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Enterokokit ovat yleisia sairaalaperéisten virtsatieinfektioiden aiheuttajia. Niista yli 95 %:ssa
aiheuttgjana ovat padéasi assa Enterococcus faecalis- ja Enterococcus faecium —gjit, joista
arabinoosipositiivinen Enterococcus faecium on resistentimpi. Keski-Suomen keskussairaalan
kliinisen mikrobiologian laboratorio vastaa kaikki arabinoosipositiiviset enterokokit
lajinimell& Enterococcus faecium, koska laboratoriossa el ole kéytdssa tarkempaan
Igjitunnistukseen kykenevaa diagnostista testimenetel méa.

Kayttoke poisen testimenetelméan puuttumisen vuoksi ryhdyttiin tutkimaan neljan eri
kaupallisen testikitin toimivuutta ja luotettavuutta enterokokkilgjien tunnistuksessa seka milla
edellytyksillajokin ndista tutkituista testimenetel mista soveltuisi diagnostiseen analytiikkaan.
K dytetyt testimenetelmét olivat Api 20 Strep, Rapid ID 32 STREP, RaplD™'STR System ja
Diatabs™ —testikokonaisuus. Naytemaarana tutkimuksessa oli 46 virtsa- ja
veriviljelynaytteista eristettyd, Enterococcus faecium —gjiksi vastattua bakteerikantaa. Naista
kolme olivat tunnettuja kontrollikantoja, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis ja
Enterococcus gallinarum.

Varmoiksi Enterococcus faecium —gjitulkinnoiksi luokiteltiin sellaiset tapaukset, joissa Api
20 Strep —testin tunnistusprosentti oli vahintéén 96 ja kun Diatabs -testikokonaisuudesta
tiettyjen osioiden tulokset tukivat téta Tutkimuksen perusteella voidaan tehda se johtop&étos,
ettd Api 20 Strep —testi seka Diatabs —testikokonaisuudesta tietyt osiot tarjoavat kétevan ja
objektiivisen tavan tunnistaa Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis jajokin muu
tutkimuksen perusteella luotettavasti tunnistamaan harvinai sempia enterokokkilajeja, kuten
Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus tai Enterococcus avium.

Avainsanat: enterokokit, Api 20 Strep, Rapid ID 32 STREP, Rap|D'V'STR, Diatabs' ",
menetelmévertailu
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Enterococci bacteriais the most common cause of hospital based urinary infections. Over
95% of these have been found to have caused mainly by Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium species, of which arabinose positive Enterococcus faecium is the most
resistant. The Clinical Microbiology laboratory of the Central Hospital of Central Finland
labels all arabinose positive enterococci bacteria by the name Enterococcus faecium, because
the laboratory does not have in its use a more accurate species identification test facility.

Due to the lack of usable testing facility the testing of four separated commercial test kits was
commenced for the usefulness and reliability for the identification of the enterococci and what
proof was needed to decide which testing approach would fit the diagnostic analysis. The
methods tested were Api 20 Strep, Rapid ID 32 Strep, RapidTM STR system and DiatabsTM
tes field. The strains tested included 46 urine and blood samples selected from the identified
Enterococcus faecium strains. Out of these three were from the recognised control group,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis and Enterococcus gallinarum.

The incidents which were then interpreted according to their strand as being ‘certain’
Enterococcus faecium were the cases, in which Api 20 Strep id% was at lest 96% and where
some Diatabs test parts confirmed these results. Based on the results of the testing it can be
concluded that Api 20 Strep -test and also some of the Diatabs test parts offers useful and
objective method to identify Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis and some other
unnamed species of enterococci. None of the test methods used in the research were able to
reliably recognise more unusual enterococci species like Enterococcus gallinarum,
Enterococcus casseliflavus or Enterococcus avium.

Keywords: Enterococci, Api 20 Strep, Rapid ID 32 STREP, RapIDTMSTR, DiatabsTM,
comparison of method
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JOHDANTO

Enterokokit ovat Escherichia colin jalkeen yleisimpia aerobisia suolistobakteergiaja ne
kuuluvat ihmisen normaaliflooraan (Anttila & Suppola 2003, 129). Ihmisessa esiintyvia,
herkimmin tautia aiheuttavia arabinoosipositiivisia enterokokkea ovat Enterococcus faecium,
E. avium, E. cassdliflavus, E. gallinarum sekéa E. mundtii. Kliinisen mikrobiologian
laboratorion eristamista enterokokeista yli 95 % on Enterococcus faecalis- tai Enterococcus
faecium- lgjia. E. faecaliksen normaaliflooran esiintymispaikkana on suolisto, kun taas E.
faeciumia 10ytyy iholta. Enterokokki on niin sanottu opportunistibakteeri ja aiheuttaa
infektioita vain silloin, kun ihmisen puolustuskyky on heikentynyt. (Anttilaym. 2003, 129;
Hellstén, 2005, 32; Murray, Baron, Pfaller, Tenover & Y olken, 1999, 300.)

Enterokokit aiheuttavat sek& avohoito- etté sairaalainfektioita ja sairaalainfektioiden
aiheuttajana enterokokkien merkitys on jatkuvasti lisdntymassa (Huovinen & Kotilainen
1998, 115). Sairaalabakteeri VRE on vankomysiinille resistentti enterokokki, joka on
yleistynyt vankomysiinin k&yton vuoksi. T&man vuoks on térked, ettd uusi VRE —kanta
pystytéan tunnistamaan lgjitasolle saakka, jotta valtyttéisiin vaarilta V RE-10ydoksilta Tala
hetkella Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian laboratoriossa vastataan
kaikki arabinoosipositiiviset enterokokit lajinimell& E. faecium. Téaméan perusteella tyon

hypoteesina on, ettd kaikki tutkittavat bakteerikannat ovat E. faecium-lgjia.

Opinnaytetydmme tarkoituksena on selvittéd, mitd muita Enterococcus sukuun kuuluvia lgjeja
potilasnéytteissa esiintyy kuin E. faecium seka milla diagnostisella testilla ne saataisiin
luotettavimmin tunnistettua. Naytemateriaaleina tyossa kaytetaan veriviljelyista seké
virtsaviljelyista saatuja bakteerikantoja, jotka keréé Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen
mikrobiologian laboratorion henkilokunta. Ty0ssa testataan neljaa eri diagnostista

menetel méa enterokokkien tunnistuksessa. Tyon tavoitteena on nopeuttaa ja tarkentaa
diagnoosin tekoa, joten paétavoitteenamme on nopeuttaa potilaan hoidon aloitusta seka
tehostaa sitd tasmallisemmin vaikuttavilla 188kkeilla Opinndytetydostamme hyotyvét Keski-
Suomen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian laboratorion lisdksi myds laékarit seka
ennen kaikkea potilaat.



2 ENTEROKOKIT

2.1 Enterokokkien ominaisuudet

Enterokokit luokiteltiin aiemmin D-ryhman Streptokokkeihin, joista ne erotettiin omaksi
suvukseen vuonna 1984. L aheisimmat sukulaislgjit ovat Lactococcus spp. ja Vagococcus spp.
Enterokokit ovat aerobeja, katalaasinegatiivisia, grampositiivisia ketjukokkeja, jotka voivat
esiintya myos yksin tai pareittain. Liséksi ne ovat pyrrolidonyl-3-naftyylamidi (PYR) ja
leusiini-B-naftyylamidi (LAP) positiivisia. Ne voivat kasvaa 10 - 45 C:ssa, optimilampétila
on 35 C. Enterokokit sietavat korkeita suolapitoisuuksia ja sappihappoja ja kasvavat siten
elatusaineessa, joka sisdltda 6,5 % keittosuolaa (NaCl) sekéa sappi-eskuliinimaljalla, jossa ne
voidaan austavasti tunnistaa eskuliinin hydrolyysikykynsé ansiosta. Enterokokit ovat yleensa
non-hemolyyttisia, mutta voivat olla myds alfa- tai beetahemolyyttisia kasvaessaan
verimaljalla. (Anttilaym. 2003, 129; Hellstén, 2005, 32; Murray ym. 1999, 300; University of
Oklahoma Disclaimers 2006; University of Maryland 2000.)

2.2 Enterokokkien esiintyminen

Enterokokit ovat Escherichia colin jalkeen yleisimpié aerobisia suolistobakteergaeli ne
kuuluvat ihmisen normaaliflooraan (Anttila ym. 2003, 129). Enterokokeista virulenteimpia eli
herkemmin tautia aiheuttavia lgjeja ovat arabinoosipositiiviset Igjit (kts. arabinoositesti s.10),
joitaovat E. avium, E. raffinosus, E.faecium, E. casseliflavus, E. mundtii, E. gallinarum sekéa
E. columbae. Kaikkia néita lajeja el kuitenkaan esiinny ihmisilla Ihmisessa esiintyvia
arabinoosipositiivisia enterokokkeja ovat E. faecium, , E. avium, E. raffinosus, E.
cassliflavus, E. gallinarum sek& E. mundtii. Kliinisen mikrobiologian laboratorion
eristamisté enterokokeista yli 95 % on joko Enterococcus faecalis- tai Enterococcus faecium-
lajeja. E. faecaliksen normaaliflooran esiintymispaikkana on suolisto, kun E. faeciumia l0ytyy
iholta. (Anttilaym. 2003, 129; Hellstén, 2005, 32; Murray ym. 1999, 300.)



2.3 Enterokokki-infektiot

Enterokokit ovat opportunistipatogeeneja eli atheuttavat infektioita vain puolustuskyvyltéén
heikentyneille ihmisille. Ne aiheuttavat |ahinna virtsatieinfektioita, mutta niita [6ydet&an
joskus myos selluliiteista seka vatsan ja lantionalueen syvista infektioista. Enterokokkeja on
eristetty veriviljelyista yhdessa enterobakteerien ja anaerobien bakteerien kanssa sellaisilta
potilailta, joillaon esimerkiksi haavainfektioita, makuuhaavojata diabeettisia
jalkahaavaumia. Enterokokit voivat aiheuttaa myos endokardiitteja. (Anttilaym. 2003, 129-
130; Huovinen ym. 1998, 115 -117.)

Enterokokki-infektiolle altistavia tekijoita voivat olla vakava perustauti, kuten syopatai
munuai sten vajaatoiminta, Kirurgiset toimenpiteet, virtsakatetri, pitké sairaal assaoloaika tai
antibioottihoito. Enterokokki-infektiot saavat yleensa alkunsa joko potilaan omasta
mikrobifloorastatai esimerkiksi tartunnasta sairaalassa. Sairaalainfektioiden aiheuttgana
enterokokkien merkitys on jatkuvasti liséantymassa. (Anttilaym. 2003, 129-130; Huovinen
ym. 1998, 115 -117.)

