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Bakteerien yleistynyt antibioottiresistenssi on vaarantanut antibioottien
tehokkuuden bakteeri-infektioiden hoidossa. ESBL:t (Extended-Spectrum Beta-
Lactamases) ovat entsyymejd, jotka antavat kantajabakteerilleen resistenssin useita
terveydenhuollossa yleisesti kdytettyjd beetalaktaamiantibiootteja vastaan. ESBL-
geenit ovat useimmiten sijoittuneet liikkuviin plasmideihin, jolloin ne voivat
levittdd resistenssin yhteison muihin bakteereihin. Vaikka osa ihmisistd kantaa
ESBL-bakteereja suolistossaan oireettomasti, ne aiheuttavat lisddntyneen
komplikaatioriskin tavanomaistenkin ladketieteellisten toimenpiteiden yhteydessa.
Taman tutkimuksen tavoitteena oli koostaa ESBL-bakteeria suolistossaan kantavan
potilaan suolistomikrobiomista synteettinen bakteeriyhteis6 ESBL-plasmidien
levidmisen tutkimista varten. Ulostendytteistd eristettyjd bakteereja karakterisoitiin
antibioottiresistenssiprofiilin, 165 rRNA- ja genomisekvensoinnin avulla.
Lopullinen synteettinen yhteiso koostui viidestd bakteerista, joita olivat
Enterococcus faecalis, Citrobacter freundii, Klebsiella sp. ja Comamonas kerstersii sekd
ESBL-positiivinen Escherichia coli. Yhteison stabiilisuutta tutkittiin seitsemdn
vuorokauden mittaisessa yhteiskasvatuksessa 165 rRNA sekvensoinnin avulla. C.
kerstersii -bakteeria lukuun ottamatta kaikki bakteerilajit sdilyivdt yhteisossa.
Konjugaatiokokeissa havaittiin, ettd ESBL-plasmidien siirtymistd tapahtui pienissa
mdadrin E. coli (JM109(pSU19)) bakteerikantaan. Synteettistd yhteisod voidaan
tulevaisuudessa kayttdd liikkuvien plasmidien tutkimiseen kontrolloiduissa

olosuhteissa ja ndin ollen paremmin ymmartdd suoliston ESBL-kantajuuden riskeja.
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Antibiotic resistance in bacteria has compromised the effectiveness of antibiotics in
treating bacterial infections. Extended-Spectrum Beta-Lactamases (ESBLs) are
enzymes that confer multidrug resistance to several beta-lactam antibiotics
commonly used in healthcare. ESBL genes are most often located in mobile
plasmids, allowing them to spread to other bacteria in a bacterial community.
Although some people carry ESBL bacteria in their gut asymptomatically, they may
be in increased risk of complications during standard medical procedures. The aim
of this study was to assemble a synthetic bacterial community from the intestinal
microbiome of a patient carrying ESBL in their gut. This community can be used to
study the spread of ESBL plasmids in a controlled system where interspecific
bacterial interactions are present. Bacteria were isolated from fecal samples and
characterized by their antibiotic resistance profile as well as their 16S rRNA and
whole genome sequences. The final synthetic community consisted of five bacteria:
Enterococcus faecalis, Citrobacter freundii, Klebsiella sp., Comamonas kerstersii and
Escherichia coli, latter of which was ESBL positive. Community stability was studied
in a seven-day co-culture by elucidating the community structure by 165 rRNA
sequencing. All bacterial species survived in the community, except for C. kerstersii.
Conjugation experiments showed that there was a small amount of transfer of ESBL
plasmids into the E. coli (JM109 (pSU19)) bacterial strain. In the future, the synthetic
community can be used to study mobile plasmids under controlled conditions and

thus better understand the risks of intestinal ESBL carriage.
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1 JOHDANTO

Antibiootit ovat mullistaneet lddketieteen monessa suhteessa, ja ne ovat olleet
kdannekohta ihmiskunnan historiassa, koska ne ovat pelastaneet miljoonia ihmisid
monien vuosikymmenien ajan bakteeri-infektioilta (Davies ja Davies 2010).
Antibioottien  liiallinen  kdyttd  sekd  vddrinkdytto6  ovat  johtaneet
antibioottiresistenttien kantojen nopeaan kasvuun, mikd vaarantaa niiden
tehokkuuden. Uusien tehokkaiden antibioottien 16ytaminen ja kehittaminen on
entistd hitaampaa (Davies ja Davies 2010, Ventola 2015), joka vaikeuttaa

antibioottiresistenssikriisia.

Jos antibiootit menettivit tehonsa bakteerien tuhoamiseen, ihmiskunta menettda
kykynsd hoitaa infektioita ja hallita kansanterveyteen kohdistuvia uhkia (CDC
2020). Bakteerit aiheuttavat infektioita, kuten keuhkokuumetta, tuberkuloosia,
verenmyrkytystd, tippuria sekd ruuan kautta levidvia sairauksia (WHO 2020). Naita
sairauksia on entistd vaikeampi hoitaa ja joskus se on jopa mahdotonta, koska
antibiootit ovat entistd tehottomampia. Kun ensisijaisilla antibiooteilla ei voida endd
hoitaa infektioita, joudutaan kdyttamaan kalliimpia lddkkeita. Antibioottiresistenssi
pidentdd sairauden ja hoidon kestoa sairaaloissa, mikéd lisdd terveydenhuollon
kustannuksia ja yhteiskunnille aiheutuvaa taloudellista taakkaa (WHO 2018).
Maailman terveysjdarjeston (WHO) mukaan yksityisten investointien ja
innovaatioiden puute uusien antibioottien kehittdmisessa heikentdd pyrkimyksid
torjua ladkkeille vastustuskykyisid infektioita (WHO 2020). WHO on myos
rohkaissut ladketieteellistd tutkimusyhteisod kehittdimddn uusia hoitomenetelmid
antibioottiresistenteille bakteereille. WHO:n mukaan olisi tarkedd keskittdd julkiset
ja yksityiset investoinnit erittdin resistenttien bakteerien hoitomenetelmien

kehittamiseen, koska vaihtoehdot ovat loppumassa (WHO 2020).



1.1 Beetalaktamaasit ja ESBL

Beetalaktaamiantibiootit ovat yleisimmin kéytettyjd antibiootteja bakteeri-infektion
hoidossa, koska ne ovat laajakirjoisia ja niilld on vain lievid sivuvaikutuksia
(Penders ym. 2013, Woerther ym. 2013). Beetalaktaamiantibiootit estdvit bakteerien
soluseindn biosynteesid, miké johtaa solujen hajoamiseen ja kuolemaan (Zeng ja Lin
2013). Beetalaktaamiantibiootit vaikuttavat bakteerien penisilliinid sitoviin
proteiineihin (PBP, engl. penicillin binding proteins) ja hdiritsevdt ndin
peptidoglykaanisynteesid (Pandey ja Cascella 2022, Zeng ja Lin 2013). Ta&hdn
antibioottiryhmédan kuuluvat penisilliinit, kefalosporiinit, ~karbapeneemit,
monobaktaamit ja beetalaktamaasiestdjat (Pandey ja Cascella 2022). Kaikilla
beetalaktaamiantibiooteilla on yhteinen ydin, beetalaktaamirengas (Pandey ja
Cascella 2022, Zeng ja Lin 2013). Beetalaktaamien bakteereja tappavan vaikutuksen
torjumiseksi ~ bakteerit ovat  kehittdineet  puolustusjdrjestelmid, joista

beetalaktamaasien tuotto on tdrkein beetalaktaamiresistenssimekanismi (Zeng ja

Lin 2013).

Beetalaktamaasit ovat bakteerien tuottamia entsyymejd, jotka hydrolysoivat
beetalaktaamirenkaan ja inaktivoivat beetalaktaamiantibiootin (Bonnet 2004, Zeng
ja Lin 2013). Beetalaktamaasit luokitellaan neljddn eri luokkaan A-D niiden
aminohapposekvenssien perusteella (Ambler ym. 1991). Luokat A ja C esiintyvat
yleisimmin bakteereissa. Monilla gramnegatiivisten bakteerien suvuilla on
luonnossa esiintyvd, kromosomissa sijaitseva beetalaktamaasi. Bakteereilla pieni
madrd geenejd sijaitsee sirkulaarisessa DNA-molekyylissd, jota kutsutaan
plasmidiksi. Plasmidit ovat erillddn bakteerikromosomista ja replikoituvat siitd
riippumatta. Taman lisdksi plasmidit voivat kulkeutua eri bakteerisolujen valilla.
Ensimmdinen plasmidivdlitteinen beetalaktamaasi, TEM-1, 16ydettiin 1960-luvun
alussa gramnegatiivisessa bakteerissa (Datta ja Kontomichalou 1965).
Plasmidivalitteinen siirtyminen on helpottanut TEM-1:n levidmistd muihin
bakteerilajeihin (Bradford 2001). TEM-1 beetalaktamaasi 16ydetddn nykydan muun
muassa Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae ja Neisseria
gonorrhoeae  -lajeista (Bradford 2001). Toinen yleinen plasmidivalitteinen

beetalaktamaasi on SHV-1, joka 16ytyy Klebsiella pneumoniasta ja Escherichia colista



(Bradford 2001). 1980-luvulla gramnegatiivisten bakteerien aiheuttamien
infektioiden hoitoon otettiin kdyttoon oksi-iminokefalosporiini beetalaktaamit,
jotka olivat luonnostaan vihemmaédn herkkid beetalaktamaaseille (Bonnet 2004).
Ndiden beetalaktaamien toistuva ja lisddntynyt kadytto aiheutti vastustuskykyisten
kantojen ilmaantumisen, jotka tuottivat laajakirjoisia beetalaktamaaseja (ESBL,

Extended-Spectrum Beta-Lactamases) (Bonnet 2004).

ESBL:t ovat enimmdkseen plasmidivélitteisid bakteerientsyymejd, jotka pystyvat
hydrolysoimaan monenlaisia penisilliinejd ja kefalosporiineja. Useimmat ESBL:t
ovat kehittyneet geneettisen mutaation kautta alkuperdisestd beetalaktamaasista,
erityisesti TEM-1:std, TEM-2:sta ja SHV-1:std (Bradford 2001, Fang ym. 2008). Viime
vuosina on 1oydetty uusia plasmidivalitteisid ESBL-perheitd, yleisimpind CTX-M ja
OXA-entsyymit (Bradford 2001). ESBL-entsyymit eivdt hydrolysoi ainoastaan
kolmannen polven kefalosporiineja, vaan myos penisilliineja ja kapeakirjoisia
kefalosporiineja (Fernandes ym. 2013). ESBL:44d kantavat organismit sisédltdvat usein
muitakin resistenssigeenejd ja ovat ndin resistenttejd monille antimikrobiaalisille
ladkkeille, kuten aminoglykosideille, trimetopriimi/sulfametoksatsoli ja
tetrasykliineille (Pfaller ja Segreti 2006). Koska ESBL:dd tuottavat kannat ovat
vastustuskykyisid useille yleisesti kaytetyille mikrobilddkkeille, niiden
lisddantyminen aiheuttaa vakavan maailmanlaajuisen terveysongelman, joka
monimutkaistaa sairaalahoidon strategioita. Osa ihmisistd kantaa suolistossaan
ESBL:dd tuottavia bakteereja. Resistentit bakteerit voivat pysyd kuukausia
kantajansa suolistossa aiheuttamatta oireita tai ne voivat siirtyd suoliston epiteelin
lapi elimistoon, aiheuttaen infektion (Carlet 2012, Karanika ym. 2016). ESBL-
kantajuudella tarkoitetaan henkil6d, joka kantaa suolistossa oireettomana
kolonisaatiota  bakteereita, jotka ovat resistentteja monille erilaisille
beetalaktaamiantibiooteille. Kehitysmaissa antibiootit ovat helposti saatavilla ja
niitd kdytetddn ilman lddkdrin ohjeistusta. Antibioottien liiallinen kaytto
yhdistettynd matkailuun edistdd antibiooteille vastustuskykyisten bakteerien
levidmistd maailmanlaajuisesti (Karanika ym. 2016). Taman vuoksi terveet yksilot
voivat toimia varastona ESBL:d4 tuottaville bakteereille, ja tdimd voi aiheuttaa riskin
resistenssin levidmiselle ympéri maailmaa (Sapkota ym. 2021). ESBL-kantajuuden

haittana ihmiselle on esimerkiksi leikkauksiin liittyvat komplikaatioriskit. ESBL-



kantajuus voi leikkauksen jdlkeen aiheuttaa infektion leikkauskohtaan (Dubinsky-

Pertzov ym. 2019, Jolivet ym. 2017).

