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Silmalaakarit ja optikot suosittelevat, etta piilolinsseja ei tulisi kaytta& uimisen tai saunomi-
sen aikana piilolinsseihin tarttuvien bakteerien aiheuttaman kohonneen silmatulehduksen
riskin takia. Aiemmat tutkimukset ovatkin osoittaneet uima-altaassa kaytettyihin piilolinssei-
hin tarttuneen korkeampia bakteerimaaria kuin normaalisti uima-altaan ulkopuolella kaytet-
tyihin piilolinsseihin.

Opinnadytetydmme tavoitteena oli tuottaa lisétietoa naiden suositusten taustalle selvitta-
malla uimisen ja saunomisen yhteytta piilolinsseihin tarttuvien bakteerien maaraan kerta-
kayttoisissa piilolinsseissa suomalaisissa uimahalliolosuhteissa seka tunnistamalla piilo-
linsseihin tarttuneet bakteerilajit.

Tutkimme kymmenen vapaaehtoisen tutkimushenkilon kayttdmien piilolinssien bakteeri-
pesédkemaaréat piilolinssien normaalikdyton, uimisen ja saunomisen jalkeen seka verta-
simme uima-altaassa ja saunassa kaytettyihin piilolinsseihin tarttuneiden bakteereiden ko-
konaismaaraa normaalisti kaytettyihin piilolinsseihin tarttuneiden bakteerien maaraéan. Li-
saksi tutkimushenkilgilta otettiin silmien sidekalvoilta bakteeriviljelynaytteet piilolinssinayt-
teista I6ytyneiden bakteerilajien vertailukohdaksi. Piilolinsseihin tarttuneet bakteerit irrotet-
tiin piilolinssinaytteiden kuljetusnesteena toimineeseen ESwab™-kuljetusputken nestee-
seen voimakkaasti sekoittamalla ja kuljetusnestetta viljeltiin vakioitu maara suklaa- ja FAA-
maljoille. Bakteeripesakkeiden maarat laskettiin aerobi- ja anaerobiolosuhteissa kasvate-
tuilta elatusainemaljoilta. Naytteista |0ydetyt bakteerilajit tunnistettiin Maldi-TOF-menetel-
maan perustuvalla VITEK®MS-laitteella. Naytteet analysoitiin HUSLABIn kliinisen mikro-
biologian vastuualueen bakteriologian osastolla Risto Hillan ohjaamana.

Opinnaytetyon tulokset osoittavat, etta piilolinsseihin voi tarttua bakteereita aina piilolins-
sejd kayttdessa. Uidessa ja saunoessa kaytetyissa piilolinsseissa ei kuitenkaan havaittu
merkitsevasti suurempia bakteeriméaria kuin normaalikaytdssa pidetyista piilolinsseissa.
Piilolinssinaytteista tunnistettiin VITEK®MS-laitteella kahdeksan eri bakteerilajia, joista
yleisimmat 16yddkset olivat silmé&n normaaliin mikrobistoon kuuluvat Staphylococcus epi-
dermidis ja Propionibacterium acnes. Stafylokokkien liséksi muita merkittavia silméatuleh-
dusten aiheuttajia ei opinnaytetydssa analysoiduista naytteista I0ydetty.
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Ophthalmologists and opticians often recommend that contact lenses should not be used
when swimming or having a sauna because of the increased risk of eye infections caused
by bacteria adhering to the lenses. Previous studies have shown that contact lenses worn
in a swimming pool have increased bacteria loads compared to contact lenses used in non-
swimming conditions.

The purpose of this thesis was to generate more information on the subject to back up the
recommendations by researching the effect of swimming and sauna on the amount of bac-
teria in disposable contact lenses in Finnish public swimming pool conditions and by identi-
fying the bacteria found on the lenses.

We analyzed the total amount of bacterial growth found on the contact lenses worn by ten
healthy volunteers in swimming, swimming & sauna and non-swimming conditions. The con-
tact lenses were cultivated by placing the lens in an ESwab™ vial that was vortexed to
release the adhered bacteria into the solution. An exact amount of the solution was spread
on chocolate and FAA agars and incubated aerobically and anaerobically from which the
total number of bacterial colonies was then counted. The bacteria were identified with the
Maldi-TOF based VITEK®MS-system.

The results of the thesis showed that it is possible for bacteria to adhere to the contact lenses
in all conditions. However we did not find any significant difference in the total amount of
bacteria found on the lenses between swimming, swimming & sauna and non-swimming
conditions. We were able to identify eight different species of bacteria from the contact
lenses with the VITEK®MS-system. Most of the bacterial growth belonged to Staphylococ-
cus epidermidis and Propionibacterium acnes species that are known to be common in
healthy eyes. We did not find any significant pathogenic bacteria other than staphylococci
from the contact lenses.

Keywords bacteria, contact lenses, sauna, swimming
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1 Johdanto

Silmalaakarit ja optikot suosittelevat yleisesti, etta piilolinsseja ei tulisi kayttaa uimisen
tai saunomisen aikana niihin tarttuvien mikrobien aiheuttaman kohonneen silmétuleh-
dusriskin takia (U.S. Food and Drug Administration 2014). Aiemmat tutkimustulokset
osoittavatkin, etta piilolinsseihin tarttuu bakteereita uidessa. Nama tutkimukset ovat kui-
tenkin keskittyneet erilaisten linssimateriaalien vaikutukseen (Choo ym. 2005: 134-137.)
sekd uimalasien antamaan suojaan (Wu ym. 2011: 456-460.). Piilolinssien uidessa ja
saunoessa kayttamisen suoraa vaikutusta linsseihin tarttuvien bakteerien maaraan eri-
tyisesti suomalaisissa uimahalliolosuhteissa on tutkittu suhteellisen vahan naiden 16yta-

miemme tutkimusten perusteella.

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli selvittdd minkélainen yhteys uima-altaassa uimisella
ja saunomisella on kertakayttoisiin piilolinsseihin tarttuvien bakteerien maaraan. Tama
toteutettiin tutkimalla piilolinsseihin tarttuneiden bakteerien kokonaismaaria ja tunnista-
malla |6ytyneet bakteerit. Opinnaytetydéssd emme huomioineet piilolinsseihin mahdolli-

sesti tarttuvia viruksia ja muita mikrobeja.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa, jota voidaan kayttaa esimerkiksi optikoiden
ja silmalaakarien suosituksissa piilolinssien kaytésta uimisen yhteydessa. Opinnaytetyd
voi myds tuottaa lisatietoa piilolinsseihin tarttuvista bakteereista ja viljelymenetelmista
HUSLABIN bakteriologian osastolle ja auttaa nain laboratorion rutiinidiagnostiikkaan kuu-

luvia piilolinssi- ja piilolinssinestetutkimuksia.

Opinnaytetyd toteutettiin osittain yhteistydssd Metropolia Ammattikorkeakoulun op-
tometrian koulutusohjelman opiskelijoiden Jenni Permanto, Erika Eskola ja Elina Syrjala
kanssa. Optometrian opiskelijat vastasivat tutkimushenkildiden valinnasta ja tekivat kai-
kille valituille henkildille silmien mikroskooppisen tutkimuksen ennen opinnaytety6n kay-
tannon toteutusta. He vastasivat myos piilolinssien silmaan asettamisesta ja poistami-
sesta kaytadnnon toteutuksen aikana. Meidan osuutemme opinnaytetyosta keskittyi nayt-

teiden kasittelyyn, analysoimiseen ja raportointiin.

Toteutimme opinndytetydn uinti- ja saunomiskoestuksen Helsingissd Makelanrinteen
uintikeskuksessa. Opinnaytety6n analyyttisen osuuden toteutimme HUSLABIn kliinisen

mikrobiologian vastuualueen bakteriologian osastolla.



Opinnaytetydn ohjaavana opettajana toimi yliopettaja Riitta Lumme. HUSLABIn bakte-

riologian osaston puolelta opinnaytetydté ohjasi kliininen asiantuntija Risto Hilla.

2 Silméan mikrobisto

Keskitymme tdssd opinnaytetydssa padasiassa silmén sidekalvon mikrobistoon, silla
kaikki opinndytetydssé analysoidut naytteet tulevat olemaan sidekalvon alueelta peréi-
sin. Tasséa opinnaytetyon kappaleessa kaytetty bakteerilajien jako terveen silman mikro-
bistoon ja silmén patogeeneihin on keinotekoinen, silla silmatulehduksen aiheuttaja on
hyvin usein silman normaaliin mikrobistoon kuuluva bakteeri. Kaytetty jako perustuu kap-

paleessa kaytettyihin kirjallisuuslahteisiin.

2.1 Terveen silman mikrobisto

Silméan mikrobisto on normaalisti vaatimaton ja vahainen kyynelnesteen siséaltamien an-
timikrobisten aineiden johdosta (Wilson 2005: 116-119.) Jopa 49 % terveen silman si-
dekalvolta otetuista bakteeriviljelynaytteista on taysin negatiivisia. Positiivisista bakteeri-
viljelynaytteista tavataan keskimaarin alle kolmea eri bakteerilajia. (Baron 1996) Nega-
tiilvisia silmén sidekalvon bakteeriviljelynaytteita bakteerien 16S rRNA geenien PCR-mo-
nistukseen perustuvalla menetelmalld tutkiessa on kuitenkin havaittu, ettd naissakin
naytteissa usein on bakteereita, jotka eivat syysta tai toisesta tule viljeltdessa esille (Wil-
son 2005: 116). Terveen henkilon oikean ja vasemman silman mikrobistot ovat keske-
naan hyvin samankaltaisia. My6skaan silmaluomen alapinnan ja silméan sidekalvon mik-
robistojen valilla ei ole suurta eroa. Silméaluomen ulkopinnan mikrobisto taas vastaa ym-

pardivan ihon normaalia mikrobistoa. (Wilson 2005: 118-120.)

Eri bakteerilajien esiintyvyys silman sidekalvolla vaihtelee hieman kirjallisuuslahteen mu-
kaan (Taulukko 1). Valtaosan silman sidekalvon bakteeristosta muodostavat koagu-
laasinegatiiviset stafylokokit, Corynebacterium spp. ja Propionibacterium acnes (Baron

1996; Holopainen — Immonen - Laatikainen 2011).



Taulukko 1. Bakteerien esiintyvyys terveiden silmien sidekalvolla (Wilson 2005: 118-119; Ho-
lopainen ym. 2011).

Esiintyvyys (%) Esiintyvyys (%)
(Wilson 2005: 118-119) (Holopainen ym. 2011)

Bakteeri

Staphylococcus epidermi-

dis ja muut koagulaasine- 30-83 75-90
gatiiviset stafylokokit

Corynebacterium spp. 6 - 52 20-75
Propionibacterium acnes 44 50
Streptokokit 1-26 2-10
Mikrokokit 14 - 22 -
Staphylococcus aureus 2-36 25-40
Gramnegatiiviset sauvat 4-10 0-5
Grampositiiviset anaerobi-

set kokit ° ]
Neisseria spp. 1-2 -
Haemophilus influenzae <1 -
Moraxella catarrhalis - 5

Koagulaasinegatiivisten stafylokokkien joukko jakaantuu esiintyvyydellaén seuraavasti:
Staphylococcus epidermidis 57 %, Staph. capitis 13 %, Staph. simulans 9 %, Staph.
hominis 2 %, Staph. warneri 2 %, Staph. saprophyticus 2 % ja muut stafylokokit 15 %
(Wilson 2005: 118-119.)

Piilolinssien kaytdn on havaittu muuttavan silmén normaalia mikrobistoa silla piilolinssin
rakenne tarjoaa bakteereille uusia mahdollisuuksia tarttumiseen ja biofilmin muodosta-
miseen. Piilolinssin kayttd voi myés muuttaa esimerkiksi linssin alle jaavan kyynelneste-
kerroksen happipitoisuutta. Piilolinssien kéayton on havaittu joissakin tilanteissa lisd&avan
silmé&n normaalin mikrobiston maaraa ja lisdavan potentiaalisten silmapatogeenien kuten
Pseudomonas-, Achromobacter-, Acinetobacter-, Klebsiella-, Serratia- ja Xanthomonas-
lajien esiintymista. (Wilson 2005: 121.)



