan AmpC ja/tai ESBL-tuotanto.

TAULUKKO 4. D69C

KIEKKO VAIKUTTAVAT AINEET

A Kefpodoksiimi+ AmpC inducer

B Kefpodoksiimi+ AmpC inducer+
ESBL inhibiittori

@ Kefpodoksiimi+ AmpC inducer+
ESBL inhibiittori+ AmpC inhi-
biittori

D69C testilla osoitettiin ainoastaan AmpC:n tuotanto, mutta testi ei kerro onko kyseessa

plasmidivalitteinen vai kromosomaalinen AmpC. (Valmistajan tyoohje 2014.)
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TAULUKKO 5. D63C

KIEKKO VAIKUTTAVA AINE

1 Kefepiimi
2 Kefepiimi+ klavulaani-
happo

D63C testilld tutkitaan onko kromosomaalisen AmpC:n omaavalla enterobakteerilla
my0s ESBL- tuotantoa. (Valmistaja tyGohje 2014.)

6.2 Karbapenemaasin osoittaminen

Karbapenemaasin tunnistamiseen opinnéytetydssa kaytettiin kahden eri valmistajan
samaan tarkoitukseen kéytettavia kiekkopaneeleita. Mast Group D70C ja D71C (Tau-
lukko 6.) sekd Roscon Carbapenemases. KPC+ MBL Confirm ID kit (Taulukko 7.)

TAULUKKO 6. D70C Mast Group

KIEKKO VAIKUTTAVA AINE

A Meropeneemi

B Meropeneemi+ MBL inhibiittori
C Meropeneemi+ KPC inhibiittori
D Meropeneemi+ AmpC inhibiittori

D70C testilla tunnistettiin onko kyseessd MBL- positiivinen vai KPC- positiivinen kan-
ta vai onko kyseessa karbapenemaasia tuottava AmpC- kanta. (Valmistajan tyoohje
2014.)
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D71C:

Kéytetd&dn D70C rinnalla: varmistetaan Enterobakteerin KPC, MBL ja/tai OXA-48 tuo-
tanto. Maljalle asetettiin yksi CAT-ID faropeneemi kiekko. (Valmistajan tyohje 2014.)

TAULUKKO 7. ROSCO Carbapenemases. KPC+ MBL Confirm ID Kit.

KIEKKO VAIKUTTAVA AINE

A Meropeneemi

B Meropeneemi+ DPA

C Meropeneemi+ borooni-
happo

D Meropeneemi+ kloksasil-
liini

Valmistaja huomauttaa ,etté testilla on syyta tutkia ainoastaan ertapeneemille resistent-
tejé kantoja, silla ertapeneemille herkét kannat saattavat aiheuttaa vé&aran positiivisen
tuloksen boroonihapon osalta. (Valmistajan tyéohje 2010.)

Kaikkia maljoja inkuboitiin yon yli +37 asteessa ja tulokset luettiin seuraavana paivana.

Modified Hodge Test (apila- testi)

Teimme jokaisesta tutkittavasta kannasta apila- testin, jonka tarkoituksena on myds
maarittda tuottaako bakteerikanta beetalaktamaasia, erityisesti karbapenemaasia. Malja-
na kaytimme MH- maljaa, jolle siirrostettiin tasaiseksi ympiksi indikaattorikanta
(E.coli). Maljan keskelle asetettiin meropeneemi- kiekko ja maljan reunalta koh-
tisuoraan kiekkoon asti siirrostettu runsaana viivasiirroksena tutkittavat bakteerikannat.
Tutkittavien kantojen tuottama beetalaktamaasi hajottaa kiekosta maljaan diffentoitu-
neen beetalaktaamin, joka ilmenee herkan indikaatiokannan kasvuna viivan laheisyy-
dessd. Jokaiseen sarjaan liitettiin positiivinen ja negatiivinen kontrollikanta. Indikaatto-
rikanta, malja, kontrollikannat sek& antibioottikiekko valittiin sen mukaan, mit4 beeta-
laktamaasin tuotantoa haluttiin tutkia. Karbapenemaasin tuotannon tutkimiseen indi-
kaattorikanta oli E. coli, malja MH, kontrollikanta K. pneumoniae ja antibioottiekiek-
kona k&ytettiin meropeneemid. (KESLAB Tyodohje 2010.)
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7 TULOSTEN KIRJAUS
Estorenkaan halkaisijat mitattiin ja tulokset merkittiin lomakkeelle, jonka jalkeen tulok-

set laskettiin tietyll& kaavalla (Taulukko 8.)(Liite 1.), (Taulukko 9.)(Liite 2.) ja (Tauluk-
ko 10.)(Liite 3.)

