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Metisilliniresistentti Staphylococcus aureus eli MRSA on yleinen sairaalainfektioiden aiheuttaja.
MRSA:n aiheuttamien infektioiden hoito on vaikeaa bakteerin geenimuutoksesta johtuvan alentuneen
mikrobil&d&keherkkyyden takia. MRSA:sta on sen nopean levinneisyyden myo6ta kehittynyt merkittava
haaste terveydenhuollolle, silla MRSA-epidemiat aiheuttavat hoito-osastoilla toiminnanmuutoksia ja
lisaty6td muun muassa pidentéen hoitojaksoja ja vaikeuttaen esimerkiksi leikkaushaavojen paranemis-
ta. Toiminnanmuutokset ja lisatyot kasvattavat puolestaan hoitokustannuksia. MRSA:n aiheuttamien
infektioiden ja oireettomien MRSA-kantajien nopea tunnistaminen onkin ensiarvoisen tarkeda tartun-
tojen leviamisen estamiseksi.

Tama opinnayte toteutettiin kehittdmistyona, jonka tarkoituksena oli MRSA-laboratoriodiagnostiikan
kehittdminen ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa. Tyon tavoitteena oli selvittad tehostaako nayttei-
den rikastaminen MRSA:n tunnistamista. Rikastamisen tehoa selvitettiin kahdella tavalla. Ensimmai-
seksi, vertailtiin kesken&an kahta eri rikastusmenetelmaa: yksittéisrikastamista ja poolirikastamista,
jossa useita samasta potilaasta otettuja naytteitd yhdistetddn samaan rikastusviljelyyn. Toiseksi, lai-
mennossarjojen avulla verrattiin rikastettujen ja rikastamattomien naytteiden bakteerikasvua. Labora-
toriodiagnostiikan kehittdmisen ohella tutkimusnaytteiden avulla oli tarkoitus selvittdd MRSA:n esiin-
tyvyytta paivystyspoliklinikan kautta osastoille otettavilla potilailla Mikkelin keskussairaalassa.

Kehittdmistyon laboratoriotutkimuksissa kesakuussa 2009 analysoitiin yhteensd 140 potilaan naytteet,
joista vain yksi oli positiivinen MRSA-I0ydds. Yksipuoliseksi osoittautuneen aineiston perusteella ei
voitu vertailla luotettavasti kahta eri rikastusmenetelmaa. Kehittamisty6sta saatiin kuitenkin arvokasta
kokemusta rikastusmenetelmien kaytosta ja poolirikastusmenetelmén testausta on jatkettu toisessa
ISLAB:n aluelaboratoriossa. Laimennossarjojen avulla todettiin MRSA-ndytteiden rikastamisen te-
hostavan MRSA:n kasvua. Kehittdmistyon toteutuksen jalkeen yksittéisten néytteiden rikastaminen
otettiinkin rutiinikayttoon ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa.
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus or, in other words, MRSA is a common cause for hospital
acquired infections. The treatment of infections caused by MRSA is difficult due to decreased micro-
bial drug hypersensitivity. Rapid diffusion of MRSA has proved a challenge to the health care system.
In hospital wards MRSA epidemics have resulted in changes and extra work because the epidemics, as
an example, prolong treatment periods and hinder the healing of surgical wounds. As a result, medical
expenses have increased. Thus the quick identification of MRSA infections as well as of asymptomat-
ic carriers of MRSA is essential in order to prevent contagion.

This thesis was carried out as a project. The purpose of the project was to develop MRSA laboratory
diagnostics in ISLAB’s Regional Laboratory in Mikkeli. The aim was to find out if swab enrichment
boosts the identification of MRSA. Swab enrichment was examined in two ways. First, two methods
of swab enrichment were compared. The methods compared were the enrichment of a single swab and
an experimental method of enriching a pole of multiple swabs from the same patient. Second, a series
of multiple dilutions was used to compare the significance of bacteria growth between enriched and
non-enriched swabs. In addition to the development of laboratory diagnostics one aim of the thesis
was to determine the incidence of MRSA at the central hospital of Mikkeli.

At the laboratory screening phase in June 2009 a total of 140 swabs were analyzed. Only one of them
tested positive to MRSA. The comparison of the two methods of swab enrichment was unreliable be-
cause of the one sided research material. However, the experience gained on the enrichment methods
in this project was useful. The testing of the method of enriching a pole of multiple swabs has been
continued in another ISLAB’s regional laboratory. The series of multiple dilutions proved that swab
enrichment boosts the growth of MRSA. After this project the enrichment of a single swab has been
taken into routine use in ISLAB’s Regional Laboratory in Mikkeli.
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1 JOHDANTO

Staphylococcus aureus on yleinen bakteeri ihmisiholla osana normaalia bakteerikantaa
eli normaaliflooraa. S. aureus voi kuitenkin aiheuttaa monenlaisia lievid ja vakavia in-
fektioita kantajan vastustuskyvyn pettédessd. (Vuopio-Varkila, Kuusela & Kaotilainen
2010, 83; Jawetz, Melnick & Adelberg 1995, 186.) Staphylococcus aureus onkin yksi
yleisimmisté sairaalainfektioiden aiheuttajista muun muassa vuonna 2005 tehdyn kan-

sallisen sairaalainfektioiden prevalenssitutkimuksen mukaan (ks. taulukko 1).

Taulukko 1. Sairaalainfektioiden aiheuttajamikrobit ja niiden jakauma infektiotyypeit-
tain (KTL 2005).

Primaarinen bakte- Kaikki
Aiheuttajamikrobi tai ryhmi Leikkausalueen  Virtsaticinfek- remia/fungemia  Keuhkokuume Muut  sairaalainfek-
infektiot (n=126) ot (n=125) (n=44) (n=21) (n=83) tiot (n=399)
Escherichia coli 10 (5) 50 (38) 4(T) 3(9) 5(4) 72 (13)
—» | Staphylococcus aureus 29 (13) 4 (3) 9 (16) 3(9) 9 (8) 54 (10)
Enterococcus faecalis 18 (8) 21 (16) 3(3) 1(3) NG 48 (9)
Koagulaasinegatiiviset stafylokokit 28 (13) 32 10 (18) 1(1) 2(2) 44 (8)
Pseudomonas aeruginosa 15 (7) 10 (8) 24 0 (0) 7 (6) 34 (6)
Candida albicans 12 (6) 0 (0) 5(9) 4(12) 11(10) 32 (6)
Clostridium difficile 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 28(25) 28 (5)
Klebsiella pneumoniae 30 10 (8) 12 2 (6) 1(1) 17 (3)
Enterococcus faccium 90 0 (0) 12 1(3) 3(3) 14 (3)
Muut 96 (44) 35 (26) 21(38) 18 (35) 35(38) 213 (38)

Erityisesti ongelmia terveydenhuollossa aiheuttaa metisilliiniresistentti Staphylococcus
aureus eli MRSA. Vaikka MRSA ei itsessaan aiheuta Staphylococcus aureusta vaka-
vampia sairauksia, sen aiheuttamien sairauksien hoitaminen on vaikeaa ja kallista, kos-
ka perinteiset antibiootit eivat tehoa MRSA:han. Jatkuvasti yleistyvdt MRSA-epidemiat
aiheuttavat hoito-osastoilla toiminnanmuutoksia ja lisaty6td, koska epidemiat muun
muassa pidentdvét hoitojaksoja, vaikeuttavat esimerkiksi leikkaushaavojen paranemista
ja aiheuttavat potilaille ylim&araistd kipua. Nama lisatyot ja toiminnanmuutokset kas-
vattavat hoitokustannuksia ennakoimattomasti. (Salmenlinna, Lyytikdinen, Kanerva &
Vuopio-Varkila 2008, 190-193.)



MRSA:Nn levidmistd pyritddn estdméan Suomessa monenlaisin keinoin, koska MRSA-
infektioiden seuraukset ovat ikdvia sek&d potilaille ettd hoitoyksikoille. Keskeisimpia
keinoja tartuntojen torjumiseksi ovat MRSA:n seulontaviljelyt ja MRSA:n mikrobiolo-
ginen tunnistaminen, késien huolellinen desinfektio, kosketuseristys ja MRSA-
positiivisten potilaiden kohortointi eli eristdminen muista potilaista. MRSA-positiivisten
tapausten my6td myos henkilokunnan seulonnan merkitys korostuu, vaikkakaan henki-
Iokunnasta ei oteta usein naytteitd, silla henkilokunnan MRSA-seulonnoista saatu hyoty
on todettu vahdiseksi. MRSA:n aiheuttamien infektioiden ja oireettomien MRSA-
kantajien nopea tunnistaminen onkin ensiarvoisen tarkedd tartuntojen levidmisen esté-
miseksi. (Laine & Laaksonen-Heikkild 2008, 13-14; Salmenlinna ym. 2008, 190-193.)

Taman opinnaytetydn aihe saatiin kevaalla 2009 Itd&-Suomen laboratoriokeskuksen lii-
kelaitoskuntayhtyman (ISLAB) Mikkelin aluelaboratorion sairaalamikrobiologilta ja
Mikkelin keskussairaalan infektioylildakarilta. Opinndytety0 toteutettiin kehittdmistyo-
na, jonka tarkoituksena oli MRSA-laboratoriodiagnostiikan kehittdminen ISLAB:n
Mikkelin aluelaboratoriossa. Tyon tavoitteena oli selvittdd tehostaako nadytteiden rikas-
taminen MRSA:n tunnistamista. Taman lisaksi kehittamistyohon kuului kaksi alatavoi-
tetta: kahden laboratoriomenetelman vertailu ja MRSA:n esiintyvyyden selvittdminen
Mikkelin keskussairaalassa. Mikkelin keskussairaala oli kehittamistydon kohdeyhteiséna
kiinnostava, koska Eteld-Savon sairaanhoitopiirin alueella MRSA:n esiintyvyys on ollut

viime vuosina korkeahkolla tasolla (Salmenlinna ym. 2008, 190-193).

Henkilokohtaisena tavoitteenamme oli syventdd tietdmystd kliinisen mikrobiologian
diagnostiikasta, erityisesti MRSA-diagnostiikan osalta. Tahan liittyen pyrimme kehit-
tdmaan kliinisen mikrobiologian laboratoriotydssa tarvittavia taitoja, soveltamaan teo-
riatietoa kaytantoon seké arvioimaan analysointimenetelmié ja niiden tuloksia kriittises-
ti. Tavoitteenamme oli my0s kehittdd moniammatillisessa yhteisty0ssa tarvittavia taitoja
ja oppia hyodyntdmaén eri alojen asiantuntijoiden tietdmystad. Koko opinnaytetyopro-
sessin tavoitteena oli lisdksi harjaantua tieteellisen tiedon kaytt6on ja kriittiseen arvioin-

tiin sek& oman tydskentelyn eri vaiheiden kirjalliseen esittamiseen.



2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS JA MRSA

2.1 Stafylokokit ja Staphylococcus aureus

Stafylokokit ovat yleisid ihmisen normaaliflooran kuuluvia bakteereja. Ulkomuodoltaan
ne ovat pyoreitd pallomaisen rakenteen omaavia, grampositiivisesti varjaytyvia kokki-
bakteereja. Stafylokokit aiheuttavat enimmakseen lievia infektioita, jotka paranevat il-
man ladkehoitoa. Vakavat infektiot vaativat kuitenkin antibioottihoitoa, johon on perin-
teisesti kaytetty penisilliinin sukuisia antibiootteja. Stafylokokeille, kuten useimmille
bakteereille, kehittyy aikaa myodden vastustuskyky kaytettyj& antibiootteja kohtaan. Ta-
man takia esimerkiksi penisilliinille resistenttien stafylokokkien hoitoon kehitettiin uusi
antibiootti metisilliini, joka otettiin kayttéon 1950-luvun lopulla. (THL 2009; Lyytikai-
nen & Vuopio-Varkila 2005, 107; Vuopio-Varkila, Kuusela & Kotilainen, 2005, 98-
99.)

Staphylococcus aureus on muista stafylokokeista poiketen ainoa koagulaasipositiivinen
stafylokokki. S. aureuksen aiheuttamia infektioita on pystytty hoitamaan grampositiivi-
siin bakteereihin tehoavilla mikrobiladkkeilld. Vuosien saatossa infektioiden hoito on
vaikeutunut, koska muiden stafylokokkien tapaan S. aureukselle on ominaista kehittaa
herkasti resistenssi mikrobilaékkeita kohtaan. (Prescott, Harley & Klein 1999, 782-786;
Vuopio-Varkila & Sivonen 1997, 414.)

Resistenssi penisilliiniryhmén valmisteita kohtaan perustuu stafylokokkien plasmidiva-
litteiseen B-laktamaasi tuotantoon. Lédkkeen sitoutumista ja siten sen antibakteerista
vaikutusta heikentédvat muutokset penisilliinid sitovassa proteiinissa. Penisilliinin on
tunkeuduttava bakteerin seindmaan, jotta se pystyy vaikuttamaan halutulla tavalla. Re-
sistentin bakteerin seindma voi olla miltei lapdisematon useille penisilliineille. (Huup-
ponen 2003, 802.)



