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PIILOLINSSIEN HOITONESTEIDEN
AKANTAMEBA-AKTIIVISUUDEN
MAARITYSMENETELMAN KEHITYS SEKA
HOITONESTEIDEN TEHOKKUUKSIEN VERTAILU

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda Piiloset by Finnsusp Oy:n kayttéon sopiva menetelma
piilolinssien hoitonesteiden akantameba-aktiivisuuden maérittamiseen. Toistaiseksi virallista
ISO-standardia tai vaatimuksia akantameba-aktiivisuudelle ei ole. Tavoitteena oli kehittd&a
menetelm& uusien hoitonesteiden tuotekehitykseen jo ennen viranomaisten valmistelemaa
standardimenetelmaa. Liséksi tyon tarkoituksena oli vertailla yhdekséan kaupallisen tai vasta
tuotekehityksessa olevien hoitonesteiden tehokkuuksia. Analysoitaviin hoitonesteisiin  kuului
toimeksiantajan omien kaupallisten ja tuotekehityksessé olevien hoitonesteiden lisaksi muita
kaupallisia hoitonesteitd. Tyon kaytdnnén osuus suoritettin Turun ammattikorkeakoulun
mikrobiologian ja biotekniikan laboratorioissa.

Testimenetelma kehitettiin kirjallisuudessa julkaistujen tutkimusten seka aiheeseen liittyvien
FDA:n kokouspoytakirjojen perusteella. Menetelmalla pyrittiin simuloimaan tuotteiden oikeaa
kayttoymparistéd. Analyysimenetelméan toimivuutta testattiin yhdella hoitonestenaytteella A.
castellanii -akantameballa positiivisen- ja negatiivisen kontrollin liséksi. Lopullisella alustavien
testien jalkeen kehitetyllda menetelmélla analysoitin yhdeksan hoitonesteen tehokkuudet
kahdelle eri akantameballe (A. castellanii ja A. polyphaga). Hoitonesteiden tehokkuus arvioitiin
subjektiivisesti jakamalla ne aktiivisuuden mukaan neljaan luokkaan.

Kehitetty subjektiivinen analyysimenetelmd osoittautui toimivaksi, vaikka tarkkoja arvoja
amebojen vahentymiselle ei saatu laskettua. Kaytetylld menetelmdlld saatiin toisistaan
poikkeavia tuloksia eri hoitonesteille. Testien aikana havaittiin eri akantameba-lajien ja -kantojen
eroavan herkkyyksiltddn toisistaan. Standardimenetelméan kehityksessd ongelmana tulee
olemaan kaytettavan akantameba-Ilajin ja kannan valinta. Sopiva akantamebojen silytysaika, -
olosuhteet ja uudelleensiirrostuksien lukumé&aré ovat oleellisia selvittda, jotta akantamebat eivat
herkisty kasittelyisté ja sailytyksesta liikaa pysyen siten mahdollisimman luonnollisina.

ASIASANAT:

Acanthamoeba, akantameba, alkueldin, Kkeratiitti, piilolinssien hoitoneste, sarveiskalvon
tulehdus
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DEVELOPMENT OF METHOD TO EVALUATE THE
ACTIVITY OF CONTACT LENS CARE SOLUTIONS
AGAINST ACANTHAMOEBA SPECIES AND
COMPARISON OF DISINFECTION EFFICIENCY OF
DIFFERENT CONTACT LENS CARE SOLUTIONS

The purpose of this thesis was to develop a method to evaluate the disinfection efficacy of
different contact lens care solutions against Acanthamoeba species for the use of Piiloset by
Finnsusp Ink. So far, there are no official ISO standard or other requirements. The aim was to
develop a method which could be used in product development already before the standard
method is available. A further aim was to compare the disinfection efficacy of different contact
lens care solutions against the Acanthamoeba species. There were nine different contact lens
care solutions in the study. Some of the analyzed solutions were produced by the commissioner
and either commercial or under development. Some other commercial solutions were studied,
too. The practical part of this project was performed in microbiology and biotechnology
laboratories of Turku University of Applied Sciences.

The testing method was developed on the grounds of previous publications and FDA minutes.
The testing method aspired to simulate the real conditions of use of the product. The analysis
was tested for one Acanthamoeba species (A. castellanii) with one contact lens care solution
and with positive and negative controls. After performance tests, nine contact lens care
solutions were analyzed for two Acanthamoeba species (A. castellanii and A. polyphaga) using
the final method. The efficiency of the contact lens care solutions was evaluated subjectively,
grouping the solutions into four categories based on efficiency.