TAULUKKO 8. D68C

B- A D-C D-B C-A

>S5 mm > 5 mm <5 mm < S5Smm ESBL
<S5mm <S5mm > 5Smm > 5 mm AMPC

<5 mm > Smm ESBL+AMPC
<2 mm <2mm <2mm <2 mm ESBL+AMPC

NEGATIIVINEN

Positiivisessa ESBL tuloksessa boroonihappokiekon ja A- kiekon vélissa ei nahda bak-

teerikasvun estymaa.

Positiivinen AmpC:

Boroonihappokiekon estorengas on suurempi kuin A- kiekon, seka A:n ja boroonihap-
pokiekon véliin muodostuu synergeettinen estovyohyke eli bakteeri kasvu on estynyt
vain A- kiekon siltd puolelta, jossa boroonihappokiekko sijaitsee.

TAULUKKO 9. D69C

C-A C-B TULOS
>5 mm > 5 mm AmpC positiivinen
<3 mm <3 mm AmpC negatiivinen

Kaikkien estorenkaiden erotuksen ollessa 3 mm tai vdhemman on kyseessa negatiivinen

AmpC tulos.
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TAULUKKO 10. D63C:

Z2-71 TULOS
>S5 mm ESBL positiivinen
<2 mm ESBL negatiivinen

Karbapenemaasin osoittaminen

Kiekkopaneelit: Mast Group D70C Carbapenemase detection set (Taulukko 11.), D71C
mastdiscs CAT-ID (Liite 4.)

TAULUKKO 11. D70C

B-A C-A TULOS
>S5 mm MBL positiivinen
>4 mm KPC positiivinen

D71C: Tulosten tulkinnassa ei mitattu estorenkaan mittaa, vaan tulkinta perustui silma-
madréiseen havainnointiin. Negatiivinen karbapenemaasi tulos nékyy kirkkaana esto-
renkaana kiekon ymparilla. KPC/ MBL Positiivinen tulos nakyy estorenkaan puuttumi-
sena eli kasvu on Kiinni kiekossa. OXA- 48 positiivisessa tuloksessa maljalla on esto-

rengas, mutta se ei ole kirkas ja nahtavilla on useita erillispesékkeita.

Rosco: Combined disk test. KPC + MBL Confirm ID kit

Meropeneemi+ Boroonihappo kiekon ympirilld oleva estorengas on > 5 mm, téllin
Meropeneemi, Meropeneemi+DPA sekd Meropeneemi+ oksasilliini ilmentad KPC ent-

syymin tuotantoa eli kanta on KPC positiivinen kanta.

Meropeneemi+ DPA kiekon estorenkaan erotuksen ollessa > Smm kuin meropeneemi-

kiekon estorengas on kyseessa MBL positiivinen kanta (Taulukko 12.)
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TAULUKKO 12. Rosco Compined Disk Test.
C-A D-A B-A

KPC > <5mm <5mm
5mm
MBL >5mm

Modified Hodge Test eli apila-testi

Bakteerikanta tuottaa beetalaktamaasia, eli tulos on positiivinen, jos indikaattorikannan
estorenkaan reuna taipuu kiekkoa kohti tutkittavan kannan siirroksen laheisyydessa.
Pienikin taipuminen luetaan positiivisena tuloksena. Tulos on negatiivinen, kun indi-
kaattorikannan estorenkaan reuna leikkaa taipumatta tutkittavan kannan viivasiirrosta.
(Kuvio 2.) (TYOOHJE Apila- testi KESLAB 2010)

KUVIO 2. Apila- testi (TYOOHJE Apila- testi KESLAB 2010.)

