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Beetalaktaamirynman antibiootteja, kuten karbapeneemeja, kaytetaan gram-
negatiivisten bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon. Beetalaktaamiantibi-
ootteja pilkkovaa entsyymia kutsutaan karbapenemaasiksi ja entsyymia tuotta-
vaa bakteeria taas karbapenemaasintuottajaksi. Karbapeneemiresistenssia on
raportoitu kasvavalla tahdilla 1990-luvulta Iahtien. Suomessa esiintyvat karbape-
neemiresistenssitapaukset liittyvat yleensa ulkomaalaiseen sairaalahoitoon tai
ulkomailta saapuvien potilaiden sairaalasiirtoon. Karbapenemaasia tuottavissa
enterobakteereissa kolistiiniresistenssin ilmeneminen on kasvussa Euroopassa.
Polymyksiiniluokan antibiootteihin kuuluvaa kolistiinia kaytetaan gramnegatiivis-
ten bakteereiden aiheuttamien infektioiden hoitoon seka "viimeisen keinon” anti-
bioottina multiresistenttien infektioiden hoidossa. Kolistiiniresistenssi lilkkkuu bak-
teerista toiseen plasmidivalitteisesti mcr-geenien avulla.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli verrata Amplidiag® CarbaR+MCR -testin tuloksia
Paavo Hannuksen Pro Gradu -tutkielmassa kaytetyn Seegene Allplex™ Entero-
DR- testin tuloksiin. Testien suurin ero on VRE-geenien ja mcr-geenien tunnis-
tuksessa. Amplidiag® CarbaR+MCR -testi tunnistaa mcr-geenien eri variantit, kun
taas Seegene Allplex™ Entero-DR -testi tunnistaa VRE-geenien eri variantit. Tar-
koituksena oli osoittaa tunnistavatko testit samat karbapenemaasia tuottavat
geenit vai oliko tuloksissa eroavaisuuksia. Tarkoituksena oli myds selvittaa, 10y-
tyyké kannoista kolistiiniresistenssia aiheuttavia mcr-geeneja. Tavoitteena oli
tuottaa vertailukelpoisia ja luotettavia tuloksia.

Tutkittavia naytekantoja oli yhteensa 75. Naista 22 oli karbapenemaasia tuottavia
enterobakteerikantoja, jotka olivat samoja THL:n kantoja kuin Hannuksen kaytta-
mat. Loput 53 naytetta olivat positiivisia ja negatiivisia potilaiden veriviljelynayt-
teitd. Tulokset saatiin 21:sta karbapenemaasia tuottavasta enterobakteerikan-
nasta seka 12:sta veriviljelynaytteesta. Naytteet tulee laimentaa 1:100, silla veri
inhiboi reaktiota voimakkaasti.

Testit tunnistivat samat karbapenemaasia tuottavat enterobakteerigeenivariantit
eika tuloksissa ollut eroavaisuuksia. Amplidiag® CarbaR+MCR -testi tunnisti kah-
desta GES-kannasta toisen, mutta toista GES-kantaa testi ei tunnistanut. Nain
ollen vaaraa negatiivista tulosta voidaan pitdd mahdollisena. Jatkotutkimusai-
heena voisi olla kasvattaa testimaaria, jotta voitaisiin poissulkea tai varmistaa
vaarien negatiivisten testitulosten mahdollisuus.

Asiasanat: karbapenemaasin tuottajat, karbapeneemiresistenssi, kolistiiniresis-
tenssi, polymeraasiketjureaktio
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Carbapenems belong to the Beta-Lactam class of antibiotics used to treat infec-
tions caused by gram-negative bacteria. Carbapenemase is the enzyme that
breaks down Beta-Lactam antibiotics. Colistin resistance in carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae is increasing in Europe. Colistin belongs to the
polymyxin class of antibiotics used to treat infections caused by gram-negative
bacteria. Colistin is also used against multidrug-resistant infections as a “last
chance” antibiotic.

The purpose of this study was to compare the results between the Amplidiag®
CarbaR+MCR -test and the Seegene Allplex™ Entero-DR -test used by Paavo
Hannus in his master’s thesis. The purpose was to determine if the tests detect
the same carbapenemase-producing genes from the same samples and if the
test results had any differences. The tests detect approximately the same gene
variants, but they differ in the detection of VRE (vancomysin-resistant Entero-
cocci) -genes and MCR (mobilized colistin resistance) -genes.

The study included an experimental part in which the same carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae samples were tested with the Amplidiag® Car-
baR+MCR -test. The results were then compared to Hannus’ results from the
Seegene Allplex™ Entero-DR -test. Different tables and charts were used to
compare the results.

It was found out that the tests detect the same carbapenemase-producing En-
terobacteriaceae variants and the results did not vary. As a follow-up study the
test quantities should be increased to determine or out rule the chance of false
negatives or positives.

Key words: carbapenemase-producers, carbapenem-resistance, colistin-re-
sistance, polymerase chain reaction
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1 JOHDANTO

Maailmalla karbapeneemiresistenssi gramnegatiivisissa sauvabakteereissa on
kasvanut. Sita esiintyy eri enterobakteerilajeissa, kuten Klebsiella pneumoniae ja
Escherichia coli seka non-fermentatiivisissa sauvoissa, kuten Acinetobacter bau-
mannii ja Pseudomonas aeruginosa. Gramnegatiivisista sauvabakteereista kar-
bapeneemiresistentti Klebsiella pneumoniae on levinnein seka merkittdva myos
sairaalahygienisesti. Karbapeneemit kuuluvat beetalaktaamiryhman antibioottei-
hin, joilla on ollut huomattava rooli sellaisten infektioiden hoidossa, joita gram-
negatiiviset bakteerit aiheuttavat. Karbapeneemeihin kuuluu esimerkiksi ertape-
neemi, imipeneemi ja meropeneemi. (Terveyden ja Hyvinvoinninlaitos 2020.) Ih-
misella karbapenemaasia tuottava enterobakteeri voi aiheuttaa infektion tai se
voi esiintya oireettomana ihmisen suolistossa (THL 2019a). Ympari maailmaa
karbapenemaasintuottaja -kannat ovat aikaansaaneet epidemioita ja Euroo-

passa niita on eristetty esimerkiksi Italiassa ja Kreikassa (THL 2020.)

Karbapeneemeille resistenttien enterobakteerien (CRE) aiheuttamien infektioi-
den hoitona kaytetdan useasti kolistiinia (European Centre for Disease Preven-
tion and Control, 2019a, 4). Myds multiresistenttien infektioiden hoidossa kolistii-
nia kaytetaan “viimeisen keinon” antibioottina (Wang ym. 2018). Suurta osaa
gramnegatiivisia bakteereja vastaan kolistiini on aktiivinen, mutta kolistiiniresis-
tenttien kantojen ilmaantuminen multiresistenteissa kannoissa aiheuttaa huolta.
Kolistiini on aktiivinen esimerkiksi Escherichia coli:a ja Heamophilius influen-
zae:aa vastaan. Vuonna 2015 raportoitiin plasmidivalitteinen geeni mcr-1, joka
aiheuttaa kolistiiniresistenssia. (World Health Organization 2018, 8-9.) Kolistii-
niresistenssi ei kuitenkaan ole yhta laajalle levinnytta, kuin karbapeneemiresis-

tenssi.

Tassa opinnaytetydssa verrataan Amplidiag® CarbaR+MCR -testin tuloksia
Paavo Hannuksen Pro Gradu -tutkielmassa kayttaman Seegene Allplex™ Entero-
DR -testin tuloksiin. Molempien testien tulokset on saatu samalla Bio-Rad
CFX96™ Real-Time PCR-laitteella seka kayttamalla samoja protokollia ja toimin-

tatapoja, kuin Hannus. Nain tuloksista on saatu vertailukelpoisia ja luotettavia.



2 KARBAPENEMAASIN TUOTTAJAT

Beetalaktaamiantibiootteja pilkkovaa entsyymia, jota bakteeri tuottaa, kutsutaan
karbapenemaasiksi (Kolho, Lyytikainen & Jalava 2020, 14). Yleisimmat karbape-
nemaasigeenit ovat Klebsiella pneumoniae -karbapenemaasi (KPC), New Delhi
-metallobeetalaktamaasi (NDM), Verona integron-encoded -metallobeetalakta-
maasi (VIM), imipenemaasi (IMP; active on imipenem) seka oksasillinaasit -48 ja
-181 (OXA; sanoista oxacillin-hydrolyzing) (Jalava ym. 2011; THL 2019b, 70;
Kolho ym. 2020, 8). Karbapeneemit kuuluvat beetalaktaamiryhman antibioottei-
hin, joita kaytetaan sellaisten infektioiden hoitoon, joita gramnegatiiviset bakteerit
aiheuttavat. Bakteerien solukalvojen valissa on entsyymeja, jotka suorittavat pep-
tidoglykaanisynteesia. Beetalaktaamiryhman antibioottien mekanismi perustuu
sitoutumiseen juuri naihin entsyymeihin. (Jalava ym. 2011.) Enterobakteerisuvun
bakteerista, joka tuottaa karbapenemaasia kaytetdan nimea CPE (Carbapene-
mase-Producing Enterobactericeae) eli karbapenemaasia tuottava enterobak-
teeri (THL 2019b, 44).

Grampositiivisia ja gramnegatiivisia bakteereja vastaan karbapeneemeilla on
laaja teho. My0s laajakirjoista beetalaktamaasia (ESBL) -tuottavia enterobaktee-
reja vastaan karbapeneemit ovat aktiivisia. Sen vuoksi infektion johtuessa multi-
resistentista enterobakteerista, hoidetaan sairaalahoidossa olevia potilaita
yleensa karbapeneemeilla. 1990-luvulta eteenpain resistenssia karbapenee-
meille on raportoitu kasvavalla tiheydella. (ECDC 2019a, 3.) Karbapeneemiresis-
tenssin levittaytyminen on huoli kansanterveydelle, koska antibiooteista karbape-
neemeja pidetaan yhtena luotettavimmista bakteeri-infektioiden hoitoon (Codjoe
& Donkor 2017).

2.1 Karbapeneemiresistenssin synty

Karbapeneemiresistenssi voi syntya hankinnallisesti, se voi olla luontainen tai se

voi syntyd molempien yhteisvaikutuksesta. Tietyille antibioottiryhmille bakteerit

voivat olla luontaisesti resistentteja, joka voi vaikeuttaa hoitoon kaytettavien anti-
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bioottien valintaa. (Codjoe & Donkor 2017.) Bakteerista voi tulla resistentti kar-
bapeneemille kolmella tavalla. Bakteeri voi estaa karbapeneemin paasyn soluun
sulkemalla ulkomembraaninsa tai se voi vapauttaa karbapeneemin solun ulko-
puolelle, jolloin se ei paase vaikuttamaan kohdemolekyyliinsa. Bakteeri voi myos
tuottaa karbapenemaasia membraanien valiseen tilaan hajottamaan karbape-
neemin. Karbapeneemiresistenssi syntyy tavallisimmin naiden seikkojen yhteis-
vaikutuksista. (Jalava ym. 2011.) Karbapeneemiresistenssi voi syntya enterobak-
teereille myOs lapaisevyysmuutoksien vaikuttaessa solun ulkokalvoon. Tata ta-
pahtuu yleensa bakteerikannoissa, jotka tuottavat AmpC-tyyppista beetalakta-
maasia tai ESBL:4a. Talloin karbapeneemiresistenssi voi syntya enterobaktee-
risuvun bakteerille ilman varsinaista karbapenemaasia. Kyseiset kannat eivat

viela ole aikaansaaneet mittavia epidemioita (THL 2019b, 44.)