2.1.1 Koagulaasinegatiiviset stafylokokit

Koagulaasinegatiiviset stafylokokit ovat grampositiivisesti varjaytyvia, noin 1 pm:n kokoi-
sia katalaasipositiivisia ryhmiin jarjestaytyneitd kokkibakteereita, jotka ovat yleisia 10y-
doksid ihmisen iholla ja limakalvoilla (Baron 1996.) Koagulaasinegatiiviset stafylokokit
ovat fakultatiivisia anaerobeja (Wilson 2005: 69—-73.). Ne voidaan erottaa Staphylococ-
cus aureuksesta ja muista koagulaasipositiivisista stafylokokeista koagulaasireaktion pe-
rusteella, joka niilla on nimensa mukaisesti negatiivinen (Lyytikéinen - Vuopio-Varkila —
Kotilainen 2010.) Koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja on tavattu yli 30 lajia, joista yli
puolia on l6ydetty ihmisesta. Yleisin ja tarkein ryhman laji on Staphylococcus epidermi-
dis. (Wilson 2005: 69—73.) Muita ihmisen koagulaasinegatiivisia stafylokokkilajeja ovat
mm. Staphylococcus saprophyticus, Staph. haemolyticus, Staph. hominis, Staph. war-
neri, Staph. capitis, Staph. auricularis, Staph. cohnii ja Staph. lugdunensis. Koagu-
laasinegatiiviset stafylokokit ovat paaasiassa vahaisen taudinaiheuttamiskyvyn omaavia
opportunistisia patogeeneja ja niiden aiheuttamien kliinisten infektioiden syntyyn tarvi-
taan lahes aina jokin altistava tekija kuten ihovaurio, vierasesine tai immunosuppressio.
Ne ovat kuitenkin yleinen sairaaloissa esiintyvien vierasesineinfektioiden aiheuttaja.
(Lyytikainen ym. 2010.) Vaikka koagulaasinegatiiviset stafylokokit ovat yleisia lI6ydoksia
terveissakin silmissa, Staph. epidermidista pidetdan myos yhtena yleisimpané silmétu-

lehdusten aiheuttajana (Holopainen ym. 2011).

Yli puolet sairaalainfektioita aiheuttavista koagulaasinegatiivisista stafylokokeista ovat
nykyisin resistentteja monille mikrobild&kkeille. Niiden resistenssi beetalaktaamiryhman
antibiooteille perustuu mecA-geenin tuottamaan muuntuneeseen penisilliinia sitovaan

proteiiniin. (Lyytikdinen ym. 2010.)

2.1.2 Propionibacterium acnes

Propionibacterium acnes on obligaatisti anaerobinen tai mikroaerofiilinen, hidaskasvui-
nen, katalaasipositiivinen grampositiivisesti varjaytyva sauvabakteeri. Sita tavataan ylei-
sesti ihmisen iholla ja erityisesti ihon karvatupeissa, joissa happipitoisuus on ympéaristoa
pienempi. (Wilson 2005: 68-69.) Propionibacterium acnesta pidetddn yhtena tarkeim-
pana aknen aiheuttajana. Taman lisdksi sité voidaan tavata myds monenlaisissa systee-
misissa tai laajalle levinneisséd opportunisti-infektioissa, kuten endokardiitissa, osteo-

myeliitissa, artriitissa ja keskushermostoinfektioissa. Lisdksi Propionibacterium acnes



tunnetaan yleisené kroonisen leikkauksenjalkeisen endoftalmiitin aiheuttajana. (Holopai-
nen ym. 2011.) Se on my6s yleinen 10ydos konjunktiviittipotilaiden silmista (Wilson 2005:
122). Se pystyy tuottamaan ymparistoonsa lipaaseja ja proteaaseja, jotka hajottavat ras-
vaa ja proteiineja bakteerin kayttoon (Wilson 2005: 68—69). Namé& hajoamistuotteet voi-
vat tuoda paikalle myds muita bakteerilajeja seka stimuloida ihmisen tulehdusreaktioita
(Baron 1996.) Propionibacterium acnes pystyy kuitenkin estimaan kilpailevien bakteeri-
lajien kasvua tuottamalla ymparistodnsd mm. propionihappoa. Muita ihmisesta |6ydettyja
Propionibacterium-lajeja ovat P. avidum, P. granulosum seka P. propionicum. (Wilson
2005: 68-69.)

2.1.3 Micrococcus spp.

Mikrokokeilla tarkoitetaan Micrococcus-sukuun kuuluvia 1-1,8 pm:n kokoisia gramposi-
tiivisia kokkibakteereita (Public Health Agency of Canada 2014.) Mikrokokit ovat oksi-
daasia tuottavia obligaatteja aerobeja. Monet aiemmin tunnetuista Micrococcus-suvun
lajeista on nykyisin jaettu mm. Kocuria-, Kytococcus- ja Dermacoccus-sukuihin. Tar-
keimmat mikrokokkilajit ovat Micrococcus luteus, M. lylae ja M. antarcticus, joista kahta
ensimmaista on tavattu myds ihmisen iholla. Mikrokokkien aiheuttamat infektiot ovat har-
vinaisia, mutta mikrokokit ovat mahdollisia opportunistisia patogeeneja immunosuppres-
siopotilaille (Wilson 2005: 73; Public Health Agency of Canada 2014). Mikrokokkeja ei

pideté yleisind silmétulehduksien aiheuttajina (Holopainen ym. 2011).

2.1.4 Corynebacterium spp.

Corynebacterium-suvun lajit ovat grampositiivisia ja katalaasipositiivisia sauvabaktee-
reita, jotka kuuluvat difteroideiksi tai koryneformeiksi kutsuttuun sekavaan joukkoon. Ne
viihtyvat pddasiassa aerobisissa olosuhteissa osan lajeista ollessa obligaatteja aerobeja
ja osan fakultatiivisia anaerobeja. Vaikka Corynebacterium-suvun lajeja tunnetaan yli 50,
vain muutamaa niista tavataan yleisesti ihmisen iholla. lhmisen normaalimikrobistoon
kuuluvat mm. seuraavat Corynebacterium-suvun lajit: C. jeikeium, C. urealyticum, C. mi-
nutissimum ja C. xerosis. (Wilson 2005: 65—68.) Naiden lajien tunnetaan aiheuttavan
infektioita vain kun seka potilaan yleinen etté paikallinen vastustuskyky ovat heikenty-
neet (Carlson - Jarvinen 2010). Vaikka suvun lajeja ei pideta tarkeina silmatulehdusten

aiheuttajina, niiden aiheuttamat tulehdukset ovat silti mahdollisia (Eguchi 2013.)



Tunnetuin suvun laji Corynebacterium diphtheriae on difteriatoksiinia tuottava patogee-
ninen bakteeri, jonka aiheuttama sairaus, kurkkumété, on ollut yksi historian pahimpia
lastentauteja. Difteriarokotteen kayttéonoton jalkeen C. diphtheriae tartunnat ja niiden
aiheuttamat taudit ovat kdyneet l&nsimaissa erittéin harvinaisiksi. (Lumio - Vuopio-Var-
kila 2010.)

2.2 Silmétulehdusten aiheuttajat

Silman alueen tulehdukset ovat tavallisia ja niiden vaikeusaste vaihtelee lievasta silman
arsytyksesté aina vaikeisiin arpeuttaviin sairauksiin ja nabnmenetykseen asti. Yleisim-
mat silman infektiot ovat sidekalvotulehdukset, eli konjunktiviitit, joista valtaosa paranee
ilman hoitoa. Sarveiskalvotulehdukset ja esimerkiksi tapaturmien ja leikkausten jalkeiset
silmansisaiset tulehdukset ovat nakda uhkaavia ja vaativat tehokasta hoitoa. Silméatuleh-
dusten aiheuttajina voivat olla virukset, bakteerit, sienet ja parasiitit. (Holopainen ym.

2011.) Tassa opinnaytetydssa keskitymme vain bakteeritulehduksiin.

Yleisimmat aikuisten bakteerisilméatulehdusten aiheuttajat ovat Streptococcus pneumo-
niae, Staphylococcus aureus, koagulaasinegatiiviset stafylokokit, Streptococcus
pyogenes, Moraxella lacunata, Corynebacterium spp. Propionibacterium spp. ja viri-
dans-ryhman streptokokit. (Holopainen ym. 2011; Wilson 2005: 122-125.) Pseudo-
monas aeruginosa on erityisesti piilolinssien kayttajilla tavattu nopeasti etenevan sar-
veiskalvotulehduksen aiheuttaja. Myds silmatulehdukset, joiden aiheuttajana on Kleb-
siella pneumoniae, Bacillus cereus tai Escherichia coli ovat mahdollisia erityisesti laitos-
hoidossa olevilla. Sukupuolitauteja aiheuttavien Neisseria gonorrhoeaen ja Chlamydia
trachomatiksen aiheuttamat silmatulehdukset ovat myés mahdollisia. (Holopainen ym.
2011.)

Lasten silmatulehdusten aiheuttajana on usein Str. pneumoniae, Haemophilus influen-

zae tai Moraxella spp. ja vastasyntyneelld N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, E.

coli, Staph. aureus tai H. influenzae. (Wilson 2005: 122.)

2.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus vastaa ulkoisilta ominaisuuksiltaan suurilta osin koagulaasine-

gatiivisia stafylokokkeja, joista se voidaan erottaa koagulaasireaktion perusteella silla



lahes kaikki Staph. aureus-kannat (ja muut koagulaasipositiiviset stafylokokit, jotka kuu-
luvat pddasiassa eldinten mikrobistoon) tuottavat koagulaasia (Vuopio-Varkila - Kuusela
- Kotilainen 2010.) Staph. aureus on varsin yleisesti tavattu bakteeri erityisesti ihmisen
nendssa ja nenanielussa seka ihon taivealueilla ja sen katsotaankin kuuluvan ihmisen
normaalimikrobistoon (Public Health Agency of Canada 2014.) Staph. aureuksen muita
stafylokokkeja suurempi taudinaiheuttamiskyky perustuu sen tuottamiin moniin virulens-
sitekijoihin (Baron 1996.) Staph. aureuksella on ulkopinnallaan useita adhesiiniprote-
iineja, joiden avulla se voi tarttua ihmisen soluihin ja rakenteisiin. Se pystyy my@s sito-
maan elimistdn tuottamia vasta-aineita pintaansa vaarin pain, jolloin spesifiset vasta-ai-
neet eivat pysty tarttumaan siihen ja elimiston puolustusreaktio hairiintyy. Staph. aureus
tuottaa ymparistéonsa monia entsyymeja ja toksiineja, jotka hajottavat elimiston raken-
teita tuottaen bakteerille ravintoaineita ja aiheuttavat ihmiselle haittaa. (Vuopio-Varkila
ym. 2010.)

Staph. aureus on yleinen Kliinisten iho- ja pehmytkudosinfektioiden, leikkaushaava-, ni-
vel- ja luuinfektioiden sekd vakavien yleisinfektioiden aiheuttaja (Vuopio-Varkila ym.
2010). Se tavataan usein myos erilaisten silmatulehdusten aiheuttajana (Holopainen ym.
2011).

Staph. aureus on kehittanyt resistenssia l&hes kaikkia kliinisesséa kaytdssa olevia mikro-
biladkeryhmia kohtaan, mik&a aiheuttaa ongelmia infektioiden hoidossa. Erityinen on-
gelma ladkehoidolle ovat nk. metisilliiniresistentit Staph. aureus-kannat, eli MRSA, jotka
mecA-geenin tuottaman muuntuneen penisilliinia sitovan proteiinin johdosta ovat resis-
tentteja kaikille beetalaktaamiryhméan antibiooteille. Ne ovat beetalaktaamien lisaksi
usein mya@s resistentteja useille muille mikrobilddkkeille jattden ainoastaan glykopeptidi-

antibiootit tehoaviksi laakkeiksi. (Vuopio-Varkila ym. 2010.)

2.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa on gramnegatiivisesti varjaytyva, aerobinen, 1,5-3 ym:n pi-
tuinen hoikka sauvabakteeri. Se on oksidaasipositiivinen ja laktoosinegatiivinen bakteeri.
Se pystyy liikkumaan solun pédéssa olevan yksittaisen flagellan avulla. (Baron 1996.) Se
on kasvuvaatimuksiltaan vaatimaton ja sen johdosta yleinen 16yd6s niin ihmisista, elai-
mista ja ymparistosta. Se viihtyy erityisesti kosteissa olosuhteissa kuten uima-altaissa,
pesuvesissa ja piilolasinesteissd. Tavallisimmat kolonisaatioalueet ihmisella ovat vali-

liha, kainalot ja korvat. (Tissari - Anttila 2010.) Liséksi sitd voidaan tavata iholla, nielussa



ja ulosteessa (Baron 1996). P. aeruginosa on luonnostaan resistentti monille antimikro-
biladkkeille silla sen solun ulkomembraani toimii tehokkaana lapaisyesteena. Taman li-
saksi sen soluseindssa on antibiootteja solusta ulos kuljettavia proteiineja. Se tuottaa

my0ds beetalaktamaasientsyymeja. (Tissari - Anttila 2010.)

