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Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittda, oliko HUSLABIn (Helsingin ja Uudenmaan sai-
raanhoitopiirin laboratorio) vuosina 2017-2019 tutkituissa veriviljelyissa ollut matala-as-
teisesti resistentteja Enterococcus faecium -kantoja. Lisaksi tutkittiin ampisilliinin ja pipe-
rasilliinitatsobaktaamin herkkyysmaarityksen korrelaatiota. Opinnéytetydn tavoitteena ol
siis selvittaa, onko veriviljelyiden herkkyysmaaritys riittdvan hyvalla tasolla matala-astei-
sen resistenssin toteamiseksi.

Kannat, joita oli 178 kappaletta, etsittiin pakkasesta ja niista tehtiin puhdasviljelmat. Kan-
tojen lajitunnistus varmistettiin MALDI-TOF -menetelman avulla. Kaikista kannoista, joista
saatiin tulokseksi 99,9 % E. faecium tehtiin PCR-maaritys Mobidiagin CarbaR+VRE -me-
netelmalla (n=174). Ampisilliinin, piperasilliinitatsobaktaamin ja vankomysiinin mikrobilaa-
keherkkyysmaaritykset tehtiin 33:lle ampisilliinille herkélle kannalle kiekkodiffuusiomene-
telmalla. Herkkyysmaaritystulosten vertailu suoritettiin SPSS-tilasto-ohjelmalla.

Tutkimuksessa selvisi, ettd vuosina 2017-2019 HUSLABIssa tutkituissa veriviljelyissa on
ollut yksi vankomysiinille matala-asteisesti resistentti E. faecium -kanta. Kanta osoittautui
VRE-PCR-tutkimuksessa positiiviseksi vanB-geenin suhteen. Kiekkodiffuusiomenetel-
malla vahvistettiin, ettd ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin kiekkoherkkyysmaari-
tyksen tulokset korreloivat voimakkaasti keskendan in vitro.

Tulosten perusteella veriviljelyiden herkkyysmaaritykseen ei liity laajempaa piilossa ole-
vaa ongelmaa, silla matala-asteisesti vankomysiinille resistentteja oli vain 0,6 % VRE-
PCR-menetelmalla tutkituista kannoista. Matala-asteisesti resistentin VRE:n mahdolli-
suus naytteissa on kuitenkin tarkea pitdd mielessa ja tarvittaessa veriviljelyiden E.
faecium -l6yddksille olisi hyva tehda VRE-PCR, jos esimerkiksi kliininen vaste vankomy-
siinille bakteremian hoidossa on huono. Kiekkoherkkyysmaarityksessa saatu tulos vah-
vistaa EUCAST-standardin maarittelemaa vastaustapaa, eli E. faecium -bakteerin pipe-
rasilliinitatsobaktaamiherkkyys voidaan vastata ampisilliinille saadun tuloksen mukaisesti.

Avainsanat vankomysiiniresistentti Enterococcus faecium, VRE-PCR, mik-
robildékeresistenssi, matala-asteinen vankomysiiniresistenssi
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The aim of the thesis was to investigate whether there had been Enterococcus faecium
strains with low level resistance to vancomycin that had gone unnoticed in the standard
susceptibility screening process in HUSLAB (Laboratory of Helsinki University Hospital).
Additionally, our goal was to study the correlation between susceptibility testing of am-
picillin and piperacillin-tazobactam. The purpose of this study was to examine the 178
E. faecium strains isolated from blood cultures during the years 2017-2019.

At first, we removed the strains from a freezer and made pure cultures. We identified the
E. faecium strains with MALDI-TOF mass spectrometry. Mobidiag CarbaR+VRE PCR
testing was performed to every strain with the result of E. faecium, 99,9 % certainty from
MALDI-TOF (n=174). We studied the antibiotic susceptibility of 33 strains that were pre-
viously tested sensitive to ampicillin by conducting susceptibility tests to ampicillin, pip-
eracillin-tazobactam and vancomycin with disk diffusion method. The results were then
analyzed with SPSS.

The result showed that in between years 2017-2019 there was one strain of low-level
vancomycin-resistant E. faecium, which carried vanB-gene. With the statistical study
performed by SPSS, we confirmed that there was a strong correlation between the re-
sults for ampicillin and piperacillin-tazobactam in antibiotic susceptibility test in E. fae-
cium.

In conclusion low-level vancomycin resistance in E. faecium remains rare, as only

0,6 % of the VRE-PCR tested strains were vanB-positive. It is although necessary to
keep in mind, that low-level vancomycin resistance is possible and that for VRE-PCR
should be used when respond to vancomycin therapy is impaired. In addition, the strong
correlation between ampicillin and piperacillin-tazobactam susceptibility testing sug-
gests that piperacillin-tazobactam susceptibility of E. faecium can be derived from the
result of ampicillin susceptibility, which confirms the defined diagnosis procedure of EU-
CAST-standard.

Keywords vancomycin-resistant Enterococcus faecium, VRE-PCR, an-
timicrobial resistance, low-level vancomycin resistance
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1 Johdanto

Mikrobiladkkeiden keksiminen on vahentanyt merkittavasti infektiokuolleisuutta ja edis-
tanyt modernin laéketieteen kehitysta. Kuitenkin mikrobil&ékeresistentit bakteerit yleisty-
vat kovaa vauhtia maailmanlaajuisesti. Esimerkkeina tasta ovat sairaalabakteerina tun-
nettu metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA), antibiootteja hajottavia ent-
syymeja tuottavat ESBL-bakteerit, vankomysiinille resistentit enterokokit (VRE) ja kar-
bapenemaaseja tuottavat enterobakteerit (CPE). Mikrobilddkkeiden suurentunut kulutus
ja etenkin niiden vaarinkaytto lisaa resistenttejd bakteerikantoja. Lisaksi resistenttien
kantojen lisaantymiseen vaikuttaa merkittavasti globaali elintarvikkeiden kuljetus ja mat-
kailu. Tilanteen pahentuminen lisda terveydenhuollon kustannuksia ja vaikeuttaa hoitoja.
Tilanteen pahentuessa voivat myds tavanomaiset infektiot, kuten virtsatieinfektiot, muut-
tua kohtalokkaiksi. (Sihvonen — Holma — Patéri-Sampo 2018: 1467-1475.)

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen mukaan Suomessa on esiintynyt viime vuosina
aiempaa enemman vankomysiiniresistentteja enterokokkikantoja (VRE), joista yleisempi
on Enterococcus faecium ja harvinaisempi Enterococcus faecalis. Vuonna 2018 tapauk-
sia oli 205 kappaletta, seka vuonna 2019 tapauksia oli 279 kappaletta. Maara on huo-
mattavasti suurempi kuin aiempina vuosina, silla vuonna 2017 VRE-tapauksia oli 66 ja
vuonna 2016 tapauksia oli 71 kappaletta. Vuoden 2018 tapauksista suurin osa on ollut
Pohjois-Pohjanmaan, Varsinais-Suomen ja Pohjois-Savon sairaanhoitopiireissa, yh-
teensa 166 kappaletta, kun taas Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirissa (HUS)
VRE-tapauksia oli vain 9. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos 2019; Terveyden ja hyvin-
voinnin laitos 2020.) Tama ero VRE-tapausten maarissa heratti kysymyksen: onko HU-
Sin alueen veriviljelyissa jadnyt huomaamatta hankalasti tunnistettavia matala-asteisesti
vankomysiinille resistentteja VRE-kantoja? Vuosina 2017-2019 veriviljelyistda HUSLA-
Bissa on loytynyt 178 kappaletta E. faecium -kantoja, jotka on taltioitu. Opinnaytetyos-
samme tutkimme taltioitujen E. faecium -kantojen vankomysiiniresistenssia perinteista
kiekkodiffuusioherkkyysmaaritystd herkemmin vankomysiiniresistenssin havaitsevalla
VRE-PCR -menetelmalla.

Opinnaytetydprojekti kuului osatyténa suurempaan HUSLABIn tutkimusprojektiin Bak-

teremiset enterokokki-infektiot HUSissa (HUSVRE), jonka vastuullisena tutkijana toimi



osastonylilagkari Anu Patari-Sampo. Opinnéytetydn osuus projektista oli viljella tutkitta-
vat E. faecium -kannat pakkasesta ja tehdé kannoille VRE-PCR seka valikoidusta otok-
sesta mikrobilagdkeherkkyydet kiekkodiffuusiomenetelmalla.

2 Mikrobiladkkeet ja mikrobild&keresistenssi

Mikrobilaakkeilla on erilaisia toimintaperiaatteita, joilla ne joko estavat bakteerisoluja li-
sdantymasta tai tuhoavat bakteerisoluja. Mikrobilddkkeet vaikuttavat bakteerisolun eri
toimintoihin kuten nukleiinihapposynteesiin, soluseindsynteesiin, proteiinisynteesiin, foo-

lihapposynteesiin tai solukalvoon. (Arias — Munita 2016: 5-24.)

Penisilliinin kaytto ladkkeena keksittiin 1920-luvulla ja se oli suuri edistysaskel bakteerien
aiheuttamien infektioiden hoidossa. Nykyaan beetalaktaamit, joihin penisilliinikin kuuluu,
ovat laaja ja eniten kaytetty mikrobiladkeryhma. Yleisesti kaytossa olevia beetalaktaami-
ryhmé&n mikrobild&kkeita ovat penisilliinit kuten opinndytetydssa tutkittava ampisilliini,
seka kefalosporiinit ja karbapeneemit. Beetalaktaamien vaikutus perustuu bakteerin so-

luseindsynteesin estdmiseen. (Bush — Bradford 2016. 1-3.)