+

___-Indikaattorikanta
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8 TUTKIMUSTULOKSET

Tulokset saatuamme vertailimme niita referenssilaboratorion tuloksiin ja arvioimme
tulosten yksiselitteisyyttd. 48 tutkittua bakteerikantaa olivat Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Salmonella ja Proteus mirabilis(Taulukko 13).
Taulukosta puuttuu kolme kantaa, joiden tulkinnassa oli epéselvyyksia johtuen puuttu-

vista kiekoista.

TAULUKKO 13. Tutkimuksessa kéytetyt bakteerikannat.

Escherichia  Enterobacter Salmonella  Proteus Klebsiella
coli cloacae mirabilis pneumoniae
yht. 25 3 1 2 14
ESBL 9 - 1 - 4
ampC 11 3 - 2 3
Karbap. 1 - - - 7
Negat - - - - 3

8.1 ESBL ja AmpC

Mast Groupin kiekkopaneeleilla saadut tulokset olivat linjassa referenssilaboratorion
tuloksien kanssa. Kannat 2-4 olivat ESBL/ AmpC yhdistelma kiekkopaneelilla D68C
negatiivisia ja Mast Groupin oma laskentaohjelma ehdotti jatkotoimenpiteiksi karba-
penemaasin tutkimista D71C testill4. Kannat 2-4 olivat KPC- positiivisia. D68C, D69C
sekd D63C kiekkopaneelit olivat linjassa keskendan ja tulokset olivat yksiselitteisia.
Mast Groupin tarjoama laskentaohjelma oli tarkoitettu ESBL/ AmpC yhdistelma kiek-
kopaneelin D68C tulosten tulkintaan, joka oli mahdollista ladata Mast Groupin sivuilta.
(Liite 5.) Tulokset syotettiin taulukkoon, ohjelma teki laskutoimitukset ja antoi tuloksen
heti. Laskentaohjelman tulokset olivat my6s yhdenmukaiset ja linjassa referenssilabora-
torion tuloksien kanssa. Liséksi, jos laskentaohjelma ei ollut varma tuloksesta, kom-
menttikenttd&n tuli huomautus mahdollisista lisdtoimenpiteistd. Esim. kannat 2-4 olivat
ESBL.n ja AmpC:n suhteen negatiivisia, mutta karbapenemaasin suhteen positiivia.

ESBL- positiiviset kannat olivat 1, 10, 27- 29, 33- 40 ja 42. Naisté kaikki kannat tun-

nistuivat hyvin.
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AmpC- positiiviset kannat olivat 5- 6, 8- 9, 14, 17- 18, 20- 23, 26, 30- 31, 41, 43, 44-
45. Kannat tunnistuivat hyvin kaytetyilla menetelmilla.

8.2 Karbapenemaasi

Karbapenemaasin tunnistamiseen tarkoitettua kiekkopaneelia kdytimme kantoihin, joilla
oli joko tunnettu karbapenemaasi mekanismi tai AES- vitek antoi sellaisesta epéilyn.
Kantoja oli yhteensa kaksitoista, joista todellisia karbapenemaaseja tuottavia kantoja oli

kahdeksan. Kannat 2-4, 11- 13 seka 15- 16 olivat karbapenemaasia tuottavia kantoja.

Rosco

KPC kanta tunnistui suhteellisen hyvin. Useilla maljoilla oli erillispesékeita, jotka han-
kaloittivat tulkintaa. Pesakkeiden huomioiminen mittauksessa antoi KPC negatiivisen
tuloksen, mutta jos estorengas taas mitattiin pesakkeitd huomioimatta tunnistui KPC
hyvin. MBL tunnistui hyvin, mutta OXA- 48 suhteen testi osoittautui epaluotettavaksi.
Kannat 27- 29 olivat karbapenemaasin suhteen negatiivisia, mutta tamén kiekkopaneelin
antamien tulosten mukaan kanta oli OXA- 48 positiivinen. Mast Groupin paneelin seka
apila testin mukaan kannat 27- 29 olivat karbapenemaasi negatiivisia, mutta ESBL posi-

tiivisia.