P. aeruginosa on opportunistinen patogeeni, joka voi aiheuttaa monimuotoisia infektioita
erityisesti immunosuppressiopotilaille ja sairaalahoidossa oleville. Se on tavallinen ulko-
korvatulehdusten aiheuttaja, virtsakatetroitujen virtsatieinfektioiden aiheuttaja seka kroo-
nista keuhkosairautta sairastavien keuhkokuumeen aiheuttaja. Naiden lisdksi se voi ai-

heuttaa myds monia muita paikallisia ja yleisinfektioita. (Tissari - Anttila 2010.)

P. aeruginosa on tavallinen keratiitin aiheuttaja erityisesti piilolinssien kayttajilla, koska
se on hyva kolonisoimaan monia piilolinssimateriaaleja ja kykenee luomaan biofilmin pii-
lolinssin pinnalle. Se pystyy elamdan myds monissa piilolinssinesteissd puhdistusai-
neista huolimatta. (Wilson 2005: 121.) Se voi tuottamiensa solunulkoisten entsyymien
takia aiheuttaa nopeasti etenevan ja sarveiskalvolle kudostuhoa aiheuttavan silman per-

foroivan infektion, joka voi johtaa jopa nddn menettamiseen. (Tissari - Anttila 2010).

Muita ihmisella tavattavia Pseudomonas-suvun lajeja ovat mm. P. fluorescens, P. stut-
zeri ja P. putida (Baron 1996).

2.2.3 Streptococcus spp.

Streptokokit ovat Streptococcus-sukuun kuuluvia fakultatiivisia tai obligaatteja anaero-
beja, noin 1 um:n kokoisia grampositiivisia kokkeja, jotka jarjestaytyvat usein ketjuihin tai
pareittain (Baron 1996.) Ne ovat katalaasinegatiivisia ja monet suvun lajeista kasvavat
parhaiten korkeissa (5 %) hiilidioksidipitoisuuksissa (Wilson 2005: 146—150.) Niit& tava-
taan ihmisen suussa, ylahengitysteissd, suolistossa ja iholla (Baron 1996.) Streptokokit
on perinteisesti jaoteltu ryhmiin niiden hemolyysireaktion mukaisesti (a-, 3- ja non-hemo-
lyyttinen) seka Lancefieldin ryhmiin (A, B, C, D...) niiden soluseinan sisaltdmén polysak-
karidiantigeenin mukaisesti. Nama luokittelutavat eivat kuitenkaan ole taydellisia, silla
monelta streptokokkilajilta puuttuu Lancefieldin antigeeni kokonaan. (Wilson 2005: 146—
150.)



Tarkeimmat ihmisen streptokokkilajit ovat Streptococcus pyogenes (A-ryhman B-hemo-
lyyttinen streptokokki), Str. pneumoniae (=pneumokokki, a-hemolyyttinen, ei Lancefiel-
din antigeeneja), Str. agalactiae (B-ryhméan B-hemolyyttinen streptokokki), Str. dysgalac-
tiae ssp. equisimilis (C- tai G-ryhméan B-hemolyyttinen streptokokki) seka viridans-ryh-
man streptokokkeina tunnettu joukko paaasiassa a- ja non-hemolyyttisia lajeja. Strepto-
kokit ovat ihmiselle apatogeenisia tai opportunistisia patogeeneja. (Rantakokko-Jalava -
Anttila 2010.)

Streptokokit voivat aiheuttaa inmiselle monenlaisia paikallisia ja systeemisia tulehduksia,
kuten nielutulehdusta ja ruusua (esim. Str. pyogenes), keuhkokuumetta, meningiittia ja
sepsista (esim. Str. pneumoniae) (Baron 1996). Str. pneumoniae ja Str. pyogenes tun-

netaan myos yleisina silmatulehdusten aiheuttajina (Holopainen ym. 2011).

2.2.4 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae on aerobinen, gramnegatiivinen kokkobasilli, jota tavataan
usein ihmisen yl&hengitysteiden normaalimikrobistossa. (Wilson 2005: 146) H. influen-
zae on kasvuolosuhteiltaan vaativa ja tarvitsee seka punasolujen sisaltdémééa hemiinia
ettd nikotiiniamidiadeniinidinukleotidia (NAD+) kasvaakseen (Baron 1996.) H. influen-
zae-kannat jaetaan seitsemaan ryhmaan bakteerin kapselin polysakkaridirakenteen an-
tigeenien perusteella: serotyypit a — f, seka kapselittomien H. influenzaen ryhméa. Tun-
netuin serotyypeista on H. influenzae, tyyppi b (Hib), joka pystyy aiheuttamaan invasiivi-
sia ja vakavampia taudinkuvia kuin muut tyypit. (Wilson 2005: 146.) Hib-tauteja voidaan
nykyisin estdd Suomessa rokotusohjelmaan kuuluvalla rokotteella (Kayhty - Peltola
2010).

Vakavampia H. influenzaen aiheuttamia tauteja ovat meningiitti, kurkunkansitulehdus,

keuhkokuume ja sepsis (Kayhty — Peltola 2010).

Kapselittomat H. influenzaet aiheuttavat pdéasiassa paikallisinfektioita, joista yleisin on
valikorvatulehdus. H. influenzae on vélikorvatulehduksen toiseksi yleisin aiheuttaja
pneumokokin jalkeen. Muita kapselittomien hemofilusten aiheuttamia tauteja ovat mm.
keuhkoputkitulehdus, poskiontelotulehdus seké silman sidekalvotulehdus. (Kayhty - Pel-
tola 2010.)
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2.2.5 Moraxella spp.

Moraxella-suvun lajit ovat noin 0,6-2,5 um:n kokoisia gramnegatiivisia kokkobasilleja.
Suvun lajit ovat pd&asiassa aerobisia ja katalaasi- ja oksidaasipositiivisia. (Public Health
Agency of Canada 2014.) Kokkimaiset Moraxella-lajit, kuten suvun yleisin laji Moraxella
catarrhalis, jarjestaytyvat usein diplokokeiksi (Wilson 2005: 150.) Mor. catarrhalis ja mo-
net muut suvun lajeista kuuluvat ihmisen yldhengitysteiden limakalvojen normaaliin mik-
robistoon. Muita suvun ihmisessa tavattuja lajeja ovat mm. Moraxella nonliquefaciens,

Mor. lacunata ja Mor. osloensis.(Vuento 2010.)

Mor. catarrhalis voi aiheuttaa valikorvatulehdusta, poskiontelotulehdusta, keuhkokuu-
metta ja muita hengitystietulehduksia sekd meningiittia ja systeemisia infektioita. Mor.
catarrhalis ja Mor. lacunata voivat aiheuttaa myos silmén sidekalvon ja sarveiskalvon
tulehduksia. (Public Health Agency of Canada 2014.)

3 Piilolinssit

Opinnaytetydssamme kaytimme CooperVision®:n kertakayttoisia silikoninydrogeelilins-
sejd. Linssit ovat pehmeitd UV-suojalla varustettuja piilolinsseja paivakayttéén pusku-
roidussa suolaliuoksessa (CooperVision; CooperVision 2015a). Silikonihydrogeelista
valmistetut linssit paastavat lavitseen suuria maarid happea, ne eivat kuivu tai likaannu
herkasti ja niissa on pienempi silméatulehduksen riski verrattuna tavallisiin pehmeisiin
linsseihin (CooperVision 2015b). Silikonihydrogeelilinssien hapenlapéisy on huomatta-
vasti perinteisia pehmeita linsseja parempi. Hapenléapaisy vaikuttaa sidekalvojen turvo-
tukseen ja silikonihydrogeelilinssin kayttajilla turvotus on vahaisempaa verrattuna perin-

teisten pehmeiden linssien kayttajiin. (Salomaa 2006: 14-17.)

LoytdAmiemme aikaisemmin aiheesta tehtyjen tutkimusten perusteella paddyimme op-
tometrian opiskelijoiden kanssa kayttdmaan opinnaytetydssdmme vain yhta piilolinssi-
materiaalia (silikonihydrogeeli) ja jatimme uimalasien kayton pois. Yhdysvaltojen Ore-
gonissa vuonna 2005 tehdyssé tutkimuksessa tutkittiin mikrobimaarien eroa silikonihyd-
rogeeli- ja hydrogeelipiilolinssien vélilla uimisen jalkeen. Tutkimukseen osallistui 15 ter-
vettd tutkimushenkiltd ja ndytteiksi saatiin 28 linssid. Tutkimuksessa ei todettu eroa pii-
lolinssien materiaalien valilla. (Choo ym. 2005: 134-137.) Australian Sydneyssa vuonna

2011 tehdyssa tutkimuksessa tutkittiin uimalasien vaikutusta piilolinssien mikrobimé&ariin.
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Tutkimukseen osallistui 23 tutkimushenkil6a, jotka suorittivat kaksi uintikertaa merive-
sialtaassa. Tutkimuksessa vertailtin myos, onko piilolinssien materiaalilla merkitysta. Ui-
malasien todettiin vdhentavan bakteerien maarada uinnin aikana, mutta tutkimuksessa

piilolinssien materiaalilla ei todettu olevan vaikutusta. (\Wu ym. 2011: 456-460.)

4 Kuljetusvalineet ja kasvatusalustat

4.1 ESwab™-kuljetusputki ja geelikuljetusputki

Kaytimme piilolinssien kuljetukseen ESwab™-kuljetusputkea. ESwab ™ -kuljetusputkella
voidaan kuljettaa naytteitd, jotka sisaltivat aerobisia, anaerobisia seka ravinteiden suh-
teen vaativia bakteereja, viruksia ja klamydia-bakteeria. Jos naytettd sailytetddn huo-
neenlamma@ssa, tulisivat viljelyt tehdd kahden tunnin sisélla naytteen keradmisestd, jaa-
kaapissa sailytettyna 24 h sisélla (Neisseria gonorrhoeae) tai 48 h sisélla. ESwab™-
kuljetusputken neste sisaltdd natriumkloridia, kaliumkloridia, kalsiumkloridia, magne-
siumkloridia, monokaliumfosfaattia, dinatriumfosfaattia, natriumtioglykolaattia ja tislattua
vetta. (ESwab 2010.)

Sidekalvonaytteet kerdsimme Copan:in M40 Transystem-sarjan 408C-malliseen geeli-
kuljetusputkeen. Kuljetusputki on tarkoitettu monipuolisesti erilaisten ravinnoltaan vaati-
vien aerobisten ja anaerobisten bakteerien sekd Neisseria gonorrhoeaen kuljettamiseen.
Kuljetusputki voidaan kuljettaa huoneenlammadssé, mutta pidempi sailytys tulee tapahtua
jaékaappilampétilassa. 408C-mallin kuljetusputki siséltaa geelin, jossa ei ole mukana
hiiltd. Kuljetusputken mukana tuleva vanupuikko on valmistettu niin, ettd naytteeksi ke-
ratyt bakteerit pysyisivat mahdollisimman hyvin kiinni vanupuikossa ja ovat hyvin siirret-

tavissa viljelyalustoille. (Copan 2012.)