1.2 Konjugatiiviset plasmidit

Konjugatiiviset plasmidit ovat kromosomin ulkopuolisia DNA-elementtejd, jotka
pystyvit siirtymddn horisontaalisesti muihin bakteereihin ja joita 16ytyy monista
luonnosta eristetyistd bakteereista (Norman ym. 2009). Bakteeriplasmidien
konjugatiivinen siirto on tehokkain tapa horisontaaliseen geenien levidmiseen, ja
siksi sitd pidetddn yhtend tdrkeimmistd syistd bakteerien voimakkaaseen
antibioottiresistenssin kasvuun (Martinez ym. 2015). Konjugatiiviset plasmidit
kykenevit replikoitumaan itsendisesti sekd valittimadn geenejd horisontaalisesti
konjugoimalla eli siirtdmddn plasmidin toiseen bakteeriin sen ympadristossd
(Norman ym. 2009). Konjugatiiviset plasmidit pystyvit levidmddn erilaisiin
isdntdlajeihin ja vélttdm&ddan siten sukupuuton, jos ympdristoolosuhteet
muuttuisivat epdsuotuisasti yhden solupopulaation kannalta (Norman ym. 2009).
Konjugaatiota on kuvattu sekd gramnegatiivisissa ettd -positiivisissa bakteereissa ja
jopa molempien bakteeriryhmien vililld (Samperio ym. 2021). Konjugatiiviset
plasmidit sisdltavat yleensd kaikki geenit, joita tarvitaan niiden ylldpitamiseen
vertikaalisen siirron aikana emosta tytdrsoluihin, sekd geenit, jotka ovat
valttdmattomid horisontaaliseen siirtoon konjugaation aikana (Virolle ym. 2020).
Yhd useampien konjugatiivisten plasmidien eristiminen ja sekvenssianalyysi on
paljastanut huomattavan monimuotoisuuden geneettisten ominaisuuksien suhteen
(Virolle ym. 2020). Tamd monimuotoisuus osoittaa, ettd eri plasmidit voivat kayttaa
erilaisia ~ sddtelyjd, = molekyylireaktioita ja  strategioita  optimaalisen
konjugaatiosiirron ja -ylldpidon saavuttamiseksi (Virolle ym. 2020).
Bakteeriyhteisot koostuvat sadoista erilaisista plasmideista ja lajeista, jotka ovat
vuorovaikutuksessa, kasvavat ja kilpailevat useilla aikaskaaloilla (Jorgensen ym.
2014). Plasmidin kohtalon ja yleisen konjugaatiodynamiikan ennustaminen ndissa
monimutkaisemmissa olosuhteissa on haasteellista (Dunn ym. 2019, Lopatkin ja

Collins 2020).



1.3 Suoliston mikrobiyhteiso

Terve suolistofloora on osin vastuussa ihmisen yleisestd terveydestd. Normaali
suoliston = mikrobisto vaikuttaa isdnndn ravinteiden ja lddkeaineiden
aineenvaihduntaan, suoliston limakalvon rakenteellisen eheyden ylldpitamiseen,
immuunijdrjestelmdn muokkaukseen ja patogeenejda vastaan suojaamiseen
(Jandhyala ym. 2015). On tutkittu, ettd ihmisen suoliston mikrofloora koostuu yli
35000 bakteerilajista (Frank ym. 2007). Tavallisesti suoliston mikrobisto koostuu
pddosin kahdesta suuresta suvusta, jotka ovat Bacteroidetes ja Firmicutes (Jandhyala
ym. 2015). Ihmisen suolistossa on ruokatorven ja perdsuolen vililld paljon eroja
bakteerien monimuotoisuuden ja lukumddrien vélilldi. Ruokatorvessa,
pohjukaissuolessa ja ohutsuolessa hallitsee Streptococcus suku (Jandhyala ym. 2015,
Pei ym. 2004). Helicobacter on mahassa hallitseva suku, jossa Helicobacter pylori eldd
kommensaalina eli suoliston normaaliflooraan kuuluva mikrobi, josta ei koidu
isdnndlle haittaa eikd hyotyd. Mahassa on runsas monimuotoisuus, joka koostuu
myOs muista hallitsevista suvuista, kuten Streptococcus, Prevotella, Veillonella ja
Rothia (Blaser 1999, Andersson ym. 2008). Monimuotoisuus vdhenee, jos H. pylori
saa patogeenisen fenotyypin (Jandhyala ym. 2015). Paksusuolessa hallitsevia sukuja
ovat Bacteroidetes ja Firmicutes (Jandhyala ym. 2015). Paksusuolessa on myos
primaarisia taudinaiheuttajia, kuten Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio
cholera, E. coli (luetaan myts kommensaaliksi) ja Bacteroides fragilis (Gillespie ym.

2011, Human Microbiome Project Consortium 2012).

Vaikka luonnolliset mikrobiyhteistt koostuvat yhdistelméstd mikrobeja, joilla on
usein tuntemattomia toimintoja, synteettisten mikrobiyhteistjen rakentaminen
mahdollistaa maédriteltyjen jdrjestelmien luomisen, jolloin niistd ei tule niin
monimutkaisia (Grosskopf ja Soyer 2014). Yksinkertaisissa laboratorio-olosuhteissa
on tutkittu ekologiaa ja evoluutiota yhdelld tai kahdella mikrobilajilla ja niiden
vuorovaikutuksia on selvitetty (Buckling ym. 2009, Cairns ym. 2018, Fraser ja
Keddy 1997). Ekologiset ja evolutiiviset prosessit voivat kuitenkin muuttua
monimutkaisemmissa monilajisissa yhteisdissd useiden ominaisuuksien, kuten
muuttuneiden kilpailuvuorovaikutuksien ja valintapaineiden, takia (Dunham

2007). Perusymmairrys mikrobielamédn tietyistd ominaisuuksista, kuten



horisontaalisesta geeninsiirrosta, aineenvaihdunnallisesta vuorovaikutuksesta ja
alueellisesta heterogeenisyydestd, vaatii monilajisten ympadristojen tutkimista (Elias
ja Banin 2012, van Gestel ym. 2014, Smillie ym. 2011). Monilajisten malliyhteistjen
suunnittelu kokeellisessa ekologiassa ja evoluutiossa on osa synteettisen ekologian
uutta aluetta, jossa synteettisid yhteisoja kdytetddn lukuisiin soveltuviin
tarkoituksiin (Cairns ym. 2018). Ndama yhteisot kuvaavat tutkittavan luonnollisen
jdrjestelmdn olennaisia piirteitd ja niitd on k&ytetty monissa tutkimuksissa
(Goodman ym. 2011, Lebeis ym. 2015, Wolfe ym. 2014, Yu ym. 2017). Ndissd
tutkimuksissa synteettiset yhteisot on rakennettu bakteereista, jotka on eristetty
luonnollisesta systeemistd, sekd yhteisod pyritddn kasvattamaan samankaltaisissa
olosuhteissa kuin luonnollisessa systeemissa. Téllaisen ldhestymistavan rajoituksiin
kuuluvat  harvalukuiset  bakteerit, ~mikrobidiversiteetti ja  bakteerien
vuorovaikutukset muiden mikrobien kanssa ekologisissa toiminnoissa tai
evolutiivisissa ~ prosesseissa  sekd  luonnonolosuhteiden jiljitteleminen
laboratoriossa (Chase ym. 2017, Liu ym. 2017, Wolfe 2018). Synteettisid yhteistjd
voidaan kédyttdd tiettyjen luonnollisten systeemien ymmairtamiseksi ja saada
enemmdn yksityiskohtaista tietoa tiettyjen bakteerien ominaisuuksista ja
toiminnasta luonnollisessa ympaéristossa (Cairns ym. 2018). Tdhéan tarkoitukseen
tarvitaan yksinkertaistettuja synteettisid yhteisojd, jotka ovat helposti késiteltdvid ja
selkedsti mddriteltdvid systeemejd, joita on helppo tutkia kadyttamalld viljelya ja
sekvensointia (Cairns ym. 2018). Sen lisdksi, ettd synteettiset yhteisot ovat ilmeisid
mallijarjestelmid helpottamaan mikrobiyhteistjen rakenteen, toiminnan ja
kehityksen ymmartdamistd monimutkaisina dynaamisina jarjestelmind, synteettiset
yhteisot voivat myods avata uusia vdylid bioteknologisille sovelluksille, kuten
biokaasun tuotannolle tai myrkyllisten orgaanisten yhdisteiden pelkistamiselle

(Grosskopf ja Soyer 2014).

1.4 Tutkielman tavoitteet

Taman tutkimuksen tarkoitus oli koota ESBL-bakteeria suolistossaan kantavan
ihmisen suolistomikrobiomista synteettinen bakteeriyhteiso, jota voitaisiin

tulevaisuudessa kayttdd suoliston plasmididynamiikan tutkimiseen. Tutkimuksen



tavoitteena oli (1) eristdd ja karakterisoida suolistobakteerikantoja ulostendytteistd
synteettisen mikrobiyhteisbon muodostamiseksi, (2) tutkia muodostetun yhteison
stabiilisuutta yhteiskasvatuskokeen avulla sekd (3) tutkia ESBL-plasmidien

potentiaalista levidmiskykyd yhteisossd parittaisten konjugaatiokokeiden avulla.

Hypoteeseina tutkimuksessa olivat, ettd (1) ulostendytteistd saadaan eristettyd
useita erilaisia bakteerikantoja, (2) muodostetun bakteeriyhteison rakenne pysyy
vakaana pitkdssd yhteiskasvatuksessa sekd (3) ldhisukuiset bakteerikannat pystyvat

vastaanottamaan ESBL-ominaisuuden E. coli-kannalta.



2 MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Tutkimuksessa kaytetyt ndytteet, bakteerikannat ja kasvuolosuhteet

Tutkimuksessa kdytetyt bakteerikannat eristettiin ihmisperdisistd ulostendytteistd,
jotka on saatu Turun yliopistollisen keskussairaalan yhteistyokumppanilta
(VSSHP:n tutkimuslupa T300/2020). Naytteet oli nimetty juoksevalla numerolla
eikd tutkimuksessa kdytetty henkilo- tai potilastietoja. Tutkimuksessa kaytettiin
ulostendytteitd, jotka oli aiemmin todettu ESBL-positiivisiksi. Ndistd nédytteistd oli
eristetty [ESBL-bakteerikanta siirrostamalla ulostendytettd ChromID ESBL
(Biomerieux) -maljalla,  joka sisdlsi kefalosporiineihin kuuluvaa
kefpodoksiimiantibioottia, ja sallii vain ESBL-tuottajabakteerien kasvun.

Tutkimuksessa kaytettiin ulostendytteitd: 002, 004, 007, 011 ja 028 (Taulukko 1.).

Taulukko 1. Tutkimuksessa kadytetyt ulostendytteet sekd ndytteista eristetyt ESBL-

bakteerikannat.
Nayte Bakteerikanta ESBL geeni Laji
002 2B1 blaCMY-48 Citrobacter sp.
004 4B1 blaCTX-M-15 Escherichia coli
007 7B1 blaCTX-M-15 Escherichia coli
011 11B1 blaCTX-M-14b, Escherichia coli
blaTEM-1B
028 28B1 blaCTX-M-15, Klebsiella pneumoniae
blaTEM-1B,
blaOXA-1,
blaSHV-67/-11

Bakteereita kasvatettiin neste- ja maljakasvatuksissa kasvatusalustana Luria Bertani

Lennox (LB) -media (Lennox 1955). Bakteerikasvatukset aloitettiin aina



siirrostamalla nestekasvatukseen yksittdinen bakteeripesdke. Nestekasvatuksia
inkuboitiin ravistelussa (120 rpm) +37 °C:ssa 16-24 tuntia. Maljakasvatuksissa LB-
kasvatusalustassa oli 1 % agaria ja niitd kasvatettiin aina +37 °C:ssa 16-24 tunnin
ajan. Kasvatuksiin lisdttiin tarvittaessa antibiootteja seuraavissa konsentraatioissa:
kefalotiini (50 pg/ml), ampisilliini (150 pg/ml), kloramfenikoli (25 pg/ml),
tetrasykliini (20 pg/ml), kanamysiini (25 pg/ml), streptomysiini (25 pg/ml) ja
rifampisiini (50 pg/ml).