2.2 Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA)

Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus eli MRSA on sairaalabakteerina tunnettu S.
aureuksen muuntunut muoto. Ensimmaéinen MRSA-kanta l0ydettiin Iso-Britanniasta jo
muutama vuosi metisilliinin kéyttoonoton jalkeen 1960-luvun alussa. (Huovinen 2005;
Prescott ym. 1999, 786.) Suomessa MRSA:n esiintyvyytta on seurattu valtakunnallisesti
tartuntatautirekisterin avulla vuodesta 1995 l&htien (Salmenlinna ym. 2008, 190-193).
Vuonna 2009 tahan Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen yllapitdmaan rekisteriin ilmoi-
tettiin 1266 MRSA-kantajuutta ja 30 veresta tai likvorista 10ydettyda MRSA-infektiota.
Etel&d-Savon sairaanhoitopiirissa MRSA-tapauksia oli 100 000 asukasta kohden 44
vuonna 2006, 39 vuonna 2007, 35 vuonna 2008 ja 33 vuonna 2009. (THL 2010.)

MRSA:sta on sen nopean levinneisyyden myota kehittynyt haaste terveydenhuollolle,
koska tdmaén sairaalabakteerin aiheuttamien infektioiden hoito on hankalampaa kuin
normaalin mikrobild&keherkkyyden omaavien bakteerien aiheuttamien infektioiden hoi-
to. Metisilliiniresistenttien Staphylococcus aureus -l10ydésten maaré on myods kasvanut
sekd Suomessa (ks. kuvio 1) ettd maailmalla 2000-luvulla. (Reygaert 2009a, 111-114;
Kerttula 2007, 13-14, 52.) Sairaanhoitopiirien vélilla MRSA:n esiintyvyydessa on tosin
suuria eroja (Salmenlinna ym. 2008, 190-193).
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Kuvio 1. MRSA-I0yd6sten lukumaard Suomessa vuosina 1995-2009 (THL 2010).



MRSA kolonisaatio, eli tilanne, jossa mikrobi asettuu lisdantymé&an normaaliflooran
sekaan aiheuttamatta tautia (Duodecim 2010), voi sairaalaolosuhteissa levita nopeasti
my0s oireettomien potilaiden ja hoitohenkilokunnan vélityksella (Vuopio-Varkila ym.
2010, 90-91). Nopean levidmisen kannalta haasteita lisdéd myos se, ettd pitkdaikaiskan-
tajuuden poisto ei aina onnistu. Haatohoito suunnitellaan yksilollisesti. Hoidon aikana
véltetadn bakteerien siirtymistd uudelleen hoidetulle alueelle ja toisiin ihmisiin. Hoidon
onnistumisen kannalta on tarkedd noudattaa annettuja hygieniaohjeita ja antibioottivoi-
teiden kayttoa. (SataDiag 2010.) Kerran tartunnan saanut henkild voi pysya kantajana

vuosikausia ja toimia tartunnanlahteend (Vuopio-Varkila ym. 2010, 90-91).

MRSA levidd muiden sairaalabakteerien tavoin késien valitykselld potilaasta toiseen ja
aiheuttaa infektio- ja tartuntaepidemioita. Tehokkaimmin MRSA:n levidmista voidaan
estad huolehtimalla hyvasta kasihygieniasta. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 90-91; Kimari
2008, 298-301.)

2.3 Staphylococcus aureuksen ja MRSA:n rakenne

Staphylococcus aureus on grampostiivinen kokkibakteeri. Grampositiivisen bakteerin
soluseina koostuu tyypillisesti peptidoglykaanikerroksesta ja teikkohapoista. Paksu pep-
tidoglykaanikerros antaa bakteerin soluseindlle muodon ja jaykkyyden. Samalla se tekee
soluseinan herkéksi esimerkiksi penisilliinille ja penisilliinin johdannaisille. Peptido-
glykaanikerrokseen voi liittyd kahdenlaisia teikkohappoja, joista erityisesti lipoteikko-
happo kéaynnistaa tulehdusreaktion infektion aikana. S. aureuksella on soluseinan peti-
doglykaanikerrokseen kiinnittyneind myds adhesiineja, joiden avulla bakteeri tarttuu
elimiston solujen ja rakenteiden pintaan. Suurimmalla osalla S. aureus -kannoista on
soluseinan ymparilla kapseli, joka tekee bakteerit vastustuskykyisiksi fagosytoosille eli
solunsyonnille. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 84-85; Vuopio-Varkila ym. 2005, 99; Pu-
hakka & Salkinoja-Salonen 2002, 98-102.)

Bakteerin  mahdollinen  grampositiivisuus  méaritetddn  yleisesti gramvarjays-
menetelméalla. Gramvérjayksessa objektilasille kiinnitetty ndyte varjataan ensin emaksi-
selld kristallivioletilla ja tdmén jalkeen nédyte kasitelldan jodilla. Jodiké&sittelyn jélkeen
nayte huuhdellaan asetoni-alkoholiseoksella ja lopuksi ndyte varjatdan safraniinilla.



10

Mikali ndytteessé on grampositiivisia bakteereja, kuten Staphylococcus aureus, vérjay-
tyvét ne sinivioleteiksi, kun taas gramnegatiiviset bakteerit ovat varjayksen jélkeen vaa-
leanpunaisia. Varjaytyvyyden erot johtuvat grampositiivisten ja -negatiivisten bakteeri-
en soluseindmien toisistaan poikkeavista rakenteista. (Vaara, Skurnik & Sarvas 2010,
21; Solunetti 2006; Carlson & Koskela 2005, 22; Liimatainen 2000, 126-127.)

Yksittaisen bakteerisolun térkein osa plasmidien ohella on solun sisélld solulimassa
rengasmaisena oleva kromosomi, joka siséltaa bakteerin genomin. S. aureuksen geno-
mille on tyypillista, ettd se pystyy siirtyméan kannasta toiseen. Siirtyvia osia ovat erityi-
set insertiojaksot, bakteriofagiperdinen DNA, transposonit ja patogeenisuussaarekkeet.
Patogeenisuussaarekkeet voivat sisaltad tarkeitd geenejd, jotka liittyvat bakteerin viru-
lenssiin ja restenssiin. Mikéli S. aureuksella todetaan patogeenisuussaarekegeeni
SCCmec, luokitellaan tdma MRSA:ksi. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 86; Heikkilda &
Meurman 2005, 34.)

MRSA:n alentunut la&keaineherkkyys johtuu yliméaardisen beetalaktamaasin tuoton si-
jaan hankitusta geenistd. SCCmec saarekkeen osa mecA-geeni koodaa muuttunutta pep-
tidoglykaanin, eli soluseindn synteesin entyymid PBP2a:ta. MecA-geenin vaikutuksesta
bakteeri on resistentti kefalosporiineille ja karbapeneemeille seké stafylokokipenisillii-
neille, kuten metisilliinille, kloksasilliinille ja dikloksasilliineille. (Vuopio-Varkila ym.
2010, 86; Virolainen-Julkunen 2005.) MecA-geenin vaikutuksesta muuntunut Staphylo-

coccus aureuksen soluseindrakenne on esitetty kuvassa 1.
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Kuva 1. MRSA:n rakenne (Foster 2004).

Staphylococcus aureus tuottaa ymparistoonsa useita eksoentyymejéd, hemolysiineja ja
toksiineja. N&istd osaa kaytetddn hyvéksi bakteerin laboratoriodiagnostiikassa, kuten
koagulaasientyymid sekd puna- ja muita eukaryoottisoluja hajottavaa hemolysiinia.
Hemolysiinid kaytetadn hyvaksi tarkastellessa bakteerin aiheuttamaa hemolyysia veri-
maljalla. S. aureus tuottaa myds superantigeeneja. Naitd ovat joukko enterotoksiineja,
joista osa liittyy ruokamyrkytystapauksiin, ja TSST-1, joka aiheuttaa toksisen sok-
kioireyhtyman. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 85-86.)

2.4 Staphylococcus aureuksen aiheuttamat taudit ja niiden hoito

Staphylococcus aureus ja sen resistentit muodot kuten MRSA voivat aiheuttaa monen-
laisia infektioita. Yleisimpi& niistd ovat mérkéiset iho- ja pehmytkudosinfektiot, luu- ja
nivelinfektiot seka leikkaushaavainfektiot. S. aureus voi myo6s aiheuttaa vakavia yleisin-
fektioita, kuten sepsis ja endokardiitti. Lievid iho- ja pehmytkudosinfektioita ovat puo-
lestaan karvatuppitulehdus ja paisetauti, sekd pikkulapsilla mérkérupi. S. aureus voi

aiheuttaa myos ruusuntyyppisen infektion, mutta yleensa sen aiheuttaja on kuitenkin A-
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ryhman streptokokki. Synnytyksen jalkeisten rintatulehdusten tavallisin taudin aiheutta-
jaon myos S. aureus. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 86-87; Prescott ym. 1999, 782-785.)

Staphylococcus aureuksen aiheuttaman sepsiksen yleisoireita ovat korkea kuume ja vi-
lunvéristykset. Rajuoireisen ja nopeasti etenevan taudin seurauksena potilaan yleiskunto
voi heikentyd, hengitystiheys ja pulssi nopeutua seka esiintyé lievaé sekavuutta. Myos
vatsa-, lihas- ja nivelkipuja voi esiintyd. Jos S. aureuksen aiheuttama sepsis komplisoi-
tuu, potilaalle voi kehittyd metastaattisia infektiopesakkeitd sisaelimiin. Seurauksena
voivat olla my0ds septinen sokki tai aikuisen hengitysvaikeusoireyhtymé (ARDS). Va-
kavia S. aureuksen aiheuttaman sepsiksen komplikaatioita ovat esimerkiksi endokardiit-
ti, osteomyeliitti, septinen artriitti seka meningiitti. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 87-89.)
Pahimmillaan sepsis voi johtaa kuolemaan jopa muutamassa pdivassa. Kuvion 2 dia-
grammista voidaan havaita, ettd Staphylococcus aureus on merkittava aiheuttajamikrobi

juuri kuolemaan johtaneissa sepsis-tapauksissa. (KTL 2007.)

Kandidalajit

Pseudomeonas aeruginosa

Enterokokit

Enterobacter-lajit

Klebsiella-lajit

———p  Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Koagulaasinegatiiviset stafylokokit

Virdans-ryhmin streptokokit &

B-ryhmin streptokokki

=)
=

20 30 40 50

Tapauskuolevuus, %

028 vrkn tapauskuolevuus O7 vrkon tapauskuolevuus

Kuvio 2. Veriviljelypositiivisten sairaalainfektioiden tapauskuolleisuus aiheuttajamik-
robien mukaan SIRO-ohjelmassa vuosina 1999-2006 (KTL 2007).

Endokardiitti on yleinen S. aureuksen aiheuttama sydédmen sisékalvon tulehdus, joka on
taudinkuvaltaan yleensa akuutti. Taudin kuvaan kuuluu edelld eriteltyja sepsiksen yleis-

oireita, joiden lisdksi syddmestd saattaa kuulua uusi tai muuttuva sivuaani. Tautiin voi
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myos liittyd sydamen tihedlyontisyyttd, matalaa verenpainetta seka lihas- ja selkékipuja.
Muiden oireiden liséksi jopa 40 %:lla endokardiittia sairastavista potilaista ilmaantuu

my0s neurologisia oireita. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 88.)

Staphylococcus aureus voi aiheuttaa luu- ja nivelinfektioita, jotka voivat kehittyd joko
hematogeenisesti sepsiksen yhteydesséd tai vamman takia syntyneend sekundaari-
infektiona. Osteomyeliitti eli hematogeeninen luuydintulehdus on tavallisempi lapsilla
kuin aikuisilla. Aikuisilla sepsiksen yhteydessé suhteellisen tavallinen komplikaatio on
nikamatulehdus. Nivelreumaa sairastavilla potilailla S. aureus on tavallinen septisen

artriitin aiheuttaja. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 89.)

Staphylococcus aureuksen aiheuttamasta paikallisinfektiosta tai kolonisaatiosta voi puo-
lestaan kehittyd akuutti ja rajuoireinen toksinen sokkioireyhtyméa. Oireyhtymassa bak-
teerin aiheuttama toksiini imeytyy verenkiertoon aiheuttaen korkeaa kuumetta, oksente-
lua ja ripulia sekd verenpaineen laskua ja sokkioireita. Taudinkuvaan liittyy usein ihot-
tumaa, monielinvaurioita ja toimintahdirioitd keskushermostossa. Myds voimakkaita
lihaskipuja sek& limakalvojen punoitusta nielussa, eméattimessd tai sidekalvoilla voi
esiintyd. Suurin osa toksisen sokkioireyhtyman tapauksista liittyy tamponin kayttoon ja
S. aureuksen kolonisaatioon, mutta oireyhtyma voi esiintyd myos muiden S. aureuksen
aiheuttamien infektioiden yhteydessa. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 88-89; Prescott ym.
1999, 782-785.)