Bakteerikannat, jotka kantavat karbapenemaasigeeneja, omaavat usein muitakin
resistenssigeeneja ja ne voivat olla resistentteja kaikille kaytdssa oleville antibi-
ooteille eli panresistentteja (PDR), resistentteja suurimmalle osalle antibiootteja
(XDR) tai moniresistentteja (MDR) (THL 2019b, 44). Bakteerit, jotka kantavat eri
karbapenemaasigeeneja ovat yleisimmin herkkia kolistiinille, mutta sille on myos
syntynyt resistenssia. Bakteereilla, jotka omaavat eri karbapenemaasigeenit, on
jokaisella omanlaisensa herkkyys. Muita herkkia antibiootteja voivat olla esimer-
kiksi fosfomysiini tai meropeneemi-relebaktaami. Kuolleisuus on kuitenkin run-

sasta ja tartuntojen hoito hankalaa vakavissa infektioissa. (Kolho ym. 2020, 15.)

Karbapenemaasien jako voidaan suorittaa B-laktamaasiluokkiin, joita on kaksi:
metallo-B-laktamaasit ja seriini-p-laktamaasit. Yleisesti suurin osa karbapene-
maaseista hajottaa B-laktaamiantibiootteja. Tydssa aiemmin mainitut karbapene-
maasit ovat kliinisesti tarkeitad ja ne kuuluvat edellda mainittuihin luokkiin. Seriini-
B-laktamaaseihin kuuluvat OXA-karbapenemaasit seka KPC-karbapenemaasi ja
metallo-B-laktamaaseihin kuuluvat IMP-, VIM- ja NDM-karbapenemaasit. Mainit-
tuihin luokkiin kuuluu muitakin tarkeita karbapenemaaseja, mutta mainittuna on
vain opinnaytetydssa mainitut karbapenemaasit. Karbapenemaasien jako naihin
ryhmiin on tarkeaa uusien laakkeiden ja laboratoriodiagnostiikan vuoksi. (Jalava
ym. 2011.)
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Plasmidit pystyvat siitymaan gramnegatiivisten bakteereiden ja enterobakteerei-
den valilla ja juuri naissa plasmideissa sijaitsee usein karbapenemaasigeeneja.
Karbapenemaasigeenit siirtyvat usein myos muiden resistenssigeenien kanssa.
Multiresistensseja kantoja syntyy, kun karbapenemaasigeenit siirtyvat eteenpain
plasmidin avulla, joissa on muita resistenssigeeneja. Karbapeneemien kulutus on
yhdistetty karbapeneemiresistenttien enterobakteeri (CRE)-infektioiden lisdanty-
miseen. Valintapaine karbapeneemiresistenteille enterobakteereille voi aiheutua,
kun moniresistentteja kantoja hoidetaan muilla antibiooteilla, kuin karbapenee-
meilla. (ECDC 2019a, 5.) Yksi suurimmista syista karbapeneemiresistenttien en-
terobakteerien leviamiseen EU- ja ETA- maissa on karbapenemaasien kantavien
korkean riskin kloonien ja plasmidien leviaminen terveydenhuollossa (ECDC
2019a, 1). Potilaiden hoito ja parantuminen voi viivastya, kun infektion aiheuttaa
sellainen bakteeri, joka on resistentti tarkeimmille antibiooteille sairaalahoidossa
(Jalava ym. 2011).

2.2 Kiliininen merkitys

Muun muassa Enterobacter sp ja Klebsiella pneumoniae ovat sellaisia baktee-
reja, jotka voivat omata karbapenemaasigeenin. Kyseiset bakteerit ovat infekti-
oille yleisia aiheuttajia, ja ulosteesta niita 16ytyy jokaiselta ihmiseltd. Karbapene-
maasia tuottava enterobakteeri voi aiheuttaa ihmisella oireisen taudin eli infektion
tai se voi esiintya oireettoman ihmisen suolistossa eli ihminen toimii kantajana.
Karbapenemaasia tuottavat enterobakteerit voivat myds aiheuttaa keuhkoinfekti-
oita, vatsan alueen infektioita, esimerkiksi umpilisdkkeen ja sappirakon tulehduk-
sia, seka edellda mainituista infektioista yleisimpia eli virtsainfektioita. (THL
2019a.) Merkityksellisin ja levinnein gramnegatiivinen sauvabakteeri on karbape-
neemiresistentti Klebsiella pneumoniae. Gramnegatiivisista sauvabakteereista
se on sairaalahygieenisesti keskeinen ja maailmalla eri kannat karbapeneemi-
resistentista K. pneumoniae:sta ovat aikaansaaneet sairepidemioita. Toisin kuin
K. pneumoniae:n karbapeneemiresistentit kannat, E. coli:n eri kannat eivat ole
vield aikaansaaneet mittavia epidemioita. (THL 2020.) Muita kliinisesti merkityk-
sellisia karbapenemaasia tuottavia enterobakteerilajeja ovat Citrobacter freundii
ja Enterobacter cloacae (THL 2019b, 44).
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Rajallisten tehoavien hoitovaihtoehtojen puutteen ja tehokkaan hoidon viivasty-
misen vuoksi CRE (Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae) -infektiot yhdis-
tetdan suureen kuolleisuuteen (ECDC 2019a, 1). Moniresistenssin ja karbape-
neemiresistenssin vuoksi karbapenemaasia tuottavien enterobakteerien aiheut-
tamat tartunnat luovat vaikean hoidollisen ongelman. Toimivan antibiootin teho
on mahdollisesti huonompi ja tehokkaan antibiootin [0ytyminen voi viivastya.
(THL 2019b, 44.)

2.3 Esiintyvyys

2000-luvun alussa alkoi levita karbapenemaasia tuottava Klebsiella pneumoniae.
Karbapenemaasia tuottavista geeneistd VIM oli ensimmainen, joka aiheutti on-
gelmia ja levisi tehokkaasti etenkin Kreikassa. Sittemmin levisi klonaalisesti K.
pneumoniae ST258, jolla on karbapenemaasia tuottava KPC-geeni, joka myds
Kreikassa syrjaytti VIM-kannat. Tama K. pneumoniae ST258 klooni on levinnyt
maailmanlaajuisesti ja suurimpia ongelmia se on aikaansaanut Israelissa, Yhdys-
valloissa, Italiassa seka Kreikassa. Kannat ovat Euroopassa levinneet lahinna
sairaaloissa seka hoitolaitoksissa. Karbapenemaasigeeneista OXA-48 seka
NDM ovat myos menestyneita ja naiden geenien isantia ovat erilaiset gramnega-
tiiviset sauvabakteerit. OXA-48 sekda NDM -geenit ovat levinneet maailmanlaajui-
sesti Intiasta ja Pakistanista, jossa ne ovat endeemisia. (Kolho, Lyytikainen & Ja-
lava 2020, 14-15.)

2.3.1 Suomessa

Bakteerikannat, jotka tuottavat karbapenemaaseja ovat levinneet etenkin sairaa-
lahoitoa ulkomailla saaneiden potilaiden ja ulkomailta tulevien sairaalasiirtojen
valityksellda Pohjoismaissa. Suomessa eristettiin ensimmaiset karbapenemaasia
kantavat K. pneumoniae -kannat kesalla 2009. Nama tapaukset liittyivat sairaa-
lasiirtoihin. (THL 2020.) Suomessa vuonna 2017 Idydettiin 48 karbapeneemi-
resistenttia tapausta ja 73 tapausta vuonna 2018. Naista yli puoleen liittyy ulko-

maalainen sairaalahoito, mutta seurannassa on kuitenkin todettu yksittaisia koti-
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maisia tartuntoja seka laajempia epidemioita perati kolme. Vuoden 2018 tapauk-
sista viisi oli veriviljelypositiivisia. Todetuista tapauksista Suomessa karbapene-
maasigeenit KPC-2, OXA-48 ja OXA-181 ovat olleet yleisimmat. Isantabaktee-
reina ovat toimineet K. pneumoniae, E. coli ja Enterobacter cloacae lueteltuna

yleisyysjarjestyksessa. (Kolho ym. 2020, 15.)

Taulukossa 1 on esitettyna vuosien 2015-2018 Suomessa testattujen invasiivis-
ten isolaattien kokonaismaara (N) seka niista karbapenemaasia tuottavien ta-
pauksien maara prosenttiosuutena (%R) taulukoituna eri isantabakteerien mu-

kaan.

TAULUKKO 1. Karbapenemaasien esiintyvyys Suomessa vuosina 2015-2018.
(ECDC 2019b, muokattu)

N %R N %R N %R N %R
E. Coli 4425 0.0 4832 0.0 5315 0.0 5057 <0.1
K. Pneumoniae 658 0.0 770 0.3 758 0.3 810 0.6
P. Aeruginosa 341 4.7 352 6.0 377 6.1 391 4.9
Acientobacter 43 23 28 0.0 37 2.7 28 0.0

spp.

Karbapeneemille resistentit enterobakteerit ovat Suomessa viela harvinaisia,
mutta maarat ovat nousussa. Suomessa tarkein torjuntatoimi karbapenemaasia
tuottavien enterobakteerien osalta on pysayttda kaynnissa olevat epidemiat.
(THL 2019c, 3-4.) Koska Suomessa karbapeneemiresistenssi liittyy usein ulko-
mailla tapahtuneeseen sairaalahoitoon, on torjunnassa tarkeaa tunnistaa kaikki
potilaat, jotka ovat saaneet sairaalahoitoa ulkomailla. THL listaa torjuntatoimiin
myOs kosketusvarotoimet, altistuneiden seulonnan seka toiminnan moniresis-
tenttien bakteerien torjuntaohjeiden mukaisesti. (THL 2020.) Torjuntatoimen on-
nistumisesta riippuu kuinka suureksi ongelma Suomen karbapeneemiresistent-
tien enterobakteerien osalta muodostuu lahitulevaisuudessa. (THL 2019c, 4.) La-
boratoriot ovat ilmoitusvelvollisia Enterobacteriaceae -heimon kannoista, jotka
tuottavat karbapenemaaseja. Nama kannat lahetetaan Terveyden ja hyvinvoinnin
laitokseen, jotta karbapenemaasigeeni voidaan varmistaa ja sekvenssityypittaa.
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Tama mahdollistaa Suomessa karbapenemaaseja tuottavien kantojen seuran-
nan seka seurantatiedon valittamisen kansainvalisiin seurantajarjestelmiin seka
tartuntatautirekisteriiin. (THL 2020.)

2.3.2 Euroopassa

Karbapeneemiresistenssi on potilaille ja terveydenhuollolle merkittava uhka Eu-
roopan unionissa (EU) seka Euroopan talousalueen (ETA) maissa (ECDC 2019a,
1). E.colin osalta Euroopan mikrobilaakeresistenssin seurantaverkoston (EARS-
Net) tiedot osoittavat, etta invasiivisista infektioista monissa Euroopan maissa
vain < 1% on karbapenemaasikantojen aiheuttamia. Useissa maissa Euroopassa
karbapenemaasiherkkyystilanne K. pneumoniaen osalta on hyva. Karbapenee-
miresistenssi aiheuttaa kuitenkin ongelmia Italiassa seka Romaniassa joissa 25-
50% K. pneumoniae veriviljelypositiivisista infektioista on resistentteja karbape-
neemille. Kreikassa vastaava luku on >50%. Veriviljelyloydoksista 5-10% oli kar-

bapenemeemiresistentteja I1ta-Euroopassa ja Portugalissa. (Kolho ym. 2020, 15.)