2.2 Bakteerikantojen eristiminen ja karakterisointi

2.2.1 Bakteerikantojen eristys

Eristetyn ESBL-kannan liséksi ulostendytteistd eristettiin yhteistjen muodostamista
varten muita bakteerikantoja, jotka eivdt kanna ESBL-geenid. Tutkimuksessa
kaytettiin Taulukon 1 mukaisia ulostendytteitd, jotka oli laimennettu 1x PBS-
liuoksella (Liite 1) suhteessa 1:10. Jokaisesta laimennetusta ulostendytteestd
levitettiin ndytettd steriililld siirrostussilmukalla kahdelle L-maljalle, joita
kasvatettiin yon yli. Taman jalkeen maljoilta kerdttiin yksittdisid pesdkkeitd, joista
tehtiin uusi puhdasviljelmd LB-maljalle. Seuraavana pdivand yksittdisistd

pesédkkeistd tehtiin vield toinen puhdasviljelma LB-maljoille.

2.2.2 Bakteerikantojen antibioottiresistenssi

Antibioottiresistenssin testausta varten bakteerikantoja kasvatettiin yon yli 96-
kuoppalevylld (Nunc™ MicroWell™ 96-Well, Nunclon Delta-Treated, Flat-Bottom
Microplate, Thermo Fisher Scientific) 200 pl LB-mediumissa, jossa yhdessd kaivossa
kasvatettiin yhtd bakteerikantaa ilman ravistelua. Kontrolleina toimivat 2B1, 4B1,
7B1, 11B1 ja 28B1, koska namad kannat olivat jo todettu ESBL positiivisiksi ja niiden
resistenssiprofiili tiedettiin entuudestaan. Maljauksessa upotettiin Nunc™ Immuno
TSP Lids (Thermo Fisher Scientific) tikullinen kansi kuoppalevyn
kasvatusliuoksiin, jonka jdlkeen kansi painettiin LB-, kefalotiini-, ampisilliini-,

kloramfenikoli-, tetrasykliini-, kanamysiini- ja streptomysiinimaljoille. Maljoja
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kasvatettiin yon yli, jonka jdlkeen maljoilta tarkistettiin, kasvoiko maljalla

bakteeripesdkkeitd. LB-maljalla testattiin, oliko liuoksessa eldvid bakteereita.

Ulostendytteistd eristettiin bakteerikantoja ja jatkoon valittiin bakteerikannat, joiden
resistenssiprofiilit olivat mahdollisimman erilaiset. Tamdn perusteella jatkoon
valittiin 004 ja 007 ulostendytteiden bakteerikantoja. Nadiden ulostendytteiden
bakteerikannoista tehtiin kolmas puhdasviljelmd LB-, kefalotiini- tai
ampisilliinimaljalle bakteerikannan antibioottiresistenssin mukaan ja kaytettiin
korkeinta antibioottia niin, ettd jos bakteeri kasvoi LB-, ampisilliini- ja
kefalotiinimaljoilla se maljattiin kefalotiinimaljalle. Jos bakteeri kasvoi LB- ja
ampisilliinimaljalla se maljattiin ampisilliinimaljalle. Jos bakteeri kasvoi vain LB-
maljalle se maljattiin LB-maljalle. Ndytteen 004 bakteerikannat, jotka kasvoivat LB-
, kefalotiini-, ampisilliini ja tetrasykliinimaljoilla (samoin kuin kontrolli 4B1),
maljattiin ChromID ESBL -maljalle ja tarkistettiin, 10ytyyko ndistd kannoista muita
bakteereja kuin E. coleja. ChromID ESBL -maljalla kasvaneiden pesidkkeiden véri ja
voimakkuus rekisteroitiin valmistajan ilmoittaman varikartan mukaan. ChromID
ESBL -maljalla E. coli ilmenee punaruskean virisend. Osassa kromogeenisissd
viljelyalustoissa havaittiin punaruskean varistd kasvua, joten ndita bakteerikantoja
ei valittu jatkoon. Bakteerikannat, jotka eivdt kasvaneet punaruskean virisend

ChromlID ESBL -maljalla valittiin jatkoon ja maljattiin kefalotiinimaljalle.

2.2.3 16S rRNA sekvensointi

Antibioottiresistenssiprofiilin perusteella jatkoon valituista bakteerikannoista
tehtiin 5 ml nestekasvatukset, osaan kasvatuksista pipetoitiin antibioottia
bakteerikannan korkeimman antibioottiresistenssin perusteella kuten ylld. Naistd
kasvatuksista otettiin 1,5 ml nestekasvatusta, josta eristettiin DN A DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN) kédyttden. Eristys tehtiin valmistajan ohjeiden mukaisesti,
mutta DNA eluoitiin 50 pl PCR-vettd (PCR grade water). Bakteerikannoista
eristetyn DNA:m konsentraatiot mitattiin tdssd tutkimuksessa aina Qubit dsDNA
HS Assay Kit:llda (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) valmistajan ohjeiden
mukaisesti. Bakteerikannat, joiden DNA-konsentraatio oli yli 1,0 ng/ pl, valittiin 16S

rRNA sekvensointiin.
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Ennen sekvensointia eristetystd DNA:sta monistettiin 165 rRNA geenid PCR-
reaktion avulla. PCR-reaktion tilavuus oli 25 pl. Templaattina kédytettiin 2 pl
bakteerikannasta eristettyd DNA:ta. PCR-reaktio sisdlsi 1x Phusion HS II High-
Fidelty (Thermo Scientific) sekd 400 nM 27F (10 pM) aluketta ja 400 nM 1492R (10
uM) aluketta (Taulukko 6). Negatiivisena kontrollina PCR-reaktiossa kaytettiin
nukleaasivapaata PCR-vettd templaatin sijasta. PCR suoritettiin (C1000 Thermal
Cycler, Bio-Rad) Taulukon 2 protokollaa noudattaen.

Taulukko 2. PCR ohjelma 165 rRNA:n monistamiseen.

Lampéotila (°C)  Aika (min) Vaihe
98 0:30 Alkudenaturaatio
98 0:10 Denaturaatio )
54 0:20 Alukkeiden liittyminen
72 0:30 Pidentyminen — X35
72 5 Lopullinen
pidentyminen -
4 s

PCR-reaktion jdlkeen monistetusta tuotteesta tutkittiin PCR-tuotteen koko ja
reaktion spesifisyys. Tdmad suoritettiin agaroosigeelielektroforeesilla (1,5 % AGE),
jossa kaytettiin asetuksina 120 V, 180 mA ja 30 min. Kun epdspesifisyyksiad ei
loytynyt, PCR-tuotteet puhdistettiin QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN)

valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Sekvensointi-PCR:ssd alukkeina kaytettiin 160 nM 27F (3,2 pM) (Taulukko 6) ja 160
nM 534R (3,2 uM) (Taulukko 6) 20 pl reaktio sisdlsi alukkeiden lisdksi BigDye
polymeraasi 0,5x BigDye puskuria (BigDye Terminator v3.1) ja 3 ul templaattia.
Templaattina kdytettiin puhdistettuja 16S rRN A PCR-tuotteita, joita oli laimennettu
vedelld 1:3. Sekvensointi-PCR tehtiin BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kit:lla
(Applied biosystems by life technologies) ja sekvensointi-PCR-reaktio taulukon 3

protokollan mukaisesti.



12

Taulukko 3. Sekvensointi-PCR:n ohjelma 16S rRNA -geenin sekvensointiin.

Lampétila (°C)  Aika (min) Vaihe
96 1 Alkudenaturaatio
96 0:10 Denaturaatio
50 0:05 Alukkeiden liittyminen x 25
60 4 Pidentyminen
4 0

PCR-tuotteet puhdistettiin sekvensointi-PCR:n jdlkeen seuraavasti: jokaiseen
ndytteeseen pipetoitiin 2 pl 125 mM EDTA:ta, 2 ul 3M Na-asetaattia, sekd 50 ul 99 %
EtOH: a, joka jdlkeen ndytteet sekoitettiin pipetoimalla neljd kertaa edestakaisin ja
levyn pdélle laitettiin tarrakansi. Naytteitd inkuboitiin 15 minuuttia
huoneenldmmossd. Inkuboinnin jdlkeen levy sentrifugoitiin 1100 x g (2783 rpm) +4
°C asteessa 45 minuutin ajan. Levy kéddnnettiin ylosalaisin kdsipaperin pédlle, jonka
jdlkeen levy kuivattiin sentrifugoimalla vield ylosalaisin 100 x g noin 10 sekuntia.
Jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 70 pl 75 % EtOH:a. Kuoppien kuivaamiseksi
ndytelevy sentrifugoitiin 1100 x g +4 °C asteessa 15 minuutin ajan, jonka jdlkeen
levy kddnnettiin ylosalaisin kdsipaperin pdédlle. Néaytelevy sentrifugoitiin vield
ylosalaisin 100 x g noin 30 sekuntia. Nadytelevyn annettiin kuivua 10 minuutin ajan
+37 °C asteessa. Kun kaikki kosteus oli haihtunut, pipetoitiin kuoppiin 10 pl
formamidia ja annettiin seistd 10 minuuttia huoneenlammossa. Tamén jialkeen
ndytteet sekoitettiin pipetin avulla. Puhdistuksen jdlkeen naytteet olivat valmiita
sekvensointiin. Puhdistetut ndytteet sekvensoitiin Sanger-
sekvensointimenetelmalld kayttden Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer -

laitetta.

Sekvensoinnin raakadata saatiin elektroferogrammina, joka kasiteltiin Sequencing
analysis v6  (Applied Biosystems) -ohjelmalla. = Ohjelma  tunnistaa
elektroferogrammista fluoresoivat emékset, jotka on merkattu neljdlld eri varilla.

Kun emékset oli tunnistettu, data siirrettiin Geneious -ohjelmaan. Kunkin bakteeri-
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isolaatin 165 rRNA -geenin 27F-534R alue koottiin Geneious v.2020.2-ohjelmalla
(Biomatters). Alkuun sekvenssit trimmattiin Geneious -ohjelman Trim Ends
toiminnolla niin, ettd saatiin sekvensseistd heikkolaatuiset osat pois. Trimmauksen
jalkeen kaikkien sekvenssien alueet koottiin Geneious -ohjelman De Novo
Assembly toiminnolla, jotta saatiin luotua yksi 165 rRNA konsensussekvenssi
kullekin bakteeri-isolaatille. Kokoamisen jidlkeen konsensussekvenssi vietiin
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) -ohjelmaan
(https:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), jossa sekvenssejd etsittiin 165 ribosomal

RNA sequences (Bacteria and Archaea) -tietokannasta.

2.2.4 Bakteerien genomisekvensointi

Genomisekvensointiin valittiin 004 ulostendytteestd eristetyt bakteerikannat, koska

tastd ndytteestd 16ytyi eniten resistenssiprofiililtaan erilaisia kantoja (kappale 2.2.2).

Eristettyjen bakteerikantojen DNA sekvensoitiin sekvensointipalvelua kayttden.
Sekvensointikirjastot valmistettiin NEB Next® Ultra™ DNA Library Prep Kit:in
avulla ja kirjastot sekvensoitiin Illumina NovaSeq 6000-sekvensointijdrjestelmalld

kayttden S4 flowcell (PE150).

Paired end read data koottiin CLC Genomics Workbench (versioilla 12, 20 ja 21)
avulla kontigeiksi. Tama kokoaminen oli tehty etukdteen CLC-ohjelmiston De
Novo Assembly -tyokalulla ja kootut kontigien sekvenssit olivat kdytettdvissa.
Kootut kontigit annotoitiin RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology)
-ohjelmalla (Aziz ym. 2008, Brettin ym. 2015, Overbeek ym. 2014), jonka jdlkeen
etsittiin genomisekvensseistda 165 rRNA-geenin sekvenssi ja se siirrettiin BLAST-
ohjelmaan  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), jossa samankaltaisia
sekvenssejd etsittiin 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) -
tietokannasta. Genomisekvensseistd etsittiin my06s bakteerien resistenssigeenit
ResFinder -ohjelmalla Center for Genomic Epidemiology -sivustolta (Bortolaia ym.
2020, Clausen ym. 2018, Zankari ym. 2020) sekd etsittiin bakteerien kantamat
plasmidit PlasmidFinder -ohjelmalla Center for Genomic Epidemiology -sivustolta

(Carattoli ym. 2014, Clausen ym. 2018).
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Yhteison bakteerikantojen koko 165 rRNA geenit linjattiin MUSCLE alignment -
tyokalulla (Geneious Prime 2021) ja linjauksen perusteella muodostettiin
fylogeneettinen puu yhteison sukulaisuussuhteiden selvittdmiseksi. Asetuksina
Geneious -ohjelmassa kaytettiin Tree Build Method: Neighbor Joining, Genetic
Distance Model: Jukes-Cantor.