Staphylococcus aureuksen aiheuttamien infektioiden ladkehoitona kéytetdén yleisesti
stafylokokkipenisilliineja. Vakavien infektioiden hoitoon kaytetdan suonensiséista anti-
bioottilaakitystd. Komplisoituneen sepsiksen tai endokardiitin kohdalla ladkitys kestaa
vahintdan 4-6 viikkoa. Toksisen sokkioireyhtymén hoidossa on peruselintoimintojen
yllapitamisen lisdksi tarkedd saada bakteerin toksiinin tuotanto loppumaan nopeasti.
MRSA-infektiot hoidetaan samalla periaatteella kuin herkkien S. aureus -kantojen aihe-
uttamat infektiot, mutta antibioottihoidon valinnassa tulee ottaa huomioon bakteerin
mikrobiolddkeherkkyys. (Vuopio-Varkila ym. 2010, 91-95.)

Vaikka MRSA-infektioiden hoito on hyvin hankalaa, eivdt MRSA-kannat kuitenkaan
ole taudinaiheuttajina herkkia S. aureuksia vaarallisempia, silla infektiot ovat usein vai-

keusasteeltaan ja oireiltaan hyvin samankaltaisia taudinaiheuttajasta riippumatta. (\Vuo-
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pio-Varkila ym. 2010, 90). MRSA:n aiheuttamien infektioiden hoidossa ensiarvoisen
tarkedd on saada mahdollisimman pian selville bakteerin mikrobild&keherkkyys, jotta
hoitoon osataan kéyttdd oikeaa laakitysta. Tastd syysta laboratoriodiagnostiikan kehit-
tdminen on yksi tehokkaimmista keinoista MRSA:n aiheuttamien infektioiden torjun-
nassa. (Reygaert 2009b, 120-123; van Hal ym. 2007, 2486—2490.)
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3 LABORATORIODIAGNOSTIIKKA

3.1 Mikrobiologinen nédytteenotto

Mikrobiologisten laboratoriotutkimusten tavoitteena on ohjata hoitavaa laékaria infek-
tio- ja immuunisairauksien hoidossa (Katila & Laatikainen 2003, 338). Mikrobiologis-
ten laboratoriotutkimusten luotettavien tulosten edellytyksend ovat edustavat ja laaduk-
kaat naytteet. Mikrobiologisten laboratoriotutkimusten perusteella saadaan tietoa poti-
laan sairaudesta ja osataan valita oikea hoitomuoto. Laboratoriotutkimusten perusteella
voidaan yleisemmalla tasolla selvittda infektioiden epidemiologiaa ja bakteerien mikro-
biladkeherkkyystilannetta. (Vuento 2005, 63-68.)

Mikrobiologisen néytteen ottamisessa on tarked kayttad oikeanlaista ndytteenottova-
linettd ja -tekniikkaa. Naytteenottovalineiden ja nayteastioiden tulee olla steriileja. Nii-
den kéyttokelpoisuus on tarkistettava aina ennen nadytteenottoa. Oikealla naytteenotto-
tekniikalla pyritddn puolestaan valttdmaan naytteen kontaminoitumista. Tdméan vuoksi
naytteenottovalineitd on myos késiteltava aseptisesti. (Tuokko, Rautajoki & Lehto 2008,
90-91.)

Néaytteenottokohta, naytteenoton ajoitus ja néytteelle sopivat kuljetus- ja séilytysolosuh-
teet maaraytyvat tutkimuspyynnon perusteella. Yleensa nédyte otetaan tulehtuneesta
kohdasta pyrkien vélttdmaan tervettd kudosta, koska normaalifloora voi héirita tutki-
musta. Ndyte pyritddn ottamaan ennen mahdollisen mikrobildékityksen aloittamista,
jotta laakityksell& ei olisi vaikutusta tuloksiin. Naytteen séilytysaika on minimoitava,
silld ndytteen tulee antaa oikea ja luotettava kuva potilaan tilasta ndytteenottohetkelld.
(Tuokko ym. 2008, 90-91; Yl6nen 2005, 102.)

3.2 MRSA-néytteenotto ja naytteen séilytys

Nayte MRSA-tutkimusta varten otetaan yleensd, mikali potilaalla epaillddn MRSA-
kantajuutta tai tartunnalle altistuminen on todennadkéisté (Tuokko ym. 2008, 97). Tamén
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lisdksi kantajaksi todetulta otetaan seurantanaytteitd hoidon onnistumisen selvittdmisek-
si (SataDiag 2010).

MRSA-néyte otetaan yleensé nielusta, nenésté tai infektiokohdista, kuten haavoista tai
intuboidun potilaan trakeasta. Hyvia naytteenottokohtia ovat myos katetrien ja dreenien
tyvet tai vastasyntyneen lapsen napa. Aiemmin kantajiksi todetuilta ndyte otetaan kolo-

nisoituneesta paikasta. (Tuokko ym. 2008, 97.)

Nielundyte otetaan pyorittdmalla ndytteenottotikkua molempien nielurisojen pinnalla ja
takanielussa melko voimakkaasti painaen. N&ytteenotossa on varottava koskettamasta
naytteenottotikulla muihin suun osiin, kuten Kieleen tai hampaisiin, silla niista tarttuva
normaalifloora héiritsee tuloksen tulkintaa. Néaytteenotossa on hyva kayttda apuna
spaattelia, jolla pidetaan potilaan kielta alhaalla. Juuri ennen nédytteenottoa potilas ei saa
syodd, juoda, imeskelld kurkkupastilleja tai kéyttdd nielua desinfioivia huuhteita.
(Tuokko ym. 2008, 93-94.)

Nenidndyte otetaan molemmista sieraimista pyorittelemélld ndytteenottotikkua 1-2 cm
syvyydessa. Mikéli ndyte otetaan infektiokohdasta, kuten ihorikosta tai haavasta, néyt-
teenottokohtaa ei saa puhdistaa ennen naytteenottoa. Nayte otetaan halutusta kohdasta
naytteenottotikkua pyorittamalla, niin ettd siihen tarttuu bakteereja. (Matikainen, Miet-
tinen & Wasstrom 2010, 122.)

Néytteenottotikut ovat aina steriileja ja yksittaispakattuja. Tikkujen vanupaat voivat olla
dacronia, puuvillaa tai keinokuitua. Naytteenottotikkujen kuljetukseen kaytetaan peh-
meda agarhyyteloa sisaltavaa geelikuljetusputkea. Kuljetusputken geeli suojaa baktee-
reita hapelta sek& kuivumiselta ja ehkéisee bakteerien lisékasvua. Kéyttaméattomat put-
ket voidaan séilyttdd huoneenlamma@ssé, mutta ndytteenoton jalkeen niita tulee sailyttaa
jadkaapissa. Naytteet sailyvat jadkaapinlampoétilassa korkeintaan yhden vuorokauden
ajan. (Tuokko ym. 2008, 91.)
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3.3 MRSA-néytteen rikastaminen

Bakteeriviljelyissa kasvaa yleensd etsityn bakteerilajin lisdksi ns. normaaliflooran bak-
teereja, jotka voivat vaikeuttaa patogeenisen bakteerilajin tunnistamista. Rikastamisen
tarkoituksena on suosia etsittya bakteerilajia toisten bakteerien kustannuksella valitse-
malla sille sopivat kasvuolosuhteet. Rikastamista voidaan tehda esimerkiksi sietokykya
hyvaksikayttamalla, kuten lisdamélld elatusaineeseen jotakin ainetta, jonka tiedetaan
olevan myrkyllistd muille bakteereille. (Salkinoja-Salonen 2002a, 58-59.) Té&ssé kehit-
tdmistyossé rikastukseen kaytettiin nestemadista elatusainetta, johon oli lisétty antibioot-

tia, jonka toivottiin hillitsevan muiden bakteerien kuin MRSA:n kasvua.

Kehittamistyossé itse rikastaminen suoritettiin kahdella eri tavalla. Perinteisen yksitéis-
ten néytteiden rikastamisen ohella kéytettiin poolirikastamista. Poolirikastusmenetel-
masséd kaksi tai kolme samasta potilaasta otettua naytettd yhdistetdadn yhteen rikastus-

putkeen, josta néytteet viljellaan yhdelle viljelymaljalle. (Suomala 2009.)

3.4 Bakteerinaytteen viljely ja kasvatus

Mikrobiologian laboratoriossa kaytetdaan bakteerien tunnistamisessa standardimenetel-
mana bakteerien viljelyé kiinteille alustoille, eli maljoille, joissa on elatusainetta. Ela-
tusaine sisdltdd bakteerin kasvamiseen tarvittavia ravinteita ja agaria, joka hyydyttaa
elatusaineen kiinteddn muotoon. Maljoilta on mahdollista tehd& lajintunnistus- ja ladke-
herkkyysmaarityksia 1-2 vuorokauden kasvatuksen jalkeen. Elatusaineeseen voidaan
lisatd myos erilaisia kemikaaleja bakteerin tunnistamisen nopeuttamiseksi. (Katila 2003,
351.)

Mikrobiologisten néytteiden perustutkimusmenetelmana kéytetddn hajotusviljelya eri-
laisille elatusainemaljoille. Hajotusviljelyssé alkuperéista naytetta levitetddn vain pie-
nelle osalle maljan pintaa. Tdmé& voidaan tehdd esimerkiksi bakteerikuljetusputkessa
olevalla naytteenottotikulla. Osalle maljan pintaa levitettyd néytettd levitetdan edelleen
puhtaalla viljelysauvalla asteittain koko maljan pinnalle. Viimeiselle hajotusalueelle

saadaan ndin vain murto-osa ensimmaisen viljelyalueen bakteereista (ks. kuva 2). (Carl-
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son & Koskela 2005, 23.)

1. Wiljele nayteenottotikulla noin neljannes
verimaljasta tihein vedain,

2. Viljele balkteriologisella viljelysauvalla
noin puolet maljasta viemalld sauva
muutarman kerran edellisten wetojen yli

1 3. K&3nnd sauva ja hajota edelleen naoin
4 3 neljdsosalle maljasta.
4, Jata yksinelasosa viljelermatta

Kuva 2. Hajotusviljelytekniikka (TYKSLAB 2010).

Potilasnaytteestd suoraan tehdyssa hajotusviljelyssa kasvaa useita erilaisia bakteereita.
Hajotusviljelyn tarkoituksena onkin saada erilaiset bakteerit kasvamaan erillisind pe-
sédkkeind maljan pinnalla. Naista yksittdisista pesakkeistda voidaan tarvittaessa tehda
puhdasviljelmé tai bakteerin tunnistamiseen liittyvia méaérityksia. (Matikainen ym.
2010, 115; Carlson & Koskela 2005, 23.)

Puhdasviljelyn tavoitteena on saada halutun bakteerin yksittdisia erillisia pesékkeita
kasvamaan mahdollisimman puhtaana kiinte&n elatusaineen pinnalla (Carlson & Koske-
la 2005, 23). Teknisesti puhdasviljely tehdadn usein samalla tavalla kuin hajotusviljely,
mutta puhdasviljelyssa on kuitenkin tarkeda vaihtaa puhdas viljelysauva aina ennen uut-

ta hajotusta.

Bakteeriviljelyt kasvatetaan yleensé lampokaapissa bakteerille suotuisissa olosuhteissa.
Nykyisin kéytetadn yleisesti +35 °C lampdkaappeja, koska bakteerin luonnollisten kas-
vuolosuhteiden mukailemiseksi on tarkeaa, etta lampdtila ei ylitd ihmisen ruumiinlam-
poa. Lampokaappien lampdotilaa seurataan paivittdin kirjaamalla minimi- ja maksimi-
lampotilat seurantataulukkoon. N&in saadaan seurattua, ettd lampdtila ei myoskaan laske
ldhelle +30 °C, silla se hidastaa kliinisesti merkittdvien bakteerien kasvua. (Katila 2003,
354.) Viljellyt maljat tulee kasvattaa lampokaapissa ylos alaisin kdannettynd, jotta pe-
sékkeiden paalle ei tippuisi vettd, jota voi tiivistyd maljan kanteen (Salkinoja-Salonen
2002b, 81).
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Mikrobiologisessa diagnostiikassa verimalja on yleisimmin kaytetty epé&selektiivinen
bakteerimalja. Epaselektiivisyydelld tarkoitetaan sité, ettd elatusaineeseen ei ole lisdtty
mitédan bakteerin kasvua rajoittavaa ainetta. Verimaljoissa kéytetdan yleensd lampaan-
verta, koska sen avulla pystytaan tarkastelemaan luotettavasti bakteerin mahdollisesti
aikaansaamaa hemolyysié eli punasolujen hajoamista. Hemolyysi tai sen puuttuminen
helpottaa usein bakteerin lajintunnistusta. (Katila 2003, 352.)