Glykopeptidit, joista lahinna kaytdssa ovat vankomysiini ja teikoplaniini, ovat tehokkaita
laajakirjoisia antibiootteja. Laajakirjoisilla antibiooteilla on paljon haittavaikutuksia. Ne tu-
hoavat normaalimikrobistoa ja vankomysiini voi aiheuttaa jopa vakavia sivuvaikutuksia,
joten niita kaytetaan usein vasta kun muut mikrobiladkkeet eivat tehoa. Glykopeptidien
vaikutus perustuu grampositiivisen bakteerisolun seinan peptidoglykaanin muodostumi-
sen estamiseen. Vankomysiini sitoutuu peptidoglykaanin esiasteeseen ja estaa sen siir-
tymisen bakteerin soluseindan peptidoglykaaniksi. (Blaskovich — Hansford — Butler — Jia
— Mark — Cooper 2018: 715-735.)

Mikrobilaakeresistenssi tarkoittaa bakteerin kykya vastustaa mikrobilagkkeita, eli mikro-
bilaékkeet tehoavat heikosti tai eivéat ollenkaan resistentteihin bakteereihin. Joillain bak-
teereilla on luontainen resistenssi tiettyja antibiootteja kohtaan tai resistenssi voi olla
hankinnaista. Osa bakteerikantojen resistenssista on syntynyt mikrobilaakkeiden liialli-
sen kayton ja vaarinkayton vuoksi. Bakteerit muuntelevat perimaansa nopeasti ja tehok-
kaasti mutaatioiden avulla ja vaihntamalla keskenaan perintdainesta konjugaatiossa, mika
mahdollistaa resistenssin muodostumisen aina uusia antibiootteja vastaan. (World

Health Organization 2018; European Centre of Disease Prevention and Control 2019.)



Bakteereilla on useita erilaisia resistenssimekanismeja. Bakteerit voivat tuottaa entsyy-
meja, jotka hairitsevat antibiootin toimintaa tai inaktivoivat sen. Bakteerin entsyymit voi-
vat esimerkiksi tuhota antibiootin molekyylirakenteen tehden siitd toimintakyvyttoman.
Bakteerit voivat estaa mikrobiladkkeen paasyn kohteeseensa bakteerin sisalle vahenta-
malla solukalvonsa lapaisevyyttd. Bakteerit voivat estda antibiootin toimintaa muutta-
malla niiden tarttumiskohtia esimerkiksi entsyymien avulla niin, ettei antibiootti tunnista
sitd eikd ndin ollen paase sitoutumaan ja vaikuttamaan, tai antibiootin ja sitoutumiskoh-
dan vélinen affiniteetti ja& heikoksi, jolloin antibiootin toimintakin on vajavaista. (Arias —
Munita 2016: 5-24.)

3 Vankomysiiniresistentit enterokokit (VRE)

Enterokokit ovat ihmisten suoliston normaalimikrobistossa esiintyvid grampositiivisia
kokkibakteereja. Enterokokit kuuluivat viela 1980-luvun alussa streptokokkien D-ryh-
maan, mutta erotettiin myéhemmin omaksi Enterococcus -suvuksi. Enterokokkilajeja
tunnetaan monia, mutta vain pieni osa niistd kykenee aiheuttamaan infektioita inmisille.
Yleisimmat infektioita aiheuttavat lajit ovat Enterococcus faecium ja Enterococcus faeca-
lis. (Rantakokko-Jalava — Anttila 2010.)

3.1 Enterokokkien ominaisuuksia

Enterokokit ovat fakultatiivisesti anaerobeja, eli ne kykenevét kasvamaan seka hapelli-
sissa etta hapettomissa oloissa. Enterokokit sietavat hyvin lampétilavaihteluita, korkeaa
pH:ta ja suoloja. Lisdksi enterokokit muodostavat biofilmeja ja kykenevat selviytymaan
elottomilla pinnoilla jopa paivia. (Rantakokko — Jalava — Anttila 2010.) Enterokokit ovat
muodoltaan pydreita tai ovaaleja, seka esiintyvét pareina tai ketjuissa (Lebereton — Wil-
lems — Gilmore 2014). Bakteerien grampositiivisuus maaritetdan soluseinén rakenteen
ja sen varjaytyvyyden perusteella. Grampositiivisilla enterokokeilla on soluseinassa
paksu peptidoglykaanirunko, seké lisdksi teikohappoja, proteiineja ja polysakkarideja.
(Hancock — Murray — Sillanpaa 2014.) Paksun peptidoglykaanikerroksen ansiosta gram-
positiivinen bakteeri varjaytyy gramvarjayksessa tummemmaksi, kuin gramnegatiivinen,

jolla puolestaan peptidoglykaanikerros on ohuempi (Cappuccino — Welsh 2018: 83-85).

Veriagarilla enterokokkipeséakkeet ovat yleensa kiiltavid, variltdéan vaalean harmaita,
kooltaan pienid ja muodoltaan pyoreita (Kuvio 1). Veriagarilla enterokokkipesékkeet ovat

yleensd myods non-hemolyyttisia, eli ne eivat hajota verisoluja kasvualustassaan, tosin



myos alfa- seka beetahemolyyttisia enterokokkikantoja tavataan (Rantakokko-Jalava —
Anttila 2010). Alfahemolyysissa on kyse punasolujen osittaisesta hajoamisesta, mika ai-
heuttaa maljalle vihertdvan sévyn pesakkeiden ymparille. Beetahemolyysi johtuu bak-
teerin aiheuttamasta punasolujen taydellisesta hajoamisesta, jonka seurauksena malja
kirkastuu pesékkeiden ympariltd. (Cappuccino — Welsh 2018: 117.)

Kuvio 1. Non-hemolyyttisia E. faecium-pesékkeitd veriagarilla (Kuva Anitta Nevalainen 2020).

Enterokokit ovat taudinaiheuttajina opportunistisia, eli ne aiheuttavat infektioita yleensa
vain immuunipuolustuksen ollessa eri syista heikentynyt. Enterokokit aiheuttavat tyypilli-
sesti virtsatieinfektioita, liséksi niita tavataan usein myds lantion ja vatsaontelon infekti-
oissa. Sairaalaymparistdssa katetrit ja kanyylit ovat yleinen tartuntavayla. Etenkin van-
komysiiniresistentit enterokokit aiheuttavat sairaalainfektioita, kuten haavainfektioita,
bakteremiaa eli bakteerien esiintymisté veressa ja endokardiittia eli sydanlappien tuleh-
dusta. (Arias — Murray 2012: 1-2.) Usein on ajateltu, etta enterokokki-infektiot saavat
alkunsa potilaan omasta mikrobistosta. On kuitenkin osoitettu, etté patogeeniset entero-

kokit leviavat usein myds sairaalaoloissa potilaasta toiseen. (Hiquita — Huycke 2014.)



3.2 Enterokokkien vankomysiiniresistenssi

Resistentteja enterokokkeja on havaittu jo 1980-luvulla ja niita tavataan yh& enenevassa
madrin. Enterokokit ovat luonnostaan resistentteja monille antibiooteille, kuten penisillii-
nille. Enterokokkien vankomysiiniresistenssin on ennustettu lisdantyvan tulevaisuudessa
ja sen myota enterokokkien merkitys infektioiden aiheuttajana on kasvanut. (Arias — Mur-
ray 2012: 3—4; Rantakokko-Jalava — Anttila 2010.) Erityinen huolenaihe on, ett& potilaan
kantamasta VRE-kannasta resistenssigeenit pystyvat siirtymaan myods muihin mahdolli-
sesti patogeeneina merkityksellisempiin bakteereihin, esimerkiksi Staphylococcus au-
reukseen (Weaver 2019: 6).

Erityisen haasteen aiheuttaa matala-asteinen vankomysiiniresistenssi, jota on perintei-
sella kiekkodiffuusiomenetelmalla hankala tunnistaa. Matala-asteinen resistenssi tarkoit-
taa, ettéd herkkyysmaarityksessd muodostuvan estorenkaan halkaisija voi olla yhta suuri
kuin herkalla kannalla eroten ainoastaan siten, ettd eston reuna ei ole tyypillisen terava.
(Nissinen, 2009.)

Vakavien enterokokkien aiheuttamien infektioiden hoidossa kaytetaan yleisesti laajakir-
joisia mikrobilaékkeita, etenkin glykopeptideihin kuuluvaa vankomysiinia. Vankomysiinin
vaikutus perustuu sen bakteerisolun soluseindn muodostumista inhiboivaan vaikutuk-
seen. Vankomysiini sitoutuu D-Ala-D-Ala dipeptidiin peptidoglykaanin esiasteessa, jonka
siirtyminen soluseinaan talléin estyy. Resistenteissa enterokokeissa D-Ala-D-Ala:n tilalle
on vaihtunut D-Ala-D-Lac tai D-Ala-D-Ser, jolloin peptidoglykaanin esiasteen ja vanko-
mysiinin valinen affiniteetti jaa heikoksi eikd vankomysiini tehoa. (Arias — Murray 2012:
9; Weaver 2019: 7.)

Vankomysiiniresistenteilla enterokokeilla on tunnistettu yhdeksén resistenssityyppia,
joista merkittavimmat ovat vanA- ja vanB-resistenssityypit. Resistenssin aikaansaavat
yleisimmin geenit vanA ja vanB. Resistenssigeenit kykenevat siirtymaan konjugaatiossa
plasmidien mukana bakteerista toiseen. (Weaver 2019: 6; Sihvonen — Holma — Patari-
Sampo 2018: 1472.)

VanA-tyyppinen resistenssi on yleensa fenotyypiltdan vahva resistenssi vankomysiinille
ja teikoplaniinille vanB-tyypin ollessa puolestaan vaihtelevasti resistentti vankomysiinille
ja herkka teikoplaniinille. Matala-asteista resistenssia aiheuttavat etenkin vanC-, vank-,

vanG-, vanL- ja vanN-resistenssityypit. Enterokokkien luontainen resistenssi on yleensa



vanC-tyyppid, jota koodittaa kromosomaalinen DNA, jota esiintyy esimerkiksi lajeilla E.
gallinarum ja E. casseliflavus. VanA- ja vanB-geenit ovat usein plasmideissa kytkoksissa
transposoneihin, joita bakteerit voivat siirtdd konjugaatiossa plasmideissa toisilleen ja
nain levittdd resistenssigeenejd. Vankomysiiniresistenssigeenien on havaittu siirtyvan

transposonin Tn1546 avulla. (Weaver 2019. 6-7.)

