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Opinnaytetyossa tutkittiin bakteriofagien mahdollista kaytt6a faagiterapiatarkoitukseen. Faa-
giterapia on mikrobilaékkeiden rinnalle kehitteilla oleva hoitomuoto, joka perustuu baktee-
reita infektoivien virusten kykyyn tappaa isantabakteeria. Bakteriofagien avulla voidaan eli-
minoida bakteeri sitd kantavan elion elimistosta ja taten parantaa infektio. Tutkimus on ajan-
kohtainen, silla mikrobiladkkeiden teho hiipuu bakteerien kehittdessa resistenssimekanis-
meja, joilla ne voivat puolustautua naiden ladkkeiden tappavaa vaikutusta vastaan. Antibi-
oottiresistentit ja ihmisille patogeeniset bakteerit lisdavat bakteeri-infektioiden vaarallisuutta.
Taman vuoksi antibioottiresistentit bakteerit ovat yksi ihmiskunnan terveytté eniten uhkaava
tekija.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli etsia neljasta sairaalasta keratysta viemarivesindytteesta
uusia bakteriofageja, jotka infektoivat Acinetobacter baumannii -kantoja,. Toinen osa opin-
naytetyota oli tehda sioista eristetyille MRSA-kannoille herkkyysmaaritykset fRu-Sau02-faa-
gilla. Tyossa tutkittin myds infektoiko kyseinen faagi sioista eristettyja MRSA-kantoja
(MRSA=metisilliini-resistentti Staphylococcus aureus) samalla tapaa kuin se infektoi ihmi-
sista eristettyja MRSA-kantoja. Tarkoituksena oli myds seuloa fRu-Sau02-faaginaytteen jou-
kosta laajemman isantakirjon omaavia bakteriofageja. Projekti tehtiin Helsingin yliopiston
Tutkimusohjelmayksikdn, Immunobiologian tutkimusohjelmassa, ryhmassa joka tutkii faagi-
terapiaa. Tavoitteena oli selvittaa voidaanko fRu-Sau02-faagia hyddyntaa hoidettaessa si-
oista ihmisiin tarttuneita ja infektion aiheuttaneita MRSA-kantoja. Tydssa yritettiin myos 10y-
taa lisda faageja, joilla voidaan hoitaa A. baumannii -bakteerin aiheuttamia infektioita.

Lopputuloksena voidaan todeta, ettd uusia A. baumannii -kantoja infektoivia bakteriofageja
ei loytynyt sairaaloista keratyista viemarivesinaytteista. fRu-Sau02-faagi puolestaan infektoi
sioilta eristetyistd MRSA-kannoista 30 %, mika on suhteellisen hyva infektioprosentti, mutta
rajoittaa sen kayttoa faagiterapiatarkoituksessa. Seulonnan tuloksena voitiin havaita nayt-
teessé olevan virusta, joka infektoi yhta sioilta eristettyd MRSA-kantaa, joka alkuperaisella
fRu-Sau02-naytteella ei infektoitunut. Saadun viruksen heikon elinkyvyn vuoksi ei voitu maa-
rittda oliko kyseessa mutaatio alkuperaisesta faagista vai jokin muu virus, joka on lahtenyt
kasvamaan seulonnan seurauksena. Taten se ei ole kiinnostava faagiterapian kannalta.

Avainsanat Faagiterapia, antibioottiresistenssi, MRSA, A. baumannii, bakte-
riofagit, S. aureus
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The possibility for the use of phages in phage therapy was investigated throughout this pro-
ject. Phage therapy is a potential form of treatment to be practiced alongside antibiotics. It
is based on the ability of bacteriophages to infect their host bacteria, and thereby eliminate
bacteria from the infected host’s system and cure the infection. Antibiotic resistance - the
ability of bacteria to resist the antimicrobial effect - as well as pathogenicity, increase the
severity of bacterial infections that is one of the main health hazards towards humankind.

The aim of the study was to find new bacteriophages that infect Acinetobacter baumannii-
strains. Bacteriophages were searched from sewage water samples collected from four dif-
ferent hospitals. The second part of the study involved testing how many MRSA-strains—
collected from pig samples—would ultimately be infected by the bacteriophage fRu-Sau02.
In addition, the aim of this experiment was to find out whether or not the phage will infect
MRSA-strains collected from pigs, similarly to the way it infects human-MRSA-strains. The
results gained from this experiment led to the isolation of mutant among the original fRu-
Sau02 phage population, in order to find a phage with wider range of host strains. The pro-
ject was carried out at the University of Helsinki the Research Programs Unit (RPU) in a
group researching phage therapy, in the research program of immunobiology. The aim be-
hind the study as a whole, was to find out if the fRu-sau02-phage may be used in the treat-
ment of infection caused by MRSA bacteria spread from pigs to humans, as well as to iden-
tify more phages that can be used as a treatment for infections caused by A. baumannii.

New bacteriophages that infect A. baumannii-strains were not identified from hospital sew-
age waters in this study. Furthermore, phage fRu-Sau02 was found to infect 30 % of pig-
MRSA-strains. Even though the coverage is quite good it's not wide enough for phage ther-
apy. Therefore, its use for therapeutical purposes on pigs would be limited. During the
screening of mutant fRu-Sau02 phages, a candidate infecting one pig-MRSA-strain was
identified, however, the growth of the virus was too weak for further analyzes. Due to the
weak growth of this virus it was not possible to determine whether it was a mutant of the
original phage. However, due to its weak growth this virus was not of interest for phage
therapy purpose.

Keywords Phage therapy, antibiotic resistance, MRSA, A. baumannii,
bacteriophages
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1 Johdanto

Bakteerien mikrobiladkeresistenttiyden kasvun my6ta on tarkeaa kehittda uusia hoito-
menetelmia bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon (Rios ym. 2006). Mikrobilaak-
keille resistentit bakteerit ovat yksi suurimmista terveysuhista, joita ihmiskunta kohtaa
nykypaivana. Uusia antibiootteja on yritetty |0ytdd, mutta bakteerien lisdantyvd moni-
resistenttisyys useita eri antibioottityyppeja kohtaan tekee tydstd haastavaa (Alanis
2015). Taméan vuoksi myds vaihtoehtoisia hoitomuotoja tutkitaan. Bakteriofagien, bak-
teereita infektoivien virusten, kaytto sellaisten infektioiden hoidossa, joihin antibiootit ei-
vat auta, on yksi potentiaalinen vaihtoehto. Hoitomuotoa kutsutaan faagiterapiaksi.

Opinnaytety6 tehtiin Helsingin yliopiston tutkimusohjelmayksikon (TOY) immunobiolo-
gian tutkimusohjelmassa. Tutkimusryhma, jossa tdméa opinnaytetyo tehtiin, tutkii faagite-
rapiaa hoitomuotona. Taman opinnaytetyon tarkoitus oli etsid Acinetobacter baumannii
-kantoja infektoivia bakteriofageja sairaalajatevesistd ja testata ihmisistd eristettyja
MRSA-kantoja infektoivan Staphylococcus aureukselle spesifisen fRu-Sau02-bakterio-
fagin isantaherkkyytta sioista eristettyja MRSA-kantoja vastaan. Tavoitteina oli |0ytaa
uusia A. baumannii -kannoille spesifisia viruksia, silla naita tunnetaan vasta hyvin vahan.
A. baumannii on yksi lahinna sairaalainfektioita aiheuttava multiresistentti bakteeri.
Sioilta eristettyjen MRSA-kantojen (MRSA=Metisilliini-resistentti S. aureus) herkkyys
fRu-Sau02-faagille tutkittiin, jotta saataisiin selville infektoiko kyseinen virus samalla ta-
paa sika-kantoja, kuin ihmiskantojakin ja voidaanko niita kayttaa sioista eristettyjen

MRSA-kantojen aiheuttamia infektioita vastaan.

2 Antibioottiresistenttiys bakteereilla

Vuonna 1928 |dydetty penisilliini mullisti maailmaa. Se oli ensimmainen loydetty antibi-
ootti ja sitd seurannut muiden mikrobild&kkeiden, kuten sulfonamidien kehittdminen ja
markkinoille tuonti 1930-luvun loppupuolella mahdollisti infektiosairauksien tehokkaan
hoidon. (Davies & Davies 2010: 417-419.) Tuolloin ajateltiin, ettd infektiosairauksista oli

vihdoin paasty eroon (Spellberg ym. 2008: 156). TAma oli helpotus, silla bakteerit olivat


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27524653%20Rios%202006

yksi yleisimpia syita sairastumisiin (Dzidic ym. 2008: 11). Samaan aikaan, hyvin varhai-
sessa vaiheessa antibioottien historiaa, ruvettiin havaitsemaan bakteereilla resistenssi-
mekanismeja mikrobilaakkeité vastaan. Esimerkiksi jo ennen penisilliinin kayttbonottoa
tutkijat 10ysivéat bakteerikantoja, jotka tuottavat penisilliinin vaikutusta inhiboivaa penisil-
linaasia (B-laktamaasia). (Davies & Davies 2010: 419.) Toisaalta fylogeneettisten tutki-
musten perusteella bakteereilla on ollut antibioottiresistenssimekanismeja jo ennen an-
tibioottien keksimista ja kayttoonottoa. Antibioottien laajemman kayttddnoton myoéta re-
sistentit kannat ovat yleistyneet. (Dzidic ym. 2008: 11-15.) Mikrobilaékkeiden historian
alkuaikoina ne olivat tehokkaita ladkkeitd, silla bakteerit olivat altistuneet naille vain va-
han. Pitkaaikaisen altistumisen seurauksena bakteerit omaksuivat kuitenkin laajem-
massa mittakaavassa keinoja, joilla ne puolustautuvat mikrobilaakkeiden vaikutusta vas-
taan. (Tortora ym. 2012: 579-582.) Nykypaivana olemme palaamassa aikaan ennen an-
tibiootteja (Sulakvelidze ym. 2001: 649). Resistenssimekanismeja esiintyy bakteereilla
kaikkia tunnettuja mikrobiladketyyppeja vastaan, mik& voidaan luokitella yhdeksi vaka-
vimmista terveysubhista, joita kohtaamme nykyaikana (Alanis 2015). Uhka on maailman-
laajuinen ja koskee koko ihmiskuntaa (Bush ym. 2011: 3). Erityisesti ihmisille mahdolli-
sesti tauteja aiheuttavat bakteerit ovat huolen aiheena. Naitd patogeenisid bakteereita
kutsutaan yhteistermilla ESKAPE ja termi viittaa bakteerilajeihin Enterococcus facium,
S. aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa ja Entero-
bacter spp. (Wittebole ym. 2014: 228-229.) Huomiota herattavéaksi riskiksi mikrobilaéke-
resistenssin tekee infektioiden vaarallisuuden lisd&ntyminen, kun hoitokeinoja on kay-
tossa entistd vahemman. Taman lisaksi haasteita tuottavat potilaiden hoidon ja diagno-
soinnin pidentyminen, kallistuminen ja monimutkaistuminen. (Alanis 2015; Lin ym. 2015.)
Mikrobiladkeresistenssin aiheuttamaa uhkaa voidaan pienentda kehittdmalla uusia hoi-
tomuotoja, mutta myo6s tehostamalla nykyisten kdytssa olevien antibioottien toimivuutta
ehkaisemalla mikrobila&keresistenssien yleistymista (Lin ym. 2015). Kaytanndssa tdma
tapahtuu esimerkiksi valttdmalla ylenmaaraista ja tarpeetonta mikrobilaakkeiden kayttta
(Bush ym. 2011: 5).

Suuren uhan mikrobildakeresistentit bakteerit ovat aiheuttaneet etenkin sairaaloissa,
joissa on paljon potilaita, joiden immuunipuolustus on heikentynyt sairastumisen joh-
dosta. Téallaisissa olosuhteissa bakteereilla on hyvat mahdollisuudet levita ymparistdssa
seka ihmiselta toiselle. Nykyaén sairaalat eivat kuitenkaan ole ainoita paikkoja, joissa
moniresistentteja bakteerikantoja esiintyy. Ne ovat levinneet sairaalaymparistosta yhtei-

soihin asti. (Alanis 2015.) Hallitsematon mikrobildakkeiden kayttd on suurin syy resis-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sulakvelidze%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11181338
http://www.arcmedres.com/article/S0188-4409(05)00273-0/abstract%2011)

tenttien kantojen yleistymiseen, silla mikrobild&kkeet luovat kovat valintapaineet baktee-
reille (Davies & Davies 2010: 418). Mikrobild&kkeille resistenttien kantojen yleistymista
edistavia tekijoita ovat esimerkiksi kliininen antibioottien kaytt6 ja maatalous (Spellberg
ym. 2008: 156; Dzidic ym. 2008: 11). Resistenssimekanismien monimutkaisuus ja puut-
tuvan tiedon maaré tekee mikrobild&keresistenttien bakteerien aiheuttaman ongelman
ratkaisemisesta haastavaa(Davies & Davies 2010: 417). Uusien antibioottien kehittami-
nen on hidastunut paljon, mika lisda antibioottiresistenttien mikrobikantojen aiheuttamaa
riskia (Spellberg 2008: 156). Antibioottiresistenssi-ominaisuuksien sailyminen osana
bakteerigenomia, tekee ongelmasta pitkékestoisen. Bakteerille tuottamansa hyodyn
vuoksi ne jaavat pysyviksi osiksi sen genomia ja siten myds osaksi ekosysteemeita.
(Dzidic ym. 2008:12.) Myos lisdantynyt globalisaatio ja tavaroiden, seka ihnmisten kulke-
minen maasta toiseen tuovat lisdahaasteita ongelman torjumiseksi. Nama tekijat mahdol-
listavat mikrobildaékeresistenttien kantojen leviamisen paikallisesta ympéaristosta maail-

manlaajuiseksi ongelmaksi (Bush ym 2011: 3).