The developed subjective method proved to be functional although the exact reduction of
Acanthamoeba was hard to determine. Diverging results were obtained for different solutions.
During the tests it was observed that different Acanthamoeba species and strains had different
sensitivities to disinfectants. In the development of a standard method, the choice of
Acanthamoeba species or strain will present a problem. It is essential to determine a suitable
curing period, curing conditions and number of reinoculations to prevent excessive sensitization
of the Acanthamoeba species during handling and storage. Correct handling and storage will
keep the amoebas as natural as possible.

KEYWORDS:

Acanthamoeba, protozoa, ceratitis, contact lens care solution
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

AC
Aerobinen
Absorptio
AIDS

AK

Amfoteerinen

Anioni
Antiseptinen
AP

ATCC

Biopsia

Biosidi

CDC

CDRH

CSF
Detergentti
DNA
DNV

Emulsio

Enukleaatio

Epiteeli

Acanthamoeba castellanii

1. Happipitoinen; 2. Hapen kayttoon liittyva, happea tarvitseva®
Aineiden imeytyminen johonkin materiaaliin®

Immuunikato; Acquired Immunodeficiency Syndrome

Akantamebakeratiitti;, akantameban aiheuttama sarveiskalvon
tulehdus

Kuvaa yhdisteita, joilla on vastakkaisia ominaisuuksia, ne esim.
voivat reagoida seka happoina ettd emaksina."

Negatiivisesti varautunut ioni*
Mikrobien kasvua estava’
Acanthamoeba polyphaga

Amerikkalainen biologisen materiaalin kokoelma; American Type
Culture Collection

Koepalan otto elavésta kudoksesta ja sen tutkiminen.*
Kemiallisia aineita, valmisteita tai pienelidita, joiden
tarkoituksena on tuhota, torjua tai tehda haitattomaksi haitallisia
elidita sekd estdd niiden vaikutusta tai rajoittaa niiden
esiintymista.

Taudintorjuntakeskus; Centers for Disease Control

Laakinnallisten ja sateilevien laitteiden keskus; Center for
Devices and Radiological Health

Aivo-selkaydinneste; Cerebrospinal Fluid
Pintajannitysta vahentava aine’
Deoksiribonukleiinihappo; Deoxyribonucleic Acid
Det Norske Veritas

Toisiinsa liukenemattomien nesteiden kolloidinen seos. Verbi
emulgoida.’

Elimen tai kasvaimen poisto; enucleatio bulbi, silman poisto.l

Eldinten ulkopintaa seka siséisid onteloita, tiehyitd ja suonia
peittava verisuoneton kerros (pintakerros).*



Fakultatiivinen
anaerobi

FDA

GAE

Genotyyppi

Granulooma

Hus
HusLab

Invasiivisuus

In vitro

In vivo

ISO

Kationi

Kelatoiva aine

Keratiitti

Keratoplastia
Krooninen
Kvalitatiivinen
Kvantitatiivinen

Laktaatti

Lipidi

Mikrobi, joka kykenee elamaan sekéa hapellisissa etta
hapettomissa olosuhteissa.*

Yhdysvaltojen elintarvike- ja la8kevirasto; Food and Drug
Administration

Keskushermostoinfektio; Granulomatous amebic encephalitis

Peruasu, perimd; vyksilon geenien eli perintdtekijiden
kokonaisuus."
Sidekudoksen liikakasvu, esimerkiksi makrofageista ja

lymfosyyteista koostuva tulehdussolukertymé.®
Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiiri
Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin laboratoriot

1. Elimistéssa syoOpasolujen tai mikrobien tunkeutuminen
kudokseen; 2. Kajoava, elimiston sisdlle ulottuva, esim.
tutkimustoimenpide.*

Lasissa, pullossa, koeputkessa (in = sisdssa, vitrum = lasi).
Tutkimustekniikka, jossa koe suoritetaan koeputkessa,
lasimaljassa tai yleisesti eldavdn organismin tai solun
ulkopuolella.*

Elavassa elidsséa tehty tutkimus (vivus = eldva).*

Kansainvdlinen standardisointijarjestt; International Organization
for Standardization

Positiivisesti varautunut ionit

Orgaaninen molekyyli, joka sitoo metallikationeja, esim.
kalsiumia (Ca”") tai magnesiumia (Mg®") ja muodostaa néiden
kanssa liukoisen kompleksiyhdisteen.*

Sarveiskalvon tulehdus, jonka voi aiheuttaa bakteeri, virus, sieni
tai alkuelain.*

Sarveiskalvon siirto*
Pitk&aikainen, pitkallinen.*
Laadullinen

Maaréallinen

Maitohapon suola, esteri tai ioni."