4 Enterokokkien lajinméaaritys, VRE:n tunnistusmenetelméat ja tilastolli-
set menetelmat

Enterokokkien lajintunnistukseen kaytetdan nykyaan paaasiassa MALDI-TOF -menetel-
mad. Mikrobilaakeresistenssia tutkitaan tavallisesti muun muassa kiekkodiffuusiomene-
telmalla, jolla saadaan tieto bakteerin herkkyydesta kyseiselle mikrobiladkkeelle. Vanko-
mysiiniresistenssin osoittamiseen voidaan kayttdd kiekkoherkkyysmaarityksen lisaksi

VRE-PCR -tutkimusta. VRE:n seulonnassa voidaan kayttaa myos VRE-maljaa.

4.1 MALDI-TOF

Bakteerien lajitunnistuksessa kaytetdan MALDI-TOF MS -menetelmaa, eli "Matrix-assis-
ted laser desorption ionization time-of flight mass spectrometry”, joka on massaspektro-
metriaan perustuva herkké ja nopea tapa tarkkaan lajitunnistukseen mikrobiologiassa.
Sen avulla voidaan tunnistaa esimerkiksi bakteereja, hiivoja, sienia ja homeita maaritta-
malla niiden proteiinien ja peptidien massa-varaussuhde ja vertaamalla sita tunnettujen

mikrobien tietokantaan. (Singhal — Kumar — Kanaujia — Virdi 2015.)

Kaytannossa tama tapahtuu niin, etta kasvatetusta mikrobin erillispesakkeesta siirretaan
pieni maara kohdelevylle. Uuttamisen helpottamiseksi hiivoihin ja joskus my6s joihinkin
bakteereihin lisatdan muurahaishappoa. Pesékkeeseen lisatddn taman jalkeen matrik-
sia, joka kuivuessaan kiteytyy. Taman jalkeen nayte ionisoidaan lasersateella. Erottu-
neet ionit pystytaan erottamaan toisistaan niiden massa-varaussuhteen perusteella, joka
saadaan selville mittaamalla aika, jossa hiukkaset kulkevat lentoputken lapi detektoriin.
Tulosta verrataan tunnettujen mikrobien tietokantaan. (Singhal — Kumar — Kanaujia —
Virdi 2015.)



4.2 VRE-malja

Vankomysiinille resistenttien enterokokkien seulonnassa kaytetaan erityisesti VRE:n vil-
jelyyn kehitettyjd maljoja, joihin on lisatty antibiootteja. CHROMagar™ VRE -malja on
kromogeeninen kasvatusalusta, joka inhiboi muiden bakteerien kuin vankomysiiniresis-
tenttien enterokokkien kasvun. E. faecium ja E. faecalis kasvavat vaaleanpunaisen ja
violetin savyisina pesakkeind, muut enterokokit sinisina pesakkeind. (CHROMagarTM
VRE 2019.) Naytetta ei voida kuitenkaan vastata positiiviseksi VRE:n suhteen vain VRE-
maljan avulla, vaan positiivinen tulos tulee aina varmistaa herkkyysmaarityksella ja/tai

PCR-menetelmalla.

4.3 PCR

PCR eli polymeraasiketjureaktio, on tarked molekyylibiologian menetelma, jonka avulla
voidaan tutkia ja monistaa suuria maaria haluttua geenia tai DNA:ta. Menetelmaa kayte-
taan laajasti esimerkiksi perinndéllisten sairauksien tutkimiseen ja infektiosairauksien
diagnostiikassa. DNA:ta voidaan eristdd esimerkiksi mikrobeista, kudoksesta, veresta ja
syljestd. PCR on menetelmana hyvin herkka, eikd vaadi suurta maaraa lahtomateriaalia.
(Garibyan — Avashia 2013.)

PCR-menetelméaéan tarvitaan templaatti-DNA:n lisdksi ainakin nukleotidit, alukkeet ja
DNA-polymeraasi. Olosuhteita parannetaan kayttamalla puskuriliuosta ja ioneja. Aluk-
keiden avulla maaritetddn kohta DNA:ssa, kuten emasjarjestykseltddn tunnettu geeni,
jota halutaan monistaa. Nukleotideja kaytetdan monistuvan PCR-tuotteen rakentami-
seen. Polymeraasientsyymi muodostaa uuden juosteen liittamalla nukleotidit toisiinsa.
(Garibyan — Avashia 2013.)

PCR-ohjelma alkaa aina denaturaatiolla, eli reaktioliuoksen kuumentamisella niin korke-
aan lampdtilaan, ettd DNA juosteet irtoavat toisistaan. Seuraavassa vaiheessa lampoti-
laa lasketaan sen verran, etta alukkeet paasevat kiinnittymaan komplementaarisiin DNA-
segmentteihin. Kolmannessa vaiheessa lampoétilaa nostetaan taas korkeammaksi, etta
DNA-polymeraasi padsee rakentamaan uutta juostetta nukleotidien avulla. PCR-sykleja
toistetaan ja jokaisen syklin jalkeen DNA:n méaara tuplaantuu. PCR-tuotteet saadaan vi-
sualisoitua esimerkiksi leimaamalla alukkeet fluoresoivalla variaineella. (Garibyan —
Avashia 2013.)



4.3.1 Reaaliaikainen PCR

Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (qPCR) on uudempi menetelmd, jossa monistumista
mitataan reaaliajassa ajon aikana. Menetelmén avulla voidaan selvittdd, kuinka suuri
maara tutkittavaa jaksoa naytteesta loytyy, seka saadaan tietoa monistumisen eri vai-
heista. Yleisimmin kaytetyt kaksi menetelmaé ovat fluoresoivat varit, jotka kiinnittyvat
epaspesifisesti kaksijuosteiseen DNA:han, sekd sekvenssispesifiset DNA-koettimet,
jotka siséltavat fluoresenssilla leimatut reportterit. Reaaliaikaisella monistumisen taltioin-
nilla valtetddan ongelmia, joita liittyy perinteiseen kvalitatiiviseen PCR-menetelmaan,
jossa monistuminen mitataan vasta viimeisen PCR-syklin loputtua. (Garibyan — Avashia
2013.)

4.3.2 VRE-PCR

VRE-PCR -menetelm&é kaytetddn vankomysiiniresistenttien enterokokkien osoituk-
seen. Maaritykselld etsitddn vanA- ja vanB-geeneja. Kyseessa on reaaliaikainen PCR-
menetelmd, jonka tulokset tulkitaan kvalitatiivisesti, eli laadullisesti, joka kaytanndssa
tarkoittaa sitd, etta tulos vastataan positiiviseksi tai negatiiviseksi. Naytteeksi kelpaa esi-
merkiksi puhdasviljelty kanta. Menetelméassa kaytetaan spesifisia alukkeita, jotka kiinnit-
tyvat haluttuun geenialueeseen. Monistuminen tapahtuu vain alueille joihin alukkeet ovat
kiinnittyneet, ja vain monistuneet alueet mitataan. Koska kyseessa on reaaliaikainen me-
netelma, monistuminen mitataan jokaisen PCR-syklin jalkeen ja mittauksista muodoste-
taan kuvaaja, seké jokaiselle naytteelle maaritetdan Ct-arvo. (Antikainen 2017.) Ct-arvo
(threshold cycle) kuvaa PCR-syklien maaraa kohdassa, jossa kuvaaja ylittaa maaritetyn
kynnystason ja jossa eksponentiaalinen monistuminen alkaa. Mita pienemmalla Ct-ar-
volla kanta monistuu, sitd enemman tutkittavaa materiaalia naytteesta 16ytyy. (Thermo
Fisher scientific 2016.)

Amplidiag CarbaR+VRE Kit -maaritysta voidaan kayttdd tunnistamaan vankomysiini-
resistenssin tuottavat geenit vanA tai vanB. Menetelméa on perinteiseen viljelyyn nahden
huomattavasti nopeampi, silla tulokset saadaan jo muutamassa tunnissa. (AMPLIDIAG,
CarbaR+VRE.) Sisaisen laadunohjauksen toteutumiseksi jokaisessa PCR-ajossa on ne-
gatiivisena kontrollina steriili vesi ja positiivinen kontrolli, joka on vanA- ja vanB-positiivi-

nen, seka inhibition kontrolli (Antikainen 2017).



4.4 Herkkyysmaaritys

Mikrobiladkeherkkyytta tutkitaan muun muassa kiekkodiffuusiomenetelmalla ja MIC-
maadrityksella. Kiekkodiffuusiomenetelmalla selvitetdén, onko kanta herkka vai resistentti
tietylla kiekon antibioottipitoisuudella, kun taas MIC eli "minimal inhibitory concentration”
maadrityksella saadaan selville pienin bakteerin kasvua inhiboiva pitoisuus. Kiekkodiffuu-
sioherkkyysmaaritys perustuu siihen, ettd agarmaljalle asetetusta antibioottikiekosta
imeytyy ladkeainetta agariin ja se estaa bakteerin kasvun maljalla silla alueella, jossa
l&aékeainepitoisuus ylittda inhibitorisen pitoisuuden rajan. Maljalla bakteeriviljelm&a kas-
vatettaessa antibioottikiekon ymparille jaa estorenkaaksi tai estovydhykkeeksi kutsuttu
rengasmainen alue, jossa bakteereja ei kasva. Estorenkaan halkaisija mitataan ja mit-
taustulosta verrataan kansainvaliseen EUCAST-standardiin. MIC-mé&arityksessa gra-
dienttidiffuusiomenetelmalla maljalle asetetaan testiliuska, jossa antibioottia on nouse-
vana pitoisuutena eli gradienttina, ja johon on painettu asteikko, jonka avulla luetaan
pienin bakteerin kasvua estava pitoisuus. Gradienttitestit ovat helppokayttoisia ja ylei-
simpia MIC-mé&aritysmenetelmia kliinisissa laboratorioissa. MIC-mé&aritys voidaan tehda
myos liemilaimennosmenetelmalld, jota kaytetddn MIC-maarityksen referenssimenetel-

mana. (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 2019.)