Bakteereilla voi olla useita erilaisia toimintamalleja, jotka estavat antibioottien toiminnan
(Blair ym. 2014) ja yksi bakteerilaji voi ilmentda useita eri resistenssigeeneja (Lin ym.
2015). Samaan aikaan kun bakteerit ilmentéavat antibioottiresistenssigeeneja, niilla on
myds saatelytapoja kontrolloida resistenssigeenien ilmentymista. Naita kutsutaan tran-
skriptiosaatelijoiksi ja ne vaikuttavat niin geenin hiljentdmiseen kuin myds tuottamiseen.
(Lin ym. 2015.) Antibioottiresistenssi syntyy, kun bakteeri iimentéa geeneja, joista tuote-
taan tekijoita joiden avulla antibioottien vaikutus inhiboidaan (Dzidic ym. 2008: 12-13).
Naisté tekijoista puhutaan myos nimella r-tekija (Drulis-Kawa ym. 2012: 700). Bakteeri-
lajit voivat tuottaa niité luonnostaan tai omaksua mutaatioiden tai muilta bakteerisoluilta
saadun geneettisen materiaalin avulla. Resistenssigeenien omaksuminen muilta lahi-
sukua olevilta lajeilta tai saman lajin eri kannoilta, tapahtuu prosessin my6ta, jota kutsu-
taan geenin horisontaaliseksi siirtymiseksi. Geenin horisontaaliseen siirtymiseen on
kolme vaihtoehtoa, jotka riippuvat bakteerien ominaisuuksista ja ymparoivista olosuh-
teista. Resistenssigeeni voi siirtyd, kun vastaanottaja- ja luovuttajasoluilla on fyysinen
kontakti toisiinsa ja r-tekija sijaitsee plasmidissa. Talldin plasmidista jaa kopio seka vas-
taanottaja- ettd luovuttajasolulle. Plasmidin siirtymisen jalkeen vastaanottajasolu kyke-
nee tuottamaan plasmidissa olevia geeneja. Tallaisessa tapauksessa kyse on konjugaa-
tiosta ja se on esimerkki siité, kuinka suurin osa tetrasykliini-resistenssigeenin omaavista
bakteerikannoista on kyseisen geenin saanut. (Dzidic ym. 2008: 12—-17.) Antibioottiresis-
tenssi-geeni vois siirtyd myds transposonina, DNA juosteessa paikasta toiseen liikku-

vana DNA-patkana. Vaihtoehtoisesti resistenssigeenit voivat siirtyd virusten valittamina.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2937522/#r50

Téallaisessa tapauksessa lysogeenisen viruksen genomiin on jddnyt DNA-juostetta isan-
tasolulta. Lysogeenisen viruksen vaihtaessaan elinkiertonsa lyyttiseen kiertoon vapau-
tuu uusi sukupolvi bakteriofageja, joilla on isantasolun DNA:ta liittyneend viruksen kro-
mosomiin. Nama virukset voivat puolestaan infektoida uusia is&ntabakteereita, jolloin
ensimmaisen is&ntéasolun antibioottiresistenssigeeni siirtyy virusten mukana uusille bak-
teereille. Geenien siirtymista virusten mukana kutsutaan transduktioksi. Transformaatio
on kolmas menetelma jolla bakteerit voivat omaksua antibioottiresistenssigeeneja. Gee-
nin siirtdminen tassa tapahtuu siten, etta geenin luovuttajasolu vapauttaa DNA:taan ym-
paristoon. Ymparistosta vastaanottaja solu, eli kompetentti solu, omaksuu sen osaksi

omaa genomiaan. (Tortora ym. 2012: 232-237.)

Resistenssigeeneja voi muodostua my6s mutaatioiden avulla. Talléin mutaatio bakteerin
DNA-juosteessa saa aikaan resistenssigeenia kopioivan sekvenssipatkén. Mutaation
tuottaman edun vuoksi bakteeri ei kuole mutaatioon vaan saa paremmat selviytymisomi-
naisuudet verrattuna bakteerisoluun, jolla tatd mutaatiota ei ole. Mutaatio voi olla sattu-
manvarainen mutaatio, joka tapahtuu DNA-juosteen transkriptio-vaiheessa tai vahingoit-
tuneen DNA-juosteen korjauksessa. Pistemutaatio on yksi esimerkki sattumanvaraisesta
mutaatiosta ja tavasta, jolla E. coli-bakteeri on omaksunut kinoloni-resistenssimekanis-
min. Sattumanvaraisia mutaatioita tapahtuu harvakseltaan. Poikkeuksena télle on hyper-
mutatoituvat kannat, joilla on luonnossa etua herkdstd mutatoitumisesta. Mutaatio voi
my0s tapahtua elinympariston aiheuttaman paineen vaikutuksesta. Mutaatio ei tapah-
tuisi ilman valintapainetta ja syntynyt mutaatio antaa edun bakteerille, jolloin se selviaa
ymparistdssa paremmin kuin bakteerisolu joka ei ole mutatoitunut. Tallaisia mutaatioita

esiintyy erityisesti hitaasti jakaantuvilla bakteereilla. (Dzidic ym. 2008: 15-17.)

Bakteerien muodostamat biofilmit ja kollektiivinen antibioottiresistenssi ovat bakteeripo-
pulaatioiden keinoja selvita ymparistossa antibioottien lasnaolosta huolimatta. Kollektii-
visessa antibioottiresistenssissa bakteerit pystyvat yhteisénsa turvin selvidmaan olosuh-
teista, joissa yksittdinen bakteerisolu tai pieni bakteeripopulaatio ei selvidisi. Tassa esi-
merkiksi antibioottien entsymaattinen inhiboiminen pienentéé antibioottikonsentraatiota,
jolloin antibioottien vaikutus ei ole enda tappava. Mita suurempi maara bakteereita tuot-
taa naitd entsyymeja, sitad tehokkaampi resistenssi on antibiootteja vastaan. Bakteerien
tiheys, jopa ilman antibiootteja inhiboivia entsyymeitd, vaikuttaa antibioottien tehokkuu-
teen. Talléin olennainen tekija on kuinka paljon antibioottia on bakteerisolua kohden.
My0s bakteerienpopulaation yksildiden vélisten fenotyyppien vaihtelu tuo bakteereille ky-

vyn vastustaa antibioottien vaikutusta. Tall6in antibioottien l&sn&olosta huolimatta osa



bakteerisoluista saattaa selviytyd antibioottien vaikutuksesta huolimatta ja populaatio ky-
kenee jatkamaan kasvua antibioottien lisdyksenkin jalkeen. (Vega & Gore 2014: 2.) Bio-
filmeja muodostavat bakteerit aiheuttavat pitkittyneité infektioita ja ovat taten haitallisia
terveydelle (Stewart 2002). Biofilmien tuottama resistenssimekanismi toimii hyvin pit-
kalle kuten kollektiivinen resistenssi (Vega & Gore 2014: 2-3).

3 Staphylococcus aureus

S. aureus on Staphylococcus-sukuun kuuluva bakteerilaji (Kazmierczak ym. 2014:
2552). Se luokitellaan soluseindrakenteensa perusteella gram-positiivisiin bakteereihin.
S. aureus on kokkibakteeri ja ndma bakteerisolut kasvavat kahden tai useamman bak-
teerisolun muodostamissa ryhmissa. (Todar 2008-12: 1.) S. aureus sietdd hyvin osmoot-
tista painetta, kuivuutta ja elad seké hapellisissa, ettéd hapettomissa olosuhteissa ja on
taten fakultatiivisesti anaerobi. Naiden ominaisuuksiensa avulla sita tavataan nisakkai-
den sieraimilla ja iholla. Jopa 20 % ihmisistd kantaa kyseista bakteeria sieraimissa,
suussa tai iholla. Samat ominaisuudet, jotka mahdollistavat S. aureuksen esiintyvyyden
nisékkailla, mahdollistavat sen kasvun myos erilaisissa elintarvikkeissa. (Tortora ym.
2012: 316.)

S. aureuksen aiheuttamien sairauksien kirjo on laaja. Se on vaaraton iholla, mutta paéas-
tessdan elimistddn ja verenkiertoon silla on lukuisia tapoja aiheuttaa oireilua potilaille.
Infektiot ovat vaarallisuudeltaan hyvinkin toisistaan poikkeavia. Lievimmillaédn infektio
voidaan havaita méarkéarakkuloina iholla, mutta myds vakavat infektiot ovat mahdollisia.
(Kazmierczak ym. 2014: 2552.) Bakteerien tuottamat toksiinit voivat aiheuttaa potilaalla
erilaisia myrkytystiloja. S. aureuksen tuottamat eksotoksiinit luokitellaan kahteen ryh-
maan, joita ovat pyrogeeniset toksiinisuperantigeenit (PTSAgs) seka hemolysiinit. S. au-
reus tuottaa esimerkiksi eksoproteiineja, kuten toksista shokkioireyhtymaé aiheuttavaa
toksiinia (TSST-1). (Dinges ym. 2000: 16—17.) Toksinen shokkioireyhtyma aiheuttaa kor-
keaa kuumetta ja oksentamista ja pahimmillaan silla on kuolemaan johtava vaikutus
(Venkataraman & Sharma 2016). Enterotoksiini on toinen PTSAg-toksiineihin luokiteltu
toksiini, joka aiheuttaa pahoinvointia ja oksentamista (Dinges ym. 2000: 16; Tortora ym.
2012: 316). Yleisin syy ruokamyrkytyksiin onkin juuri S. aureuksen tuottama enterotok-
siini (Kazmierczak ym. 2014: 2552). Seka enterotoksiinit, ettd TSST-1 luokitellaan supe-
rantigeeneiksi (Dinges ym. 2000: 16). S. aureuksen aiheuttamat infektiot ovat yleisia esi-

merkiksi sairaaloissa, leikkauspotilailla tai muilla potilailla, joilla on haavoja. Bakteerin



leviaminen tapahtuu useimmiten sairaalaolosuhteissa. Leukosidiinit ja hemolysiinit, joita
S. aureus tuottaa, hajottavat verestda punasoluja ja leukosyytteja. (Vandenesch ym.
2012: 1.) Esimerkiksi metisilliiniresistentit S. aureukset kykenevat myds tuottamaan leu-
kosidiini-toksiinia, joka aiheuttaa vaarallisia kuolioita potilailla (Lo ym. 2009: 70). S. au-
reuksen aiheuttamat monenlaiset infektiot ja myrkytystilat johtuvat sen paasysta lahes
kaikkialle elimistoon useiden virulenssitekijoidensa avulla (Kazmierczak ym. 2014:
2552).

S. aureus on erityisen haitallinen johtuen sen kyvystd omaksua nopeasti uusia mikrobi-
ladkeresistenssimekanismeja (Kazmierczak ym. 2014: 2552). Antibioottiresistens-
sigeeneja omaavia S. aureus-kantoja on raportoitu jo 1950-luvulla. Talléin S. aureus-
infektioita hoidettiin penisilliinilla, jota vastaan bakteeri omaksui resistenssin. Penisilliinin
menettaessa tehokkuutta hoitomuotona jouduttiin siirtym&an muihin antibiootteihin. Me-
tisilliinin todettiin olevan tehokas korvaaja penisilliinille, mutta jo 30 vuodessa S. aureus
oli omaksunut tehokkaan puolustusjarjestelman metisilliinia vastaan. Metisilliini-resisten-
teistd S. aureus-kannoista puhutaan MRSA:na. (Tortora ym. 2012: 18.) Metisilliiniresis-
tenttien kantojen yleistyessa alkoi MRSA:n aiheuttamat ongelmat. Vaikeasti hoidettavat
MRSA-kannat muodostivat laajoja epidemioita, eika tilanne ole muuttunut nykypéivaan
mennessa (Kazmierczak ym. 2014: 2553). MRSA aiheuttaa jopa yli puolet kaikista S.
aureuksen aiheuttamista infektioista (Hidron ym. 2005: 159) ja koko maailmassa esiinty-
vien infektioiden vuoksi MRSA:n aiheuttamat sairastumiset ovat muodostuneet pande-
miaksi (Golkar ym. 2014: 129). Vankomysiini kehitettiin hoitamaan MRSA-infektioita.
2000-luvun alussa MRSA-infektioita seurasi kuitenkin uusia resistenssimekanismeja
omaavia S. aureus-kantoja. Naista puhutaan nimelld VRSA, joka tulee sanoista vanko-

mysiini-resistentti S. aureus. (Tortora 2012: 18.)

4 Acinetobacter baumannii

A. baumannii on yksi akinetobakteereihin kuuluva laji. Se elaa hapellisissa olosuhteissa
ja sen elinpaikkoja uskotaan olevan vesiymparistét kuten myds maaperd (Cunha 2016).
Soluseindrakenteensa vuoksi A. baumannii kuuluu gram-negatiivisiin bakteereihin ja
bakteerisolun muodon perusteella se voidaan luokitella pydreisiin sauvabakteereihin. Se
on laheistd sukua esimerkiksi Acinetobacter calcoaceticuselle (Peleg ym. 2008: 540). A.

baumannii -tartunta saadaan pédasiassa sairaaloissa. Suurin osa infektioista todetaan



sairaalapotilailla, joiden heikentyneen immuunipuolustuksen vuoksi bakteeri pdésee po-
tilaan elimistdon, eik& kehon oma immuunipuolustus riitd poistamaan sitd elimistosta ja
henkilo sairastuu (Cunha 2016). Bakteeri pystyy selviamaan pitkiékin aikoja sairaalaym-
paristdissd, mikéa lisaa sen haitallisuutta (Cunha 2016; Peleg ym. 2008: 539). Sairaa-
loissa A. baumannii -tartunnat ovat muodostuneet ongelmaksi, silla A. baumannii kyke-
nee sietimaan antibiootteja, desinfektioaineita ja kuivuutta (Peleg ym. 2008: 557). Hei-
kon taudinaiheutuskykynsa vuoksi A. baumannii aiheuttaa terveilla ihmisilla vain harvoin
infektioita (Cunha 2016). A. baumanniin aiheuttamia sairauksia ovat keuhkokuume ja
virtsatie-infektiot. Myds keskushermoston-, ihon- ja pehmytkudosten infektiot ovat mah-
dollisia (Perez ym. 2007: 3471).