Yhteisnimi elididen solukoissa ja kudoksissa syntyneille rasvoille
ja rasvamaisille aineille. Lipidit eivat edusta rakenteeltaan
yhtendista yhdisteryhmaa. Lipideille on ominaista, ettd ne
liukenevat hyvin orgaanisiin liuottimiin  ja ovat veteen



MD
MDD
Metabolia

Mitokondrio

Mitoosi

Morfologia
MPS
Patogeeninen
PCB

PCR

Pinosytoosi

ppm

Polygonaalinen

Proteaasi
RPM
rRNA

RT

Sekvenssi

Sytotoksinen
TFU
Valvira

VTT

liukenemattomia.*

Laakinnallinen laite; Medical Device
Laakintalaitedirektiivi; Medical Device Directive
Aineenvaihdunta

Soluelin, jossa soluhengitys tapahtuu.*

Tuman ja sen  sisdltaman
kahdeksi identtiseksi kopioksi.*

periman  jakautuminen

Muoto-oppi

Piilolinssien monikaytténeste; Multipurpose Solution
Tautia aiheuttava; patogeeni, tautia aiheuttava mikrobi*
Polyklooratut bifenyyli-yhdisteet; Polychlorinated Biphenyl
Polymeraasiketjureaktio; Polymerase Chain Reaction

Solun aktiivista nestemaisten ravintoaineiden ottoa (vrt.
endosytoosi). Pinosytoosissa solukalvoon muodostuu pieni
sisdanpainuma  (caveola), joka solunulkoisen nesteen
tayttamana tyontyy solun sisalle ja kuroutuu irti kalvosta
erilliseksi rakkulaksi.*

Miljoonasosa; Parts Per Million

Epasymmetrinen

Proteiineja hajottavien entsyymien yleisnimitys*
Kierrosta minuutissa; Revolutions Per Minute
Ribosomaalinen RNA; Ribosomal Ribonucleic Acid
Huoneenlampd; Room Temperature

Makromolekyylien sisaltamien monomeerien jarjestys.
Esimerkiksi proteiinien aminohappojen tai nukleiinihappojen
nukleotidien jarjestys.!

Soluille myrkyllinen*

Vyohykkeita muodostavia yksikkojd; Track-forming units

Sosiaali- ja terveysalan lupa- ja valvontavirasto

Valtion teknillinen tutkimuskeskus



1 JOHDANTO

Akantamebat (Acanthamoeba spp.) ovat yleisesti ymparistéssa esiintyvia
alkuelaimia, joiden tiedetadan aiheuttavan ihmisilla monenlaisia infektioita.
Akantameban aiheuttama akantamebakeratiitti (AK) on vakava, ndkda uhkaava
sarveiskalvon tulehdus. Piilolinssien kayttd lisaa AK:n riskia, minka vuoksi
piilolinssien hoitonesteiden akantameba-aktiivisuuden maarittamiseen tarvitaan

menetelma.®

Tyon tarkoituksena oli kehittda sopiva menetelmé piilolinssien hoitonesteiden
akantameba-aktiivisuuden maaritykseen, seka testata ja vertailla menetelmaa
hyddyntden kaupallisten- ja vasta tuotekehityksessa olevien hoitonesteiden
tehokkuuksia akantameboja vastaan.

Mahdollisimman luonnollisia  piilolinssien  kayttdolosuhteita  jaljitteleva
testimenetelmd kehitettin  aiheesta aiemmin julkaistujen tutkimusten
perusteella. Kehitysvaiheessa menetelmaa testattiin positiivisen- ja negatiivisen
kontrollin lisdksi yhdella hoitonestenaytteella seka yhdella akantameballa.
Virallisissa tutkimuksissa testattin yhdeksé&n eri hoitonesteen tehokkuuksia
kahdelle eri akantameballe. Tyon kokeellinen osuus  suoritettiin
kokonaisuudessaan  Turun  ammattikorkeakoulun, = Lemminkaisenkadun

toimipisteen mikrobiologian ja biotekniikan laboratorioissa.