2.4 Vankomysiinille resistentti enterokokki eli VRE

Enterokokit ovat luonnostaan resistentteja monille antibiooteille. E. faecalis on herkka
penisilliineille ja glykopeptideille (vankomysiini ja teikoplaniini) mutta E. faecium on yleensi
penisilliineille resistentti, ollen kuitenkin herkka glykopeptideille. My0s E. faecaliksella
voivat penisilliinia sitovat proteiinit muuntua, jolloin ne tulevat yhté aikaa resistenteiksi
kaikille penisilliineille ja j&avét herkiksi ainoastaan vankomysiinille seka teikoplaniinille.
Vuonna 1986 maailmalla |6ydettiin ensimmainen vankomysiinille resistentti enterokokki eli
VRE. (Anttilaym. 2003, 129 -130.) Vankomysiiniresistenssin aiheuttavasta
resistenssigeenisté on olemassa kolme eri fenotyyppid, vanA, vanB ja vanC. VanA- fenotyypin
omaavat bakteerit ovat resistentteja vankomysiinille seké teikoplaniinille, vanB- tyypin
bakteerit taas ovat hyvin resistentteja vankomysiinille, mutta herkkia teikoplaniinille. E.
gallinarumjaE. cassdliflavus omaavat luonnostaan vanC- tyypin resistenssin jaovat heikosti
resistentteja vankomysiinille ja herkkia teikoplaniinille. Vankomysiinille resistentit kannat
ovat usein resistenttejd myos ampisilliinille. (Huovinen ym. 1998, 118; Public Health Agency
of Canada 1998.) Kun kliinisen mikrobiologian laboratorio tunnistaa uuden VRE —kannan, on



erittéin tarkedd, ettd se pystyttaisiin tunnistamaan lgjitasolle saakka. Ellei bakteeria pystyta
tunnistamaan lgjitasolle saakka, voivat E. gallinarumtal E. cassdliflavus luontaisen vanC —

tyypin resistenttiydensa vuoksi aiheuttaa vaéran VRE —6ydoksen. (Nissinen, 2006.)

Vankomysiinille resistentin enterokokin on todettu séailyvan pitkéén elossa ja
tartuntakykyisend ymparistossa ja kosketuspinnoilla. Potilaan kolonisoiduttua VRE-kannalle
héntd on vaikea saada siitd vapaaksi. Ainoaksi torjuntatoimeksi jaakin enterokokkien
levidmisen estdminen parantamalla hygieniaa ja vahentaméalla vankomysiinin kaytt6a. VRE:n
torjunta onnistuu sité paremmin, mita pienempi on kolonisoituneiden potilaiden maara.
Suomessa on eniten VRE-kantoja eristetty HUS: ssa, mutta niitéa on |0ydetty muissakin
sairaaloissa. (Huovinen ym. 1998, 118-119.)

2.5 Enterokokkien tutkiminen mikrobiologian laboratoriossa

Kun nayte saapuu laboratorioon, se viljelldan erilaisille elatusmaljoille, riippuen
ndytelaadusta. Yleissimmét maljat ovat CLED-, veri- seké suklaamalja. Viljeltyja maljoja
inkuboidaan aerobioloissa 35 °C:ssa yon yli. Seuraavana pavana tarkastellaan maljalla
mahdollisesti esiintyvia bakteeripesikkeitd, jajos maljalla e ole kasvua, inkuboidaan sitéa
vielayon yli. Maljalla olevasta bakteeripesikkeesta arvioidaan sen kokoa, muotoa, vérig,
tiheytta (18pikuultava, [&pindkyva, samea), pintaa (kiiltava, siled, himmed) seka olomuotoa
(pehmed, kova, tarttuva, limainen). Enterokokkipesake on verimaljalla pieni, pytred ja
valkoinen pesike (kts. KUV A 1 s.5). Maljaa myos haistellaan, silléa monilla bakteerilajeillaon
oma tyypillinen tuoksunsa. Verimaljalla olevasta kasvusta voidaan arvioida bakteerin
aiheuttamaa hemolyysia Hemolyysi voi ollajoko a-, B- tai non- hemolyysityyppia. (A.
Nissinen 1997; B. Nissinen 1997.)

Bakteeripesdkkeille voidaan tehda erilaisia pikatestgd, joilla pystytéén alustavasti ssamaan
selville mink& suvun bakteerista voisi olla kyse. Enterokokeille tentava pikatesti on
katalaasitesti, jolla erotetaan enterokokit ja streptokokit stafylokokeista. Bakteeripesdke
voidaan myos vérjata objektilasilla Gramvérjayksell§, jolloin saadaan selville, onko tutkittava
bakteeri grampositiivinen vai gramnegatiivinen, kokki- tai sauvabakteeri. Kun on herénnyt
epéilys, etta maljalla kasvava bakteeri voisi olla enterokokki, tehdaén sille arabinoosi- ja

sappieskuliinitestit seka [a8keherkkyysmaéritys hoidossa kysymykseen tuleville



bakteeriladkkeille. Sappieskuliinipositiiviset, arabinoosinegatiiviset enterokokit vastataan
lajinimell& E. faecalis, sappieskuliinipositiiviset, arabinoosipositiiviset enterokokit lajinimella
E. faecium. Jos bakteerikannan vankomysiiniherkkyys on alentunut, varmistetaan bakteerin
laji Api 20 Strep:lla. (A. Nissinen 1997; B. Nissinen 1997.)

KUVA 1. verimaljalla kasvava E.faecium (Kajakoski & Vehkajérvi, 2006).

2.5.1 Katalaasitesti

Katalaasitestin testiliuoksena on 3 % vetyperoksidi. Pisaraan vetyperoksidia siirrostetaan
muutama pesake tutkittavaa, alustavasti kokiks epailtya bakteeria. Testia el voidatehda
verimaljalla kasvavasta bakteeripesakkeestd, koska veri on katalaasipositiivista ja ndin ollen
saadaan vaara positiivinen tulos. Testi voidaan tehda elatusmaljan kannen paallatai
objektilasilla. Jos pisarassa syntyy kuplintaa, "kiehumista’, on kyseinen bakteeri
katalaasipositiivinen eli todenndkoinen stafylokokki. Katalaasi positiivinen bakteeri kykenee
tuottamaan katalaasientsyymid, joka pilkkoo vetyperoksidin vedeks ja kaasumaiseksi
hapeksi, joka ilmenee kuplintana. Jos mitéén nakyvaa reaktiota el tapahdu, on bakteeri
katalaasinegatiivinen ja luultavasti joko enterokokki tai jokin streptokokki. (Kouri, Anttinen,
Icén, Ikaheimo, Irjala, Kontiainen, Koskimies, Lipponen, Penttild, Siitonen & Siukola 1999;
48.)



2.5.2 Gramvarjays

Gramvérjays kuuluu niin sanottuihin erotteleviin menetelmiin, jonka kehitti vuonna 1884
tanskalainen l&8kéri Christian Gram (Hellstén, 2005, 33; Katila, 2004, 348). Gramvarjayksen
avulla bakteerit voidaan ryhmitell& morfologian (kokit ja sauvat) seka vérjaytyvyyden
(grampositiiviset jagramnegatiiviset) perusteella. Vérjayksessa Huckerin kristallivioletti
varj8a sellaiset bakteerisolut sinisiksi tai tumman sinivioleteiksi, joilla on soluseindméassa
paksu peptidoglykaanikerros. Téllaiset bakteerit ovat grampositiivisia. Ohuen
peptidoglykaanikerroksen omaavista bakteerisoluista kristallivioletti huuhtoutuu pois, jolloin
ne saadaan nakyviks vastavarjdamalla safraniinilla. V érjaystulos on talléin punainen tai

vaal eanpunainen, ja bakteeri on gramnegatiivinen. (Hellstén, 2005, 32-34; Kouri ym. 1999,
47; C. Nissinen 1997; Vaara, Skurnik & Sarvas 2003, 58-62.)

2.5.3 Arabinoosin fermentaatiotesti

Arabinoosin fermentaatiotestill& pystytéén erottamaan E. faecalisja E. faecium toisistaan.
Tutkittavaa bakteerikantaa siirrostetaan puhdasviljelméalta viivaks arabinoosimaljalle, joka
sisaltdd runsaasti arabinoosia seka pH- indikaattorin, jonka avulla tulos voidaan tulkita.
Maljaa inkuboidaan 35 °C:ssa yon yli, jonka jélkeen tarkastellaan maljan varinmuutosta. E.
faecalis on arabinoosinegatiivinen eli se el aitheuta maljalla varimuutosta. E. faeciumon
arabinoosipositiivinen eli se pystyy fermentoimaan arabinoosia, josta syntyvét happamat
fermentaatiotuotteet laskevat maljan pH:ta ja maljan vari muuttuu bakteerikasvun ympérilta
keltaiseksi (kts. KUVA 2 s.7). (D. Nissinen 1997.)



KUVA 2. Arabinoosimaljalla kasvavat E. faecium (ylempi) ja E. faecalis (alempi) (Kajakoski
& Vehkajarvi, 2006.)

2.5.4 Sappieskuliinitesti

Sappieskuliinitestia kaytetdan enterokokkien ja D- ryhmén streptokokkien erottamiseen
viridans-ryhman streptokokeista. Maljalla voidaan tunnistaa myos Listeria. Tutkittavaa
bakteerikantaa siirrostetaan viivaksi 40 % sappea sisaltavélle sappieskuliinimaljalle. Maljaa
inkuboidaan yon yli aerobisesti 35 °C:ssa. Sappea kestavét bakteerit kasvavat maljalla. Jos ne
lisaksi pystyvét hajottamaan maljalla olevan eskuliinin eskuletiiniksi, ovat pesakkeet ja niiden
[ahiympéristd mustia, koska eskuletiini muodostaa tumman sakan alustan siséltdman raudan
kanssa (kts. KUV A 3). Enterokokit sekd D- ryhman streptokokit ovat sappea sietavi,
eskuliinipositiivisia bakteergja. (Kouri ym. 1999, 48; Pietikainen 1998.)

¢

KUV A 3. Sappieskuliinimaljalla kasvavat E. faeciumjaE. faecalis (Kajakoski & Vehkajarvi,
2006.)



2.5.5 Bakteeriladkeherkkyys

Bakteerila8keherkkyys méaéritetdan kiekkomenetelmalla ja sen tarkoitus on selvittda, onko
bakteerilla hankittua resistenssid sen aiheuttamien infektioiden hoidossa kysymykseen
tuleville la&kkeille. Bakteerin [a8keherkkyys on suoraan verrannollinen antibioottikiekon
ympérille muodostuvan estorenkaan pinta-alaan. Koska pinta-alaa on kéytanndssa vaikea
mitata, mitataan estovyohykkeen halkaisija, joka mitataan joko automaatilla tai manuaalisesti.
Tutkittavasta bakteerikannasta tehdaén McFarland turbiditeettistandardia no: 0,5 vastaava
suspensio keittosuolaan. Suspensio levitetdan tasaisesti Mueller-Hinton veriherkkyysmaljalle
vanutikulla dreijaamalla. Ampisilliini (AMP), vankomysiini (VA), teitkoplaniini (TEC) seka
virtsaviljelyissa nitrofurantoiini (F) antibiootteja siséltévét imupaperikiekot laitetaan maljalle
kiekkoannostelijan avulla. Maljaa inkuboidaan yon yli 35 °C:ssa aerobioloissa. (Nissinen,
2005.)