2.4 Inhibitiotestit

Inhibitiotestaukseen valittiin bakteerikannat sekvensoinnin resistenssigeenien ja
plasmidien perusteella (kappale 2.2.3). Sekvensoinnista jatkoon valittiin
bakteerikannat 4B10, 4B11, 4B17, 4B24, 4B35, 4B41, 4B43 ja 4B44.

Inhibitiotestaukseen otettiin mukaan myos 4B1 E. coli kanta.

Bakteerien vilinen risti-inhibitio testattiin seuraavasti: 100 pl yon yli kasvanutta
bakteerikasvatusta ja 3 ml sulaa L-soft-agaria sekoitettiin ja seos kaadettiin L-
maljoille. Jokaisesta yon yli kasvaneesta bakteerikasvatuksesta sentrifugoitiin 500
ul (10 000 x g, 5 min), ja tdtd supernatanttia pipetoitiin 5 ul omalle sektorilleen

kunkin bakteerimaton padlle.

Risti-inhibitiotestin tarkoituksena oli tarkistaa, etteivdt valitut bakteerit inhiboi
toistensa kasvua. Jos inhibitiota ei l10ytynyt, voitiin bakteerikantaa kayttda tulevissa
yhteiskasvatuksissa. Tulokset olivat luettavissa maljoilta, joille oli kasvanut selked
bakteerimatto. Inhibitiota ndkyy maljoilla niin, ettd supernatantin kohdalta ja
ympdriltd bakteerimaton kasvu on hidastunut ja havaittavissa maljalta

kirkkaampana alueena.

2.5 Bakteeriyhteison yhteiskasvatus

Bakteeriyhteison yhteiskasvatuksessa kasvatettiin valittuja bakteerikantoja samassa
nestekasvatuksessa seitsemdn pdivdn ajan. Yhteiskasvatuksen avulla tarkistettiin,
pystyvatko valitut bakteerikannat eldimédan yhdessa. Yhteiskasvatuksessa kdytettiin
bakteerikantoja 4B1, 4B11, 4B24, 4B41 ja 4B43, jotka valittiin 165 rRNA -geenin
sekvensoinnin perusteella. Bakteerikannoista tehtiin aluksi nestekasvatukset yon

yli, joista pipetoitiin 5 pl kutakin bakteerikantaa 5 ml LB-mediumiin.
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Yhteiskasvatuskoe tehtiin kolmella replikaatilla. Bakteerikantojen
nestekasvatuksista solutiheys (CFU, Colony Forming Unit) mdédritettiin 1:10
laimennossarjalla. Laimennossarja tehtiin steriiliin veteen, josta maljattiin 100 pl LB-
maljalle. Maljoja kasvatettiin yon yli ja pesdkkeet laskettiin seuraavana pdivana.

Bakteerikantojen bakteeritiheys laskettiin kdyttamalld kaavaa 1.

pesikkeiden maara x laimennoskerroin
CFU = (1)

maljaus tilavuus

Yhteiskasvatuksia kasvatettiin seitsemdn vuorokautta tuoreistamalla kasvatuksia
joka pdivé pipetoimalla 5 pl edellisen pdivian kasvatusta 5 ml tuoretta LB-mediumia.
Yhteisokokeen neljantend pdivand tarkistettiin, onko ESBL-plasmidi siirtynyt
muihin bakteereihin yhteiskasvatuksessa. Yhteiskasvatusta maljattiin ChromID
ESBL-maljalle ja annettiin maljan inkuboitua yon yli. ChromID ESBL-maljoilta
tarkistettiin inkuboinnin jdlkeen kasvaneiden pesdkkeiden viri ja voimakkuus
valmistajan ilmoittaman véarikartan mukaan. ChromID ESBL -maljalla E. coli

ilmenee punaruskeana.

Yhteiskasvatuksen ensimmadisend ja seitsemdntend pdivand bakteerikasvatuksista
eristettiin DNA. Bakteerikasvatuksista pipetoitiin 200 pl ndytetta DNA-eristykseen,
joka suoritettiin Qlamp Power Fecal Pro DNA Kit:d (QIAGEN) kayttden. Eristys
suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaisesti, mutta DNA eluoitiin 50 pl PCR-vettd
(PCR grade water). DNA-eristyksen jdlkeen ndytteistd mitattiin konsentraatio.
Yhteiskasvatuksien DNA-néaytteista tehtiin 16S rRNA kirjasto sekvensointia varten.
165 rRNA kirjaston valmistaminen aloitettiin monistamalla yhteisostd eristetystd
DNA:sta 165 rRNA geenid PCR:d kdyttden. Templaattina PCR-reaktiossa kdytettiin
1 pl yhteiskasvatuksista eristettyd DNA:ta. 1. PCR-reaktio sisdlsi 1x Phusion HS 1I
High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific) sekd 0,4 uM 27F (10 pM) aluketta
(Taulukko 6) ja 0,4 pM 338R (10 puM) aluketta (Taulukko 6). Negatiivisena
kontrollina PCR-reaktiossa kdytettiin vettd templaatin sijasta. 1. PCR ajettiin (C1000

Thermal Cycler, Bio-Rad) Taulukon 4 protokollaa noudattaen.
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Taulukko 4. 1. PCR:n ohjelma, jota kdytettiin 16S rRNA:n monistamisessa.

Lampétila (°C)  Aika (min) Vaihe
98 0:30 Alkudenaturaatio
98 0:10 Denaturaatio
55 0:20 Alukkeiden liittyminen x 35
72 0:15 Pidentyminen
- s Lopullinen
pidentyminen
12 0

1. PCR-reaktion jalkeen monistetusta tuotteesta varmistettiin PCR-tuotteen koko ja
PCR-reaktion spesifisyys. Tamd suoritettiin agaroosigeelielektroforeesilla (1,5 %
AGE), jossa kaytettiin asetuksina 120 V, 200 mA ja 30 minuuttia. PCR-tuotteen koko
ja reaktion spesifisyys varmistettiin kaikissa tutkimuksen PCR-reaktioissa samalla
tavalla. PCR tuotteet puhdistettiin ennen 2. PCR:dd QIAquick PCR purification
Kitlla (QIAGEN) valmistajan ohjeiden mukaisesti. Puhdistuksen jdlkeen

tarkistettiin PCR-tuotteiden konsentraatio.

2. PCR:ssd lisdttiin PCR-tuotteen 5 -pddhdn Mil13-adapteri ja tuotettiin lisdd
tuotteita. PCR:ssd mastermixind kdytettiin 1x Phusion HS II High-Fidelty (Thermo
Scientific) ja alukkeina kéaytettiin 200 nM M13_27F (10 pM) aluketta (Taulukko 6) ja
200 nM 338R (10 pM) aluketta (Taulukko 6). Templaattina kaytettiin 1. PCR-
reaktiosta puhdistettua DNA:ta 1 pl. Negatiivisena kontrollina PCR-reaktiossa
kaytettiin vettd templaatin sijasta. 2. PCR:n monistaminen sekd adapterin lisdys
suoritettiin C1000 Thermal Cycler PCR-laitteella (Bio-Rad) taulukon 5 protokollaa

noudattaen.
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Taulukko 5. 2. PCR:n ohjelma 165 rRNA:n monistamiseen.

Lampétila (°C)  Aika (min) Vaihe
95 0:10 Alkudenaturaatio
95 0:15 Denaturaatio
55 0:05 Alukkeiden liittyminen —x16
72 0:30 Pidentyminen

2. PCR:n jdlkeen tarkistettiin PCR-tuotteen koko ja PCR-reaktion spesifisyys, kuten
aikaisemmin. 2. PCR:n reaktiotuotteet puhdistettiin 1,8x Agencourt AMPure XP
PCR purification Kit:1ld (Beckman) valmistajan ohjeiden mukaisesti, mutta ohjeista
poiketen eluointiin kdytettiin eluutiopuskurin sijasta PCR-vettd. Puhdistuksen
jdlkeen konsentraatio tarkistettiin vield Qubit dsSDNA HS Assay Kit:lld (Invitrogen

by Thermo Fisher Scientific).

3. PCR:ssd lisdttiin PCR-tuotteen molempiin pdihin barkoodit. 3. PCR:ssd kdytettiin
qPCR-laitetta, jotta pystyttiin seuraamaan tuotteen monistumista reaaliajassa.
Templaattina kaytettiin 2. PCRmn puhdistettuja PCR-tuotteita 2 pl. Reaktion
kokonaistilavuus oli 25 pl. Supermixind kaytettiin 1x PCR Maxima SYBR
green/Fluorescein qPCR Mastermix (Thermo Scientific). Alukkeina kaytettiin
barkoodausalukkeita 400 nM HTX_M13F ja 400 nM HTX_338R, jossa X korvataan
aina barkoodin numerolla (Taulukko 6.). Jokainen ndyte barkoodattiin eri
barkoodeilla sekd 5 ettd 3" pdistd, eikd samaa barkoodia kaytetty kuin kerran. 3.
PCR:n barkoodien lisdys suoritettiin C1000 Thermal Cycler with 96CFX(TM) Real-
Time System qPCR-laitteella (Bio-Rad) taulukon 7 protokollaa noudattaen.
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Taulukko 6. Tutkimuksessa kaytetyt alukkeet ja niiden sekvenssit.

Aluke

Sekvenssi

27F

1492R

534R

338R
M13_27F
HT1_M13F
HT2_M13F
HT3_M13F
HT4 M13F
HT5_M13F
HT8 M13F
HT16_338R
HT18 338R
HT19_338R
HT20_338R
HT21_338R
HT23_338R
HT11_M13F
HT12_M13F
HT26_338R
HT27 338R

5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
5-ATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’
5-TGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3
5'-TGTAAAACGACGGCCAGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
5'-AACGTGATTGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-AAACATCGTGTAAAACGACGGCCAGT-3
5'-ATGCCTAATGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-AGTGGTCATGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-ACCACTGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-CATCAAGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-AAGACGGATGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'
5'-ACACAGAATGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'
5'-ACAGCAGATGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'
5'-ACCTCCAATGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'
5'-ACGCTCGATGTAAAACGACGGCCAGT-3
5'-ACTATGCATGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-CTGTAGCCTGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-AGTACAAGTGTAAAACGACGGCCAGT-3'
5'-AGCAGGAATGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'
5'-AGTCACTATGCTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3'

Taulukko 7. 3. PCR:n qPCR ohjelma barkoodien lisdamiseksi.

Lampetila (°C)  Aika (min) Vaihe
95 0:10 Alkudenaturaatio
95 0:15 Denaturaatio n
55 0:30 Alukkeiden liittyminen

72 0:30 Pidentyminen x 11

Fluoresenssin mittaus

—
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3. PCR:n reaktiotuotteet tarkistettiin agaroosigeelielektroforeesilla (1,5 % AGE) sekd
puhdistettiin 1,8x Agencourt AMPure XP PCR purification Kit:lld (Beckman) ennen
lahetystd sekvensointiin. Puhdistuksen jdlkeen konsentraatio tarkistettiin vield
Qubit dsDNA HS Assay Kitlld (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).
Barkoodatut ndytteet sekvensoitiin sekvensointipalvelua kayttden.
Sekvensointikirjastot tehtiin NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit:lld ja
amplikonit sekvensoitiin Illumina NovaSeq 6000-sekvensointijdrjestelmalld

kayttden SP flowcell (PE250).