Kirjallisuusosiossa perehdytaan tutkittavaan amebasukuun seka kasitellaan
lyhyesti akantameban aiheuttamaa keratiittia ja sen hoitoa. Liséksi
kirjallisuusosiossa kaydaan Ilapi piilolinssien hoitonesteitd ja niihin liittyvia
viranomaisvaatimuksia seka vertaillaan neljad menetelman kehitykseen

hyodynnettya julkaisua seka niiden tuloksia keskenaan.

Tyon toimeksiantajana toimi Piiloset by Finnsusp Oy, joka on kotimainen
vuonna 1978 perustettu optisen alan perheyritys. Yrityksen toiminta alkoi
piilolinssien hoitonesteiden tuotekehityksesta ja valmistuksesta ja johti Piiloset -
tuoteperheen syntyyn. Hoitonesteiden valmistuksen liséksi liiketoiminta on
laajentunut  Free-Form —  tekniikkaa hyodyntdvaan silmélasilinssien

valmistukseen. Liiketoimintaan kuuluu myds optisen alan tuotteiden
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maahantuonti seka optisen alan koneet ja laitteet seka naiden huolto. Vientia
yrityksella on n. 30 maahan.®
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2 AKANTAMEBA

2.1 Yleista

Akantamebat ovat yksisoluisia, yleisesti sekda maaperassa ettd vesistbissa
esiintyvia alkueldimid. Niitd on eristetty myos vedenjakelujarjestelmista seka
uima-altaiden vesistd. Akantameballa on kaksi elinmuotoa; aktiivinen
trofotsoiitti- seka inaktiivinen kystamuoto.®> Taméan hetkisen tiedon mukaan
akantameboja tunnetaan yli 20 lajia®, joista 11 tiedetaan olevan ihmiselle
patogeenisia ja ainakin kahdeksan aiheuttavan akantamebakeratiittia (AK)’.
Yleisin AK:a aiheuttava laji on Acanthamoeba castellanii . Taulukossa 1 on
esitelty AK:a seké& keskushermostoinfektiota (GAE; Granulomatous amebic

encephalitis) aiheuttavat akantameba-lajit.

Taulukko 1. AK:a ja GAE:ta aiheuttavia akantameba-lajeja.’

Keskushermostoinfektio Akantamebakeratiitti
A. culbertsoni A. castellanii
A. castellanii A. polyphaga
A. polyphaga A. culbertsoni
A. astronyxis A. hatchetti
A. healyi A. rhysodes
A. divionensis A. griffini
A. quina
A. lugdunensis

Jaottelu

Akantamebat voidaan jaotella joko muodon eli morfologian tai genotyypin el
perintotekijoiden perusteella. Morfologisesti akantamebat jaotellaan kolmeen
ryhméaan (I - 1ll). Jaottelu tehdaan pé&&asiassa kystien morfologisten
ominaisuuksien seka trofotsoiittien koon ja muotojen perusteella.® Genotyyppiin
perustuva jaottelu tehdaan tuman tai mitokondrion ribosomaalisen RNA:n
(rRNA) pienten alayksikkdjen (16S ja 18S) sekvenssien analysoinnin

perusteella. Tahan mennessa on loydetty 15 erilaista genotyyppid (T1-T15),
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joista yleisin, seka ymparistdssa etta potilaseristyksissa, on T4.>? Gregory C.
Booton ym.° madrittivat tutkimuksissaan 249 eri lahteistd eristettyjen
akantamebojen genotyypit. Taulukossa 2 on esitelty tutkimuksessa
maadritettyjen eri genotyyppien yleisyys ymparistossa, AK:ssa seka muissa
infektioissa.® Keratiittia aiheuttavat akantameba-lajit ovat olleet genotyypeiltdan
T3, T4, T6 tai T11%%,

Taulukko 2. Tutkittujen akantameba-kantojen genotyyppien jakautuminen.®
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Naytteet eristetty piilolinssikotelosta ja nenén limakalvolta