Mast Groupin kiekkopaneeleilla

D70C

Tassakin tulkinnassa tuotti hankaluutta maljalla olevat erillispesdkkeet. Valmistajan
ohjeessa tulokset mitattiin estorenkaan ollessa kirkas. Monella maljalla oli havaittavissa
useita erillispesékkeitd. Tiedettiin, ettd kannat 2-4 olivat KPC positiivisia, mutta mal-
joilla esiintyi erillispesékkeitd, joten tulos ei ollut luotettava. Talla testilla tunnistettiin
KPC ja MBL tyypit. Valmistajan tydohjeessa mainitaan testin oleva 98 % herkkyys ja
93 % spesifisyys KPC- tyypin tunnistamiseen ja 100 % herkkyys ja spesifisyys MBL-
tyypin tunnistamiseen. (Valmistajan tydohje 2013.) Kannat 2-4 ja 13 olivat KPC- posi-

tiivisia ja tunnistuivat hyvin.
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D71Celi CAT-ID

D71C testi on tarkoitettu OXA-48, KPC sekd MBL tyypin tunnistamiseen. Valmistajan
ohjeessa mainittiin, ettd karbapenemaasin tunnistamiseen annetut raja- arvot eivét ole
aina luotettavia. Liséksi on havaittu, etta juuri karbapenemaasin tunnistamiseen tarkoite-
tut kiekkopaneelitkin epdonnistuvat karbapenemaasi- entsyymeiden havaitsemisessa.
Vaikka menetelmédt KPC:n ja MBL:n tunnistamiseen ovat kehittyneet, on OXA- 48
tyyppi edelleen vaikea tunnistaa. CAT- ID testin helppous oli se, ettei varsinaista mitta-
usta tarvinnut tehdd, vaan tuloksia havainnointiin visuaalisesti. Testida kaytetdan Mast
Groupin D70C testin rinnalla varmistamaan, oliko kyseessa karbapenemaasia tuottava
kanta. (Valmistajan tydohje 2014.)

Modified Hodge Test eli apila- testi

Kaikki 8 karbapenemaasi kantaa tunnistuivat apila- testilla hyvin. Apila- testia kaytim-

me karbapenemaasin tunnistukseen vertailutestina.
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9 POHDINTA

9.1 Johtopaatokset ja jatkotutkimusaiheet

ESBL ja AmpC tunnistuivat, niiden tutkimiseen tarkoitettujen kiekkopaneeleiden avulla
luotettavasti ja olivat linjassa referenssilaboratorion tuloksiin. Mast Group ESBL &
AmpC Detection Disc Sets osoitettiin toimivaksi ja se otettiin kdyttdon Fimlab laborato-
rio Keski- Suomen toimipisteen mikrobiologian laboratoriossa syksylla 2015. Vertailua
kahden valmistajan menetelman toimivuuden valilla emme péésseet testaamaan ESBL
ja AmpC:n osoituksessa. Roscolta tdhén tarkoitukseen tilatut kiekot eivat saapuneet

perille siing aikataulussa, etté olisimme ne ehtineet tassé tutkimuksessa huomioimaan.

Karbapenemaasin osalta tulokset eivét olleet yhdenmukaisia ja testi osoittautui OXA-
48 suhteen epaluotettavaksi. KPC- kantojenkin kohdalla tulokset olivat tulkinnanvarai-
sia. EstovyOhykkeitd mitattaessa kiinnitettiin huomiota runsaaseen erillispesakkeiden
maaraéan, jolloin tulos oli negatiivinen. Erillispesdakkeet huomiotta jattdminen olisi toi-
saalta antanut KPC- positiivisen tuloksen. Karbapenemaasia tuottavista kannoista ai-

noana selkednd tunnistui MBL, joten testi& ei voitu kokonaisuutena pitéa luotettavana.