Tulokset luetaan mittaamalla estorenkaan halkaisija (kts. KUV A 4). Jos bakteeripesikkeet
kasvavat kiinni kiekkoon, on kyseinen bakteeri resistentti eli vastustuskykyinen (R) kiekosta
maljalle imeytyneelle antibiootille. Estorengas kiekon ja bakteeripesékkeiden valilla on
merkki bakteerin sensitiivisyydesta eli herkkyydestéa kyseiselle antibiootille (S). Estorenkaan
halkaisijalle on mééritetty SIR- rgjat, joiden perusteella saadaan selville onko kyseinen kanta
resistentti vai herkka. Ampisilliinin SIR- rgat ovat R =< 16 mm S >= 17 mm, vankomysiinin
R =< 14 mm S >= 17 mm, teikoplaniinin R =< 10 mm S >= 14 mm ja nitrofurantoiinin R =<
14 mm S >= 17 mm. Rajojen valiin j8avét tapaukset tulkitaan I:ksi, jolloin kyseisen bakteerin
|a8keherkkyys on hieman alentunut télle antibiootille, eika |aékettéa kannata kayttaa potilaan
hoitamiseen. (Nissinen, 2005.)

KUVA 4. Enterokokkil&&keherkkyyskiekot Mueller-Hinton veriherkkyysmaljalla (Kajakoski
& Vehkajarvi, 2006.)



3 ENTEROKOKKIEN TUNNISTUKSESSA KAYTETYT TESTIMENETELMAT

Ranskalaisen BioMeriéux:n valmistamaa Api 20 Strep testia kaytetdan streptokokkien,
enterokokkien seka niiden sukulaislajien tunnistukseen ja nimedmiseen. Testiliuska koostuu
20:sté biokemiallisesta testikaivosta, joiden sisaltamien dehydroitujen substraattien avulla
osoitetaan bakteerien entsymaattista aktiivisuutta tai sokereiden fermentaatiota eli kédymista.
Inkubaation aikana bakteerien tuottamat entsyymit tai happamat aineenvaihdunnan tuotteet
muuttavat kaivoissa olevien reagenssien varin. Varimuutos voi olla joko valiton tai se
tapahtuu vasta reagenssin lisdyksen jalkeen. Testissd kaytettavia reagenssegjaovat VP 1-, VP
2-,ZYM A-, ZYM B- sek@ NIN —reagenssit. Reagensseista VP 1 jaZYM A séilytetdan
huoneenlammaossa. ZY M B- ja NIN —reagenssit séilytetdan jadkaappilampétilassa hyvin
valolta suojattuina foliok&&reessad. Reagenssit sdilyvét yhden kuukauden avaamisen jélkeen.
(BioMeriéux Api 20 Strep -kayttdohje, 2004.)

Saman ranskalaisen BioM eriéux:n valmistamaa Rapid ID 32 STREP testia kaytetaan
streptokokkien ja niiden sukuisten bakteereiden tunnistamiseen. Rapid ID 32 STREP
tegtiliuska sisdltéa 32 ndytekaivoa, joissa seitsemassa naytekaivossa mitataan
oksidaatioreaktiota, 17:sta hiilihydraattien fermentaatiota, kolmessa arylamidaasireaktiota ja
yhdessa alkalista fosfataasia. Liséksi Rapid ID 32 STREP testi sisdltda nelja biokemiallista
testia. (Freney, Bland, Etienne, Desmonceaux, Boeufgras & Fleurette 1992, 2657.) Neljan
tunnin inkubaation aikana bakteerien tuottamat entsyymit tai happamat aineenvaihdunnan
tuotteet muuttavat kaivoissa olevien reagenssien vérin. Varimuutos voi olla joko valiton tai se
tapahtuu vasta reagenssin lisGyksen jalkeen. Testissa kaytettavia reagenssejaovat VP A-, VP
B-, FB- jaNIN-reagenssit. Naistd VP A sdilytetéan huoneenlammaossé jaVP B-, FB- jaNIN -
reagenssit sdilytetaan jadkaappildmpotilassa. Reagensseista FB- jaNIN tulee sailyttaa lisaksi
folioon kaérittynd. Tulokset tulkitaan ATB Expression -lukulaitteella tai visuaalisesti.
Positiivisten ja negatiivisten reaktioiden perusteella saadaan numerokoodi, jolla saadaan
[gjintunnistus Apiweb -tietokoneohjelman avulla. (BioMeriéux Rapid ID 32 STREP -
kayttoohje, 2004.)
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Amerikkalaisen Remelin valmistama RapID™ STR testi on kvalitatiivinen menetelma, jossa
kaytetd8n kromogeenisia substraattgja kliinisesti tarkeimpien streptokokkien sekaniille
|&heista sukua olevien muiden bakteerien tunnistukseen. RaplD™ STR menetelmall4 voidaan
tunnistaa mm. A, B, C, D ja G- ryhman streptokokit, viridans streptokokit, Streptococcus
pneumoniae, Weisella confusus, Listeria monocytogenes, yleisimmét Enterococcus-,
Aerococcus-, Gemella-, Leuconostoc- seké Pediococcus -lgjit. RapID™ STR testi koostuu
RapID™ STR paneelista sekd Rap! D™ STR reagenssista. Reagenssi séilytetasn
Jjéékaappilampdtilassa. Paneelissa on useita reaktiokaivoja, jotka sisdltavét dehydroituja
reagenssgja. Neljan tunnin inkuboinnin jatarvittavan reagenssilisdyksen jalkeen jokaisen
testikaivon tulos luetaan tarkastelemalla varin muodostusta. Tulosliuskalle merkit&an
positiivisten ja negatiivisten testitulosten pisteméarét, joista saatavalla numerosarjalla saadaan
bakteerin laji ERIC™ Electronic Rapl D Compendium -tietokoneohjelmalla (vrt. Api 20
Strep). (Remel, 2004.)

Tanskalaisen Rosco diagnostican Diatabs™ —tuotteista ldytyy erityisesti yleisimpien
enterokokkien tunnistukseen ja diagnosointiin kehitetty sarja tablettimuotoon puristettuja
reagensseja. Testisarja sisdltéa kaksi antibioottiherkkyyskiekkoa, joista toinen sisaltéa 50 pg
furatsolidonia (Furaz) jatoinen 10 pg mupirosiinia (Mupir). Lisdks testiin kuuluu kaksi
sokereiden fermentaatiota ilmentévaéa kiekkoa. Sokereiden fermentaatiota ilmentéva kiekko
sisdltéa d-ksyloosia (XYL), laimeaa puskuria seké fenolinpunaindikaattorin, jolla saadaan
aikaiseksi sokerin fermentaatiosta kertova varinmuutos. Toinen, glykosidaasia ilmentéavén
alfa-galaktosdaasikiekon (a-GAL) toiminta perustuu entsymaattisesti keltaisen nitrofenolin
vapautukseen kiekossa olevasta substraatista. Testiin kuuluvat myos motiliteetti- eli
liikkuvuusputki, joka siséltéé agarilla hyydytettya elatusai netta seké pigmentin eli pesakkeen
varin tarkastelun puhdasviljelymaljalta. (Rosco Diagnostica, 2005.)
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4 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TEHTAVAT

Opinnaytetyon aihe saatiin Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian
laboratoriosta sairaalamikrobiologi Antti Nissiselta. Keski- Suomen keskussairaalan kliinisen
mikrobiologian laboratorio vastaa télla hetkella kaikki arabinoosipositiiviset enterokokit
lajinimell& Enterococcus faecium. Hypoteesina tyossa oli, etté kaikki tutkittavat
bakteerikannat ovat E. faecium lgjia. Vaikka E. faecium on arabinoosipositiivisista lgjeista
yleisin, voi Kkliinisissé ndytteissa esiintya myds muita arabinoosipositiivisia enterokokkega
Tyon tarkoituksena oli kuvata erilaisten diagnostisten testien avulla millaisia
arabinoosipositiivisia enterokokkeja potilasndytteista |6ytyy ja miten ne voidaan luotettavasti
tunnistaa. Tavoitteena oli |10ytéa testi, joka nopeuttaa ja tarkentaa diagnoosin tekoa seka
soveltuu diagnostiseen analytiikkaan enterokokkien tunnistuksessa. Téllaiselta testilta
mahdollisimman yksiselitteinen tulkinta. Ty0ssa vertailtiin lisdksi valituillatesteilla saatuja
tuloksia keskenaén tunnettujen kontrollikantojen avulla.

Mikali jokin kaytetyista testeista osoittautuu hyvaksi, tarkentaen diagnoosin tekoa, Keski-
Suomen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian laboratorio saattaa ottaa sen rutiinikdyttéon
enterokokkien tunnistamisessa.

Tutkimusongel mat:
Kuinka luotettavasti enterokokit pystytéén tunnistamaan Api 20 Strep-, Rapid ID 32

STREP-, Rap|D"™STR System- ja Diatabs —testeill&4?
Milla edellytyksillajokin tutkituista testeista soveltuu diagnostiseen analytiikkaan?
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5 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Tama tutkimus on semikvantitatiivinen tutkimus, jossailmenee myds kvalitatiivisen
tutkimuksen piirteitd. Tutkimus on lisdksi empiirinen, kuvailevaan eli deskriptiiviseen
tyyppiin kuuluva. (Koivula, Suihko & Tyrvdinen 2003, 17, 37.)

Opinnaytetydssa aineiston kerd@minen, késittely ja analysointi tapahtui toisistaan erottuvina
vaiheina, joka on yks kvantitatiivisen tutkimuksen piirteitd. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa
tulosten arviointi tapahtuu mittauksen validiteetin jareliabiliteetin perusteella. Validiteetilla
tarkoitetaan mittarin kykya mitata sitd, mita on tarkoitus. Reliabiliteetilla tarkoitetaan
puolestaan mittauksen luotettavuutta. (Koivulaym. 2003, 37). Tydssd aineiston analysointi ja
arviointi tapahtui valittujen testien avulla, soveltaen validiteetin jareliabiliteetin kasitteita.
Validiteettina eli mittarinatyossa oli testit, joiden kykya tunnistaa eri enterokokkilajit
mitattiin. Reliabiliteettina tydssa taas oli se, kuinka luotettavasti testit pystyivét eri
enterokokkilajit tunnistamaan.

Kvantitatiivisen tutkimuksen tuloksena syntyy lukuarvoja siséltéava havaintoaineisto, jota
voidaan kasitella tilastollisesti. Pédtelmien teko perustuu havaintoaineiston tilastolliseen
analysointiin perustuen. Muita keskeisia piirteita kvantitatiivisessa tutkimuk sessa ovat
hypoteesien esittdminen seka aineiston keruun suunnitteleminen. (Koivulaym. 2003, 37,
Hirgdrvi, Remes & Sajavaara 2000, 129.) Opinndytetydn hypoteesina oli, etté kaikki
tutkittavat bakteerikannat olivat E. faecium-gjia. Tutkimusaineiston kerédmista suunniteltiin
etukéteen ennen testauksen aloitusta. Ty0 sisaltda itse tuotettua tutkimusaineistoa, josta saatiin
tilastollisesti késiteltavia tuloksia. Tulosten avulla voitiin vertailla kaytettyjen testien
toimintaa seké luotettavuutta tunnistaa eri bakteerilgjeja. Saadut tulokset taulukoitiin
Microsoft® Exel- taulukkolaskentaohjelmalla.