Maailmanlaajuisesti A. baumanniista on muodostunut viimeisten 15 vuoden aikana yksi
haitallisimmista bakteerilajeista omaksumiensa antibioottiresistenssimekanismien
vuoksi. Muutoksia sen genomissa on tapahtunut noin 30 vuoden aikana, jolloin eri kan-
nat ovat muodostaneet resistenssimekanismit kaikkia tunnettuja antibioottiryhmia vas-
taan. Resistenssimekanismien kehittymista on edistanyt bakteerin poikkeuksellinen kyky
vastaanottaa DNA:ta muilta bakteerilajeilta. (Peleg ym. 2007: 539.) Esimerkiksi moni-
resistentille A. baumannii-kannalle tehdyssa sekvenssianalyysissa on havaittu, ett sen
genomissa on runsaasti vierasperaistad DNA:ta (Fournier ym. 2006: 62—63). Naitd DNA-
patkia A. baumannii on omaksunut muilta lajeilta, kuten Pseudomonas spp.:It4, Salmo-
nella spp.:lta ja E. colilta (Perez ym. 2007: 3472). Vieraat DNA-péatkat on |6ydetty gee-
nistd AbaR1, joka esiintyy esimerkiksi moniresitentilla A. baumannii -kannalla nimelta
AYE. AbaR1:sta bakteeri ilmentéé jopa 45 erilaista antibioottiresistenssigeenia (Fournier
ym. 2006: 63). Erilaisia resistenssimekanismeja A. baumannii -kannoilla voi olla useita.
Naihin lukeutuu niin entsymaattisia resistenssitekijoita, kuten -laktaamaasit ja ami-
noglykosidirakenteita muokkaavat entsyymit. Bakteerisolun rakenteilla on oma osuu-
tensa mikrobiladkeresistenttiyden muodostumisessa. Solukalvorakenteiden muutokset
ja pumppurakenteet, jotka pumppaavat erilaisia mikrobiladkkeita pois bakteerisolun si-

saltd, ovat esimerkkeja tallaisista tekijoista. (Peleg ym. 2008: 542-547.)

5 Bakteriofagit

Bakteriofagit ovat viruksia, joiden isantéeliditd ovat bakteerit (Drulis-Kawa ym.

2012:700). Yksi bakteriofagilaji infektoi spesifisesti tiettya bakteerilajia tai vain jopa muu-



tamia kantoja, bakteerikantojen valisen runsaan vaihtelun vuoksi. Bakteriofagit tunnista-
vat vain tietynlaisia pintamolekyyleja, reseptoreita bakteerisolun pinnalta. Ne ovat myos
yleisin elioryhmé& maailmassa ja niita esiintyy ymparistoissa, joissa niiden isantalajit kas-
vavat. (Wang ym. 2016: 2.) Bakteriofagit saatelevat bakteerien méaraéd maailmassa ja
ovat ndin olennainen osa ekosysteemia (Gutiérrez ym. 2016: 16). Ensimmaiset havain-
not bakteriofageista tehtiin Intiassa 1800-luvun loppupuolella. Vaadittiin kaksi vuotta,
kunnes samanlaisia havaintoja tehtiin muuallakin maailmassa, télla kertaa Venajalla.
Naista loydoksista huolimatta virallisesti bakteriofagit tunnistettiin ja nimettiin vasta

vuonna 1915 Felix d’Herellen toimesta. (Sulakvelidze ym. 2001: 649.)

Bakteriofagit voidaan jakaa elinkiertonsa perusteella lyyttisiin ja lysogeenisiin faageihin
(Weinbauer 2004:.130-131). Lysogeenisen elinkierron omaavista viruksista puhutaan
my0s lauhkeina viruksina. Bakteriofagin isdntasolun tunnistus tapahtuu isantasolun pin-
nalla olevien reseptoreiden avulla (Wang ym. 2016: 2). Bakteriofagi havaitsee hantakar-
vojensa avulla spesifisen reseptorin bakteerin solukalvolta, jonka avulla se kykenee kiin-
nittymaan solun pinnalle ja siirthmaéan geneettisen materiaalinsa isantasoluun. Lyyttiset
faagit infektoivat isdntasolun ja padstavat oman genominsa bakteerisolun sisdén. Virus-
ten genomia monistetaan isantabakteerin avulla ja uudet viruspartikkelit vapautuvat ha-
jottamalla is&ntésolun hairitsemalla sen omaa aineenvaihduntaa. (Weinbauer 2004: 130-
131.) Lysiinit ja holiinit ovat bakteriofagien tuottamia entsyymejd, jotka ovat vastuussa
isantasolun solukalvon rikkomisesta (Wittebole ym. 2014:228). Lauhkeat faagit puoles-
taan vapauttavat oman genominsa iséntasolun sisélle ja liittdvat sen integraasientsyy-
mien avulla is&ntéelion genomiin. Lauhkeilla faageilla on lysogeeninen ja lyyttinen sykli.
Viruksen genomi séilyy sellaisenaan osana isdntdorganismin genomia, niin kutsutussa
profaagi-tilassa, eika siita ole silloin haittaa isantaorganismin elintoiminnoille. Virus sailyy
profaagi-tilassa niin kauan kun faagi-repressoriproteiini estéaa faagin hajottavia ominai-
suuksia ilmentéavien geenien transkription. Kun faagi-repressoriproteiini ei enaa esta nai-
den ominaisuuksien ilmenemista elinkierto vaihtuu lyyttiseen kiertoon. Lysogeenisilla vi-
ruksilla on kyky omaksua omaan genomiinsa isantaorganismin DNA-juosteen pétkia,
muiden muassa taudinaiheutuskykya edistavid geeneja tai toksisuusgeeneja. Lysogee-
nisilla bakteriofaageilla on myds kyky tehda isantaorganismistaan vastustuskykyisen it-

sensé kaltaisia bakteriofageja vastaan. (Lobocka ym. 2012: 146-147.)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sulakvelidze%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11181338
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5.1 Bakteriofagi fRu-Sau02

Bakteriofagi fRu-Sau02:n isantaspesifisyyttd méaaritettiin tydssa. fRu-Sau02 on lyyttinen
bakteriofagi, joka kuuluu Twort-faagiperheeseen (Kiljunen ym. 2016). Tahan faagiper-
heeseen kuuluvat bakteriofagit ovat Staphylococcus-lajeille spesifisia (Lobocka ym.
2012: 145). Twort-faagiperheen bakteriofagit on luokiteltu myoviruksiin (ICTV). Nailla
faageilla on supistuva hanta ja faagin genomi on pakkautunut ikosaedrin muotoiseen
proteiinikuoreen, joka yhdistyy hantaan ontolla kaulalla (Calendar 2006: 10). MSA6-faa-
gin genomin ja tassa tyossa kaytetyn fRu-Sau02-faagin genomi vastaavat toisiaan yli 90
%:sti ja ne ovat ominaisuuksiltaan samankaltaisia (Kiljunen ym.). Twort-faagiperheeseen
kuuluva bakteriofagi MSA6 on herkasti tarttuva lyyttinen faagi, joka infektoi gram-positii-
visia bakteereita. Silla on myos laaja isantaspesifisyys kliinisia Staphylococcus-kantoja
vastaan. (Lobocka ym. 2012: 144-149.)

6 Faagiterapia

Antibioottien tehon heikentymisen ja bakteerien antibioottiresistenttiyden yleistymisen
seurauksena on tarkeda I6ytaa uusia hoitomuotoja kaytettavaksi antibioottien rinnalla ja
jopa niiden korvikkeena (Rios ym. 2006). Yksi potentiaalinen vaihtoehto on faagiterapia.
Mahdollisena hoitomuotona se on ollut tiedossa jo pitkdan (Merabishvili ym. 2009: 1).
Faagiterapian kehittdjana pidetdan Felix d’Herelled. Han osoitti ensimmaisissa faagite-
rapiakokeissa, ettd lavantautia sairastavat kanat, joiden hoitoon kaytettiin bakteriofageja,
selvisivat elossa. Kontrolliryhméan hoitamattomista kanoista puolestaan 75 % kuoli (Piz-
zorno & Murray 2013: 945-946). Faagiterapiaa on tutkittu jo ennen antibioottien [6yty-
mista ja potentiaalisena hoitomuotona se herétti tutkijoissa niin kiinnostusta kuin epaily-
jakin. 1920- ja -30-luvuilla hoitomuodon toimivuudesta ei saatu riittavan paljon todisteita
esimerkiksi heikkojen kontrollien vuoksi. (Wittebole ym. 2014: 226.) Lansimaissa faagi-
terapian tutkiminen on ollut antibioottien kehittdmisen jalkeen pienimuotoista (Viertel ym
2014: 2326 ; Golkar ym. 2014:15). Ranskassa faagiterapiaa on kaytetty esimerkiksi haa-
vojen ja ihoinfektioiden hoidossa aina vuoteen 1979 asti ja Puolassa perustettiin tutki-
muskeskus 1950-luvun lopulla, jossa faagiterapiaa tutkitaan (Golkar ym. 2014:15).
Vaikka faagiterapiatutkimus laantui l&nsimaissa, niin esimerkiksi Neuvostoliitossa tutki-
muksia kuitenkin jatkettiin (Viertel ym 2014: 2326). Puolassa (Madhusoodanan 2014) ja

USA:ssa faagiterapiaa voidaan kuitenkin kayttaa sellaisissa tapauksissa, joissa antibi-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27524653%20Rios%202006
http://jac.oxfordjournals.org/content/69/9/2326.long
http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/41097/title/Bacteriophage-Boom-/
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ootit eivat auta (Phagebiotics International). Naissa maissa faagiterapia luokitellaan ko-
keelliseksi hoidoksi. Faagiterapiakokeita on tehty ihmisilla (Viertel ym. 2014: 2326-2327)
ja elaimilla, kuten hiirilla. Eras hiirikoe osoitti, ettéa bakteriofageilla saatu hoitotulos oli
vahintaénkin yhta tehokasta tai joihinkin antibiootteihin verrattuna tehokkaampaa, kuin
useaan otteeseen annetut antibioottiruiskeet (Smith & Huggins 1982: 316-317). Alusta-
vissa tutkimuksissa on kuitenkin voitu osoittaa bakteriofagien olevan vaaraton hoitotuote.
Faagiterapian toimivuutta on tutkittu esimerkiksi infektoituneiden haavojen ja palovam-
mojen hoidossa. Naista tutkimuksista on saatu positiivisia tuloksia faagiterapian kaytto-
kelposiuudesta (Viertel ym. 2014: 2327-2328.) Faagiterapiaa voidaan hyoédyntaa niin ih-

misten hoidossa kuin myds elainlaéketieteessa (Abedon ym. 2011: 66).

Faagiterapiaksi kutsuttu hoitomuoto perustuu bakteriofagien kykyyn infektoida spesifi-
sesti vain tiettyyn lajiin kuuluvia bakteereita tai vain muutamia kantoja. Bakteriofageista
valmistettua hoitotuotetta annetaan potilaalle, jolloin bakteriofagit paasevat infektoimaan
taudin aiheuttaneita bakteerisoluja. Infektion seurauksena isdntdkanta kuolee. TallGin
saadaan infektion aiheuttama bakteeri eliminoitua elimistdstéa. (Abedon ym. 2011: 66.)
Myds hoitoon kaytetty bakteriofagi poistuu elimistdsta itsestdan, kun isantélaji on poistu-
nut. Talléin faageilla ei ole enda organismia, jossa se voi lisdantya. Tasta seuraa viruk-
sen kuoleminen ja luontainen poistuminen elimistosta. Bakteriofagien kayttdmiseen bak-
teeri-infektioiden hoidossa vaaditaan kaytettavalta virukselta tietynlaisia ominaisuuksia.
Na&itéd ominaisuuksia ovat bakteriofagin lyyttinen elinkierto, jolla ehkaistaan virulenssi- ja
resistenssitekijoiden siirtymista faagin isdntabakteereihin. (Drulis-Kawa ym. 2012: 700—
701.) Lyyttisiin viruksiin kuuluvia myoviruksia, siphoviruksia ja podoviruksia on tutkittu
eniten faagiterapiaa varten, silla niiden ominaisuudet tdsméaavat parhaiten faagiterapian
asettamiin vaatimuksiin (Wittebole ym. 2014: 228). Kaytettaessa lysogeenisid bakterio-
fageja riskina on entista vaarallisempia bakteerikantoja muodostuminen, nadiden fagien

siirtAmien virulenssitekijdiden vuoksi (Lobocka ym. 2012: 147).