4.2 Elatusainemaljat ja tioglykolaattiputki

Valitsimme yhdessa kliinisen asiantuntijan kanssa viljelymaljat eri bakteerien kasvuvaa-
timusten perusteella niin, etta saisimme mahdollisimman laajasti eri bakteerilajit kasva-
maan. Koska bakteereita kasvaa niin aerobi- kuin anaerobitiloissa, paadyimme kéaytta-
maan aerobiolosuhteen vaativille bakteereille suklaamaljaa ja anaerobiolosuhteen vaa-
tiville bakteereille fastidious anaerobe-maljaa, eli FAA-maljaa. Liséksi kaytimme rikasta-

vaa tioglykolaattiputkea mahdollisten vahaistenkin bakteerimdérien esiin saamiseksi.
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Suklaamalja on aerobiolosuhteet vaativille bakteereille tarkoitettu rikas yleismalja. Suk-
laamaljan agarit ja vesi autoklavoidaan agarkeittimessa 121 °C:ssa 15 minuutin ajan,
jonka jalkeen malja jAahdytetddn 75 °C:n, jonka jalkeen maljalle lisatdan hevosen tai
lampaan verta. Taman jalkeen malja jadhdytetdan vield 50 °C:n, jonka jalkeen lisatdén
muut lisdaineet. Suklaamalja sisaltaa kahta eri agaria (tryptikaasi-soija-agaria ja Mueller
Hinton Il agaria), vettd, hevosen tai lampaan verta seka ISO-Vitalex osa 1:ta ja osa 2:ta.
Suklaamaljan pH on 7.2-7.4. (Hilla 2015.)

Fastidious anaerobe-malja, eli FAA-malja, on anaerobiolosuhteet vaativille bakteereille
tarkoitettu yleismalja. FAA-maljan agar ja vesi autoklavoidaan agarkeittimessa 121
°C:ssa 15 minuutin ajan jonka jalkeen malja jadhdytetaan 48 °C:n ja lisitddn hevosen
veri. FAA-malja siséltaa fastidious anaerobe-agarin, vettd ja hevosen verta. FAA-maljan
pH on 7.2 +/-0.2. (Hilla 2015.)

Tioglykolaattiputki, eli TIO-putki, on sekd aerobi- ettd anaerobiolosuhteet vaativille bak-
teereille sopiva kasvatusputki. Tioglykolaattiputken sulkemista varten ei tarvita parafiinia
tai muita erikoisia tiiviitd korkkeja vaan tavallinen korkki riittdd. Sen inkuboimiseen ei
myosk&an tarvita anaerobiatmosfaarid (OXOID 2015). Tioglykolaattiputket valmistetaan
liuottamalla tioglykolaattipulveri kuumaan veteen ja liuosta keitetdan ja sekoitetaan. Liu-
okseen lisdtdan kylméaa vetta, jonka jalkeen lisdtd&n haemin-liuos ja K1-vitamiiniliuos.
Liuosta steriloidaan autoklavoinnilla 121 °C:ssa 15 minuutin ajan. (Hilla 2015.) Tioglyko-
laattiputki sisdltaa hiivauutetta, glukoosia, natriumtioglykolaattia, natriumkloridia, L-kys-

teiinid, resatsuriinia, agaria ja tryptonia (OXOID 2015).

5 VITEK®MS-laite ja Maldi-TOF-menetelma

VITEK®MS on bakteereiden, mykobakteereiden ja sienten tunnistukseen tarkoitettu laite
(HUSLAB 2014). Tunnistusmenetelma perustuu matriisiavusteiseen laserdesorptioioni-
saatio lentoaikamassaspektrometriin, jonka englanninkielisestd muodosta Matrix Assis-
ted Laser Desorption lonization Time-of-Flight tulee menetelmdn nimen lyhenne Maldi-
TOF. (Biomériux 2015.)

VITEK®MS-analyysi suoritetaan siirtamalla pieni maara tutkittavaa naytetta naytelevylle
jonka paalle lisataan matriisia (Kuvio 1). Naytelevy asetetaan VITEK®MS-laitteeseen,

jossa naytteeseen kohdistetaan useita lasersateen osumia. Matriisi suojaa biomolekyylia
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suoralta lasersateeltd ja helpottaa naytteen hdyrystymista ja ionisoitumista. Sopivan taa-
juinen lasersade saa aikaan naytteen polymeerin varautumisen ja ionien irtoamisen. lonit
kulkevat kokonsa mukaan maarittyvalla vauhdilla laitteen detektorille ja osumat summa-
taan TOF-massaspektriksi ajan funktiona. Tulokseksi saadaan proteiinispektri, jota ver-
rataan VITEK®MS:n tietokantaan. Yhdelle naytelevylle mahtuu 48 naytetta ja 3 kontrollia.
Analyysi kestda n. 30 - 60 sekuntia naytetta kohti. Teknisesti hyvaksyttavaan analyysiin
tarvitaan naytteesta 100 proteiinispektrid. Menetelmén kontrollina toimii Escherichia coli-
kanta, josta vaaditaan kaksi onnistunutta tunnistusta jokaista 16 naytetta kohti. (HUSLAB
2014.)

Kuvio 1. Matriisin lisddminen naytelevylle.

6 Uimahallin uima-allasveden vedenlaatu

Pyysimme Mékelanrinteen uintikeskuksen uima-altaiden vedenlaadun valvontatulokset
Helsingin kaupungin ymparistokeskuksen terveystarkastajalta. Makelanrinteen uintikes-
kuksen naytteenottosuunnitelman mukaan naytteita otetaan kaksi kertaa kuukaudessa
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jokaisesta altaasta. Opinndytetydmme kaytdnnon toteutus suoritettiin 9.3.2015 ja sit&
edeltava ymparistokeskuksen suorittama naytteenotto oli suoritettu 5.3.2015. Kyseinen
naytteenottokerta oli laaja kerran vuodessa tehtéava tutkimus, johon kuuluivat lisamaari-
tykset KMnO4, urea ja THM eli trihalometaanit. (Helsingin kaupungin ymparistékeskus
2015.) Taulukossa 2 on esitetty tdssa opinnaytetydsséa kaytetyn uima-altaan vedenlaa-

dun valvontatutkimuksen tulokset.

Taulukko 2. Uima-allasveden vedenlaadun valvonnan tulokset (MetropoliLab 2015).

Analyysi Uima-allasvesi Yksikk6d  Raja-arvo
Heterotrofinen pesakeluku 22 | 0 CFU/ml <100
°C
Heterotrofinen pesékeluku 36 | 0 CFU/ml <100
°C
Pseudomonas aeruginosa ei osoitettavissa /100ml
Vapaa kloori CI2 0,61 mg/l 0,3-1,2
Kokonaiskloori Cl2 0,86 mg/l <16
Sidottu kloori ClI2 0,25 mg/l <04
Sameus 0,12 FNU <04
pH 7,1 6,5-7,6
KMnO4-luku 3,7 mg/l <10
Urea 0,12 mg/l <0,8
Trihalometaanit

e THM yhteensa 15 Ho/l

e Kloroformi 14 po/l

e Bromidikloorimetaani 0,65 po/l

o Dibromikloorimetaani <05 po/l

e Bromoformi <0,5 po/l
Veden lampdtila 27 °C

Valvontatutkimuksen mukaan uima-allasveden laatu oli suoritettujen tutkimusten osalta
hyva. Uima-allasvedesta ei valvontatutkimuksessa |0ydetty bakteereja. Uima-altaan ve-
sindytteiden heterotrofinen pesakeluku seka 22 °C etta 36 °C oli valvontatutkimuksessa
0 CFU/ml, eikd Pseudomonas aeruginosaa pystytty niistéa osoittamaan. (MetropoliLab
2015.)

Helsingissa, Suomessa vuonna 1995 tehdysséa tutkimuksessa tutkittin Suomessa ja

Ruotsin laivoilla sijaitsevien uima-altaiden ja porealtaiden vesien mikrobiologista laatua
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seka sita, ovatko mahdolliset vesien ameba-l6ydokset riskitekijoita silmatulehduksiin pii-
lolinssien kayttdjille. Tutkittuja uima-altaita ja porealtaita oli yhteensd 16 kappaletta,
joista viisi poreallasta sijaitsi Helsingin ja Ruotsin valilla seilaavilla laivoilla. Ameboja 16y-
dettiin 41 prosentista naytteita, mutta koska Suomessa ei ollut yhtaan varmistettua ame-
ban aiheuttamaa silmatulehdusta, riskid pidettiin vain teoreettisena. Tutkittujen altaiden
veden mikrobiologinen laatu oli tutkimuksen mukaan hyva 90 % altaista (alle 100 bak-
teeria/ml). Kahdesta tutkitusta porealtaasta |0ydettiin Pseudomonas aeruginosaa. Ulos-
teperaisia bakteereja tai Staphylococcus aureusta ei tutkituista naytteista I0ydetty. (Ve-
saluoma ym. 1995: 178-181.)

7 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimusongelmat

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd, minkélainen yhteys uima-altaassa uimisella ja
saunomisella on kertakayttoisiin piilolinsseihin tarttuvien bakteerien maaraan. TAma to-
teutettiin vertailemalla piilolinsseihin tarttuneiden bakteerien kokonaismaéaria ja tunnista-

malla [6ytyvét bakteerit.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa, jota voidaan kayttaa esimerkiksi optikoiden
ja silmalaakarien suosituksissa piilolinssien kaytdsta uimisen yhteydessa. Opinnaytetytn
tavoitteena oli my0s tuottaa lisétietoa piilolinsseihin tarttuvista bakteereista HUSLABIn
bakteriologian osastolle ja auttaa néin laboratorion rutiinidiagnostiikkaan kuuluvia piilo-

linssi- ja piilolinssinestetutkimuksia.

Opinnaytetyota ohjasivat seuraavat kysymykset:

— Minkalainen yhteys uimisella ja saunomisella on bakteerien maaraan kertakayttoisissa
piilolinsseissa?

— Mitd bakteerilajeja kertakayttdisista piilolinsseista I0ytyy uimisen ja saunomisen jal-

keen?
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8 Tydn suoritus
Opinnaytety6 toteutettin HUSLABIn kliinisen mikrobiologian vastuualueen bakteriolo-

gian osastolla helmi- ja maaliskuun aikana 2015. Opinnaytety6n ohjaajana HUSLABIn
bakteriologian osastolla toimi kliininen asiantuntija Risto Hilla.

8.1 Aikataulu

Opinnaytety6n suunnittelun ja toteutuksen aikataulu on esitetty kuviossa 2.

Elokuu 2014 » Opinnaytetyon aiheen valinta

Syyskuu 2014 - tammikuu 2015 « Tydsuunnitelman kirjoittaminen

e Tydsuunnitelmaseminaari 22—23.1.

Tammikuu 2015 » Menetelman testaus HUSLABIn bakteriologian osastolla
27.1.

Maaliskuu 2015 » Opinnaytetyon kaytannon toteutus 9.3. —

Helmi - huhtikuu 2015 « Raportin kirjoittaminen
Huhtikuu 2015 » Opinnaytetyon palautus 15.4
Huhtikuu 2015 » Kypsyysnayte 16.4

Huhtikuu 2015 » Opinnaytetyéseminaari 21.-22.4

Kuvio 2. Opinnaytetyon aikataulu.

8.2 Kaytannon toteutuksen suoritus ja tydmenetelmat

Tydsuunnitelmavaiheen ja menetelmatestauksen jalkeen kaytannon toteutuksen vaiheet
hahmottuivat kuvion 3 mukaisesti.
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Silmien
mikroskopointi + Aerobimaljojen Anaerobimaljojen
sidekalvojen luku luku
naytteet

Tutkimuksen 2. ja 3.0san
1.osa (piilolinssit naytteiden
silmissa 30 min) kuljetus ja viljelyt

Tulosten
analysointi

L] Tutkimuksen 2.
(uiminen) ja 3.0sa Raportointi
(saunominen)

1.0san naytteiden
kuljetus ja viljelyt

Kuvio 3. Opinnaytetyon kaytannon toteutuksen tydsuunnitelma.