Kvalitatiivisen tutkimuksen tehtéavana on ymmartaa seka tulkita tuloksia, joiden arviointi
tapahtuu pééttelyprosessin perusteella. Tallainen tutkimus vaatii liséksi vahvan teoreettisen
pohjan (Koivulaym. 2003, 31, 37). Opinnaytety0ossa lahdettiin liikkeelle teoriasta ja tulosten
arviointi tapahtui paéttelyn ja pohdinnan perusteella.
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Kuvailevassa eli deskriptiivisessa tutkimuksessa on tarkoitus kuvata muun muassa jonkin
ilmidn tunnuspiirteitd ja havaintojen luotettavuutta ja tarkkuutta (Koivula ym. 2003, 17).
Tyo6ssa kuvaliltiin testien kayttd ja toimivuus seka se, kuinka testit tunnistivat enterokokkien
lajgja. Lisaks tyossd kuvailtiin kuinka luotettavina tuloksia voidaan pit&a.
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6 TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

6.1 Tutkimusaineiston keruu, aikataulu ja toteutus

Tutkimusaineiston kerasi Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian
laboratorion henkilokunta. Tutkimuksessa kaytetyt bakteerikannat olivat potilasnéytteista
eristettyja Mukanaoli myds kolme kontrollikantaa, jotkaolivat E. faecium (UKNEQAS
7218), E. faecalis (ATCC 29212) ja E. gallinarum (WHO 27). Kontrollikantojen avulla
testattiin kaytettyjen tunnistusmenetelmien toimivuus, luotettavuus seka bakteerilajin
tunnistuskyky. Veriviljelyista eristetyt Enterococcus faecium: lgjiksi vastatut kannat olivat
kolmen vuoden gjalta keréttyja syvajdadytettyja kantoja. Virtsaviljelyista Enterococcus
faecium+ lgjiksi vastattuja kantoja keréttiin kevaan 2005 aikana. Koska kannat oli identifioitu
ndytenumeroilla eika naytteissd ollut potilastietoja ndkyvissg, tyossa el ilmennyt eettisia

ongelmia

Kaikki tutkimuksessa kaytetyt bakteerikannat olivat arabinoosipositiivisia, E. faeciumiksi
vastattuja. Tutkimuksen kokonaisnaytemaara oli 46 bakteerikantaa, siséltéen kontrollikannat.
Tyo6n diagnostisten testien valinta tapahtui Keski-Suomen keskussairaalan
sairaalamikrobiologi Antti Nissisen kanssa yhteistyossa. Testikittien valintaperusteenaoli,
etta ne ovat Suomessa kaupallisesti saatavia ja niita kaytetdan kliinisissa laboratorioissa.

Y leisimmin Suomessa kayt0ssa olevan testikitin Api 20 Strep:n lisdksi muiden testikittien
toimivuutta el vield kovin hyvin tunneta kliinisessa laboratoriotydssa. Tyohon valittiin nelja
eri testid mahdollisimman monipuolisten tulosten saamiseksi.

Bakteerikantojen testaus aloitettiin 17.5.2005 ja tutkimukset saatiin padtokseen 9.6.2005.
Testgatehtiin 3-5 paivana viikossa yhdessa parin kanssa. Ennen laboratoriotydskentelyn
aloittamista testikittien ohjeisiin tutustuttiin huolellisesti ohjagjan kanssa ja laadittiin
suomenkieliset tyoohjeet niiden pohjalta. Kayttdohjeissa selvitettiin testien
toimintaperiaatteet, reagenssien kaytto ja séilytys, tyoturvallisuusasiat, ndytteiden esikasittely

seka tulosten tulkinta. Myds tyon k&ytannon toteutusta suunniteltiin etukateen.
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Testgjatentiin aluks vain muutamalla kannalla kokemuksen ja varmuuden saamiseksi testin
suorittamiseen. Samalla pystyttiin kiinnittdma&an huomiota testaukseen kuluvaan aikaan ja
siihen kuinka monta kantaa olisi sopiva mééra testattavaksi yhden illan aikana. Jos tulokseksi
tulleiden vérireaktioiden tulkinnassa ilmeni epdvarmuutta, yritettiin asiaa ratkaista ensin parin
kanssa. Tarvittaessa kdannyttiin henkilokunnan tai sairaalamikrobiologi Antti Nissisen
puoleen. Ennen testausta tuli testipakkaukset, tutkittavat kannat seké tarvittaessa maljat ottaa
huoneenl&mp6on lampenemaan ja testit tuli identifioida kantanumeroilla ennen testin tekoa.
Tyon edetessd ja taitojen karttuessa testattavien kantojen méara oli noin viisi- kahdeksan

kantaa paivassi.

Osassa laboratorion tyohon keraémiss virtsakantaputkissa kasvoi limaista
kontaminanttibakteeria. Tama hankaloitti tutkittavan bakteerikannan ulosviljelyé ja aiheutti
kontaminaatiota puhdasviljelmiin (pv). Kontaminaation vuoks osasta puhdasviljelmia
jouduttiin tekemaan uudet pv:t, jotta tutkittava kanta saatiin puhtaana testattavaksi. Osa

virtsakantaputkista jouduttiin jattamaén kokonaan pois tutkimuksesta kontaminaation vuoksi.

46 Potilaskantaa kantaputkissa
(=kuorittu maito -70°C ja syvéagar),
oletetusti puhtaita

Pesdkkeen valinta Viljely maljalle,

maljalta ymppiin mahd. kontaminantit esiin
(=puhdasviljelmén tarkistus)
l Api 20 Strep

Rapid 1D 32
STREP

Api 20 Strep,
Rapid ID 32 STREP,

RaplD STR jaDiatabs-
testit, saatujen tulosten

Vertalu

RapiD STR tutkittujen

kantojen
analysointi avulla

Diatabs-testit

KAAVIO 1.Tutkimusprosess



16

6.2 Kaytetyt testimenetel mét

6.2.1 Api 20 Strep

Tutkittavista puhdasviljelmall& kasvavista bakteeripesakkeista tehtiin steriililla vanutikulla
Api Suspension Mediumiin (agqua) maitomainen, McFarland turbiditeettistandardia no: 4
vastaava suspensio (16x10° bakteerial/ ml). Steriilill& pasteurpipetill4 taytettiin Api-liuskan
testikaivot liuskan puoleen vdliin saakka ohjeen mukaan, osa kaivoista tyteen ja osa puoleen
vdliin. Jaljelle jaéanyt bakteerisuspensio liséttiin APl GP Mediumiin ja sekoitettiin hyvin.
Loput API liuskan testikaivoista taytettiin talla laimennetulla bakteerisuspensiolla puoleen
vdliin saakka. Liuskalla alleviivatut testikaivot taytettiin paraffiinioljylla, jotta saatiin
aikaiseksi anaerobit kasvuolosuhteet. Tippa jaljelle jdanytta bakteerisuspensiota viljeltiin
lopuksi verimaljalle eli tehtiin niin sanottu peramalja, jotta nahtiin sisélsikd valmistettu
bakteerisuspensio ainoastaan yhta bakteerilajia. Peramaljalta pystyttiin myos arvioimaan
bakteerin aiheuttama mahdollinen hemolyysi. Testiliuskaa inkuboitiin 4 tuntia 35 °C:ssa
ohjeen mukaan, jonka jalkeen suoritettiin ensimmainen luku. Ensimmaisen lukukerran jalkeen
testia inkuboitiin viela 20 tuntia (yht. 24 h) ja luettiin tulokset uudelleen. Peramaljaa
inkuboitiin 24 tuntia 35°C:ssa aerobeissa oloissa. (BioMeriéux Api 20 Strep -kayttdohje,
2004.)

Neljan tunnin inkuboinnin jalkeen VVP-kaivoon tiputettiin 1 tippa VP1- ja 1 tippa VP2-
reagenssia, HIP-kaivoon tiputettiin 2 tippaa NIN-reagenssia, PYR A, o-GAL, B-GUR, -
GAL, PAL, seka LAP kaivoihin tiputettiin 1 tippa ZYM A- ja 1 tippaZY M B- reagensseja.
Reagenssien tiputuksen jalkeen odotettiin 10 minuuttia, jonka jalkeen tulokset olivat
luettavissa vertaamalla syntynytta varia testin mukana tulleeseen lukutaulukkoon (liite 1) ja
merkittiin tulokset tulosliuskaan (liite 2). Lukemisen jalkeen testi laitettiin takaisin
inkuboitumaan. 24 tunnin inkuboinnin jalkeen luettiin uudelleen kaivojen ESC, ADH, RIB,
ARA, MAN, SOR, LAC, TRE, INU, RAF, AMD seka GLY G reaktiotulokset. (BioMeriéux
Api 20 Strep -kayttoohje, 2004.)
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Lukutaulukon avulla, positiivisten ja negatiivisten reaktioiden perusteella saatiin
numerokoodi. Tulosliuskallatestikaivot oli jaettu kolmen ryhmiin ja pisteytetty joko 1:114,
2:llata 4:11a pisteelld Postiivinen reaktio antoi kyseisen kaivon kohdalla olevan
pistemé&dran. Hemolyysista saatiin liuskan 21. tulos, jossa beetahemolyysi oli positiivinen
reaktio ja muut hemolyysit negatiivisia. Kolme kaivoa sisdltavan ryhman pisteet laskettiin
yhteen, jolloin saatiin seitsennumeroinen koodi. Numerokoodia verrattiin testin mukana
tulleeseen luetteloon (Analytical Profile Index) tai k&yttamalla tarkoitukseen olevaa Apiweb-
tietokoneohjelmaa saatiin tutkitulle bakteerille nimi (liite 3). (BioMeriéux Api 20 Strep -
kayttoohje, 2004 & Kelander, 2003.)

6.2.2 Rapid ID 32 STREP

Tutkittavista, puhdasviljelmalla kasvavista bakteeripesakkeistéa tehtiin APl Suspension
mediumiin (aqua) McFarland turbiditeettistandardia no: 4 vastaava (16x10° bakteeria/ml)
maitomainen suspensio steriililla vanutikulla. Jokaiseen testiliuskan kaivoon tiputettiin 55 pl
eli 1 pasteurpipetin tippa bakteerisuspensiota. Jaljelle jdéneesta suspensiosta tehtiin perémalja
kuten edella API 20 Strep testissa. Testia inkuboitiin nelja tuntia ja peramaljaa yon yli
35°C:ssa. Neljan tunnin kuluttua VP testikaivoon liséttiin 1 tippa VP A- seké 1 tippa VP B-
reagenssgja, APPA, B -GAL, PyrA, B -NAG, seka GTA kaivoihin liséttiin kuhunkin 1 tippa
FB-reagenssia ja HIP kaivoon liséttiin 1 tippa NIN-reagenssia. Kaikkien reagenssien
lisdyksien jalkeen odotettiin viisi minuuttia, jonka jalkeen tulokset olivat luettavissa. Kaikki
muut testin kaivojen tulokset voitiin lukea heti, ilman reagenssilisdyksia. Tulokset luettiin
vertaamalla syntynytta varia testin mukana tulleeseen lukutauluun (liite 4) ja tulokset
merkittiin tulosliuskalle (liite 5). Testikaivot oli jaettu kolmen ryhmiin, joista jokainen testi oli
pisteytetty joko 1:11& 2:llatai 4:1la pisteella Podtiivinen reaktio antoi kyseisen kaivon
kohdalla olevan pistemaaran. Kolmen kaivon ryhman pisteet laskettiin yhteen, jolloin syntyi
11- numeroinen koodi. Numerokoodi syotettiin ohjeen mukaan Apiweb -tietokoneohjelmaan,
joka antoi sen perusteella bakteerille Igjin (liite 6). (BioMeriéux Rapid ID 32 STREP -
kayttoohje, 2004.)
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6.2.3 Rap|D"™STR System

Tutkittavista, puhdasviljelmalla kasvavista bakteeripesdkkei sta tehtiin M cFarland-
turbiditeettistandardia no: 1 vastaava suspensio (2x10° bakteeria/ ml) Rapl D Inoculation
Fluid:iin. Testin p&&ll& olevan muovikalvon kulma repdistiin auki ja bakteerisuspensio
pipetoitiin testikammioon. Testia kdanneltiin varovasti, jotta kaikkiin kaivoihin tulisi saman
verran suspensiota. Testikammiosta, kitti& varovasti kallistamalla, suspensio valutettiin
kaivoihin. Tipasta suspensiota tehtiin peramalja verimaljalle, jotainkuboitiin yon yli
35°C:ssa. Testia inkuboitiin neljatuntia 35°C:ssa. Inkuboinnin jalkeen kaivojen 1-10 reaktiot
[uettiin testiin kuuluvan reaktiotulkintataulukon (liite 7) avulla ja merkittiin tulokset ylos.
Luvun jalkeen kaivoihin 7-10 tiputettiin 2 tippaa RaplD STR reagenssia, odotettiin vahintéan
30 s, enintddn kolme minuuttia ja luettiin tulokset. Hemolyysin arvioinnista saatiin testin 15.
tulos, jossa beetahemolyysi oli positiivinen testitulos ja muut hemolyysit negatiivisia.
Testitulokset tulkittiin numerokoodiksi (vrt. Api 20 Strep) ja sen mukainen tunnistus haettiin
ERIC™ Electronic Rapl D Compendium -tietokoneohjelmalla (liite 8). (Remel, 2004.)