Faagiterapiassa on monia hyvia puolia, jotka tekevat siitda mahdollisen vaihtoehdon mik-
robilddkkeille. Hoitomuotona siind on haitallisia sivuvaikutuksia elimistdlle vahemman
kuin mikrobilaakkeilld, silla bakteriofagit infektoivat ainoastaan niille spesifisia isdntabak-
teerisoluja (Golkar ym. 2014: 131). Tall6in potilaan elimistdn muut solut ja luonnollinen
mikrobikanta ei hairiinny bakteriofagien lasnéolosta elimistossa (Wang ym. 2016: 2), jol-
loin voidaan valttdd esimerkiksi potilaan infektoituminen uudestaan. Bakteriofagit tarvit-

sevat isantabakteerin pystyakseen lisddntymaan. Taman vuoksi ne esiintyvat vain pai-


http://mic.microbiologyresearch.org/content/journal/micro/10.1099/00221287-128-2-307
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3278644/pdf/bact0102_0066.pdf
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kallisesti infektoituneella alueella vaikka faagit kulkeutuvat helposti ympéri kehoa ja voi-
vat lapaistd myos veri-avoesteen. (Golkar ym. 2014: 131.) Faagiterapialla pystytdén
my06s hoitamaan infektioita, joihin mikrobilaékkeet eivat tehoa, silla bakteriofagien kayttd
perustuu eri tekijoihin kuin mikrobildakkeiden kayttd (Wang ym. 2016: 2).

Mikrobiladkkeisiin verrattuna faagiterapialla on myds ladkkeen kehittdmiseen ja tuotan-
toon liittyvia etuja. Uuden faagin eristdminen ymparistosta ja tuotanto voivat parhaimmil-
laan tapahtua hyvinkin lyhyessa ajassa ja taméa prosessi on suhteellisen halpa monen
muun ladkkeen tuotantoon ja kehittdmiseen nahden. (Golkar ym. 2014:.131.) Laaja faa-
gikirjo maapallolla mahdollistaa monipuolisen faagien kaytdn eri bakteerilajien tai — kan-
tojen aiheuttamien infektioiden hoidossa. Faagiseosten kayttdminen tuo my®ds omat
etunsa infektioiden hoitoon. Useamman faagin siirtdminen elimistoon voi aikaistaa hoi-
don aloittamista. Tama perustuu siihen, ettei tarkkoja bakteerikannan fenotyypityksia tar-
vita oikean bakteriofagin loytamiseksi hoitoa varten. (Chan 2013; Drulis-Kawa ym. 2012:
700-701.) Talléin voidaan myds valttaa bakteriofagiresistenttien kantojen rikastumista ja
hoitomenetelman toimivuus sailyy. Bakteriofageille resistenttien kantojen kehittymista ei
kuitenkaan voida luokitella samanlaiseksi uhaksi kuin mikrobildékeresistenttiys talla het-
kelld on. T&ma johtuu siitd, etta toisin kuin mikrobilaakkeet, bakteriofagit ovat eli6ita, joilla
on kyky mukautua elinymparistonsa. Bakteerien muodostaessa resistenssia bakterio-
fagia vastaan, bakteriofagi voi myds mutatoitua selvitikseen muuttuvassa ymparistossa.
(Golkar ym. 2014: 131-132.) Bakteriofageja voidaan myts muokata laboratorioissa, jotta
niiden tehokkuus infektioiden hoidossa olisi parempi. Isdntaspesifisyyden laajentaminen
ja lyyttisten ominaisuuksien tehostaminen ovat esimerkkeja ominaisuuksista, joiden ke-
hittdmisen toimivuutta tutkitaan. (Viertel ym. 2014: 2328-2329.) Biofilmien aiheuttamat
toistuvat infektiot ovat vaikeita hoitaa mikrobilaékkeiden avulla. Téh&n ongelmaan bak-
teriofagit ovat hyva ratkaisu, silla ne ovat bakteerien luontaisia vihollisia. (Parasion ym.
2014: 137-143.)

Faagiterapialla on my®s haittapuolensa, kun sita kaytetaan hoitotarkoituksessa. Moniin
ongelmiin on kuitenkin jo ratkaisuja. Jos kaytetdan hoidossa vain yhta bakteriofagia, hoi-
don aloittaminen voi viivastya fenotyypitykseen ja oikean tuotteen etsimiseen kuluvan
ajan vuoksi (Drulis-Kawa ym. 2012: 700). Bakteriofagit hajottavat isantasolunsa, jolloin
bakteerisolun sisélla oleva materiaali ja solukalvon rakenteet vapautuvat elimistoon uu-
den bakteriofagisukupolven lisaksi. Toksiineja tuottavien bakteerien kohdalla tama voi

olla ongelma, silla vapautuneilla toksiineilla voi olla vaarallisia seurauksia potilaan ter-
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veydelle. (Drulis-Kawa ym. 2015: 1758.) Ongelmia saattaa myds aiheuttaa potilaan im-
muunipuolustusjarjestelma. Immuunipuolustus tunnistaa elimistdon paasseet vieraat
partikkelit ja pyrkivat poistamaan ne nopeasti elimistosta. Faagiterapian kaytto potilaalla
voi laukaista tdman kaltaisen reaktion, jolloin immuunijarjestelma tuottaa vasta-aineita
bakteriofageille, ja ne poistuvat elimistosta. (Sulakvelidze ym. 2001: 656.) Bakteerien on
mahdollista kehittéé resistenssimekanismeja bakteriofageja vastaan samalla tapaa kuin
ne voivat kehittda resistenssimekanismeja myds mikrobilaakkeita vastaan. Bakteeri
saattaa mutaation seurauksena ruveta koodaamaan erilaisia reseptoreita tai muodostaa
kapselirakenteita, jolloin bakteriofagit eivat enda tunnista niitd. Unkana reseptorien muut-
tuminen ei kuitenkaan ole kovin huolestuttava, silla bakteriofagiresistenttien bakteerien
virulenssiominaisuudet yleensa heikentyvat samalla, jolloin infektion uhka pienenee.
(Ledn & Bastias 2015: 1-3.) Bakteereiden on myds mahdollista hankkia immuniteetti
bakteriofageja vastaan. Tallainen tila voi syntya, jos temperaattinen bakteriofagi on pro-
faagi-tilassa isantasolunsa genomissa. Tdman johdosta bakteeri ei enaa infektoidu pro-
faagi-tilassa olevan bakteriofagin kanssa samaan faagiperheeseen kuuluvan bakteriofa-
gin toimesta. (Lobocka ym. 2012: 147.) CRISP-Cas jarjestelm& on osa bakteerin opittua
puolustusjarjestelméé jonka avulla se voi kehittdd immuniteetin bakteriofageja vastaan.
Sen avulla infektoitunut bakteeri voi muodostaa lyhyitd RNA-juosteita, joiden avulla voi-
daan tuhota vierasperainen, esimerkiksi viruksen, geneettinen materiaali. (Devashish
ym. 2015: 119-120.)

7 Tyon tavoitteet

Tama opinnaytetyd on osa tutkimusta, jossa kehitetddn faagiterapiaa hoitomuotona.
Jotta faagiterapiaa voidaan soveltaa infektioiden hoitoon ja maatalouteen on oleellista,
ettd mahdollisimman monia bakteriofageja on saatavilla (Mirzaei & Anders 2015: 2-3).
Talldin voidaan helposti ja nopeasti saada kayttéon tarvittava hoitotuote riippumatta siita
mika bakteerilaji on kyseessa. Erilaisten bakteerien kirjo on laaja, joten faagikokoelman
tulee kyetd vastaamaan tdhan vaatimukseen (Drulis-Kawa ym. 2012:701). Téassa projek-
tissa testattiin miten laajasti humaani-MRSA-kantoja infektoiva bakteriofagi fRu-Sau02
(Wicklund ym.) infektoi puolestaan sioista eristettyja MRSA-kantoja. Tavoitteena ol
saada selville voidaanko kyseista bakteriofagia hyddyntaa sioilta eristettyjen MRSA-kan-
tojen aiheuttamien infektioiden hoitoon. Samalla selvitettiin, k&yko taméa faagi tarkoituk-

seen yksinaan, vai vaaditaanko sioilta eristettyjen MRSA-kantojen aiheuttamien infekti-
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oiden hoitoon faagiseos. Uusien bakteriofagien metsastys liittyy myo6s kattavan faagiko-
koelman saavuttamiseksi. A. baumannii-spesifisid bakteriofageja ei ollut kaytettavissa
projektin alussa ollenkaan. Tasta johtuen faagiterapiaa ei voitaisi soveltaa A. baumannii
-bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon lainkaan. Tavoitteena oli siis I0ytaa sairaa-
lajatevedestéa bakteriofageja, jotka ovat spesifisia A. baumannii -kannoille. Sairaaloiden
viemarivesi valittiin naytteeksi. Valinta perustui tietoon siita, etta bakteriofageja esiintyy
ymparistoissa joissa niiden iséntélajejakin ja A. baumannii on erityisesti sairaalainfekti-
oita aiheuttava bakteerilaji. Maailmanlaajuisesti A. baumannii -kantoja infektoivista bak-

teriofageista on pulaa, minka vuoksi naita faageja on tarkea loytaa. (Wittman 2016).

Kehitettdessa faagiterapiaa tulee ottaa huomioon millaisia viruksia lahdetaan tutkimaan.
Potentiaalisimpia bakteriofageja faagiterapiaa varten ovat lyyttiset bakteriofagit, (Lo-
bocka ym. 2012:26) joiden kyky infektoida eri bakteerikantoja on mahdollisimman laaja
(Gutiérrez ym. 2016: 16). Talléin virus tappaa isantédbakteerisolunsa nopeasti (Golkar
ym. 2013: 1), eikd sen mukana siirry vierasta DNA:ta bakteerilajista toiseen (Drulis-Kawa
ym. 2012: 700-701). Edell& mainittujen ominaisuuksien vuoksi juuri bakteriofagi fRu-
Sau02 on kiinnostava tutkimuksen kannalta (Kiljunen ym.).

8 Materiaalit ja menetelmat

8.1 Materiaalit

8.1.1 Bakteerikannat ja bakteriofagit

Tutkimuksessa kaytettiin kahta eri bakteerilajia, jotka aiheuttavat infektioita ihnmisilla. Tut-
kimuksen kohteena olivat S. aureus ja A. baumannii bakteerit. S. aureus -bakteereista
kaytettiin terveistad sioista eristettyja MRSA-kantoja. Kannat saatiin kayttéén Annamari
Heikinheimon (Elainlaéketieteellinen tiedekunta, Helsingin yliopisto) kanssa tehdyn yh-
teistyon kautta (Liite 1). Sioilla esiintyvat MRSA-kannat on eristetty suomalaisilta sikati-
loilta vuonna 2015 (Heikinheimo ym. 2016: 2) ja ne oli viljelty veriagar-maljoille ennen
taman projektin aloittamista. MRSA-kannoilla tehdyissa tutkimuksissa kontrollikantoina
kaytettiin humaani-MRSA-kantoja 13KP11088/1 (eristetty HUSLabissa) ja 13 S44 S. 13
S44 S on palohaavasta eristetty MRSA-kanta (Merabishvili ym. 2009: 3). NAma kannat
infektoituvat kummatkin bakteriofagi fRu-Sau02:lla. A. baumannii -kannat oli eristetty

HUSLabissa sairaalapotilasnaytteista.
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MRSA-kantojen isé&ntaherkkyyksia tutkittin kayttamalla fRu-Sau02-bakteriofagia. fRu-
Sau02-faagi on eristetty faagiterapiatuotteesta, jonka valmistaja on Microgen. Kyseinen
virus infektoi humaani-MRSA-kantoja hyvin laajasti, 90 % tutkituista S. aureus-kannoista
(Wicklund ym.) ja se on spesifinen S. aureus -bakteerille.

8.1.2 Faagieristysnaytteet

Bakteriofageja lahdettiin etsimaan paikoista, joissa niiden isantélajia voisi esiintyd. Tama
lisaa faagien esiintyvyyden todennakoisyyttd, silla naita viruksia esiintyy isantalajiensa
yhteydessa. Koska is&ntakanta A. baumannii on lahinn& sairaalainfektioita aiheuttava
bakteeri, virusten etsimisessa lahdettiin likkeelle sairaaloiden viemarivesista. Naytteita

otettiin neljan eri sairaalan viemarivesista (Taulukko 1).

Taulukko 1. Jatevesinaytteiden keraystiedot

Sairaala Naytteenottopaikka Paivamaara
Porvoon sairaala Pumppukaivo 13.4.2016
Peijaksen sairaala Ulkokaivo 14.4.2016
Lohjan sairaala Pihakaivo 13.4.2016
Syopatautien Klinikka Viemarivesinayte 15.4.2016

Jatevesinaytteet kerattiin paikan paalta sairaalassa ja toimitettiin tdman jalkeen labora-
torioon tutkimusta varten. Naytteiden saavuttua ne sail6ttiin odottamaan analyyseja.
Naytteet sailéttiin ensin sentrifugoimalla suurimmat roskat pullon pohjalle, jotta seuraa-
vassa vaiheessa suodatin ei menisi tukkoon. Putket sentrifugoitiin olosuhteissa 7500
rpm, 15 min ja +4 °C (Sorvall RC-513 Refrigerated Superspeed centrifuge, GSA roottori).
Taman jalkeen naytteet vakuumi suodatettiin 0,22 um suodattimen lapi (Stericup and
Steritop Vacuum Driven Filtration Systems, Millipore Express PLUS, Bottle Top Filter).

Viemarivesinaytteet sailottiin kylméssa +4 °C:ssa.

8.1.3 Kasvatusolosuhteet

Projektin aikana bakteerien kasvatukseen kaytettiin useita erilaisia elatusaineita joista
valmistettiin elatuslienta, — agaria ja — pehmytagaria (soft-agar). A. baumannii - ja MRSA-
kantoja kasvatettiin +37 °C lampdtilassa. Bakteerimaljat kasvatettiin ilman ravistelua,
mutta liemikasvatukset tehtiin puolestaan ravistelussa. MRSA-kantojen kasvatukseen

kaytettiin Luria-maljoja, -pehmytagaria ja -lientd (Taulukko 2).
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Taulukko 2. Luria-elatusaineiden valmistusohje

LA-maljat

Reagenssi g/l
Bacto-agar 15
Bacto-tryptoni 10
Yeast-extract 5
NaCl 10

Luria-pehmyt agar valmistettiin kuten Luria-maljat (LA-maljat), mutta bacto-agaria lisat-
tiin 4 g/l. Luria-liemesta (LB) jatettiin bacto-agar kokonaan pois, muuten kaytettiin samaa
ohjetta, kuin LA-maljoissa. Luria-elatusaineita kaytettiin myds, kun tydskenneltiin A. bau-

mannii -kantojen kanssa.