Selektiivisia viljelymaljoja ovat muun muassa kromogeeniset maljat, kuten téssa kehit-
tamistyossa kaytetty ChromlD MRSA -malja. Kromogeenisten maljojen siséltamaéan
elatusaineseokseen on liitetty yhdisteitd, jotka muodostavat tunnistuksessa kaytettavéan
varin. Varinmuodostus perustuu spesifiseen entsyymi-substraattireaktioon, jonka loppu-
tuotteena on varillinen bakteeripesake. Kromogeenisten maljojen selektiivisyys voidaan
saada aikaan esimerkiksi antibiooteilla, jolloin maljalla eivat kasva tietylle antibiootille
herkat bakteerikannat. Yleensd kaupallisten kromogeenisten elatusaineiden koostumus
on liikesalaisuus. N&in ollen niistd ilmoitetaan ainoastaan mahdollinen selektiivinen
tekija ja entsyymi, johon mikrobin tunnistus perustuu. Kromogeenisia maljoja voidaan
kayttdd joko primaariviljelymaljoina tai mikrobien jatkotunnistustestauksessa. (Kar-
péanoja 2007, 39-40.)

3.5 Staphylococcus aureuksen tunnistaminen

Bakteerien tunnistukseen kaytetadn monia erilaisia diagnostisia menetelmia. Tassé ke-
hittdmistydssa kasitelladn vain tdmén tyon toteutuksessa kaytettyjd& menetelmid, joilla
tunnistetaan S. aureus ja MRSA. Tunnistaminen aloitetaan viljelymaljalla kasvavan
pesakkeen tarkastelusta. MRSA:han viittaava bakteerikasvu ilmenee tutkimuksessa kay-
tetyilla ChromID MRSA -maljoilla selkeina vihertdvind pesakkeina. Naista pesakkeista
tehtiin koagulaasi- ja latexagglutinaatio-testejd, puhdasviljelmid, herkkyysmaarityksia ja
MRSA-screen-testejd. Naita eri testeja kasitelldan tyovaiheittain sekd tdmén kehittamis-
tyon teoria- ettd toteutusosiossa. Tydvaiheiden jérjestys laboratoriossa on esitetty nayt-

teiden kulkua kuvaavassa kaaviossa (ks. liite 1).

Staphylococcus aureus voidaan erottaa muista stafylokokeista koagulaasi putkitestin

avulla. Testissa tutkittavaa bakteeria lisatddn plasmaa siséltdvaan koeputkeen. Samanai-
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kaisesti tehdd&dn myos positiivinen ja negatiivinen kontrolli tunnetuilla bakteerikannoil-
la. Putkia inkuboidaan nelja tuntia +35-37 °C:een lampdtilassa. Taman jalkeen tarkiste-
taan, onko plasma hyytynyt. Hyytynyt nayte viittaa S. aureukseen, jonka tuottama vapaa
koagulaasientsyymi saa plasmassa aikaan hyytymisen sitomalla plasman fibrinogeenia.
(Esko 1995, 36.)

3.6 Staphylococcus aureuksen mikrobiladkeherkkyyden maarittdminen

Laboratoriodiagnostiikassa on yleensa tarkeda bakteerilajin tunnistuksen liséksi saada
selville bakteerin mikrobiladkeherkkyys, jotta I6ydetdén sopiva hoitomuoto (Karhuma-
ki, Jonsson & Saros 2009, 198). Bakteerin herkkyysmaaritykseen kaytetaan sellaisia
ladkkeitd, joiden tiedetdén tehoavan kyseiseen bakteeriin. (Nissinen 2006, 202).

Elimistosséd bakteerien mikrobildadkeherkkyys on sidoksissa ymparistoon, bakteerien
madradn ja kasvunopeuteen. Mikrobildakkeen tehoa laboratorio-olosuhteissa kuvataan
MIC-arvolla (Minimal Inhibitory Consentration), jolla tarkoitetaan ld&kkeen pieninté
estopitoisuutta kyseiselle bakteerille. Taudinhoitoon kaytettava laékitys on vahintaan 2-
4 kertainen MIC-arvoon nahden. (Huovinen & Vaara 2005, 107; Vaara & Huovinen
1997, 349.)

Bakteerin laakeherkkyys maaritetddn antibioottikohtaisten ohjeita noudattaen FiRe -
standardin mukaisella S/I/R -asteikolla antibioottikiekon ymparille muodostuvan esto-
renkaan halkaisijan perusteella. Kyseisell& asteikolla S (Susceptible) tarkoittaa, ettd bak-
teerin herkkyys ei poikkea normaalista, jolloin infektioita voidaan hoitaa normaalilla
ladkeannostuksella. Jos bakteeri sietdd normaalia korkeampia ladkeannoksia, herkkyy-
den maaritystulos on I (Indeterminate). Mikéli bakteeri sietdd huomattavasti normaalia
korkeampia ladkeainepitoisuuksia tai ladke ei tehoa kyseiseen bakteeriin, vastataan tulos
R (Resistant). (FiRe Standardi - - 2009; Huovinen & Vaara 2005, 107-108; Vaara &
Huovinen 1997, 349.) MRSA-kannat jotka tuottavat beetalaktamaasia vastataan resis-
tenteiksi Kkaikille penisillinaasiherkille penisilliineille. Oksasilliiniherkkyydeltdan alen-
tuneet MRSA-kannat vastataan resistenteiksi myos kaikille beetalaktaameille. Kefoksi-
tiinille resistentit ja oksasilliiniherkkyydeltd&n alentuneet kannat tulee varmistaa toisella
menetelmalla. (FiRe Standardi - - 2009.)
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Mikrobiologisessa laboratoriodiagnostiikassa herkkyysméérityksiin kaytetdan yleisesti
antibioottikiekkomenetelma&. Herkkyysmaéritys tehdaén kyseiseen tutkimukseen sopi-
valle viljelymaljalle, jolle levitetddn tasainen McFarlandin asteikon mukainen baktee-
risuspensio. McFarlandin asteikko on silmamaéaaraisesti arvioitava bakteerisuspension
tiheys, jossa 0,5 McFarlandia vastaa noin 10° elévaa bakteeria/ml. (FiRe Standardi - -
2009.)

Herkkyysmaéarityksen peruselatusaineena tulee kayttaa Muller-Hinton tai Iso-Sensiest-
agaria, jotka on madritelty suomalaisen standardimenetelman, FiRe:n, mukaan. Valmiin
maljan agarin pinnan tulee olla kirkas ja vériton tai lievasti kellertava. (Nissinen 2002,
532.) Bakteerisuspension annetaan imeytyé agarille, ja kun malja on pintakuiva, asete-
taan antibioottikiekot sen pinnalle kiekkoannostelijalla tai pinseteilla kevyesti painaen.
Oikein asetetusta antibioottikiekosta alkaa valittomaésti diffundoitua la&ketta agarin pin-
nalle, jolloin bakteerin kasvu antibioottikiekon ympérilla estyy (ks. kuva 3). (FiRe
Standardi - - 2009.)

SXT

Resistentti (R)

CcMX
Resistentti (R)
AMP Herkka ()
Herkka (S) LEV
TOB
Alentunut
herkkyys (1)

Kuva 3. Mikrobil&d&keherkkyysmadritys (Karhumaki ym. 2009, 199).



22

Mikrobil&dakeherkkyyskiekkojen laatu on yksi menetelman luotettavuuden kannalta kes-
keinen tekija. Kiekot tulee suojata kosteudelta k&yton ja sailytyksen aikana, jotta l&aak-
keen teho sailyy alkuperdisella tasolla. Mikrobildékekiekot on usein pakattu putkiloihin,
jolloin ne sopivat suoraan niille suunniteltuihin kiekkoannostelijoihin. Kiekkoannosteli-
jan kaytto helpottaa mikrobilddkekiekkojen asettamista oikeille etdisyyksille toisistaan.
(Thermo Fisher Scientific 2010; Meurman & Nissinen 2006, 205-206.) Mikrobilaake-
kiekkojen valikoima vaihtelee laboratorioittain (Meurman & Nissinen 2006, 205-206.).
Tassa kehittamistyossa stafylokokkiherkkyysmaarityksiin kaytetyt antibiootit on esitetty

liitteessa 2.

Tassa kehittamistydssa herkkyysmaarityksiin kaytettiin ensisijaisesti kefoksitiinia sisal-
tavia antibioottikiekkoja. Kefoksitiini kuuluu kefalosporiineihin, jotka ovat vaikutusme-
kanismeiltaan penisilliinin kaltaisia mikrobil&dakkeitd. Kefalosporiinit jaotellaan suku-
polviin niiden vaikutusten ja historiallisen kehityksen perusteella. Ensimmaisen polven
kefalosporiinit ovat tehokkaita yleisesti stafylokokkeja vastaan, mutta ne eivét kuiten-
kaan tehoa metisilliinille resistentteihin kantoihin. Kefoksitiini kuuluu toisen polven
kefalosporiineihin, joiden teho on yleenséd ensimmaisen polven la&kkeitd parempi.
Muista kefalosporiineista poiketen kefoksitiini voidaan myos liittdd kefamysiiniryh-
maan, koska sen rakenne eroaa muista kefalosporiineista ja se kestda hyvin bakteerien

tuottamaa beetalaktamaasia. (Huupponen 2003, 807-810.)

Kiekkoherkkyysmadritysten lisaksi mikrobiologian diagnostiikassa kaytetaan kaupalli-
sia Epsilon-testeja. E-testi on helppo ja kaytanndllinen, mutta huomattavasti kiekko-
herkkyysmaaritysta kalliimpi, menetelma esimerkiksi erdiden resistenttien bakteerien
MIC-arvon maarittamiseksi. E-testi on ohut liuska, jossa on jatkuva gradientti bakteeri-
ladketta eli liuskan laakepitoisuus kasvaa tasaisesti. Liuska asetetaan herkkyysméari-
tysmaljalle, johon on levitetty tasainen kerros bakteerisuspensiota. Liuskasta diffundoi-
tuu mikrobilaaketta maljan pinnalle, jolloin bakteerin kasvun estorenkaasta tulee péary-
nén muotoinen (ks. kuva 4). Muoto syntyy kun tietty ladkepitoisuus estda bakteerin kas-
vun lahelld liuskaa. Mitd korkeampi lddkeainepitoisuus on, sitd suurempi on kasvun
estoalue. (Huovinen & Vaara 2005, 108.)
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Kuva 4. E-testin tekemd estorengas (Stegemann & Beckmann 1994).

3.7 MRSA:n tunnistaminen ja hnimedminen

MRSA Screen -agglutinaatiotesti on pikatesti MRSA:n tunnistamiseen. Testissa sekoite-
taan keskendan kahta eri uuttoreagenssiliuosta ja bakteeripesakkeitd. Taman jalkeen
reagenssien ja bakteerien seos sentrifugoidaan ja tutkitaan seoksesta saadun supernatan-
tin ja testilateksin reaktiota. Kyseiset aineet reagoivat keskenaan, mikali bakteeri sisél-
t&a penisilliini sitovaa proteiinia (PBP2’). Reaktio tapahtuu, jos kyseessé on MRSA,
jolloin supernatantti ja testilateksi muodostavat agglutinaation kymmenen minuutin
kuluessa. Testin toimivuus varmistetaan vertaamalla saatua tulosta supernatantin ja
kontrollilateksin reaktioon, joka ei saa muodostaa agglutinaatiota. (Hardy diagnostics
2010; Denka-Seiken 2009.)

MRSA:n tunnistamisen jalkeen seuraa MRSA-kannan nime&minen. Suomessa tdmé
tapahtuu spa-geenin tyypitykselld. Tyypityksessé kaytetddn hyvéksi spa-geenin toisto-
jaksojen vaihtelevaa maarédd. N&in saadaan neli- tai viisimerkkinen Spa-tyyppi, jonka
avulla kantoja voidaan vertailla my6s kansainvélisesti. MRSA-kanta voidaan tarvittaes-

sa tyypittdd myos muilla menetelmilld, joista yleisin on pulssikenttageelielektroforeesin
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eli PFGE:n kaytto. (Mustala 2010.) PFGE:n k&ytté on kuitenkin ty6lasté ja hidasta, silla
analyysi kesta4 talla menetelmalla kokonaisuudessaan noin viikon. Liséksi PFGE:n tu-
losten vertailtavuudessa on ongelmia. (Salmenlinna, Lyytikdinen, Kanerva & Vuopio-
Varkila 2004.) Suomessa kaikki MRSA-kannat tyypitetddn ja nimetdan keskitetysti
Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen toimesta (Vuopio-Varkila 2005a, 180-182; Vuo-
pio-Varkila 2005b).