Elinkierto ja morfologia
Akantameban elinkierto kasittdaa kaksi vaihetta; aktiivisen trofotsoiitti- ja
inaktiivisen kystavaiheen (kuva 1). Elinolojen ollessa suotuisat, amebat

esiintyvat liikkuvassa trofotsoiitti-muodossa, jolloin ne lisaantyvét jakautumalla
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ja kayttavat ravinnokseen mikrobeja. Ep&edullisissa ymparistooloissa, kuten
ravinnon loppuessa, lampdétilan tai happamuuden muuttuessa, trofotsoiitit
koteloituvat kestomuotoisiksi kystiksi.> Akantamebojen kystat ovat erittain
kestavia ja kestavat jopa vuosia epasuotuisissa oloissa®. Niita on eristetty
alueilta, joilla on suuret pitoisuudet myrkyllisia aineita, kuten erilaisia torjunta- ja
ladkeaineita, raskasmetalleja seka PCB-yhdisteita (polykloorattuja bifenyyli-
yhdisteita)®. Kystat kestavat hyvin myos kloorausta’, mista johtuu niiden
esiintyvyys myos uima-altaiden vesissa'!. Olosuhteiden muuttuessa suotuisiksi,

kystat muuntuvat takaisin aktiiviseen trofotsoiitti-muotoon’.

Trofotsoiitit ovat halkaisijaltaan 25 — 40 pm ja muodostavat pinnoilla
likkuessaan akantameballe tunnusomaisia neulamaisia ulokkeita, ns.
acanthopodeja'?. Trofotsoiitille tunnusomaista on suuri tuma, jossa selkeasti
erottuva tumajyvanen'®. Kystat ovat halkaisijaltaan 10 — 30 pm,

kaksoisseinallisia ja muodoiltaan polygonaalisia eli epasymmetrisia®?.

Trofotsbiitti

Kuva 1. 400 x suurennos A. polyphagan trofotsoiitti- ja kystamuodosta.
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Mikroskoopilla tarkasteltaessa kystat on helpompi havaita niiden paksumman,
kaksoisseinéllisen rakenteen vuoksi. 100 x suurennoksessa kystat (kuva 2)
nakyvat pienind ja epasymmetrising, ryppadisiin kerdantyneind hahmoina.
Trofotsoiitit (kuva 2) ovat kystia hieman suurempia ja haaleampia. Liikkuessaan

ne muuttavat muotoaan neulamaisten ulokkeiden muodostuessa.

Kuva 2. 100 x suurennos A. castellaniin trofotsoiitti- ja kystamuodoista.

Luonnossa trofotsoiitit kayttavat ravinnokseen péaasiassa bakteereja, levia ja
homeita, mutta ne pystyvat hyédyntaméan myds liuenneita ravintoaineita

pinosytoosin avulla’.

Akantamebojen patogeenisyys

Akantameban patogeenisyys perustuu sen kykyyn tarttua pintoihin ja tunkeutua
kudoksiin. Akantamebat voivat aiheuttaa monenlaisia sairauksia ihmisill&.
Vakavin naista on keskushermostoinfektio eli GAE. Ne voivat infektoida my6s
ihoa (Acanthamoeba dermatitis) aiheuttaen laajan ihotulehduksen, joka voi
muodostaa iholle leesioita eli haavaumia. lhon lisaksi amebat voivat kolonisoida
poskionteloja aiheuttaen sinuiitin eli poskiontelotulehduksen. Liséksi amebojen
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tiedetddn aiheuttavan silmén sarveiskalvotulehdusta; AK:a. Ameba erittaa

lukuisia proteaaseja sekd happiradikaaleja, jotka helpottavat sarveiskalvon

epiteelisolujen hajoamista ja mahdollistavat siten ameban tunkeutumisen

kudoksiin.” Taulukossa 3 on esitelty akantameban aiheuttamia sairauksia.

Taulukko 3. Akantamebojen aiheuttamia sairauksia.’

Sairaus GAE AK Muut infektiot
Krooninen, hitaasti
eteneva
keskushermoston Kivulias, nakoa e
infektio (saattaa levita uhkaava Yolﬁllzlilrlr;p'lg rﬁllfi)llsa
Yleiskuvaus keuhkoihin), esiintyy sarveiskalvo- irﬁmuuni Juutteisilla
sairaudesta yleensa tulehdus; esiintyy henkilbiﬁ)lé (esim
pitkaaikaissairailla ja yleensa terveilla linsii il \
muilla hmisill. elinsiirtopotilailla).
immuunipuutteisilla
henkilailla.
Kulkeutu- Hengityselimet, iho, Sarveiskalvon lho, sivuontelo,
minen sivuontelo hankauma hengityselimet
it; n?:g&a Viikkoja tai kuukausia Paivia Viikkoja tai kuukausia