6.2.4 Diatabs™

Antibioottiherkkyystestin suorittamiseksi tutkittavista bakteeripesdkkei sta tehtiin lasi- tai
muoviputkeen McFarland turbiditeettistandardia no: 0.5 vastaava bakteerisuspensio (10°
bakteeria/ ml) keittosuolaan (NaCl). Suspensio levitettiin tasaisesti Mueller-Hinton
herkkyysmaljalle vanutikulla dreijaamalla. Antibioottikiekot (Furaz, Mupir) painettiin
varovasti maljalle ja maljaa inkuboitiin yon yli 35°C:ssa. Tulos luettiin mittaamalla
estorenkaan halkaisijatal toteamalla onko antibioottikiekon ympaérilla estorengas, eli kasvoiko
bakteeripesakkeet kiinni kiekkoon vai jaiko véliin alue, jossa bakteeripesakkeita ei kasvanut
(vrt. bakteerildakeherkkyys, s. 9). Jos bakteeripesdkkeet kasvoivat kiinni kiekkoon, oli
kyseinen bakteeri resistentti eli vastustuskykyinen (R) kiekosta maljalle imeytyneelle
antibiootille. Estorengas kiekon ja bakteeripesdkkeiden vélilla oli merkki bakteerin
sensitiivisyydesta eli herkkyydestéa kyseiselle antibiootille (S). (Rosco Diagnostica, 2005.)
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Sokereiden fermentaatiota ilmentévan testin suorittamiseksi tutkittavista bakteeripesékkeista
tehtiin lasi- tai muoviputkeen M cFarland turbiditeettistandardia no: 4 vastaava
bakteerisuspensio 0,5 ml:aan keittosuolaa. Suspension sekaan tiputettiin XY L- tai a-Gal -
kiekko ja putki suljettiin korkilla. Putkea inkuboitiin 35°C:ssa. Tulokset luettiin neljan tunnin
inkuboinnin seka Antti Nissisen toiveesta myds yon yli inkuboinnin jélkeen. XY L-kiekolla
tulos oli positiivinen jos suspension véri oli keltainen tai kelta-oranssi ja negatiivinen jos vari
oli punainen tai oranssi-punainen. a-Gal —kiekolla tulos oli positiivinen jos véri oli keltainen
janegatiivinen jos liuos oli vériton. (Rosco Diagnostica, 2005.)

Liikkuvuusputki siséls elatusainetta, joka oli hyydytetty pienelld pitoisuudella agaria. Téhan
ns. pehmytagariin pistettiin viljelysauvalla bakteeripesikkeita puhdasviljelymaljalta ns,
pistoviljelmaksi. Putkea inkuboitiin yon yli 35°C:ssa. Jos tutkittava bakteeri kykeni
liilkkumaan kasvualustassa, levisi bakteerikasvu piston ympérille ja agar muuttui sameaksi.
Liikkumaton bakteerikasvu rajoittui ainoastaan pistokohtaan ja ymparoiva elatusaine pysyi

kirkkaana. (Rosco Diagnostica, 2005.)

Bakteeripesdkkeiden pigmenttia eli véria tarkasteltiin puhdasviljelméltd, jossa kasvoi
ainoastaan tutkittavaa bakteeria. Pesdkkeet olivat joko valkoisia (0), kellertéviata keltaisia
(+). (Rosco Diagnostica, 2005.)
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7 TUTKIMUSTULOKSET

7.1 Api 20 Strep- testin tulokset

Api 20 Strep -testilla saadut tutkimustulokset koottiin taulukoksi 1 (liite 9). Taulukosta 1
nahdaan neljan seka 24 tunnin inkuboinnin jalkeen bakteereille saadut nimet (web- tulos), id-
eli tunnistusprosentti kyseiselle lgjille (id-%), vaihtoehtojen mééra lajeista samalla
numerosarjalla (V1 kpl) seka numerosarjavaihtoehtojen méara (Ns kpl). Lisdksi taulukossa on
maininta peramaljan puhtaudesta ja kommentit, jos testin suorituksessa ilmeni jotain

mainittavaa.

Tulokseksi tulleen numerosarjan perusteella saatu lgjin nimi katsottiin vuoden 1992
Analytical Profile Index —kirjasta sek& Apiweb —tietokoneohjelman avulla (versio 1.1.0,
2003). Kirjasta katsotut tulokset jatettiin kokonaan pois tulostaulukosta (liite 9 ja 10), koska
kirjan ja Apiweb:in tulkinnoissa ilmeni useitaristiriitaisuuksia ja Apiweb antaa paivitetymmét
tulokset. Testi antoi neljan tunnin inkuboinnin jalkeen useimmiten 1-3
numerosarjavaihtoehtoa, kuten myoés 24 h kohdalla.

Taulukko 2. Api 20 Strep-testilla saadut numerosarjavaihtoehdot

Numerosarjavaihtoehdot | ka

4h 1-3 2

24h 1-3 2

Testi antoi kaikilla numerosarjoilla vahintéan kaksi lgjivaihtoentoa eri id-%:lla. Neljan tunnin
kohdalla Igjivaihtoehtoja oli hieman enemman kuin 24 tunnin inkuboinnin jalkeen.

Taulukko 3. Api 20 Strep- testilla saadut vaihtoehdot lgjeista

min | max | ka

4h 2 5 |35

24h 2 4 3
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Tulostaulukkoon 1 (liite 9) on otettu tulokset, joilla on suurin id-% eli tulos on todenndkdisin
laji tutkitulle kannalle. Suurin osa tulokseksi tulleistalajinimista oli E. faecium, 42/46,
useimmiten toisena lajinimivaihtoehtona esiintyi E. avium (17/46). Neljan tunnin inkuboinnin
jalkeen testi antoi kaksi (15 kpl) tai nelja (13 kpl) nimivaihtoehtoa, kun taas 24 tunnin jalkeen
nimivaihtoehtoja oli enintdan kaksi. Taulukosta nelja ndhddan mita eri lajinimia
bakteerikannoille saatiin tulkinnoiksi neljan ja 24 tunnin inkubointien jalkeen seka milla
valillaniiden id%:t vaihtelivat.

Taulukko 4. Saadut lajinimet Api 20 Strep- testilla

4h, 24h,

Lajinimi kpl|ld-% vaihteluvali kaid-%:sta | kpl |Id-% vaihteluvali |kaid-%:sta
E. faecalis 1 99,3 99,3 1 99,7 99,7

E faecium 33| 559-989 80,2 42 80,3-99,9 94,86
E. durans 3 47,5-948 67,4 1 68,2 68,2

E. avium 3 49,6 - 93,7 74,8 1 93,7 93,7

E. gallinarum | O 1 68,3 68,3
Leuconostoc | 4 41,9 - 96,8 72,6 0

Aeroc.viridans 1 59,9 59,9 0

Ei tulosta 1 0

Seka kirja etta tietokoneohjelma antoivat id-%:n lisdks myos lausunnon tuloksen
luotettavuudesta. Nama lausunnot jétettiin pois tulostaulukosta 1, koskaniille el keksitty
mitéan pétevaa logiikkaa ja ne olivat useimmiten ristiriidassa id-%:n kanssa.
Kontaminoituneita peramaljoja oli viisi 46:sta. Kontaminaatioaste oli niin matala (1-6
pesdkettd/ malja), ettd sen katsottiin olevan merkitykseton.

Api 20 Strep- testilla tutkittiin 46 kantaa, joista kolme olivat tunnettuja kontrollikantoja.

Y htena tutkimuspai vana testissa kaytetty ZY M B- reagenssiliuos oli paéssyt pilaantumaan
vaaran sdilytyksen vuoksi. Uutta liuosta liséttiin normaalista neljasta tunnista poiketen 24 h
inkuboinnin jalkeen, jonka johdosta kaikille 46 kannalle saadut tulokset olivat hyvaksyttavia.
Testilla saatiin 42 kannalle tulkinnaks E. faecium. Kolme muuta saatua lgjia olivat E. avium,
E. duransjaE. gallinarum, yksi tapaus kutakin. Kontrollikannoista testi kykeni erottamaan E.

faeciumin ja E. faecaliksen, mutta ei kyennyt tunnistamaan E. gallinarum kontrollikantaa.
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7.2 Muilla tunnistusmenetelmill& saadut tulokset

RaplD STR- tegtilla tutkittiin 46 kantaa, joista kolme olivat tunnettuja kontrollikantoja.
Kolmelle kannalle testi ei antanut tulkintaa, jolloin hyvaksyttavien tulosten lukumaaraksi
saatiin 43. Tunnetut E. faecium- ja E. faecalis- kontrollikannat (UKNEQAS 7218, ATCC
29212) testi tulkitsi oikein, mutta E. gallinarum kontrollikannalle (WHO 27) ei saatu lainkaan
tulkintaa. Testi antoi 28/43 kannalle lgjiks E. faecium. Testi pystyi varsin heikosti
tunnistamaan E. faeciumin; "varmoista’ (taulukko 8) E. faecium -kannoista vain vajaa 2/3
(23/36) tunnistettiin oikein sen avulla. Muitalajinimidolivat E.casseliflavus/mundtii (7), E.
gallinarum (3), E. duranghirae (3) seka E. faecalis (1). Testi antoi yleensa (42/43) yhden
lgjinimivaihtoehdon, jonka id-% vaihteli valilla 99.69 — 100. Y hdessa tapauksessa
l[ajinimivaihtoehtoja oli kaksi. Toinen lgjinimivaihtoehto t&ssi tapauksessa oli E. aviumid-
%:1la<0,1.