Kumpaakaan karbapenemaasi tuoton osoittamiseen tarkoitettua kiekkomenetelmaa ei
otettu kéayttoon tutkimuksen perusteella. Vaikka karbapenemaaseja tuottavat gram nega-
tiiviset sauvabakteerit etenkin tietyt Enterobariaceae- heimon lajit ovat yleistyneet maa-
ilmalla hyvin nopeasti ja aiheuttaneet laajoja epidemioita, ei niitd Suomesta ole 16ydetty
kuin joitain yksittdisia kantoja. (THL 2010.) Roscon kiekot olivat antibioottipuriste
valmisteita ja sailyisivat taten Mast Groupin imupaperiin imeytettyja antibioottikiekkoja
kauemmin. Toisaalta puristevalmisteet olivat herkempid hajoamaan ja osa kiekoista
murtui astettaessa maljalle. Mast Groupin karbapenemaasin tunnistukseen tarkoitettujen
kiekkojen kayttd ja tulosten tulkinta koettiin Roscon kiekkoja yksinkertaisemmaksi.

N&ama seikat olisi otettu huomioon valmistajan menetelméaa k&yttoon valittaessa.

Olisi ollut mielenkiintoista paastd vertailemaan valmistajien menetelmien toimivuutta
my6s ESBL:n ja AmpC:n osalta. Jatkotutkimusaiheina télle opinnaytetydlle olisi myos
Roscon ESBL ja AmpC:n osoittamiseen tarkoitetun kiekkopaneelin toimivuuden osoit-

taminen ja vertaileminen Mast Groupin kiekkopaneeleihin.
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9.2 Tutkimuksen luotettavuuden ja eettisyyden arviointi

Noudatimme opinnédytetyon tekemisessa yleistd huolellisuutta, tarkkuutta ja rehellisyyt-
t4. Naytemateriaalimme koostui suurimmilta osin beetalaktaamistatukseltaan tunnetuista
bakteerikannoista (THL, laaduntarkkailu). Osa materiaalistamme oli potilaskantoja,
joiden fenotyyppi viittasi laajakirjoiseen beetalaktamaasiin. Potilaskannat oli merkitty
numeroin, jolloin potilasta ei pystytty misséan vaiheessa identifioimaan.

Validiteetilla eli tutkimuksen patevyydella ja luotettavuudella tarkoitetaan tutkimusme-
netelmén kykya selvittad sitd, mitd silla on tarkoitus selvittad. Mittaustuloksia verrataan
todelliseen tietoon mitattavasta ilmidsta. (Jarvinen ym. 2004.) Tyéssamme ESBL:n ja
AmpC:n osoittamiseen tarkoitetut testit olivat linjassa referenssilaboratorion tuloksiin ja
olivat yksiselitteisia, eli testi osoittautui patevaksi sen suhteen, mita sen oli tarkoituskin
selvittdd. Karbapenemaasi- entsyymin osoittamiseen tarkoitetut kiekkopaneelit antoivat
ristiriitaisia tuloksia ja olivat taten epéluotettavia.

Reliabiliteetilla tarkoitetaan aineiston analyysin ja kasittelyn luotettavuutta. Tama liittyy
ensisijaisesti siihen tutkimuksen vaiheeseen, jossa siirrytddn empiirisesta aineistosta
analyysin kautta tulkintaan. Reliabiliteetti liittyy yleisyyteen, toistettavuuteen ja falsifi-
oitavuuteen. (Jarvinen ym. 2004.) Opinndytetyon toiminnallisessa osuudessa saimme
tarkan menettelytapaohjeistuksen laboratorion mikrobiologilta, mikrobiologian labora-
torion henkildkunnalta ja k&dytdssamme oli myos laitevalmistajan omia tydohjeita. Nou-
datimme tyémme toiminnallisessa osuudessa, analysoinnissa ja tulkinnassa huolellista
ja jarjestelmallista toimintatapaa. Laboratorion mikrobiologi oli tiiviisti mukana yhteis-

tyossa kaikissa tyon vaiheissa.
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LITTEET

Liite 1 AmpC+ ESBL Detection Set D68C (Mast Group) Boroonihappo (Rosco)