Brain-Heart Infusion -lienté (BHI) k&ytettiin myos sioista eristetyille MRSA-kannoille teh-
dyissd analyyseissa. BHI-elatusaine valmistettiin valmistajan ohjeen mukaan (Becton,
Dickinson and Company). Myds tasta elatusaineesta valmistettiin BHI agar-maljoja, -

pehmytagaria ja — lient& kuten edell&.

Sioista eristettyja MRSA-kantoja kasvatettiin myods veriagarmaljoilla, jotka tilattiin labora-
torioon valmiina (HUSLab). Kaikki bakteerikannat sailytettiin pakastettuina -70 °C:ssa,

josta ne viljeltiin analyysista riippuen LA- tai BHI-maljoille.

8.2 Menetelmat

8.2.1 Faagititraus

Faagimaljaus on menetelma, jonka avulla voidaan testata infektoiko tutkittava bakterio-
fagi tiettya isdntdbakteeria. Faagimaljausta kayttamalla voidaan tdman lisdksi laskea
faagilysaattien pitoisuuksia ja sita voidaan hyddyntda osana bakteriofagien puhdistusta.
Minka lisdksi se on menetelma, joka soveltuu myds bakteriofagien tuottoon. Menetelman
avulla on myds mahdollista havaita uusia bakteriofageja ja taméa onkin osa uusien bak-
teriofagien etsimista. Naytteiden sentrifuugaus ja suodatus 0,22 pm suodattimen lapi
varmistaa, ettei siina ole analyyseja héairitsevia tekij6ita. Menetelmén periaatteena on

kasvattaa isdntdbakteeria, jonka joukkoon lisdtdén tutkittavaa bakteriofagia. Bakteerien
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kasvatuksen jalkeen talla menetelmalld voidaan havaita kasvaako isantédbakteeri nor-
maalisti naytteen lasna ollessa vai onko naytteessa bakteereita tappavaa aktiivisuutta,
bakteriofagia.

Faagititraus voidaan tehda monella tavalla. Projektin aikana kaytettiin maljamenetelmaa
(Classical double-layer method) ja pisaramenetelmaa (Drop test), seka nestekasvatusta
96-kuoppalevylla. Menetelma valittiin kayttotarkoituksen mukaan. Malja- ja pisaramene-
telmi& varten bakteeria kasvatettiin 1,3 ml elatusliemessa, ravistelussa 2-4 h ajan +37
OC. Tasta esikasvatusnaytteesté madaritettiin bakteerimééra absorbanssin avulla, mittaa-
malla absorbanssi aallonpituuden ollessa 600 nm (BioPhotometer, eppendorf, 8,5 mm
Light center, height Lichtstrahlh6he). Kummassakin menetelméssa sulatetun ja 55 as-
teiseksi tasapainotetun pehmytagarin joukkoon pipetoitiin isdntdbakteeria ja sekoitettiin
nayte. Seos kaadettiin agar-maljan pinnalle ja tasoitettiin kaantelemalla maljaa siten, etta
pehmytagaria on koko maljalla. Pehmytagarin joukkoon pipetoitu bakteerimaara lasket-

tiin kaavasta 1.

90
Zeo0 = X ul (1)

Bakteerimaaran laskukaava faagititrausta varten.
A600=absorbanssimittauksesta saatu tulos aallonpituuden ollessa 600 nm

Malja- ja pisaramenetelmissa erona on viruksen lisaaminen bakteerin joukkoon. Malja-
menetelmassa seka bakteerikanta etta 50 ul viruslaimennosta lisattiin 55 °C pehmyta-
garin joukkoon ja kaadettiin maljalle. Jokainen viruslaimennos tehtiin edella mainitulla
tavalla omalle maljalleen. Pisaramenetelmassa puolestaan pehmytagarin joukkoon pi-
petoitiin bakteeri ja se kaadettiin maljalle ja annettiin jAhmettyd 30 min ajan. Jahmetty-
neen pehmytagarin paalle pipetoitiin 10 pl:n pisara jokaista haluttua viruslaimennosta.
Kummassakin menetelméasséa maljat joissa on virusta ja bakteeria annettiin jahmettya 30
min ja kasvatettiin yon yli bakteerin optimilampdtilassa, minka jalkeen tulokset voitiin lu-
kea. Projektissa kaytettiin viruslaimennoksia 10, 10, 108 ja negatiivisena kontrollina
samaa kasvatuslienta, joissa bakteerit oli esikasvatettu. Pisaratitrauksia voidaan tehda
myds ilman pehmytagaria. Tall6in kantoja kasvatettiin 1 h ajan +37 °C:ssa ravistelussa,
jolloin niiden A600-arvo on noin 0,5. Inkubaation jalkeen bakteeriliemi kaadettiin ja levi-
tettiin tasaiseksi kerrokseksi kasvualustalle ja pipetoitiin ylimaardinen neste pois. Maljo-
jen annettiin kuivua ja kuivuneen bakteerikerroksen pinnalle pipetoitiin 10 pl pisarat jo-

kaista viruslaimennosta.
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Viruksen infektiokyky méaaritettiin nestekasvatuksessa 96-kuoppalevylla lisdamalla BHI-
liemessé esikasvatettua ja BHI-liemeen laimennettua bakteerikantaa kuoppiin. Baktee-
rikasvatuksesta tehtiin sopiva laimennos. Bakteerisuspensiota liséttiin kuoppaan yh-
teensa 200 pl. Bakteerin liséksi kuoppaan lisattiin 10 pl 102 laimennettua fRu-Sau02-
bakteriofagia, jonka laimentamaton pitoisuus oli 6,8x10'° PFU/ml (PFU=Plaque Forming
Unit). Yhdesséa kuopassa oli siis virusta 6,8x10° PFU. Jokaisesta tutkitusta bakteerikan-
nasta tehtiin omat kuopat. Kontrollindytteet valmistettiin ilman virusta pelkéasta bakteeri-
laimennoksesta, jotta voitiin verrata bakteerien kasvua viruksen kanssa ja ilman. Kun
kaikki naytteet oli valmisteltu, mitattiin jokaisen kuopan absorbanssi 600 nm aallonpituu-
della (FLUOstar OPTIMA bMG). Taman jalkeen naytelevya inkuboitiin ravistelussa +37
°C:ssa ja siita mitattiin absorbanssi 1 h valein bakteerien kasvun maarittelemiseksi. Bak-
teerien kasvua seurattiin 4 h ajan. Saaduista absorbanssiarvoista piirrettiin kuvaajat,
joissa verrattiin keskenaan bakteerinaytteiden kasvua viruksella ja ilman ja voitiin paa-

telld infektoituuko isantéakanta kasvukayrien eroavaisuuksien perusteella.

8.2.2 Mutatoituneiden bakteriofagien seulonta

Bakteriofagien isantaspesifisyytta voidaan laajentaa yrittamalla seuloa bakteriofaginayt-
teestd mutatoituneita faageja. Menetelma perustuu bakteriofagin rikastamiseen olosuh-
teissa, joissa on poikkeavuuksia faagin isdntdkannoissa. Talldin lahdetaan liikenteeseen
silla olettamuksella, etta alkuperaisen faagilysaatin joukossa olisi viruksia, joiden geno-
missa on poikkeamia verrattaessa suurimpaan osaan saman naytteen viruksista. Peri-
aatteena on siis lahtea etsimaan olosuhteita, joissa nama genomiltaan poikkeavat bak-
teriofagit lahtisivéat rikastumaan ja niiden faagiterapian kannalta hyodyllisia ominaisuuk-

sia voitaisiin tutkia ja hyodyntaa laajemmin.

Bakteriofagi fRu-Sau02:n iséntaspesifisyyttad pyrittiin laajentamaan siten, etta valittuja
isantakantoja siirrostettiin 1,3 ml LB-liemeen ja kasvatettiin 4 h ajan, 37 °C:ssa, raviste-
lussa. Jokaisesta isantakannasta mitattiin absorbanssi 600 nm:sséa (BioPhotometer, ep-
pendorf, 8,5 mm Light center, height Lichtstrahlhthe). Absorbanssilukemasta laskettiin,

kuinka paljon bakteeria lisattiin rikastusnaytteeseen (Kaava 2).

90
600
n

kN

=x ul (2)

Bakteerimaarien laskukaava bakteriofagin mutatointia varten.
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n = iséantdbakteerien maara mutaationaytteessa.
AB00 = absorbanssimittauksesta saatu tulos aallonpituuden ollessa 600 nm

Naytteeseen tdman jalkeen lisattiin yhtalosta laskettu maara isantakantoja, LB-lienta,
jonka totaalitilavuudeksi tuli 5 ml, seka fRu-Sau02-faagia 50 pl. Naytteiden annettiin ri-
kastua yon yli 37 °C:ssa ja ravistelussa. Kasvatuksen jalkeen seuraavana paivana lisat-
tiin naytteen joukkoon 200 pl kloroformia ja naytetta kaanneltiin huoneenlammaossa 20
min ajan. Seuraavassa vaiheessa nayte sentrifugoitiin olosuhteissa 5000 rpm, +4 °C ja
10 min ajan (Jouan CR3). Sentrifuugauksen jalkeen naytteiden nesteméinen kerros, su-
pernatantti, suodatettiin 0,22 um suodattimen lapi 5 ml eppendorf-putkiin. Nama tyovai-
heet toistettiin 5 kertaa perékkaisind paivind, minka jalkeen naytteet titrattiin kayttaen
is&ntakantoina rikastukseen kaytettyja naytteitd. Nain havaittiin infektoiko mutaationayte
yhtédkaan seulontaan kaytetyista iséntdkannoista. Titraus tehtiin pisaramenetelmalla
(luku 8.2.1).

Jatkotutkimuksia lahdettiin tekemaan maljoilta, joille oli ilmestynyt plakkeja. Ennen var-
sinaista isantakantojen maaritystd mutaationayte puhdistettiin kahteen otteeseen. Plak-
kipuhdistuksessa otettiin talteen steriililla pasteur-pipetilla yksittainen plakki ja siirrostet-
tiin se 500 pl SM-puskuria. Nayte sekoitettiin nopeasti ja siihen lisattiin 12 pl kloroformia.
Seuraavassa vaiheessa naytetta inkuboitiin 15 min huoneenlammaossa, ravistelussa ja
sentrifugoitiin 13,2 rpm, 5 min ajan huoneenlammaossa (Eppendorf, Centrifuge 5415 R).
Sentrifugoitu ndyte suodatettiin 0,22 um suodattimen lapi ja titrattiin maljamenetelmalla
kayttaen viruksesta laimentamatonta naytetta ja 10 - 10 laimennoksia. Puhdistus tois-
tettiin samalla tavalla toiseen kertaan, minka lisaksi talla periaatteella tehtiin nayte, johon
otettiin talteen 10 plakkia. Saadusta virusnaytteesta tehtiin maljatitraus (Luku 8.2.1) kayt-
téen isantdbakteerina infektoitunutta bakteerikantaa ja virusndytteestd laimentamatonta
naytetta ja 10 - 10 laimennoksia. Negatiivisena kontrollina kaytettiin pelkkaa isanta-
bakteeria.

8.2.3 Virusten eristys

Uusia bakteriofageja voidaan yrittdd eristdd mista tahansa ymparistosta. Tassa tydossa
hyddynnettya menetelmaéa kaytettiin tutkittaessa nestemaista naytetta, josta bakteriofa-

geja lahdettiin eristdmaan. Tarkoituksena on puhdistusten ja suodatusten avulla saada
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naytteesta erotettua bakteriofagit muista naytteen sisaltimastéa materiaalista. Puhdistuk-
sen jalkeen voidaan vasta tutkia bakteriofageja, jotta voidaan olla varma tulosten luotet-

tavuudesta.

Virusten eristys naytteista tehtiin sekoittamalla naytteita 15 ml sentrifuugiputkeen, tassa
tydssa sairaaloiden viemarivesinaytteita, siten etta kaikkia naytteita oli yhta paljon ja lop-
putilavuus on 10 ml, eli 2,5 ml jokaista jatevesinaytettd. Edellisena paivana maljalle vil-
jeltyja iséantakantoja siirrostettiin 1,3 ml:aan LB-lientd. Kantoja kasvatettiin +37 °C:ssa, 4
h ajan, minka jalkeen niista mitattiin absorbanssi aallonpituuden ollessa 600 nm (BioPho-
tometer, eppendorf, 8,5 mm Light center, height Lichtstrahlh6he). Absorbanssimittausten
tuloksista laskettiin Kaavan 2 avulla, kuinka paljon kutakin naytteeseen tulevaa isanta-
kantaa lisataan. Isantakannat lisattiin 4,5 ml:aan LB-lienta ja 1,5 ml:aan viemarivesista

tehtya seosta. Naita naytteita kasvatettiin yon yli ravistelussa lampétilan ollessa 37 °C.

Yon yli kasvatusta seurasi naytteiden nopea sekoitus, minka jalkeen lisattiin 200 pl klo-
roformia. Seuraava vaihe oli 20 min inkubaatio huoneenlammdssa kaantelyssa. Naytteet
sentrifugoitiin olosuhteissa 5000 rpm, 10 min ajan, +4 °C:ssa (Jouan CR3). Naytteen
ylempi, vesikerros suodatettiin 0,22 um suodattimen lapi. Joukkoon liséttiin 1 ml 40 %
sakkaroosia. Naytteelle tehtiin virustitraukset kayttamalla pisaramenetelmdd (Luku
8.2.1). Testauksessa isantdkantoina olivat ne kannat, joita rikastukseen oli kaytetty. N&in
saatiin selville 16ytyyko viemarivesinaytteista bakteriofageja, jotka infektoivat A. bauman-

nii -kantoja.