Veresta ja aivo-selkaydinnesteesta esiintyvien karbapeneemiresistenttien K.
pneumoniaen seka E. colin prosenttiosuudet ovat yleisesti ottaen Euroopassa
alhaisia. Vuonna 2018 suoritettiin kansallinen itsearviointi Euroopassa koskien
karbapeneemiresistenttien bakteerien epidemiologisia vaiheita, jossa otettiin
huomioon veren ja aivoselkaydinnesteen lisaksi myds kaikki infektiotyypit seka
kantajuudet. Itsearviointiin osallistuneista maista 16/37 ilmoitti karbapenemaasia
tuottavien enterobakteerien leviavan alueellisesti tai alueiden valilla ja nelja
maista ilmoitti endeemisesta tilanteesta. Verrattuna aiempaan vuonna 2015 teh-
tyyn arviointiin, karbapenemaasia tuottavien enterobakteerien korkeammasta
epidemiologisesta vaiheesta ilmoitti 11 maata, joka viittaa niiden leviamiseen
maiden valillda vuosina 2015-2018. Vuonna 2015 EU:n/ ETA:n alueella arvioidaan
karbapeneemiresistentin K. pneumonian aiheuttaneen 15 947 infektiota ja 2619
infektiota aiheutti karbapeneemille resistentti E. coli. (ECDC 2019a, 2)
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Taulukossa 2 on esitettyna vuosien 2015-2018 EU/ETA maissa testattujen inva-
siivisten isolaattien kokonaismaara (N) sekd kokonaismaarasta karbapene-
maasia tuottavien tapauksien maara prosenttiosuutena (%R) taulukoituna eri

isantabakteerien mukaan.

TAULUKKO 2. Karbapenemaasia tuottavien bakteerien esiintyvyys EU/ETA -
maissa vuosina 2015-2018. (ECDC 2019b, muokattu.)

N %R N %R N %R N %R
E. Coli 86325 0.2 121582 0.1 139614 0.1 149725 0.1
K. Pneumoniae 21773 6.8 30127 7.4 32821 72 37824 7.5
P. Aeruginosa 12719 194 15456 18.2 17029 174 19045 17.2
Acientobacter 5036 32.1 5562 32.6 6177 32.2 6501 31.9

spp.

2.3.3 Muualla maailmassa

Intian niemimaalla esiintyy karbapeneemiresistensseista geeneistda NDM:aa, Yh-
dysvalloissa, Israelissa, Kreikassa ja Italiassa KPC:ta, Turkissa, Lahi-ldassa ja
Pohjois-Afrikassa OXA-48:aa. Kaakkois-Aasiassa karbapeneemiresistenssin
osuus infektioissa arvioidaan olevan >5%. Vietnamissa, Thaimaassa, Indonesi-
assa seka Filippiineilla infektioita aiheuttaa karbapeneemille resistentti K. pneu-
moniae. Myanmarissa ja Indonesiassa esiintyy myos E. colin aiheuttamia kar-
bapeneemiresistentteja infektioita. Afrikasta tietoa on hyvin vahan, mutta pro-
senttimaaria on yritetty arvioida kayttamalla kirjallisuuskatsauksia, jotka johtivat
siihen, etta kahdessa maassa, Ugandassa ja Madagaskarissa, arvioitiin prosent-
tiosuuksien olevan >5% karbapeneemiresistentin K. pneumoniaen osalta.
(ECDC 20194, 3.)

Karbapeneemiresistenttien enterobakteerien esiintyvyydesta eri alueilla saadaan
tietoa myds epasuorasti, kun naita bakteereita havaitaan niilla potilailla, jotka ovat
siirtyneet sairaalasta toiseen eri maiden valilla seka Euroopan matkailijoista, jotka
palaavat kotimaahansa alueilta, joissa on korkea karbapeneemiresistenssin ylei-
syysaste. (ECDC 2019a, 3.)
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3 KOLISTIINIRESISTENSSI

Paenibacillus polymyxa:n alalaji colistinus tuottaa polymyxin E:ta eli kolistiinia,
joka kuuluu polymyksiiniluokan antibiootteihin. Colistinus tuottaa myos kolistiinia
inaktivoivaa kolistinaasia. Gramnegatiivisia bakteereja, kuten enterobakteereja,
vastaan kolistiinilla on huomattava teho. Se kuuluu myoés polykatonisiin antibioot-
teihin. Sitd muun muassa kaytetaan sikojen ja lehmien infektioiden hoidossa
maataloudessa. (Caniauax ym. 2016; Aghapour ym. 2019.) 1970-luvulla kolistii-
nin kaytosta luovuttiin sen myrkyllisyyden vuoksi, mutta nykyaan sita kaytetaan
multiresistenttien infektioiden hoidossa 'viimeisen keinon’ antibioottina (Wang, R.
ym. 2018). Muita polymyksiiniluokan molekyyleja ovat A, B, C, D, joista kliinisessa
kaytossa ihmisilla on vain B ja E (kolistiini) (WHO 2018, 8).

Kolistiini on aktiivinen esimerkiksi Escherichia coli:a, Klebsiella spp:a (species
pluralis eli useat lajit), Pseudomonas aeruginosa:a ja Acinetobacter spp:a vas-
taan (WHO 2018, 9). Luontaista resistenssia kolistiistiinille on havaittu mm. Pro-
teus spp:lla seka Serratia marcescens:lla. Myés mm. Edwardsiella spp ja Morga-
nella morganii ovat resistentteja kolistiinille. Kolistiinilla ei ole tehoa joitain gram-
negatiivisia aerobisia basilleja, kuten Proteus spp:ta, gramnegatiivisia aerobisia
kokkeja, eukaryoottisia mikrobeja, anaerobisia bakteereja, nisakassoluja, sienia
tai loisia vastaan. Grampositiivisten bakteerien ulkomembraanin puuteen vuoksi
ne ovat luontaisesti resistentteja polymyksiineille. (Aghapour ym. 2019; WHO
2018, 9.)

3.1 Kolistiiniresistenssin synty

On useita mekanismeja, joita gramnegatiiviset bakteerit kayttavat suojatakseen
itseaan kolistiinia vastaan, mutta kolistiiniresistenssin paamekanismi on kuitenkin
viela epaselva. (Aghapour ym. 2019.) Luontaisesti herkkien lajien hankinnainen
polymyksiiniresistenssi johtuu yleensa lipopolysakkaridien rakenteen ja baktee-
rien soluseinan muutoksista. Joistakin Klebsiella pneumoniae:n isolaateista on

lOytynyt resistanssimekanismi, jossa bakteeri levittaa kapselipolysakkarideja,
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jotka sitovat tai vangitsevat polymyksiineja. Myos kaksi kromosomivalitteista ko-
listiiniresistenssin paamekanismia on kuvattu Acinetobacter baumannii:ssa. Me-
kanismit liittyvat lipopolysakkaridien tuotannon loppumiseen seka jarjestelmaan,
joka antaa bakteerin vastata ymparistollisiin tekijoihin ja muuttujiin. Nama meka-
nismit vaikuttavat lipidien muutoksiin seka vahentavasti bakteerin membraanin
lapaisevyyteen. (WHO 2018, 9.) Effluksipumppujarjestelma on yhdistetty myds
joissain tutkimuksissa kolistiiniresistenssiin. Kolistiiniresistenssi lisaantyy pump-
pujen aktivoituessa. (Aghapour ym. 2019.) Resistenssi, joka on syntynyt kromo-
somivalitteisesti, ei eri bakteerien valilla yleensa liiku horisontaalisesti (WHO
2018, 9).

Plasmidin levittamista, kolistiiniresistenssia koodaavista mcr- (mobilized colistin
resistance) geeneista on havaittu kahdeksan homogeenista muotoa (mcr 1-8)
(Carroll ym. 2019). Kolistiiniresistenssi oli yhdistetty kromosomaalisten geenien
saatelemiin saately- ja mutaatiomuutoksiin vuoteen 2015 asti. Kuitenkin vuoden
2015 lopulla plasmidissa sijainnut mcr-1 -geeni I0ydettiin luonnosta ja ihmisista
viljellyistéd bakteerikannoista seka elainperaisistd kannoista. Horisontaalinen ko-
listiiniresistenssin siirtyminen mahdollistuu plasmidiin siirtyneen resistenssipiir-
teen avulla. Plasmideissa, joissa on mcr-1 -geeni, on tavattu myos muita antimik-
robiresistenssigeeneja. Tallaisia geeneja ovat esimerkiksi laajakirjoinen beeta-
laktamaasientsyymi ja karbapenemaasi. (Caniaux ym. 2016; Wang ym. 2018.)
Kolistiiniresistenssigeenien sijaitseminen plasmideissa on lisannyt kolistiiniresis-

tenssin leviamisen riskia (ECDC 2019a, 4).

Mcr -1 -geenia on 16ytynyt, Klebsiella pneumoniae:sta, Escherichia coli:sta, Pseu-
domonas aeruginosa:sta seka salmonella:sta. Liikkuvaa kolistiiniresistenssia on
loytynyt ihmisten isolaateista, mutta paaosin kyseisia potilaita ei ole hoidettu ko-
listiinilla. Saastuneen lihan sydmisen on epailty olevan yhteydessa kolistiiniresis-
tenttien kantojen hankintaan. Tama on johtanut ruuansulatuskanavan oireetto-

maan kolonisaatioon. (Caniaux ym. 2016.)

Ensimmaiset ihmisilta keratyt Escherichia coli ja Klebsiella pneumoniae -isolaatit
kerattiin Kiinassa vuonna 2014. Ruokaa tuottavilla elaimilla kolistiinia on kaytetty

laajasti monia vuosia maailmanlaajuisesti. Ennen vuotta 2017 kolistiini ei ollut
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Kiinassa saatavana ihmisilla kliiniseen kayttoon. Tama vihjaa kolistiinin elainpe-
raisen kayton edesauttaneen mcr-1 -geenin leviamista valintapaineen vuoksi.
Plasmidilevitteinen kolistiiniresistenssi voi siis liikkua bakteerien, sukujen ja lajien
valilla. Kolistiiniresistentit mcr -geenia koodaavat isolaatit on tarkeaa tunnistaa,

jotta geenien leviamista voidaan rajoittaa. (WHO 2018, 9-10.)

3.2 Kiliininen merkitys

Karbapeneemeille resistenttien enterobakteerien aiheuttamien infektioiden hoi-
toon kaytetaan toistuvasti kolistiinia. Tasta voi kuitenkin aiheutua resistenssia ko-
listiinia vastaan kyseisissa potilaissa karbapeneemiresistenssin lisaksi. (ECDC
2019a, 4.) Kolistiinia kaytetdan myds panresistenttien, laajasti resistenttien ja
multiresistenttien bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon. Potilalle kolistiini
voidaan annostella yleensa inhalaationa tai injektiona. (WHO 2018, 8.) Sellaisten
karbapeneemiresistenttien ja kolistiiniresistenttien enterobakteerikantojen kehit-
tyminen, jotka ovat resistentteja myds kaikille antibiooteille tai melkein kaikille
muille antibiooteille, on aiheutunut karbapeneemiresistenttien enterobakteerikan-
tojen epaonnistuneesta hallinnasta. (ECDC 2019a, 4.) Kolistiinia on kaytetty kas-
vavalla tahdilla resistenttien bakteerien levidamisen vuoksi. Taman takia moni-
resistenttien bakteerien kolistiiniresistenssi on huomattava huolenaihe kansan-
terveydellisesti ja kliinisesti. (WHO 2018, 8.)

3.3 Esiintyvyys

Ensimmaisen kerran vuonna 2015 raportoitiin plasmidivalitteisen mcr-1 -geenin
I6ytyneen Kiinasta vuosina 2011-2014 tuotantoelaimista seka niiden lihasta. Ih-
misesta geeni saatiin eristettya vuonna 2014. Mcr-1 -geenin |6ytyminen aiheutti
suurta tieteellista huomiota ja taman jalkeen mcr-1 -variaatioita on tunnistettu
useita ja mcr -geeniperheita on loydetty seitseman lisaa. Useat mcr -geeniper-

heen geeneista esiintyvat maailmalla elaimissa. (WHO 2018, 9-10.)