Estorenkaan halkaisija (mm) Halkaisijoiden|+/- |Tulkinta (x)
A B C D |erotus (mm)
Hi)
20
[
&
KSKS- CPD10+ <
taltion CPD10+ |CPD10+ |ESBL-I+ § ESBL+
umero |Organism|CPD10 |ESBL-I [ampC-I [ampC-1 | B-A D-C & |ESBL ampC [ampC |Negat
1756 kpn 11 23 12 21] 12 -2 - X
1785 kpn 6 6 6 6l 0 0 + X
1793| kpn 6 6 6 6l O 0 ? X
1797| kpn 6 6 6 6] 0 0 ? X
2843| eco 6 6 22 211 O 15 + X
2844| eco 6 6 18 18] O 12 - X
2849  kpn 25 26 25 251 1 -1 - X
2897 ecl 6 6 16 14 0 8 - X
2957| eco 6 6 18 199 O 13 - X
7315 sal 6 20 6 201 14 0 - X
7316 kpn 24 24 23 23] 0 -1 + X
7319 eco 6 6 6 6] O 0 - X
7322 kpn 6 6 6 6] 0 0 - X
7327 ecl 6 6 15 14 0 8 + X
7330 kpn 23 25 23 231 2 -2 X
7341 kpn 6 6 6 6] O 0 - X
10250 eco 6 6 24 24 O 18 + X
10252 eco 6 6 22 23] O 17 + X
10254 eco 21 19 23 23| -2 4 + X
10257| eas 6 6 22 221 O 16 + X
10258 pmi 6 6 23 23 0 17 - X
10268| eco 6 6 20 23] 0 17 + X
10269 pmi 6 6 22 21 0 15 + X
10272 eco 6 6 6 6l O 0 - X
10273| eco 6 6 6 6] O 0 - X
10275 eco 6 6 21 22l O 16 + X
10281 eco 6 15 6 171 9 2 - X
10284| eco 6 18 6 18] 12 0 X
10285| eco 6 21 6 211 15 0 - X
10286 eco 6 6 22 211 O 15 + X
10291 eco 6 6 18 171 O 11 + X
11702 kpn 26 26 25 25| 0 -1 + X
11757 eco 6 19 6 19] 13 0 - X
11780 eco 6 23 10 221 17 -1 X
11816| eco 6 20 6 20 14 0 - X
11824 eco 6 21 6 201 15 -1 - X
11981 eco 6 22 10 211 16 -1 - X
12059 kpn 6 12 6 12| 6 0 - X
12133| kpn 6 20 6 20 14 0 - X
12433 kpn 6 22 6 23] 16 1 - X
12540 eco 6 6 21 211 O 15 + X
12694 eco 6 23 6 21 17 -2 ? X
13251 eco 6 6 24 22l O 16 + X
13432] kpn 26 27 25 251 1 -2 - X
13545 eco 6 6 21 199 O 13 + X
13759 ec 6 6 17 18] O 12 - X
1305 6 6 20 20 - X
381 6 6 6 6 - X

SYNERGIA D:N SUUNTAAN
SYNERGIA D:N SUUNTAAN

BORONIH. EPASELVA A:14
BORNIH. HEIKKO POS

BORONIH. EPASELVA

BORONIH PUUTTUU
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Liite 2. AmpC Detection Set D69C (Mast Group)

Estorenkaan halkaisija (mm) Halkaisijoiden|Tulkinta (x)
A B C erotus (mm)
CPD10+
KSKS- CPD10+ ampC-Ind+
taltionu CPD10+ ampC-Ind+[ESBL-Inh+
mero Organism|ampC-Ind |ESBL-Inh  |ampC-Inh | C-A C-B |ampC [Negat
1756 kpn 16 24 23 7 -1 X
1785 kpn 6 6 15 9 9 X
1793 kpn 6 6 16 10 10 X
1797 kpn 6 6 15 9 9 X
2843 eco 6 6 22 16 16 X
2844 eco 6 6 19 13 13 X
2849 kpn 25 25 25 0 0 X
2897 ecl 6 6 13 7 7 X
2957 eco 6 6 18 12 12 X
7315 sal 20 21 22 2 1 X
7316 kpn 24 25 25 1 0 X
7319 eco 6 6 6 0 0 X
7322 kpn 6 6 10 4 4 X
7327 ecl 6 6 12 6 6 X
7330 kpn 24 25 26 2 1 X
7341 kpn 6 6 6 0 0 X
10250 eco 6 6 26 20 20 X
10252 eco 6 6 25 19 19 X
10254| eco 20 20 24 4 4 X
10257 eas 6 6 14 8 8 X
10258 pmi 6 6 24 18 18 X
10268 eco 6 6 27 21 21 X
10269| pmi 6 6 25 19 19 X
10272 eco 6 6 14 8 8 X
10273 eco 6 6 17 11 11 X
10275 eco 6 6 21 15 15 X
10281 eco 6 18 19 13 1 X
10284 eco 16 20 21 5 1 X
10285 eco 18 21 21 3 0 X
10286 eco 6 6 21 15 15 X
10291 eco 6 6 18 12 12 X
11702 kpn 25 25 25 0 0 X
11757 eco 15 21 22 7 1 X
11780 eco 19 23 23 4 0 X
11816 eco 15 21 20 5 -1 X
11824 eco 17 20 21 4 1 X
11981 eco 18 23 24 6 1 X
12059 kpn 6 15 14 8 -1 X
12133 kpn 10 21 21 11 0 X
12433 kpn 20 22 23 3 1 X
12540 eco 6 6 21 15 15 X
12694 eco - 23 23 (| 0
13251| eco - 10 - [ensnn ey
13432|  kpn - 27 S (T (e
13545 eco - 13 - [ennnnl
13759| el - - N
1305 6 201 14 14 |x
381 6 6 O 0 X