Raaka sekvenssidata késiteltiin CLC Genomics Workbench:n (versioilla 12, 20 ja 21)
avulla. Illumina sekvensoinnista sekvenssidata saatiin parittaisina sekvensseina.
Tamédn vuoksi CLC Genomic Workbench:lla suoritetaan alkuun Merge
overlapping, jotta molempien juosteiden sekvenssit saadaan yhdistettyd yhdeksi
sekvenssiksi. Yhdistetystd 16S-geenialueesta trimmattiin seuraavaksi barkoodit ja
alukkeet pois. Ensin trimmattiin jokaisesta sekvenssistd yksitellen barkoodi pois,
jonka jdlkeen kaikista sekvensseistd trimmattiin ensin aluke 27F ja sitten aluke 338R-
RC, sekd poistettiin readit, jotka olivat alle 250 bp. Trimmauksen jidlkeen readit
ryhmiteltiin toiminnallisiin taksonomisiin yksikoihin (OTU, Operational taxonomic
unit) OTU clustering -tyokalulla kdyttden De Novo OTU Clustering -asetusta ja
samankaltaisuusprosenttia 99 %. OTU clustering -tyokalun avulla saatiin
selvitettyd, mistd bakteereista yhteiso koostui. OTU-tyokalulla saaduista tuloksista
poistettiin  OTU:t, joita oli maddréllisesti vdhdan (Remove OTUs with Low
Abundance). Téassd tutkimuksessa suodatettiin algoritmilla OTU:t, joiden
kokonaisesiintyvyys oli kaikissa ndytteissd yhteensd alle 0,5 %. Erilaisia OTU3ja jai
jdljelle 10 kappaletta. OTU:jen konsensussekvenssit siirrettiin BLAST-ohjelmaan,
jossa sekvenssejd etsittiin 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) -
tietokannasta. OTU:t, joiden havaittiin olevan kimeroja, poistettiin lopullisesta

analyysistd.
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2.6 ESBL-konjugaatiokoe

Konjugaatiokokeen avulla tutkittiin ESBL-E. coli -kannan 4B1 kykyd siirtdd ja
yhteisoon valittujen bakteerikantojen (4B11, 4B24, 4B41 ja 4B43) ominaisuuksia
vastaanottaa ESBL-ominaisuuksia. Konjugaatiokokeessa kaytettiin E. coli
kontrollina J]M109(pSU19) K-12 E. coli laboratoriokantaa. Yhteison 4B11, 4B24, 4B41
ja 4B43 bakteerikannoista tehtiin rifampisiiniresistentit (RifR), jotta rifampisiinid
voitiin kayttaa bakteerikannan selektioon konjugaatiokokeessa.
Rifampisiiniresistenssi saatiin aikaan kasvattamalla bakteerikantoja ensin
alhaisessa rifampisiinikonsentraatiossa (2,5 pg/ml) ja tuoreistamalla korkeampaan

pitoisuuteen, kunnes rifampisiinin pitoisuus oli 50 ng/ml.

Konjugaatiokokeessa valmistettiin aluksi nestekasvatukset 4B1, 4B11, 4B24, 4B41,
4B43 ja JIM109(pSU19) bakteerikannoista. 4B1 kasvatukseen lisdttiin kefalotiinia ja
JM109(pSU19) kasvatukseen kloramfenikolia, jotta 4B1 -bakteerikannassa saataisiin
pidettyd ESBL-ominaisuus ja JM109:n pSU19-plasmidi.

20 tuntia kasvaneista nestekasvatuksista tehtiin solutiheyden maddritys (kuten
kappaleessa 2.5) sekd valmistettiin konjugaatiokasvatukset, joissa testattiin ESBL-
plasmidin siirtymistd yhteison ESBL-E. colista pareittain yhteison muihin
bakteereihin. Konjugaatiokasvatuksia varten 5 ml LB-mediaan lisattiin 5 ul 4B1 ja 5

pul yhteison rifampisiiniresistenttia kantaa tai J]M109(pSU19) -bakteerikantaa.

Kun konjugaatiokasvatukset olivat kasvaneet noin 20 tuntia, valmistettiin
kasvatuksista steriiliin veteen 1:10 laimennossarja, josta maljattiin 100 pl
laimennosta kefalotiini-rifampisiinimaljalle (4B11, 4B24, 4B41 ja 4B43) tai
kefalotiini-kloramfenikolimaljalle (JM109(pSU19)). Transkonjuganttien (4B11, 4B24,
4B41 ja 4B43) maljauksessa kaytettiin kefalotiini-rifampisiinimaljaa, koska
rifampisiinin avulla varmistettiin, ettd maljalla ei kasva 4B1 luovuttajakantaa. E.
coli-kontrollikanta (JM109(pSU19)) maljattiin kefalotiini-kloramfenikolimaljalle,
koska kloramfenikolin avulla varmistettiin, ettei 4B1 luovuttajakanta kasva
maljalla. Molemmissa kasvatuksissa kefalotiinia kdytettiin ESBL-ominaisuuden
selektioon ja ndilld antibioottiyhdistelmilld maljalla kasvoi vain ESBL-

transkonjugantteja. Maljojen annettiin kasvaa 20 tuntia, jonka jdlkeen maljoilta
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laskettiin  pesdkkeet  mahdollisten  transkonjuganttien = bakteeritiheyden

madrittdmiseksi.

2.7 16S rRNA kirjaston valmistus ulostendytteistd

Antibioottiresistenssiprofiilin perusteella jatkoon valittiin vain ndytteiden 004 ja 007
kantoja, joten ndistd kahdesta ulostendytteestd valmistettiin 165 rRNA kirjasto, jossa
selvitettiin alkuperdisen suolistomikrobiomin yhteisdrakenne. Ulostendytteitd 004
ja 007 pipetoitiin 200 ul DN A-eristykseen, joka tehtiin Qlamp Power Fecal Pro DNA
Kit:a (QIAGEN) kdyttden valmistajan ohjeiden mukaisesti. DN A-eristyksen jdlkeen
mitattiin ndytteiden konsentraatio. Ulostendytteiden 16S rRNA:n monistaminen,
M13-adapterin sekd barkoodien liittdiminen tehtiin samalla tavalla kuin kappaleessa
2.5, mutta barkoodausalukkeina kaytettiin 004 naytteelle HT11_M13F ja
HT26_338R ja naytteelle 007 kaytettiin HT12_M13F ja HT27_338R (Taulukko 6.).
Naytteet sekvensoitiin sekvensointipalvelua kdyttden, kuten kappaleessa 2.5. Raaka
sekvenssidata kasiteltiin CLC Genomics workbench:n (versioilla 12, 20 ja 21) avulla,
samalla tavalla kuin kappaleessa 2.5, mutta OTU Clustering -asetuksena kaytettiin
SILVA 16599 % -asetusta, jossa sekvenssien samankaltaisuus oli 99 % tarkkuudella.
OTU:t, joita oli madrallisesti vahdn (Remove OTUs with Low Abundance) ja joiden
kokonaisesiintyvyys oli kaikissa ndytteissd alle 0,1 %, suodatettiin algoritmilla.
Tamédn sekvenssidatan avulla saatiin selville nédytteiden 004 ja 007

suolistomikrobiomin rakenne.
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Tutkimuksessa kdytetyistda ESBL-positiivisista ulostendytteistd viljeltiin bakteereja

LB-maljoille. Ensimmdisen puhdasviljelmdn jédlkeen eristetyistd bakteereista

muutama kanta ei kasvanut, joten nditd bakteerikantoja ei valittu jatkoon (Taulukko

8). Naytteistd 002, 004, 007, 011 ja 028 eristettiin yhteensd 178 bakteeri-isolaattia.

Taulukko 8. ESBL-positiivisista ulostendytteistd eristetyt bakteerikannat sekd

eristyksen, antibioottiresistenssitestauksen, sekvensoinnin ja yhteisokokeen jdlkeen

jatkoon valittujen kantojen lukumadarét.

Naiyte

Eristetyt Kantojen Erilaisia
kannat lukumairi er e ..
antibioottiresis-

tenssiprofiileja

DNA-

eristys

16S rRNA

sekvensointi

Genomi

sekvensointi

Yhteisokoe

002

004

007

2B10-2B37
(pl. 2B26)

4B10-4B57

(pl. 4B13,
4B39,
4BA40,
4B53,
4B56)

43 11

7B10-7B33

(pl. 7B10,
7B12, 20 8
7B31,
7B32)

18

14

12
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028
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11B10-

56 6 - - -
11B65
28B3-

32 1 - - -
28B34

Eristettyjen bakteerikantojen antibioottiresistenssi testattiin kasvattamalla
bakteereja LB-, kefalotiini-, ampisilliini-, kloramfenikoli-, tetrasykliini-,
kanamysiini- ja streptomysiinimaljoilla. DN A-eristykseen valittiin bakteerikantoja,
joiden resistenssiprofiilit olivat mahdollisimman erilaisia. Liitteessd 2 on esitetty
bakteerikantojen resistenssiprofiilit. Antibioottiresistenssiprofiilin perusteella
jatkoon valittiin 004 ulostendytteen 18 bakteerikantaa sekd 007 ulostendytteen 5
bakteerikantaa (Taulukko 8). Naytteistd 002, 011 ja 028 eristetyt kannat olivat

resistenssiprofiililtaan hyvin samankaltaisia (Liite 2).

Antibioottiresistenssiprofiloinnin perusteella valittujen bakteerikantojen DNA
eristettiin ja ndytteiden DNA-konsentraatiot mitattiin. Konsentraatiot, jotka ylittivat
1 ng/ul, valittiin 165 rRNA sekvensointiin (bakteerikannat 4B10, 4B11, 4B17, 4B22,
4B24, 4B29, 4B30, 4B31, 4B35, 4B41, 4B43, 4B44, 4B49 ja 4B51; Taulukko 8). Ndytteen
007 bakteerikannoista olisi konsentraation perusteella valittu jatkoon vain kanta

7B11, joten taman vuoksi 007 ndyte jdtettiin kokonaan pois.

004-ndytteen  bakteerikantojen =~ 16S  rRNA  sekvensointiin ~ Sanger-
sekvensointimenetelmilld. Sanger-sekvensoinnin tulosten perusteella genomin
sekvensointiin valittiin samat bakteerikannat kuin 16S rRNA sekvensointiin, mutta
4B22 ja 4B30 kannat jdtettiin pois (Taulukko 8). Bakteerikannat 4B22 ja 4B30 jatettiin
pois, koska olivat 165 rRNA sekvensoinnin seké antibioottiresistentin perusteella
samankaltaisia kuin osa muista eristetyistd bakteereista. Bakteerien koko genomit
sekvensoitiin [llumina-menetelmalla sekvensointipalvelua kayttaen.
Sekvensointien jdlkeen sekvenssit siirrettiin BLAST-ohjelmaan ja etsittiin
samankaltaisia alueita 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archaea) -
tietokannan sekvensseistd. BLAST-ohjelmalla selvitettiin, mitd bakteerikantoja

eristetyt isolaatit olivat genomissa. 16S rRNA ja genomin sekvensoinnin perusteella
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huomattiin, ettd osa eristetyistd isolaateista olivat todenndkoisesti samaa kantaa ja
siksi bakteerikantojen lukumddrd vaheni myos tdssd vaiheessa. Sekvenssitiedon
perusteella eristetyt bakteerikannat olivat 4B1 Escherichia coli, 4B11 Enterococcus
faecalis, 4B24 Citrobacter freundii, 4B41 Klebsiella sp. ja 4B43 Comamonas kerstersii
(Taulukko 9). Sangerin sekvensoinnin perusteella bakteerikanta 4B41 oli Klebsiella
michiganensis, K. oxytoca tai K. aerogenes, kun taas Illumina-sekvensoinnin
perusteella bakteerikanta 4B41 oli Klebsiella michiganensis, timan vuoksi kdytetdan

bakteerikannasta 4B41 Klebsiella sp. nimed (Taulukko 9).

Yhteison bakteerikantojen koko 165 rRNA geenien perusteella muodostettiin
fylogenettinen puu yhteison sukulaisuussuhteiden selvittamiseksi.
Fylogeneettisestd puusta ndhdddn, kuinka E. faecalisin ja C. kerstersii:n sukuhaarat
ovat omia sukuhaaroja, kun taas 4B1 E. coli, 4B24 C. freundii ja 4B41 Klebsiella sp. ovat
laheisempdd sukua toisilleen (Kuva 1). 4B24 C. freundii ja 4B41 Klebsiella sp. ovat

hyvin ldheista sukua keskendan.

Q Enterococcus faecalis 4811

O Comamonas kerstersii 4B43

Escherichia coli 4B1

Citrobacter freundii 4824

Klebsiella sp. 4B41

0.03
Kuva 1. Yhteison bakteerikantojen 165 rRNA geenien perusteella

muodostettu fylogeneettinen puu.