8.2.4 Faagien tuotto

Bakteriofageja voidaan tuottaa joko liemessa tai maljalla. Tuotto perustuu bakteriofagin
lisdamiseen isdntdkantansa joukkoon, jolloin faagi paasee lisdantymaan naissa soluissa
ja niiden maara naytteessa kasvaa. Tuotossa pyritdan siis kasvattamaan jo olemassa
olevan bakteriofagipartikkeleiden maaraa, jolloin niista kerattya lysaattia voidaan hyo-

dyntéaa tarpeen mukaan joko jatkotutkimuksia tai kayttéa varten.

Bakteriofageja tuotettiin nestekasvatuksena kasvattamalla is&ntdbakteerikantaa 1,3
ml:ssad LB-elatuslientd n. 4 h ajan. TAman jalkeen mitattiin bakteerikasvatuksen absor-
banssi aallonpituudella 600 nm (BioPhotometer, eppendorf, 8,5 mm Light center, height
Lichtstrahlhdhe). Absorbanssimittauksen perusteella laskettiin isdntdkannan tai is&nta-

kantojen maara rikastusnaytteessa (Kaava 2).
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Faagien tuotto tehtiin kolmella eri bakteeripitoisuudella. Iséntékannan maarat olivat 50
pl, 100 pl ja 200 pl, minka liséksi naytteisiin lisattiin 50 pl rikastettavaa virusta ja baktee-
rien elatuslienta siten, etté naytteen totaalitilavuus oli 5 ml. Naytetta kasvatettiin baktee-
rin optimikasvulampotilassa yon yli ravistelussa. Inkuboinnin jalkeen naytteeseen lisattiin
200 pl kloroformia ja sen annettiin olla huoneenlammadssa ravistelussa 15-20 min ajan.
Naytteessa oleva kuollut bakteerimassa sentrifugoitiin putken pohjalle olosuhteissa 5000
rpm, +4 °C ja 10 min (Jouan CR3). Fuugauksen jalkeen naytteen vesifaasi suodatettiin

0,22 pm suodattimen lapi eppendorf-putkeen.

Bakteriofageja tuotettiin maljalla valmistamalla semikonfluentteja maljoja. Isantakan-
naksi valittiin bakteeri, jota faagi infektoi. Semikonfluentit maljat valmistettiin maljatitraus-
menetelmalla (kappale 8.2.1). Naille maljoille pipetoitiin SM-puskuria 3 ml ja niiden an-
nettiin olla 1-2 h huoneenlammdssa. Inkubaation jalkeen kaavittiin pehmyt agar-kerros
irti agar-alustalta. Kaikki maljalla oleva neste pipetoitiin sentrifuugiputkeen, johon lisattiin
kloroformia 200 pl/3 ml nestettd. Putkea kaannettiin huoneenlammossa 15-20 min ja
sentrifugoitiin olosuhteissa 5000 rpm, 10 min (Jouan CR3). Erottunut supernatantti suo-
datettiin eppendorf-putkeen 0,22 pum suodattimen lapi. Jos haluttiin ndytteesta sailyvam-
paa, siihen lisattiin 40 % sakkaroosia 8 % faagilysaatin tilavuudesta. Heikosti kasvavan
faagilysaatin joukkoon ei tarvinnut lisété sakkaroosia jos nayte analysoitiin lyhyen ajan
kuluttua sen valmistamisesta. Tall6in voitiin tehda virustitraus laimentamattomasta nayt-

teesta, silla muuten sakkaroosi saattaa inhiboida viruksen kasvua.

Jos faagilysaatissa ei ole riittdvan korkea pitoisuus, voidaan sille tehda konsentrointi.
Nayte konsentroitiin ultrasentrifuugilla (DuPont Instruments, Sorvall RC-5B Refrigerated
Suspender Centrifuge). Ultrasentrifuugiputkeen lisattiin konsentroitavaa virusnaytetta
3,5 mlja taytettiin putki TM-puskurilla pintaan asti ja tasapainotettiin vastaputken kanssa.
Putkien tuli olla saman painoiset. Nayte ultrasentrifugoitiin olosuhteissa 40 000 rpm, 2h
ja +4 °C. Fuugatusta naytteesta pipetoitiin 4,5 ml nestetta putken pinnalta pois ja pelletti

liuotettiin jaljelle jaaneeseen 0,5 ml puskuriliuosta.
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9 Tulokset

9.1 MRSA-kantojen faagiherkkyys

MRSA-kantojen isantéaherkkyysmaarityksia lahdettiin tekem&én pisaratitrausmentel-
malla. Verimaljoilta valittiin sioista eristettyja MRSA-kantoja, jotka testattiin kayttéden kas-
vualustana LB-lientd, -agaria ja -pehmytagaria. Naytteet titrattiin kuten luvussa 8.2.1..
Titraukseen kaytetyn fRu-Sau02-faagin pitoisuus olil,5x10* PFU/mI ja viruslysaatti oli
valmistettu 22.3.2016. MRSA-kannoista 17 kannan isantaherkkyydet saatiin maaritettya.
Lopuista 18 kannasta ei pystytty lukemaan tuloksia, silla ne eivat muodostaneet tasaista
bakteerimattoa agar-maljan pinnalle. Heikosti maljoilla kasvaville kannoille tehtiin méaari-
tys kaksi kertaa (Menetelmé kuvattu luvussa 8.2.1). Saaduista tuloksista voitiin havaita,
etteivat kaikki testattavista kannoista muodosta tasaista mattoa kasvatusmaljan pinnalle.
Lahdettiin testaamaan millaisissa olosuhteissa sioista eristetyille MRSA-kannoille voi-
daan tehda bakteriofagiherkkyysmaaritykset pisaramenetelmalld. Tytdskentelyn etene-

minen on esitetty kuvassa 1.
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Ei tuloksia *

v

Ei tuloksia

Kannat, joista ei saatu
tulokeia BHI-alustalla
pehmytagariila i lilman
Wina-menetelma BHI
ahmtalla

AT sika-MRSA-kantza +
pasitindinen kontralli

Kannat, joista o saaty -
tuloksia BH-alustalla:
Pisaratitraus BHI-alustalla
iliman pehmytagaria

16 sika-MRSA-kantza

L4

Ei tuloksia

Kannat, joista o saatu tulaksia
pisaratitrausmeneteimilla:
Wirustitraus 96-kuoppalewylla:
BHI-liemi, baktearilaimennos -4
1:100, wirusta 10 pl 107-
laimennosta

14 sika-MRESA-kantaa +2
positivista kantrallla

Kuva 1.

¥

Onnistunest tulpkset;
18 kantaz

MHosuhteiden optimainti:
Plzaratitraus, BHl-alusta,
runsas kasvatus, 2x maara
bakteeria, pehmytagarilla ja
ilman

4 sika-MBSA-kantas =
posititeinen kontrall

¥

Dnnistuneet testaukset
2 kantaa (pehmytagarilla
Jailman]

¥

Kannat, jaista e saaty
tuloksia Luria-alustalka
pefimytagarilla tai ilman:
Picaratitraus BHl-alustalla

16 sika-MRSA-kantaa

Isantakantojen vilpely
pakkasesta BHI-maljaille

Kannat, jotka kasvavat
runsaana kaseustona
maljalla:

Fisaratitraus BHI-alustalla,
funsas kasvatus,
pehmiytagarilla ja Jx madra
bakteeria

16 sika-MRSA-kantaa

¥

Ei tuloksia

L
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Dnnistuneet testaukset
¥ kantaa

¥

Kanmat, joista e saatu tuloksia
plsaratitrausmenetelmalld

Virustitraus 96-kunppalewyila
[plosuhteiden optimainti): BHI
liemi, bakterra 1:100 ja 1:500 +
wirus 10 pl 10 laimennosts

13 sika-MASA-kantaa + 2
positiivista kamtrollia

¥

Onnstuneet tuloksar
10 kantaa

Heikosti maljalla kasvavat
Eannat: Pisaratitraus
werimaljeille
pehmytagarilla ja ilman

18 sika-MRSA-kantaa

fRu-Sau02-faagin iséantaspesifisyysmaarityksen eteneminen.

| Eituloksiz

fRu-Sau02-faagin isantaspesifisyysmaarityksessa lahdettiin liikkeelle kayttaen pisara-
titrausmenetelmaa ja kasvualustana Luria-elatusainetta. Talla menetelmalla ei kuiten-
kaan saatu tuloksia kaikista sioista eristetyistda MRSA-kannoista, joten tydskentelya jat-
kettiin kokeilemalla millaisissa olosuhteissa MRSA-kantojen herkkyysmaarityksien tu-
loksia pystytddn lukea. Tyoskentelyssd edettiin testaamalla onko pehmytagar héairit-
seva tekija, josta siirryttiin rikkaampiin kasvatusalustoihin ja lopulta isantéaspesifisyys-
maaritysten toteuttamiseen nestekasvatuksena 96-kuoppalevylla.
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Ne kannat, joista ei saatu tuloksia vahaisen kasvun vuoksi LB-maljoilla, titrattiin uudes-
taan jattden menetelmasta pois LB-pehmytagarin. Nain voitiin selvittd& onko syyné peh-
mytagar, joka estaisi kantojen kasvun. Yhdestédkaan kannasta ei saatu talla menetel-
malla tuloksia. Kasvua ei ollut ollenkaan lukuun ottamatta muutamia yksittaisia pesak-
keita. Testi tehtiin kaksi kertaa, mutta kannat kasvoivat niin heikosti, ettei tuloksia saatu

maaritettyd kummallakaan kerralla.

Kannat joiden herkkyysmaaritykset eivat onnistuneet LB-alustalla, testattiin uudestaan
BHI-elatusaineella. LB-alusta saattaa olla liilan ravintokéyha, jotta nama MRSA-kannat
kasvaisivat siina. Naytteet titrattiin kayttaen pisaramenetelméaé, kuten luvussa 8.2.1. Yk-
sikdan testatuista kannoista ei kasvanut. Selvitettiin onko syyna liian pitkddn samoilla
maljoilla olleet nayte-bakteerit ja viljeltin ne uudestaan pakkasesta BHI-maljoille. Testi
toistettiin, mutta tallakaan kerralla isantabakteerit eivat kasvaneet. BHI-agarilla kokeiltiin
my0s saada tuloksia viivamenetelmalld, jokaisesta kannasta kasvatetusta bakteerisus-
pensiosta vedettiin BHI-agarille noin 3 mm levyinen viiva. Bakteeriviivojen annettiin kui-
vua ja pipetoitiin 10 pl pisara 102-laimennettua virusta viivalle (fRu-Sau02 1,5x10%
PFU/mI, valmistettu 22.3.2016). Positiivisina kontrollikantoina kaytettin MRSA-kantaa
13KP11088/1. Tuloksia ei pystytty lukemaan, bakteerien leviamisen ja ylikasvun tai liian
vahaisen kasvun vuoksi. Edes positiivisesta kontrollikannasta ei kyetty lukemaan tulosta.
Seuraavaksi pyrittiin optimoimaan virustitrauksessa kaytettyja olosuhteita eli bakteerien
maaraa ja kasvatusaikaa. Valittin neljd MRSA-kantaa (7605 6 10P, 7936 _6_10,
1724 6_10,1724_11 15) ja otettiin k&ytt6on positiivinen kontrolli eli kanta, joka infektoi-
tuu bakteriofagi fRu-Sau02:lla. Positiivisena kontrollina kaytettiin humaani-MRSA-kantaa
13KP11088/1. Sioista eristetyt MRSA-kannat valittiin siten, etta kaksi niista kasvoi hyvin
BHI-alustalla, kun ne oli viljelty pakkasesta ja kaksi siten, etta niiden kasvu oli heikkoa
(Taulukko 3).

Taulukko 3.  Maljatitrausmenetelman optimointiin valitut sioista eristetyt MRSA-kannat

Kanta Kasvu

7605_6_10P | Runsas kasvu
7936 _6_10 |Runsas kasvu
1724 _6_10 |Heikko kasvu
1724 11 15 | Heikko kasvu
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Jokainen valittu bakteerikanta, seka positiivinen kontrolli titrattiin pisaramenetelmalla
pehmytagarilla ja ilman kayttden kasvualustana edelleen BHI:a. Poikkeuksena aikaisem-
piin menetelmiin naitd bakteereita kasvatettiin pitkd&n 3 h ajan, jotta bakteerikasvusto
olisi mahdollisimman runsasta. Taméan jalkeen pehmytagarin kanssa tehdyille titrauksille,
maljalle pipetoidun bakteerimassan maara laskettiin kuten kaavalla 1, mutta saatu méara
kerrottiin viela kahdella.

Optimoinnin tuloksena runsaskasvuisista kannoista 7605 _6_10P ja 7936_6_10 saatiin
luettua tulokset molemmilla menetelmilla, seké pehmytagarilla ettd ilman. My6s positiivi-
sesta kontrollista saatiin molemmilla menetelmilla oikea tulos, eika naiden kolmen kan-
nan kasvussa ollut ongelmia. Kasvatusalustalla heikosti kasvavat kannat 1724 6 10 ja
1724 11 15 eivat antaneet tuloksia pehmytagarilla tai ilman pehmytagaria tehdyilla
titrauksilla. Kannat eivat muodostaneet tasaista bakteerimattoa kasvatusalustan pin-
nalle. Niiden kasvatusaikaa pidennettiin 24 h, mutta niiden faagiherkkyytta ei saatu maa-
ritettyd. Voitiin siis havaita, etta kantoja jotka kasvavat runsaana kasvustona maljalla
pakkasesta viljelyn jalkeen, voidaan testata talla menetelmalld. Runsasta bakteeriméé-
raé ja pidennettyd kasvatusaikaa kayttamalla saatiin faagiherkkyys maaéaritettya vield kan-
noista 1057_11 15, 7936_16_ 20, 7502_1 5P, 6161_1 5, 7605 _16_20, 1333 _6_10,
7594 1 5 (Liite 2). Kantojen, joista ei ole saatu tuloksia LB-elatusaineessa tai BHI-ela-
tusaineessa, faagiherkkyysmaaritykset paatettiin kokeilla tehda BHI-elatusainetta rik-

kaammalla alustalla, niiden heikon kasvun vuoksi. Kasvualustaksi valittiin veriagar.