Herkkyysmaarityksen tulkinnassa on kaytdssa vuonna 2019 uudistettu kansainvalinen
SIR-asteikko, jossa S tarkoittaa Susceptible, standard dosing regimen eli herkka stan-
dardiannostuksella, | tarkoittaa Susceptible, increased exposure eli herkka isolla annos-
tuksella ja R tarkoittaa Resistant, resistentti eli téllaiseen kantaan kyseinen ladke eitehoa
edes isolla annostuksella. (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Tes-
ting 2019).

EUCAST-standardin mukaan kiekkoherkkyysmaarityksessa enterokokeilla vankomysii-
nin estorenkaan reunan tulee olla selked ja terava eika estovydhykkeella kasva yksittais-
peséakkeita. Estovyohykkeen reunan ollessa epaselva, tai kun estovydhykkeen alueella
kasvaa pesakkeita, tulisi vahvistustestaus suorittaa PCR-menetelmalla, tai vastata kanta
resistentiksi, vaikka estovythykkeen halkaisija olisi > 12 mm. Kuviossa 2 on esimerkki
vankomysiinille herkén E. faeciumin selkeasta ja terdvasta estovythykkeen reunasta.
Matala-asteisen vankomysiiniresistenssin tunnistaminen voi olla haastavaa, silla esto-
renkaan reunat voivat olla vaikeasti tulkittavia. (The European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing 2017; Matuschek — Brown — Kahlmeter 2014: 255-266.)
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Kuvio 2. Estovydhykkeen reuna on terava, kun E. faecium on herkkd vankomysiinille =VA (Kuva
Hilla Hypp6nen 2020).

4.5 Tilastolliset menetelmat

Pearsonin korrelaatiokerroin on tilastollinen menetelma, jolla tutkitaan korrelaatiota. Kor-
relaatiolla tarkoitetaan kahden muuttujan valisen yhteyden voimakkuutta. Mitd kauem-
pana korrelaatiokerroin on lukua 0, valilla -1—+1, sitéd voimakkaampi on sen riippuvuus.
Lahempana arvoa -1 riippuvuus on negatiivista ja lahempéana arvoa +1 riippuvuus on
positiivista. Negatiivinen riippuvuus nahdaan hajontakuviossa alaspain laskevana ku-
vaajana ja positiivinen nousevana kuvaajana. P-arvon ollessa < 0,05 pidetaén korrelaa-

tiota merkittdvana. (Taanila 2019.)

Mann-Whitney U -testi on jakaumasta riippumaton eli epaparametrinen testi, jolla verra-
taan ryhmien jakaumien eroa. Testin tulosta, P-arvoa peilataan merkitsevyystasoon, joka
usein SPSS-ohjelmassa on < 0,05. Testattavana on nollahypoteesi, jonka mukaan ja-
kauma on sama molemmissa ryhmissa. Nollahypoteesi hylataan, jos P-arvo on alle 0,05.
Vaihtoehtoinen hypoteesi saa siis sitd enemman tukea, mitd pienempi P-arvo on. (Taa-
nila 2013.)

5 Opinnaytetydn tavoite, tarkoitus ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittéd, oliko vuosina 2017-2019 HUSLABIn bakterio-
logian osastolla tutkituissa veriviljelyissé jaanyt 16ytymatta matala-asteisesti resistentteja
Enterococcus faecium -kantoja. Tarkoitus oli tehda veriviljelyista eristetyille E. faecium
-kannoille VRE-PCR -tutkimus ja ampisilliinille herkiksi tiedetyille kannoille vankomy-
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siini-, ampisilliini- ja piperasilliinitatsobaktaamiherkkyysmaaritys. Tyon tavoitteena oli tar-
kistaa, onko veriviljelyissa enterokokkien herkkyysmaaritys riittavan hyvalla tasolla ma-

tala-asteisen resistenssin toteamiseksi.

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -organisaation maarit-
taman herkkyysmaaritysstandardin (EUCAST-standardi) mukaan piperasilliinitatsobak-
taamin herkkyystulkinta voidaan tehda E. faecium -bakteerille ampisilliinin kiekkoherk-
kyysmaaritystuloksen mukaan. (The European Committee on Antimicrobial Susceptibi-
lity Testing 2020.) Tasta haluttiin kuitenkin HUSLABIssa lisaa kaytannon tutkimustietoa
ja siksi opinndytetydssa selvitettiin myos korreloivatko ampisilliinin ja piperasilliinitat-

sobaktaamin kiekkoherkkyysmaaritystulokset kesken&én in vitro.

Tutkimuskysymykset olivat:

1. Onko HUSLABINn bakteriologian laboratoriossa vuosina 2017-2019 tutkituissa
veriviljelyissd ollut matala-asteisesti vankomysiiniresistentteja Enterococcus

faecium -kantoja?

2. Korreloivatko E. faecium -kantojen ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin

kiekkoherkkyysmaaritystulokset keskenaan in vitro?

6 Opinnaytetyodn toteutus

Opinnaytetydssa tutkittiin E. faecium -kantojen vankomysiiniresistenssia PCR:n ja kiek-
kodiffuusiomenetelman avulla. Tydssa kaytettiin vankomysiiniresistenssin havaitsemi-
seen suunniteltua reaaliaikaista PCR-menetelmaa, joka suoritettiin kaupallisella Mobi-
diagin Amplidiag CarbaR+VRE PCR -menetelmalla. Tutkimuksen E. faecium -kannoille

ei ollut aiemmin tehty VRE-PCR -maaritysta.

HUSLABIN bakteriologian laboratorio on taltioinut kaikki veriviljelyista eristetyt E. faecium
-kannat. Tutkittavaksi otettiin kannat viimeisen kolmen vuoden ajalta eli vuosilta 2017,
2018 ja 2019, yhteensa 178 kappaletta. Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin herk-
kyysmaarityksen korrelaatiota tutkittiin tekemalla aineiston 33:lle ampisilliinille herkélle
kannalle kiekkodiffuusiomenetelmalla herkkyysmaaritys. Herkkyysmaaritykset tehtiin
kiekkodiffuusiomenetelmalla vankomysiinille, sek& ampisilliinille ja piperasilliinitatsobak-

taamille. Lisaksi varmistettiin kaikkien kantojen lajintunnistus massaspektrometrisesti
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MALDI-TOF -menetelmaa kayttavalla Biomérieux:n VITEK MS MALDI-TOF -jarjestel-

mall&.

6.1 Opinnaytetydn ajoitus

Opinnaytetydn suunnitteluvaihe oli syksylla 2019. Suunnitelma esiteltiin seminaarissa
2.10.2019. Bakteremiset enterokokki-infektiot HUSissa tutkimusprojektin tutkimuslupa ja
samalla tutkimuslupa opinnaytetydhon hyvaksyttiin 16.12.2019 ja opinnaytetydsopimus
hyvaksyttiin 19.12.2019.

Opinnaytetydn kaytannon toteutus suoritettiin tammikuussa 2020 viikoilla 3-5. Raporttia
kirjoitettiin toteutusvaiheen rinnalla ja sen jalkeen aikavalilla tammikuusta huhtikuuhun.
Viikolla 3 etsittiin pakkasesta ja elvytettiin tutkimukseen bakteerikannat, aloitettiin lajin-
tunnistusten varmistus MALDI-TOF -menetelmalla. Viikolla 4 vietiin lajintunnistus paa-
tokseen, sekd tehtiin PCR-ajot ja kiekkoherkkyysmaaritykset. Viikolla 5 viimeisteltiin
herkkyysmaaritykset, tehtiin lisdtutkimukset ja analysoitiin tutkimuksen tuloksia tilastolli-

sin menetelmin.

Valmis ty6 raportoitin ja esiteltin Metropolia ammattikorkeakoulun seminaarissa

7.4.2020. Opinnaytetyo esitelladn myés HUSLABiIssa mydhemmin vuonna 2020.

6.2 Bakteerikantojen elvytys ja lajintunnistus

Taltioituja bakteerikantoja sailytetaan -70 °C lampoétilassa maitoglyseriiniputkissa. Pa-
kastettua bakteerimassaa raaputettiin viljelysauvalla verimaljalle pieni maara, josta teh-
tiin hajotusviljely. Maljoja kasvatettiin 18 tuntia, eli kaytanndssa yon yli +35 °C lampoti-
lassa hiilidioksidiatmosfaarissa (5 % CO,). Jotta voitiin varmistua pakastetun bakteeri-
kannan elpymisestd, tehtiin viela paseeraus eli kannasta tehtiin puhdasviljely verimaljalle

ja kasvatettiin toinen vuorokausi.