3.8 Tutkimusmenetelmien validointi mikrobiologian laboratoriossa

Validoinnilla tarkoitetaan tutkimusmenetelmén kelpoisuuden osoittamista. Sen avulla
varmistetaan, ettd kayttoonotettava menetelma tuottaa toistettavia ja luotettavia tuloksia.
Primé&érinen eli perusvalidointi tehdadn, kun halutaan ottaa kayttoon kokonaan uusi tai
muutettu menetelma. Sekundaarinen validointi puolestaan tehdéan silloin, kun laborato-
rio haluaa varmistaa valmiin, aiemmin validoidun, menetelmén toimivuuden. (Liimatai-
nen 2002, 12.)

Kliinisessd mikrobiologiassa validoinnissa ei ole kaytdssa vakiintuneita kaytantoja esi-
merkiksi tutkittavien naytteiden minimilukumaéarasta. Usein ongelmia tuottaa positiivis-
ten naytteiden véhaisyys tutkimusaineistossa, jolloin néytteitd joudutaan korvaamaan
itse valmistetuilla ndytteilla. Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa menetelmien vali-
doinnissa kaytetadn usein samoja rinnakkaisia naytteitd eri menetelmien vertailussa.
(Liimatainen 2002, 12.)
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4 AIKAISEMPIA TUTKIMUKSIA MRSA-DIAGNOSTIIKASTA

MRSA-diagnostiikka on jatkuvan tutkimuksen ja kehittdmisen kohteena. Aiheesta on
tehty useita tutkimuksia, joissa vertaillaan erilaisia mikrobiologisia ja molekyylibiologi-
sia menetelmid. Seuraavaksi esitellddn muutamia tutkimuksia, joissa on kasitelty

MRSA-diagnostiikan kehittamisté yleisesti ja vertailtu erilaisia menetelmia.

Kanta-Hameen keskussairaalassa tehdyssé tutkimuksessa MRSA-diagnostiikkaa kehi-
tettiin vertailevan tutkimuksen avulla. Tunnettua MRSA-kantaa viljeltiin kuudelle eri
maljalle sek& rikastettuna ettd ilman rikastusta. Kaytetyt maljat olivat lampaanveri-,
Orsab-0, mannitolisuola-, Orsab-k, CHROMagar™ MRSA ja MRSA ID -malja. Tutki-
muksen tarkoituksena oli selvittdda, milta kasvualustalta MRSA-kannat I0ydetdédn no-
peimmin ja parhaiten. Tarkkuus maljojen valilla vaihteli 78—85 %. Nopeimmin ja tar-
kimmin MRSA-kannat 16ytyivdt MRSA ID -maljalta. Rikastamisen avulla I0ydettiin
lisaksi yksi kanta, jota ei havaittu rikastamattoman maljaviljelyn perusteella. Rikastami-
nen yhdistettynd MRSA ID -maljan kéyttéon ilmenikin tutkimuksessa tehokkaimmaksi
tavaksi tunnistaa MRSA. (Laine & Laaksonen-Heikkild 2008, 13-14.)

Journal of Clinical Microbiology lehdessa elokuussa 2007 julkaistussa artikkelissa ver-
rattiin kahta molekylaarista menetelmédd ja kolmea selektiivistd maljaa MRSA-
diagnostiikan kannalta. Tutkimuksen tarkoituksena oli verrata PCR-menetelmia malja-
viljelyyn ja selvittdd onko PCR:n kayt6ll& nopeuden lisdksi myds muita etuja. Moleky-
laarisina menetelming kaytettiin IDI-MRSA PCR -analyysia ja GenoType MRSA suo-
raa PCR-analyysida. Kaytetyt maljat olivat puolestaan MRSA ID, MRSASelect ja
CHROMagar MRSA. Kaytetyistd menetelmista herkin oli IDI-MRSA PCR. Molekylaa-
riset menetelmat olivat kuitenkin viidestd kuuteen kertaan kalliimpia kuin viljelymene-
telmat, joten laboratorioiden on kannattavampaa kayttéé diagnostiikassa padasiassa mal-
javiljelyd. Myos téassa tutkimuksessa MRSA ID -malja oli muita maljoja tarkempi. (van
Hal ym. 2007, 2486-2490.)

Boycen ja Havillin tutkimuksessa (2008, 350-351) verrattiin molekylaarista BD Gene-
Ohm MRSA PCR -menetelmdd ja CHROMagar maljaviljelyd. Tulokset olivat hyvin

samankaltaisia kuin edelld mainitussa tutkimuksessa: PCR-menetelma todettiin olevan
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maljaviljelyyn verrattuna herkempi ja nopeampi, mutta myos kalliimpi menetelma.

Malhotra-Kumarin ym. tutkimuksessa (2010, 1040-1045) arvioitiin ja verrattiin viiden
erilaisen kromogeenisen maljan suorituskykyd MRSA:n havaitsemisessa. Tutkimukses-
sa kaytettiin Brilliance MRSA agar, ChromID MRSA, MRSASelect-, CHROMagar- ja
BBL-CHROMagar-maljoja. Tutkimuksen mukaan kaikki maljat soveltuvat hyvin
MRSA:n seulontatutkimuksiin. Parhaimmat tulokset MRSA:n havaitsemiseen antoivat
BBL-CHROMagar- ja CHROMagar-maljat. Heikoimmat tulokset saatiin Brilliancen
MRSA agar ja ChromID MRSA -maljoilta, sill& niiltd 10ytyi eniten vaarid positiivisia

tuloksia.

Kerttulan (2007, 52-59) véitoskirjassa arvioitiin muun muassa kliinisen mikrobiologian
laboratorion MRSA-diagnostisia menetelmi& ja MRSA:n tunnistamista. Tutkimuksessa
todettiin kefoksitiini-antibioottitestin ennustavan parhaiten Staphylococcus aureuksen
metisilliiniresistenssia. Toinen tutkimuksen osa keskittyi pitkaaikaishoitolaitosten Me-
tisilliiniresistenttien- ja Metisilliiniherkkien Staphylococcus aureusten (MRSA &
MSSA) -kantajiin. Tutkimuksessa tutkittiin kahta hoitolaitosta. Tutkimuksessa selvitet-
tiin nédytteenottopaikkojen lukumaarén ja rikastusviljelyn k&ytén vaikutuksia MRSA:n
ja MSSA:n loytymiseen. Tutkimuksen tuloksena havaittiin, ettd perineum-néytteiden
otto seké rikasteviljelyn kéyttd yhdistettynd nenéd- ja haavanaytteiden ottoon voisi kor-

vata nielundytteiden oton.
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5 KEHITTAMISTYON TARKOITUS

Taman kehittamistyon tarkoituksena oli MRSA-laboratoriodiagnostiikan kehittdminen
ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa. Tydn tavoitteena oli selvittd tehostaako nayttei-

den rikastaminen MRSA:n tunnistamista.

Kehittdmisty® koostui kahdesta alatavoitteesta. Ensimmaisend alatavoitteena oli vertail-
la kahta laboratoriomenetelmaa: yksittaisten MRSA-néytteiden rikastusviljelya ja pooli-
rikastamista eli useamman samasta potilaasta otetun naytteen yhdistdmista samaan ri-
kastusviljelyyn. N&in pyrittiin  selvittdmaan sopiiko poolirikastaminen MRSA-
laboratoriodiagnostiikkaan ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa. Kehittdmistyon toise-
na alatavoitteena oli selvittdd MRSA:n esiintyvyyttd paivystyspoliklinikan kautta osas-

toille sisaan otettavilla potilailla Mikkelin keskussairaalassa.
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6 KEHITTAMISTYON TOTEUTUS

6.1 KehittdmistyOprosessi

Tama opinndytetyo toteutettiin kehittamistyond, joka on vaihtoehto niin sanotulle tut-
kimukselliselle opinnaytetydlle. Kehittamistyolla tarkoitetaan toimintaa, jonka tavoit-
teena on luoda uusia tai entistd parempia palveluja, tuotantovélineitd tai -menetelmié.
Kehittamistyossa hyddynnetédén yleensa tutkimuksesta saatuja tuloksia, vaikka kehitta-
minen on mahdollista my6s ilman tutkimusta. (Heikkild, Jokinen & Nurmela 2008, 21;
Vilkka & Airaksinen 2004, 9-10, 51-58.)

Kehittamistyolle ominaisia piirteita ovat tavoitteellisuus, suunnitelmallisuus, jarjestel-
mallisyys sek& toiminnan ja menetelmien kriittinen arviointi. Laadukkaaseen tutkivaan
kehittdmiseen kuuluu myds aikaisemman tutkimus- ja kokemustiedon hyodyntdminen.
(Heikkila ym. 2008, 57.)

Kehittamisty6td voidaan ajatella prosessina, joka etenee vaiheittain. Tyypilliset vaiheet
ovat ideointi, suunnittelu, toteutus, tyon arviointi ja tulosten hyddyntaminen. (Heikkila
ym. 2008, 57-135.) Ideointi ja esisuunnittelu tdhén kehittamistydhon saatiin valmiina
ISLAB:n sairaalamikrobiologilta ja Mikkelin keskussairaalan infektioyliladkarilta maa-
liskuussa 2009. Kehittamistyon suunnittelu toteutettiin kevaén 2009 aikana laatimalla
tutkimussuunnitelma. Tyon toteutus ajoittui kesakuulle 2009, jolloin kerattiin potilas-
naytteet ja analysoitiin ne kahdella eri menetelmalld. Tyon toteutus on kasitelty tar-
kemmin tassa luvussa (ks. luvut 6.2-6.4). Kehittdmistyon arviointia ja hyodyntamista

tarkastellaan puolestaan luvussa 7.

6.2 Tutkimusnaytteiden kerd&dminen

Varsinaiseen laboratoriotydskentelyyn oli varattu kolme viikkoa, joista kaksi ensim-
maisté oli tarkoitus kayttad tutkimusnéytteiden keradmiseen (ks. liite 3). Tutkimuksen

aikana oli suunniteltu kerattavéksi noin 200 potilasnaytettd. Naytteiden tavoitemaaréén
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ei kuitenkaan padsty varatussa ajassa, joten ndytteiden kerdadmisaikaa jatkettiin. Tutki-
musnéytteitd saatiin 140 potilaasta. Tutkimuksen aikana potilasnéytteista tehtiin labora-
torioméaarityksia MRSA:n tunnistamista varten. Naméa laboratoriomaaritykset ovat esi-

tetty liitteessa 4.

Naytteiden kerddmiseen tarvittavat valineet koottiin valmiiksi pakkauksiksi Mikkelin
keskussairaalan paivystyspoliklinikan hoitajia ja ladkareita varten. Pakkaus sisélsi kuusi
bakteerinkuljetusputkea (Coban M40), jotka sisélsivat ndytteenottotikut ja ohjeet nayt-
teenottoa varten. Ohjeet ovat esitettynd liitteessa 5. Bakteerinkuljetusputkiin oli val-
miiksi merkitty naytteenottokohdat nené 1, nena 2, nielu 1, nielu 2, iho/ihorikko/haava 1
ja iho/ihorikko/haava 2. Naytteenottopakkaukset toimitettiin péaivystyspoliklinikalla
niille varattuun paikkaan, josta ne olivat helposti saatavilla potilaan sisdan Kirjauksen
yhteydessé. Paivystyspoliklinikan hoitohenkilokunta suoritti ndytteenoton yleisten nayt-
teenotto-ohjeiden ja tutkimukseen kuuluvan lisdohjeistuksen vaatimalla tavalla, kun
potilaalta oli saatu suostumus tutkimukseen osallistumisesta. Potilaalle esitetty tiedote
tutkimuksesta on liitteessé 6. Naytteenoton jélkeen naytepakkauksia sailytettiin jadkaa-
pissa, josta ne noudettiin mikrobiologian laboratorioon analysointia varten kaksi kertaa

paivassa.

6.3 Tutkimusnaytteiden rikastaminen ja viljeleminen

Ennen naytteiden analysointia kirjattiin kaikki naytteet MRSA-ty6jonoon, jolloin ne
saivat ndytenumeron. Jokaiseen jonossa olevaan néytteeseen kuului neljasta kuuteen
naytetikkua, joita kasiteltiin samalla tutkimusnumerolla. N&ytenumeron lisaksi rikasta-
misen yhteydessé néytteelle annettiin myos kirjaintunnus A, B, C tai Y. A tarkoitti nené
1:std, B nielu 1:std, C iho/ihorikko/haava 1:std ja Y merkitsi kakkosnéytteista tehtya
poolia, eli kaikkien kakkostikkujen yhdistamistd poolirikastusmenetelmaa varten (ks.
taulukko 2).



Taulukko 2. Kirjaintunnusten selitykset.
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Kirjaintunnus Nayte
A nena 1
B nielu 1
C iho/ihorikko/haava 1
Y nena 2
nielu 2

iho/ihorikko/haava 2

Jonoon kirjaamisen jalkeen ndytetikut siirrettiin Kirjaintunnusten mukaisesti jaoteltuihin

rikastusputkiin. Rikastettuja naytteitda inkuboitiin lampdkaapissa (+35°C) véhintaan 18

tuntia, jonka jalkeen ne viljeltiin MRSA spesifisille kromogeenisille maljoille. Yksittéi-

set A, B ja C-naytteet viljeltiin kukin omille kromogeenisille maljoille, kun taas kaikki

Y-naytteet viljeltiin samalle kromogeeniselle maljalle (ks. kuva 5).