Genomisekvensseistd etsittiin bakteerien kantamat resistenssigeenit sekd plasmidit
(Taulukko 9). Fenotyypin perusteella 4B1 E. coli kasvoi kefalotiini-, ampisilliini- ja
tetrasykliinimaljoilla. Sitd vastaavat resistenssigeenit blaCTX-M-15, joka antaa
resistenssin kefalotiinille ja ampisilliinille, sekd tet(B), joka antaa resistenssin
tetrasykliinille, 16ytyivat genomista. Genomista 16ytyi myos gnrS1, sul2 ja mdf(A) -
geenit. Bakteerikanta 4B35 oli ldhestulkoon sama kuin 4B1, lukuun ottamatta tet(B)
-resistenssigeenid ja Col156 -plasmidia. Fenotyypin perusteella 4B11 E. faecalis
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kasvoi vain kanamysiinimaljalla, mutta vastaavaa resistenssigeenid ei 1oytynyt
genomista. C. freundii bakteerikannoilla oli hajontaa fenotyypin suhteen niin, ettd
bakteeri-isolaatit kasvoivat ampisilliinimaljalla tai kefalotiini-, ampisilliini- ja
tetrasykliinimaljalla tai bakteerikanta ei kasvanut millddan antibioottimaljalla (Liite
2). Kaikista C. freundii bakteeri-isolaateista 16ytyi kuitenkin sama blaCMY-152
resistenssigeeni. 4B41 Klebsiella sp. kasvoi ampisilliini- ja kanamysiinimaljalla ja
genomista 10ytyi nditd vastaavasti resistenssigeeni aph(3’)-1a, joka antaa resistenssin
kanamysiinille, sekd blaOXY-1-4, joka antaa resistenssin ampisilliinille. 4B43 C.
kerstersii ei kasvanut millddan antibioottimaljalla eikd sen genomista I6ytynyt
resistenssigeenejd. Makrolidi, linkosamidi, streptogramin a, fluorokinoloni ja
folaattiantagonisti resistenssigeenejd 16ytyi myos bakteerikannoista, mutta niiden
fenotyyppejd ei testattu ndille antibiooteille. PlasmidFinder etsii sekvenssidatasta
replikonialueita, jotka ovat usein lyhyitd geenialueita. Tadssd tutkimuksessa ei ole
kaytettdvissd  plasmidien = kokonaisia  sekvensseji, joten  loydettyjen
replikonisekvenssien perusteella ennustetaan, minkd tyyppisid (Inc-tyypit)
plasmideja kukin bakteeri kantaa. E. coli bakteerista 10ytyi erilaisia IncF -tyypin
plasmideja: IncFIB(AP001918), IncFII(29) ja IncFII(pCoo), sekd Coll56 plasmidi.
4B11 E. faecalis bakteerista 10ytyi rep9a -plasmidi ja 4B24 C. freundii bakteerista
pKPC-CAV1321-plasmidi. 4B41 Klebsiella sp. bakteerista 16ytyi
IncFIB(K)(pCAV1099-114) -plasmidi ja Col440I -plasmidi.
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Taulukko 9. Naytteestd 004 eristettyjen bakteerikantojen 165 rRNA:n ja genomi
sekvensoinnin sekvenssidatat sekd genomista etsityt bakteerien resistenssigeenit ja
bakteerien kantamat plasmidityypit. Sulkeissa olevat bakteerikannat ovat

sekvensoinnin perusteella samankaltaisia bakteereja kuin yhteisoon valitut kannat.

Bakteerikanta  Laji (16S 27F- Laji (koko 16S Geeni Plasmidi
534R Sanger) Illumina)
4B1 Escherichia coli Escherichia coli blaCTX-M-15, Col156, IncFIB
gnrS1, sul2, mdf(A), (AP001918), IncFII (29),
tet(B) IncFII(pCoo)
(4B35) Escherichia coli Escherichia coli blaCTX-M-15, IncFIB (AP001918), IncFII
qnrS1, sul2, mdf(A) (29), IncFII(pCoo)
4B11 Enterococcus Enterococcus Isa(A), rep9a
faecalis faecalis
4B24 (4B17, Citrobacter Citrobacter blaCMY-152 pKPC-CAV1321
4B29, 4B44, freundii freundii
4B49)
4B41 (4B10, Klebsiella sp. Klebsiella sp. aph (3’) -1, blaOXY- Col4401,
4B31, 4B51) (K. michiganensis/ (K. michiganensis) 1-4 IncFIB(K)(pCAV1099-114)
oxytoca/ aerogenes)
4B43 Comamonas Comamonas - -
kerstersii kerstersii
3.2 Yhteiskasvatus

Risti-inhibitiotestauksella testattiin valituilla bakteerikannoilla ristiin inhiboivatko
ne toistensa kasvua. Tulokset olivat luettavissa maljoilta, joille oli kasvanut selked
Inhibitiotestauksessa

bakteerimatto. inhibitiomaljojen  bakteerimattoihin ei

syntynyt kirkkaampia kohtia bakteerin supernatantin kohdalle, joten inhibitiota ei
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tapahtunut. 4B11 E. faecalis ei muodostanut bakteerimattoa LB-maljalle, minka
vuoksi ei pystytty sanomaan onko inhibitiota tapahtunut muiden bakteerikantojen

kanssa.

Yhteiskasvatuksessa kaikkia yhteisoon valittuja kantoja kasvatettiin yhdessd
seitsemdn vuorokauden ajan. Yhteison koostumus kokeen alkaessa médritettiin
yksittdisten bakteerikasvatusten solutiheyksien perusteella. Bakteerikasvatuksissa
suurin osuus oli 4B1:114 (33 %) eli suurin osa yhteiskasvatuksesta oli E. colia ja pienin

osuus oli 4B11:sta (9 %) eli pienin osa yhteiskasvatuksista oli E. faecalista (Kuva 2).

Yhteisokokeen neljdntend pdivand kasvatukset maljattiin ChromID ESBL -maljalle,
jotta saatiin selvitettyd, oliko ESBL-geeni siirtynyt muihin bakteereihin
yhteiskasvatuksessa. Kaikissa kromogeenisissd viljelyalustoissa havaittiin
punaruskean vdaristd kasvua, mikd tarkoittaa E. colin kasvua. Tamédn perusteella

todettiin, ettei ESBL-plasmidi ollut siirtynyt muihin bakteereihin.

m4B1 =4Bl11 4B24 m4B41 =4B43

C: freundii
(aB24)
5,15 x 105 CFU
(23 %)

Kuva 2. Yhteison alkukoostumus kokeen alkaessa.
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Yhteisokokeen ensimmdisend ja seitsemdntend pdivand yhteiskasvatusten
yhteisorakenne madéritettiin 165 rRNA -amplikonisekvensoinnin avulla. CLC
Genomic Workbench:lla késitellystd sekvenssidatasta 16ytyi kymmenen erilaista
OTU:a, jotka siirrettiin BLAST-ohjelmaan ja etsittiin samankaltaisia alueita 165
ribosomal RNA tietokannan sekvensseisti. BLAST-ohjelman kaytto paljasti, ettd
yhteisokokeen 165 rRNA kirjaston OTU:t olivat E. coli, E. faecalis, Klebsiella sp., C.
freundii ja C. kerstersii. Kimeroiksi havaitut OTU:t poistettiin lopullisesta data-
analyysistd. Kaikki bakteerilajit, lukuun ottamatta 4B43 C. kerstersii -bakteeria,
sdilyivdt yhteisossd koko kokeen ajan, mutta yhteison rakenne oli muuttunut

seitseman vuorokauden aikana.

4B1 E. coli:n suhteellinen osuus ensimmadisend pdivand oli 48 % (keskihajonta 13 %).
Seitseméntend pdivdnd suhteellinen osuus oli 67 % (keskihajonta 3 %) eli sen osuus
oli kasvanut 19 prosenttiyksikkod (Kuva 3). 4B11 E. faecalis:n suhteellinen osuus
ensimmdisend pdivand oli 15 % (keskihajonta 0,5 %) ja seitsemédntend pdivand
suhteellinen osuus oli 17,5 % (keskihajonta 0,3 %) eli sen osuus oli kasvanut 2,5
prosenttiyksikkod. 4B24 C. freundii:n suhteellinen osuus ensimmadisend pdivand oli
24 % (keskihajonta 12 %). Seitsemdntend pdivdnd suhteellinen osuus oli 9 %
(keskihajonta 1,7 %) eli sen osuus oli laskenut 15 prosenttiyksikkod. 4B41 Klebsiella
sp. suhteellinen osuus ensimmadisend pdivand oli 9 % (keskihajonta 1,7 %) ja
seitsemédntend pdivand suhteellinen osuus oli 6,5 % (keskihajonta 4,3 %) eli sen
osuus oli laskenut 2,5 prosenttiyksikkod. 4B43 C. kerstersii suhteellinen osuus
ensimmdisend pdivand oli 4,5 % (keskihajonta 0,3 %) ja seitsemdntend pdivand

suhteellinen osuus oli 0 % eli C. kerstersii oli havinnyt kokonaan yhteisosta.
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Escherichia coli  Citrobacter freundii = Enterococcus faecalis ~ Klebsiellasp. © Comamonas kerstersii

7 4 1
157204 174965 99759 108418 134672
285429
384646 310872 155578
624902
455144
329721 429818
525097 530274
307395
272170
177654
1
593619 364187
1378997
2499492
D 1715466
P 1210097
1211679
D1-A D1-B D1-C D7-A D7-B D7-C

Kuva 3. Synteettisen bakteeriyhteison rakenne 16S rRNA amplikonisekvensoinnin

perusteella. Bakteeriyhteisod kasvatettiin seitsemdn vuorokautta ja rakenne maédritettiin

pdivien 1 (D1-A-C) ja 7 (D7-A-C) kohdalla. Kuvan luvut kertovat kyseisen bakteerin

sekvensoitujen amplikonien lukuméaran yhteisossa.

3.3 ESBL-konjugaatiokoe

Konjugaatiokokeen avulla tutkittiin 4B1 bakteerikannan ESBL-ominaisuuden
siirtymistd muihin yhteisoon valittuihin bakteerikantoihin (4B11, 4B24, 4B41 ja
4B43; Taulukko 10). Tulokset luettiin laimennos 10-! maljalta, joka selektoi
mahdollisia ESBL-transkonjugantteja. 4B11 E. faecalis, 4B41 Klebsiella sp. ja 4B43 C.
kerstersii -transkonjuganttimaljoista vain yhdelld replikaatilla kasvoi 1-2 pesaketta.
4B24 C. freundii replikaatti I maljalla kasvoi kuusi pesdkettd, replikaatti II maljalla
kasvoi kaksi pesdkettd ja replikaatti III maljalla kasvoi neljd isoa pesdkettd ja 27

pientd pesdkettd. E. coli (JM109(pSU19)) replikaatti I maljalla kasvoi kolme
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pesdkettd, replikaatti II maljalla kasvoi yksi pesdke ja replikaatti III maljalla kasvoi
kaksi pesdkettd (Taulukko 10).

Taulukko 10. 4B1 E. coli bakteerikannan ESBL-ominaisuuden siirtyminen
konjugaation avulla yhteison bakteerikantoihin 4B11, 4B24, 4B41, 4B43 ja
JM109(pSU19) parittaisilla konjugaatiokokeilla osoitettuna.
Luovuttaja:vastaanottaja kohdassa kerrotaan luovuttajan ja vastaanottajan
bakteeritiheyden suhde (CFU/ml) kokeen alkaessa. Transkonjuganttien

pesdakemaddrat 100 pl:ssa laimennettua konjugaatiokasvatusta.

Bakteeri- Laji Luovuttaja:  Transkonjuganttien Transkonjuganttien
kanta vastaanottaja madra keskiarvo

(Replikaatti I/I/III) (keskihajonta), CFU/ml

4B11 Enterococcus 2,5 1/0/0 6,7 x 10 (5,8 x 10)
faecalis
4B24 Citrobacter 14 6/2/31 1,3 x 103 (1,6 x 10%)
freundii
4B41 Klebsiella sp. 2 0/0/2 6,7 x 10 (11,5 x 10)
4B43 Comamonas 8,1 0/0/1 3,3x10 (5,8 x 10)
kerstersii
JM109 Escherichia 7,7 3/1/2 2,0x10% (1,0 x 10?)