Bakteerikantojen lajintunnistus varmistettiin massaspektrometrisesti MALDI-TOF -me-
netelmalld. Tunnistusta varten bakteerikasvua siirrostettiin maljalta pieni maara viljelysil-
mukalla maldilevylle. Naytteeseen lisattiin 1 pl matriksia ja annettiin kuivua. Jos jostain
kannasta oli hankalaa saada tulosta, siihen lisattiin 0,5 pl muurahaishappoa uuttamisen
helpottamiseksi ja vasta muurahaishapon jalkeen lisattiin matriksi. Kontrollina MALDI-
TOF -méaarityksessé oli ATCC 8739 Escherichia coli -kontrollikanta.
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6.3 VRE-PCR:n toteutus

DNA:n eristysta varten puhdasviljellysta kannasta siirrostettiin viljelysauvalla yksi peséake
100 pl TE-puskuriin (1 mM Tris-EDTA, pH 8.0). Seosta kuumennettiin 100 °C lampo-
hauteessa 15 minuuttia jotta bakteerisolun rakenne hajoaa ja perintdaines vapautuu.
Kuumentamisen jalkeen seos sentrifugoitiin 13 000 rpm, jotta saatiin hajotettu soluma-
teriaali putken pohjalle ja supernatantti otettiin talteen puhtaisiin eppendorf-putkiin. Seos
pakastettiin -20 °C:ssa odottamaan PCR-ajoa. Naytteiden kontaminoitumisen valtta-
miseksi PCR-ajon valmistelut suoritettiin puhdastilassa (PCR-laboratorion epéasteriili
tila), johon mentaessa kadet desinfioitiin, vaatteet suojattiin hihallisella essulla ja kasiin
laitettiin kahdet kdsineet. Pipetoinnit suoritettiin laminaarikaapissa, jonka etulasi lasket-
tiin kasvojen suojaksi mahdollisimman alas. Kaikki pipetoinnit suoritettiin kayttaen filtte-

rillisia pipetinkarkia.

PCR-naytteiden ja reagenssien pipetointi tehtiin pipetointikaavion avulla. Kaavion avulla
laskettiin tilavuudet ja taltioitiin naytteiden pipetointijarjestys. Naytteet ja reagenssit sai-
lytettiin pakastettuina, joten ennen kayttéa ne sulatettiin, lisaksi ne vorteksoitiin eli sekoi-
tettiin ja spinnattiin, eli sentrifugoitiin nopeasti liuokset putkien pohjalle. Kayttéseokseen
pipetoitiin steriili vesi, master mix, joka sisaltdd PCR:n tarvittavat reagenssit ja assay
mix, jossa on VRE-PCR:n reagenssit eli alukkeet ja koettimet. Pipetointi tehtiin PCR-
strippeihin, eli kahdeksan toisissaan kiinni olevan reaktioputken riveihin. Kayttéseosta
pipetoitiin jokaiseen stripin kaivoon 19 ul ja seuraavaksi kaivoihin pipetoitiin 1 pl naytetta.
Kontrollit pipetoitiin kuten naytteet sarjan ensimmaisen stripin ensimmaisiin kahteen kai-
voon, ensimmaiseen VRE-PCR -kitin positiivinen kontrolli ja toiseen negatiivinen kontrolli
eli steriili vesi. Pipetoinnin jalkeen strippien paalle asetettiin korkit, jotka suljettiin huolel-
lisesti, talla valtettiin se, etteivat korkit aukea ajon aikana. Ennen PCR-ajoa stripit spin-
nattiin, jotta kaikki materiaali saatiin strippien pohjalle. Lisaksi varmistettiin, ettei strippei-

hin jaanyt isoja kuplia haittaamaan ajoa.

PCR-tutkimus tehtiin neljassa ajossa, ensimmaisena pipetoitiin ja ajettiin 20 naytteen
pilottisarja, jonka perusteella suunniteltiin lopun naytemassan kasittely. PCR-laitteen yh-
teen ajoon mahtui 12 kappaletta 8 naytteen strippeja eli yhteenséa 96 naytepaikkaa sisal-
téaen kontrollit, joten naytemassa jaettiin mahdollisimman tasaisesti neljaan ajoon siten,
ettd ensimmaisen 20 naytteen pilottiajon jalkeen toiseen ajoon tuli 60 naytettd, kolman-

teen ajoon tuli 60 naytetta ja vimeiseen neljanteen ajoon jai loput 37 naytetta.
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PCR-osoitus tehtiin kaupallisella Mobidiagin Amplidiag® CarbaR+VRE -kitilla, joka si-
sélsi reagenssit ja kontrollit. DNA:n monistus suoritettiin Applied Biosystemsin Quants-
tudio5 -monistuslaitteella. Ajossa kaytettiin seuraavanlaista VRE PCR -ohjelmaa: Ensim-
maisessa ajon vaiheessa naytteitd kuumennettiin 2 minuutin ajan 50 °C. Toisessa vai-
heessa lampdtilaa nostettiin 10 minuutiksi 95 °C, niin ettd DNA-juosteet irtoavat toisis-
taan. Kolmannessa vaiheessa lampétilaa pidettiin vielda 15 sekuntia korkealla, 95 °C.
Neljannessa vaiheessa lampotilaa laskettiin hieman, eli 60 sekunniksi 60 °C, jotta aluk-
keet paasevat kiinnittymaan komplementaarisesti. Kun lampétilaa taas nostetaan, paa-
see DNA-polymeraasi rakentamaan uudet juosteet. Vaiheita 3—4 toistettiin 35 syklia.
Laite mittaa monistumisen jokaisen syklin jalkeen, ja muodostaa mittausten pohjalta ku-

vaajan.

VRE-PCR:n tulos on positiivinen, jos kanta monistuu < 32 Ct-arvoilla. (Antikainen 2017.)
Ct-arvo (threshold cycle) kuvaa PCR-syklien maaraa kohdassa, jossa kuvaaja ylittaa
maaritetyn kynnystason ja jossa eksponentiaalinen monistuminen alkaa. Mité pienempi
Ct-arvo, sitd nopeammin kayré on saavuttanut treshold-tason ja sitd enemman tutkitta-
vaa materiaalia naytteesta loytyy. Threshold-tason alapuolella baseline-alueella ndkyva

kéayra tulkitaan taustaksi. (Thermo Fisher Scientific 2016.)

6.4 Herkkyysmaarityksen toteutus

Herkkyysmaaritysta varten puhdasviljelmasta valmistettiin 0,5 McFarlandin standardin
mukainen bakteerisuspensio siirrostamalla viljelysilmukalla pesékkeita maljalta 0,9 %
NaCl:a sisaltdvaan putkeen. Suspensio vorteksoitiin ja vahvuus mitattiin densitometrilla.
Suspension vahvuuden tavoitearvo oli 0,5 McFarlandia ja sallittu vaihteluvali oli 0,44—
0,56.

Bakteerisuspensio levitettiin eli inokuloitiin laminaarikaapissa Miiller-Hinton -herkkyys-
maljalle pumpulitikulla dreijaamalla, eli pyorittdjan avulla niin etté suspensio levittyi tasai-
sesti koko maljan alueelle. Taman jalkeen maljalle asetettiin Oxoidin antibioottikiekot,
vankomysiini 5 pg, ampisilliini 2 pg ja piperasilliinitatsobaktaami 36 pig. Maljoja kasvatet-
tiin aerobisesti 35 °C lampodhuoneessa. Bakteerisuspensiosta tehtiin myds perdmalja ve-

rimaljan puolikkaalle.

Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin herkkyydet luettin EUCAST-standardin mu-

kaisesti 18+2 tunnin kasvatuksen jalkeen ja vankomysiinin herkkyys luettiin 24 tunnin
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kasvatuksen jalkeen. Herkkyysmaarityksen tulos tulkittin mittaamalla estorenkaan hal-
kaisija ja vertaamalla sitA EUCAST-standardin mukaiseen viitearvoon. Vankomysiinin
estoa tulkittaessa arvioitiin myds estorenkaan reunan tasaisuutta. (Matuschek — Brown
— Kahlmeter 2014.) Estorenkaat mitattiin tummaa alustaa vasten noin 30 cm etéisyy-
delta.

Herkkyysmaarityksessa kaytettiin kontrolleina tunnettuja kontrollikantoja, Enterococcus
faecium vanA (IHU 77696, T-22547) ja Enterococcus faecalis vanB (ATCC-51299 T-
90310).

Herkkyysmaaritys tehtiin duplikaattina siten, etta jokaisesta kannasta tehtiin kaksi herk-
kyysmaaritysmaljaa. Herkkyysmaaritykset luettiin siten, ettd molemmat lukivat kaikki
maljat. Yhdesta naytteesta saatiin siis kaksi maljaa ja molemmista maljoista kaksi mit-
tausta, eli nelja mittausta jokaisesta naytteesta. Mitatut tulokset analysoitiin SPSS-ti-
lasto-ohjelmassa Pearsonin korrelaatiotestilld. Mittaustulosten valisen eron merkit-

sevyytta verrattiin epaparametrisella Mann-Whitney U -testilla.

6.5 Lisatutkimukset vanB-positiiviselle E. faecium -kannalle

Kanta 172 tutkittiin uudelleen positiivisen VRE-PCR -tuloksen varmistamiseksi ja koska
haluttiin selvittd& sen in vitro herkkyys. Tarkastettiin kyseisen kannan 172 aiempi herk-
kyysmaaritystulos, johon oli kirjattu, ettd kanta oli herkka ja estovydhyke oli ollut tarkka-
rajainen. Kyseinen kanta haettiin arkistointinumerolla uudelleen pakkasesta. Talla var-
mistettiin, ettd nayte oli varmasti otettu oikeasta putkesta, eikéd vahingossa esimerkiksi
otettu viereista naytettd. Lisaksi viljeltiin vield uusi malja varmasti oikeasta arkistointiput-
kesta ja tehtiin lisdtutkimuksia oikean testituloksen varmistamiseksi. Lisatutkimukset teh-
tiin siis seka alkuperaiselta maljalta, jolta aiempi PCR-maaritys oli tehty, seka uudelleen

pakkasesta elvytetysta kannasta.