Kliiniset oireet

Sekavuus, paanséarky,
niskan jaykkyys,
artyneisyys

Voimakas kipu,
naon
heikkeneminen,
valonarkuus,
tulehdus,
rengasmainen
kuvio
sarveiskalvossa

lhon haavaumat,
pahkurat, sivuontelon
vamma, sivuontelon
tulehdus

Patologisuus

Paikallinen kuolio,
granulooma

Sarveiskalvon
haavauma, jopa
sokeutuminen

Granuloomia sisaltava
ihoreaktio, tulehdus

Diagnosointi

Aivobiopsia, CFS
sivelynayte, viljely,
epasuora kudoksen
immunofluoresenssi,
PCR

Sarveiskalvon
biopsia tai
kaavinnayte,
varjays, viljely,
mikroskopointi

Ihobiopsia, viljely,
epasuora kudoksen
immunofluoresenssi
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2.2 Akantamebakeratiitti (AK)
2.2.1 Yleistad

Akantamebakeratiitti on vakava, ndkda uhkaava sarveiskalvon tulehdus, jonka
oireita ovat muun muassa voimakas kipu, valonarkuus, nopeasti muutamassa
paivassa heikentynyt nakokyky sekd runsas kyynelnesteen eritys. AK:n
tunnusomaisin oire on sarveiskalvoon muodostuva rengasmainen kuvio, joka
muodostuu  kuitenkin vasta 4-8 viikon kuluttua ensimmaisten oireiden
alkamisesta.® Huonosti hoidettuna AK aiheuttaa sarveiskalvon haavautumista,

naon heikentymista ja voi lopulta johtaa sokeutumiseen®.

AK tunnistettin ensimmaisen kerran Yhdysvalloissa, eteldisesséd Texasissa
vuonna  1973>.  Vuosina  1973-1981 raportoitin ~ vain  viidesta
keratiittitapauksesta. Keratiittitapausten maara lisaantyi vahitellen vuoteen 1984
ja nousi rajahdysmaisesti 1980-luvun lopulla.*®* Vuoteen 2003 mennessa AK-
tapauksia oli dokumentoitu maailmanlaajuisesti arviolta jopa yli 1350,
Viimeisten vuosien aikana AK on selvasti yleistynyt maailmanlaajuisesti: CDC
(Centers for Disease Control) raportoi vuosien 2005-2007 aikana 136
tapauksesta Yhdysvalloissa'®. Suomessa tapauksia on ollut 2000-luvulla noin
20, kaikki piilolinssien kayttgjilla (Taru Meri 7.12.2010, HUS, henkilokohtainen

tiedonanto).

Akantameboille altistuminen on erittéin yleista. Tutkimusten mukaan 50-100
%:Ita vaestosta (jotka eivat ole koskaan sairastaneet akantameban aiheuttamaa
infektiota) on eristetty akantamebojen antigeeneille spesifisia seerumin vasta-
aineita.'® Lisaksi akantameboja on eristetty jopa taysin terveiden, oireettomien
ihmisten sieraimista ja nieluista. Vaikka akantameboille altistuminen vaikuttaa
olevan melko yleista, on yllattavda kuinka harvinainen niiden aiheuttama
sarveiskalvon tulehdus on.*® Ihmisen omalla immuunijarjestelmélla, etenkin

synnynnaiselld, on suuri rooli AK:n ehkéisyssa®®.

Tutkimuksissa on havaittu, ettd akantameban samanaikainen infektio muiden
mikrobien (bakteerien tai sienien) kanssa on yleista. Yhteisinfektio muiden

mikrobien kanssa tarjoaa ameboille ravintoa.® Badenoch ym.* tutkimuksessa
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rotilla tehdylla tautimallinnuksella huomattiin, ettd kehittyakseen AK:Kksi
akantamebat tarvitsivat bakteerikasvustoa ymparilleen. Bakteerit toimivat

kudoksessa ikaan kuin kofaktoreina mahdollistaen infektion.®

2.2.2 Piilolinssit ja AK

Jopa 85 % akantamebakeratiittin sairastuneista on piilolinssien kayttajia°.
AK:lle altistavia tekijoitd ovat muun muassa sopimaton piilolinssien hoito,
etenkin kotitekoisten suolaliuosten kayttdé piilolinssien puhdistuksessa ja
sailytyksessa. Liséksi sarveiskalvon vammat ja hiertymat altistavat keratiitille.*®
My6s uiminen piilolinssit silmissé lisaa akantamebakeratiitin riskia**. AK:ta
esiintyy poikkeuksetta yleiskunnoltaan terveillda henkil6illa, kun taas
keskushermosto- seka muita infektioita tavataan yleensa vain heikon
vastustuskyvyn omaavilla ihmisilla, esimerkiksi AIDS-potilailla®. Vaikka AK
useimmiten yhdistetd&nkin piilolinssien kayttoon, infektion voi saada myds

henkild, joka ei kayta piilolinsseja’.