ERILLISPESAKKEITA

A-KIEKKO PUUTTUU
A- JA C- KIEKOT PUUTTUVAT
ERILLISPESAKKEITA

31



32

Liite 3. Cefepime 30 & Cefepime 30/ Clavulanic acid 10 D63C (Mast Group)

Estorenkaan halkaisija (mm){Halkaisijoiden |Tulkinta (x)
A B erotus (mm)
KSKS-
taltionu CPM30/
mero Organism|CPM30 CLAV10 B-A ESBL [Negat
1756 kpn 24 28 4
1785 kpn 6 13 7
1793 kpn 6 15 9
1797 kpn 15 16 1 X
2843 eco 29 29 0 X
2844 eco 26 26 0 X
2849 kpn 26 26 0 X
2897 ecl 26 26 0 X
2957 eco 24 24 0 X
7315 sal 6 26 20 X
7316 kpn 27 25 -2 X
7319 eco 6 6 0 X
7322 kpn 6 6 0 X
7327 ecl 24 23 -1 X
7330 kpn 24 23 -1 X
7341 kpn 6 6 0 X
10250 eco 32 33 1 X
10252 eco 33 33 0 X
10254 eco 33 32 -1 X
10257 eas 34 34 0 X
10258 pmi 26 25 -1 X
10268 eco 30 29 -1 X
10269 pmi 26 23 -3 X
10272 eco 19 17 -2 X
10273 eco 21 20 -1 X
10275 eco 28 26 -2 X
10281 eco 6 23 17
10284 eco 18 23 5
10285 eco 11 25 14
10286 eco 29 29 0
10291 eco 22 23 1
11702 kpn 26 26 0
11757 eco 10 23 13 X
11780 eco 22 28 6 X
11816 eco 6 22 16 X
11824 eco 11 25 14 X
11981 eco 20 29 9 X
12059 kpn 6 15 9 X
12133 kpn 14 25 11 X
12433 kpn 18 26 8 X
12540 eco 32 32 0 X
12694 eco 16 25 9 X
13251 eco 28 28 0 X
13432 kpn 25 26 1 X
13545 eco 28 28 0 X
13759 ecl 24 24 0 X

ERILLISPESAKKEITA
ERILLISPESAKKEITA
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Liite 4. Carbapenemase Detection kit (MBL+ KPC) D70C & Carbapenemace screening
disk D71C (Mast Group)