Kanta 172 viljeltin VRE-maljoille, joita kasvatettiin aerobisesti +35 °C lampétilassa 2
vuorokautta. Tavallisesti VRE-maljoja kasvatetaan 3 vuorokautta, mutta varireaktio saat-
taa ilmestya maljalle jo tdta nopeammin, eika silloin jatkokasvatus ole tarpeen. Kannalle
tehtiin lisdksi MIC-herkkyysmaaritys E-testilla vankomysiinille ja teikoplaniinille. EU-
CAST:n mukaan vankomysiinin MIC tulee olla yli 4 mg/l ja teikoplaniinin yli 2 mg/I etta

kanta on resistentti (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
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2020). Kannalle tehtiin myds herkkyysmaaéritys vankomysiinille, ampisilliinille ja pipera-
sillinitatsobaktaamille kiekkodiffuusiomenetelmélla. EUCAST:n mukaan vankomysiinille
herk&an kannan vy6hykkeen halkaisija on > 12 mm, sek& estovyohykkeen on oltava tark-
karajainen. Kannasta tehtiin myds uusi VRE-PCR -méaaéritys sek& vanhalta etta uudelta
maljalta. PCR suoritettiin taysin samalla tavalla kuten aikaisempi, kayttaen myds Ampli-
diagin VRE-PCR -kitti&, seké Applied Biosystemsin Quantstudio5 -monistuslaitetta.

6.6 Tutkimusaineisto

Lista vuosina 2017-2019 veriviljelyista eristetyista Enterococcus faecium -kannoista ha-
ettiin WHONET-jarjestelmésta. Kokonaisuudessaan kantalistassa oli kaikkiaan 178 kan-
taa, joista tydn edetessa osa poistettiin. Lopullinen aineisto kasitti 174 E. faecium -kan-

taa.

Kanta 42 poistettiin aineistosta, koska MALDI-TOF -lajitunnistuksella saatiin selville, etta
kyseessa oli E. raffinosus 99,9 % varmuudella. Kanta 112 poistettiin, koska se kasvoi
maljalla selvasti stafylokokkimaisena, katalaasipositiivisena isona valkoisena pesak-
keend. Kantaa 37 ei ollut taltioituna ja kannalle 108 ei I6ytynyt pakastimesta maitoglyse-

riiniputkea, vaan arkistointilaatikossa oli tyhja paikka.

Maljoilla, 59, 94 ja 161, havaittiin useampaa kasvua, isompi ja pienempi peséke, joista
kuitenkin saatiin MALDI-TOF -menetelmalla tunnistus E. faecium 99,9 % varmuudella.
Kannoista 59 ja 94 tehtiin kaksi VRE-PCR -osoitusta ja myos kaksi herkkyyttd. Kannasta
161 tehtiin kaksi VRE-PCR -osoitusta, silla ei voitu olla varmoja olivatko maljalla erinakoi-

set pesakkeet samaa vai kahta eri kantaa.
Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin herkkyysmaarityksen korrelaation tutkimuk-

seen valikoitiin aiemman kiekkoherkkyysmaarityksen perusteella ampisilliinille herkéksi

tiedetyt kannat, joita 174 kannasta oli 33 kappaletta.

7 Tulokset

Kappaleessa kasitelladan VRE-PCR -tulokset 177 tutkitulle naytteelle, seka ampisilliinin

ja piperasilliinitatsobaktaamin herkkyysmaaritysten korrelaatiotestin tuloksia. Kappa-
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leessa esitetaan myos tulokset vanB-positiiviselle E. faecium -kannalle tehdyista lisatut-
kimuksista. Ampisilliinin, piperasilliinitatsobaktaamin ja vankomysiinin kiekkodiffuu-
sioherkkyysmaarityksessa mitatut estorenkaiden halkaisijat on esitetty liitteessa 1.

7.1 VRE-PCR:n tulokset

VRE-PCR -ajojen 177 naytteesta 176 oli negatiivisia ja 1 ndyte oli vanB-positiivinen.
PCR-naytteitéd oli 177, koska kannoista 59, 99, seka 161 tutkittiin kaksi erinakoista pesa-
ketta. VanB-positiivinen kanta monistui ct-arvolla 25,8. Kontrollitulokset olivat asianmu-
kaiset eli positiivinen kontrolli ja inhibitio monistuivat ja vesikontrolli ei monistunut. VRE-
PCR:n tulokset ovat kuvattuna taulukossa yksi. Sinisella taustalla on esitetty vesikontrolli

ja oranssilla taustalla on esitetty kitin positiivinen kontrolli (PC).

Taulukko 1. VRE-PCR -tulokset, joissa tulokset on ilmaistu neg=negatiivinen ja pos=positiivi-
nen. Taulukkoon on kuvattu naytteet (n=177), seka vesikontrolli ja positiivinen

kontrolli.
n=177 VanA VanB Inhibitio
176 neg neg pos
1 neg pos pos
H-0 neg neg pos
PC pos pos pos

PCR-ajon jalkeen tarkastettiin ajon kuvaajista DNA-monistuksen onnistuminen, eli onko
naytteissa tapahtunut monistumista ja toimivatko kontrollit oikein. Kuviot 3-5 ovat nel-
jannen PCR-ajon kuvaajia. Kuvaajissa esitetaan x-akselilla PCR-kierrosten maara ja y-
akselilla monistuneen tuotteen maara. Treshold-taso eli kynnystaso on kuvissa esitetty
varillisella x-akselin suuntaisella viivalla. Kannat 144—-178 on esitetty PCR-kuvaajissa ku-
vioissa 3-5 kukin omalla varillaén ja kuvaajan alla olevat numeroidut varit ovat naytteiden

ja kontrollien tunnisteita.

Kuviossa 3 vain positiivinen kontrolli monistuu, jolloin sen kuvaajat nousevat kuvassa
punaisella viivalla merkityn treshold-tason ylapuolelle. Naytteet ja vesikontrolli eivat mo-

nistu, joten niiden kuvaajat jaavat treshold-tason alapuolelle.
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Amplification Plot
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Kuvio 3. VRE-PCR -kuvaaja vanA.

Kuviossa 4 positiivisen kontrollin kuvaajat sek& yhden naytteen kuvaaja nousevat sini-
sella viivalla esitetyn treshold-tason ylapuolelle. Ajossa on siis yksi vanB:n suhteen po-
sitiivinen nayte, kanta 172, jonka kayra nousee kuvaajassa myos treshold-tason ylapuo-

lelle ja on kuviossa 4 osoitettu nuolella.
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Kuvio 4. VRE-PCR -kuvaaja vanB.
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Kuviossa 5 kaikkien naytteiden jo kontrollien k&yrat kohoavat vihreélla viivalla esitetyn
treshold-tason ylapuolelle kuten pitaédkin. Inhibitiolla kontrolloidaan, etté kaikissa nayt-
teissa tapahtuu monistumista, eli ndytteessa ole mitddn monistumista estavaa tekijaa.
Kaytannodssa tama tarkoittaa, etta PCR-kitissd on mukana tunnettu DNA-sekvenssi ja
silhen sopivat alukkeet, joiden on tarkoitus monistua ajossa, mikéli ajo onnistuu odote-
tulla tavalla.

Amplification Plot
150,000 1
125,000 1
100,000 1
j =
o 75,000 1
<
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000 115.743,378373
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M160 M162 M163 M 164 165 166 | 167 M 168
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W177 W178 W592 W1611 WM1612 WM H20 MPC

Kuvio 5. VRE-PCR -kuvaaja inhibitio.

7.2 Herkkyysmaarityksen tulokset

EUCAST-standardin mukaan enterokokkien vankomysiiniherkkyyden rajat ovat S > 12
mm ja R <12 mm. Ampisilliiniherkkyyden rajat ovat S = 10 mm ja R < 8 mm. Piperasillii-
nitatsobaktaamille ei ole maaritetty herkkyysrajoja erikseen, vaan tulkinnassa kaytetaan
ampisilliinin rajoja. (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
2020.) Tutkittujen kantojen ampisilliinin estorenkaiden halkaisijat vaihtelivat valilla 8—28
mm. Piperasilliinitatsobaktaamin estorenkaiden halkaisijat vaihtelivat valilla 14—-30 mm.
Kaikki kannat olivat herkkia. Kokonaisuudessaan herkkyysmaarityksessa mitatut esto-

vyohykkeiden halkaisijat on esitetty liitteessa 1.
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7.3  Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin herkkyysmaarityksen korrelaatiotestin
tulokset

Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin herkkyysmaaritystuloksia tarkasteltiin ja las-
kettiin SPSS-tilasto-ohjelmalla korreloivatko ne keskenaén. Estorenkaiden halkaisijat
mittaamalla saatiin herkkyysmaaritystulokset, joille laskettiin Pearsonin korrelaatioker-
roin 0,882 ja P-arvo < 0,001. Kuviossa 6 on hajontakuviossa ampisilliinin ja piperasilliini-
tatsobaktaamin estorenkaiden mittaustulokset pistejoukkona esitettynd. Hajontakuvi-
ossa x-akselilla esitetaan piperasilliinitatsobaktaamin mittaustulokset ja y-akselilla ampi-
silliinin mittaustulokset. Korrelaatio on korrelaatiokertoimen 0,882 ja kuvaajan perus-
teella lineaarinen ja voimakas. Mitd kauempana korrelaatiokerroin on lukua 0, valilla -1-
+1, sitd voimakkaampi on sen riippuvuus. P-arvon ollessa < 0,05 pidetaan korrelaatiota

tilastollisesti merkittavana.
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Kuvio 6. Hajontakuviossa ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin estorenkaiden mittaustu-
lokset millimetrein& pistejoukkona esitettyna.

Analysoimme myds omaa mittaustarkkuuttamme vertaamalla toistemme mittaustuloksia
keskendadn epaparametrisella Mann-Whitney U -testilla. Mann-Whitney U -testilla tulok-
sia verratessa P-arvoksi saatiin ampisilliinin mittauksille 0,395 ja piperasilliinitatsobak-
taamin mittauksille 0,328. Jos P-arvo olisi < 0,05, olisi mittauksilla tilastollisesti merkit-

seva ero.
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7.4  Lisatutkimuksien tulokset vanB-positiiviselle E. faecium -kannalle

Lisatutkimukset tehtiin vanB-positiiviselle kannalle alkuperéiselta ja uudelta maljalta eika
tuloksissa ei ollut merkitsevaé eroa, joten paateltiin, ettd kannat olivat samasta nayt-
teestd ja tulokset luotettavia. VRE-PCR -maéarityksessé molempien maljojen nadytteesséa
tapahtui monistuminen vanB:lla, uudemmalta maljalta tulokseksi saatiin ct-arvolla 26,7
ja alkuperéiseltd maljalta ct-arvolla 25,7. Myds kontrollit toimivat ajossa asianmukaisesti.
Uusinnan tulos vastaa ensimmaistd PCR-tulosta, jossa ct-arvo oli 25,8.