Rapid ID 32 STREP- tegtilla tutkittiin 41 kantaa, koska testissa kaytetty FB- reagenssiliuos
reagenssin lisdyksen vuoks, jolloin kokonaisméaraksi saatiin 40 hyvaksyttavaa tulkintaa.
Kontrollikannoista E. faecalis (ATCC 29212) jaE. gallinarum (WHO 27) testi tunnisti

oikein, mutta E. faecium (UKNEQAS 7218) kontrolliatesti ei kyennyt tunnistamaan oikein.
Saaduista lgjinimistd 19 oli E. faecium, joista seitsemén id % oli yli 96 ja neljassa tapauksessa
id-% ja alle 96. Lopuissa kahdeksassa tapauksessa ei id-% saatu lainkaan. E. gallinarum—
lgjin testi tulkitsi 15 kannalle, joista seitsemallaid-% oli yli 96 ja kahdeksallaid-% jéi alle 96.
Muitalajinimid olivat E. avium (1) sek4 E. durans (1). Osalle kannoista testi ei antanut
lainkaan id —prosenttia.

Sek& E. faecium- ettd E. gallinarum -kontrollikantojen tulokseksi testi ehdotti E. gallinarum.
"Varmoista®’ (taulukko 8) E. faecium —kannoista vain puolet (15/31) tunnistettiin oikein ja
lahes kaikki loput (15/31) véérin E. gallinarum- lgjiksi. Testilla tunnistetuista E. faecium —
lajista 8/19 kohdalla ja id-% saamatta. Niiden E. faecium —ajien kohdalla, joille id-% saatiin,
vaihteli se valilla 63.7 - 99.9. Kahden E. gallinarum tunnistuksen kohdalla testi ei antanut id-
%:a. Loppujen E. gallinarum —tulkintojen id-% oli valilla74.7 —99.9. 1d-% -rgjan 96
kayttokaan el parantaisi kuin hiukan testin spesifisyytta. Taloin 11/15 E. faecium-gjia
tunnistuisi oikein mutta 6/15 véarista E. gallinarum —tulkinnoista muuttuisi ”varmoiksi” E.

gallinarum—kannoiksi. Testin herkkyys puolestaan heikkenisi, koska 17 kantaa jaisi ilman
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nimed. Viiden kannan kohdalla el tunnistukseen péasty reagenssin loppumisen tai testin
epadonnistumisen vuoksi jayhden ”varman” E. faecium:n testi tulkitsi lajinimel |4 E.
casseliflavus. Taulukosta viisi ndhddan mité eri lajinimia bakteerikannoille saatiin
tulkinnoiksi neljan tunnin inkuboinnin jalkeen seka milla valilla niiden id%:t vaihtelivat.

Taulukko 5. Saadut lajinimet Rapid ID 32 STREP- testilla

4 h,
Lajinimi kpl | 1d-% vaihteluvdli KA id-%:sta]  Ei id%
E. gallinarum 15 60,7 - 99,9 91,3 2
E. faecium 11 63,7 - 99,9 92,6 8
E. durans 1 99,5 99,5
E. avium 1 99,9 99,9
E. faecalis 1 99,9 99,9
E. cassdiflavus | 1 544 544
Ei tulosta 6

Diatabs -testisarjala saatiin 46 hyvaksyttavéa tulosta. Testi antoi E. faecium kontrollikannalle
tuloksiksi pigmentti (Pigm) O, furazolidoni (Furaz) R, mupirosiini (Mupir) S jaliikkuvuus
(Mot) 0. E. faecalis kontrollikannalle tuloksiksi tuli Pigm O, Furaz S, Mupir R jaMot 0. E.
galinarum kontrollin tulokset olivat Pigm O, Furaz S, Mupir S ja Mot +. Edell& mainitut
tulokset tukevat kontrollikantojen lajeja (kts. liite 10 ja taulukko 6) €li testisarjalla pystytaan
tunnistamaan E. faecium-, E. faecalis- jaE. gallinarum lgjit. Yksi kantaoli Diatabs- tulosten
perusteella jokin muu lgji kuin E. faecium, E. faecalistai E. gallinarum. Api 20 Strep ja Rapid
ID 32 STREP tulosten perusteella se oli lgjinimeltddn E. avium (liite 10).

Taulukko 6. Diatabs -tulosten tulkinta taulukko

FURAZ | MUPIR | MOT | PIGM | XYL | a-GAL

E. faecalis S R 0 0 0 0
E. faecium S 0 0 0 \Y
E. gallinarum S S + 0 + +
E. cassiflavus S S + + Vv +
E. durans S S 0 0 0 0
S= Herkka += Positiivinen

R= Resistentti 0= Negatiivinen

V= Vaihtelevatulos
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7.3 Eri testellld saatujen tulosten vertailu

Taulukkoon 7 (liite 10) on koottu kaikilla testeilla saadut lajinimet. Taulukosta ndhdaén Api
20 Strep- testilla 24 tunnin inkuboinnin jalkeen todenndkoisin lgji seka sen saama id-%.
RaplD STR- seka Rapid ID 32 STREP- teteista taulukossa on todenndkoisin bakteerilgji ja
Rapid ID 32 STREP- testin kohdalla on ndkyvissa liséksi kunkin lagjin saama id-%. Diatabs-
testin tuloksista taulukossa néhdéaan pesékkeen varin muodostus (Pigm),
antibioottila&keherkkyydet (Furaz , Mupir) ja bakteerin liikkuvuus elatusaineessa (Mot).
Lisaksl taulukosta néhddan bakteerien lginimet, jotka on saatu kaikilla testellla saaduista
tulkinnoista. Kommentit sarakkeessa on maininta jos testin kohdalla ilmeni jotain poikkeavaa.
Taulukosta jétettiin pois Diatabs —testikokonaisuuden XYL- ja a-Gal —kiekkotulokset, koska
niillaei ollut niin suurta diagnostista merkitysta bakteerilajien nimedmisessa.

Taulukosta 8 on ndhtavissa Api 20 Strep- testilla saatujen E. faecium 10ydosten lukuméara
luokiteltuina id-%-ryhmiin: >98, 96- 98, 94- 96 ja <94. Taulukossa on myos vastaavat
Diatabsin Furaz-, Mupir- ja liikkuvuustesteilld saatujen E. faeciumien lukumaérét. Taulukosta
nahdaan, ettaid-%n ollessa 96 tai sitd suurempi, ovat Api 20 Strep:llaja Diatabs eilla saadut
lajinimet yhtenevét. Tala perusteella nama kannat luokiteltiin ” varmoiksi” E. faecium —
kannoiksi. Api 20 Strep -testin id %:n jd&dessa alle 96, esiintyy naiden kahden
testikokonaisuuden tulkinnoissa eroavaisuuksia.

Taulukko 8. Api 20 Strep vs Furaz Mupir ja mot

Id % |kpl |Api:llasaadut Efm:t |Furaz, Mupir ja mot saadut Efm:t ["Varmat" Efm:t
>08 |25 25 25 25
96-98| 11 11 11 11
94-96| 3 3 2
<94 6 3 5

Yht. 36

Efm= E. Faecium
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8 POHDINTA

Tyoskentely K-S:n keskussairaalan kliinisen mikrobiologian laboratoriossa tapahtui
iltapéivisin kliinisen kemian laboratoriossa tapahtuvien tyoharjoittelupéivien jalkeen ja
my6hemmin varsinaisten tyopaivien jalkeen. Siirtyminen laboratoriosta toiseen tapahtui
ké&tevasti, silla keskussairaalan kliinisen kemian laboratorio sijaitsee 1&hell& mikrobiologian
laboratoriota. Laboratoriossa oli paikalla mikrobiologian laboratorion henkilokuntaa arkisin
klo 16 saakka. Sairaalamikrobiologi Antti Nissinen oli paikalla vaihtelevammin, mutta
puhelimella aina tavoitettavissa. Apuatyon tekemiseen oli saatavilla melko hyvin, mutta oli
myds paljon iltoja jolloin teimme parin kanssa tyota kahden. Se kehitti
ongelmanratkaisutaitojamme, pddtoksentekokykydmme, yhteistyotaitojamme seka

kérsivallisyytta parin kanssa.

Tahan tyohon kaytettyjen bakteeriviljelmien laatuun emme voineet vaikuttaa, silléd kannat oli
ottanut talteen jo aiemmin K-S:n keskussairaalan kliinisen mikrobiologian laboratorion
henkilokunta. K&ytanndn suorituksen aikana tydssé pyrimme mahdollisimman huolelliseen ja
tarkkaan tyoskentelyyn, niin ndytteiden kuin testienkin kanssa parhaan mahdollisen laadun
takaamiseksi. Saatujen testitulosten oikeellisuuden seka kaytettyjen testien toimivuuden
varmistamiseksi kaytimme tydssé kolmea tunnettua kontrollikantaa. Néin lisattiin
tutkimuksen luotettavuutta seka laatua.

Osassa bakteerisuspensioista tehdyissa peramaljoissa kasvoi kontaminanttgja. Tama tarkoitti
Sit, etta bakteerisuspensiossa oli ollut mukana jokin muukin kuin tutkittu bakteeri.
Kontaminanttibakteeri on voinut vaaristaa testikaivoissa tapahtuvia reaktioita ja siten
aiheuttaa vaaria tuloksia. Mikali peramaljalla havaittiin kontaminantteja, arvioitiin niiden
lukumééraa seka mahdollista vaikutusta testituloksiin. Jos tulos tuli hyvéllaid %:lla, voitiin se
hyvéksya. Jos peramalja olisi ollut pahoin kontaminoitunut, testitulos olisi tassa tapauksessa
hylétty. Tyossi el kuitenkaan nain tapahtunut. Testit perustuvat lisdksi niin vahvaan ymppiin,
ettd muutaman kontaminanttibakteerin vaikutus jéa nakemétta. Kontaminoituneiden

peramaljojen méard oli viis 46:sta tutkitusta kannasta.
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Osassa virtsakantaputkissa kasvanut limainen kontaminanttibakteeri vaikeutti tutkittavan
kannan ulosviljelya. Lima kasvoi elatusaineputken pinnalla, jolloin viljelysauva kosketti sita
vaistaméttad ja aiheutti puhdasviljelmén kontaminoitumisen. Asiasta keskusteltiin
sairaalamikrobiologi Antti Nissisen kanssa ja padtimme yhdess4, ettei pahiten
kontaminoituneita putkia kdyteté tyossa lainkaan. Kontaminoituneista puhdasviljelmista
jouduimme tekemaan uudet puhdasviljelmét seuraavaksi péivaks. Tamalisasi hieman

materiaalikustannuksia seka hidasti luonnollisesti tutkimuksen etenemista.

Taulukkoon 8 (s.24) kokosimme Api 20 Strep ja Diatabsin Furaz-, Mupir- ja
liikkuvuustesteilla saatujen E. faeciumien lukuméaérét jaettuinaid %-ryhmiin. Siité voidaan
paétella, mitd matalamman id %:n Api 20 Strep-testi antoi, sitd enemman ilmeni
ristiriitaisuuksia testien valisissa tuloksissa. Ensimmaiset ristiriitaisuudet ilmenevét id %-
valilla 94-96 ja siita aaspéin. Tulosten perusteella Api 20 Strep ja Diatabs -testikokonaisuus
vaikuttivat kayttokelpoisimmilta testeilta. Niiden tulkinnat olivat identtiset tapauksissa, joissa
Api 20 Strep —testin id-% oli vahintdan 96. Tahan vertailuun perustuen ”varmoiks” E.
faecium —tulkinnoiksi luokiteltiin ne tapaukset, joissa Api 20 Strep —id% oli vahintdan 96 (36
kantaa).