Veriagarin kaytto kasvatusalustana ei mydskaan antanut tuloksia. Iséntékantojen kasva-
tukseen liemessé ja pehmytagarina kaytettiin BHI:a. Veriagarin kaytto ei kuitenkaan tuot-
tanut tuloksia pehmytagarilla tai ilman tehdyissé testeissa. Ensinnakin maljan tumma vari
vaikeutti tulosten lukua ja toiseksi kannat kasvoivat yksittaisind pesakkeind maljalla, ei-

vétka tasaisena mattona.

Maljatitraus-menetelmalla vain pieni osa MRSA kantojen herkkyysmaarityksista saatiin
tehtyd. Loput kannoista, joita ei saatu madritettyd, testattiin 96-kuoppalevylla (Mene-
telma kuvattu kappaleessa 8.2.1). Voitiin todeta, ettd faagiherkkyyden selvittamiseen
parhaimmat olosuhteet olivat, kun kaytettiin bakteereista 1:100 laimennosta ja 10 pl 10
2viruslaimennosta. Tulosten luotettavuus varmistettiin tekemalla kolme rinnakkaismaari-
tysta jokaisesta naytteesta. Kun bakteereita laimennettiin 1:500, bakteerisoluja ei ollut

tarpeeksi, jotta ne olisivat lahteneet kunnolla kasvamaan. Tallgin ilman virusta olevien
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naytteiden ja virusta sisaltavien naytteiden kasvun valilla ei ollut havaittavaa eroa jolloin

tuloksia ei voida pitaa luotettavina (Kuva 2).

Positiivinen kontrolli 13KP11088/1

0,12

01 e I Tt M

0,08
0,06 —_— . —
0,04
0,02

A600

0 1 2 3 4 5 6
Mittauskerta

—— 1:500 bakteerilaimennos 1:500 bakteerilaimennos+ 10 pl virus

Kuva 2. 96-kuoppalevytitrauksesta saatu kasvukayrd positiiviselle kontrollibakteerille bakteeri
laimennoksen ollessa 1:500.
Pystyakselilta voidaan seurata bakteerin kasvua absorbanssimittausten perusteella,
mittauksiin kaytettiin aallonpituutta 600 nm. Vaaka-akselilla on puolestaan kuvattu mit-
tauskertoja, ensimmainen mittaus tehtiin ennen naytteiden kasvatuksen aloitusta ja
naytteitd mitattiin 1 h valein. Absorbanssi nousee vain vahan kasvatuksen aikana ja
laskee viimeisen mittauksen aikana suunnilleen samalle tasolle kuin ennen kasvatuk-
sen aloittamista. Kuvasta voidaan siis havaita, ettei bakteeri ole lahtenyt kasvamaan
kunnolla.

Positiivisina kontrolleina kaytetyt humaani-MRSA-kannat 13KP11088/1 ja 13 S44 S toi-
mivat. Faagin lisdys esti kasvun selkeasti bakteerilaimennoksen ollessa 1:100 ja tutki-

tuista MRSA-kannoista saatuja tuloksia voitiin hyvin verrata naihin (Kuva 3).
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Kuva 3. 96-kuoppalevylla nestekasvatuksena fRu-Sau02-bakteriofagille tehtyjen isén-
taspesifisyysmaaritysten tuloksia.

Kuvassa A. ja B. on esitetty positiivisina kontrolleina kaytettyjen humaani-MRSA-kan-
tojen 13KP11088/1 (A) ja 13 S44 S (B) antamat tulokset iséntaspesifisyysmaarityk-
sestéd. Kuvista C. ja D. voidaan havaita kahden tutkittavan sioista eristetyn MRSA-kan-
nan antamia tuloksia iséntéaspesifisyysmaarityksesta. Kuvassa C. esitetty kanta infek-
toituu faagilla fRu-Sau02. Kuvan D. kanta ei puolestaan infektoidu. Pystyakselilta voi-
daan seurata bakteerin kasvua absorbanssimittausten perusteella, mittauksiin kaytet-
tiin aallonpituutta 600 nm. Vaaka-akselilla on puolestaan kuvattu mittauskertoja, ensim-
mainen mittaus tehtiin ennen naytteiden kasvatuksen aloitusta ja naytteita mitattiin 1 h
valein.

Negatiivisena kontrollina kaytettiin BHI-lientd ja se antoi tasaisen absorbanssikayran.
Menetelmalla saatuja tuloksia voidaan siis néin ollen pitda luotettavina. 96-kuoppalevy-
menetelmalla voitiin myds havaita jos kannat infektoituivat fRu-Sau02-bakteriofagilla,
mutta sietivat sen lasnaoloa, siten etteivat ne infektoituneet taydellisesti. Bakteeri oli l&h-
tenyt kasvamaan bakteriofagin lasnaolosta huolimatta, mutta sen kasvu ei ollut yhtéa run-

sasta kuin naytteessa, johon faagia ei oltu lisatty (Kuva 4).
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Kuva 4. 96-kuoppalevylla nestekasvatuksena tehty isantaherkkyysmaaritys sioista eristetyille
MRSA-kannalle 7502_11_15, joka ei infektoidu taysin bakteriofagi fRu-Sau02:lla
Pystyakselilta voidaan seurata bakteerin kasvua absorbanssimittausten perusteella, mittauk-
siin kaytettiin aallonpituutta 600 nm. Vaaka-akselilla on puolestaan kuvattu mittauskertoja,
ensimmainen mittaus tehtiin ennen naytteiden kasvatuksen aloitusta ja naytteita mitattiin 1 h
valein.

Kaikista MRSA-kannoista, joita oli yhteensa 54, 33 % infektoitui, mika tarkoittaa etta 18
kantaa infektoituu ja 33 ei infektoidu. Taman lisdksi havaittiin kolmella kannalla kasvun
hidastumista faagin lasna ollessa, mutta bakteerit eivét infektoituneet taysin (Liite 1).
Isantaspesifisyysmaaritykset onnistuivat parhaiten nestekasvatuksena 96-kuoppale-
vyllg, silla maljatitrauksissa oli huomattavia vaikeuksia saada isoa osaa kannoista muo-
dostamaan tasaista bakteerimattoa kasvatusalustan pinnalle. My6s ne kannat, jotka ei-
vat kasvaneet maljoilla saatiin testattua 96-kuoppalevymenetelmalla. Kaikki LB- ja BHI-
elatusaineissa testatut kannat kasvoivat liemessa, vaikkei agar-maljalla voitu havaita
kasvustoa juuri ollenkaan. Taméan havainnon vuoksi 96-kuoppalevymenetelma otettiin
kayttoon. Huomiota herattdd myos se, ettd kaikki samoilta sikatiloilta eristetyt bakteeri-
kannat eivat anna samanlaisia tuloksia isantaherkkyysmaarityksista. Esimerkiksi MRSA-
kanta 1333_1 5 infektoituu fRu-Sau02-faagilla, mutta kannat 1333 6 10ja 1333 _11 15

eivat.
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9.2 Mutatoituneiden faagien seulonta fRu-Sau02-faagilysaatista

Mutatoituneiden bakteriofagien seulonnalla pyrittiin laajentamaan fRu-Sau02-faagin
isantaspesifisyytta ja tuloksia lahdettiin tarkastelemaan tekemalla virustitraukset kah-
desta naytteestd. Naytteet titrattiin kayttamalla isantakantoina rikastukseen kaytettyja
kantoja, jotta ndhd&én onko mutaatioita tapahtunut ja infektoituvatko kannat, jotka eivat

aiemmin infektoituneet (Taulukko 4).

Taulukko 4.  Mutatointinaytteen tuottamiseen kaytetyt isantdkannat

Nayte 1 Nayte 2
0186 _6 10 |0186_11 15
0186_11_15|5105_6_10
6672 1 5 6672 1 5
5105_6_10 |0250_16_20

Rikastukseen kaytetyista isdntdkannoista ainoastaan 0250 16 20 infektoitui alkuperai-
sella fRu-Sau02-faagilla. Tama toimi myos positiivisena kontrollina. Titrauksissa voitiin
havaita, ettd MRSA-kanta 6672_1_5 infektoitui heikosti mutaationaytteella 1 (Kuva 5).

Kuva 5. fRu-Sau02-faagin iséntaspesifisyyden laajentamistestissa havaitut virusplakit.
Kuvassa A. nékyy fRu-Sau02-faagin mutaationaytteesta saadut virusplakit. Kuvassa B.
on esitetty alkuperéinen fRu-Sau02 positiivisessa kontrollikannassa 13KP11088/1.

Seulonnan toisen ja kolmannen vaiheen faagiseulontanaytteet titrattiin positiiviselle kont-

rollikannalle. Naissa titrauksissa kaytettiin laimentamattomia naytteitd. Kumpikaan niista
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ei kuitenkaan infektoitunut. Jatkotutkimuksia varten mutatoitunutta fRu-Sau02-faagia yri-
tettiin tuottaa isdntdkannassa 6672_1 5 seka maljoilla, etté nesterikastuksena. Kummal-
lakin menetelmalla viruslysaatin faagipitoisuus ei noussut jatkotutkimusten vaatimiin pi-
toisuuksiin. Nesterikastukset valmistettiin kolmella eri faaginayte-tilavuudella, eikd saa-
duissa viruspitoisuuksissa ollut huomattavia eroavaisuuksia. Nesterikastuksessa korkein
saatu viruspitoisuus oli 1,2 x 10° PFU/ml. Maljarikastus toimi paremmin kuin nesterikas-
tus, vaikka viruskonsentraatio jai myos tassa liian matalaksi. Maljarikastuksessa eniten
viruksia saatiin, kun pipetoitiin 20 pl virusta maljalle yhteensd kymmenen pisaraa, jolloin
tiitteri nousi 3,6 x 10% PFU/m.

Lopputuloksena voidaan sanoa, ettad tdssd mutaationaytteessa kasvoi virusta. Heikon
elinkyvyn vuoksi jatkotutkimuksia ei pystytty tekemaan, eiké virusta saatu tuotettua tar-
peeksi DNA-eristysta varten. Eristetty DNA olisi ajettu agaroosigeelilla ja sen DNA olisi
sekvensoitu, jolloin voitaisiin tunnistaa, mika virus on kyseessa. Saaduista tuloksista ei
saada selville mik& bakteriofagi oli kyseessa, mahdollisia vaihtoehtoja on kuitenkin mu-
taatio, kontaminaatio tai lauhkean elinkierron omaava virus, joka infektoi isdntdkantaa
heikosti, muttei tapa bakteerikasvustoa taysin. Positiivisena kaytetty MRSA-kanta
0250_16_20 ei infektoitunut seulontanaytteella.

9.3 Viruseristysten tulokset

Sairaaloiden viemarivesinaytteista eristettiin viruksia rikastamalla naytteita isanta A. bau-
mannii - kannoissa. Viruksia etsittiin kappaleessa 8.2.3 kuvatulla menetelmalla. Jateve-
sista valmistettiin 4 naytettd, kayttden isantakantoina kolmea tai neljaa sairaaloista eris-

tettya A. baumannii-kantaa (Taulukko 5).

Taulukko 5.  Sairaalajatevesinaytteiden rikastuksiin kaytetyt A. baumannii-isantakannat.

Faagien numerointi perustuu Skurnik—laboratorion kantakokoelman numerointiin

Isantdakanta

Nayte A | #5542

#5563
#5570
#5596
Ndyte B | #5597
#5706
#5707
#5729
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Niyte C |#5730
#5731
#5907
#5910
Nayte D | #5911
#5919
#5920
Niyte E | #5923
#5924
#5933

Jokainen nayte titrattiin, jotta nahdaan onko siella virusta, joka infektoisi isantéakantoja.
Maaritykset suoritettiin siten, ettéd jokainen nayte titrattiin kayttaen isantakantoina niita
bakteereita, joita viemarivesinaytteiden rikastukseen oli kaytetty. Naytteet titrattiin pisa-
ramenetelmalla kuten luvussa 8.2.1. Jatevesinaytteista valmistettiin laimennokset 10 —
103, Nayte D titrattin myos kayttamalla isantakantana A. baumannii #5923, #5924 ja
#5933. Maljassa jossa oli isdntakantana A. baumannii #5923 ja virusnayttend nayte D,

voitiin havaita heikkoa viruskasvustoa (Kuva 6)

Kuva 6. A. baumannni -kanta #5923:ssa havaitut, sairaalajatevesindytteesta D peréisin olevat,
virusplakit

Virusnaytettd D lahdettiin rikastamaan kannoissa #5911, #5919 ja #5920. Nesterikastus

tehtiin kuten kappaleessa 8.2.4. Tahan naytteeseen ei lisatty sakkaroosia, jotta heikkokin
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viruskasvusto voitaisiin havaita. Nayte titrattiin pisaramenetelmalla rikastukseen kaytet-
tyjen A. baumannii-kantojen ollessa isantabakteerina. Naista titrauksista ei voitu havaita
viruskasvustoa yhdellakaan maljoista. Uudelleenrikastetusta naytteesta D kaytettiin nai-
hin maarityksiin laimennoksia 10! — 103, Toistettaessa testi laimentamattomalla nayt-
teelld saatiin jalleen nakyviin heikkoja plakkeja kannassa #5923. Jotta saataisiin bakte-
riofagin lasnédolo varmistettua ja sen pitoisuus kasvatettua rikastettiin nayte kannassa
#5923. Nesterikastus tehtiin kolmella eri isdntdkantapitoisuudella, jotka olivat 50 pl, 100
pl ja 200 pl, eika naytteisiin lisatty sakkaroosia. Naytteet titrattiin pisaramenetelmalla
kayttaen isantakantaa #5923, jonka liemikasvatuksesta tehtiin laimennokset 1:2, 1:3 ja
laimentamaton nayte. Heikkoja plakkeja havaittiin virusnaytteestd, jonka rikastukseen oli
kaytetty 50 ul isantakantaa. Tdma nayte konsentroitiin kuten luvussa 8.2.4., mutta vi-

rusplakkeja ei voitu havaita uudestaan.