Kun herkkyysmaaritys tehtiin kiekkodiffuusiomenetelmélla vankomysiinille, estovyohyk-
keen halkaisijaksi mitattiin 15 mm, kun EUCAST:n mukaan herké&n kannan estovyohyk-
keen halkaisija on > 12 mm, seka sen tulee olla tarkkarajainen. Estovydhykkeen reuna
ei huomattavasti poikennut herkan kannan estosta, eli kiekkoherkkyysmaarityksen pe-
rusteella kanta oli siis vankomysiinille herkka in vitro. Kuviossa 7. nakyvat lisaksi ampi-
silliini- ja piperasillinitatsobaktaamikiekot. Ampisilliinille ja piperasilliinitatsobaktaamille
kanta oli resistentti ja kasvoi antibioottikiekkoon kiinni eli estovythyke oli 6 mm, kuten

aiempien tulosten pohjalta osattiin olettaa.

Kuvio 7. VanB-positiivisen E. faecium -kannan kiekkoherkkyysmaaritysmalja. Maljalla antibioot-
tikiekot VA=vankomysiini, TZP= tatsobaktaami, sek& AMP=ampisilliini. (Kuva Hilla Hyppdnen
2020.)
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MIC-maarityksen tulokset olivat vankomysiinille 2 mg/l ja teikoplaniinille 0,38 mgl/l, eli
nama olivat pienimmaét pitoisuudet antibioottia, joilla bakteerin kasvu estyi. Kuviossa 8
on vanB-positiivisen kannan MIC-méaaritysmalja, maljalla ndkyvat testiliuskat vankomy-
siini ja teikoplaniini. MIC-maarityksen tulos oli siis S, eli herkk& vankomysiinin, seké tei-

koplaniinin suhteen, eli tulos oli siis samansuuntainen kiekkodiffuusiomenetelmésté saa-

dun tuloksen kanssa.

Kuvio 8. VanB-positiivisen kannan MIC-maaritys. Maljalla E-testiliuskat VA=vankomysiini, seka
TP=teikoplaniini (Kuva Hilla Hyppdnen 2020).

Kuviossa 9 on vanB-positiivinen kanta VRE-maljalla. Kanta kasvoi selektiivisella VRE-
maljalla kahden vuorokauden kasvatuksen jalkeen violetteina pesakkeind, mikd myds
tuki positiivista VRE-PCR -tulosta.
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Kuvio 9. VanB-positiivinen kanta 172 VRE-maljalla kahden vuorokauden kasvatuksen jalkeen
(Kuva Hilla Hypp6nen 2020).

8 Pohdinta

Opinnaytetydn tavoitteena oli selvittdd, oliko HUSLABIn veriviljelynaytteissa vuosina
2017-2019 ollut vankomysiinille matala-asteisesti resistentteja E. faecium -kantoja, joi-
den resistenssia ei ollut rutiinitydssa kiekkodiffuusiomenetelmalla havaittu. Lisaksi tavoit-
teena oli tutkia korreloivatko E. faecium -kantojen ampisilliinin ja piperasilliinitatsobak-

taamin herkkyysmaarityksen tulokset keskenaan in vitro.

8.1 Tulosten tarkastelu

Tutkimuksessa selvisi, ettd vuosina 2017-2019 HUSLABiIssa tutkituissa veriviljelyissé on
ollut yksi vankomysiinille matala-asteisesti resistentti E. faecium -kanta. Tutkituista 174
kannasta yksi osoittautui VRE-PCR -tutkimuksessa vankomysiiniresistenssin aikaan
saavan vanB-geenin suhteen positiiviseksi. Myds VRE-maljalla kanta kasvoi violettina
pesakkeend, mika sopii VRE-I6ydokseen. Kiekkoherkkyysmaarityksen, seka MIC-maa-
rityksen perusteella kanta oli herkkd vankomysiinille in vitro.

Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin in vitro kiekkoherkkyysmaaéritystulosten Pear-
sonin korrelaatiokertoimeksi laskettiin 0,882 P-arvon ollessa alle 0,001. Yleisesti alle
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0,05 P-arvolla korrelaatiota pidetdan merkittavana, mika todettiin soveltuvaksi tdhan tut-
kimukseen. Korrelaatiokerroin voi vaihdella valilla -1—+1 ja mitd enemman korrelaatio-
kerroin eroaa nollasta, sen voimakkaampi on riippuvuus. Taman tutkimuksen perusteella
ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin kiekkoherkkyysmaarityksen tulokset korreloi-

vat voimakkaasti.

Verrattaessa toistemme mittaustuloksia mittaustarkkuuden selvittamiseksi epaparamet-
risellda Mann-Whitney U -testilla, P-arvoksi saatiin ampisilliinin mittauksille 0,395, ja pipe-
rasilliinitatsobaktaamin mittauksille 0,328. Koska P-arvot ovat suurempia kuin 0,05, voi-
daan testin perusteella todeta, etta mittausten valilla ei ollut tilastollisesti merkitsevaa

eroa, vaan mittasimme estovyohykkeita systemaattisesti ja johdonmukaisesti.

8.2 Luotettavuus ja eettisyys

Opinnaytetyd tehtiin Tutkimuseettisen neuvottelukunnan maaritteleman hyvan tieteelli-
sen kaytdnnon periaatteita noudattaen. Kaytanndssa tama tarkoittaa, etta tydskente-
limme systemaattisen huolellisesti ja kirjasimme ja raportoimme saamamme tulokset
vaatimusten mukaisesti. Tydskentelimme rehellisesti viitaten muiden tutkijoiden tdihin
asianmukaisella tavalla, kopioimatta tai vaarentamatta asiasisaltoa. Ennen tutkimuksen
aloittamista sovittiin kaikkien tutkimukseen osallistuvien osapuolten oikeudet, vastuut
seka velvoitteet. Opinnaytetyota tehdessa toteutettiin myds Suomen bioanalyytikkoliiton
bioanalyytikon eettisia ohjeita, jotka tukevat hyvan tieteellisen kaytannén periaatteita.
Bioanalyytikon eettisiin ohjeisiin kuuluu muun muassa ammattitaidon yllapito ja kehitys,
salassapitovelvollisuuden noudattaminen, laboratoriotutkimusten laadusta vastaaminen
ja poikkeamista ilmoittaminen, vastuun kantaminen omasta ty6sta, hyvien yhteistyésuh-
teiden yllapito, seka yksilon, vaeston, etta elinympariston terveyden edistamiseen pyr-
kiva tyoskentely. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012; Suomen Bioanalyytikkoliitto
ry 2017.)

Tulosten luotettavuutta lisaavat tutkimuksessa kaytetyt kontrollit, joista saatiin asianmu-
kaiset tulokset, herkkyysmaarityksessa peramaljat, joilla kasvoi juuri kyseista E. faecium
-kantaa, seka herkkyysmaljojen teko duplikaattina, standardoidut menetelmat ja kan-
sainvalisen EUCAST-standardin hyddyntéaminen. Liséksi positivinen VRE-PCR -tulos

varmistettiin toistamalla DNA-eristys ja PCR-maaritys.
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Opinnaytetytdssa kaytettiin kaupallista Mobidiagin Amplidiag CarbaR+VRE -kitti, jota ei
tietadksemme ole arvioitu Kliinisissa tutkimuksissa VRE:n osalta. Hakusanoilla VRE,
Amplidiag ja Mobidiag ei 16ytynyt PubMed-tietokannasta yhtaan osumaa. Testi on kui-
tenkin asianmukaisesti validoitu ennen kayttoonottoa HUSLABIssa ja kontrollit toimivat
kaikissa ajoissa kuten pitikin.

Tietosuojan toteutumisen varmistamiseksi potilasnaytteista peraisin olevat bakteerikan-
nat tutkittiin anonyymisti. Potilasnaytteista peraisin olevia bakteerikantoja kasiteltiin niin,
ettd ne voitiin tarvittaessa yhdistdd potilaaseen, mutta tydéssdmme emme nahneet tai
kasitelleet potilastietoja. Kannat haettiin arkistointitunnuksella ja tutkimuksessa kaytettiin

juoksevaa numerointia 1-178 tunnisteena.

Opinnaytetydsta tehtiin asianmukaiset sopimukset HUSLABIn ja Metropolia Ammattikor-
keakoulun opiskelijoiden valilla. HUSIlta haettiin suurempaa projektikokonaisuutta, Bak-
teremiset enterokokki-infektiot HUSissa (HUSVRE), varten tutkimuslupa, joka kattoi
myds opinnaytetydmme. Opinndytety6 raportoitiin ja valmis tyo julkaistiin Theseus-tieto-

kannassa.

8.3 Ammatillinen kasvu ja riskienhallinta

Suurimmat haasteet tutkimuksessa aiheutuivat MALDI-TOF -maérityksen viivastymi-
sestd kayttokatkojen vuoksi. Haasteista selvittiin valjaksi suunnitellun aikataulun ansi-
osta. Itsendinen tydskentely, ongelmanratkaisukyky ja projektinhallinta sek& mikrobiolo-
gian laboratoriotydn perusmenetelmaét ja tilastolliset menetelmat olivat keskeisimpia op-
pimisen ja ammatillisen kasvun aiheita opinnaytetydprojektissa. Laadukkaan ja tarkan
tydskentelyn ja dokumentoinnin merkitys selkeytyi laboratoriotydssa, sekad virheiden
mahdollisuuden ymmartdminen ja niiden minimoimiseen pyrkivan tydskentelyn téarkeys
korostui. Moniammatillinen yhteisty6 tuki opinnaytetydprosessia. Kadvimme useita kes-
kusteluja ohjaajiemme kanssa ja saimme paljon neuvoja, tukea, sekd kannustusta opin-

naytetydprosessin eri vaiheissa.