8.2.1 Menetelman testaus

Testasimme menetelmda suunnitelmavaiheen jalkeen HUSLABIn bakteriologian osas-
tolla tammikuussa 2015. Saimme testausta varten optometrian opiskelijoilta kertakayt-
toisia piilolinsseja, joista yhta pidettiin silmasséa tunnin ajan. Taman jalkeen siirsimme
linssin ESwab™-kuljetusputkeen ja otimme vanutikulla silmén sidekalvolta mikrobiologi-
sen naytteen geelikuljetusputkeen. Noin tunnin kuluttua viljelimme sidekalvonaytteen
geelikuljetusputkesta rikkaaseen tioglykolaattiputkeen. Sekoitimme ESwab™-kuljetus-
putkea suurella nopeudella, jotta piilolinssin bakteerit irtoaisivat kuljetusputken nestee-
seen. Taman jalkeen pipetoimme maljoille ESwab™-kuljetusputken nestettd 100 pl ja
500 ul, jotta pystyimme vertaamaan milla maaralla varsinaiset maljat olisi hyva viljella
pesakkeiden laskentaan sopivan bakteerikasvun aikaansaamiseksi. Paadyimme kaytta-
maéan varsinaisessa toteutuksessa 500 ul kuljetusnestettd, silla kyseisilla testimaljoilla
kasvoi enemman pesakkeitd. Kaytannon toteutuksen aikana huomasimme kuitenkin jo
ensimmaisen naytteen kohdalla, etté kuljetusnestetta ei jostain syysta riittdnytkd&n mo-
lemmille maljoille 500 pl. Muutimme maaraa niin, ettd viljelimme molemmille maljoille
400 pl kuljetusnestettéd. Ensimméaisen naytteen kohdalla viljelimme 500 pl ja 300 pl kul-
jetusnestetta ja suhteutimme mythemmin ensimmaisen naytteen tulokset vastaamaan

400 pl:n maaraa.
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8.2.2 Silmien mikroskopointi ja sidekalvonaytteet

Ennen kaytanndn toteutusta optometrian opiskelijat tarkastelivat kaikkien kymmenen va-
paaehtoisen tutkimushenkilén silméat mikroskooppisesti ja tarkistivat kaytettavien piilo-
linssien sopivuuden. Silmien terveydentila tarkistettiin, etta tutkimushenkil6illa ei kaytan-
non toteutuksen alkaessa ole terveydellista estettd piilolinssien kaytolle. Ennen mikro-
skopointia anamneesia varten kaytiin lapi muun muassa aikaisempia piilolinssien kayt-
tokokemuksia, kartoitettiin yleis- ja silmasairauksia ja -laakityksia seka allergioita. Sil-
mien perustutkimukseen kuului mm. silmien sarveiskalvon, sidekalvon ja limbuksen ter-
veydentilan arviointi. Piilolinssin sovituksessa tarkasteltiin linssien toimivuutta ja istu-
vuutta silmassa. (Optometrian eettinen neuvosto 2014.). Optometrian opiskelijat doku-
mentoivat mikroskopointien tulokset omaa opinnaytetyotdan varten, eika niité kasitella

tédsséd opinnaytetyossa.

Mikroskopoinnin jalkeen jokaiselta osallistujalta otettiin mikrobiologinen néayte molem-
pien silmien alaluomen sidekalvolta. Nayte otettiin fysiologiseen keittosuolaliuokseen
(0,9 % NaCl-liuos) kastetulla vanutikulla, joka asetettiin naytteenoton jalkeen geelikulje-

tusputkeen.

Piilolinssien normaalikaytto

Piilolinssien normaalikdyton osassa tutkimushenkildille asetettiin aseptisesti uudet ker-
takayttoiset piilolinssit silmiin. Tutkimushenkilét suorittivat piilolinssien kanssa jokapai-
vaisia askareitaan 30 minuutin ajan, varoen kuitenkin kastelemasta piilolinsseja tai kos-
kemasta niitd sormillaan, jonka jalkeen piilolinssit poistettiin silmistd aseptisesti ja ase-

tettiin steriileihin ESwab ™ -kuljetusputkiin.

Piilolinssien kayttd uimisen yhteydessa

Tutkimushenkil6ille asetettiin aseptisesti uudet kertakayttdiset piilolinssit silmiin uimahal-
lilla, juuri ennen siirtymista uima-altaaseen. Tutkimushenkilt uivat ja sukeltelivat uima-
altaassa 30 minuutin ajan. Tutkimushenkildita ohjattiin sukeltamaan silméat suljettuina,
jotta piilolinssit eivat irtoaisi silmista. Altaasta poistumisen jalkeen toisen silman piilolinssi

poistettiin aseptisesti ja asetettiin steriilin ESwab™-kuljetusputkeen.
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Piilolinssien kayttd uimisen ja saunomisen yhteydessa
Tutkimushenkil6t jatkoivat toiseen silmaan ja&neen piilolinssin kanssa saunaan 10 mi-

nuutin ajaksi. 5 minuutin kuluttua saunasta poistumisen jalkeen piilolinssit poistettiin tut-

kimushenkil6iden silmisté aseptisesti ja asetettiin steriileihin ESwab™-kuljetusastioihin.

8.3 Naytteiden analysointi

Naytteiden analysointi suoritettiin kuviossa 4 esitettyjen periaatteiden mukaisesti.

Viljely TIO-putkiin, yhteensa Kuljetus ESwab™-
20 kpl kuljetusputkissa
Kasvatus Sekoitus
17 putkessa mahdollista Nesteen viljely suklaa- ja
bakteerikasvua, joista viljelyt FAA-maljoille (400 pl
suklaa- ja FAA-maljoille molemmille)
Inkubointi Inkubointi
q Pesakkeiden laskenta ja
LYETeh=101 Maldi-TOF

Kuvio 4. Naytteiden analysoinnin eteneminen.

8.3.1 Sidekalvonaytteiden analysointi

Tutkimushenkil6iltd otettiin mikrobiologinen ndyte molempien silmien alaluomen sidekal-
volta ennen ensimmaisien piilolinssien paikoilleen asettamista. Sidekalvonaytteiden bak-
teeristo maaritettiin piilolinssinaytteista tunnistettujen 16ydoksien vertailukohdaksi. Nayte
otettiin vanutikulla sivelemalla silmén alaluomen sidekalvolta. Naytetta ottaessa varottiin
koskettamasta luomen ulkoreunaa kontaminaation valttamiseksi. Vanutikku asetettiin
geelikuljetusputkeen ja kuljetettiin laboratorioon huoneenlammésséa. (TYKSLAB 2010.)
Laboratoriossa naytteet viljeltin ensin tioglykolaattiputkiin, joita kasvatettiin 3 vuoro-

kautta. Tioglykolaattiputkista viljeltin suklaa- ja FAA-maljoille sellaiset naytteet, joissa
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havaittiin bakteerikasvua. Suklaamaljoja inkuboitiin 5 % CO, atmosfaarissa 37 °C lam-
potilassa 24 h ajan seka lisdkasvatettiin ad 48 h hitaasti kasvavien bakteerilajien havait-
semiseksi. FAA-maljoja inkuboitiin anaerobiatmosfaarissa 37 °C lampdtilassa vahintaan
48 h seka lisdkasvatettiin ad 5 vrk hitaasti kasvavien bakteerilajien havaitsemiseksi. Mal-

joilla kasvaneet bakteerilajit tunnistettiin VITEK®MS-laitteella

8.3.2 Piilolinssinaytteiden analysointi

Piilolinssinaytteet kuljetettiin laboratorioon asettamalla kaytetyt linssit ESwab ™ -kuljetus-
putkiin, jotka sisaltdvat vakioidun maaran kuljetusnestetta. Piilolinssindytteet viljeltiin

kahden tunnin sisalla linssin poistamisesta silmasta.

Bakteerien kokonaismaarien arvioimiseksi naytekuljetusastioita sekoitettiin laboratori-
ossa 30 s ajan, jotta piilolinsseihin tarttuneet bakteerit irtoavat kuljetusnesteeseen. Se-
koitettua kuljetusnestetta viljeltiin vakioitu maaréa (400 pl) suklaa- ja FAA-maljoille. Suk-
laamaljoja inkuboitiin 5 % CO, atmosfaarissa 37 °C lampdétilassa 24 h ajan seka lisakas-
vatettiin ad 48 h hitaasti kasvavien bakteerilajien havaitsemiseksi (Kuvio 5). FAA-maljoja
inkuboitiin anaerobiatmosfaérissa 37 °C lampotilassa vahintddn 48 h seka lisdkasvatet-
tiin ad 5 vrk hitaasti kasvavien bakteerilajien havaitsemiseksi (Kuvio 6). Inkuboinnin jal-
keen maljoilla kasvavien erilaisten pesdkkeiden lukumaarat laskettiin ja maljoilla kasva-
vat bakteerilajit tunnistettiin VITEK®MS-laitteella.

Piilolinssit siirrettin ESwab™-kuljetusputkista steriileilla pinseteilla tioglykolaattiputkiin
vahaisen bakteerikasvun rikastamista varten (Kuvio 7). Tioglykolaattiputkia kasvatettiin
37 °C lampdtilassa vahintaan 48h ajan, jonka jalkeen viljeltiin suklaa- seka FAA-maljoille
sellaiset ndytteet, joissa havaittiin bakteerikasvua. Suklaamaljoja inkuboitiin 5 % CO. at-
mosfaarissd 37 °C lampdtilassa vahintaan 24 h ajan seka lisékasvatettiin ad 48 h hitaasti
kasvavien bakteerilajien havaitsemiseksi. FAA-maljoja inkuboitiin anaerobiatmosfaa-
rissa 37 °C lampdotilassa vahintdan 48 h ajan seka lisékasvatettiin ad 5 vrk hitaasti kas-
vavien bakteerilajien havaitsemiseksi. Inkuboinnin jalkeen maljoilla kasvaneet bakteeri-
lajit tunnistettiin VITEK®MS-laitteella.



Kuvio 6. Bakteeripesékkeitda FAA-maljalla.
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Kuvio 7. Piilolinssi ja bakteerikasvua tioglykolaattiputkessa.

8.4 Kaytannon toteutuksesta saatu aineisto

Aineistoksi kaytannon toteutuksesta saatiin piilolinssinaytteiden sisaltimien bakteerien
kokonaismaarat seka tunnistetut bakteerilajit opinnaytetyon kaytannon toteutuksen eri
osista. Aineiston analysointi perustui uimisen yhteydessa kaytettyjen piilolinssien sisal-
tamien bakteeripesékkeiden lukumaarien vertaamiseen normaalikaytossa olleiden piilo-
linssien bakteeripesékkeiden maariin sek& uimisen ja saunomisen yhteydessa kaytetty-
jen piilolinssien siséltamien bakteeripesakkeiden lukumaarien vertaamiseen normaali-
kaytossa olleiden piilolinssien bakteeripesakkeiden maariin. Analysointi toteutettiin bak-
teeripeséakemadrien keskilukuja vertaamalla ja Wilcoxonin merkittyjen sijalukujen testin
tarkkaa versioita kayttéaen. Liséksi bakteeripeséakkeiden lukumaarien valista yhteytta tut-
kittiin Spearmanin korrelaatiokertoimella. Aineiston analysointi toteutettiin Microsoft Ex-
cel- ja IBM SPSS Statistics -ohjelmilla.
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9 Tulokset

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli selvittdd minkalainen yhteys uima-altaassa uimisella
ja saunomisella on kertakayttoisiin piilolinsseihin tarttuvien bakteerien maaréaén ja mita
bakteerilajeja piilolinsseista |0ytyy uimisen ja saunomisen jalkeen. Piilolinssindytteista
I6ytyneiden bakteerilajien vertailukohdaksi otimme tutkimushenkilGiden silmien sidekal-

voilta bakteeriviljelynaytteet.

Piilolinssinaytteiden bakteeripesékkeiden lukuméarat (=CFU, colony forming unit) ilmoi-

tetaan 800 pl viljeltya kuljetusnestetté kohden yksikdssa CFU/800 pl.

Taulukko 3. Piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumaarien kuvailevat tunnusluvut.

Piilolinssi N Minimi Maksimi KA Mediaani Keskihajonta
Normaalikaytto 10 0 103 21,50 13,00 30,902
Uiminen 10 0 1080 128,40 14,50 335,827
Uiminen & sauna 10 0 1046 132,00 3,00 328,757

Piilolinssien normaalikdyton osassa bakteeripesékkeiden lukumaaran vaihteluvali oli 0—
103, keskiarvo oli 21,50 ja mediaani 13,00 (Taulukko 3). Normaalikaytdssa olleista piilo-

linssindytteistd kahdessa ei havaittu ollenkaan bakteerikasvua.

Uintiosuuden jalkeen poistettujen piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumaéaran vaihte-
luvali oli 0-1080, keskiarvo oli 128,40 ja mediaani 14,50 (Taulukko 3). Naista piilolinssi-
naytteistd kahdessa ei havaittu bakteerikasvua. Kyseiset piilolinssit olivat peraisin eri tut-

kimushenkil6iltd kuin normaalikéyton osan negatiiviset naytteet.

Uima-altaassa ja saunassa kaytettyjen piilolinssien bakteeripeséakkeiden lukumé&éaran
vaihteluvali oli 0-1046, keskiarvo oli 132,00 ja mediaani 3,00 (Taulukko 3). Néaistéa piilo-
linssinaytteistd kahdessa ei havaittu bakteerikasvua. Negatiiviset piilolinssindytteet olivat

peraisin samoilta tutkimushenkildilta kuin uintiosuuden negatiiviset naytteet.