(pSU19) coli
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3.4 Suolistomikrobiomin yhteisérakenne

Resistenssiprofiilin perusteella jatkoon valittiin vain nadytteiden 004 ja 007 kantoja,
joten ndistd kahdesta ulostendytteestd selvitettiin 16S rRNA-geeniin perustuva
suolistomikrobiomin yhteisorakenne. Suolistoyhteistssd oli paljon erilaisia
bakteereja, joista sukutasolla luokiteltuna naytteessd 004 oli 12 eri taksonomista
ryhmada ja 007 ndytteessa oli 15 eri taksonomista ryhmaa. Naytteessa 004 vallitsevat
bakteerisuvut olivat Pseudomonas (48 %), Enterococcus (28 %), Enterobacter (16 %) ja
Lactobacillus (2 %) (Kuva 4.). Citrobacter 16ytyy yhteisostd myos, mutta vahdisessd
maédrin (<1 %). Naytteessd 007 vallitsevat bakteerisuvut olivat Pseudomonas (81 %),
Citrobacter (8 %), Faecalibacterium (5 %) sekd vdhdisessda mddrin (<1 %) Halocella,
Turicibacter, Bacteroides, Comamonas, Carnobacterium, Buttiauxella, Clostridium ja

Enterobacter (Kuva 4.).

95%
90%
85%
80%
75%
70%
65%
60%

55% ®  Romboutsia
W {Unknown Genus}

Serratia

50%

Abundance

45% W Clostridium sensu stricto 1
®  Carnobacterium
40% W Ambiguous_taxa
350 Comamonas
Buttiauxella
30% B Bacteroides
250 ¥ Uncultured
W Turicibacter
20% ®  Halocella
W Lactobacillus
15% W Faecalibacterium
10% m  Citrobacter
Enterobacter
5% ®  Enterococcus

Pseudomonas

0% —

2 4

Kuva 4. Ulostendyte 007:n ja 004:n suolistomikrobiomin

yhteisorakenne 16S rRNA:n perusteella.
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4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Bakteerikantojen karakterisointi

Vaikka ulostendytteistd saatiin eristettyd paljon bakteerikantoja, niin bakteerien
monimuotoisuus  oli  vdhdistda sekd  useat isolaatit  osoittautuivat
antibioottiresistenssiltddn sekd sekvenssiltddn samanlaisiksi. Monet tekijat voivat
vaikuttaa erilaisten bakteerien loytdmiseen ja karakterisoimiseen. Useimmat
ihmisten suolistossa asuttavat bakteerit ovat anaerobisia ja niitd on 100-1000 kertaa
enemmadn kuin aerobisia bakteereja (Bartosch ym. 2004). Suolistomikrobiomissa on
myos paljon fakultatiivisesti aerobisia bakteereja. Tdssd tutkimuksessa bakteerit
eristettiin hapellisissa eli aerobisissa olosuhteissa, mutta anaerobiset olosuhteet
ovat yksi tekija, mitkd olisivat voineet parantaa eristettyjen bakteerien
monimuotoisuutta. On tutkittu, ettd ulostendytteen altistaminen hapelle on
vahingoittanut happiherkkid soluja niin, ettd solut ovat kuolleet tai olleet ei-
viljeltdvdssa tilassa (Bartosch ym. 2004). Viljeltdavyys parantuisi myos, jos
ndytteenotto, kerdys ja ndytteen valmistelu suoritettaisiin hapettomassa tilassa.
Naytteen olisi hyva olla tuoretta, mutta ulosteen mikrobisto ei muutu merkittavasti,
jos ndyte saadaan heti -80 °C (Tang ym. 2020). Jos ndyte on sdilytetty muulla tavalla
se vaikuttaa ulostendytteen mikrobien DNA:n hajoamiseen, liikakasvuun ja
joidenkin lajien kuolemaan. On myos mahdollista, ettd erilaiset ndytteenottotavat,
kuten endoskopia, voivat parantaa ulostendytteen mikrobiston spektrid. Mikrobisto
vaihtelee ihmisen suoliston eri alueiden vdlilld, Lactobacilaceae- ja Enterobacteriaceae-
perheet hallitsevat ohutsuolessa, kun taas paksusuolea hallitsevat perheet
Prevotellaceae, Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Ruminococcaceae ja Lachnospiraceae (Tang

ym. 2020).

Tassd tutkimuksessa kaytettiin kasvatusalustana LB-mediaa, joka on ravinnerikas,
ei-selektiivinen sekd sen koostumus on huonosti méaritelty median aineosien takia,
koska ne sisédltavat yleensd monimutkaisia ainesosia, kuten hiivauutetta (Medina
ym. 2017). LB-media suosii nopeasti kasvavien ja kilpailukykyisten bakteerien
kasvua, kuten esimerkiksi E. colia (Medina ym. 2017). Tutkimukseen olisi voitu

valita kasvatusalustaksi LB-median lisdksi toisen median, jossa olisi alhaisempi
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ravinnepitoisuus ja jonka komponentit tiedetdan. Alhainen ravinnepitoisuus voisi
parantaa bakteerien monimuotoisuuden kasvua ja edistdisi hitaasti kasvavien

bakteerien kasvua (Medina ym. 2017).

Bakteereja saadaan eristettyd viljelemalld nadytteitd agarmaljoilla, mutta se ei ole niin
tehokasta eikd anaerobisia bakteereja saada eristettyd. Agarviljelyn tilalle on
kehitetty uusia menetelmid, kuten maljapohjaisia kasvukokeita, joissa méadritettiin
bakteerikantojen  ravitsemukselliset =~ mieltymykset sekd  biosynteettiset
ominaisuudet. Uutena menetelmdnd on kehitetty myts mikrofluidinen alusta
(Watterson ym. 2019). Anaerobisia ndytteitd voisi viljelld nesteviljelyputkissa, joissa
bakteerien annettaisiin inkuboitua seitsemdn vuorokautta ilman ravistelua
(Raymond ym. 2019). Ndin anaerobiset bakteerit kasvaisivat viljelyputken pohjalla.
Anaerobisia ndytteitd voitaisiin my6s viljelld suojatulla elatusaineella tai
anaerobisessa laatikossa. Laatikon sisdosa koostuu vedystd, hiilidioksidista ja
typestd (Bellali ym. 2019). Watterson ym. (2019) tutkimuksessa on kehitelty uusi
pisarapohjainen mikrofluidinen alusta (droplet-based microfluidic platform), joka
eristdd ja viljelee anaerobisesti mikrobisoluja miljoonissa pisaroissa ja lajittelee
pisarat automaattisesti pesdketiheyden perusteella. Koska jokainen pesdke on
eristetty suljetun pisaran sisdlld, harvinaiset ja hitaasti kasvavat lajit valttavat
nopeasti kasvavien lajien kilpailevan liikakasvun, mitd usein tapahtuu perinteisessa

neste- tai Petri-agar-viljelyssa (Watterson ym. 2019).

Nestekasvatuksia ravistellaan, jotta bakteerit saisivat aerobiset oltavat
kasvatukseen. Aerobista bakteerikasvua rajoittaa nopeus, jolla mikrobit voivat
replikoitua, ja nopeus, jolla happikaasu voi liueta nestemdiseen viljelyalustaan
(Bates ym. 2011). Ellei happea voida pumpata suoraan nesteviljelmddn, siihen
voidaan lisédtd ilmaa sekoittamalla tai ravistamalla viljelypulloa voimakkaasti. Mitd
nopeampi kierrosnopeus on, sitd enemmadn bakteerit saavat happea.
Kierrosnopeutta ei voi kuitenkaan lisdtd litkaa, koska liiallinen sekoitus

vahingoittaa bakteerisoluja (Bates ym. 2011).
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4.2 Yhteiskasvatus

Synteettiset suoliston bakteeriekosysteemit ovat tehokas tyokalu luonnollisten
jdrjestelmien perusperiaatteiden tutkimiseen (De Roy ym. 2014, Vrancken ym.
2019). Ne rajoittavat vaikuttavia tekijoitd minimiin mahdollistaen niiden hallinnan

sekd vuorovaikutusten seurannan (De Roy ym. 2014).

Yhteiskasvatuksessa kasvatettiin bakteerikantoja 4B1 E. coli, 4B11 E. faecalis, 4B24 C.
freundii, 4B41 Klebsiella sp. ja 4B43 C. kerstersii samassa nestekasvatuksessa seitseman
pdivan ajan. Yhteiskasvatuksen avulla tarkistettiin, pystyvatko valitut
bakteerikannat eldmé&dn yhdessd. Yhteiskasvatuksessa bakteerikannat sdilyivat
yhteisossd vakaasti pitkdssd 7 vuorokauden pituisessa kasvatuksessa, lukuun
ottamatta 4B43 C. kerstersii -bakteeria, joka oli bakteerilajeista ainut, joka oli
hdvinnyt kokonaan yhteiskasvatuksissa. Vertaamalla yhteison alkukoostumusta
(Kuva 2.) ensimmadisen pdivan tuloksiin (Kuva 3.) on 4B43 C. kerstersii:n osuus
laskenut huomattavasti jo pdivdssd. Voidaan olettaa, ettd 4B43 C. kerstersii on
hitaampi kasvamaan LB-medialla eikd ole kilpailukykyinen muiden bakteerien
kanssa. Bakteerien kasvunopeuksia olisi voinut tutkia tarkemmin kasvukéyrien
avulla. 4B41 Klebsiella sp. suhteellinen osuus oli laskenut 8,8 %:sta 6,6 %:iin
seitsemdn pdivan aikana. 4B41 Klebsiella sp. suhteellinen osuus oli laskenut myos
alkukoostumuksesta ensimmadiseen pdivddn. 4B24 C. freundii:n suhteellinen osuus
oli laskenut 15 prosenttiyksikkod seitsemdn pdivan aikana, mutta
alkukoostumuksen ja ensimmadisen pdivan aikana 4B24 C. freundiin suhteellinen
osuus oli pysynyt ldhestulkoon samana. 4B1 E. colin suhteellinen osuus kasvoi 19,3
prosenttiyksikkéa ja 4B11 E. faecalisn suhteellinen osuus kasvoi 2,6
prosenttiyksikkod yhteiskasvatuksessa seitseman pdivan aikana. 4B11 E. faecalis:n ja
4B1 E. colin suhteelliset osuudet olivat kasvaneet myos alkukoostumuksesta
ensimmadiseen pdivdan. 4B1 E. colin osuuden kasvu oli oletettavaa, koska LB-media
on E. colille suotuisa kasvuymparisto (Medina ym. 2017). Voidaan olettaa, ettd 4B1
E. colija 4B11 E. faecalis ovat bakteeriyhteison kilpailukykyisimmaét bakteerit ndissa
olosuhteissa, koska ne olivat ainoat bakteerit, jotka rikastuivat seitsemdn padivan

aikana. Yhteistkasvatusta olisi voinut kasvattaa pidemman aikaa ja kayttda jotain
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toista kasvualustaa, jotta hitaampikasvuiset, esimerkiksi 4B43 C. kerstersii, olisi

mahdollisesti ehtinyt kasvamaan yhteisossd (Cairns ym. 2018).

Synteettisten yhteisdjen tutkiminen avaa monia mahdollisuuksia ekosysteemien
hallintaan. Yhtd parametria muuttamalla yhteisod voidaan ohjata ja luoda haluttu
vaikutus (De Roy ym. 2014). Synteettisten yhteisojen kaytto lisdd tietamystd
mikrobiyhteisdja muokkaavista ja vaikuttavista tekijoistd. Synteettisid yhteisojd
voidaan kayttdd jatetuotteiden kierrdtykseen, teollisessa kdymisessd kemiallisten
yhdisteiden tuotannossa (De Roy ym. 2014). Synteettisid bakteeriyhteistjd voidaan
myos kadyttdd plasmidien levidmisen tutkimiseen (Cairns ym. 2018).
Tulevaisuudessa synteettisid mikrobiyhteistjd voitaisiin kdyttdd ennustamaan

ekosysteemin kdyttdytymistd, kuten vakautta, kestavyyttd ja toimivuutta.