Neni 1

A

\J

Nielu 1

T
|

lhorikko 1

S 't
o -

Kuva 5. MRSA-néaytteiden rikastaminen ja poolirikastaminen sek& niiden viljely.
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Maljoja inkuboitiin +35 °C:ssa kaksi vuorokautta ja niita tarkasteltiin ensimmaisen ker-
ran vuorokauden kasvatuksen jalkeen. Mikéli maljoissa kasvoi talloin selkeitd viherta-
via pesakkeitd, tehtiin niista jatkotutkimuksia (ks. liite 1). Toisen vuorokauden kasva-
tuksen jalkeen tehtiin jatkotutkimuksia (ks. liite 1) my6s sellaisista pesékkeistd, jotka
eivét vastanneet ulkon&oltaan taysin MRSA:n oletettua kasvua. N&in pyrittiin varmis-
tamaan, ettei yhtddn MRSA-tapausta jéisi tutkimatta. Taméan lisaksi haluttiin selvittaa,

minka bakteerin kasvu muistuttaa ulkonasltddan MRSA:lle tyypillista kasvua.

6.4 Staphylococcus aureuksen ja MRSA:n tunnistaminen

Staphylococcus aureus erotettiin muista tutkittavista bakteeripesakkeista Staphaurex
Plus -latextunnistuksen avulla. Kyseinen testi on kaupallinen pikatesti, jossa sekoitetaan
testireagenssia ja maljalta poimittua bakteerimassaa. Testin tulos on positiivinen, mikali
reaktiossa syntyy silmin nahtadvaéd sakkaa eli agglutinaatio. Tyypillisen nékoisesta S.
aureus -pesékkeesta tehtiin myos koagulaasiputkitesti, mikéli latex-testi oli antanut ne-
gatiivisen tuloksen. S. aureukseksi todetuista pesakkeista tehtiin puhdasviljelma veri-
maljalle (ks. kuva 6). ChromID MRSA -maljoilla puhtaana kasvavista bakteeripesak-

keistd tehtiin puolestaan suoraan mikrobiladkeherkkyysmaarityksia.

Kuva 6. Staphylococcus aureuksen kasvua puhdasviljelmanéa verimaljalla.

Mikrobild&keherkkyysmaéaritykset aloitettiin tekeméalld kefoksitiinitesti. Tatd maaritysta
varten bakteeripesédkkeestd valmistettiin 0,5 McFarlandin asteikon vahvuinen baktee-

risuspensio 0,9 % NaCl-liuokseen. T&héan suspensioon kostutellulla puuvartisella vanu-
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tikulla levitettiin Muller-Hinton -maljalle tasainen bakteerikerros. Tasaisen bakteeriker-
roksen padlle asetettiin atuloilla antibioottikiekko, joka sisélsi kefoksitiinia. Malja laitet-
tiin l&mpokaappiin (+35 °C) kasvamaan yhdeksi vuorokaudeksi. Seuraavana pdivana
maljalta mitattiin kefoksitiinikiekon ymparille muodostuneen renkaan ulkoreunan etéi-
syys antibioottikiekon keskustasta (ks. kuva 7). Mikali kyseinen etdisyys oli selvasti
pienentynyt (<19 mm), tulos viittasi resistenttiin tai herkistyneeseen Staphylococcus

aureus -bhakteeriin.

Kuva 7. Kefoksitiinin herkkyysmaéaritys ja estorengas.

Kefoksitiini herkkyydeltdan alentuneita Staphylococcus aureus -kantoja 16ydettiin vain
kahdesta potilasndytteestd. Naistd ndytteista tehtiin uusi 0,5 McFarlandin bakteerisus-
pensio 0,9 % NaCl-liuokseen, josta levitettiin tasainen bakteerikerros kahdelle Muller-
Hinton -maljalle. Toiselle maljalle laitettiin stafylokokkiherkkyyspaneeli STAL ja toi-
selle stafylokokkiliséherkkyyspaneeli STA2 (ks. kuva 8), joiden siséltdmat antibiootit
on esitetty liitteessa 2. Naita maljoja kasvatettiin jalleen yksi vuorokausi lampokaapissa
(+35 °C), jonka jalkeen mitattiin estorenkaat antibioottikiekkojen ympariltad. Mikali tiet-
tyjen antibioottien estorenkaat olivat pienentyneet, tehtiin vield jatkotutkimuksena E-
testi (ks. kuva 9). Estorenkaiden tulkintarajat (mm) on mééritelty FiRe-standardissa,
mutta niissé on laboratoriokohtaisia tulkintaeroja, kuten kaytdssa olevissa mikrobilaak-
keissa (FiRe Standardi - - 2009).
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Kuva 9. Epsilon-testi.

Oksasilliini E-testeja varten valmistettiin 0,5 McFarlandin bakteerisuspensio, jota levi-
tettiin Muller-Hinton -maljalle, johon asetettiin E-testiliuska. Tamén E-testin tuloksen
perusteella yksi potilasnaytteista oli oksasilliini herkkyydeltadn alentunut, joten tulos
viittasi MRSA-kantaan. Positiiviseksi epaillylle ndytteelle tehtiin MRSA-screen pikates-
ti, josta saatiin vahvistus positiiviselle tulokselle. Nain ollen naytteestd taltioitiin
MRSA-kanta maitoseokseen, joka laitettiin sailytykseen laboratorion pakastimeen.
Néaytteesta tehtiin myods kahdet puhdasviljelmat veri- ja ChromID MRSA -maljoille.
Puhdasviljelmista toiset l&hetettiin Kuopioon ISLAB:n Kkliinisen mikrobiologian labora-
torioon megA-geenin méaaritykseen ja toiset KTL:lle (nyk. THL) MRSA-kannan tyypi-
tykseen.
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6.5 MRSA-rikastuksen testaus tunnetulla MRSA-bakteerikannalla

MRSA-seulonnan aikana kerattyjen potilasnaytteiden positiivisten tulosten vahaisyyden
takia rikastusmenetelmi& ei pystytty vertaamaan halutulla tavalla. Tamén vuoksi tutki-
musta paatettiin laajentaa tekemalla kaksi laimennossarjaa, joilla haluttiin testata rikas-
tuksen tehoa MRSA:n tunnistamiseen. Laimennossarjat tehtiin lisadmélla bakteereita
koeputkeen, jossa oli 0,9 % NaCl-liuosta. Laimennossarjan bakteeriseokset sisélsivat
potilasndytteiden normaaliflooraa johon oli lisatty tunnettua MRSA-bakteerikantaa.
Néin tehtya bakteerisuspensiota laimennettiin koeputkesta toiseen 1:10 portaittain. En-
simmaéinen laimennossarja sisalsi yhteensd kuusi bakteerisuspensiota, joista vahvin oli
alkuperdiseen koeputkeen tehty bakteeriseos. Heikoin bakteerisuspensio oli sarjan vii-
meinen laimennos, joka sisélsi vain 1:100 000 (10) osan alkuperaisia bakteereja (ks.
kuva 10).

MRSA-laimennoksen vahvuus

10 * 10°°

Erivahvuiset

bakteerisuspensiot
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Viljely
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Kuva 10. MRSA-ndytelaimennosten viljely ja rikastusviljely.

Talla ensimmaiselld laimennossarjalla ei saatu selkeité eroja rikastetun ja rikastamatto-
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man naytteen vélille, joten tehtiin toinen laimennossarja. Toinen laimennossarja tehtiin
samalla tavalla kuin ensimmainen, mutta laimennosta jatkettiin pidemmaélle niin, ettd
sarjan viimeinen, eli kymmenes koeputki sislsi yhden miljardisosan (10°°) alkuperaisia
bakteereja. Toisessa laimennossarjassa alkuperdisestd bakteerisuspensiosta laimennet-

tiin edelleen yhteensa yhdeks&éan koeputkeen.

Molempia laimennossarjoja tehtiin samanaikaisesti nelja rinnakkain, jotta rikastettujen
ja rikastamattomien naytteiden viljelytuloksia voitaisiin vertailla mahdollisimman luo-
tettavasti. Erivahvuisista MRSA-laimennoksista tehtiin ensin suoraan viljelyt ChromID
MRSA -maljoille, joita inkuboitiin (+35 °C) kaksi vuorokautta. N&issa viljelyissa kéyte-
tyt viljelytikut kastettiin viljelyn jalkeen uudelleen alkuperdisiin erivahvuisiin MRSA-
laimennoksiin ja siirrettiin sen jalkeen omiin MRSA-rikastusputkiin, joita inkuboitiin
(+35 °C) yon yli. Seuraavana aamuna inkuboiduilla viljelytikuilla tehtiin uudet viljelyt
ChromID MRSA -maljoille (ks. kuva 11). N&itad maljoja inkuboitiin jalleen yon yli (+35
°C). Seuraavana aamuna tarkasteltiin rikastettujen ja rikastamattomien ndytteiden bak-
teerikasvustoa. Kuvassa 11 on esimerkkind ensimmaisen laimennossarjan rikastettujen
ja rikastamattomien néytteiden bakteerikasvustoa. Ylarivissa ovat ennen viljelya rikaste-
tut naytteet ja alarivissa suoraan bakteerisuspensiosta viljellyt maljat. Kuvasta voidaan
havaita rikastuksen tehostavan MRSA:n kasvua rikastamattomiin naytteisiin verrattuna.

Laimennossarjojen tuloksia tarkastellaan tarkemmin pohdinnassa (ks. luku 7).

Kuva 11. Ensimmaisen laimennossarjan rikastetut ja rikastamattomat MRSA-

viljelyndytteet
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7 KEHITTAMISTYON TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

7.1 Kehittdmistyon tulosten ja toteutuksen tarkastelu

Taman kehittamistyon tarkoituksena oli MRSA-laboratoriodiagnostiikan kehittdminen
ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa. Tydn tavoitteena oli selvittdd tehostaako nayttei-
den rikastaminen MRSA:n tunnistamista. Rikastamisen tehoa selvitettiin kahdella taval-
la. Ensimmadiseksi vertailtiin kahta eri rikastusmenetelmaa, yksittaisrikastamista ja poo-
lirikastamista, keskendéan. T&lt4 osin tavoitteena oli myos selvittadd sopiiko poolirikasta-
minen MRSA-laboratoriodiagnostiikkaan ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa. Toi-
seksi rikastamisen tehoa selvitettiin tunnettua MRSA-kantaa siséltavien laimennossarjo-
jen avulla vertaamalla rikastettujen ja rikastamattomien néytteiden bakteerikasvua. La-
boratoriodiagnostiikan kehittdmisen ohella kehittdmistyon tutkimusnéytteiden avulla oli
tavoitteena myos selvittdd MRSA:n esiintyvyytta paivystyspoliklinikan kautta osastoille
sisdan otettavilla potilailla Mikkelin keskussairaalassa. Seuraavaksi kehittamistyolle

asetettujen tavoitteiden saavuttamista tarkastellaan ja arvioidaan yksi kerrallaan.

Yksittaisrikastamisen ja poolirikastamisen vertailu. MRSA-naytteiden rikastamista
ja poolirikastamista vertailtiin potilailta otettujen tutkimusnaytteiden perusteella. Labo-
ratoriotutkimuksissa analysoitavaksi saatiin yhteensd 140 potilaan naytteet, jotka tutkit-

tiin samanaikaisesti molempia rikastusmenetelmi& kayttaen.

Néaytteiden analysoinnin jalkeen vain yhden potilaan nédyte osoittautui positiiviseksi
MRSA-I0ydokseksi. Kyseisen potilaan nend 1 ja nielu 1 -n&ytteiden viljelyt sekd nend 2
ja nielu 2 -ndytteista yhdistetyn poolirikastusndytteen viljely on esitetty kuvassa 12.
Kuvasta ilmenee, ettd nielundytteen viljelyssa ei kasvanut bakteeripesakkeitd. Nena-
naytteen viljelysséd kasvoi yksi bakteeripesdke ja poolirikastusnaytteen viljelysséa oli
selkedd bakteerikasvua. Tdma tulos tukee osaltaan poolirikastamista hyddyllisend mene-

telména MRSA:n tunnistamiseen.
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Kuva 12. Positiivinen MRSA-16ydos.

Maljoilla havaittavat erot bakteerikasvussa voivat selittya silld, ettd kyseinen potilas
kantaa MRSA:ta nenéssaan, jolloin nielundyte voi olla puhdas, kuten kuvassa 12. Bak-
teerikasvun erot maljoilla voivat tosin johtua osin rikastusmenetelmasta riippumattomis-
ta tekijoistd. Esimerkiksi poolindytteen parempi bakteerikasvu voi johtua ensimmaista
nédytettd paremmasta nend 2 -nédytteestd. On myds mahdollista, ettd nielu 1 -ndyte on

epaonnistunut, eika bakteerikasvua sen vuoksi ole lainkaan nielunaytemaljalla.