Bakteerikasvua havaittiin kaikkien tutkimushenkildiden kohdalla jossakin analysoidussa

piilolinssissa.
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Kuuden tutkimushenkilén kohdalla uimisen yhteydessa kaytetyn piilolinssin bakteeri-
pesékkeiden lukumaara oli suurempi kuin normaalikayttssa olleessa linssissa. Uimisen
ja saunomisen yhteydessa kaytetyn piilolinssin bakteeripesékkeiden lukumaaré oli nor-

maalikayttssa olleen piilolinssin lukumaaréaé suurempi viidella tutkimushenkil6lla.

Bakteeripesakkeiden lukumaéaérien jakauma normaalikéytéssa olleissa
piilolinsseissa

— Maormal

&7 Mean = 21,5
Std. Dev. = 30,902
N=10

Frekvenssi

2

1] T T
0 20 40 60 80 100 120

CFU 1800 pl

Kuvio 8. Bakteeripesékkeiden lukumaarien jakauma normaalikéytéssa olleissa piilolinsseissa
(N=10).
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Bakteeripesdkkeiden lukumaérien jakauma uidessa kaytetyissé piilolinsseissé

107

Frekvenssi

4[!|[] SEI.'IU
CFU 1800 pl

1
a00

1000

1200

—Marmal

Mean =128 4
Stel. Dev. = 335 827
N=10

Kuvio 9. Bakteeripesékkeiden lukumaarien jakauma uidessa kaytetyissa piilolinsseissa (N=10).

Bakteeripesékkeiden lukumaarien jakauma uidessa ja saunoessa kaytetyissi

piilolinsseissa

Frekvenssi

SfrJCI
CFU 1800 pl

1
a00

1000

1200

= Mormal

Mean = 132
Stl. Dev. = 328 757
N=10

Kuvio 10. Bakteeripesékkeiden lukumaarien jakauma uidessa ja saunoessa kaytetyissa piilolins-

seissa (N=10).
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Piilolinssinaytteiden bakteeripesakkeiden lukumaérien jakauma on histogrammien (Ku-
viot 8-10) perusteella vino ja Shapiro-Wilk—testin mukaan ei-normaalijakautunut (ndyte-
ryhmien p-arvot: 0,001; 0,000 ja 0,000). Tasta syysta aineiston keskikohtaa kuvastaa

aritmeettista keskiarvoa paremmin sen mediaani.

9.1 Uimisen ja saunomisen yhteys piilolinsseihin tarttuneiden bakteerien kokonais-
maaraan

Bakteeripesakkeiden maarien
keskiarvot
140
120
g
5 100
g 80 ® Normaalikaytto
E m Uiminen
S 60 = Uiminen & sauna
(¢0]
D 40
@)
20 -
0 .

Kuvio 11. Piilolinssinaytteiden bakteeripesékkeiden lukumééarien aritmeettiset keskiarvot.

Normaalikdytdssa olleiden piilolinssien bakteeripesdkkeiden lukumaéaran keskiarvo
(21,50 CFU/800 pl) oli huomattavasti pienempi kuin uimisen ja uimisen ja saunomisen
yhteydessa kaytettyjen piilolinssien keskiarvot (128,40 CFU/800 pl ja 132,00 CFU/800
pl) (Kuvio 11). Bakteeripesékkeiden lukuméaarien vaihteluvaleissa havaittiin samankal-

tainen tulos, jolla on vaikutusta keskiarvon suuruuteen.
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Bakteeripesakkeiden maarien
mediaanit

= Normaalikaytto

m Uiminen
»m Uiminen & sauna

CFU/800 ul (Mediaani)

Kuvio 12. Piilolinssinaytteiden bakteeripesékkeiden lukumé&arien mediaanit.

Normaalikayttssa olleiden ja uidessa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesakkeiden luku-
maéaran mediaanit olivat varsin samansuuruiset (13,00 CFU/800 pl ja 14,50 CFU/800 ul)
uimisen nostaessa kuitenkin hieman bakteeripesakkeiden maaraa. Uidessa ja sau-
noessa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumaaran mediaani sen sijaan oli
normaalikaytdssa olleita piilolinsseja pienempi (3,00 CFU/800 pl). (Kuvio 12.)

Keskilukujen erojen merkitsevyytta tutkittiin kayttamalla Wilcoxonin merkittyjen sijaluku-
jen testin tarkkaa versiota. Uimisen yhteydessa kaytettyjen piilolinssien ja normaalikay-
tossa olleiden piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumaarien valinen ero ei testin mu-
kaan ole merkitseva (2-suuntainen p=0,418; N=10). Mydskaan uimisen ja saunomisen
yhteydessa kaytettyjen piilolinssien ja normaalikaytossa olleiden piilolinssien bakteeri-
pesakkeiden lukumaarien valinen ero ei testin mukaan ole merkitseva (2-suuntainen
p=0,590; N=10). Molempien uima-altaassa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesakkeiden
lukumé&arien valilla ei testin mukaan ole merkitsevaa eroa (2-suuntainen p=0,844; N=10).
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Kuvio 13. Uidessa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesdkkeiden lukumé&aran suhde normaalikay-
tossa olleiden piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumaaraéan.

Normaalikaytossa olleiden piilolinssien bakteeripesékkeiden maaréat selittavat 84,9 % ui-
dessa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesakkeiden maarista (Kuvio 13). Bakteeripesak-
keiden maaran valista yhteytta mitattiin laskemalla pesdkemaarien valinen Spearmanin
jarjestyskorrelaatiokerroin. Korrelaatiokertoimen mukaan (rspearman=0,448; p-arvo=0,194)

bakteeripesakkeiden maarien valilla ei ole merkitsevaa riippuvuutta.
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Kuvio 14.  Uidessa ja saunoessa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumaaran
suhde normaalikéaytdssa olleiden piilolinssien bakteeripesékkeiden lukumé&araéan
Normaalikéaytdssa olleiden piilolinssien bakteeripesdkkeiden maarat selittavat 89,6 % ui-
dessa ja saunoessa kaytettyjen piilolinssien bakteeripesékkeiden méaarista (Kuvio 14).
Bakteeripesékkeiden maaran valista yhteyttd mitattiin laskemalla pesakemaarien valinen
Spearmanin jarjestyskorrelaatiokerroin. Korrelaatiokertoimen mukaan (rspearman=0,547;

p-arvo=0,102) bakteeripesdkkeiden maarien valilla ei ole merkitsevaa riippuvuutta.

9.2 Piilolinssinaytteista tunnistetut bakteerilajit ja niiden esiintyvyys

Piilolinssinaytteista tunnistettiin VITEK®MS-laitteella 8 erilaista bakteerilajia: Staphylo-
coccus epidermidis, Propionibacterium acnes, Staph. warneri, Staph. aureus, Kocuria
varians, Moraxella osloensis, Staph. lugdunensis ja Paenibacillus spp. (Kuvio 15; Kuvio
16; Kuvio 17). Lisaksi piilolinssinaytteista I0ydettiin joukko heikkokasvuisia bakteereita,
joita ei VITEK®MS-laitteella onnistuttu tunnistamaan. VITEK®MS-laitteella tunnistamat-
tomista |0ydoksista tehtiin gramvarjays. Naista VITEK®MS-laitteella tunnistamattomista
I0yddksistad kolme kantaa todettiin grampositiivisesti varjaytyviksi oksidaasipositiivisiksi
kokeiksi ja 1 kanta grampositiivisesti varjaytyvaksi sauvabakteeriksi. Totesimme pesa-

kemorfologian, gramvarjayksen, katalaasitestin ja oksidaasitestin perusteella yhden
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grampositiivisista kokkildydoksistd kuuluvan Micrococcus-sukuun ja kahden muun 16y-

doksen olevan stafylokokkeja. (Taulukko 4.)

Bakteerikasvua havaittiin seka aerobiolosuhteissa ettd anaerobiolosuhteissa kasvate-
tuilta maljoilta. Bakteerikasvun kokonaismadara vaihteli valilla 0-1080 CFU/800 pl viljeltya
kuljetusnestetta, keskiarvo oli 94 CFU/800 ul ja mediaani 7 CFU/800 pul. Maljoja viljeltiin
yhteensé 60, joista 21:ssé ei havaittu ollenkaan bakteerikasvua. Negatiivisista maljoista

14 oli suklaamaljoja ja 7 FAA-maljoja.

Bakteeriloyddsten suhteellinen esiintyminen maljoilla laskettiin pesédkemaarittain, jotka

on esitelty kuvioissa 18—20.

Taulukko 4. Piilolinssinaytteiden bakteeriloydokset.

Bakteerilaji

Propionibacterium acnes

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus warneri

Staphylococcus aureus

Staphylococcus lugdunensis

Moraxella osloensis

Kocuria varians

Paenibacillus spp.

Micrococcus spp.

Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp.

Grampositiivinen sauvabakteeri




Kuvio 16. Paenibacillus spp. -puhdasviljelmé suklaamaljalla.
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Kuvio 17. Kocuria varians -puhdasviljelma suklaamaljalla.

Staphylococcus
epidermidis
76,87%

Staphylococcus

lugdunensis Sta
phylococcus
0,04% ~ warneri
Paenibacillus spp. \ 1,03%
0,00% Propionibacterium Staphylococcus
acnes aureus
Staphylococcus 21.60% 0,18%
spp. Gram pos. sauva !
0,04% 0,00% Kocuria varians
0,11%

Moraxella osloensis

Micrococcus Staphylococcus 0.04%

0,04% SPpp.
0,07%

Kuvio 18. Tunnistetun bakteerikasvun lajikohtaiset suhteelliset osuudet kokonaiskasvusta.

32



33

Valtaosa piilolinssinaytteistd havaitusta bakteerikasvusta oli Staphylococcus epidermi-
dista (76,87 %) ja Propionibacterium acnesta (21,60 %). Muita bakteerilajeja kokonais-
kasvusta oli siis vain noin 1,5 %. 0,00 % suhteellisen kasvun osuus kuviossa tarkoittaa,
etté kyseinen bakteerilaji tuli esiin vasta tioglykolaattiputkesta viljellyilla maljoilla. (Kuvio
18.)

Staphylococcus
epidermidis
97,27%

Paenibacillus spp.

0,00%
Staphylococcus  Staphy|ococcus
Spp. warneri
0,09% 1,55%
Micrococcus spp. Staphylococcus
0,09% Moraxella osloensis Kocuria varians aureus
Staphylococcus 0,09% 0,27% 0,45%
spp.

0,18%

Kuvio 19. Tunnistetun bakteerikasvun lajikohtaiset suhteelliset osuudet kokonaiskasvusta suklaa-
maljoilla.

Aerobisissa olosuhteissa kasvatetuilla suklaamaljoilla oli valtakasvuna yli 97,27 % osuu-
della Staphylococcus epidermidis. Staph. warneri, Staph. aureus ja Kocuria varians
muodostivat yhteensa noin 2,2 % suklaamaljoilla havaitusta kasvusta. 0,00 % suhteelli-
sen kasvun osuus kuviossa tarkoittaa, etta kyseinen bakteerilaji tuli esiin vasta tioglyko-
laattiputkesta viljellyilla maljoilla. (Kuvio 19.) Kokonaiskasvun maara suklaamaljoilla oli
1100 bakteeripesaketta.
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Staphylococcus
epidermidis

6382%  \

\_ Propionibacterium
acnes
35,43%

Paenibacillus spp. Staphylococcus

0,00% loco
’ Gram pos. sauva Staphylococcus war mU%II
0,00% lugdunensis 0,70%

0,06%

Kuvio 20. Tunnistetun bakteerikasvun lajikohtaiset suhteelliset osuudet kokonaiskasvusta FAA-
maljoilla.

Anaerobisissa olosuhteissa kasvatetuilla FAA-maljoilla olivat valtakasvuna Staph. epi-
dermidis (63,82 %) ja Propionibacterium acnes (35,43 %). 0,00 % suhteellisen kasvun
osuus kuviossa tarkoittaa, etta kyseinen bakteerilaji tuli esiin vasta tioglykolaattiputkesta
viljellyilla maljoilla. (Kuvio 20.) Kokonaiskasvun maara FAA-maljoilla oli 1719 bakteeri-

pesaketta.
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Taulukko 5. Tunnistettujen bakteerilajien esiintyvyys piilolinssindytteissa.