Naytteestd D valmistetuista rikastuksista voitiin aluksi havaita pientd viruskasvustoa.
Kasvusto oli kuitenkin hyvin heikkoa. Osassa titrauksista ei voitu havaita mitadan kasvus-
toa ja havaitut virusplakit olivat hyvin heikkoja. Naista tuloksista voitiin todeta, ettei sai-
raaloiden viemarivesinaytteista 16ytynyt bakteriofageja, jotka olisivat kayttokelpoisia, eli
lyyttisid ja elinkykyisia, faagiterapiaa varten.

10 Yhteenveto

fRu-Sau02-faagin isantaherkkyysmaarityksista saadut tulokset kertovat, ettd paaosin
elaimia infektoivat MRSA-kannat poikkeavat ominaisuuksiltaan huomattavasti humaani-
kantoihin ndhden. Projektin alussa oletus oli, ettd fRu-Sau02 infektoisi sioista eristettyja
MRSA-kantoja suunnilleen samalla tapaa, miten se infektoi ihmisista eristettyja kantoja.
Tama tarkoittaisi sita, etta sioista eristetyilla MRSA-kannoilla olisi bakteerisolujen pin-
nalla hyvin samankaltaisia pintarakenteita kuin humaani-MRSA-kannoillakin. Iséantéherk-
kyysmaarityksista saaduista tuloksista voidaan kuitenkin todeta, etta sioista eristetyista
MRSA-kannoista vain suhteellisen pieni osa infektoitu fRu-Sau02-viruksella. Humaani-
MRSA-kannoilla prosenttiosuus on merkittavan paljon suurempi. Yli 90 % tutkituista S.
aureus-kannoista, jotka on eristetty ihmisistd, infektoituu (Wicklund ym.). fRu-Sau02-
faagi ei tunnista pintarakenteita suurimmasta osasta sioista eristetyistd MRSA-kan-

noista, eivatka siksi voi kiinnittya ja infektoida naita kantoja. fRu-Sau02-faagi on kuitenkin
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potentiaalinen virus kaytettavaksi sioista eristettyjen MRSA-kantojen aiheuttamien infek-
tioiden hoitoon, mutta se ei yksin&an riitd. Vaaditaan useamman faagin seos, jotta fRu-
Sau02-faagia voidaan hyodyntaa tahan tarkoitukseen.

Olennaista tama tieto on faagiterapian kannalta, kun siitd kehitetdén kaytanndssa toimi-
vaa hoitomuotoa, jota voidaan soveltaa samoihin kohteisiin kuin antibioottejakin. Saatu
tulos kertoo millaisia asioita tulee ottaa huomioon, jotta faagiterapiaa voidaan kayttaa
potilailla infektioiden hoidossa ja niiden leviamisen ehkéisyssd mahdollisimman tehok-
kaalla tavalla. Tassa edellytyksena on sellaisen bakteriofagin kaytto, joka infektoi suuren
osan kohdeisantakannoista, jolloin hyéty on mahdollisimman suuri. fRu-Sau02-faagin
seulonta ei tuottanut faagia, jonka isantakirjo on laajempi. Testausten aikana voitiin ha-
vaita plakkeja, jotka olivat peraisin mutaationaytteesta. Tasta voidaan paatella, etta joko
virus on mutatoitunut niin, ettei se enééa infektoi tata kantaa tai sitten naytteissa havaittu
virus ei ole mutaatio, eikd kyseista kantaa infektoiva virus. Naytteessa kasvaneesta vi-
ruksesta ei ole sen huonon elinkyvyn vuoksi hyotya faagiterapiassa. Toimivampi ja var-
mempi tapa tuottaa laajalti eri sioista eristettyja MRSA-kantoja infektoivaa virusta on val-
mistaa useamman eri bakteriofagin seos, mika todennakoéisimmin edellyttaisi uusien S.

aureus-faagien loytymista.

Tutkimusta voitaisiin mahdollisesti jatkaa etsiméalla uusia bakteriofageja isdntabakteerien
elinymparistosta. fRu-Sau02-faagin tilalle tai rinnalle olisi hyva I6ytaa uusia viruksia, jotta
faagiterapiatutkimusta voitaisiin kehittaa eteenpain. Kehittdmista vaatii myds MRSA-kan-
tojen kasvuolosuhteiden ja niille tehtavan virustitrauksen olosuhteiden optimointi. Pro-
jektin aikana tasaisen bakteerimaton aikaansaaminen agar-maljalla onnistui vain pie-
nella osalla kannoista. Maljatitrausmenetelma on hyva ja faagiterapia-tutkimuksen kan-
nalta hyddyllinen menetelma, silla isantaspesifisyyden maarityksen lisaksi sen avulla voi-
daan laskea viruspitoisuus naytteessa. Viruspitoisuus on olennainen tieto, jotta saadaan
selville kuinka faagi rikastuu ja onko sita tarpeeksi tuotteessa/naytteessa puhdistusta ja
hoitotuotteena kaytt6a varten. Tama myds omalta osaltaan auttaa varmistamaan hoito-
tuotteen toimivuuden. Viruskasvatus kuoppalevylla on helppo ja nopea tapa maarittaa
tutkittavan bakteriofagin isdntdkantoja. Erona maljatitraukseen on se, ettei kuoppalevylla
voida maarittaa viruspitoisuuksia, jolloin testista saatu tiedon maara on pienempi ja jat-
kotutkimuksia jouduttaisiin tekemaan titrauksen lisdksi. Seulonnan aikana on mahdol-
lista, ettd fRu-Sau02 ei lahtenyt rikastumaan kaytetyissa olosuhteissa. Maljoilla néhty
heikko viruskasvu voi mahdollisesti olla kontaminaatio, jolloin tydskentely ei ole ollut tay-

sin steriilid.
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Tydssa tutkittujen MRSA-kantojen heikko kasvu on mahdollisesti hairinnyt luotettavien
tulosten saamista. Vaikka kaikki vaikeastikin kasvavat bakteerit saatiin testattua lopulta
kuoppalevymenetelmalld, osa kannoista kasvoi heikosti jopa liemessa huolimatta siita
etta virusta ei lisatty naytteeseen. Tuloksista on kuitenkin mahdollista vertailla bakteerien
kasvua virusta siséaltavien naytteiden ja pelkkien bakteerinaytteiden valilla. Naitékin tu-
loksia voidaan siten pitaa luotettavina.

A. baumannii -kantoja infektoivia viruksia ei l6ytynyt. Testausten aikana havaituista pla-
keista voidaan todeta, ettd kyseessa saattaa olla joku heikosti infektoiva tai elinkykyinen
virus. Toinen mahdollisuus on, ettd maljoilla pehmytagar on ehtinyt hieman jahmettya
ennen sen levittamista agar-alustalle, ja bakteerikasvuston epéatasaisuus ja virusten ai-
heuttamiksi luullut plakit ovatkin vain jahmettynyttd pehmytagaria. Projekti ei sinallaan
edistanyt faagiterapiatutkimusta, silla bakteriofageja ei [0ytynyt viemarivesinaytteista. Se
kuitenkin omalta osaltaan osoittaa kuinka hankalaa naita faageja on Ioytaa. Tutkimusta
olisi kuitenkin voinut jatkaa etsimalla uusista léhteista lisda bakteriofageja. Sairaaloista
voitaisiin esimerkiksi kerata lisda viemarivesinaytteitd, silla se on A. baumanniin yksi
elinymparisto, joten mahdollisuus faagien ldytdmiseen on suuri kyseisestéa paikasta. Tut-
kimuksen jatkuminen on kannattavaa antibioottiresistenttien A. baumannii -kantojen ai-
heuttaman uhan vuoksi. Uuden faagin I0ytymisen jalkeen sen rikastus ja elinkyvyn sel-
vittdminen ja DNA-sekvensointi ovat seuraavia vaiheita, jotta faagi saadaan tunnistettua
ja sen ominaisuuksista saadaan lisda tietoa. Tarke& on nimittain selvittaa bakteriofagin
elinkierto, silla ainoastaan lyyttiset faagit ovat kiinnostavia faagiterapian kannalta. Pro-
jektin aikana ei kuitenkaan péaésty nain pitkalle. Naista tuloksista todettiin, ettei viemari-

vesista |6ytynyt viruksia, jotka infektoisivat A. baumannii-kantoja.

Kaiken kaikkiaan opinnaytetytn kaytannén osuudesta saatiin tuloksia, joita voidaan pitaa
luotettavina. Projekti oli osa laajempaa tutkimusta. Taman tydn perusteella on todettu,
ettd uusia S. aureus-spesifisia bakteriofageja tarvitaan. Saatujen tulosten pohjalta tutki-
mustyo faagiterapia tutkimusryhmassa jatkuu faagiterapian kehittamiseksi ja uusia faa-

geja on lahdetty eristamaan sikatiloilta keratyista naytteista.
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fRu-Sau02-faagin iséntaherkkyysmaaritysten tulokset
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Tassa taulukossa on esitetty fRu-Sau02-faagin isdntadherkkyysmaaritysten tulokset, siita

mita tutkittuja sioilta eristettyja MRSA-kantoja kyseinen bakteriofagi infektoi

Kantatunnus | Genotyyppi |Infektoi [Eiinfektoi | Muuta huomioitavaa
7879_1 5 MRSA X

7879_6_10P X

7801_1 5 MRSA X

7605_16_20 MRSA X

7605_6_10P X

7936_6_10 MRSA X

7936_11_15 MRSA X

7936_16_20 MRSA X

4507_1.5 MRSA X

4507 _6_10 MRSA X

1333_1 5 MRSA X

1333_6_10 MRSA X

1333_11_15 MRSA X

6277 1.5 MRSA X

7594 1 5 MRSA X

7594 _6_10 MRSA X

7594 11 15 MRSA X X Kasvu hidastuu, ei lyysaudu
7594 _16_20 MRSA X

1057 1.5 MRSA X

1057_6_10 MRSA X

1057_11_15 MRSA X

1057_16_20 MRSA X

7502_1 5 MRSA

7502_6_10 MRSA X Kasvu hidastuu, ei lyysaudu
7502_11 15 MRSA X X Kasvu hidastuu, ei lyysaudu
7502_1_5P X

6161_1 5 MRSA X

6161_6_10 MRSA X

6161 11 15 MRSA X

6161_16_20 MRSA X

6161_6_10P X

3582_6_10 MRSA X

3582 11 15 MRSA X

0812_1 5 MRSA

0812_6_10 MRSA




0812_11_15 MRSA X
0812_16_20 MRSA X
0250_1 5 MRSA X
0250_6_10 MRSA X
0250_11_15 MRSA X
0250_16_20 MRSA X
5105_1 5 MRSA X
5105_6_10 MRSA X
5105_11_15 MRSA X
5105_16_20 MRSA X
0186_1 5 MRSA X
0186_6_10 MRSA X
0186_11_15 MRSA X
6672_1_5 MRSA X
6672_6_10 MRSA X
6672_11_15 MRSA X
1724 1 5 MRSA X
1724_6_10 MRSA X
1724_11_15 MRSA X
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fRu-Sau02-faagin onnistuneisiin isantdherkkyysmaarityksiin kaytetyt me-

netelmat

Tassa liitteessa on taulukoituna kaikki fRu-Sau02-faagin isantaherkkyysmaarityksiin

kaytetyt sioilta eristetyt MRSA-kannat ja milla menetelmalla jokaisen bakteerikannan in-

fektoituminen saatiin maaritettya.

LB-maljatitraus

BHI maljatitraus

Kanta

pehmytagar

pehmyta-
gar

ilman peh-
mytagaria

pehmytagar ja runsas
kasvatus

Nestekasvatus
96-kuoppalevylla

7879_1_5

X

7879_6_10P

X

7081 1 5

X

7605_16_20

7605_6_10P

7936_6_10

7936_11_15

7936_16_20

4507_1_5

4507_6_10

13331 5

1333_6_10

1333 11 15

6277 1.5

7594 1 5

7594_6_10

7594 _11 15

7594_16_20

1057_1 5

1057_6_10

x

1057_11_15

1057_16_20

7502_1_5

7502_6_10

7502_11_15

X [ X | X [X

7502_1 5P

6161 1 5

6161_6_10

6161_11_15

6161_16_20

6161_6_10P

3582_6_10




3582_11_15
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0812_1 5

0812_6_10

0812_11_15

0812_16_20

0250_1_5

0250_6_10

0250_11_15

0250_16_20

X | X | X [X [X [X [X [X [X

5105_1_5

5105_6_10

5105_11_15

5105_16_20

0186_1_ 5

0186_6_10

0186_11_15

6672_1_5

6672_6_10

6672_11_15

X |X [ X | X [X

1724 1.5

1724 _6_10

1724 11_15