Testeistd RaplD STR oli mielestdmme lukijaystavallisin ja helppokayttoisin. Testissa tehtiin
ainoastaan yksi bakteerisuspensio, joka pipetoitiin kerralla testikasettiin ja josta se
testikasettia kallistelemalla jaettiin kaikkiin reaktiokuoppiin. Myos lyhyen, neljan tunnin
inkubointigjan koimme testissa hyvéaksi. Inkuboinnin jalkeen testistd luettiin ensin kaikkien
reaktiokaivojen antamat vérireaktiot, jotka olivat selkeasti luettavissa. Luvun jalkeen neljaéan
viimeiseen testikaivoon liséttiin samaa reagenssia. Taman koimme hyvaksi, koska
sekaantumisen vaaraa eri reagenssien valilla el voinut tulla. Reagenssiliuos oli valoa

|4péi seméattomassa tippapullossa, joten sitd el tarvinnut erikseen suojata foliolla, kuten
esimerkiksi Api 20 Strep —testin ZY M B-reagenssi. Reagenssin lisdyksen jalkeen tulokset
olivat luettavissa 30 sekunnin kuluttua. Lyhyt odotusaika lisdsi testin kayttomukavuutta, eilka
rutiinitydskentelyssdk&an nain lyhyessi ajassa synny houkutusta tulosten ennenaikaiseen
lukemiseen. Tulokset merkattiin selkedlle ja helposti ymmarrettéavélle tulosliuskalle, josta
tulokseksi tuleva numerosarja oli vaivattomasti |askettavissa. Myods ERIC™ Electronic Rapl D
Compendium —tietokoneohjelma oli melko helppokayttdinen. Ohjelman antama lagjitunnistus
javahtoehdot sarakkeessa oleva ensimméinen lajivaihtoehto poikkesivat hyvin usein
toisistaan. Poikkeamia lgjitunnistuksessa oli 21/43. Esimerkiksi kannan no: 6028 Igjitulkinta
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oli E. faecium, mutta vaihtoehtosarakkeessa ensimmaisené tulkintana oli E. cassdliflavuy/
mundtii id%:11a 99,99.

Koimme Rapid ID 32 STREP —testin tyoladimmaks seka tehda ettd lukea. Testi koostui 32:sta
todella pienesta testikaivosta, joihin oli hankala annostella bakteerisuspensiota ja reagensseja.
Tulosten luku visuaalisesti oli tyolastd, koskatestikaivorivejd oli kaksi jane tuli lukea
mielestdmme epaloogisessa jarjestyksessi. Testikaivojen pienuuden vuoksi vareja oli hankala
tulkita visuaalisesti. Hyvaksi koimme testin neljan tunnin inkubointiajan. Testill& pystytéén
tunnistamaan luotettavasti ainoastaan E. faecalis.

Api 20 Strep- testi oli helppokayttoinen, mutta monivaiheisen suoritustapansa vuoksi melko
paljon aikaa vievatesti. Testikaivot olivat suurikokoisia ja néin ollen helppo tayttaa, lukuun
ottamatta muutamaa kaivoa, joihin tahtoi j&&da pohjalle helposti ilmaa. 1Imaa meinasi jd&da
sellaigten kaivojen pohjalle, joissa olisi pitanyt olla anaerobiset olot. IIman sai kuitenkin
poistettua testikuoppaa varovasti sormella painelemalla. Josilmaolis jaanyt kuoppaan, e
reaktiotulokseen olisi voitu luottaa. Neljan tunnin inkuboinnin jalkeen ei saatu tuloksia kovin
korkeillaid %:lla. Tulokset vahvistuivat vasta 24 h luvun jalkeen, kuten testin valmistajakin
ilmoittaa (BioMeriéux Api 20 Strep -kayttdohje, 2004). Taman perusteella neljan tunnin
jalkeiset tulokset ovat ainoastaan suuntaa antavia, eika niihin pitéis taysin luottaa. Testin
tulokset (seitsennumeroinen koodi) tulkittiin seka Analytical Profile Index —Kirjan seka
Apiweb —tietokoneohjelman avulla. Kirjan jaweb:n lgjitulkinnoissa oli valilla suuriakin
eroavaisuuksia, mutta pa&osin ne vastasivat toisiaan. Joillekin kannoille kirja ja web antoivat
jopaeri lajinimen. Joissakin tapauksissa kirja el antanut neljan tunnin tulosta ollenkaan, mutta
web- ohjelma sen kuitenkin antoi. Tietokoneohjelma oli uudempi (2003) kuin kirjan versio
(1992), jolloin sen antamiin tuloksiin voitiin paremmin luottaa. Tulokseksi tullut numerosarja
saatiin varien visuaalisen tulkinnan perusteella, joka ei kaikissa tapauksissa ollut selva

Epésel vissa tapauksissa katsottiin tulos todenndkdisimman vérireaktion antaman
numerosarjan perusteella. Taman vuoksi numerosarjavaihtoehtojatuli useita. Kaytetyista
kontrollikannoista testi kykeni erottamaan hyvin E. faeciumin ja E. faecaliksen. E.
gallinarumin testi tulkitsi E. faecium—ajiksi, joskin tass tapauksessa id-% jéi alle 96.
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Diatabs -testikokonaisuuteen kuului kuusi erilaista testia. Taméan vuoks testin suorittaminen
oli mielestamme melko hajanaista. Testikokonaisuudessa tehtiin kolme eri
bakteerisuspensiota, joka lisasi kontaminaatiovaaraa. Liikkuvuusputkeen bakteeripesakkeet
poimittiin puhdasviljelméaltd, joten se ei vaatinut erillisidtydvaiheita. Samalla pystyttiin myos
tarkastelemaan pesékkeen véria. Kokonaisuudessaan eri testit oli helppo ja nopea suorittaa.
Inkubointigjat vaihtelivat neljasta tunnista aina vuorokauteen. Ohjeen mukaan XYL- ja a-Gal
—testeille neljan tunnin inkubointi olisi riittényt, mutta Antti Nissisen ehdotuksesta
tarkistimme tulokset viela 24h inkuboinnin jalkeen. Tulokset eivét juurikaan muuttuneet
lisdinkuboinnin jalkeen. Naiden testien tulokset jatimme pois taulukosta 7, koska niiden
tulosten perusteella ei pystyta erottelemaan bakteerilgga. Esimerkiks E. faecaliksen jaE.
faeciumin erottaminen toisistaan on mahdotonta, koska lgjit reagoivat l1ahes samallatavalla
tassa testissa (taulukko 6). Furaz-, Mupir- ja liikkuvuustestien sekd pigmentin muodostuksen
avulla pystyttiin erottamaan E. faecium jaE. faecalis toisistaan hyvin. E. gallinarum—
kontrollikanta k&yttaytyi myos odotusten mukaisesti. Tuloksista pystytédn nakemaan jos
tutkittava enterokokki on jokin muu kuin E. faecium, E. faecalistai E. gallinarum, mutta

bakteeria el pystyta tarkemmin nimedmaan.

Api 20 Strep-, Rapid ID 32 STREP-, RaplD STR- seké Diatabs-testikokonaisuudesta XYL ja
a-Gal -testien luku tapahtui visuaalisesti eli nakdaistin avulla. Testitulosten tulkinta
suoritettiin parin kanssa puoliksi. Koska jokainen meista nékee vérien eri vivahteet
yksilollisesti, saattoi se myos vaikuttaatulosten tulkintaan. Varinddn merkitys korostui ty6ta
tehdess. Esimerkiksi oranssin ja punaisen véarin ndkemisessa oli jonkin verran erojaparin

kanssa. Hankalissa tapauksissa varia pohdittiin yhdessa.

Johtop&&tokseks opinndytetydmme tutkimuksella saatiin, etta Api 20 Strep —testi seka
Diatabs —testikokonaisuudesta tietyt osiot tarjoavat kdtevan ja objektiivisen tavan tunnistaa E.
faecium, E. faecalis ja jokin muu nimeamaton enterokokkilaji. Api 20 Strep —testi on
kayttokelpoinen 24 h inkuboinnin jalkeen ja silloin kun id-% on yli 96. Diatabs —
testikokonaisuudesta ké&yttokelpoisimmat osiot ovat pigmentin huomioiminen, furatsolidoni-

jamupirosiiniherkkyysmaaritys seka liikkuvuustesti.
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Diatabs —testikokonaisuudel la pystytdan tunnistamaan varmasti E. faecium, E. faecalis, E.
gallinarum ja todenndkdisesti E. cassdliflavus. Tydssamme E. gallinarum -lgjin tunnistus
perustui vain yhdella kannalla saatuihin tuloksiin, eilkd E. casseliflavus —gjista ollut
kaytettavissa kontrollikantaa. Taman perusteella naiden lajien tunnistus Diatabs —

testikokonaisuudella olisi hyva varmistaa jatkotutkimuksella.

Haluamme kiittda Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen mikrobiologian laboratorion
henkil6kuntaa ssamastamme avusta opinnaytetydmme teossa. Erityiskiitos
sairaalamikrobiologi Antti Nissiselle hyvasta yhteistyosté ja suuresta tyopanoksesta tyomme

onnistumiseksi.
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LITE1

api® 20 Strep

O7625F - GR - 2004/08

READING TABLE

TESTS ACTIVE INGREDIENTS ary REACTIONS/ENZYMES EESUCTS
{mg/cup.) NEGATIVE | POSITIVE
VP 1+ VP 2/ wait 10 min (3)
. acetain praduction .
VP sodium pyruvate 19 {Voges Proskauer) Colariess Pink-Red
NIN / wait 10 min
HiP hippuric acid 0.4 hydrolysis (HiPpuric acid) Colorless/Pale blue Dark blue/Violet
4 hrs. 24 hrs. 4 hrs. 24 hrs.
N . . Cclarless Colorless Black Black
esculin 1.18 -glucosidase hydrolysis
ESC Fpgpurs . Pale yellow | Pale yeliow Grey
ferric citrate 0.152 (ESCulin) Light grey
ZYM A+ ZYM B / 10 min (PYRA to LAP) (1}
if necessary, decelorize with intense light
pyroglutamic acid- 5 q Golorless or
UL R-naphthylamide Qi) I soidonvliSr B midass . _vsa_ry'r:v?}_e' orange | (E)_r_a.n-g-e- ________
6-bromo-2-naphthyl- . .
Get aBbD-galactopyranoside 00376 |a-GAlactesidase | <_: ?]?EI??f iiiiiiiii W””””\:’i‘)’t_e‘t_ N
naphthol ASRI- . :
e glucurenic acid 00537 | B-GlJeuRonidase | (_: f’_kftl?f’_s__‘_‘___“_________E“_"? __________
2-naphthyl- - Colorless or n
BEl RD-galactopyranoside el s e N Very pale vielet [ Yio_l?f _________
- Colorless or .
AL 2-naphthyl phosphate 0.0244 | Alkaline Phosphatase 1} Verypaleviolet | VIO|-S-1 ---------
LAP { -leucine-B-naphthytamide 0.0256 | Leucine AminoPeptidase Colorless Crange
ADH L-arginine 1.8 Arginine DiHydrolase Yellow Red
4 hrs. 24 hrs. 4 hrs. 24 hrs.
. - . Orangs/ QOrange/
RIB D-ribose 1.4 acidification {RIBose) Red Red Yeallow Yeliow
. : e . Qrange/ Orange/
ARA L-arabinose 1.4 acidification (ARAbinose) Red Red Yellow Yellgw
~ B - - . Orange/f Orange/
MAN D-mannitol 1.36 acidification (MANRitol} Red Red Yellow Yellow
. - . g Orange/ Orangef
SOR D-sorbitol 1.36 acidification (SORbitol) Red Red Yellow Yellow
D-lactose L . QCrange/ Qrange/
LAC (bovina origin} 1.4 acidification (LACtose) Red Red Yellow Yellow
. . Orange/ Orange/
TRE D-trehalose 1.32 acidification (TREhalose) Red Bed Vellow Yellow
- - . . Orange/ Qrange/
INU inulin 5.12 acidification (INUlin) Red Red Yellow Yellow
. s . Qrange/ Qrange/
RAF D-raffinrose 3.12 acidification (RAFfincse) Red Red Yeliow Yelow
- : 5 Qrange/ Qrange/
AMD starch (2) 2.56 acidification {AmiDon) Red Red Yeliow Yellow
GLYG glycogen 1.28 acidification (GLYcoGen) Red or Orange Bright yellow

(1} During a second reading after 24 hours of incubation, a deposit may be noticed in the tubes where the ZYM A and ZYM B reagenis
have been added. This phenomencn is normal and should not be taken into consideration.
(2) The acidification of starch is frequently weaker than that of ather sugars.