Bakteerilaji Esiintyvyys
Propionibacterium acnes 70,0 %
Staphylococcus epidermidis 46,7 %
Staphylococcus warneri 10,0 %
Staphylococcus aureus 3,3%
Moraxella osloensis 3,3%
Staphylococcus lugdunensis 3,3%
Kocuria varians 3,3%
Paenibacillus spp. 3,3%
Micrococcus spp. 3,3%
Staphylococcus spp. 3,3%
Staphylococcus spp. 3,3%
Grampositiivinen sauvabakteeri 3,3%

Yleisin piilolinssinaytteiden 16yd6s oli Propionibacterium acnes, jota esiintyi 70,0 %:ssa
piilolinssindytteitd. Seuraavaksi yleisimmat piilolinssinaytteiden 16ydokset olivat koagu-
laasinegatiiviset stafylokokit Staphylococcus epidermidis (46,7 %) ja Staphylococcus
warneri (10,0 %). (Taulukko 5).

Taulukko 6. Piilolinssinaytteista tunnistettujen bakteerilajien esiintyvyys tutkimushenkil6illa.

Bakteerilaji Esiintyvyys
Propionibacterium acnes 100,0 %
Staphylococcus epidermidis 80,0 %
Staphylococcus warneri 20,0 %
Staphylococcus aureus 10,0 %
Moraxella osloensis 10,0 %
Staphylococcus lugdunensis 10,0 %
Kocuria varians 10,0 %
Paenibacillus spp. 10,0 %
Micrococcus spp. 10,0 %
Staphylococcus spp. 10,0 %
Staphylococcus spp. 10,0 %
Grampositiivinen sauvabakteeri 10,0 %
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Propionibacterium acnes tunnistettiin jokaiselta kymmenelta tutkimushenkillta jostakin
tutkitusta piilolinssinaytteestéa. Staphylococcus epidermidista I0ytyi piilolinssinaytteista
80,0 %:lla tutkimushenkiloita ja Staphylococcus warneri 20,0 %:lla tutkimushenkiloita.
(Taulukko 6).

9.3 Sidekalvonaytteista tunnistetut bakteerilajit ja niiden esiintyvyys

Tutkimushenkildiden silmien sidekalvoilta otetuista kahdestakymmenesta bakteerivilje-
lynaytteesta 15 kappaletta, eli 75 % oli negatiivisia (Taulukko 7). Viidesta positiivisesta
naytteesta tunnistettiin VITEK®MS-laitteella 3 eri bakteerilajia: Staphylococcus epider-
midis, Propionibacterium acnes ja Paenibacillus spp.. Naiden lisdksi yhdesta naytteesta

todettiin VITEK®MS-laitteella tunnistamaton grampositiivinen kokkibakteeri.



Taulukko 7. Silmien sidekalvonaytteiden l6ydokset tutkimushenkilittain.
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Vasen

Tutkimushenkil® Silma Loydos
Oikea Ei kasvua
! Vasen Ei kasvua
Oikea Ei kasvua
? Vasen Ei kasvua
Oikea Ei kasvua
° Vasen Ei kasvua
Oikea Ei kasvua
i Vasen Ei kasvua
Oikea Ei kasvua
> Vasen Ei kasvua
Oikea Ei kasvua
° Vasen Ei kasvua
Oikea Ei kasvua
! Vasen Propionibacterium acnes
Oikea Grampositiivinen kokki
° Vasen Ei kasvua
Oikea Staphylococcus epidermidis
° Vasen Propionibacterium acnes & Paenibacillus spp.
10 Oikea Staphylococcus epidermidis

Ei kasvua




38

Taulukko 8. Sidekalvonéaytteista tunnistettujen bakteerilajien esiintyvyys tutkimushenkil6illa.

Bakteerilaji Esiintyvyys
Propionibacterium acnes 20,0 %
Staphylococcus epidermidis 20,0 %
Staphylococcus warneri 0,0 %
Staphylococcus aureus 0,0 %
Moraxella osloensis 0,0 %
Staphylococcus lugdunensis 0,0 %
Kocuria varians 0,0 %
Paenibacillus spp. 10,0 %
Grampositiivinen kokki 10,0 %

Staphylococcus epidermidis esiintyi 20,0 %:lla tutkimushenkildita, Propionibacterium ac-
nes 20,0 %:lla tutkimushenkil6ita ja Paenibacillus spp. 10,0 %:lla tutkimushenkilgita. 10,0
%:lla tutkimushenkildita 16ytyi VITEK®MS-laitteella tunnistamaton grampositiivinen kok-
kibakteeri. (Taulukko 8).

10 Johtopaatokset ja pohdinta

10.1 Tulosten tarkastelu

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd mink&lainen yhteys uimisella ja saunomisella
on kertakayttoisiin piilolinsseihin tarttuvien bakteerien maaraan ja mita bakteerilajeja pii-
lolinssindytteista 16ytyy. Piilolinssien bakteeripesdkemaarien valista yhteyttd tutkittiin
keskilukuja vertailemalla ja tilastollisia analyysimenetelmiéa kayttaen. Bakteerilajit tunnis-

tettiin viljellyista piilolinssinaytteista VITEK®MS-laitteella.

Aiemmassa uimisen vaikutuksia piilolinsseihin tarttuviin bakteereihin kasittelevéassa tut-
kimuksessa (Choo ym. 2005: 134-137.) havaittiin, etté kertakayttoisten piilolinssien kay-
t6ll& uidessa on merkittava vaikutus piilolinsseihin tarttuvien bakteerien maaraan. Tutki-
muksen mukaan uidessa kaytettyihin piilolinsseihin tarttuu huomattavasti enemman bak-
teereita kuin piilolinsseja normaalisti kayttdessa. TAman opinnaytetydn tulokset kuitenkin
eroavat naista havainnoista. Opinndytetyon tulosten mukaan uidessa kaytetyista piilo-

linsseista 10ytyi keskimaarin vain noin yksi bakteeripesdke enemman kuin normaalikay-
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tossé pidettyihin piilolinsseihin. Piilolinssien bakteeripesékkeiden lukuméarien mediaa-
nien valisten erojen merkittavyyttd analysoitaessa havaitsimme, ettd tata pienta eroa ei
voida pitda merkittavana. Aiemman tutkimuksen mukainen korkeampi bakteeripesakkei-
den maaréa uidessa kaytetyssa piilolinssissé havaittiin tdssa opinnaytetydssa vain kuu-
den tutkimushenkilon kohdalla. Ohjeistimme tutkimushenkilditd sukeltelemaan uima-al-
taassa silmét suljettuina, jotta piilolinssit eivat irtoaisi silmista. Silmat auki sukeltaessa

piilolinsseihin tarttuneiden bakteerien maara olisi saattanut olla suurempi.

Uidessa ja saunoessa kaytetyissa piilolinsseissa havaittiin keskimaarin normaalikdytt6a
pienempia bakteeripesédkkeiden maarid. Mediaanien eron merkittdvyyden analysoinnin
mukaan havaitsemaamme eroa ei kuitenkaan voida pitaa merkittavana. Neljan tutkimus-
henkilon kohdalla uidessa ja saunassa kaytetyssa piilolinssissa havaittiin pelkastaan ui-
dessa kaytettyyn piilolinssiin verraten pienempia bakteeripesékkeiden maarid. Taman
eron syyna voi olla pelkdn saunan korkean lAmpdtilan vaikutuksen lisaksi myos sau-
nassa kaytettyjen piilolinssien pidempi aika tutkimushenkilén silmassa, jolloin piilolinssiin
tarttuneet bakteerit altistuivat kyynelnesteen vaikutukselle pidemp&an. Tatéa eron syyta

on kuitenkin taman opinnaytetydn perusteella mahdotonta todistaa.

Tassa opinnaytetydssa piilolinsseihin tarttuneiden bakteerimaarien merkittavyytta arvioi-
taessa tulee ottaa huomioon tutkimushenkildiden maaré ja siitd johtuva aineiston pieni
koko, jossa yksittaisen tutkimushenkildn tuloksilla on suuri vaikutus. Aineiston pieni koko

tuo myds epavarmuutta opinndytetydn tulosten yleistettavyyteen ja luotettavuuteen.

Opinnaytetydn uinti- ja saunomiskoestus toteutettin samanaikaisesti aikataulullisista
syistd, mistd johtuen pystyimme analysoimaan osien tuloksiin vain toisessa silmassa
kaytetyn piilolinssin. Kayttamillamme terveilla tutkimushenkil6illa voidaan kuitenkin Wil-
sonin (2005: 118-120.) mukaan olettaa olevan samankaltainen mikrobisto molemmissa
silmiss4, jolloin toteutustavalla ei pitdisi olla vaikutusta saamiimme tuloksiin. Optimaali-
sessa aikataulutilanteessa olisimme kuitenkin toteuttaneet koestuksen analysoimalla

molempien silmien piilolinssit kaikissa opinnaytetytn osissa.

Piilolinssinaytteista tunnistettuja bakteerilajeja voidaan pitdd pdéasiassa silman normaa-
lin mikrobistoon kuuluvina I6ydodksina. Opinnaytetytssa analysoiduista naytteista ylei-
simmat bakteerildydokset olivat koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja ja Propionibac-
terium acnes, jotka ovat myo6s yleisimpia terveista silmista tavattavia bakteereita (Tau-

lukko 1). Corynebacterium-suvun lajeja tai streptokokkeja, joita pidetddn myos yleisina
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terveiden silmien |6ydoksing, ei tdssa opinndytetydsséa analysoiduista naytteista I0ydetty

ollenkaan.

Piilolinssinaytteiden 16ydoksista erityisesti Staphylococcus aureusta voidaan pitda op-
portunistisena silmatulehdusten aiheuttajana, vaikka senkin katsotaan yleisesti kuuluvan
silmé&n normaalimikrobistoon. My6s Staphylococcus epidermidis tunnetaan yleisena sil-
matulehdusten aiheuttajana. Merkittavia silmatulehdusten aiheuttajia, kuten Pseudo-

monas aeruginosaa, ei opinnaytetydssa analysoiduista naytteista I6ydetty.

Opinnaytetydssa analysoiduista silmén sidekalvon bakteeriviljelynaytteista jopa 75 % oli
negatiivisia. Negatiivisten naytteiden osuus tdssa opinnaytetydssé on hieman aiempaa
kirjallisuuden tuntemaa osuutta korkeampi (Baron 1996). Silmén sidekalvonaytteisté tun-
nistetut bakteerit olivat silman normaaliin mikrobistoon kuuluvia lajeja, joita I6ydettiin
my6s samojen tutkimushenkildiden piilolinssindytteistd. Taman ja uima-altaan veden val-
vontatutkimuksen negatiivisten bakteerindytteiden perusteella voidaan pitaa mahdolli-
sena, etta piilolinsseihin tarttuneet ja piilolinssindytteista 16ytyneet bakteerit ovat ainakin

osittain tutkimushenkildiden silmista tai silmien ymparistésta peraisin.

Emme tdman opinnaytetyon tuloksilla pysty osoittamaan, ettd uimisella ja saunomisella
olisi kertakayttoisiin piilolinsseihin tarttuvien bakteerien lukumaaria aiempien tutkimustu-
losten mukainen lisdava vaikutus. Taméa johtunee opinnaytetydssa kaytetysta suhteelli-
sen pienesta otoskoosta, johon kuului kymmenen vapaaehtoista tutkimushenkila. Opin-
naytetyon tulokset kuitenkin osoittavat, etté kertakayttoisiin piilolinsseihin voi tarttua bak-
teereita seka piilolinssien normaalikaytdssa etté kdytdssa uima-altaassa. Tasté johtuvan
teoreettisen silmatulehduksen riskin voidaan siis olettaa olevan aina piilolinsseja kaytta-

essa olemassa.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa, jota voidaan kayttaa optikoiden ja silmalaa-
kéarien suosituksissa piilolinssien kaytosta uimisen yhteydessa. Opinnaytetyon tulosten
perusteella emme kuitenkaan voi perustella optikoiden ja silmalaakarien kayttdmia suo-
situksia piilolinssien kayton valttamisesta uimisen yhteydessa, silla aikaisemmista tutki-
muksista poiketen uimisen yhteydessa kaytetyista piilolinsseista ei havaittu merkitsevasti

korkeampia bakteerimaarid kuin normaalisti k&ytetyista piilolinsseista.