4.3 ESBL-konjugaatiokoe

Konjugaatiokokeessa  maljausten avulla tutkittiin  syntyneiden = ESBL-
transkonjuganttien maarad. 4B24 C. freundii ja E. coli JM109(pSU19) maljoille oli
muodostunut transkonjugantteja. 4B11 E. faecalis, 4B41 Klebsiella sp. ja 4B43 C.
kerstersii -transkonjuganttimaljoilla kasvoi 1-2 pesdkettd vain yhdelld replikaatilla,
joten konjugaatiosta ei ole varmuutta. Klebsiella sp. on E. colin kanssa ldheistd sukua,
joten on mahdollista, ettd yksittdiset pesdkkeet ovat transkonjugantteja. E. faecalis
on E. colin kanssa kaukaista sukua ja on epatodenndkoistd, ettd grampositiivinen
bakteeri (E. faecalis) ottaisi vastaan gramnegatiivisen bakteerin (E. coli) plasmidin,
vaikka konjugaatiota voi harvoin tapahtua grampositiivisen ja gramnegatiivisen
bakteerien valilld (Neil ym. 2021). ESBL-geenin geneettistd sijaintia ei voida
varmuudella madrittdd, koska Illumina-sekvensoinnin tuloksena kootut kontigit
ovat lyhyitd, eikd plasmidien tdysimittaisia sekvenssejd ole mahdollista maarittdd,
koska ne olivat lyhyempind paloina. Tamdn voisi tulevaisuudessa madrittad
esimerkiksi long-read-sekvensoinnilla, jolla on mahdollista madrittdd pitkia DNA-
sekvenssejd (Amarasinghe ym. 2020). Koska ESBL-transkonjugantteja kuitenkin
muodostui E. coli -bakteeriin konjugoituessa, voitiin olettaa, ettd 4B1 E. colin ESBL-
geeni oli sijoittunut konjugatiiviseen plasmidiin. Vastaanottajasolut ovat voineet

myos pitdd konjugatiivista plasmidia vieraana DN A:na, jota vastaan isantdbakteerit
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ovat  kehittdneet  puolustusmekanismeja  (Virolle ym. 2020). Myo0s
ympadristoolosuhteet ja populaatiovuorovaikutukset ovat voineet vaikuttaa
konjugaatioon. Plasmidin siirtyminen saattaa my0s osaltaan hidastaa bakteerin

kasvua, haitaten bakteerin kilpailukykyisyytta.

4B24 C. freundii ja E. coli ]M109(pSU19) transkonjugantteja ei tdssad tutkimuksessa
todennettu oikeiksi. Tamédn todentamisen olisi voinut tehda transkonjuganttien
PCR:lld ja sekvensoinnilla tai tutkimalla niiden kykya siirtdd ESBL-ominaisuutta
edelleen toiseen bakteeriin. Tamdn tutkimuksen jdlkeen kuitenkin onnistuttiin
siirtdmddn ESBL-ominaisuudet konjugaatiokokeilla eri E. coli -kantoihin. Joten
voidaan olettaa, ettd 4B1 E. colin ESBL-geeni oli sijoittunut konjugatiiviseen
plasmidiin. Tutkimuksen jalkeen tutkittiin my6s 4B24 C. freundii genomia ja saatiin
selville, ettd 4B24 C. freundii kantaa blaCMY-152-geenid, joka on AmpR-
sddtelyalueen sddtelemd. AmpR on promoottorialue, joka on ampC
beetalaktamaasigeenin transkription s&dteliji (Nakano ym. 2017, Vadlamani ym.
2015). AmpR-promoottorialue antaa korkean resistenssin = useimmille
kefalosporiineille (Nakano ym. 2017, Vadlamani ym. 2015). 4B24 C. freundii -
bakteerilla on ndin jo itsellddn ESBL ominaisuus, joka on indusoituva AmpR:n
avulla. Naytteestd 004 eristettiin useampi Citrobacter, joista osa oli resistenttejd
kefalotiinille ja osa ei ollut resistentti, mutta kaikilla Citrobacter:lla oli sama blaCMY-
152-geeni. Vaikka geeni on ampisiliinilld indusoituva, promoottorialue “vuotaa”,
jonka vuoksi syntyy geenid ekspressoivia yksiloitd, jotka kasvavat tdlloin myos

kefalotiini-maljalla.

On tutkittu, ettd E. colin IncFIB-plasmidilla on potentiaalia kantaa
antibioottiresistenssigeeneja ja ndin siirtdd konjugoimalla geenejda muihin
bakteereihin (Khajanchi ym. 2017). blaCTX-M-15-geenien tiedetdan myos olevan
liikkuva geeni sekd CTX-M-geeneja koodaavat plasmidit siirtyvdat usein

konjugoitumalla (Bonnet 2004, Salinas ym. 2019).



37
4.4 Suolistomikrobiomin yhteisorakenne

Tutkimuksessa kdytettdvistd ulostendytteistd oli aiemmin 16ytynyt jokin ESBL-
bakteeri. Tutkimuksessa ei tiedetty potilaiden ikdd, sairaalassaoloaikaa eikd sitd,
olivatko he matkustaneet, mutta ndmaé tekijit ovat voineet antibioottien lisdksi
aiheuttaa hdirioitd suolistomikrobiomissa. Normaalin flooran puute voi johtua
myos siitd, ettd suurin osa suolistomikrobiomeista ovat anaerobisia ja tdssa

tutkimuksessa kaytettiin vain aerobisia menetelmis.

Naytteestd 004 saatiin eristettyd viisi eri bakteerilajia E. coli, E. faecalis, Klebsiella sp.,
C. freundii ja C. kerstersii. Ndytteen 004 bakteeriyhteiststd suurimmat taksonomiset
ryhmét olivat Pseudomonas,  Enterococcus, — Enterobacter ja  Lactobacillus.
Bakteeriyhteisostd 10ytyi samoja bakteerilajeja kuin ndytteestd 004 saatiin eristettya.
C. kerstersii -bakteeria 106ytyi bakteeriyhteisostd, mutta kun harvalukuisia bakteereja
suodatettiin pois, jdi C. kerstersii pois lopullisesta analyysista. Enterococcus ja
Enterobacter edustivat bakteeriyhteison suurimpia taksonomisia ryhmid, mutta
Klebsiella ja Citrobacter esiintyivat bakteeriyhteisossd vdhdisissd madrin. Naytteessd
004 myos Enterococcus:n ja Enterobacter:n suhteelliset osuudet olivat suuremmat
kuin Klebsiellan ja Citrobactermn. Tulosten perusteella ulostendytteestd suurin
taksonominen ryhméa oli Pseudomonas, vaikka sitd ei saatu eristettyd ndytteistd
ollenkaan. Pseudomonas on oksidaasipositiivinen ja se kasvaa monen tyyppisilld
elatusaineilla 37 °C - 42 °C:ssa (Araos ja D’Agata 2019, LaBauve ja Wargo 2012).
Ihmisid infektoivia Pseudomonaksia ovat P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P.
cepacia, P. stutzeri, P. maltophilia ja P. putrefaciens. P. aeruginosa ja P. fluorescens
pystyvit eldmddan myos ihmisen suolistossa. P. aeruginosa on kaikkialla esiintyva
ympdéristobakteeri, joka on viiden suurimman bakteerilajin joukossa, joita
tavallisimmin esiintyy sairaalainfektioissa (LaBauve ja Wargo 2012). On todettu,
ettd P. aeruginosa ei yleensd 1oydy terveiden ihmisten mikrobistosta. P. aeruginosa
loydos edellyttdda mikrobiomin hdiriotd. Hdirioldhteitda ovat esimerkiksi
antimikrobiset aineet, lddkkeet, maha-suolikanavan sairaus tai erityinen ruokavalio
(Araos ja D’ Agata 2019). Geneettisestd monimutkaisuudesta johtuen P. aeruginosa:n
genomin koko vaihtelee vélilld 5,5-7 Mbp ja se on yksi suurimmista sekvensoiduista

bakteerigenomeista (LaBauve ja Wargo 2012). Tdmdn suuren koon ja
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monimutkaisuuden ansiosta P. aeruginosa voi menestyd monissa erilaisissa
ympdristoissd sekd aerobisissa ettd anaerobisissa olosuhteissa (Arai 2011).
Tutkimuksessa ndytteitd sdilytettiin useampi kuukausi 4 ©°C:ssa, joten on
mahdollista, ettd ndyte oli mennyt huonoksi ja Pseudomonas -lajit eivdt ole
selvinneet. LaBauven tutkimuksessa suositellaan, ettd bakteeriviljelmdssd
kaytettdisiin korkeintaan viikon vanhoja bakteereja (LaBauve ja Wargo 2012). On
myOs mahdollista, ettd ndytteestd ei ole otettu tarpeeksi bakteereja. Toisaalta
Comamonas:sta saatiin eristettyd ulostendytteestd, vaikka sitd oli vain muutama

sekvenssi miljoonista sekvensseistd 004 ndytteessa.

4.5 Johtopddtokset

Tutkimuksen tavoitteena oli koota ESBL-bakteeria suolistossaan kantavan ihmisen
suolistomikrobiomista eristetyistd bakteereista synteettinen bakteeriyhteiso.
Bakteeriyhteiso muodostettiin viidestd eri bakteerilajista ja sen voidaan katsoa
olevan stabiili, silld sen bakteerit sdilyivat, lukuun ottamatta 4B43 C. kerstersii:a.
Tutkimuksessa selvitettiin E. colin ESBL-ominaisuuden levidmispotentiaalia
yhteison muihin bakteereihin. ESBL-plasmidien konjugaatio onnistui E. colien
vdlilld, muiden bakteerien konjugaatiosta ei ole varmuutta. Konjugaation
onnistumiseen on voinut vaikuttaa my0s se, ettd E. coli oli lilan kaukaista sukua

muiden bakteerien kanssa.

Bakteerien antibioottiresistenssi pidentdd sairauden ja hoidon kestoa sairaaloissa
sekd voivat aiheuttaa leikkauksiin liittyvid komplikaatioita. Taman vuoksi
oireetonta ESBL-kantajuutta olisi syytd tutkia lisdd, jotta ESBL-bakteerit saataisiin
hoidettua potilaalta ennen leikkauksia ja véltyttdisiin leikkauksen jdlkeisiltd
infektioilta. Synteettistd bakteeriyhteisod voidaan tulevaisuudessa kayttdd
yksinkertaisena mallisysteemind, kun halutaan lisdtd tietoa bakteeriyhteison
kayttdaytymisestd sekd siihen vaikuttavista tekijoistd. Sen avulla voidaan myds
tutkia konjugatiivisten plasmidien levidmistd ja selvittdd niiden siirtymiseen
vaikuttavia tekijoitd olosuhteita muuttamalla. Tutkimuksessa rakennettua
synteettistd yhteisod voidaan tulevaisuudessa kdyttdid muun muassa bakteerien

vélisten suhteiden ja plasmididynamiikan tutkimiseen ja ndin ollen paremmin
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ymmartdd monimutkaisten bakteeriyhteistjen, kuten luonnollisen

suolistomikrobiomin, toimintaa.
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28B11| (+) | (+) | - -l - |+ 11B32| + | + - - - - |+
28B12 | (+) | () | - -l - | (#) 11B33) + | + - - - il s
28B13| (+) | (+) | - -l - e 11B34) + | + | - | - - - |
2814 (¢) | 0| - | - | ]| - [ 118370 + ) +# ] - | - | - | - |+
2815 (A | B | - | - [ - @ ﬂgii : : S :
28B16 | (+) | (+) | - RO
11B46| + + = = = = +
28B17| (+) | (+) | - -l - |+ I - - - —
28B18 | (+) | (+) | - RO Y - - - T
28B19| (+) | (#) | - -l H] - 1) 11850 | + | + _ _ _ N
28B20| (+) | (+) | - -l - |+ 11852 + | + : : : N
28B21 | (+) | (+) | - -l - |+ 11853 | + | =+ § i i -
28B22 | (+) | (#) | - -l H] -] 11B54 | + | + - - - -+
28823 [ (#) | (+) | - i G e N G 11B55| + | + - - - N
28B24 | (+) | (+) - - (+) - | (4) 11B58| + + - - - - +
28B25| (+) | (+) - - (+) - | (+) 11B60| + + - - - - +
28B26 | (+) | (+) - - (+) - | (+) 11B61| + + - - - - 5
28B27 | (+) | (%) | - -l - |+ 11B62| + | + - - - - |+
28B28 | (+) | (+) | - RO 11B63| + | + - - - il
28B29 | (+) | (+) | - S . 11B64| + | + | - - - - |+
28300 | H | -1 -1 - [+ 11B65) + | + | - | - ] - | - | +
2831 (A | H ] -] - [ @& - [® igig E i o i
28B32 | (+) | (+) | - RO Tmss T - - - —
28B33 | (+) | (+) | - -l - |+ el kT - - - T
28B34 | (+) | (+) | - -l - |+ T " - - - T
11B27| + . : - - .
11B29| + - : - - - |+
11B45 4 pes{ - = - - - +
11B59| - - - - - .