Ihmisellda mcr -geeneista on todettu mcr-3 -geenia Aasiassa, Euroopassa ja
Etela-Amerikasta, mcr-4 -geenia Belgiassa, Italiassa ja Espanjassa ja mcr-8 -
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geenia Kiinassa. Naitad geeneja on ilmoitettu esiintyvan myods samanaikaisesti ih-
misessa useita. Tata on havaittu Euroopassa seka Kiinassa mcr-1 ja mcr-3 -gee-
nien samanaikaisella lasnaololla seka mcr-1 ja mcr-4 -geenien samanaikaisella
lasnaololla. Pian ensimmaisen raportin jalkeen huomattiin, ettd mcr-1 -geeni on
jo levinnyt maailmanlaajuisesti niin elaimissa, ymparistossa kuin ihmisissakin.
Epaillaan, etta inmisten matkustaminen on huomattavasti edistanyt geenin maa-
ilmanlaajuista leviamista. Tata puoltaa se, etta geenia on Ioytynyt matkustajilta,
jotka ovat vierailleet maanosissa, kuten Aasiassa, Afrikassa ja Etela-Amerikassa,
joissa mcr-1 -geenin esiintyvyys on korkeaa. (WHO 2018, 9-10.) EU/ETA -maissa
mcr-1 -geeni on tunnistettu inmisnaytteesta Tanskassa, Italiassa, Saksassa, Es-
panjassa, Alankomaissa, Ruotsissa ja Iso-Britanniassa vuodesta 2011 lahtien.
Muualla maailmassa mcr-1 -geenia on raportoitu 16ytyneen Malesiasta, Etela-Af-
rikasta, Yhdysvalloista, Egyptista ja Kiinasta. (ECDC 2016, 6.)

Esimerkiksi Tanskassa ihmiselta on [0ytynyt mcr-3 -geenia 10 tapauksessa kun
tutkittiin Salmonellakokoelmaa vuosilta 2009-2017. Naytteita oli n. 2500 kappa-
letta. Nelja kymmenesta tutkittavasta olivat askettain matkustaneet Thaimaahan
ja yksi Vietnamiin. Kolmella tutkittavista matkustushistoria ei ollut tiedossa. Kaksi
oli saanut tartunnan kotimaassa. Yksi nayte vuodelta 2017 osoittautui positii-
viseksi seka mcr-1 -geenin ettd mcr-3 -geenin osalta. (Litrup ym. 2017.) Hollan-
nissa puolestaan tutkittin Aasiaan tai Etela-Afrikkaan vuosina 2011-2012 mat-
kustaneiden 122 terveen hollantilaisen ulostenaytteita ennen ja jalkeen matkan.
Kuudella naista matkustajista |0ydettiin mcr-1 -geeni ulosteesta matkan jalkeen.
Yhdella kuudesta matkustajista geeni |0ytyi jo ennen matkaa. Tarkkailtaessa han-
kita-astetta saadaan viitteita siita, ettd mcr-1 on levinnyt nopeasti tietyissa maan-
osissa ja naille alueille matkustaminen onkin riskitekija saada ja nain ollen myos

levittaa edelleen mcr-1 -geenia. (von Wintersdorff ym. 2016.)

Vaikka tiedot kolistiiniresistenssista ovat vajavaisia, etenkin Aasiasta tietoja on
vahan, kuitenkin useiden eri indikaattorien mukaan antibioottiresistenssi, mukaan
lukien kolistiiniresistenssi, on Aasiassa yleisempaa kuin Euroopassa. (Kluytmans
2017.) Jotkin maat ja etenkin ne maat, joissa karbapenamaasiresistenssin esiin-
tyvyys on korkea, ovat raportoineet suuria maaria kolistiiniresistensseja isolaat-
teja. Euroopassa kolistiiniresistenssi on kasvussa karbapenemaasia tuottavissa
enterobakteereissa. ltaliassa niista veriviljelyista, joista K. pnemoniaeoista on
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tunnistettu karbapeneemiresistentti KPC -geeni, 43% on resistentteja kolistiinille.
Puolestaan kaikista karbapeneemiresistenteista K. pneumoniaeoista 13% oli re-
sistentteja myos kolistiinille. Veriviljelynaytteet oli keratty 11/2013 — 4/2014 vali-
sena aikana. Vuonna 2014 raportointiin EARS-Net:lle Romaniassa ja Kreikassa
veriviljelynaytteista 10ydetyista karbapeneemiresistenteista K. pneumoniea iso-
laateista 20 % oli resistentteja kolistiinille. (ECDC 2016, 7.)

Kolistiiniresistenssin kasvu seuraa kolistiinin kulutuksen kasvua ihmislaaketie-
teessa. Kolistiinin kayttd Euroopassa on lahes kaksinkertaistunut vuosien 2010-
2014 valilla, ollen korkein maissa, joissa karbapeneemiresistenssin esiintyvyys
on korkea ja moniresistenttien bakteerien osuus gramnegatiivisissa bakteereissa
on suuri. EARS-net ei kuitenkaan keraa molekyylitietoja mcr-1 -geenin tai muun

kolistiiniresistenssimekanismin lasnaolosta. (ECDC 2016, 7.)

Ensimmaisen kerran Suomessa todettiin bakteerista toiseen siirtyvaa kolistii-
niresistenttia bakteeria ihmisessa vuonna 2016 (Grondhal-Yli-Hannuksela ym.
2018, 413-414). Talloin tutkijat Turun yliopistossa tutkivat kliinisessa seulontatut-
kimuksessa oireettomien suomalaisten aikuisten ulostenaytteista moniresistent-
tibakteerien oireetonta kantajuutta. (Keranen 2018). Ulostenaytteita kerattiin
176:ta terveeltd vapaaehtoiselta anonyymilta henkilolta. Yhdessa naytteessa ha-
vaittiin usealle antibiootille resistentti E. coli, joka oli myds resistentti kolistiinille
ja kantoi mcr-1 -geenia. Kolistiiniresistenssi varmistettiin seka gradienttiliuskates-
tilla etta mikrolaimennusmenetelmalla. Kanta l0ytyi 26-vuotiaalta terveelta mie-
helta. Tutkimuksen taustatietojen selvittelysta selvisi, etta kyseinen henkild ol
matkustanut Keski-Euroopassa seka Etela-Amerikassa edellisen kuuden kuu-
kauden aikana ennen naytteen keraamista. (Grondhal-Yli-Hannuksela ym. 2018,
414.) Tama léydos nayttaa, etta siirtyvaa kolistiiniresistenssia esiintyy myds,
vaikka maassa olisi hyva mikrobilaakeresistenssitilanne. Matkailu maihin, joissa
mikrobilaakeresistenssitilanne on huonompi lisda naiden bakteerien kantajuutta

ja vaikuttaa myds Suomen mikrobildakeresistenssitilanteeseen. (Keranen 2018.)
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4 POLYMERAASIKETJUREAKTIO

Polymeraasiketjureaktio- eli PCR -tekniikasta on tullut mikrobiologian laboratori-
ossa rutiinivaline, jonka avulla voidaan havaita ja tunnistaa potilasnaytteista sai-
rauksia aiheuttavia organismeja (James 2010, 3). PCR mahdollistaa minka ta-
hansa valitun DNA-jakson monistamisen ilman kloonaamista. Valittua DNA:ta ei
mydskaan tarvitse ennen monistusta erottaa naytteen muusta DNA:sta (Camp-
bell, Farrell & McDougal 2016, 401).

PCR on maaritysmenetelma, joka mahdollistaa spesifisen DNA-fragmentin mo-
nistamisen DNA-poolista. Templaatti-DNA:ta voidaan saada monista eri kudok-
sista seka organismeista kuten, perifeerisesta veresta, hiuksista, syljesta, ihosta
ja mikrobeista. PCR vaatii vain vahaisen maaran DNA:ta tuottaakseen riittdvan
maaran kopioita analysoitavaksi laboratoriomenetelmilla. Tama ominaisuus te-

kee PCR:sta herkan maaritysmenetelman. (Garibyan & Avashia 2013.)

Jotta PCR toimisi, tarvitsee se templaatti-DNA:n, alukkeita, nukleotideja seka
DNA-polymeraasin lasnaolon. DNA-polymeraasi yhdistaa yksittaiset nukleotidit
toisiinsa luoden PCR-tuotteen. Alukkeet ovat lyhyitda DNA-fragmentteja, joilla
maaritetdan se DNA-sekvenssi, joka on tarkoitus havaita ja monistaa. Edella mai-
nitut komponentit sekoitetaan 96-kuoppalevyyn tai koeputkeen ja asetetaan
PCR-laitteeseen, joka toistaa kolmea perusvaihetta, jotta DNA-monistus voisi ta-
pahtua. (Garibyan & Avashia 2013.)

Laiteelle on ohjelmoitu vaiheet minka mukaan se nostaa ja laskee lampdtilaa.
Reaktioseos ensin kuumennetaan DNA-juosteen sulamispisteen ylapuolelle,
mika saa DNA-juosteet erottumaan. Tata vaihetta kutsutaan denaturaatioksi. Ta-
man jalkeen lampdtilaa lasketaan, jotta spesifiset alukkeet pystyvat sitoutumaan
kohde-DNA:han. Alukkeiden kiinnittyminen tapahtuu vain, jos se on komplemen-
taarinen kohde-DNA:n sekvenssin kanssa. Jotta DNA-polymeraasi kykenee pi-
dentamaan alukkeita lisdamalla vapaita nukleotideja nostetaan lampdtilaa uudel-
leen. Naita kolmea vaihetta toistetaan tietty maara, jotta saadaan haluttu maara
kopioituja DNA-molekyyleja. Jokainen sykli kasvattaa kopioitujen DNA-molekyy-
lien maaraa kaksinkertaiseksi. (Garibyan & Avashia 2013.)
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PCR-menetelmalld on monia etuja. Se on erittdin herkka ja pystyy tuottamaan
miljoonista jopa miljardeihin kopioita analysointia varten. Menetelmalla on kuiten-
kin rajoituksensa. Koska menetelma on erittain herkka, on se myos hyvin herkka
kontaminaatioille, joten naytteen kontaminoituminen edes pienella maaralla

DNA:ta voi johtaa virheelliseen tulokseen. (Garibyan & Avashia 2013.)

4.1 Real-Time PCR

Real-Time PCR -tekniikalla voidaan havainnoida reaaliaikaisesti monistettua
DNA-tuotetta. Tama reaaliaikainen havainnointi on mahdollista lisaamalla reakti-
oon fluoresoivaa molekyylia, joka sisaltdéa DNA:ta sitovia variaineita seka fluore-
soivalla merkkiaineella leimattuja sekvenssispesifisia alukkeita tai koettimia. Lait-
teessa on moduuli, joka havaitsee fluoresenssisignaalin sen vahvistuttua. Mitatun

fluoresenssin arvo on verrannollinen DNA:n kokonaismaaraan. (BioRad n.d.)