Opinnaytetytssa kaytetyista kvantitatiivisen bakteeriviljelyn menetelmista voi olla hyotya

HUSLABINn bakteriologian osastolle uusia viljelymenetelmia ja tydohjeita suunniteltaessa
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vaikka kvantitatiivisen tuloksen saaminen diagnostisessa bakteriologian laboratoriossa
ei ole yleensé niin keskeisessa osassa. Opinnaytetyssa kaytettyjen viljelymenetelmien

soveltaminen myds muihin naytetyyppeihin kuin piilolinsseihin on mahdollista.

Opinnaytetyon piilolinsseihin tarttuvista bakteereista tuottaman tiedon hyéty HUSLABIN
bakteriologian osastolle voi olla rajallinen, silla opinnaytetydssa analysoitujen naytteiden

bakteeriloyddsten voidaan pddasiassa katsoa kuuluvan silmé&n normaaliin mikrobistoon.

Jatkotutkimusehdotuksena ehdotamme opinnaytetyon tutkimusasetelman toistamista
suuremmalla otosmaaralla tutkimuksen luotettavuuden ja yleistettavyyden lisaamiseksi

seka piilolinssien saunassa kayttdmisen vaikutuksen tarkempaa selvittdmista.

10.2 Luotettavuus ja eettisyys

Suunnittelimme ja testasimme opinnaytetydomme k&aytannon toteutuksen huolellisesti
etukateen yhdesséa HUSLABIn bakteriologian osaston kliinisen asiantuntijan Risto Hillan
kanssa. Aikataulut ja kaytetyt tydmenetelmat suunniteltiin ottaen huomioon opinnéayte-
tyon kaytannon toteutuksen vaiheet ja bakteerindytteiden vaatimat kuljetus- ja inkubaa-
tioajat. Toimimme opinndytetyota suorittaessa ammattimaisesti emmeka hairinneet

omalla ty6skentelyllamme laboratorion muuta toimintaa ja tyontekijoita.

Opinnaytetydssa kayttdmamme koeasetelma suunniteltiin niin, ettd se vastaisi asetta-
miimme tutkimuskysymyksiin kertakayttoisiin piilolinsseihin tarttuvien bakteeripesékkei-
den lukumaarien yhteyksista uimisen ja piilolinssien normaalikéyton seka uimisen ja sau-

nomisen ja piilolinssien normaalikaytén valilla.

Piilolinsseja ja bakteeriviljelynaytteita kasiteltiin kaikissa tydvaiheissa aseptisesti baktee-
rikontaminaatioiden valttdmiseksi. Piilolinssi- ja sidekalvonaytteiden viljelyt suoritettiin la-
minaarivirtauskaapissa kontaminaatioiden valttAmiseksi. Kaytimme opinnaytety6ssa
kaytettyjen kertakayttoisten piilolinssien puhtauden kontrollina kahta kayttamaténta pii-
lolinssi&, jotka esik&siteltiin ja viljeltin samoin menetelmin muiden piilolinssinaytteiden
yhteydessa. Kontrollipiilolinsseissa ei havaittu bakteerikasvua. Opinnaytetytsséa kaytet-
tin HUSLABIN bakteriologian osaston kayttamia elatusaineita ja VITEK®MS-laitteen ma-
teriaaleja, joiden laadunvalvonnasta huolehti HUSLABIn bakteriologian osasto. HUSLA-
Bin bakteriologian osasto huolehti myds kayttamiemme laminaarivirtauskaappien ja lam-

pOkaappien toiminnasta ja lampdotiloista. VITEK®MS-laitteen tuloksien laadunvalvonta
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suoritettiin analysoimalla kontrollinaytteita HUSLABIn bakteriologian osaston tytohjei-

den mukaisesti.

Kaytadnnon toteutukseen osallistuneille vapaaehtoisille henkil6ille kerrottiin etukateen
selkedsti, mita osiot pitavat sisalladn ja mita ne vaativat osallistujilta. Koska opinnayte-
tydmme kaytadnnon toteutuksessa oli myds teoreettinen riski silmatulehdukseen, kaytan-
non toteutukseen osallistuneet vapaaehtoiset henkil6t allekirjoittivat vastuuvapautuslo-
makkeen ja heita ohjeistettiin olemaan yhteydessa laékariin silmatulehdusoireiden ilme-
tessa. Tutkimushenkildiden yksityisyytta suojeltiin naytteita ja tuloksia kasiteltdessa kayt-

tamalla naytteissa anonyymia numerokoodausta.

10.3 Opinnaytetydprosessi

Opinnaytetyoprosessille oli varattu riittdvasti aikaa, mutta opinndytetydmme aloitusta hi-
dasti useampi asia. Opinnaytetyon aiheemme liittyi keskeisesti mikrobiologian alaan ja
alkaessamme tyostdmaan opinndytetydsuunnitelmaa mikrobiologian kurssimme kou-
lulla ei ollut alkanut. Meilla ei ollut mydskédan optometrian opiskelijoiden lisaksi muita
yhteisty6tahoja, joten [Ahdimme suunnittelemaan opinnaytety6tamme silta pohjalta, etta
tekisimme sen itse koulun tiloissa. Optometrian opiskelijat olivat hankkimassa opinnay-
tety6lle optometrian alan yhteistydkumppania, joten sen ja tyésuunnitelmamme vuoksi
meidan taytyi selvittdd mitd valineitd tarvitsisimme ja paljonko ne maksaisivat. Tama
osoittautui melko hankalaksi ja aikaa vievaksi, silla meidan piti tehda paljon taustatyota
menetelm&n suunnitteluun ja tarvikkeisiin tutustumiseen. Budjetin suunnittelu oli 1&hes
mahdotonta, silla yksityishenkil6ind emme saaneet tarvitsemiemme tarvikkeiden hinta-

tietoja mistaan.

Opinnaytetydsuunnitelman loppuvaiheessa otimme viela budjetin suunnittelua varten yh-
teyttd myos HUSLABIn bakteriologian osaston kliiniseen asiantuntijaan Risto Hillaan,
jonka puolelta lahtikin ehdotus opinnaytetydn toteuttamisesta bakteriologian osastolla.
HUSLABIN tutkimusluvan saatuamme tarvittavat materiaalit tulisivat heilta ja Risto Hilla

toimisi opinndytetydmme ohjaajana tyéelaman puolella.

Suunnittelimme suorittavamme opinndytetydmme kaytannon toteutuksen kolmessa eri
osassa ja kahtena eri paivana. Olisimme halunneet suorittaa piilolinssien 30 minuutin
normaalikayton ja 30 minuutin uimisen ensimmaisend paivana ja toisena paivana uuden

30 minuutin uimisen seka saunomisen, jotta silmien bakteeristo ehtisi varmasti palautua
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normaalitasolle ja piilolinssien kayttdajat olisivat kaikissa vaiheissa yhta pitkat. Ongel-
maksi kuitenkin muodostui se, etta vapaaehtoisia tutkimushenkilditéa oli vaikea saada
paikalle kahtena eri arkipdivana. Aikataulullisista syisté jouduimme myds suorittamaan
uimisen ja saunomisen yhtena osana niin, etta toisen silman piilolinssi jai uimisen jalkeen
vield saunan ajaksi silmaan. Ei ole varmaa miten kertakayttoisten piilolinssien kayttami-
nen lyhyen ajan vaikuttaa silman mikrobiston normalisoitumiseen piilolinssin poistamisen
jalkeen, joten pohdimme jaivatko eri osioiden véliset ajat liilan lyhyiksi ja olisiko pidem-

mill& ajoilla voinut olla jotain vaikutusta tuloksiin.

Opinnaytetyoprosessin alun hankaluuksista huolimatta saimme opinnaytetyén hyvin
kayntiin. Kaytannon toteutuksen myohaisen ajankohdan vuoksi raportin kirjoittamiseen
ja tulosten analysoimiseen jai hieman vahemman aikaa kuin mitd olisimme halunneet.
Muilta osin opinnaytetyoprosessi eteni suunniteltujen aikataulujen mukaisesti. Saimme
vapaaehtoisiksi tutkimushenkildiksi vaatimamme minimimaaran eli kymmenen henkil6a

ja saimme kaikki haluamamme naytteet keréttya.
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Bakteeripesédkkeiden kokonaismaarat elatusainemaljoittain

Liite 1
1(1)

Tutkimushenkilé Normaalikdytté SM

Normaalikdyttd FAA Yht. normaalikdytto

1 3 26 29
2 13 11 24
3 2 1 3
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 12 12
7 3 11 14
8 0 1 1
9 30 73 103
10 15 14 29
Tutkimushenkil® Uinti SM Uinti FAA Yht. uinti
1 7 40 47
2 4 21 25
3 38 63 101
4 2 16 18
5 0 1 1
6 0 0 0
7 0 11 11
8 0 0 0
9 431 649 1080
10 1 0 1
Tutkimushenkil® Uinti & sauna SM Uinti & sauna FAA  Yht. uinti & sauna
1 40 187 227
2 1 2 3
3 0 3 3
4 0 3 3
5 0 1 1
6 0 0 0
7 2 34 36
8 0 0 0
9 508 538 1046
10 0 1 1



Liite 2

1)
Suklaamaljoilta tunnistetut bakteerilajit
Ikm = bakteeripesakkeiden lukuméaara
TIO = kasvu tuli esiin vain tioglykolaattiputkesta
Néayte Loydds  lkm Loydds  lkm
1-1- Staphylococcus epidermidis 3
2-1- Staphylococcus warneri 13
3-1- Staphylococcus warneri 2
4-1-
5-1-
6-1-
7-1- Kocuria varians 3
8-1-
9-1- Staphylococcus epidermidis 30
10-1- Staphylococcus epidermidis 15
1-2- Staphylococcus epidermidis 7
2-2- Staphylococcus warneri 2 Staphylococcus spp. 2
3-2- Staphylococcus epidermidis 33 Staphylococcus aureus 5
4-2- Staphylococcus epidermidis 1 Moraxella osloensis 1
5-2-
6-2-
7-2-
8-2-
9-2- Staphylococcus epidermidis 431
10-2- Staphylococcus epidermidis ~ TIO Micrococcus spp. 1
1-3- Staphylococcus epidermidis 40
2-3- Staphylococcus spp. 1
3-3-
4-3-
5-3-
6-3-
7-3- Staphylococcus epidermidis 2
8-3- Paenibacillus spp. TIO
9-3- Staphylococcus epidermidis 508



Liite 3

1)
FAA-maljoilta tunnistetut bakteerilajit
Ikm = bakteeripesakkeiden lukuméaara
TIO = kasvu tuli esiin vain tioglykolaattiputkesta
Néayte Loydds lkm Loydds lkm Loydds Ikm
1-1- Propionibacteriumacnes 15  Staphylococcus epidermidis 11
2-1- Propionibacterium acnes 3 Staphylococcus warneri 8
3-1- Staphylococcus warneri 1
4-1- Propionibacterium acnes TIO
5-1-
6-1- Propionibacteriumacnes 11  Staphylococcus epidermidis 1
7-1- Propionibacterium acnes 11
8-1- Propionibacterium acnes 1
9-1- Propionibacteriumacnes 37  Staphylococcus epidermidis 36
10-1- Staphylococcus epidermidis 14
1-2- Propionibacteriumacnes 29  Staphylococcus epidermidis 11
2-2- Propionibacterium acnes 18 Staphylococcus warneri 3
3-2- Propionibacteriumacnes 11  Staphylococcus epidermidis 52
4-2- Propionibacterium acnes 16
5-2- Staphylococcus epidermidis 1
6-2-
7-2- Propionibacterium acnes 11
8-2-
9-2- Propionibacterium acnes 192  Staphylococcus epidermidis 457
10-2- Staphylococcus epidermidis  TIO
1-3- Propionibacterium acnes 160  Staphylococcus epidermidis 27
2-3- Propionibacterium acnes 2
3-3- Propionibacterium acnes 1  Staphylococcus epidermidis 2 G+sauva TIO
4-3- Propionibacterium acnes 3
5-3- Propionibacterium acnes 1
6-3-
7-3- Propionibacteriumacnes 33  Staphylococcus lugdunensis 1
8-3- Paenibacillus spp. TIO
9-3- Propionibacteriumacnes 53  Staphylococcus epidermidis 485
10-3- Propionibacterium acnes 1