Estorenkaan halkaisija (mm) Halkaisijoiden|Tulkinta (x)
A B C D +/- |erotus (mm)
KSKS- N
taltion MEM10+|MEM10+ |MEM10+| ~ OXA-
umero |Organism|MEM10 |MBL-I KPC-1 ampC-I 5 B-A C-A | MBL | KPC 48 |Negat
1756| kpn 0 0 -
1785| kpn 6 6 6 0 0 -
1793| kpn 6 6 18 15 0 12
1797| kpn 6 6 19 16 0 13
2843 eco 0 0 -
2844 eco 0 0 -
2849| kpn 0 0 -
2897 ecl 19 17 24 24 + -2 5 +
2957 eco 0 0 -
7315 sal 0 0 -
7316 kpn 20 18 20 20 -2 0 -
7319| eco 12 24 6 13 12 -6 +
7322| kpn 6 6 15 6 0 9 +
7327 ecl 0 0 -
7330 kpn 19 18 20 20 -1 1 -
7341  kpn 6 21 6 6 15 0 +
10250 eco 0 0 -
10252 eco 0 0 -
10254| eco 0 0 -
10257| eas 24 23 28 27 + -1 4 +
10258| pmi 0 0 -
10268 eco 0 0 -
10269| pmi 0 0 -
10272 eco 0 0 -
10273 eco 0 0 -
10275 eco 0 0 -
10281| eco 30 29 31 31 - -1 1 -
10284| eco 31 28 32 32 - -3 1 -
10285| eco 30 28 30 30 - -2 0 -
10286| eco 0 0 -
10291 eco 0 0 -
11702 kpn 0 0 -
11757 eco 0 0 -
11780 eco 0 0 -
11816 eco 0 0 -
11824| eco 0 0 -
11981 eco 0 0 -
12059 kpn 0 0 -
12133| kpn 0 0 -
12433| kpn 0 0 -
12540 eco 0 0 -
12694| eco 0 0 -
13251 eco 0 0 -
13432 kpn 0 0 -
13545 eco 0 0 -
13759 ecl 26 24 29 28 ? -2 3 -




Liite 5. ESBL/AmpC Calculator (Mast Group)

kpn
kpn
kpn

kpn

kpn
ecl
kpn

kpn

kpn
kpn

kpn

B (o] D

CPD +ESBL +
AMPC

INHIBITORS
(mm)

CPD+ESBL CPD+AMPC
INHIBITOR  INHIBITOR
(mm) (mm)

cPD

LAB NUMBER COMMENTS

(mm)

(Minimum Value must be at least 6)

Intrepretation
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ESBL
1756 11 23 12 21
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Furthe!' work required,
1785 6 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Further work required,
1793 6 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Funher work required,
1797 6 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
AMPC
2843 6 6 22 21
AMPC
2844/ 6 6 18 18
NEGATIVE
2849 25 26 25 25
AMPC
2897 6 6 16 14
AMPC
2957 6 6 18 19
ESBL
7315] 6 20 6 20
NEGATIVE
7316 24 24 23 23
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Funher work required,
7319] 6 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Further work required,
7322, 6 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
AMPC
7327] 6 6 15 14
NEGATIVE
7330] 23 25 23 23
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Further work required,
7341 6 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
AMPC
10250 6 6 24 24
AMPC
10252 6 6 22 23
Py FURTHER WORK REQUIRED - Confirm ESBL using D63C
10254 21 19 23 23 i and confirm AMPC using D69C
AMPC
10257 6 6 22 22
AMPC
10258 6 6 23 23
AMPC
10268 6 6 20 23
AMPC
10269 6 6 22 21
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Further work required,
10272 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
NEGATIVE NEGATIVE FOR ESBL & AMPC. Further work required,
10273 6 6 6 consider presence of carbapenemase using D70C
AMPC
10275 6 6 21 22
ESBL
10281 6 15 6 17
ESBL
10284 6 18 6 18
ESBL
10285 6 21 6 21
AMPC
10286 6 6 22 21
AMPC
10291 6 6 18 17
NEGATIVE
11702 26 26 25 25
ESBL
11757 6 19 6 19
ESBL
11780 6 23 10 22
ESBL
11816 6 20 6 20
ESBL
11824 6 21 6 20
ESBL
11981 6 22 10 21
ESBL
12059 6 12 6 12
ESBL
12133 6 20 6 20
ESBL
12433 6 22 6 23
AMPC
12540 6 6 21 21
ESBL
12694 6 23 6 21
AMPC
13251 6 6 24 22
NEGATIVE
13432 26 27 25 25
AMPC
13545 6 6 21 19
AMPC
13759 6 6 17 18