Menetelmavertailun kannalta oli valitettavaa, ettd MRSA-postiivisia 10ydoksia ei ollut
muissa tutkimusnaytteissd. Varsin yksipuoliseksi osoittautuneen aineiston perusteella ei
voitu arvioida luotettavasti kummankaan rikastusmenetelmén toimivuutta. MRSA-
positiivisten [0ydosten vahaisyydesta huolimatta kehittamistyon avulla saatiin kuitenkin
arvokasta kokemusta molempien rikastusmenetelmien kéytostda MRSA-diagnostiikassa
ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa.

Menetelmdna MRSA-néytteiden poolirikastamisen etu on laboratoriodiagnostiikkaan
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kuuluvien tarvikkeiden ja tyon tekemiseen kuluvan ajan suhteellinen s&ast0 yksittaisri-
kastamiseen verrattuna. Tarvikekustannuksissa sadstetdan esimerkiksi kun kolme nay-
tettd analysoidaan yhtenad néytteend, jolloin tarvitaan kaksi rikastusputkea ja kromo-
geenista maljaa vahemman kuin ilman naytteiden yhdistamistad. Nain vuositasolla saas-
tettyjen tarvikkeiden méérd on huomattava. Poolirikastusmenetelmén kaytto edistaakin
osaltaan kestavaa kehitysta. Taman kehittamistyon perusteella ei kuitenkaan voida arvi-
oida poolirikastusmenetelmén sopivuutta MRSA-laboratoriodiagnostiikkaan ISLAB:n
Mikkelin aluelaboratoriossa. Kehittamistyon toteutuksen jalkeen poolirikastusmenetel-

man testausta on kuitenkin jatkettu toisessa ISLAB:n aluelaboratoriossa.

MRSA-rikastuksen testaus tunnetulla MRSA-bakteerikannalla. MRSA-
laimennossarjojen avulla pyrittiin selvittamaan rikastuksen tehoa MRSA:n tunnistami-
seen, silla pelkdn menetelmévertailun avulla tdhan ei saatu luotettavaa tulosta. Laimen-
nossarjoissa MRSA-ndytteesta ja potilasndyteperdisistd normaaliflooran bakteereista
tehtyd bakteerisuspensiota laimennettiin koeputkesta toiseen 1:10 portaittain. Ensim-
maisen laimennossarjan tulokset on esitetty taulukossa 3. Tulokset kuvaavat rikastuksen

tehoa MRSA:n tunnistamisessa suoraan viljelyyn verrattuna.
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Taulukko 3. Ensimmaisen laimennossarjan viljelytulokset.

Laimennos
Laimennossarja 1 1| 10t 107%] 107 10™ 10™
Rikastamaton +++ ++ ++ + 2 1
Sarjal |Rikastettu +++ +++ +++ +++ +++ +++
Rikastamaton +++ ++ ++ + 7 2
Sarja 2 |Rikastettu +++ +++ +++ +++ +++ +++
Rikastamaton +++ ++ ++ + 7 1
Sarja 3 |Rikastettu +++ +++ +++ +++ +++ +++
Rikastamaton +++ ++ ++ + 2 1
Sarja4 |Rikastettu +++ +++ +++ +++ +++ +++
Taulukon 1 selite:
+++ = erittdin runsasta bakteerikasvustoa (pesakkeitd mahdoton laskea)
++ = runsasta bakteerikasvustoa (pesakkeita vaikea laskea)
+ = selkedd bakteerikasvustoa (vahintdan 20 pesékettd)
n = n maara bakteeripesakkeita

Taulukosta 3 voidaan havaita rikastamisen tehostavan MRSA:n kasvua niin voimak-
kaasti, ettd kaikki rikastuksen jalkeen viljellyt maljan ovat runsaan bakteerimassan pei-
tossa. Tama nakyy myds ensimmaisen laimennossarjan ensimmadisen testisarjan kuvassa
(ks. kuva 13). Kaikki ensimmaéisen laimennossarjan testisarjat osoittavat rikastuksen
tehostavan MRSA:n kasvua.

Kuva 13. Ensimmaisen laimennossarjan ensimmainen testisarja.
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Toisen laimennossarjan testaus toteutettiin ensimmaista laajempana, koska laimennos-
sarjatestauksen yleisend tavoitteena oli paasté tilanteeseen, jossa vain rikastettu nayte
kasvaisi ChromID MRSA -maljalla. Toisen laimennossarjan avulla paastiin haluttuun
tavoitteeseen, koska laimennusta jatkettiin ensimmaista sarjaa pidemmalle. Laimennos-
sarjoja tehtiin tassakin tapauksessa nelja samanlaista rinnakkain, jotta saataisiin mahdol-
lisimman luotettavat tulokset rikastuksen tehosta MRSA:n tunnistamiseen. Taulukossa 4
esitetyista tuloksista voidaan havaita, ettd viimeisen laimennoksen kohdalla kaikki ri-
kastuksen jalkeen viljellyt nédytteet kasvoivat, mutta rikastamattomat eli suoraan lai-
mennoksesta viljellyt ndytteet eivat endd laimennoksen loppupééssé kasvaneet lainkaan.
Selkedt erot MRSA:n kasvun madrassa voidaan havaita jo neljdnnen laimennoksen koh-
dalla, koska tassé vaiheessa kaikissa rinnakkaissarjoissa rikastetuissa naytteissa oli run-
sasta bakteerikasvua, mutta rikastamattomissa néytteissa kasvu oli niin vahaista, etta

yksittaiset pesdkkeet oli helppo laskea.

Taulukko 4. Toisen laimennossarjan viljelytulokset.

Laimennos
Laimennossarja 2 1| 10%| 10?%| 10%| 10*| 10°| 10°| 107| 10®| 10°
rikastamaton | 1| Tttt ] 2] -] 1 -1 -
Sarjal]| . F4+ | A+ | | | ] | ++ + +
rikastettu
rikastamaton | TT| YT T * 2 . ) - - -
Sarja2 | . +4++ | A+ | | |+ + + + + +
rikastettu
rikastamaton AR AN * 5 2 ) 1 - :
Sarja3 | . 4+ | | | | | | ++| 4+ +
rikastettu
. +++ | |+ + 2 2 2 2 1 -
rikastamaton
Sarja4 | . e I ol B I o R ++| ++ +
rikastettu
Taulukon 2 selite:
+++ = erittdin runsasta bakteerikasvustoa (pesakkeitd mahdoton laskea)
++ = runsasta bakteerikasvustoa (peséakkeitd vaikea laskea)
+ = selkedd bakteerikasvustoa (vahintadan 20 pesékettd)
n = n mééra bakteeripesakkeitd
- = ei bakteerikasvua

Laimennossarjojen avulla voidaan todeta MRSA-ndytteiden rikastamisen tehostavan
MRSA:n kasvua. Tét4 havaintoa tukee myos Laineen ja Laaksonen-Heikkildn tekema
tutkimus (2008, 13-14), jossa loydettiin rikastamisen avulla yksi MRSA-kanta, jota ei
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I0ydetty tutkimuksen muilla menetelmilld. Kehittdmistyon toteutuksen jalkeen yksittéis-

ten néytteiden rikastaminen otettiin kayttoon ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa.

MRSA:n esiintyvyys. Kehittdmistyon tavoitteena oli myos selvittdd MRSA:n esiinty-
vyytta paivystyspoliklinikan kautta osastoille sisadn otettavilla potilailla Mikkelin kes-
kussairaalassa. Kehittdamistyon aikana tutkimusnaytteitd keréttiin yhteensa 140, joista
yksi oli positiivinen MRSA-16ydds. Havaittu MRSA-esiintyvyys on kutakuinkin samaa
luokkaa viime vuosiin ndhden. Aiemmin luvussa 2.2 esitetyisté tilastoista saatu MRSA-
tapausten laskennallinen keskiarvo kahta viikkoa kohden on vaihdellut yhden ja kahden
MRSA-16ydoksen vélilla. Esiintyvyyttd arvioidessa tulee kuitenkin huomioida, ett4 ti-
lastot ovat koko Etel&d-Savon sairaanhoitopiiria koskevia, eika tata tutkimusta koskevaa

kohderyhmaéa ole aiemmin tilastoitu omana ryhménaén. (THL 2010.)

7.2 Kehittamistyon luotettavuus ja eettisyys

Luotettavuus. Vaikka yleisesti tutkimustydssa pyritdan vélttdmaan virheiden syntymis-
té, tutkimustulosten luotettavuus vaihtelee. Tutkimustulosten luotettavuutta onkin tarkeé
arvioida kriittisesti. Téahén voidaan kayttaa erilaisia tapoja. (Hirsjarvi, Remes & Saja-
vaara 2009, 231-233.) Tamén kehittdmistyon luotettavuutta voidaan arvioida muun
muassa tyon toteutuksessa kaytettyjen menetelmien, tutkimusprosessin kuvauksen ja

kaytetyn lahdeaineiston kannalta.

Kehittdmistyon toteutusvaiheessa kéytetyt mikrobiologian laboratoriodiagnostiikan me-
netelmat ja vélineet, testattavia rikastusmenetelmié lukuun ottamatta, ovat kaytossa IS-
LAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa, joten ne on aikaisemmin todettu luotettaviksi ja
toimiviksi. Tdman takia niiden luotettavuutta ei erikseen kasitella tamén kehittamistyon
yhteydessa. Kehittamistydssa kéaytettyja ChromID MRSA -maljoja voidaan pitaa luotet-
tavina MRSA:n tunnistamisessa, koska maljoja on aiemmissa vertailututkimuksissa
pidetty kayttotarkoitukseen sopivimpina (Laine & Laaksonen-Heikkild 2008, 13-14;
van Hal ym. 2007, 2486-2490). On tosin huomioitava, ettd yhdessa tutkimuksessa on
todettu ChromID MRSA -maljojen antaneen myds vééaria positiivisia MRSA-tuloksia
(Malhotra-Kumarin ym. 2010, 1040-1045).
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Tutkimusprosessin kulkua pyrittiin kuvaamaan mahdollisimman tarkasti ja todenmukai-
sesti, joka lisad kehittdmistyon raportin luotettavuutta. Lahdemateriaalina kaytettiin
mahdollisimman uutta, kansainvalistd, ajantasaista ja asiantuntevista lahteista perdisin
olevaa tietoa. MRSA:han liittyvid tutkimuksia ja tietoa on saatavilla runsaasti, joten

lahdekeritiikki on téssé tydssa ollut merkittavassa roolissa.

Yksittaisrikastamisen ja poolirikastamisen vertailu. Kehittdmistyon luotettavuuden
edistamiseksi kahden rikastamismenetelméan vertailuun kéytettiin potilasnéytteitd, koska
ne ovat menetelmien todenmukaista kayttdaineistoa. Tutkimusnaytteita kerattiin mene-
telmévertailua varten kaksinkertaisesti, eli jokaisesta potilaasta otettiin kahdet rinnak-
kaiset naytteet. Naytteet analysoitiin samanaikaisesti molemmilla rikastusmenetelmilld,

mika puolestaan lisasi menetelmavertailun luotettavuutta.

Menetelmavertailun avulla pyrittiin validoimaan uudet rikastusmenetelmat. Validoinnil-
la tarkoitetaan tutkimusmenetelman kelpoisuuden osoittamista. Sen avulla varmistetaan,
etta kayttoonotettava menetelma tuottaa toistettavia ja luotettavia tuloksia. (Liimatainen
2002, 12.) Kehittdmistyon yhden positiivisen MRSA-néytteen perusteella ei voida ver-
tailla rikastusmenetelmia luotettavasti, koska yksittdistuloksella ei saavuteta toistetta-

vuutta. Lisaksi yksittéiseen tulokseen voi vaikuttaa monta eri tekijaa.

MRSA-rikastuksen testaus tunnetulla MRSA-bakteerikannalla. Kahden rikastus-
menetelman vertailulla ei saavutettu luotettavaa tulosta rikastamisen tehosta MRSA:n
tunnistamiseen, joten rikastusmenetelmaa paatettiin testata laimennossarjojen avulla.
Kliinisessd mikrobiologiassa menetelmien validoinnissa voidaan kayttaa itsevalmistet-
tuja positiivisia ndytteitd, jos niitd ei muuten saada tarpeeksi (Liimatainen 2002, 12).
Rikastusmenetelmien vertailuun keratyissa naytteissa ei ollut tarpeeksi positiivisia, joten
MRSA-rikastuksen tehon selvittdmiseksi oli valmistettava testindyte. MRSA-
rikastustestausta varten tehty testindyte eli bakteerisuspensio sisélsi MRSA:n lisaksi
my6s normaaliflooran bakteereja, jotta tulos olisi vastannut paremmin potilasperaista
naytettd. Luotettavuutta haluttiin parantaa tekemalld samanaikaisesti nelja laimennos-

sarjaa ja toistamalla ensimmainen laimennostestaus pidennettyna versiona.