Real-Time PCR:n suurin etu verrattuna tavalliseen PCR-menetelmaan on se, etta
reaaliaikaisen mittauksen avulla voidaan maarittaa alkuperainen templaatti-
DNA:n maara (BioRad n.d.). Nukleiinihappojen monistus- ja havaitsemisvaiheet
suoritetaan suljetussa tilassa, jolloin monistettujen nukleiinihappojen riski vapau-
tua ymparistdoon tai tuleviin analysoitaviin naytteisiin on pienempi verrattuna ta-
vanomaisiin PCR-menetelmiin. Perinteisiin PCR-menetelmiin ndhden Real-Time
PCR on myo0s yksinkertaisempi suorittaa seka sen kaytto vaatii vahemman aikaa.
Koska Real-Time PCR sisaltaa kiihdytetyn lamposyklityksen ja se havainnoi re-
aaliaikaisesti monistuvaa tuotetta, saadaan silla paljon nopeammin testituloksia
verrattuna tavanomaiseen PCR-menetelmaan. Erinomaisen herkkyyden, spe-
sifisyyden, alhaisen kontaminaatioriskin seka nopeuden yhdistelma tarjoaa mo-
nien tartuntatautien diagnosointiin hyvan vaihtoehdon. (Espy ym. 2006.) Real-
Time PCR tulokset voivat olla kvantitatiivisia (kopioiden lukumaara) tai kvalitatii-
visia (haluttua sekvenssia esiintyy tai ei esiinny) (BioRad n.d.) Opinnaytetyossa
kaytettiin Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR:a4 ja saadut tulokset ovat kvalitatii-

visia.
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4.2 Amplidiag® CarbaR+MCR

Amplidiag® CarbaR+MCR -testi on kvalitatiivinen diagnostinen in vitro testi, joka
perustuu nukleiinihappoihin. Testin avulla naytteesta pystytaan havaitsemaan
karbapenemaasi- ja/tai kolistiiniresistentteja bakteereja niita osoittavien nukleiini-
happomarkkerien avulla. Havaitseminen perustuu monien karbapenemaasia
koodaavien geenien ja kolistiiniresistenssia koodaavien geenien tunnistamiseen.
Testi tunnistaa karbapenemaasia koodaavat geenit KPC, VIM, NDM, IMP ja
GES. GES-geenista se tunnistaa vain karbapenemaasivariantit. Se tunnistaa kar-
bapenemaasia koodaavista geeneistda myds Acinetobacter OXA -ryhman seka
OXA-48 -kaltaiset -ryhman. Kolistiiniresistenssia koodaavista MCR-geeneista se
tunnistaa mcr-1 ja mcr-2 -geenit. Testi ilmoittaa tulosvaiheessa kaikki muut geenit
samoilla lyhenteilld paitsi GES-geenin GES-CPO:na, OXA-48 -kaltaiset
OXA48/181:na ja Acinetobacter OXA -ryhman AcOXA:na. Testi tunnistaa KPC-
geenista 24 varianttia, VIM-geenista 45 varianttia, NDM-geenista 16 varianttia,
IMP-geenista 47 varianttia, GES-geenista 12 varianttia ja OXA-48 kaltaisista 8
varianttia. Acinetobacter OXA -ryhmaan kuuluu nelja ryhmaa, joihin kuuluu vari-
antteja seuraavasti: OXA-23-kaltaiset -ryhmassa on 19 varianttia, OXA-24/40-
kaltaiset -ryhmassa on 8 varianttia, OXA-51-kaltaiset -ryhmassa, jossa on pro-
moottori ISAba1, on 89 varianttia ja OXA-54-kaltaiset -ryhmassa 4 varianttia. Tes-
timateriaalina voidaan kayttaa DNA:ta, joka on eristetty perasuolitikkunaytteesta,

ulosteesta tai bakteeripuhdasviljelmasta. (Mobidiag 2018, 6.)

Amplidiag® CarbaR+MCR -testiin kuuluu reagensseja 96 naytteelle. Jokainen
nayte tutkitaan kolmessa eri reaktiossa, joten reagensseja on 3x96. (Mobidiag
2018, 9.) Testin tydnkulku on esitettyna kuviossa 1. Puhdasviljelmasta tai uloste-
naytteesta eristetdan DNA. Samanaikaisesti PCR-ajoa voidaan alkaa valmistele-
maan esimerkiksi lammittamalla PCR-laitetta ja pipetoimalla reagenssit oikeille
paikoilleen juuri ennen naytteiden lisaysta. Naytteen lisdamisen jalkeen PCR-
laite suorittaa naytteiden analysoinnin triplikaattina. Tulokset analysoidaan auto-

maattisesti.
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Puhdasviljely tai ulostenayte

DNA:n eristys
Samanaikaisesti PCR-ajon valmistelu

Naytteen lisédminen

Reaktio 1. Reaktio 2. Reaktio 3.

Automaattinen tulosten analysointi

KUVIO 1. Amplidiag® CarbaR+MCR -testin tyonkulku. (Mobidiag 2018, 7, muo-
kattu.)

Taulukossa 3. on kuvattuna Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR:n kayttama proto-
kolla, kun kaytetaan Amplidiag® CarbaR+MCR -testia. Taulukossa on nakyvilla
Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR- laitteen kayttama lampatila, kuinka kauan tiet-
tya lampdtilaa kaytetaan ja kuinka monta kertaa kyseista lampdétila-aika-syklia
kaytetaan. (Mobidiag 2018, 34, muokattu.)

TAULUKKO 3. Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR kayttama protokolla kaytetta-
essad Amplidiag® CarbaR+MCR -testia (Mobidiag 2018, 34, muokattu).

Lampéotila Aika Syklien maara
95°C 15 min 1x

95°C 15s

60°C 1 min 45 x
Fluoresenssi luetaan jokaisen 60 °C syklin jalkeen
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4.3 Seegene Allplex™ Entero-DR

Seegene Allplex™ Entero-DR -testi on multiplex real-time PCR:4a kayttava in
vitro -diagnostinen kvalitatiivinen testi. Testilla voidaan havaita karbapene-
maasigeeneista KPC, NDM, VIM, OXA-48 ja IMP, vankomysiiniresistenssiin liit-
tyvista geeneista vanA ja vanB seka laajakirjoiseen beetalaktamaasiin liittyvasta
geenista CTX-M. Testi voidaan suorittaa bakteeriviljelysta tai perasuolitikkunayt-
teesta. Resistenssigeenimarkkerien avulla testilla voidaan seurata CTX-M-gee-
nia tuottavien enterobakteerien, karbapenemaasia tuottavien enterobakteerei-
den ja vankomysiiniresistenttien enterokokkien (VRE) aiheuttamien infektioiden
leviamista terveydenhuoltojarjestelmassa. Muiden diagnostisten laboratoriotes-
tien, kuten herkkyysmaarityksien kanssa testia suositellaan kaytettavaksi sa-
manaikaisesti. (Seegene 2018a, 4.) Seegene Allplex™ Entero-DR -testi havait-
see tunnistamistaan geeneista useita variantteja. KPC-geenista 25 varianttia,
IMP-geenista 57 varianttia, NDM-geenista 18 varianttia, OXA-48-geenista 20
varianttia, VIM-geenista 48 varianttia ja CTX-M-geenista 5 varianttia. (Seegene
2018b.)

Taulukossa 4. on esitetty Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR-laitteen protokolla
Seegene Allplex™ Entero-DR -testille. Taulukossa on nakyvilla protokollan eri
vaiheet, niihin liittyvat lampdtilat ja ajat seka syklien lukumaarat. Taulukosta sel-
vida myds missa vaiheessa PCR-levya luetaan. (Seegene 2018a, 14, muo-
kattu.)

Taulukko 4. Seegene Allplex™ Entero-DR -testin protokolla Bio-Rad CFX96™
Real-Time PCR-laitteelle. (Seegene 2018a, 14, muokattu.)

Vaihe Lampadtila Aika Syklien maara
1. 95°C 15 min 1

2. 95°C 10's

3. 60°C 15s

4. 72°C 10s 45

5. GOTO vaiheeseen 2, 44 kertaa
PCR-levy luetaan vaiheissa 3 ja 4. Fluoresenssi detektoidaan 60°C ja 72°C.
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5 OPINNAYTETYOPROSESSI

Opinnaytetyon aiheen saimme valmiina kevaalla 2019. Sovimme tapaamisen oh-
jaavan opettajamme Marja Kuparisen seka tydelamakontaktimme erikoistuvan
sairaalamikrobiologi Bruno Luukisen kanssa, jolloin opinnaytetyon sisaltd alkoi
hahmottumaan. Taman perusteella aloimme tyostamaan opinnaytetyosuunnitel-
maa seka opinnaytetyosopimusta, jonka lopullinen versio valmistui kesakuun
alussa vuonna 2019. Kesan 2019 aikana suoritimme tiedonhakua opinnayte-
tydmme kirjallista osuutta varten ja luonnostelimme sen sisaltéa. Opinnaytetydn
kokeellista osuutta varten olimme tutustumassa paivan Fimlab Laboratoriot Oy:n
mikrobiologian laboratoriossa erilaisiin toimintatapoihin ja kaytantoihin syksylla
2019. Samana syksyna suoritimme opinnaytetyon kokeellisen osuuden mikrobio-
logian laboratoriossa viikolla 42 ja siita saadut tulokset kirjattiin seuraavana viik-

kona yhteen.

5.1 Aikaisemmat tutkimukset

Tassa opinnaytetyossa verrataan Amplidiag® CarbaR+MCR -testin tuloksia
Paavo Hannuksen Pro Gradu tutkielmassa kaytetyn Seegne Allplex™ Entero-DR
-testin saamiin tuloksiin. Hannuksen (2020) Pro Gradu -tutkielma:"Rapid detec-
tion of carbapenemase, ESBL and vancomycin resistance genes directly from
positive blood cultures — Validating the Seegene Allplex™ Entero-DR kit with low-
prevelance patient samples” valmistui kevaalla 2020. Hannuksen (2020) mukaan

tutkimuksen tavoitteena oli:

Tutkimuksen tavoitteena oli koestaa ja validoida Seegene™ Entero-
DR -antibioottiresistenssigeenipaneeli, kaytettavaksi veriviljelyssa
I6ytyneiden Gram-negatiivisten enterobakteerien ja enterokokkien
resistenssigeenien osoittamiseksi nopealla yksivaiheisella PCR-
pohjaisella menetelmalla. (Hannus 2020).

Tutkielmassa kaydaan lapi myos muita siihen sopivia aihealueita, kuten sepsista
ja antibioottiresistenssia. Hannus oli kayttanyt bakteerien kasvatukseen ja ajojen
valmisteluun tiettyja toimintatapoja, joita seurasimme tehden tuloksista vertailu-

kelpoisia.
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5.2 Tavoite ja tarkoitus

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on verrata kayttamamme Amplidiag® Car-
baR+MCR -testin tuloksia Paavo Hannuksen Pro Gradu tutkielmassa kaytetyn
Seegene Allplex™ Entero-DR -testin saamiin tuloksiin. Tarkoituksena on selvittaa
tunnistaako kayttamamme Amplidiag® CarbaR+MCR -testi joitain muita baktee-
rikantoja kuin mita Seegene Allplex™ Entero-DR -testi tunnistaa, vai ovatko tulok-
set keskendan yhtenaisia. Tarkoituksena oli myos nahda, 10ytyyko kayttamis-

tamme kannoista mcr-geeneja, jotka aiheuttavat kolistiiniresistenssia.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa luotettavia ja vertailukelpoisia tuloksia. Jotta
tuloksista saataisiin vertailukelpoisia, tavoitteena oli vakioida kokeellisessa
osassa tydotapamme vastaamaan Hannuksen kayttamia tyotapoja seka kaytimme
samaa PCR laitetta, Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR:44, jotta mahdolliset tes-
tien tunnistuksen eroavaisuudet voitaisiin olettaa johtuvan testeista itsestaan eika

poikkeavista tyotavoista tai laiteen eroista.

Yksi tavoitteistamme opinnaytetydlle oli luoda selkea ja luotettava tyo, josta on
hyotya, mikali kayttamamme testi paatetaan joskus ottaa diagnostiseen kayttoon.
Koska antibioottiresistenssi yleistyy maailmanlaajuisesti, tavoitteena oli myds
luoda informatiivinen katsaus karbapenemaasintuottajien seka kolistiiniresistens-
sin kliinisesta merkityksesta seka niiden esiintyvyydesta. Yhtena tavoitteena oli
myos kirjoittaa kirjallinen osuus niin, etta se antaa riittavat pohjatiedot lukijalle

ymmartaa opinnaytetyon tarkoitusta ja tuloksia seka tulkita niita.

Omia tavoitteitamme oli hakea tietoa luotettavista lahteista seka koota yhteen
lahteista opinnaytetydhon keskeisimmat asiat luontevasti seka yhdistaa lahteiden
tietoa selkeiksi kokonaisuuksiksi. Kokeellisessa osassa tavoitteenamme oli si-
saistaa mikrobiologian laboratorion toimintatavat ja kaytannot seka toimia niiden
mukaisesti. Halusimme kehittdd omaa osaamistamme kaytannon tyossa, kuten
pipetoinnin saralla. PCR:n kayttd oli meille suhteellisen tuntematon osa-alue, jo-
ten tavoitteenamme oli oppia kayttamaan PCR-laitetta ja sen kayttojarjestelmaa
seka tulkitsemaan sen antamaa dataa kayttamamme Amplidiag® CarbaR + MCR

-testin osalta.
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5.3 Tutkimusmenetelma

Opinnaytetyossa kaytetaan kvantitatiivista eli maarallista tutkimusmenetelmaa.
Kvantitatiivinen tutkimus tutkii suhteita ja eroja mitattavien ominaisuuksien eli
muuttujien valilla. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa dataa analysoidaan numeroi-
den avulla. (Vilkka 2007, 13-14.) Kvantitatiivinen tutkimus tunnetaan myoés ni-
mella tilastollinen tutkimus ja siihen tarvittavan tutkimusotoksen tulee olla riittavan
edustava ja suuri. Tutkimustuloksia pystytaan selkeyttamaan erilaisilla kuvioilla
ja taulukoilla. (Heikkila 2014, 15.) Kuvioiden ja taulukoiden avulla tekstia pysty-
taan parantamaan siten, etta se on ymmarrettavammassa ja luettavammassa
muodossa (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2018, 322). Toisin kuin tekstilla tai ku-
violla, taulukolla laajat massat tietoa saadaan hallittavampaan ja jarjestyneem-
paan asetelmaan. Hyvassa kuviossa tiedon etsimistd muualta pyritaan pitdmaan
mahdollisimman vahaisena. Keskeisen tiedon hyva kuvio pystyy myos ilmaise-
maan itsekseen. (Heikkila 2014, 144 & 149.)

Opinnaytetyohon kuuluu myos kokeellinen osuus, joka suoritettiin Fimlab Labo-
ratoriot Oy:n mikrobiologian laboratoriossa Tampereella. Heikkilan (2014) mu-
kaan kokeellisessa tutkimuksessa pyritaan selvittamaan esimerkiksi laboratorio-
olosuhteissa jonkun olettamuksen oikeellisuutta. Kokeellisessa tutkimuksessa
pyritddn myds vakioimaan kaikki muut tekijat paitsi tutkittava muuttuja. Nain pys-
tytaan tarkastelemaan tutkittavan muuttujan vaikutusta. Kokeellisen osuuden ai-
kana kaytimme samoja tutkimusasetelmia ja toimintatapoja, kuin Paavo Hannus
kaytti Pro Gradu -tutkielmassaan. Nain pystyimme varmistamaan luotettavan ver-

tailun Hannuksen kayttamaa Seegene Allplex™ Entero-DR -testia vastaan.

5.4 Kokeellinen osuus

Opinnaytetyon kokeellinen osuus suoritettiin yhteistydssa Fimlabin mikrobiolo-
gian laboratorion kanssa. Opinnaytetyon kokeellinen osuus aloitettiin tekemalla
kayttamistamme kannoista 0,5 McFarlandin (McF) solususpensiot, joista siir-
simme 100 pl veriviljelypulloihin kasvamaan yon yli. Tutkittavina kantoina kay-

timme Fimlabilla valmiina olleita Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen (THL) kar-
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bapenemaasia tuottavia enterobakteerikantoja, positiivisia potilasnaytteita ja ne-
gatiivisia potilasnaytteita. Positiiviset potilasnaytteet olivat veriviljelypositiivisia,
mutta karbapenemaasia tuottavien enterobakteerien suhteen kuitenkin negatiivi-
sia. Negatiivisina potilasnaytteina kaytimme veriviljelynaytteita, jotka olivat nega-
tiivisia. Karbapenemaasia tuottavia enterobakteerikantoja oli yhteensa 22. Poti-
lasnaytteita oli yhteensa 54, joista positiivisia potilasnaytteita oli 44 ja negatiivisia
potilasnaytteita 10. Naytteet kasiteltiin anonyymisti. Kayttamamme karbapene-
maasia tuottavat enterobakteerikannat oli viljelty valmiiksi CLED-maljoille. Posi-
tiivisista verivilielypulloista siirrettin Eppendorf® -putkiin verta, joista viljeltiin
CLED-maljat. Ensimmainen PCR-ajo suoritettiin 1:20 laimennoksella ja laimen-
tamattomalla verella, mutta tdssa veri inhiboi voimakkaasti. Taman vuoksi lah-
dimme laimennossarjoilla ja lammityksilla etsimaan sopivaa tapaa kasitella nayt-
teitq, jotta veri ei inhiboisi ajon aikana. Paadyimme 1:100 laimennokseen, jolla

saimme lopuista ajoista tuloksia. Lopulliset tulokset taulukoitiin.

Kuviossa 2. on esitettyna opinnaytetydn kokeellisen osuuden vaiheet graafisessa
muodossa. Kuviosta nahdaan mihin toimenpiteisiin ryhdyttiin silloin, kun huomat-
tiin, ettd ensimmainen PCR-ajo epaonnistui. Kuvion tarkoituksena on selkeyttaa

kokeellisen osuuden tyovaiheita.
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Bakteeripesakkeista 0,5 McF:n solususpensiot

Suspensioiden lisdaaminen veriviljelypulloihin ja niiden kasvattaminen

Suspensioista myos hajoitusviljelyt CLED-maljoille

Positiivisten viljelyiden laimennus 1:20:een ja niista ensimmainen PCR-ajo

Veren inhibioinnin vuoksi tuloksia ei saatu kaikista

Kokeiluajo lammityksilla seka 1:100 ja 1:1000 laimennoksilla

Jatketaan 1:100 laimennoksella

Ensimmainen 1:100 laimennusajo epdaonnistuu naytteiden ja reagenssien
homogeenittomuuden vuoksi

Naytteiden valmistus helposti sekoitettaviin Eppendorf® -putkiin ja viimeinen
PCR-ajo

Lopulliset tulokset

KUVIO 2. Graafinen kuvaus opinnaytetyon kokeellisen osuuden etenemisesta.

5.4.1 Tutkimuskannat ja niiden viljely

Karbapenemaasia tuottavista enterobakteerikannoista valmistimme noin 0,5
McF:n solususpension ottamalla viljelysauvalla maljalta 1-2 pesaketta ja siirta-
malla se yhteen milliin suolaliuokseen. Suspensioiden sameus mitattiin densito-
metrilla. Valmistamiemme suspensioiden sameudet vaihtelivat 0,39 ja 0,68
McF:n valilla. Lisasimme veriviljelypulloihin pullon desinfioidun kumikorkin [api
ruiskulla 10 ml hevosenverta. Hannus oli kayttanyt lampaanverta tutkielmassaan.
Taman jalkeen lisdsimme ruiskulla kumikorkin lapi jokaiseen veriviljelypulloon
100 ul tekemaamme solususpensiota. Kaikki naytteet kasvatettiin anaerobi -veri-
viljelypulloihin. Sen lisdksi kasvatimme viiteen aerobi -veriviljelypulloon viitta eri
karbapenemaasia tuottavaa enterobakteerikantaa todentaaksemme, etta ne kas-

vavat molemmissa. Yhteensa viljelimme 70 veriviljelypulloa. Veriviljelypulloihin
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tehtiin tunnistetarrat juoksevalla numeroinnilla, jonka mukaan naytteet jatkossa
identifioitiin. Veriviljelypullot laitettiin veriviljelykaappiin yon ajaksi. 67 veriviljely-
pulloa olivat seuraavana paivana positiivisia. Kahdessa anaerobipullossa oli vir-
heellisesti aerobibakteeria, jolloin pullot jaivat negatiivisiksi. Yksi karbapene-

maasia tuottavista enterobakteerikannoista ei tuntemattomasta syysta kasvanut.

Koska kayttamamme bakteerikannat eivat ole anaerobisia, veriviljelypullot ilmat-
tiin ennen naytteenvetoa ruiskuun. Kaikista veriviljelypulloista siirsimme naytetta
200-300 ul Eppendorf® -putkiin. Samalla teimme hajotusviljelyn CLED -maljoille
todentaaksemme, etta halutut bakteerit kasvavat ja etteivat negatiiviset potilas-
naytteet kasva. Maljat siirrettiin +37 asteiseen lampokaappiin kasvamaan ja vuo-
rokauden kuluttua todettiin, ettd halutut maljat kasvoivat ja negatiiviset potilas-

naytteet eivat.

Lisaksi molempien GES-kantojen solususpensiosta tehtiin herkkyysmaaritykset
kefuroksiimi (CXM), keftatsidiimi (CAZ), keftriaksoni (CRO), piperasilliini-tat-
sobaktaami (PTZ), augmentiini (AUG), meropeneemi (MEM), levofloksaani
(LEV), trobamysiini (TN) seka trimetopriimi/sulfametoksatsoli (TS) antibioottikie-
koilla. Naiden tulokset luettiin 24 tunnin kuluttua. Taulukossa 5. on herkkyysmaa-
rityksien tulokset listaamalla maarityksessa kaytetyt antibiootit seka ilmoitettu
mille antibiootille CPE 20 ja CPE 21 kannat olivat resistentteja (R) ja herkkia (S)

TAULUKKO 5. GES-kantojen herkkyysmaarityksien tulokset.

Kefuroksiimi (CXM)
Keftatsidiimi (CAZ)
Keftriaksoni (CRO)

Piperasilliini-Tatsobaktaami (PTZ)
Augmentiini (AUG)

Meropeneemi (MEM)
Levofloksaani (LEV)

Trobamysiini (TN)

Trimetopriimi/ Sulfametoksatsoli (TS)
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5.4.2 PCR:n suoritus

Ensimmaista PCR-ajoa varten naytteet laimennettiin 1:20. Laimennokseen kay-
tettiin 200 pl fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS) ja 10 pl naytetta. Lisaksi
ajoon laitettiin 5 karbapenemaasia tuottavaa enterobakteerinaytetta seka kolme
positiivista potilasnaytetta laimentamattomana. Ajoa varten laadittiin kaavio nay-
tepaikoista kuoppalevylla. Naytteet pipetoitiin ja laimennettiin kuoppalevylle kaa-
vion mukaan. Puhdastilassa valmistimme Amplidiag® CarbaR+MCR -testin rea-
gensseista MasterMix 1,-2, ja -3, jotka pipetoitiin niille tarkoitetuille paikoille PCR-
kuoppalevyssa. Jokaiseen naytekuoppaan pipetoitiin 15 pl niille tarkoitettua Mas-
terMix:a. Ajoon valittuja naytteita seka positiivista ja negatiivista kontrollia pipe-
toitiin vetokaapissa 5 pl triplikaattina naytekuoppiin kaavion mukaan. Naytekai-
vojen paalle laitettiin suojakorkit ja ennen PCR-ajoa kuoppalevy pyoritettiin nope-
asti eli spinnattiin, jotta naytteet siirtyvat kaivojen pohjalle. Kuoppalevy asetettiin
Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR-laitteeseen. PCR:484 ohjattiin tietokoneohjel-
man kautta, johon naytekaivot nimettiin. Tuloksista havaittiin, etta veri inhiboi re-
aktiota, siten etta sisdinen kontrolli ei osunut vaihteluvalillensa. Positiivinen ja ne-

gatiivinen kontrolli onnistuivat.

5.4.3 Laimennokset

Koska veri inhiboi reaktiota voimakkaasti, paadyttiin tekemaan laimennossarja
seka kuumennus. Tahan valittiin yksi karbapenemaasia tuottava enterobakteeri-
kanta ja yksi positiivinen potilasnayte. Molemmista kannoista tehtiin 1:100 seka
1:1000 laimennokset. Naiden lisaksi kokeiltiin naytteen kuumentamista ja super-
tantin suoraa kayttoa PCR-ajoon seka supertantin laimentamista samoilla lai-
mennoksilla. Naytteet laimennettiin fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen. 90 pl
naytetta kuumennettiin 96°C:ssa lampoélevylla 10 minuuttia. Taman jalkeen nayt-
teitd sentrifugoitiin 5 minuuttia 12 000 rpm:ssa. Supertanttia pipetoitiin erillisiin
Eppendorf® -putkiin 30 pl. Tasta tehtiin edella mainitut laimennokset. Suoritimme
kuoppalevylle pipetoinnit tekemamme kaavion mukaan, jonka jalkeen suoritimme
PCR-ajon. Tuloksista havaittiin, ettd kaikki laimennokset antoivat oikean tulok-

sen. Suoraan supertantista tehty PCR-ajo antaa halytyksen, ettd sisdinen kont-
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rolli on juuri ja juuri vaihteluvalilla. Tuloksien kannalta ei ollut merkitysta kayte-
taanko 1:100 vai 1:1000 laimennosta. Tyon sujuvuuden kannalta oli jarkevampaa
kayttaa 1:100 laimennosta, silla se pystytaan tekemaan ilman sarjalaimennosta.
Kuumennuksella ei ole merkitysta laimennoksissa, joten sen poisjattdminen no-

peuttaa tyovaiheita.

5.4.4 1:100 laimennosajot

Ensimmaiset 1:100 laimennokset tehtiin kuoppalevylle, josta ne pipetoitiin PCR-
kuoppalevylle. PCR-ajo aloitettiin. Vain osasta naytteista saatiin tulokset, silla
osan naytteiden sisaiset kontrollit eivat olleet vaihteluvalilla. Positiivinen ja nega-
tiivinen kontrolli olivat onnistuneet, jolloin ajon tuloksia voidaan pitaa luotettavina.
Naytteissa, joissa sisainen kontrolli ei ollut vaihteluvalilla on todennakdisesti ta-
pahtunut pipetointivirhe tai naytteet eivat ole sekoittuneet kuoppalevylla kunnolla.
Kuoppalevylla naytteet sekoitettiin pipetin avulla, jolloin suuri ndytemaara ei kai-
kissa kuopissa ole suurella todennakoisyydelld sekoittunut riittdvasti. Taman
vuoksi seuraava ajo suoritettiin tekemalla laimennokset Eppendorf® - putkiin var-

mistaaksemme naytteiden homogeenisuuden.

Eppendorf® -putkiin tehdyt laimennokset pystyttiin sekoittamaan kunnolla eli vor-
texoimaan ja nain pystyttiin varmistamaan naytteiden homogeenisuus. Tama ajo
jouduttiin tekemaan eri valmistuseraa olevalla Amplidiag® CarbaR+MCR -testill3,
koska aikaisemmasta testista loppui tarvittavat reagenssit. Kaikista ajossa ol-
leista naytteista saatiin tulokset. Tama vahvisti epailymme siita, etta edellisessa

ajossa olleet naytteet eivat olleet homogeenisia.
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6 TULOKSET

Naytekantoja oli tutkittavana yhteensa 75. Naista 75:sta karbapenemaasia tuot-
tavia enterobakteerikantoja oli 22, karbapenemaasia tuottavia enterobakteerine-
gatiivisia, mutta veriviljelypositiivisia potilasnaytteita 43 ja veriviljelynegatiivisia
potilasnaytteita 10. Kaikkia kantoja kasiteltiin anonyymisti. Tulokset saatiin lo-
pulta 21:sta karbapenemaasia tuottavasta enterobakteerikannasta, 8:sta verivil-
jelypositiivisesta potilasnaytteesta ja 4:sta veriviljelynegatiivisesta potilasnayt-
teesta. Lisaksi saimme selville, ettad pelkkaa verta ei voida kayttda PCR-ajossa,
silla se inhiboi reaktiota voimakkaasti. Tama huomattiin, kun naytteen sisaiset
kontrollit eivat pysyneet niille asetetuissa vaihteluvaleissa. Pelkkaa verta sisalta-
via naytteita PCR-ajossa oli yhteensa 8. Mydskaan 1:20 laimennos ei ollut riitta-
van laimea. Epaonnistuneiden ajojen seurauksena tuloksemme jaivat odotettua
vahaisimmiksi. Prioriteettinamme oli saada kaikkien karbapenemaasia tuottavien
enterobakteerikantojen tulokset, jotta pystyisimme vertailemaan niita luotetta-

vasti Paavo Hannuksen saamiin tuloksiin Seegene Allplex™ Entero-DR -testilla.

Taulukossa 6. on esitettyna kayttamiemme CPE-kantojen bakteerilajit, Ampli-
diag® CarbaR+MCR -testilla saamamme geenitulokset, Hannuksen saamat gee-
nitulokset Seegene Allplex™ Entero-DR -testilla sekd THL:n ilmoittamat geenit.
Amplidiag® CarbaR+MCR -testi ja Seegene Allplex™ Entero-DR -testi tunnistavat
samat karbapenemaasigeenit ja ne ovat yhtalaiset THL:n toimittamien tulosten
kanssa. THL on ilmoittanut myds geenien variantit. Kumpikaan testi ei erottele
geenien variantteja toisistaan vaan ne ilmoittavat pelkastaan tietyn geeniryhman.
Amplidiag® CarbaR+MCR -testi ei erottele OXA -geenin variantteja toisistaan
vaan se antaa tulokseksi OXA-48/181. Seegene Allplex™ Entero-DR -testi tun-
nistaa CTX-M -kannat, mutta ei GES-CPO -kantoja. Amplidiag® CarbaR+MCR -
testi tunnistaa MCR -kannat, joita ei kayttamissamme kannoissa havaittu, seka
GES-CPO -kannat, mutta ei CTX-M -kantoja. Amplidiag® CarbaR+MCR -testi
tunnisti GES-CPO -geenin CPE 22 -kannasta, mutta ei CPE 21- kannasta, joka
THL:n mukaan on GES-5. CPE 21 -kanta tutkittiin kahdesti ja molemmilla kerroilla

se antoi tuntemattomasta syysta negatiivisen tuloksen.



TAULUKKO 6. CPE-kantojen tulokset

No.

CPE1
CPE 2
CPE 3
CPE 4
CPE S5
CPE 6
CPE7

CPE 8
CPE9
CPE 10
CPE 11
CPE 12
CPE 13
CPE 14
CPE 15
CPE 16
CPE 17
CPE 18
CPE 19
CPE 20
CPE 21
CPE 22

Laji

K. pneumoniae
K. pneumoniae
E. coli
coli
. coli

coli

A M m m

pheumoniae

pneumoniae
. freundii
pneumoniae
pneumoniae
cloacae
pneumoniae
. freundii

. mirabilis
coli

oxytoca

coli
baumannii

. freundii

. cloacae

mmOo>mXxXMm3ToOoXxXmMXXO X

. coli

Geeni
Amplidiag®
CarbaR+MCR

KPC

KPC

NDM

NDM
OXA-48/181
KPC
OXA-48/181,
NDM
OXA-48/181
KPC
OXA-48/181
KPC
OXA-48/181
IMP

VIM

VIM

NDM

VIM

NDM

El KASVANUT
GES-CPO

OXA-48/181

Geeni

Seegene

Allplex™ Entero-

DR

KPC

KPC

CTX-M, NDM
CTX-M, NDM
OXA-48

KPC

CTX-M, NDM,
OXA-48

CTX-M, OXA-48

KPC
OXA-48
KPC

CTX-M, OXA-48

CTX-M, IMP
CTX-M, VIM
VIM

NDM

VIM

CTX-M, NDM
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THL

KPC-3
KPC-3
NDM-1
NDM-5
OXA-48
KPC-2
OXA-48,
NDM-5
OXA-232
KPC-2
OXA-181
KPC-3
OXA-48
IMP-14
VIM-2
VIM-1
NDM-4
VIM-1
NDM-7
OXA-23
GES-5
GES-5

CTX-M, OXA48 OXA-181

Kuten taulukossa 6. on havaittavissa, Amplidiag® CarbaR+MCR -testi ja Seegene

Allplex™ Entero-DR -testi tunnistavat samat geenit. Kuviossa 3. ja 4. seka taulu-

kossa 8. tata on pyritty viela selkeyttdamaan. Kuviossa 3. on esiteltyna geenien

lukumaarat, jotka on saatu Amplidiag® CarbaR+MCR -testilla seka Seegene

Allplex™ Entero-DR -testilla. Nakyvilla on myo6s vertailuksi THL:n ilmoittamien
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geenien lukumaarat, mutta eri geenivariantteja ei ole eritelty. Kuvion on tarkoitus
auttaa hahmottamaan paremmin tulosten samankaltaisuus. Kuviosta nahdaan,
ettda KPC-, NDM-, VIM- ja IMP- geenien lukumaarat ovat samat kaikissa muuttu-
jissa. Seegene Allplex™ Entero-DR -testi ei tunnista GES -kantoja, mutta tunnis-
taa taas CTX-M -kannat, mitd Amplidiag® CarbaR+MCR- testi ei taas tunnista.
Amplidiag® CarbaR+MCR -testi ei ole tunnistanut tuntemattomasta syysta toista
GES -kantaa. THL ei ole erikseen ilmoittanut CTX-M -kantoja, jotka naista kah-
desta testista vain Seegene Allplex™ Entero-DR -testi tunnistaa. Talla testilla ei
ole saatu tuloksia kolmesta kannasta, joista kaksi oli GES -kantoja, joita testi ei
tunnista. Amplidiag® CarbaR+MCR -testi ei saanut tulosta aiemmin mainitun toi-

sen GES -kannan lisaksi yhdesta kannasta, joka ei kasvanut veriviljelyssa.

10

2
1 IR 1 H H
0

KPC NDM ViM IMP OXA GES CTX-M EI TULOSTA

OCarbaR+MCR OEntero-DR METHL

KUVIO 3. Kuviossa on eriteltyna Amplidiag® CarbaR+MCR -testin ja Seegene

™

Allplex ™ Entero-DR -testin saamien geenien lukumaara. Nakyvilla on myos

THL:n ilmoittamien geenien lukumaara.

Kuviossa 4. on esitettyna Amplidiag® CarbaR+MCR -testilla karbapenemaasia
tuottavista enterobakteerikannoista saatujen karbapenemaasigeenien jakautumi-
nen. Kaaviossa on nakyvissa kannan esiintymisen lukumaara ja prosentti. CPE-
kantoja oli tutkittavana 22 kappaletta, joista eri geeneja havaittiin 21 kappaletta.
Tuloksissa havaittiin 5 KPC -kantaa, 5 NDM -kantaa, 3 VIM -kantaa, 1 IMP -kanta,
6 OXA -kantaa ja 1 GES -kanta. CPE 7:ssa havaittiin kaksi eri geenia: NDM ja
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OXA-48/181. CPE 21:st3, joka THL:n mukaan oli GES -kanta, ei saatu tuntemat-

tomasta syysta tulosta.

B 1
o 1 4,55%

22,73%

O o6
27,27%

a s
22,73%

o 3
13,64%

OKPC ONDM OVIM OIMP @OXA-48/181 BEGES MEITULOSTA

KUVIO 4. Amplidiag® CarbaR+MCR -testilla 16ydetyt geenit 22 CPE-kannasta.

Negatiivisten potilasnaytteiden sekd CPE-negatiivisten veriviljelypositiivisten po-
tilasnaytteiden avulla pyrimme todentamaan, ettei Amplidiag® CarbaR+MCR-
testi anna vaaria positiivisia tuloksia taysin negatiivisilla naytteilla tai naytteilla,
joissa on bakteereja. Kuitenkin jotta voitaisiin poissulkea vaarien positiivisten ja
negatiivisten mahdollisuus, pitaisi CPE-negatiivisten veriviljelypositiivisten poti-

lasnaytteiden seka veriviljelynegatiivisten potilasnaytteiden maaraa lisata.

Taulukossa 7. on esitettyna kayttamamme CPE-negatiiviset, mutta veriviljelypo-
sitiiviset seka veriviljelynegatiiviset potilasnaytteet. EB:t ovat potilasnaytteita,
jotka ovat veriviljelypositiivisia, mutta CPE-negatiivisia ja N 80-83 ovat veriviljely-
negatiivisia potilasnaytteita. Taulukossa EB-kannat on numeroitu alkuperaisella
tunnistetiedolla sekd sen perassa suluissa on ilmoitettu omaa kirjanpitoamme

varten luodut juoksevat numerot.
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TAULUKKO 7. Veriviljelypositiiviset seka veriviljelynegatiiviset potilasnaytteet

No. Laji Geeni
EB 1 (23) C. freundii NEG
EB 3 (25) K. pneumoniae NEG
EB 6 (28) K. oxytoga NEG
EB 9 (31) K. penumoniae, ESBL NEG
EB 10 (32) K. pneumoniae NEG
EB 11 (33) Rauiltella rnithinolytica NEG
EB 12 (34) C. freundii NEG
EB 14 (36) C. koseri NEG
N 80 - NEG
N 81 - NEG
N 82 - NEG
N 83 - NEG

Taulukossa 8. on esitettyind Amplidiag® CarbaR+MCR -testin ja Seegene
Allplex™ Entero-DR -testin saamat tulokset. Taulukossa on pystyakselilla kannat
CPE 1:sta CPE 22:teen ja vaaka-akselilla molempien testien havaitsemat geenit
KPC, NDM, VIM, IMP ja OXA. Taulukossa on vaaka-akselilla myos mukana Amp-
lidiag® CarbaR+MCR -testin tunnistama GES -geeni, mutta ei Seegene Allplex™
Entero-DR -testin tunnistamaa CTX-M -kantaa. Taulukko on varikoodattu siten,
ettd punaisella taulukossa on nakyvilla Amplidiag® CarbaR+MCR -testin saamat

tulokset ja sinisella taas Allplex™ Entero-DR -testin saamat tulokset.

Taulukosta 8. pystytaan havaitsemaan, ettda molemmat testit ovat saaneet samat
geenitulokset CPE 1:sta CPE 18 asti. Molemmat testit ovat saaneet saman tulok-
sen viela CPE 22:sta. THL on ilmoittanut CPE 19 geenivariantiksi OXA-23. See-
gene Allplex™ Entero-DR -testi ei tunnista kyseista geenivarianttia, joten siita ei
olla saatu vastausta. CPE 19 -kanta ei kasvanut tdman opinnaytetydon kokeelli-
sessa osuudessa, joten Amplidiag® CarbaR+MCR -testilla siita ei voitu saada tu-
losta. CPE 20 ja CPE 21 olivat molemmat THL:n mukaan GES -kantoja, joita
Seegene Allplex™ Entero-DR -testi ei tunnista. Amplidiag® CarbaR+MCR tunnisti
GES -kannan CPE 20:sta, mutta ei tunnistanut sita tuntemattomasta syysta CPE
21:sta. CPE 21 oli mukana kahdessa eri onnistuneessa PCR- ajossa, mutta kum-
mastakaan ajosta siita ei saatu tulosta.
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TAULUKKO 8. Amplidiag® CarbaR+MCR -testin ja Seegene Allplex™ Entero-DR

-testin saamat tulokset

CPE 12
CPE 13
CPE 14
CPE 15
CPE 16
CPE 17
CPE 18
CPE 19
CPE 20
CPE 21
CPE 22

CarbaR+ Entero-
MCR DR

Yhteensa tutkittavia kantoja oli 22 ja mahdollisia Idydettavia geeneja oli 23. Han-

nuksen kayttama Seegene Allplex™ Entero-DR -testi tunnisti 22 karbapene-

maasia tuottavasta enterobakteerikannasta 20 eri geenia. Kolmea kantaa kysei-
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sella testilla ei voitu tunnistaa, silla niiden geenivariantit eivat kuuluneet sen tun-
nistusalueeseen. Amplidiag® CarbaR+MCR -testilld tunnistettiin 22 eri karbape-
nemaasia tuottavasta enterobakteerikannasta 21 geenia. Kahdesta kannasta
testilla ei saatu tuloksia. CPE 19 ei tuntemattomasta syysta kasvanut, joten se ei
paassyt PCR-ajoihin asti. Testi ei mydskaan tuntemattomasta syysta tunnistanut
CPE 21 GES -geenia, vaikka se oli mukana kahdessa eri PCR-ajossa. Koska
testi kuitenkin tunnisti GES -geenin CPE 20 kannasta on mahdollista, ettda CPE
21 kannan kohdalla negatiivinen on virheellinen tulos. Nain ollen vaaraa negatii-

vista tulosta voidaan taman otannan perusteella pitda mahdollisena.
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7 POHDINTA

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli verrata Amplidiag® CarbaR+MCR -testia
sekd Seegene Allplex™ Entero-DR -testia, jota Paavo Hannus oli kayttanyt
omassa Pro gradu -tutkielmassaan. Jotta opinnaytetydmme tulokset olisivat ver-
tailukelpoisia, vakioimme omat kaytantomme siten etta noudatimme Hannuksen
kaytantdja. Taman vuoksi kdytimme samaa BioRad CFX96™ Real-Time PCR-
laitetta, samoja Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen tarjoamia CPE -kantoja ja sa-
moja mikrobien kasvatusmenetelmia ja tyovaiheita. Tavoitteena oli selvittaa tun-
nistaako kayttamamme Amplidiag® CarbaR+MCR -testi samoja CPE -geenej3,
kuin Hannuksen kayttama Seegene Allplex™ Entero-DR -testi. Halusimme myods
selvittaa 16ytaako kayttdmamme testi, joitain muita CPE -geenivariantteja, joita
Hannuksen kayttama testi ei ollut I6ytanyt. Testit tunnistivat osittain samoja gee-

neja, mutta ne erosivat mcr -geenien ja VRE -geenien tunnistuksessa.

Eettisista nakdkulmista katsottuna opinnaytetyd on kirjoitettu hyvaa kirjoitustapaa
noudattaen ja siina on kaytetty luotettavia lahteita. Kokeellisessa osassa kaytetyt
potilasnaytteet on kasitelty taysin anonyymisti. Jokainen tyovaihe on suoritettu
tarkasti ja huolellisesti, jotta opinnaytetyon tuloksien oikeellisuudesta voitiin var-
mistua. Koska opinnaytetyota tehtiin samanaikaisesti kuin lahteena kaytta-
maamme Hannuksen Pro Gradu -tutkielmaa, on Hannuksen kanssa tehty salas-
sapitosopimus. Tassa sopimuksessa on maaritelty oikeutemme kayttaa julkaise-
matonta materiaalia lahdemateriaalina. Tama sopimus raukesi Hannuksen Pro

Gradu -tutkielman julkaisemisen myota.

Kokeellisen osuuden tuloksista havaittiin, ettd molemmat testit tunnistavat samat
karbapenemaasia tuottavat geenivariantit. Tuloksissa ei ollut eroavaisuuksia ja
ne olivat yhtenevaiset. Amblidiag® CarbaR+ MCR -testi ei tunnistanut THL:n kan-
noista CPE 21:ta joka oli GES -kanta, toisen THL:n GES-kannan CPE 20 -kannan
testi kuitenkin tunnisti, joten se miksi CPE 21 jai negatiiviseksi kahdessa tes-
tiajossa on tuntematon ja nain ollen vaaran negatiivinen tulos on mahdollinen.
Testin luotettavuus tulee varmistaa, mikali testi otetaan kayttéon diagnostisissa
tarkoituksissa. Amplidiag® CarbaR+MCR -testi ei ole talla hetkella kaytossa
Fimlab Laboratoriot Oy:n kliinisessa diagnostiikassa.
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Koska emme ole aikaisemmin kayttaneet PCR-laitetta tai muita valineita, joita
mikrobiologian laboratoriossa oli kaytossa, tydtapamme eivat olleet silla tasolla,
etta olisimme kyenneet kaytetyssa ajassa ja testimaarien puitteissa saamaan riit-
tavasti tuloksia. Osa PCR-ajoista eivat onnistuneet toivotulla tavalla, silla nayttei-
den kasittelyssa tapahtui todennakoisesti meista johtuva pipetointi- tai sekoitus-
virhe. Naista kaytannon virheista johtuen emme voineet taysin poissulkea vaarien
negatiivisten ja positiivisten tuloksien mahdollisuutta, koska emme saaneet riitta-
vasti tuloksia CPE -negatiivisista potilasnaytteista. Nain ollen emme voi varmen-
taa taysin testin antamien tuloksien luotettavuutta. Jatkotutkimuksena voisi olla
Amplidiag® Carba+MCR -testin verifiointi kayttdohjeissa mainituilla eri ndytema-
teriaaleilla, seka sulkea mahdolliset virheelliset positiiviset ja negatiiviset tulokset

pois kasvattamalla tutkittavien naytteiden maaraa.

Taman opinnaytetyon aihe oli mielenkiintoinen seka ajankohtainen, mutta meille
tuntematon ja koemme oppineemme prosessin aikana paljon. Teoriapohjalta
saimme kattavasti kartutettua tietoamme karbapeneemi- ja kolistiiniresistens-
sistd. Molempien esiintyvyys Suomessa on suhteellisen vahaista ja nain ollen tie-
toakaan niistd ei ole yhtd hyvin saatavilla kuten esimerkiksi MRSA:sta tai
ESBL:sta, jotka ovat yleisempia ja laajemmin tunnettuja. Koska teimme kokeelli-
sen osan aikana kaytannon tyotavoissa joitakin virheitd, jouduimme ratkaise-
maan, kuinka saamme tyotavoistamme toimivia ja sujuvia, jotta saamme luotet-
tavia tuloksia. Kehityimme pipetoimaan tarkasti hyvin pienia tilavuuksia seka se-
koittamaan reaktioseokset homogeenisiksi kuoppalevyn kuopissa, jotka ovat erit-
tain oleellisia PCR-ajon onnistumiseksi. Tydskentelimme myods puhdastilassa.
joka oli aivan uutta. Opimme myds toimimaan ja pukeutumaan aseptisesti oikein
seka pudistamaan puhdastilan niin, ettei meidan toiminnastamme koidu kontami-

naatiovaaraa.

Opinnaytetyo toimii hyvana pohjamateriaalina, mikali Amblidiag® CarbaR + MCR
-testi joskus verifioidaan kayttdéon tai testille tehdaan jatkotutkimuksia. Opinnay-
tetydmme aihe on erittdin ajankohtainen, silla antibioottiresistenssi on maailman-
laajuinen seka kasvava ongelma. Opinnaytetydmme tarjoaakin ajankohtaista tie-
toa karbapeneemi- ja kolistiiniresistenssin esiintyvyydesta seka niiden kliinisesta

merkityksesta.
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