Opinnaytetyd prosessina oli ainutlaatuinen ja tarkea osa bioanalyytikoksi kasvamista.
Hakiessamme teoriatietoa opinnaytetydmme pohjaksi ja bakteriologian laboratoriossa,
sekd PCR-laboratoriossa tyoskennellessdimme paasimme kehittdmaan ja soveltamaan

osaamistamme ja saimme arvokasta kokemusta mikrobiologian laboratoriotydskentelyn
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kaytanndista ja menetelmistd. Ennen opinnaytetydn toteutusta olimme suorittaneet mik-
robiologian kurssin hyvaksytysti kevaalla 2019. Olimme lisdksi opinnaytetydprosessin
aikana molemmat HUSLABIn bakteriologian laboratoriossa opintoihin kuuluvassa ty6-
harjoittelussa syventamassa koulussa opittuja tietoja ja taitoja.

8.4 Johtopaatokset

HUSLABIssa vuosina 2017-2019 tutkituissa veriviljelyissa on ollut yksi matala-asteisesti
vankomysiinille resistentti Enterococcus faecium -kanta, mika on tutkituista kannoista 0,6
prosenttia. Tastd voimme paéatelld, etta vuoden 2018 Terveyden ja hyvinvoinnin laitok-
sen ilmoittama HUS-alueen VRE-I6yddsten maara (9 kappaletta) on hyvin todennakai-
sesti todenmukainen. VRE-PCR:ll& vankomysiinille resistentiksi osoitettu kanta naytti pe-
rinteisella kiekkoherkkyysmaarityksella herkalta, mika sopii matala-asteiseen resistens-
siin. Kannan vankomysiiniresistenssi olisi siis ollut hyvin vaikeaa tunnistaa rutiinitydssa.
VRE-PCR osoitti kannan resistenssin olevan vanB-geenin aikaansaama ja vanB-geenin
tiedetddn tyypillisesti aiheuttavan matala-asteista vankomysiiniresistenssia. (Weaver
2019: 8.)

Opinnaytetydssa saatujen tulosten perusteella kyseessa ei kuitenkaan ole laajempi on-
gelma, vaan todennakdisemmin kyseessa on satunnainen 16ydds. [Imion olemassaolo
on kuitenkin tarkeda pitaa mielessa ja tarvittaessa veriviljelyiden E. faecium -l6ydoéksille
olisi hyva tehdd VRE-PCR. Lisatutkimuksia olisi syyta tehda, mikali vankomysiinin eston
reuna ei nayta tarkkarajaiselta, tai estovyéhykkeen alueella kasvaa pesakkeita. HUSLA-
Bin veriviljelyiden tytkaytantdja ei todennakdisesti ole tarvetta muuttaa E. faecium -bak-
teerin osalta. Toisaalta, jos potilaalla havaittaisiin toistuvia E. faecium -veriviljelyloydok-
sia, jotka eivat nayttaisi hoituvan vankomysiinilla, olisi VRE-PCR suotavaa tehda matala-
asteisen resistenssin poissulkemiseksi. Ja mikéli VRE-kantojen maara HUS-alueella l1ah-
tisi voimakkaaseen nousuun, pitdisi VRE-PCR:n systemaattisempaa tekemista verivilje-

lyissa myos harkita uudelleen.

Ampisilliinin ja piperasilliinitatsobaktaamin kiekkoherkkyysmaaritystulokset korreloivat
tutkimustulosten perusteella voimakkaasti keskenaan in vitro. Saatu tulos vahvistaa EU-
CAST-standardin maarittelemaa vastaustapaa, eli E. faecium -bakteerin piperasilliinitat-

sobaktaamiherkkyys voidaan vastata ampisilliinille saadun tuloksen tulkinnan mukaan.
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8.5 Jatkotutkimushaasteet

Vuonna 2019 Journal of Antimicrobial Chemotherapy -lehdessa julkaistussa artikkelissa
verrattiin kolmea eri MIC-liuskatestia VanB-tyyppisesti matala-asteisesti resistenttien E.
faecium -kantojen havaitsemisessa. Tutkimuksessa verrattiin MIC-herkkyysmaaritysta
EUCAST-standardin mukaisella gradienttidiffuusiomenetelmalla ja niin kutsuttua makro-
metodia, jossa muilta osin standardinmukaisessa herkkyysmaarityksessa kaytettiin ta-
vallista rikkaampaa kasvatusalustaa, rikkaampaa 2 McFarlandin bakteerisuspensiota 0,5
McFarlandin sijaan ja pidennettiin maljan kasvatusaika 48 tuntiin. Makrometodin kaytto
paransi MIC-liuskatestien sensitiivisyytta ja spesifisyytta huomattavasti. Tutkijoiden mu-
kaan huomattavia hyotyja saatiin jo pelkastaan pidentamalld inkubaatioaikaa. Tutkijat
ehdottivatkin, ettd makromenetelméé tulisi kayttdd, kun on kyse E. faecium -kannan
VRE-epéilyn tarkistuksesta eikd VRE-PCR:4a ole kaytettavissa. (Klare — Bender — Fleige
— Kriebel — Hamprecht — Gatermann — Werner 2019). Artikkelissa kuvatun kaltaisen mak-
rometodin kayttda matala-asteisen vankomysiiniresistenssin havaitsemisessa voisi tut-
kia lisda ja selvittéad, miten pidempi kasvatusaika tai rikkaampi bakteerisuspensio vaikut-

taisi testaukseen ja kuinka niita voisi soveltaa rutiinitydhon.

Jatkotutkimusta VRE-PCR -menetelmalla voisi harkita tehtdvan myos E. faecalis -kan-
noista seka virtsanaytteista 1oytyvista E. faecium -kannoista, jotta saataisiin viela laa-
jempi kuva matala-asteisen VRE:n esiintymisesta. Myos virtsaviljelyissa on mahdollista,
ettd samantyyliset matala-asteisesti resistentit kannat jaavat rutiinitydssa huomaamatta,
ja onkin hyva myos niiden kohdalla huomioida tarkasti vankomysiinin estorenkaan reu-

nan tarkkuus.
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Liite 1

12
Kiekkoherkkyysmaarityksessa mitatut estovydhykkeiden halkaisijat (mm)
Nro |ID AMP maljal | AMPmalja2 | TZPmaljal | TZPmalja2 | VANmaljal | VAN malja 2
Hilla | Anitta | Hilla | Anitta | Hilla | Anitta | Hilla | Anitta | Hilla | Anitta | Hilla | Anitta
1 3 27 25 26 26 27 26| 26 27 19 20 19 20
2 5 13 14 14 14 19 19 19 19 19 18 19 18
3 6 27 28 28 28 28 28| 29 30| 21 21 21 21
4| 11 14 15 14 14 19 19 18 18 20 20 19 19
5| 17 10 10 10 10 16 16 15 16 20 20| 20 20
6| 19 22 25 23 25 22 25 21 24 19 19 19 19
7| 26 25 24 24 25 26 26| 25 25 19 19 19 19
8| 34 20 23 20 23 21 25 21 24 19 19 20 20
9| 39 10 11 11 11 15 15 18 18 19 19 19 20
10| 45 17 17 18 18 21 22 21 21 19 19 19 18
11| 49 11 12 11 12 17 18 17 18 19 19 20 20
12| 55 13 13 13 13 17 17 18 17 19 19 19 20
13| 56 14 14 15 15 18 19 19 19 16 15 15 15
14| 57 13 13 12 13 25 25 24 24| 21 20 20 20
59-
15 1 22 24 23 24| 26 27| 28 27 21 21 22 22
59-
16 2 24 25 23 25 27 29| 27 28 22 22 22 22
17| 61 14 14 14 15 18 19 18 20 17 18 18 18
18| 62 22 23 21 23 23 24| 22 24 18 18 18 18
19| 69 23 24 23 24| 25 25 26 26 20 20 20 20
20| 76 11 11 10 12 17 18 17 19 18 18 18 18
21| 85 9 11 9 10 17 19 18 19 19 19 19 19
94-
22 1 10 12 11 12 16 17 16 17 17 18 17 17
94-
23 2 11 12 11 12 16 17 16 17 17 17 17 17
24| 95 14 14 14 14| 22 21 22 21 18 19 19 19
25| 97 20 20 20 20 21 24| 21 24 18 18 18 18
26| 109 8 10 8 9 15 15 14 14 19 19 19 19
27| 118 14 13 13 14| 23 25 23 25 15 15 15 15
28| 121 25 25 25 25 26 27| 26 27 16 16 16 16
29| 125 10 12 11 12 15 17 16 17 19 18 19 19
30| 135 9 10 9 10 14 15 14 15 19 18 19 18
31| 157 10 11 10 11 17 18 17 18 19 19 19 19
32| 167 9 10 9 10 14 15 14 15 22 22 23 22
33| 170 18 15 16 17 24 27| 23 26 23 23 22 22
34| 172 6 6 6 6 6 6 6 6 15 15 16 15
35| 172 6 6 6 6 6 6 6 6 15 15 15 15
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Taulukossa lyhenne AMP tarkoittaa ampisilliinia, TZP piperasilliinitatsobaktaamia ja VAN
vankomysiinia. Mittaustulokset on ilmoitettu millimetreind. Taulukossa vihredlla tausta-
varilla on merkitty herkat kannat ja oranssilla taustavarilla erotetaan resistentit kannat:
ampisillini S =2 10 mm ja R £ 8 mm, vankomysiini S > 12 mm ja R < 12 mm. Sinisella

taustalla on merkitty herkén ja resistentin valiin arvoiltaan ja&vat tulokset.