MRSA:n esiintyvyys. Yksi positiivinen MRSA-16ydos ei valttaméattd anna luotettavaa

kuvaa MRSA:n esiintyvyydestd Mikkelin keskussairaalaan paivystyspoliklinikan kautta
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sisdan otettavien potilaiden keskuudessa. Kyseisen tutkimustuloksen luotettavuus on
syytd kyseenalaistaa, koska MRSA-néytteitd ei annetuista ohjeista huolimatta otettu
kaikista tutkimusryhmaan kuuluvista potilaista. Osa pdivystyspoliklinikan hoitajista
ilmoitti, ettd oli unohtanut ottaa kyseiset naytteet. On myds mahdollista, etta tieto tutki-
mukseen tarvittavista naytteista ei inhimillisista tekijoista johtuen saavuttanut kaikkia
tyontekijoita.

Tutkimusnaytteiden keradmisen luotettavuuteen vaikuttavat useat tekijat. Luotettavuutta
edesauttaa hoitohenkilokunnalle laaditut selke&t tutkimukseen ja naytteenottoon liittyvat
ohjeet. Liséksi hoitohenkilokunnalle pidettiin tiedotustilaisuus tutkimuksen siséllosté.
Néytteenottoon saattaa kuitenkin liittyd virhelahteitd, jotka liittyvat esimerkiksi asepti-
seen omatuntoon, naytteenottotekniikkaan tai muihin ndytteenlaatuun vaikuttaviin teki-
joihin. Virheldhteet eivat tule esille tassé tutkimuksessa, silla ndytteet on keratty péivys-
tyspoliklinikan henkilékunnan toimesta. Tutkimuksessa voidaan vain olettaa henkilo-

kunnan toimineen annettujen ohjeiden mukaisesti.

Eettisyys. Tama kehittamisty0 toteutettiin kliinisen laboratoriotyon eettisia periaatteita
noudattaen. TyoOskentelyn eri vaiheissa kunnioitettiin potilaan hyvinvointia ja hénen
oikeuksiaan (Bioanalyytikkoliitto 2006.) Jokaiselle tutkimukseen osallistuneelle henki-
I6lle esitettiin kuvaus tutkimuksen tarkoituksesta (ks. liite 6), jonka jalkeen heilla oli
oikeus tehd& p&atos tutkimukseen osallistumisesta. Eettisid periaatteita noudattaen tut-
kimukseen osallistuminen oli taysin vapaaehtoista eika osallistujia painostettu paatok-

sen teossa (Hirsjarvi ym. 2009, 24-25).

Kliinisten laboratoriotyon eettisten periaatteiden mukaan terveydenhuollon ammatti-
henkilond bioanalyytikolla on velvollisuus kehittdd ammattitoimintansa edellyttdméé
osaamista ja omaksua uusia menetelmia ja toimintatapoja. Bioanalyytikon tulee noudat-
taa ammattitoimintaansa koskevia sadadoksida, maarayksid, standardeja ja suosituksia.
(Bioanalyytikkoliitto 2006.) Tamén kehittdmistyon toteutusvaiheessa on huomioitu
edelld mainitut asiat. Tutkimukselle on myonnetty tutkimuslupa ISLAB:n puolesta. Eet-
tisen lautakunnan lupaa ei tutkimukseen tarvittu, koska tutkimuksessa ei késitelty poti-
lastietoja. Tutkimusnaytteitd kasiteltiin niille annetuilla ndytenumeroilla. N&in taattiin

potilaiden anonymiteetti.
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Taman kehittdmistyon tarkoituksella voidaan todeta olevan laajoja positiivisia eettisia
vaikutuksia. MRSA-laboratoriodiagnostiikan kehittdminen muun muassa edesauttaa
potilaiden hyvinvointia, tehostaa sairaanhoitopiirin toimintaan, luo merkittévia taloudel-

lisia sdéstoja ja edistad kestavaa kehitysta

7.3 Ammatillinen kehittyminen

Taman opinnaytetydn tekeminen ja raportin Kirjoittaminen on ollut pitkd ja monella
tapaa opettavainen prosessi. Opinndytetyoprosessin kaikki vaiheet ovat tukeneet omalla
tavallaan ammatillista Kkehittymistd. Kaytannén taidoissa ammatillinen kehittyminen
korostui etenkin tyon toteutusvaiheessa. Opinndytetyon Kirjoittaminen puolestaan on
kehittanyt tutkimuksen raportointiin tarvittavia taitoja

Aloitimme opinnaytetyd prosessin opintojemme puolivalissd, jolloin meilla ei vield ol-
lut kokemusta tyoskentelystd kliinisen mikrobiologian laboratoriossa emmeké olleet
vield suorittaneet pitk&é keskussairaala harjoittelua. Koska kehittdmistyon toteutusvaihe
ISLAB:n Mikkelin aluelaboratoriossa suoritettiin toisen lukuvuoden pééatyttya vahéisel-
l& kokemuksella kaytdnnon toiminnasta, oli kehittdmistyén varsinainen toteutusvaihe
haastava ja opettavainen prosessi. Toteutusvaiheen aikana kliinisen mikrobiologian la-
boratorioty6hon liittyvéat kaytdnnon taitomme kehittyivatkin huomattavasti erityisesti
MRSA-diagnostiikan osalta. Samalla opimme soveltamaan teoriatietoa kéytantoon seké
arvioimaan kéytettyja analysointimenetelmia ja niiden tuloksia kriittisesti. Kehittdmis-
tyOprosessin aikana saimme toimia moniammatillisessa tyoyhteistssé, joka vahvisti

ammatti-identiteettidmme ja kehitti vuorovaikutustaitojamme.

Opinnaytetyon teoreettisen osan tekeminen harjaannutti tieteellisen tiedon kayttoon ja
kriittiseen arviointiin sekd oman tydskentelyn eri vaiheiden kirjalliseen esittamiseen.
Myds opinnaytetyoprosessiin kuuluva kirjallisten toiden suullinen esittdminen ja toisten
toiden arvioiminen on my0s lisénnyt tieteellisen tiedon merkityksen ymmartdmista.
Kokonaisuudessaan opinnéytetyoprosessi on vahvistanut merkittavasti ammatillista

osaamistamme tulevia bioanalyytikon tyotehtévia ajatellen.
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Liite 1. Naytteen kulku laboratoriossa.

0 vrk 1 vrk 2 vrk 3 vrk 4 vrk 5 vrk
negat.
negat.
negat. .
g 1.jatkot negat.
Néyte [—» | Rikastus 5| Viljely 2. jatkot
- 3. jatkot
1.jatkot negat.
. negat.
negat = ei MRSA:lle tyypillisia vihertivia pesik- 2. jatkot J
keitd tai muita haluttuja ominaisuuksia
- negat.
1. jatkot = latexagglutinaatio, (koagulaasi), puh- 3. JatkOt
dasviljely ja kefoksitiiniherkkyys*
. . _ Kuopio &
2. jatkot = kefoksitiiniherkkyys*, stafylokokki-
herkkyydet (STAL & STA2), E-testi & MICE-testi THL

3. jatkot = MRSA-Screen-latexagglutinaatiotesti,
lahetys Kuopioon mecA-geenin madritykseen ja
lahtetys THL:n kannan tyypityksen maaritykseen

ID-maljalta ei 16ydy tarpeeksi yksittisié puhtaita
pesakkeita

*kefoksitiiniherkkyys tehddén puhdasviljelysté jos

negat.

Kuopio &
THL
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Liite 2. Herkkyysméérityksessé kéytetyt antibiootit.

Kiekkomenetelmélla tehtéviin herkkyysmaarityksiin kéytettiin tassa tutkimuksessa kahta valmista pa-

neelia, jotka sisalsivat yhteensa kymmenen erilaista antibioottia.

STAL paneeli sisalta4 antibioottikiekkoja seuraavasti:
e erythromycin 15 pg
e clindamycin 2 ug
¢ sulphamethoxazole 25 pg
e tetracycline 30 ug

e penicillin G 10 units

STAZ paneeli puolestaan sisaltada seuraavat antibiootit:
e fusidiini 10 ug
e maxifloxacin 5 pg
e netilmycin 30 ug
e rifampicin 5 ug

e vancomycin 30 pg



55

Liite 3. llmoitus Mikkelin keskussairaalassa MRSA-seulonnoista.

MKS:n potilasliikenteen MRSA-seulonta viikoilla
23.ja 24. (1.6.-12.6.2009)

Paiivystyspoliklinikka tutkii = ottaa MRSA-seulontanaytteet tarkoitukseen
varattuja ohjeita ja tutkimussetteja kayttaen ylla olevalla ajanjaksolla kaikilta
niilt4 paivystyspoliklinikan potilailta, jotka otetaan paivystyksesta osastohoi-
toon l&hetteen tekijasta riippumatta. Tutkimus ei koske &itiyspolin (synnytta-

jat) toimintaa eiké péivapoliklinikoilta suoraan osastoille jadvia potilaita.

Tutkimuksen tarkoituksena on kehitt&d ja nopeuttaa laboratorioprotokollaa
seka selvittdd MRSA-bakteerikantajuuden todellinen esiintyvyys Kyseisessé

potilasryhmassa.

Lisatietoja asiasta tarvittaessa antavat ylil. Afra Prokki, infektioldakéri Sakari

Vuorinen tai sairaalamikrobiologi Paivi Suomala.

Sakari Vuorinen, infektioyliagkari

Lisatty 22.05.2009
Muokkaaja: Tuija Sainpalo / Etela-Savon sairaanhoitopiirin ky.


http://intranet/sainpalo_tuija

Liite 4. Tutkimuksessa tehdyt mikrobiologiset laboratoriomaaritykset.

Laboratoriomaaritys

Naytemaara (kpl)

MRSA-rikastus ja poolirikastus

- nenad(A) - 140
- nielu (B) - 140
- ihofihorikko (C) -2
- pooli (Y) - 140
Viljely ChromID MRSA -maljalle (bioMérieux) 447
Puhdasviljelma verimaljalle 37
Slidex Staph Plus Kit -latexagglutinaatiotesti (bioMérieux) | 25 (19/6)
(pos/neg)
Koagulaasi 2
Kefoksitiiniherkkyys 26
Stafylokokkiherkkyys (STA1) 2
Stafylokokkiherkkyys (STA2) 2
Oksasilliini E-testi (Biodisc) 2
MRSA-Screen (Denka Seiken Co) 1
Néytteen ldhetys puhdasviljelmédnd Kuopioon mecA- |1

geenin méaaritykseen ja THL:n kannan tyypitykseen




Liite 5. Ohje MRSA-tutkimuksen néytteenottoon.

OHJE MRSA-TUTKIMUKSEEN

MRSA-tutkimus
1.6.-12.6.2009
Osastoille jaavét potilaat:
Otetaan rinnakkaiset naytteet:
- nendstd molemmista sieraimista (aina)
- nielu (aina)
- ihorikot / haava / ihottuma (jos on)
Kaikki tikut samaan pussiin.
Pussin péélle potilastarra.
Pussi MRSA-koriin jaakaappiin.

Tutkimuspyynnon Efficaan tekee labra.

S7
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Liite 6. Potilaalle annettu tiedote MRSA-seulonnasta.

ETELA-SAVON
SAIRAANHOITOPIIRI
Infektiosairaudet ja sairaalahygienia MKS

Potilaalle

SELVITYS PAIVYSTYKSESTA HOITOONOTETTAVIEN MRSA-
PREVALENSSISTA- Mikkelin Keskussairaala 1.6. — 12.6.2009

MRSA on maailmanlaajuisesti tavallisin sairaalahoitoon liittyvd monelle
ladkkeelle vastustuskykyinen bakteeri.

MRSA on vaara potilaalle, jonka yleistila on sairauksien tai laakitysten
heikentama.

MRSA ei ole yleensa vaara terveelle aikuiselle tai lapselle.

MRSA:n leviamista halutaan esta, rajoittaa. MRSA:n esiintyminen on ollut
sairaanhoitopiirissamme kurissa, jopa merkittavasti vahentynyt.

Kyseisen tutkimuksen tarkoituksena on kartoittaa onko sairaalaan hoitoon
otettavassa vaestossa oireetonta MRSA-kantajuutta ja selvittdd ovatko
suojautumistoimemme riittavat. Tutkimus on kivuton ja maksuton.

Tutkimus ei vaikuta tutkimustenne tai saamanne hoidon laatuun millaan
tavalla. Viljelyn tulos ilmoitetaan vain siin& tapauksessa, etta se on poikkeava.

Mikkelissa 29. toukokuuta 2009

Sakari Vuorinen
Infektioylila&kari

Mikkelin keskussairaala
Eteld-Savon sairaanhoitopiiri