(3) A pale pink color obtained after 10 minutes should be considered negative.

« The quaniities indicated may be adjusted depending on the titer of the raw materials used.
« Certain cupules contain products of aniral origin, notably peptones.




LITE?2

07226 |

Origine / Source / Herkunft /

Qﬂpi © 20 Su‘ep Origen / Origem / Npoéheuon /

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

°9@9988888'000000'oog

VP HP  ESC | PYRA oGAL BGUR | BGAL PAL LAP | ADH RIB A AN SOR C RE INU  RAF | AMD GLYG BHEM

REF. : ‘I TETY SR S ’5

Imorimé en France / Printed in France

4n ) ) Y Y Y Y Y
o OO O
Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / Tautomoinon :

Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMAeg £€eTGOEIG / Andra tester /
Andre tests / Inne testv :



LIITES

apiweb - Identification result Sivu 1/1

L Central Hospital of Central Finland - Jyvaskyla

yapiweb

VP HIP ESC PYRAxGALBGUR BGALPAL LAP ADH RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD GLYGRHEM

T_ 5 _T_ 3 i 5 l 7 l 7 -T- 1 —T— 0 —T

REFERENCE DATE
272V 27.5.05
COMMENT

24 h inkuboinnin jalkeen
Peramalja ok

¢~ VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip APl 20 STREP V6.0

Profile 53877 10

Note POSSIBILITY OF Enterococcus casseliflavus

Significant taxa % ID T Tests against

Enterococcus faecium 99.8 0.8 SOR 18%

Next taxon % ID T Tests against

Enterococcus avium 0.1 0.24 aGAL 15% BGAL 24% ADH 0%
Complementary test(s) YELLOW 45°C GLYCEROLac
Enterococcus casseliflavus + - -

Enterococcus faecium - + +

€ Ciose © Print
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rapid 10 32 STREP

076246 - 58 - 2004/02

READING TABLE
RESULT
GUPULE | TEST ACTIVE INGREDIENTS 7Y | REACTIONS ! ENZYMES
(maicup.} NEGATIVE | POSITIVE
_ - N : ted
1.4 ADH L-argisine 0.76  |Arginine CiHydrolase yelow orange-red
11 AGLUT  resorufin-RO-glucopyrancside 00032 |B Glileosidase pale orange | Horescent pink
red-crange
1. BGAR | resorufin-Al-gatactopyranoside 2.0032  |R SALaclosidase orange fluotescent pinic
13 IRGUR resorufin-R0-glucuronide 00032 LB GlUcURBnidase 9 red-orange
1.4 wGAL | 4-nitrophanyl-aD-galactopyranaside 0.695 | o GAlaclosidasa colorless yelow
4-nitrophenyl-RD-galaciopyisnoside- - T colotiess
1.5 BAL BEMA, 0,084 Alkaline Phosphatase very pale yellow yellow
1.6 RIB D-ribose 0,54 RiBose (Acidification}
1.7 MAN D-mannitel (.56 MANnite! (Acidification}
1.8 S0R D-sorbitol 08.55 SQRbitol (Acidification}
1.9 LAC D-iactose (bovine origin) 055  |LALigss (Acidification)
14 TRE D-trehalose (.55 TREhalose {Acidification} red yeliow
1B RAF D-raffinose 6.85 RAFfnose (Acidfication) fed-orarige orange
1.6 SAL -saccharose (sucrose) 0.55 SACcharose (Acidification}
1D LARA L-arabirose £.55 L-ARAbinose (Acidification)
1E | DARL D-arabitol £.55 D-ARabitol. [Acidification)
1.F  1CDEX ucyclodextrin 0,275 | CycioDEXHIn (Asidification)
YR A+ VP B/!E min< 10 min
: Acatain production .
[ -
0. VF sodium pyruvate 0.19 (Voges Proskauer) coloriess pink
FB /5 min < 10 min
TAPPA - (3TA)
y « 1 L-alanyl-L-phenylalanyi-L-proline- Alanyl-Phanylalanyi-Froling coiorless
U5 GRS fA-naphthylamide G.043 Arylamidase _ pakorange | ?r_ait%a_ ]
‘ colorless
0.2 BGAL] Z-naphthykRi-galactopyranoside  10.038 i GAlaciosidase pale arange Jrple
_belepurle [ PUPE
03 | Pya | pyroghiamic acid-Bnaphthylamide | 00254 | Yrogktamic acid colarless orange
¥ i Arylamidase _ palecrange | " 5_’ ]
04 |nanAG &-bromo-2-naphthyl-N-acetyl- 0045  |Dheetyh colorless
Bfr-giicosaninida G-Glucosaminidase _baeoranpe 1 p purpie
L-aiveyd-l Aryptophan- Giyeyk Tryptophan coloriess
- STA -naphlbyiamide 005 Arylamidase pale orange orange
NN £ 8 min < 30 min
0.6 HiF sodium hippurate 1.5 Hydrolysis of HIPpurate oolorless blue
8.7 |GLYG glvcogen (.58 GLYzoGen (Acidifization)
0.8 PUL puifluian 0.55 PULIulane (Acidification)
0.9 Mal D-maitosa .55 MALtose {Acidification)
0.A | MEL D-meiibiose 0.55 | MELibicse {Acidification) redd yellow
08 | MLZ D-melezitose 0.55 | MeleZitose {Acidification) red-orange orange
. : Methyl-30 Gluco-
G [MBDG meothykR-glucopyraneside .55 pyranosids (Agidification)
0.0 | TAG D-tagatose 0.55 | TAGatose {Acidification)
0.E BMAN | 4-nilvopheny!-GD-manaopyranoside 0403 3 MANnosidass coloriess yellow
yellow pink
0F URE ues {0448 |UREase haige-pirk fed-viokt

« The quantities indicated may be adjusted depending on the fiter of the raw materfals used.
« Carfain cupules contain products of animal arigin, nolably peptones.
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apid ID 32 STREP

38

07924G - XL - 2004/09

FICHE DE RESULTATS / RESULT SHEET / ERGEBNISBLATT / HOJA DE RESULTADOS / SCHEDA PER LA REGISTRAZIONE DEI RISULTATI/
FICHA DE RESULTADOS / ®YAAO ANTOTEAEIMATQN / RAPPORTBLAD / RESULTATARK / KARTA WYNIKOW

rapid ID 32 STREP

32600

Origine / Source / Herkunft / Origen / Origem / MpoéAeuor / Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie

[Seeceesesoss/Resesseesseeckeeoloceloke

E. e
-OO00000000O0 |5 -000CO0OOOO0O0 OO0 OO0 O O
3 fLADH poLU aGAR|pGUR GBAL PAL [ KB MAN sun[mc TRE RAF' g —IADH BGLU_BGAR|BBUR aGAL PAI Ima MAN SOR [ LAC TRE HAFl SAC LARA DARL  SAC LARA DARL  CDEX

o vP APPA peALI PyA BNAG GIA | WP GLYG PUL LMAL MEL Mz | ol Vo appa poATryd pNAG 6T | 1P GLYG PULIWAL WEL W7 | MBDG TAG BMAN  MBDG TAG BWAN  URE

12 441 2 411 2 4|1 2 4 T2 41 2 411 2 4]t 2 4 12 4 12
277N P
\S - N

gl

Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident. / TauToTroinor
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMEG £EeTGOEIG / Andra tester /

Andre tests / Inne testy
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apiweb - Identification result

% Central Hospital of Central Finland - Jyvaskyla

<" rapid ID 32 STREP V2.0

ADH BGLU BGAR BGUR ®GAL PAL RIB MAN SOR LAC TRE RAF
VP APPA £GAL PyrA [INAG GTA HIP GLYG PUL MAL MEL MLZ

i e i W o

L 3 3l 0 b 3 Is 1 J

f . \ A N T S P o T o s —r - £ T —I
0 1 3o e B e
et F o w Ll g e

ADH BGLU BGAR [BGUR =:GAL PAL RIB MAN SOR LAG TRE RAF
VP APPA BGAL PyrA BNAG GTA HIP GLYG PUL MAL MEL MLZ

i m s e i e e s e e
g e e s e e S e
r T&. o s T T
+ + - it
CyeD o b Gl DERE s R
+ - o+ -

SAC LARA DARL SAC LARA DARL CDEX GDEX
MEDG TAG BMAN MBDG TAG BMAN URE URE
1 2 4 1 2 4 1 2

B e e s

REFERENCE DATE
MA701 24.5.05
COMMENT

Peramalja ok

+” VERY GOOD IDENTIFICATION

Strip rapid iD 32 STREP V2.0

Profile 20315811354

Note

Significant taxa % ID T Tests against

Enterococcus faecium 1 99.6 0.61 TRE 95% RMAN15% CDEX90%

Next taxon % 1D T Tests against

Enterococcus durans 0.2 036 MAN 0% HIP 15% LARA15%
£ Close

https://apiweb.biomerieux.com/serviet/Identify

Sivu 1/1

yapiweb

£ Print

20.3.2006
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Remel ERIC " Electronic RapiD Compendium

Laboratory: My Laboratory Ref No: 06.0000032
User: MyLogin

Report Date: 7.3.2006
RapID STR Identification Report
Microcode: 70502
+ ARG - SBL + GAL -PO4 -LYS
+ESC -RAF -GLU -TYR +PYR
+ MNL -INU +NAG -HPR - HEM

IDENTIFICATION = E. faecium
Choice(s)

Probability  Bioscore Contraindicated Tests

E. faecium 99.99% 1/33 LYS [90]

Probability Level: Satisfactory BioFrequency: Acceptable

Group D Enterococcus. CDC group ll. Normal inhabitant of the skin and gastrointestinal tract.
May cause a variety of infections. Vancomycin resistant strains have been encountered.
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