Piilolinssien vaikutus sarveiskalvoon

Verisuoneton sarveiskalvo on riippuvainen kaasujen vaihdossa kyynelnesteen
ja ilman rajapinnasta, jotta aerobinen metabolia onnistuisi. Piilolinssien kaytto
vahentdd hapen ja hiilidioksidin vaihtoa sarveiskalvon pinnalla ja siten
heikentad sarveiskalvon pinnan kaasumetaboliaa.!’ Kaasumetabolian
heikentymisen johdosta hapen puute sekd hiilidioksidimaaran lisaantyminen
vahentavat epiteelisolujen happiaineenvaihduntaa. Happiaineenvaihdunnan
vahenemisen seurauksena laktaatin (maitohapon suola) tuotanto lisdantyy,
mika aiheuttaa mitoosin hidastumista ja siitd johtuvaa epiteelisolukon
ohentumista ja haurastumista.'® Vahainen hapensiirto voi johtaa epiteelisolukon
rakoiluun, mika johtaa sarveiskalvon sadhkdisen potentiaalin laskuun, paikallisiin

sydpymiin, epiteelisolukon hankaumiin ja kasvaneeseen mikrobi-infektioriskiin®®.

Jopa aivan pienien epiteelivaurioiden on osoitettu paljastavan keratosyyteissa
mannoositahteita, joihin akantameban trofotsoiitti pystyy tarttumaan mannoosia

sitovalla pintaproteiinilla. Tarttuessaan se alkaa tuottaa sarveiskalvostrooman
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kollageenia pilkkovaa proteaasia. Piilolinssien kayttd riittdd paljastamaan
mannoositéhteit, jolloin infektioherkkyys kasvaa.*

Van Klink ym.?° tutkimuksessa kiinanhamstereilla tehdylla tautimallinnuksella
pystyttiin todistamaan, ettei AK puhjennut ilman sarveiskalvon hankaumaa tai

hiertymaa.
2.2.3 Diagnosointi

Alkueldinten aiheuttamat sarveiskalvon tulehdukset eivat ole vield tarpeeksi
hyvin tunnettuja. Niitd ei mydskaan tunnisteta kliinisista naytteista tarpeeksi
hyvin, silla menetelmat niiden diagnosoimiseksi ovat vield vieraita eika
rutiinitoimenpiteitd tai edes valmiuksia diagnoosin tekemiseen ole monissakaan

laboratorioissa.’

Akantameban aiheuttaman keratiitin diagnosointi on yleensa ongelmallista,
koska tauti muistuttaa usein yleisimpia bakteeri- tai virusperaisia sarveiskalvon
tulehduksia. AK sekoitetaankin usein Herpes simplex-viruksen aiheuttamaan
keratiittin.* Mahdollisimman nopea diagnoosi parantaa huomattavasti
toipumisennustetta’®. AK:ta voidaan epailla kliinisten oireiden, taudin kulun ja
etenkin mikroskooppisen tutkimuksen perusteella. Varmaan diagnoosiin
tarvitaan ameban osoitus viljelemalla. Suomen kaikki alkuelain tartuntaepailyt
tutkitaan keskitetysti Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HusLab),
parasitologian yksikdssa. Viljely voidaan tehda piilolinssista, hoitonesteista tai
silmasta otetusta naytteestd. Linssit ja niiden sailyttamiseen kaytetty neste
voidaan lahettdd laboratorioon  sellaisenaan, silmanayte  otetaan
elatusaineeseen lahetettavassa yksikdssa. Positiivisen tuloksen varmistuttua
amebat lahetetddn Lontooseen genotyypattavaksi. (Taru Meri 7.12.2010, HUS,

henkilokohtainen tiedonanto)

Viljely on AK:n diagnosointiin kéytetyistd menetelmista yleisin. