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- CHROMagar™mSuperCARBA™- ja Brilliance CRE -viljelymaljojen vertailu
kliinisesséa kaytbssa

Bakteerin karbapeneemiresistenssilla tarkoitetaan bakteerin vastustuskykya beetalaktaameihin
kuuluvia antibiootteja, karbapeneemeja vastaan. Sairaalahygieenisesti tarkein
karbapeneemiresistenssin mekanismi on bakteerien karbapenemaasien, eli karbapeneemeja
pilkkovien entsyymien tuotanto. Karbapeneemiresistenssi on Suomessa viela melko haninainen,
mutta sitd raportoidaan maailmalla lisdantyvissd maarin. Karbapenemaaseja tuottavien
bakteerikantojen seulontaan soweltuvin menetelm&a on \iljely selektiiviselle viljelymaljalle, eli
maljalle, jolla kykenevat kasvamaan vain tietyt, kyseisella maljalla seulottavat bakteerikannat.

Taman opinndytetyén tarkoituksena oli testata karbapenemaaseja tuottavien bakteerien
seulontaan tarkoitettua CHROMagarin valmistamaa CHROMagar™mSuperCARBA™ -
vilielymaljaa ja verrata sita vastaavaan, Oxoidin valmistamaan Brilliance CRE -maljaan. Ty6éssa
selvitettiin maljojen selektiivisyytté ja herkkyyttd, eli miten hyvin seulontamaljat pystyvét estamaan
muiden kuin seulottavien bakteerikantojen kaswn ja miten hyvin seulottavat kannat kaswoivat
maljoilla. Opinndytety6n tawitteena oli sehittdd, soweltuuko CHROMagar™mSuperCARBA™ -
vilielymalja Brilliance CRE-maljan korvaavaksi tuotteeksi kliinisen mikrobiologian laboratoriossa.

Seulontamaljojen testauksessa kaytettiin 33:a ennalta tunnettua karbapenemaaseja tuottavaa
kontrollikantaa sek& noin kolmen \iikon aikana Tyks-Sapa-liikelaitoksen kliinisen mikrobiologian
laboratorioon saapuvia ResGNS-Vi -potilasnaytteitéd. Kontrollikannoilla oli tarkoitus wertailla
maljojen herkkyytta ja selektiivisyyttd, potilasndytteilld puolestaan [&hinnd selektiivisyy tta.
Tulosten perusteella paateltiin, ettd kumpikaan testattavista maljoista ei yksin riitd havaitsemaan
kaiken tyyppisia karbapenemaaseja tuottavia bakteerikantoja.

Opinnaytetyon tulokset woivat toimia kliinisen mikrobiologian laboratoriossa apuna uutta
seulontamaljaa valittaessa. Laboratoriossa suoritetaan testauksia viela muillakin kaupallisilla
karbapeneemiresistenttien bakteerikantojen seulontaan tarkoitetuilla \iljelymaljoilla ennen
paatoksen tekoa. Koska yhden maljan herkkyys ei valttdmatta riitd havaitsemaan kaikkia
mahdollisia karbapenemaaseja tuottavia bakteerikantoja, wi kahden maljan kayttaminen
seulonnassa olla tarpeellista.
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EVALUATION OF SELECTIVE AGAR PLATES
USED FOR SCREENING OF CARBAPENEM-
RESISTANT BACTERIA

- Comparing CHROMagar™mSuperCARBA™- and Briliance CRE -agar plates
in clinical use

Carbapenem-resistant bacteria have the ability to resist beta-lactam antibiotics called
carbapenems. The most important mechanism for carbapenem resistance is the produce of
enzymes that are able to break down carbapenems, carbapenemases. Resistance to
carbapenems is relatively uncommon in Finland, but is constantly increasing in other countries
around the world. The most suitable way of screening carbapenemase producing bacteria is
inoculation to a selective growth medium that prevents the growth of any carbapenem susceptible
bacteria. Selective agar plates are mostly used in Finland.

The purpose of this thesis was to evaluate CHROMagar™mSuperCARBA™, an agar plate used
for screening of carbapenem-resistant bacteria, and compare it to a similar agar plate called
Brilliance CRE agar. The sensitivity and selectivity of the two agar plates were compared,
sensitivity meaning the ability of the agar plates to grow carbapenemase producing bacteria and
selectivity meaning the ability of the plates to prevent the growth of any other bacteria. The aim
of this study was to find out ifthe CHROMagar™mSuperCARBA™ s suitable to replace Brilliance
CRE in a clinical microbiology laboratory.

33 different carbapenem producing bacterial strains as well as patient samples were used for
testing the sensitivity and selectivity of the two agar plates. The bacterial strains were used for
testing both sensitivity and selectivity while the patient samples were mainly used for testing the
selectivity. Based on the results it was found out that neither of the agar plates tested was not
able to detect all types of carbapenem producing bacteria.

The results of this thesis can be used when choosing a new selective agar plate for the clinical
microbiology laboratory. Further tests are conducted in the laboratory with a couple of different
commercial agar plates before the decision is made. Since the sensitivity of one agar plate was
not enough to detect all types of carbapenem producing bacteria, the use of two different media
might be useful.

KEYWORDS:

Antibiotic resistance, carbapenem resistance, carbapenemase, selective agar plate
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1 JOHDANTO

Karbapeneemeille resistenttien sauvabakteereiden yleistyminen aiheuttaa huolta maail-
manlaajuisesti. Tahadn ryhm&an kuuluvat erityisesti kliinisesti tarkeat Enterobacteria-
ceae- heimon lajit, kuten Escherichia coli ja Klebsiella pneumoniae seké non-fermenta-
tivisia sauvoja, kuten Pseudomonas aeruginosa ja Acinetobacter baumannii. (THL
2017.) Beetalaktaameihin kuuluvilla antibiooteilla, etenkin karbapeneemeilla, on merkit-
tava rooli vakavien, gramnegatiivisten sauvabakteerien aiheuttamien infektioiden hoi-
dossa. Tasta syysta karbapeneemiresistenssin kehittyminen ja yleistyminen maailmalla
on merkittéva huolenaihe. (Lutgring ym. 2016.)

Suomessa karbapenemaasia tuottavat enterobakteerit ovat vield melko harvinaisia ja
karbapeneemiresistenssid tavataankin useimmiten ulkomaisissa sairaaloissa oleskel-
leilta. potilailta (Jalava 2016). Harvinaisuudestaan huolimatta karbapeneemiresistenssi
on varteenotettava uhka myos Suomessaja resistentteja kantoja on tavattu vuoden 2009
jlkeen lisdantyvissa maarin (Vuopio 2017). Karbapeneemiresistenttien bakteerien seu-
lontaan soveltuvin menetelmé on bakteeriviljely selektiiviselle elatusaineelle. Paras nay-

temateriaali on ulostenayte tai perasuolesta otettu pyyhkaisynayte. (NordicAST 2017.)

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on testata karbapenemaaseja tuottavien bakteerien
seulontaan tarkoitettua CHROMagar™mSuperCARBA™ -vilielymaljaa (CHROMagar,
Ranska, Pariisi) ja verrata sitd vastaavaan, Oxoidin valmistamaan Brilliance CRE -mal-
jaan (Oxoid, UK). Tydssa selvitetddn maljojen selektiivisyytta ja herkkyytta, eli miten hy-
vin seulontamaljat pystyvat estémé&an muiden kuin seulottavien bakteerikantojen kasvun
ja miten hyvin seulottavat kannat kasvavat maljalla. Opinnaytetyon tavoitteena on selvit-
taa, soveltuuko CHROMagar™mSuperCARBA™ -vilielymalja Brilliance CRE-maljan
korvaavaksi tuotteeksi kliinisen mikrobiologian laboratoriossa.
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2 ANTIBIOOTTIRESISTENSSI

Antibiootteja kaytetdan bakteeri-infektioiden hoidossa. Niilla voidaan infektioiden paran-
tamistarkoituksessa tappaa bakteereita tai ehkaista niiden kasvua ja leviamistéa ihmisten
ja elainten elimistossé sekd kasveissa. Antibiootti ei ole kasitteena sama kuin mikrobi-
ladke, silla jalkimmainen pitaa sisalladn myos virusten, sienien ja arkkielididen aiheutta-

mien infektioiden hoidossa kaytetyt ladkeaineet. (Lumio 2016.)

Kun bakteereja vastaan suunnatut antibiootit eivat enda vaikuta niiden kasvuun ja ela-
miseen, bakteereista on tullut resistentteja kyseisille antibiooteille (ECDC 2017). Antibi-
oottiresistenssikehittyy useimmitenajan kuluessa bakteerisolun geneettisten muutosten
kautta ja on bakteereille luonnollinen ilmid. Liiallinen ja vaaranlainen antibioottien kayttoé
kuitenkin kiihdyttdd tata prosessia, luoden antibioottiresistenttiydestéd vakavan ongel-
man. Bakteerien kyky vastustaa antibiootteja kuuluukin nykyaan tarkeimpien globaalien
yhteiskunnallisten uhkien joukkoon. (WHO 2017.) Kamppailu antibioottiresistenssia vas-
taan perustuu antibioottien ja muiden mikrobilddkkeiden kaytén vahentamiseen seka toi-
menpiteisiin, kuten rokotukset ja eristyskaytannot, joilla ehkaistéén bakteerikantojen le-

viamista (Huovinen 2016).

Antibioottiresistenssi voi olla luonnollinen tai hankittu. Luonnollisessa resistenssissé on
kyse bakteerilajille ominaisesta ilmitsta, jolloin resistenssissa eri antibiootteja kohtaan
esiintyy runsaasti vaihtelua. Esimerkiksi osa gramnegatiivisista bakteerilajeista on luon-
nostaan resistenttejd penisillineille, kun taas grampositiiviset lajit ovat sille herkkia.
Luonnollinen resistenssi huomioidaan aina antibioottihoitoa suunnitellessa. Hankitulla
resistenssilla puolestaan tarkoitetaan tapauksia, jolloin antibiooteille luonnostaan herkat
bakteerilajit muuttuvat resistenteiksi. Tallainen resistenssi on joko kromosomaalisten
geenien muutoksien tai siirtyvien geenien aiheuttamaa ja perustuu useisiin eri mekanis-
meihin. Bakteerien jakautuessa resistenssimekanismi siirtyy uusiin bakteereihin. (Huo-
vinen & Vaara 2011.)

Bakteerien antibioottiresistenssi voi perustua useisiin erilaisiin mekanismeihin. Bakteerit
voivat esimerkiksi muunnella antibiootin vaikutuskohtia, jolloin antibiootti ei enda kykene
sitoutumaan niihin. Myds kohteena olevan entsyymin ylituotanto, soluseinan tai ulkokal-
von lapaisemattémyys ja antibiootin pumppaaminen ulos bakteerisolusta kuuluvat edella
mainittuihin resistenssimekanismeihin. Kliinisesti tarkein resistenssi perustuu kuitenkin

bakteerien kykyyn inaktivoida antibiootti, joka tapahtuu yleens& antibioottiin sitoutumalla
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tai sitd modifioimalla. Bakteerien beetalaktamaasientsyymien tuotanto on tasta yksi esi-
merkki. (Huovinen & Vaara 2011.)

2.1 Beetalaktamaasit

Beetalaktamaasit ovat gramnegatiivisten sauvabakteerien tuottamia entsyymeja, joilla
on kyky hajottaa beetalaktaamiryhman antibiootteja, kuten esimerkiksi penisillineja, ke-
falosporiingja ja karbapeneemeja. Beetalaktaamiryhman antibiooteilla on rakenteessaan
beetalaktaamirengas, jonka beetalaktamaaseja tuottavat bakteerit kykenevat avaa-
maan, eivatka beetalaktaamiryhmén antibiootit taten tehoa néihin bakteereihin. (Quee-
nan & Bush 2007.) Yksinkertaisin tapa luokitella beetalaktamaaseja on jakaa ne neljaan
eri ryhmaén (A-D) niiden toisistaan poikkeavien aminohappojarjestysten perusteella.
Ryhmien A, C ja D beetalaktamaasit pilkkovat beetalaktaamirengasta niiden aktiivisessa
kohdassa olevan seriiniaminohapon avulla. B-ryhméan beetalaktamaasit puolestaan ovat
metallobeetalaktamaaseja, jotka hyddyntavat aktiivisen kohtansa sinkkid beetalaktaa-
mien hydrolysoinnissa. (Bush & Jacoby 2009.) Beetalaktamaasien luokittelu on esitetty

taulukossa 1.

Taulukko 1. Beetalaktamaasien luokittelu. (FiRe-standardi, liite 5)

Luokka Entsyymin aktiivinen kohta Esimerkkeja
A Seriini TEM-1, SHV-1, KPC, useimmat
ESBL:t, ml. CTX-M
B Sinkki Metallobeetalaktamaasit: VIM, IMP,
SPM
C Seriini AmpC
D Seriini OXA

2.2 Enterobakteerien antibioottiresistenssi

Enterobakteereihin, eli Enterobacteriaceae-heimoon, kuuluu laaja valikoima erilaisia
gramnegatiivisia sauvabakteereita, jotka aiheuttavat monia erilaisia infektioita. Tarkeim-
pia enterobakteereita ovat Escherichia coli, Salmonella, Shigella ja Yersinia. Myos esi-
merkiksi Klebsiella-, Proteus-, Citrobacter ja Enterobacter-lajit kuuluvat Enterobacteria-
ceae-heimon bakteereihin. (Delost 2015.) Kaikki Enterobacteriaceae-heimon lajit ovat
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kasvuominaisuuksiltaan seka rakenteeltaan samankaltaisia ja useimmat niistéa kuuluvat
elimiston normaaliflooraan. Esimerkiksi edella mainitut Klebsiella-, Enterobacter- ja Pro-
teus-lajit aiheuttavat harvoin infektioita perusterveilld henkililla, mutta ovat kuitenkin
merkittévia sairaalainfektioiden aiheuttajia. Vaikeisiin infektioihin liittyy endotoksiinisokin
riski, joka johtuu enterobakteerien ulkomembraanin siséltdmasta endotoksiinista. (Siito-
nen & Vaara 2011.)

Enterobakteerit omaavat tehokkaan ulkomembraanin, jonka ansiosta niilld on luonnolli-
nen resistenssi monia antibiootteja vastaan. Ulkokalvon pinta on hydrofiilinen, jolloin
hydrofobiset antibiootit, kuten erytromysiini ja klindamysiini eivat paase kalvon lapi. En-
terobakteerien ulkokalvo hidastaa myds muiden antibioottien, esimerkiksi beetalaktaa-
mien lapaisevyyttd, mutta kannan ollessa herkka beetalaktaameille kykenevat ndma silti
paasemaan kalvon lapi vaihtelevalla tahdilla. Myds hankittu antibioottiresistenssi on en-
terobakteereilla mahdollinen ja la&kehoidon valitsemista varten suositellaankin bakteerin
antibioottinerkkyyden maarittdmista. Enterobakteerien térkein beetalaktaamiresistenssin
mekanismion plasmidiperéiset beetalaktamaasit. Kromosominulkoiset resistenssitekijat
tuottavat laajaspektrisia beetalaktamaaseja, joista yleisin on TEM-1. Bakteerin plasmi-
dissavoi olla resistenssigeenejd samanaikaisesti useampia antibiootteja kohtaan, jolloin

kyseistd kantaa kutsutaan moniresistentiksi. (Huovinen & Vaara 2011.)
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3 KARBAPENEEMIRESISTENSSI

Karbapeneemit ovat beetalaktaameihin kuuluva antibioottien ryhmé, johon kuuluvat
muun muassa imipeneemi ja meropeneemi (Jarvinen ym. 2011). Karbapeneemiresis-
tenssi voi syntya useilla eri tavoilla, joista sairaalahygieenisesti tarkein on karbapene-
maasien, eli karbapeneemeja hajottavien entsyymien tuotanto. Myés muutokset baktee-
risolun ulkokalvon proteiineissa ja erilaisten solupumppujen aktivoituminen yhdessa mui-
den entsyymien kanssa, jotka hajottavat beetalaktaamiryhman antibiootteja, voivat ai-
heuttaa karbapeneemiresistenssia. (THL 2017.) Karbapeneemeja on yleisesti pidetty vii-
meisend keinona moniresistenttien enterobakteerien hoidossa ja karbapenemaasia tuot-
tavien kantojen lisadntyminen aiheuttaakin huolta maailmanlaajuisesti (Huovinen &
Vaara 2011).

3.1 Karbapenemaasit

Karbapenemaasit ovat beetalaktamaaseja, joilla on monipuolisia hydrolysoivia ominai-
suuksia. Ne ovat entsyymeja, joilla on kyky avata betalaktaameihin kuuluvien antibioot-
tien beetalaktaamirenkaita, taten hajottaen esimerkiksi penisillinejd, kefalosporiineja ja
karbapeneemeja. (Queenan & Bush 2007.) Karbapenemaasien kyky hajottaa beetalak-
taamiryhman antibiootteja vaihtelee, mutta yleisesti ottaen voidaan todeta, etta karbape-
nemaaseja tuottavilla bakteereilla on kyky vastustaa kaikkien beetalaktaamiryhman an-
tibioottien vaikutusta (Vuopio 2017). Karbapenemaaseja tuottavia enterobakteerilajeja
kutsutaan CPE-bakteereiksi (Carbapenemase producing enterobacteriaceae), mutta
myos lyhennettd CRE (Carbapenem-resistant enterobacteriaceae) voidaan kayttaa.

Karbapenemaasit kuuluvat ryhmien A, B ja D beetalaktamaaseihin. Ryhman A beetalak-
tamaaseihin kuuluvat muun muassa IMI-, NCM- ja KPC- tyypin karbapenemaasit. B-ryh-
maan kuuluu puolestaan IMP-, VIM- ja SMP-tyypin ja D-ryhm&an OXA-tyypin karbape-
nemaaseja. (Queenan & Bush 2007.) Yleisimmaét karbapenemaasit ovat tyyppia KPC,
VIM, IMP, NDM ja OXA-48 (Nordmann ym. 2012).
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3.2 Karbapenemaaseja tuottavien enterobakteerien esiintyminen Suomessa

Gramnegatiivisten sauvabakteerien kabapeneemiresistenssid tavataan maailmalla li-
saantyvissa maarin. Karbapenemaasia tuottavat kannat ovat aiheuttaneet laajoja sairaa-
laepidemioita ympéri maailman, mutta pohjoismaissa ne ovat toistaiseksi melko harvi-
naisia. Resistentteja kantoja tavataan Suomessa lahinna ulkomaisista sairaaloista siir-
retyiltd potilailta. (THL 2017.) Suomen ensimmainen karbapenemaasia tuottava entero-
bakteeerikanta todettiin vuonna 2009 (Vuopio 2017).

Viimeisimman Finres raportin mukaan bakteerikantojen herkkyys karbapeneemeja koh-
taan on Suomessa edelleen hyva ja resistentit kannat ovat harvinaisia. Esimerkiksi
vuonna 2015 Idydetyistd akinetobakteerikannoista vain alle prosentti oli karbapenee-
meille resistentteja ja THL:n lahetetyistd 30:sta Klebsiella pneumoniae kannasta 17 oli
karbapenemaasigeenin omaavia. Sekd Escherichia coli- ettéd Enterobacter cloacae -kan-
tojen herkkyystilanne oli Suomessa maailmanlaajuisesti verrattuna erinomainen. (Ja-
lava 2016.)

3.3 Karbapenemaaseja tuottavien enterobakteerien seulonta

Karbapeneemiresistenssien bakteerien kantajuuden seulontaan parhaiten soveltuva
nayte on ulostendyte tai vanutikulla perdsuolesta otettu sivelynayte. Seulonta perustuu
bakteerin alentuneen karbapeneemiherkkyyden osoittamiseen ja seulontamenetelméana
toimii useimmiten kaupalliset tai laboratorion itse valmistamat antibiootteja sisaltavat se-
lektiiviset elatusaineet. Antibiootteja sisaltdvien kromogeenisten viljelymaljojen on tutki-
muksissa havaittu olevan seulontamenetelmista kaytanndllisin. Myos antibioottikie kot
elatusaineilla, jotka eivét sisélla antibiootteja, ovat laajasti kaytosséa karbapeneemiresis-
tenttien enterobakteerien seulonnassa, mutta menetelma ei parjaa vertailussa selektiivi-
sille elatusaineille. (NordicAST 2017.)

Kannat, joiden karbapeneemi-MIC, eli pienin bakteerien kasvun estava laakepitoisuus
(Minimum inhibitory concentration), on alhainen, eivat valttdmattd kasva kaikilla kro-
mogeenisilla viljelymaljoilla. Etenkin OXA-48 ja sita laheisesti muistuttavia entsyymeja
tuottavien kantojen toteamisen on havaittu olevan haastavaa ja niiden seulonnassa voi-
daan tarvita juuri OXA-48 karbapenemaaseja tuottaville bakteereille suunnattua seulon-
tamaljaa. (NordicAST 2017.)
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Bakteerikasvun esiintyessaselektiivisella elatusaineella, maaritetdan bakteerin herkkyys
meropeneemille. Mikéli herkkyys on alentunut, karbapenemaasigeeni varmistetaan viela
geenimonistusmenetelmaé kayttaen. Karbapeneemaasia tuottavien enterobakteerien
kantajuus voidaan méaarittdd myods suoraan potilasndytteesta ilman elatusaineelle vilje-
lyd, mutta tat4 ei Suomessa yleisesti suositella. Syyné on se, etta karbapeneemaasia
tuottavien enterobakteerien seulonnassa kaytettyjen geenimonistusmenetelmien toimi-
vuudesta maissa, joissa karbapeneemiresistenssin esiintyvyys on vahaista ei ole saatu
viela tarpeeksi tietoa. (Jalava 2016.)
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4 SELEKTIVISET VILJELYMALJAT

Bakteriologiset naytteet viljelladn elatusaineille, jotka voivat olla joko kiinteité tai neste-
maisia. Viljelymaljat sisaltavat kiinteita tai geelimdisia, agarilla hyydytettyja ja petrimal-
jalle valettuja elatusaineita. Erilaiset maljat sisaltavat erilaisia ravintoaineita riippuen tut-
kittavien patogeenisten bakteerien kasvuvaatimuksista. Antibiootteja tai muita bakteeri-
myrkkyja lisadmalla vilielymaljalla voidaan etsia vain tiettyd taudinaiheuttajaa ja samalla
estda muiden, ylimaaraisten, bakteerien kasvu. Tallaisia maljoja kutsutaan selektiivisiksi
viljelymaljoiksi. (Carlson & Koskela 2011.)

CHROMagar™mSuperCARBA™ ja Brilliance CRE -vilielymaljat ovat kromogeenisia, eli
varia muodostavia yhdisteita sisaltavia viljelymaljoja, jotka on tarkoitettu karbapenee-
meja tuottavien bakteerien seulontaan. Molemmat maljat sisaltavét antibiootteja, joiden
avulla maljoilla tulisi kasvaa vain seulottavat, karbapenemaaseja tuottavat bakteerikan-
nat. Kromogeenien ansiosta eri bakteerilajien pesékkeet varjaytyvat maljoilla eri véarein,
mika helpottaa bakteerien tunnistamista. (CHROMagar 2017; Oxoid 2017.)

4.1 CHROMagar™mSuperCARBA™

CHROMagar™mSuperCARBA™ -vilielymalja on kromogeeninen, karbapeneemiresis-
tenttien bakteerien seulontaan tarkoitettu selektiivinen viljelymalja, joka voidaan valmis-
taa laboratoriossa CHROMagarin tarjoamista ainesosista. Valmistaja, CHROMagar, lu-
paa maljan herkkyyden olevan erinomainen useimpien karbapenemaasityyppien havait-
semisessa. Jopa heikkoja karbapenemaaseja, kuten OXA-48 ja sita laheisesti muistut-
tavia entsyymeja tuottavien kantojen havaitseminen on valmistajan mukaan helppoa.
Kromogeenien ansiosta maljalla kasvavat kannat voidaan helposti tunnistaa pesakkeen
varin perusteella. Bakteeripesakkeiden varjaytyvyys on esitetty taulukossa 2. CHROMa-
gar™mSuperCARBA™-viljelymaljan luvataan olevan erittain selektiivinen ja sen kerro-
taan inhiboivan beetalaktaameille herkkien kantojen lisdksi myds esimerkiksi ESBL-kan-
tojen kasvun. Maljalle suositeltavat ndytteet ovat ulostenayte, virtsanayte tai vanutikulla
perasuolesta otettu sivelynayte. (CHROMagar 2017.)
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Taulukko 2. Valmistajan ilmoittamat bakteeripesakkeiden varit CHROMagar™mSuper-
CARBA™.-viljelymaljalla (CHROMagar 2017).

Karbapenemaasia tuottavalaji Pesakkeen vari maljalla

E. coli Pinkki/punertava

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter | Metallinhohto sininen

Pseudomonas Vaalea/kerman varinen,
lapikuultava

Acinetobacter Vaalea/kerman varinen,
[&pikuultamaton

Karbapeneemeille herkat kannat Ei kasvua

Amar ym. (2017) suorittivat tutkimuksen, jossa testattin CHROMagar™mSuper-
CARBA™-vilielymaljaa ja verrattiin sitéa kahteen muuhun karbapenemaaseja tuottavien
enterobakteerien seulontaan tarkoitettuun viljelymaljaan (CHROMAgar™-KPC ja Mac-
Conkey). Tulokset osoittivat, ettd CHROMagar™mSuperCARBA™ oli maljoista herkin,
etenkin OXA-48 tyyppisten karbapenemaasien tunnistamisessa. Kaikkien kolmen testa-
tun maljan selektiivisyys oli melko alhainen. CHROMagar™mSuperCARBA™ jai selek-
tiivisyydessa toiseksi.

4.2 Briliance CRE Agar

Brilliance CRE Agar on Oxoidin valmistama karbapeneemeille resistenttien bakteerikan-
tojen seulontaan tarkoitettu viljelymalja, joka on CHROMagar™mSuperCARBA™:n ta-
voin kromogeeninen. Maljat toimitetaan laboratorioihin valmiina ja niiden pohjavéri on
vaalean turkoosi. Brilliance CRE-maljalla voidaan seuloa tavallisimpia karbapenemaa-
seja tuottavia bakteerikantoja, kuten E. coli-kantoja sekéa Klebsiella-, Enterobacter-, Ser-
ratia- ja Citrobacter -ryhman (KESC) kantoja. Bakteeripesakkeiden vérjaytyvyys maljalla
on esitetty taulukossa 3. Suoraan ulostetta tai verta sisaltavista naytteista viljellyilla mal-
joilla saattaa esiintya paikallisia varimuutoksia, joita ei tule sekoittaa bakteeripesékkeen
aiheuttamaan kromogeeniseen reaktioon. (Oxoid 2017.)
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Taulukko 3. Valmistajan ilmoittamat bakteeripesékkeiden varit Brilliance CRE -viljelymal-
jalla (Oxoid 2017).

Karbapenemaasia tuottavalaji Pesakkeen vari maljalla

E. coli Vaalea/hyvin vaalea pinkki
KESC-ryhman bakteeri Sininen

Proteus, Morganella, Providencia Keltaisenruskea, ruskea halo
Acinetobacter +muut Valkoinen/vaalea

Braccon ym. (2013) tutkimuksessa pyrittiin arvioimaan Brillance CRE-maljan soveltu-
vuutta kliiniseen kayttdon. Tutkijat halusivat selvittdd maljan herkkyytta karbapene-
maasia tuottavien enterobakteerien seulonnassa. Karbapeneemeille herkét kannat eivét
kasvaneet maljoilla ja resistenttien kantojen herkkyys oli hyva. Tulokset osoittivat, etté
Brilliance CRE on hyva elatusaine seké karbapenemaaseja tuottaville enterobakteereille
etta non-fermentativisille bakteereille.

Briliance CRE-maljaa ja SUPERCARBA-elatusainetta siséltdvad maljaa on vertailtu
aiemmissa tutkimuksissa. Girlich ym. (2012) suorittivat tutkimuksen, jossa verrattiin sil-
loin uutta SUPERCARBA-elatusainetta kahteen jo pidemman aikaa kaytdssa olleeseen
elatusmaljaan. Vertailukohteina toimivat CHROMagar KPC ja Briliance CRE maljat. Tut-
kimuksessa kaytettin 142:ta enterobakreerikantaa, joista 131 oli karbapenemaaseja
tuottavia. Jokaista kantaa viljeltin kolmelle maljalle, jonka jalkeen maljoja inkuboitiin vuo-
rokausi. Tulokset osoittivat, ettd SUPERCARBA-elatusainetta sisaltdvan maljan herk-
kyys oli kolmesta maljasta paras (96,5%), Brillance CRE —maljan herkkyys toiseksi pa-
ras (76,3%) ja CHROMagar KPC:n huonoin (43%). Elatusaineiden selektiivisyydet nou-
dattivat samaa kaavaa. SUPERCARBA -malja oli siis tutkimuksen mukaan Brilliance

CRE-maljaa soveltuvampi karbapeneemiresistenttien enterobakteerien seulontaan.
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on testata karbapeneemiresistenttien bakteerien
seulontaan tarkoitettua CHROMagar™mSuperCARBA™ -vilielymaljaa ja verrata sita
vastaavaan, Brillance CRE, maljaan. Tydssa selvitetddn maljojen selektiivisyytta ja
herkkyytta, eli miten hyvin seulontamaljat pystyvat estamaan muiden kuin seulottavien
bakteerikantojen kasvun ja miten hyvin seulottavat kannat kasvavat maljalla.

CHROMagar™mSuperCARBA™ -seulontamalja on mahdollisesti tulossa Tyks-Sapa -
likelaitoksen kliinisen mikrobiologian laboratorion kayttdon Briliance CRE -maljan kor-
vaavana tuotteena. TAman opinndytetyon tavoitteena on selvittda, soveltuuko uusi malja

Kliniseen kayttoon vanhan tilalle. Tutkimustehtavéat ovat seuraavat:

e CHROMagar™mSuperCARBA™- ja Brilliance CRE -maljojen selektiivisyyden ja
herkkyyden vertailu.

e CHROMagar™mSuperCARBA™- maljan soveltuvuuden arvioiminen Tyks-Sapa
-liikelaitoksen kliinisen mikrobiologian laboratorion tarpeisiin.
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6 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

Opinnaytetyon aihe saatiin Tyks-Sapa-liikelaitoksen klinisen mikrobiologian laboratori-
osta osasto 938:lta tammikuussa 2017. Tutkimuslupa tyolle saatiin maaliskuussa 2017
ja kadytannon tyo aloitettiin huhtikuun lopussa. Tyo valmistui toukokuussa 2017. Tutkimus
suoritettiin Tyks-Sapa-liikelaitoksen kliinisen mikrobiologian laboratoriossa.

6.1 Tutkimusaineisto

Tutkimusaineisto koostui Tyks-Sapa-liikelaitoksen kliinisen mikrobiologian kantakokoel-
maan talletetuista kontrollikannoista seka laboratorioon noin viikon aikana tulleista poti-
lasnéytteistd. Kontrollikannoilla ja potilasnaytteilla oli tarkoitus testata maljojen herk-
kyytta ja selektiivisyyttd, eli sité, miten hyvin seulottavat kannat kasvavat maljoilla ja mi-
ten hyvin seulontamaljat pystyvéat estamaan muiden kuin seulottavien bakteerikantojen
kasvun.

Tutkimuksessa kaytettiin 33:a ennalta tunnettua kontrollikantaa, joista 28 oli karbape-
neemiresistentteja ja 5 karbapenemaasien tuoton suhteen negatiivisia. Kontrollikantojen
avulla testattiin ja vertailtin maljojen herkkyytta ja selektiivisyyttd. Suurin osa kaytetyista
kontrollikannoista kuuluu NordicAST:n (Nordic Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) CPE-kokoelmaan, ja niiden tarkka beetalaktamaasiprofiili on tiedossa. Kan-
noista kolme olivat vanhoja laaduntarkkailunaytteitda vuosilta 2014-2016 ja myds niiden
tuottamien karbapenemaasien tyypit tiedettiin. Kaytetyt kannat ja niiden tuottamat bee-

talaktamaasit on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Tutkimuksessa kaytetyt kontrollikannat.

Numero Laji Beetalaktamaasiprofiili
LT-15 K. pneumoniae OXA-48, CTX-M-15, SHV-76, TEM-1B
LT-16 K. pneumoniae NDM-1, OXA-181
LT-17 E. cloacae complex | IMI-9
LT-18 K. pneumoniae KPC-2, SHV-11
LT-19 K. pneumoniae NDM-1, CMY-6, CTX-m-15, SHV-11,
OXA-1

(jatkuu)
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LT-20
LT-21
LT-22
LT-23
LT-24
LT-25
LT-26
LT-27
LT-28
LT-29
LT-30
LT-31
LT-32
LT-33
LT-34
LT-35
LT-36
LT-37

LT-38
LT-39
LT-40

LT-41
LT-42
LT-43
LT-44

K
E
P
E
K

. pneumoniae
. coli

. mirabilis

. coli

. pneumoniae

Citrobacter sp.

m o mm m mMm X X M XN

P
E

. pneumoniae

. coli

. pneumoniae

. pneumoniae

. cloacae complex
. coli

. coli

. cloacae complex
. mirabilis

. aerogenes
rovidencia rettgeri

. coli

. coli

K. pneumoniae

N

m X m| X

. pneumoniae

. pneumoniae
. cloacae complex
. pneumoniae

. coli

14L.TO0089 | K. pneumoniae
16LT00202 | E. coli
16LT00047 | K. pneumoniae

18

Taulukko 4 (jatkuu)
OXA-48; LEN-16
VIM-29, CMY-4, CTX-M-15, OXA-1
NDM-1, CMY-16, OXA-10
NDM-5, SHV-12, TEM-1B
OXA-48; LEN-16
NDM-1
CTX-Mqgr. 1
CMY
OXA-48, SHV-11
CTX-Mqgr. 1
Negatiivinen
OXA-48, CTX-M-24, TEM-1B
CTX-Magr. 1
KPC-2, CTX-M-15
Negatiivinen
Negatiivinen
Negatiivinen
OXA-181, CMY-2, CTX-M-15, TEM-1B,
OXA-1
IMP-26
OXA-48; LEN-16
OXA-162, CTX-M-15,
TEM-1B
VIM-1, SHV-39/LEN-11
KPC-2
VIM-27, SHV-11

SHV-28/-100,

Negatiivinen
OXA-48
OXA-48, ESBL
KPC

Lisaksi kaytettiin osastolle 938 noin viilkon aikana saapuneita ResGNS-Vi -potilasnayt-

teitd. ResGNS-viljelylla seulotaan poikkeavan resistentteja gramnegatiivisia sauvabak-
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teereja ja viljelyt tehdaén normaalisti seka ESBL-maljalle etté talla hetkella kaytbssa ole-
valle Brilliance CRE Agar-maljalle. Naytemateriaalina toimii ulostendyte tai pumpulitikulla
otettu sivelynayte rektumista, haavasta, kyljista, kainaloista tai nivusista. (Tyks-Sapa-lii-
kelaitos 2016.) Tydssa kaytetyista potilasnaytteistd oli tehty diagnostiset viljelyt, joiden
tulos oli vastattu ennen naytteiden tutkimuskayttoon ottamista. Koska karbapeneemi-
resistenssion Suomessa yha harvinainen, potilasnaytteilla haluttiin testata lahinna vilje-
lymaljojen selektiivisyyttd. Potilasnaytteissd on usein mukana naytteenottokohdan nor-
maaliflooraa ja muita karbapenemaasien tuoton suhteen negatiivisia bakteereita, joiden

ei kuuluisi kasvaa testattavilla seulontamaljoilla.

6.2 Tilat, vélineet ja laitteet

Tutkimus suoritettiin kokonaisuudessaan Tyks-Sapa-liikelaitoksen kliinisen mikrobiolo-
gian laboratorion tiloissa, josta saatiin myds tydssa tarvittavat valineet ja materiaalit.
CHROMagar™mSuperCARBA™-viljelymaljat valmistettiin elatusaineosastolla muu-
tama paiva ennen tutkimuksen alkua. Pakastettujen kontrollikantojen viljely seka laimen-
nussarjojen teko ja laimennoksien maljoille viljely suoritettiin laminaarivirtauskaapissa.
Nestemaisid bakteerisuspensioita ja laimennoksia kasitellessa syntyy helposti aero-
soleja, joiden leviaminen tyon tekijan paélle ja muualle laboratorion tiloihin haluttiin es-
taa. Viljelymaljojen inkuboinnissa kaytettiin laboratorion +35 °C inkubaattoria.

6.3 Seulontamaljojen herkkyyden ja selektiivisyyden testaus kontrollikannoilla

Tyo aloitettiin etsiméalla kontrollikannat pakkasesta ja vilielemalla ne CHROMagar Orien-
tation-maljoille, eli ORI-maljoille. Kullekin kannalle merkattin oma malja. Jaista baktee-
risuspensiota siirrettiin viljelysauvan avulla maljalle ja suspensio viljeltin hajotusteknii-
kalla. Maljoja inkuboitiin +35 °C vuorokauden ajan, jonka jalkeen tarkistettiin, kasvavatko
kannat puhtaina. Osalla maljoista huomattiin kasvavan useampia kuin yhden nakoisia
bakteeripesakkeitd. Naiden maljojen erinékoisista bakteeripesakkeista tehtiin puhdasvil-
jelyt seka ORI-maljalle etta Brilliance CRE-maljalle. Yhdelle maljalle viljeltiin erikseen
kaikkia samalla alkuperdisella ORI-maljalla kasvaneita erindkoisia pesakkeita. Brilliance
CRE-maljan toivottiin auttavan karbapenemaaseja tuottavien bakteerikantojen erottami-

sessa mahdollisia kontaminaatioita aiheuttaneista bakteereista. Kasvatuksen jalkeen
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tarkistettiin, olivatko erindkbisena kasvavat bakteeripesékkeet kuitenkin samaa baktee-
rilajia. Kaikki kasvoivat hyvin Brilliance CRE-maljalla. Ainoastaan yhden kannan (LT-21)
kahdesta erindkoisestd pesakkeestd tehdyt puhdasviljelyt eivat kasvaneet Brilliance
CRE-maljalla. ORI-maljalla kasvaneiden pesakkeiden ulkonaén perusteella pesakkeet
voitiin kuitenkin todeta saman bakteerilajin edustajaksi. Kolmella maljalla pesékkeita ei
voitu silmin todeta samaksi bakteeriksi, joten tunnistamisessa kaytettiin apuna MALD I-
TOF (Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight) massaspektrometria. Mal-
joilla kasvaneet pesakkeet osoittautuivat samaksi lajiksi, kuin muut samalla maljalla ole-
vat pesédkkeet. Testausvaiheessa selvasti erindkdisista bakteeripesékkeista tehtiin viela
varmuuden vuoksi omat laimennokset, jotka viljeltiin eri maljoille, jotta voitiin varmistua,

ettei niiden kasvukyvyssa seulontamaljoilla ole eroja.

Jokaisesta kontrollikannasta valmistettiin 0,5 McFarlandin vahvuinen bakteerisuspensio,
josta tehtiin maljoille viljeltavat kolme eri laimennosta (10, 10 ja 107). 0,5 McFarlandin
suspension valmistaminen tapahtui siirtamalla ORI-maljalta bakteeripeséaketta viljelysau-
van avulla 1ml:aan 0,9 %:sta NaCl:a. Suspension vahvuus arvioitiin silmamaéaraisest.
Laimennokset tehtiin laimennossarjan avulla valmiisiin 1 ml:n NaCl-putkiin. Kaytettavissa
olevan pipetin pipetointitilavuus oli 100-1000 pl, joten laimennokset tehtiin sen mukaan.
Laimennossarja on esitetty kokonaisuudessaan kuviossa 1. Sekaannusten valttdmiseksi
bakteerikantojen laimennokset ja viljelyt tehtiin yksi kerrallaan. Kun noin puolet kontrolli-
kannoista oli viljelty, 1 ml:n NaCl-putket loppuivat ja siirryttiin kayttamaan putkia, joissa
NaCl:a oli 2 ml. Laimennossatrjat tehtiin samalla periaatteella, mutta bakteerisuspensiota
siirrettiin 100 pl:n sijaan 200 pl.

100 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
= = = = = — =

0,5 10! ‘ 10? 107

McF

‘ 10?

100 | 105

| 10¢

Kuvio 1. Yhden kontrollikannan laimennossarja.

Laimennoksia 10°, 10 ja 107 siirrettiin 100 ul sekd CHROMagar™mSuperCARBA™ -
etta Brilliance CRE -maljoille. Suspensiot levitettin maljoille kulmasauvaa apuna kéyt-
tden. Suspensioiden levittaminen CHROMagar™mSuperCARBA™ -maljalle oli selkeasti
helpompaa, kuin Briliance CRE-maljalle; CHROMagar ™MmSuperCARBA™ -maljalla sus-

pensio liukui helposti eri puolille maljaa, kun taas Brilliance CRE:lla suspensio alkoi ikdan
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kuin imeytya agariin ja sen levittdminen oli hankalampaa. Maljoja inkuboitiin vuorokausi,
jonka jalkeen maljoilla kasvavien bakteeripesékkeiden maara laskettiin. Maljoilla, joilla
peséakkeita oli yli 200 laskeminen ei ollut enaa tarkkaa, vaan mé&ara ilmoitettiin >200 tai
>300.

6.4 Seulontamaljojen selektiivisyyden testaus potilasnaytteilla

Potilasnaytteiden viljely tapahtui diagnostisen viljelyn suorittamisen aikana kliinisen mik-
robiologian laboratorion henkilokunnan toimesta. Jokainen ResGNS-Vi -nayte viljeltiin
Brilliance ESBL-, Briliance CRE- sekd CHROMagar™mSuperCARBA™ -viljelymaljoille,
jonka jalkeen niitd kasvatettiin +35 °C kaksi vuorokautta. Toisen vuorokauden jalkeen
laboratorion henkilékunta antoi lopulliset vastaukset tutkimuksen tuloksista maljoilla
esiintyvan bakteerikasvun perusteella. Briliance CRE- ja CHROMagar™mSuper-
CARBA™ -maljat saastettiin opinndytetyon tekijélle tarkasteltaviksi ja maljoilla mahdolli-
sesti kasvavien pesakkeiden maara laskettin. Samalla tarkasteltiin, kasvoiko maljoilla
muita kuin karbapenemaaseja tuottavia bakteerikantoja.

6.5 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisessa eli l[ahestymistavaltaan maarallisessa tutkimuksessa keskeista on ka-
sitteiden maarittely seka aiempien teorioiden ja tutkimusten hyvéksi kayttdminen johto-
paatosten tekemisessa. Kvantitatiivisen tutkimuksen aineiston keruussa tarkeaa on sen
soveltuvuus numeeriseen mittaamiseen. Myos analyysimenetelmé& on tarkasti maaritelty.
Tulokset esitetddn useimmiten taulukoiden ja tilastojen avulla, joiden avulla muodoste-
taan lopulliset paatelmat tutkimuksen tuloksista. (Hirsjarvi ym. 2009.) Tama opinnaytetyo
voidaan luokitella semikvantitatiiviseksi, silla tydssa on kvantitatiivisen tutkimuksen piir-
teitd, mutta kaikki kriteerit eivat tayty. Tyossa oli tarkoitus laskea kahdella eri elatusai-
neella kasvavien bakteeripesakkeiden mé&ara mahdollisimman tarkasti, mutta erittain
runsaskasvuisilla maljoilla silmamaérainen pesékkeiden laskeminen ei ollut taysin tark-
kaa. Bakteerisuspensioiden ja laimennosten tekoakaan ei voida kutsua tarkaksi, silla
suspensioiden vahvuus arvioitiin ainoastaan silmamaaraisesti. Tulokset esitettiin tauluk-
komuodossa, multta tilastollisia analyyseja tai syvempia laskelmia ei tulosten perusteella

tehty. Analyysimenetelmana toimi bakteeriviljely erilaisille selektiivisille elatusaineille.
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6.6 Opinnaytetyon eettiset nakokohdat

Eettisesti hyvan tutkimuksen edellytyksena on hyvan tieteellisen ké&ytdnndén noudattami-
nen tutkimuksenteossa. Hyvaan tieteelliseen kaytant6on kuuluu muun muassa rehelli-
syys, huolellisuus ja tarkkuus tutkimustydssd, tutkimustulosten todenmukainen rapor-
tointi sek& muiden tutkijoiden tyon ja saavutusten asianmukainen huomiointi. (Tutkimus-
eettinen neuvottelukunta 2012; Hirsjarvi ym. 2009.) Tama tutkimus suoritettiin hyvaa tie-
teellista kaytantda noudattaen. Tulokset esitettiin vaaristelematta ja arvioitiin niiden vaa-

timalla kriittisyydelld. Plagiointia valtettiin ja toisten tyolle annettiin asianmukainen arvo.

Tassa opinnaytetydssa kaytettin vanhoja potilasnaytteitd, joista tehtévien tutkimusten
tulokset oli vastattu ennen tutkimuskayttoon ottamista. Lisaksi kaytettiin vanhoja positii-
visia kontrollikantoja. Potilaiden henkilttietoja ei tydssa tarvittu, vaan naytteet oli nimetty
laboratorion ty6jonojen mukaan juoksevalla numeroinnilla. Potilaille ei koitunut tutkimuk-
sestaylimaaraista vaivaa. Kyseessa ei ollut ihmiseen kohdistuva ladketieteellinen tutki-
mus, joten potilailta ei t&ytynyt pyytaa erillistd suostumusta, eiké heita taytynyt informoida
tutkimuksesta. (Laki tieteellisesta tutkimuksesta 488/199, 6 8.) Opinnaytetydlle haettiin
ja saatiin tutkimuslupa Turun Kliiniseltad tutkimuskeskukselta, Turku CRC:Ita.
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7/ TUTKIMUKSEN TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

7.1 Kontrollikannat

Puolet seulontamaljoille laimennoksina viljellyistd 28:sta karbapenemaaseja tuottavista
kontrollikannoista kasvoi hyvin molemmilla maljoilla. Vain neljan (~14 %) karbapene-
maaseja tuottavan kannan kohdalla yksikéaan kolmesta laimennoksesta ei kasvanut kum-
mallakaan maljalla. Kuusi (~21%) bakteerikantaa kasvoi ainoastaan CHROMa-
gar™mSuperCARBA™-maljalla ja nelja (~14 %) ainoastaan Brilliance CRE-maljalla.
Yksik&an viidesta karbapenemaasien tuoton suhteen negatiivisesta kontrollikannasta ei
kasvanut kummallakaan testattavista seulontamaljoista. Maljoilla kasvaneiden peséakkei-
den maaréat eri pitoisista laimennoksista viljellyilld maljoilla on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Pesakkeiden maara tutkimuksessa kaytetyilla seulontamaljoilla.

Numero Pesakkeiden maara seulontamaljoilla
CHROMagar™mSuperCARBA™ Brilliance CRE
10° 10° 107 10° 10° 107
LT-15 126 41 1 122 22 -
LT-16 136 15 - 128 15 -
LT-17 - - - - - -
LT-18 >200 35 4 >200 27 2
LT-19* 59 24 2 81 11 2
LT-20 - - - 77 3 1
LT-21 >200 49 20 - - -
LT-22 - - - - - -
LT-23 >300 60 36 - - -
LT-24 - - - 107 18 1
LT-25 >300 62 25 >200 67 31
LT-26* >200 31 1 145 27 1
LT-27 70 10 - 106 17 -
LT-28 - - - - - -
LT-29 >300 107 34 >200 101 29
LT-30 - - - - - -

(jatkuu)
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Taulukko 5 (jatkuu)

LT-31 12 2 - - - -
LT-32 - - - 1 - -
LT-33 >300 60 23 >300 105 52
LT-34 - - - - - -
LT-35 - - - - - -
LT-36 - - - - - -
LT-37 141 45 18 163 58 23
LT-38 - - - - - -
LT-39* - - - 157 81 10
LT-40 57 5 1 124 17 4
LT-41 28 1 - 102 22 3
LT-42 160 25 3 127 28 3
LT-43 >200 39 5 138 3 3
LT-44 - - - - - -

14LT00089 166 20 5 - - -

16LT00202 3 - - - - -
16LT00047 16 3 - - - -

*Naiden kantojen bakteeripesékkeissa oli ulkonadllisia eroja. Kannoista enemman taulukossa 6.

Mielenkiintoista oli, ettd yksikaan kontrollikannoista, joiden tuottama beetalaktamaasiyh-
distelma oli OXA-48, LEN-16 (LT-20, LT-24 ja LT-39), eivat kasvaneet CHROMa-
gar™mSuperCARBA™-seulontamaljalla, mutta Brillance CRE-maljalla kasvua esiintyi
jopa pitoisuudeltaan pienimmasté laimennoksesta viljellyilla maljoilla. Moniresistenttien
bakteerikantojen laaduntarkkailukierroksella olleet kannat (14LT00089, 16LT00202 ja
16LT00047) puolestaan kasvoivat ainoastaan CHROMagar™mSuperCARBA™ -mal-

jalla, vaikkakin kahden kannan kohdalla kasvu oli melko heikkoa.

Bakteeripesakkeiden maarissa ei ollut huomattavasti eroa tapauksissa, joissa kannoista
tehdyt laimennokset kasvoivat hyvin kummallakin testattavista seulontamaljoista. Suurin
ero oli kantojen LT-40 ja LT-41 kohdalla Brilliance CRE-maljan eduksi. Kannasta LT-21
tehdyista laimennoksista yksikaan ei kasvanut Brilliance CRE-maljalla, mik& oli odotet-
tavissa aiemmin tehdyn puhdasviljelmé&n kasvamattomuuden perusteella. CHROMa-
gar™mSuperCARBA™-maljalla LT-21 puolestaan kasvoi runsaana kaikilla kolmesta eri

pitoisesta laimennoksesta viljellyilla maljoilla.

Bakteeripesakkeiden ulkon&kd erosi hieman testattavien seulontamaljojen valilla. Varin
lisdksi myds pesakkeiden koot vaihtelivat; CHROMagar™mSuperCARBA™ -maljalla
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kasvavat peséakkeet olivat suurempia ja levinneet laajemmalle alueelle, kuin Brilliance
CRE-maljalla kasvavat pesékkeet. Poikkeuksena tésta oli kuitenkin E. cloacae complex
(LT-33 ja LT-42), joka kasvoi CHROMagar™mSuperCARBA™-maljalla hyvin pieniko-
koisena ja hieman suurempipesakkeisena Brilliance CRE-maljalla. Viljelyvaiheessa lai-
mennosten levittdminen oli helpompaa CHROMagar™mSuperCARBA™-maljalle kuin
Brillance CRE-maljalle, mika saattaa selittdd eroa bakteeripesakkeiden levinneisyy-
dessa maljoilla.

Tyon alkuvaiheessa MALDI-TOF-laitteella samaksi bakteeriksi todettujen kantojen
erinékoisista pesakkeista tehtyjen laimennoksien kasvussa testattavilla maljoilla ei ha-
vaittu merkittavia eroja. Kasvavat pesékkeet olivat yha varitykseltaan eri nakoisia, mutta
kasvun maara maljoilla oli lahestulkoon sama. Pesakkeiden maarat ja ulkonadt nailla
rinnakkaisilla maljoilla on esitetty taulukossa 6. Taulukkoon 5, jossa on esitettyna kaik-
kien kantojen bakteeripesakkeiden maara, valittin ainoastaan LT-19.1, LT-26.1 ja LT-
39.1 tulokset, silla naiden pesékkeiden ulkondkd vastasi eniten muiden tassa tydssa
kaytettyjen saman lajin kantojen ulkondkoa.

Taulukko 6. MALDI-TOF -laitteella varmistetut ORI-maljoilla kasvaneet morfologialtaan
eroavat pesakkeet.

Nu- Pesakkeiden Bakteeripesakkeiden maara seulontamaljoilla
mero morfologia
CHROMagar™mSuper- Brilliance CRE
CARBA™

10° 10° 107 10° 10° 107
LT-19.1 Tummasininen 59 24 2 81 11
LT-19.2 | Vaaleampi sininen 74 16 4 79 14 2
LT-26.1 Tummasininen >200 31 1 145 27 1
LT-26.2 | Vaaleampi sininen >200 38 2 161 34 1
LT-39.1 Tummasininen, - - - 157 81 10

tasaisen pyorea
LT-39.2 Tumma sininen, - - - 121 54 6
levahtanyt pesake

LT-39.3 | Vaaleampi sininen, - - - 159 80 16

levahtanyt pesake
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7.2 Potilasnaytteet

Potilasnaytteita viljeltin testattaville karbapeneemiresistenttien bakteerien seulontaan
tarkoitetuille viljelymaljoille yhteensa 133. Naistd suurimman osan kohdalla seulontamal-
joilla ei esiintynyt mink&anlaista bakteerikasvua. ESBL positiivisia naytteita oli useampi,
mutta niistakin suurin osa oli kykenemattn kasvamaan kummallakaan testattavista mal-
joista. Yhteensa yhdeksalla (~7%) CHROMagar™mSuperCARBA™-viljelymaljalla ja
neljalla (~3%) Briliance CRE-maljalla kasvoi muita kuin karbapeneemiresistentteja bak-

teereita.

Yksi ESBL positiivinen, karbapenemaasien tuoton suhteen negatiivinen kanta kasvoi
melko hyvin (23 pesakettd) CHROMagar™mSuperCARBA™ -maljalla, mutta ei Brilliance
CRE-maljalla. Kolmella Briliance CRE- ja seitsemélla CHROMagar™mSuperCARBA™ -
maljalla kasvoi karbapenemaasien tuoton suhteen negatiivisia bakteereita alle viisi pe-
sakettd per malja. Yhdesséa tapauksessa seka Brilliance CRE -maljalla ettd CHROMa-
gar™mSuperCARBA™-maljalla esiintyi homekasvua muutaman pesakkeen verran.
Kaikki karbapenemaasien tuoton suhteen negatiivinen kasvu esiintyi kohdassa, johon
naytetikku oli koskenut, eika yksikdan bakteeripesake kasvanut viljelyn hajotusalueella.

Pienella osalla maljoista esiintyi varjaytymista alueella, johon naytetikku oli koskenut.

Naytteista vain yksi oli positiivinen karbapenemaasien tuoton suhteen. Taman naytteen
kohdalla bakteerikasvua esiintyi runsaasti sekda CHROMagar™mSuperCARBA™ -mal-
jalla ettd Brilliance CRE-maljalla. Toisin kuin aikaisempien naytteiden kohdalla, posiitii-
visesta naytteesta viljellyilla maljoilla kasvua esiintyi koko viljelyalueella. Karbapene-
maasigeeni oli varmistettu laboratorion henkilokunnan toimesta.

7.3 Lopputulos

Kontrollikantojen kasvukyvyssa maljoilla oli pienia eroja. Kolmesta laaduntarkkailunéyt-
teesta yksikaan ei kasvanut Brilliance CRE-maljalla, kun taas CHROMagar™mSuper-
CARBA™-maljalla kasvua esiintyi jonkin verran. Kontrollikannat, joiden tuottama beeta-
laktamaasi oli tyyppid OXA-48, LEN-16, eivat kasvaneet CHROMagar™mSuper-
CARBA™-maljalla, mutta Brilliance CRE:llda kasvua esiintyi runsaastikin. Lisaksi muuta-
man kontrollikannan kasvussa oli eroavaisuuksia eri seulontamaljoilla, mutta niista ei
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voida tehda yleistyksia pelk&n beetalaktamaasistatuksen perusteella. Tulosten perus-
teella ei mydskaan voida selkeasti osoittaa toisen maljoista olevan toista parempi kar-
bapeneemiresistenttien bakteerien havaitsemisessa. CHROMagar™mSuperCARBA™ -
maljalla kasvoi kaksi kantaa enemman, kuin Brilliance CRE-maljalla, mutta sekaéan ei
kyennyt havaitsemaan kaikkia karbapenemaaseja tuottavia bakteerikantoja. Negatiivi-
sista kontrolleista yksikaan ei kasvanut kummallakaan maljoista, miké osoittaisi maljojen
selektiivisyyden olevan hyva. Eri kantojen kasvukykya testattavilla seulontamaljoilla ei
voida luotettavasti verrata, silla maljoille viljellyt laimennokset tehtiin bakteerisuspensi-
osta, jonka vahvuus arvioitiin ainoastaan silmamaaraisesti. TAsta syysta laimennosten
pitoisuudet eivat valttamatta olleet taysin samat eri kantojen kohdalla.

Kontrollikannoilla saatujen tulosten perusteella nayttaisi silta, ettd kumpikaan testatta-
vista seulontamaljoista ei yksin riita I6ytamaan eri tyyppisia karbapenemaaseja tuottavia
enterobakteereita. Kummankin seulontamaljan herkkyys oli melko hyvéa niiden kantojen
kohdalla, jotka kykenivat kasvamaan kyseisella maljalla ja kasvua esiintyi useimmiten
jopa pitoisuudeltaan pienimmasta laimennoksesta viljellyilla maljoilla. Yhteensé kymme-
nen karbapenemaaseja tuottavaa kantaa kasvoi kuitenkin vain toisella testattavista seu-
lontamaljoista ja nelja ei kasvanut kummallakaan. Karbapeneemiresistenttien bakteerien
seulonnassa voisi mahdollisesti kayttdd kahta eri seulontamaljaa; kdytdsséa voisi olla yksi
laajasti beetalaktamaaseja tunnistava malja, jonka lisaksi naytteita voisi viljella yleensa
vaikeasti havaittavien OXA-48 -beetalaktamaasia tuottavien kantojen havaitsemiseen
tarkoitetulle maljalle. Nain tuloksista voitaisiin saada luotettavampia, silla vaikka yhden
maljan kasvatuskyky olisikin olematon, voisivat bakteerikannat mahdollisesti kasvaa pa-

remmin toisella maljalla.

Karbapeneemiresistenssi on Suomessa harvinainen, joten jo ennen potilasnaytteiden
viljelyd osattiin olettaa suurimman osan viljellyistd seulontamaljoista olevan taysin nega-
tiivisia karbapenemaaseja tuottavien enterobakteerien suhteen. Potilasnaytteitd viljele-
malla haluttiin kuitenkin saada enemman tietoa maljojen selektiivisyydesta, silla nayt-
teissa on mahdollisesti mukana paljon naytteenottokohdan normaaliflooraa ja muita kar-
bapenemaasien tuoton suhteen negatiivisia bakteerikantoja, joiden ei kuuluisi kasvaa
testattavilla seulontamaljoilla. Potilasnaytteiden viljelytulosten perusteella molempien
testattavien maljojen selektiivisyyden voidaan sanoa olevan hyva, silla ne pystyivét es-
tdmaan muiden kuin karbapenemaaseja tuottavien bakteerikantojen kasvun suurim-
massa osassa tapauksista. Naytteiden joukossa oli ESBL positiivisia naytteitd, joista

suurin osa ei myodskaan kasvanut kummallakaan testattavista karbapeneemiresistenttien
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bakteerien seulontaan tarkoitetuista vilielymajoista. Poikkeuksia oli muutama ja Brilli-
ance CRE-malja osoittautui hieman CHROMagar™mSuperCARBA™ -maljaa selektiivi-
semmaksi. Molemmat seulontamaljat kykenivat havaitsemaan yhdessa naytteessa ol-

leen karbapenemaasien tuoton suhteen positiivisen bakteerikannan.

Tulosten voidaan olettaa olevan luotettavia ja monipuolisia, silla opinnaytetytssa kay-
tetty tutkimusaineisto oli melko laaja ja kontrollikantojen tuottamat beetalaktamaasiyh-
distelmat olivat hyvin erilaisia. Kaytettdvissa olevia CHROMagar™mSuperCARBA™ -
maljoja oli yhteensa vain noin 200 kappaletta, jonka vuoksi kontrollikannat viljeltiin tes-
tattaville seulontamaljoille vain kerran. Tutkimustulosten luotettavuuden lisaamiseksitar-
vittaisiin useampia rinnakkaisia viljelyja, jotta voidaan varmistua, etteivéat saadut tulokset

johtuneet sattumastatai tutkimuksen aikana mahdollisesti tapahtuneista virheista.
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8 POHDINTA

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli testata karbapeneemiresistenttien bakteerien
seulontaan tarkoitettua CHROMagar™mSuperCARBA™ -viljelymaljaa ja verrata sita
vastaavaan, Brillance CRE, maljaan. Tarkoituksena oli vertailla maljojen herkkyytta ja
selektiivisyyttd tunnettujen karbapenemaaseja tuottavien kontrollikantojen seké Tyks-
Sapa-liikelaitoksen kliinisen mikrobiologian laboratorioon tulevien potilasnaytteiden
avulla. Tulosten perusteella ei voitu selkeésti osoittaa toista seulontamaljaa paremmaksi
karbapeneemiresistenttien bakteerikantojen seulonnassa, silla kummankaan testattavan
maljan herkkyys ei riittdnyt havaitsemaan kaikkia karbapenemaaseja tuottavia kontrolli-
kantoja. Maljojen selektiivisyys oli potilasnaytteista tehtyjen vilielyjen perusteella melko
hyva, silla suurimmalla osalla maljoista ei kasvanut ylimaaraisia, karbapenemaasien tuo-
ton suhteen negatiivisia bakteereja.

Eroa maljojen vélilla ei ollut kovinkaan paljon. CHROMagar™mSuperCARBA™ havaitsi
kaksi kontrollikantaa enemman, kuin Brilliance CRE, mutta Briliance CRE-seulontamal-
jan selektiivisyys puolestaan osoittautui hieman paremmaksi, kuin CHROMagar™mSu-
perCARBA™-maljan. Tulokset ovat hieman ristiriidassa Girlichin ym. (2012) tutkimuksen
kanssa, jossa SUPERCARBA-elatusainetta sisaltava seulontamalja oli seka herkempi
etta selektiivisempi, kuin Briliance CRE-malja. Tassa tutkimuksessa havaitut eroavai-
suudet testattavien maljojen valilla olivat kuitenkin tutkimusaineiston maaraan verrattuna
hyvin pienia. Tyon semikvantitatiivisen luonteen vuoksi tuloksia ei voi tarkkaan vertailla

luonteeltaan kvantitativisemman tutkimuksen tuloksien kanssa.

Opinnaytetytn tavoitteena oli selvittda, soveltuuko CHROMagar™mSuperCARBA™ -
seulontamalja kliiniseen kayttoon Brilliance CRE-maljan tilalle. Tulosten perusteella voi-
tiin todeta, ettéd kumpikaan testattavista maljoista ei yksin riita kaikkien eri tyyppisten kar-
bapeneemiresistenttien bakteerien l6ytdmiseen. Kahden eri seulontamaljan k&yttaminen
voisi olla karbapeneemiresistenttien bakteerien seulonnassa hyodyllista, silla tallin kar-
bapenemaaseja tuottavien kantojen havaitseminen olisi mahdollisesti helpompaa ja luo-
tettavampaa. Tamén opinnaytetyon tulokset toivat vahvistusta jo aikaisemmin Tyks-
Sapa-liikelaitoksen kliinisen mikrobiologian laboratoriossa heranneisiin pohdintoihin kah-
den seulontamaljan tarpeellisuudesta. Laboratoriossa tullaan testaamaan viel& muitakin
kaupallisia karbapeneemiresistenttien bakteerien seulontaan tarkoitettuja viljelymaljoja
ennen paatoksen tekemista.
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Tutkimus suoritettiin huolellisuutta noudattaen ja mahdollisia sekaannuksia kaikin tavoin
valttaen. Kontrollikannoista tehtiin laimennokset ja vilielyt yksi kerrallaan ja joka valissa
tarkistettiin, ettd maljoille kirjoitetut numerot tasmasivatviljeltavan bakteerikannan nume-
roon. Laimennokset aloitettiin 0,5 McFarlandin vahvuisesta bakteerisuspensiosta, jonka
vahvuus arvioitiin silmamaaraisesti. Silmamaaraisesti arvioimalla ei voitu taata, etta jo-
kainen suspensio on tasmalleen yhtd vahva. Samasta suspensiota tehtyja laimennoksia
kuitenkin pipetoitiin kummallekin testattavista maljoista ja tydssaoli tarkoitus verrata mal-
jojen vélista kasvueroa eikd niinkdan kantojen valistd, joten mahdollisilla eroilla suspen-
sioiden vahvuuksissa ei pitaisi olla merkittdvaa vaikutusta tutkimustuloksiin. Bakteerikan-

tojen valiseen vertailuun pitoisuuserot vaikuttaisivat enemman.

Tutkimuksissa kaytetyilla kontrollikannoilla ja potilasnaytteilla voi olettaa saavan luotet-
tavia ja monipuolisia tuloksia, silla tutkimusaineisto oli melko laaja ja kontrollikantojen
tuottamat karbapenemaasit hyvin erilaisia. CHROMagar™mSuperCARBA™-maljojen
vahyyden vuoksi kontrollikannat viljeltiin testattaville seulontamaljoille vain kerran. Tutki-
muksen luotettavuuden lisddmiseksi tarvittaisiin useampia rinnakkaisia viljelyja, jotta
saadaan varmistus siita, etteivat tulokset johtuneet sattumasta tai tutkimuksen aikana
mahdollisesti tapahtuneista virheista. 0,5 McFarlandin suspensioiden tekovaiheessa
suspension vahvuuden tarkka mittaaminen toisi myos lisdarvoa tutkimukselle, silla silloin

eri kantojen véalisia kasvueroja voisi luotettavammin verrata

Opinnaytety6 edisti bioanalyytikkokoulutuksessa opittuja taitoja kliinisen mikrobiologian
kaytantojen suhteen ja antoi tutkimuksen tekijélle lisda varmuutta itsendiseen laborato-
riotydskentelyyn. Teoriatiedon etsimisen ja kirjoittamisen ansiosta tekija sai paljon uutta
tietoa moniresistenttien bakteerien tilasta ja pystyi soveltamaan aikaisempia teorioita

omaan tydbhonsa. Myos tulosten kriittisessa tarkastelussa saatiin harjoitusta.

Tarkein téhan tutkimukseen liittyva jatkotutkimusaihe olisi toistaa tutkimus kayttden use-
ampaa rinnakkaista viljelyd samoista bakteerikannoista. Tutkimuksen voisi suorittaa sa-
malla periaatteella kuin tamakin tutkimus tehtiin, ainoana erona se, etta kontrollikantoja
viliellessa kannoista tehtaisiin rinnakkaiset 0,5 McFarlandin vahvuiset suspensiot, joista
puolestaan tehtaisiin erilliset laimennossarjat. Télla tavalla saataisiin enemman verratta-
via tuloksia, joiden ansiosta tutkimuksen luotettavuus paranisi. Mikali tutkimuksen halut-
taisiin olevan enemman kvantitatiivinen, voisi bakteerisuspensioiden ja laimennosten
vahvuudet mitata tarkasti. Talldin tulosten perusteella voitaisiin arvioimisen sijaan osoit-
taa erot maljojen selektiivisyydessa ja herkkyydesséa laskennallisesti ja tulosten luotetta-

vuutta voitaisiin tarkastella numeerisesti.
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Taulukko 4. Tutkimuksessa kaytetyt kontrollikannat.

Numero Laji Beetalaktamaasiprofiili
LT-15 K. pneumoniae OXA-48, CTX-M-15, SHV-76, TEM-1B
LT-16 K. pneumoniae NDM-1, OXA-181
LT-17 E. cloacae complex IMI-9
LT-18 K. pneumoniae KPC-2, SHV-11
LT-19 K. pneumoniae NDM-1, CMY-6, CTX-m-15, SHV-11, OXA-1
LT-20 K. pneumoniae OXA-48; LEN-16
LT-21 E. coli VIM-29, CMY-4, CTX-M-15, OXA-1
LT-22 P. mirabilis NDM-1, CMY-16, OXA-10
LT-23 E. coli NDM-5, SHV-12, TEM-1B
LT-24 K. pneumoniae OXA-48; LEN-16
LT-25 Citrobacter sp. NDM-1
LT-26 K. pneumoniae CTXM gr. 1
LT-27 E. coli CMY
LT-28 K. pneumoniae OXA-48, SHV-11
LT-29 K. pneumoniae CTXM gr. 1
LT-30 E. cloacae complex Negatiivinen
LT-31 E. coli OXA-48, CTX-M-24, TEM-1B
LT-32 E. coli CTXM gr. 1
LT-33 E. cloacae complex KPC-2, CTX-M-15
LT-34 P. mirabilis Negatiivinen
LT-35 E. aerogenes Negatiivinen
LT-36 Providencia rettgeri Negatiivinen
LT-37 E. coli OXA-181, CMY-2, CTX-M-15, TEM-1B, OXA-1
LT-38 E. coli IMP-26
LT-39 K. pneumoniae OXA-48; LEN-16
LT-40 K. pneumoniae OXA-162, CTX-M-15, SHV-28/-100, TEM-1B
LT-41 K. pneumoniae VIM-1, SHV-39/LEN-11
LT-42 E. cloacae complex KPC-2
LT-43 K. pneumoniae VIM-27, SHV-11
LT-44 E. coli Negatiivinen
14LTO0089 | K. pneumoniae OXA-48
16LT00202 | E. coli OXA-48, ESBL
16LT00047 | K. pneumoniae KPC
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Taulukko 5. Pesakkeiden méaara tutkimuksessa

kaytetyilla seulontamaljoilla.

Liite 2 (1)

Numero Pesakkeiden maaraseulontamaljoilla
CHROMagar ™m SuperCARBA™ Brilliance CRE
10° 10° 107 10° 10° 107
LT-15 126 41 1 122 22 -
LT-16 136 15 - 128 15 -
LT-17 - - - - - -
LT-18 >200 35 4 >200 27 2
LT-19* 59 24 2 81 11 2
LT-20 - - - 7 3 1
LT-21 >200 49 20 - - z
LT-22 - - - - - -
LT-23 >300 60 36 - - z
LT-24 - - - 107 18 1
LT-25 >300 62 25 >200 67 31
LT-26* >200 31 1 145 27 1
LT-27 70 10 - 106 17 -
LT-28 - - - - - -
LT-29 >300 107 34 >200 101 29
LT-30 - - - - - -
LT-31 12 2 - - - -
LT-32 - - - 1 - -
LT-33 >300 60 23 >300 105 52
LT-34 - - - - - -
LT-35 - - - - - -
LT-36 - - - - - -
LT-37 141 45 18 163 58 23
LT-38 - - - - - -
LT-39* - - - 157 81 10
LT-40 57 5 1 124 17 4
LT-41 28 1 - 102 22 3
LT-42 160 25 3 127 28 3
LT-43 >200 39 5 138 3 3
LT-44 - - - - - -
14L.T00089 166 20 5 - - -
16LT00202 3 - - - - -
16LT00047 16 3 - - - -
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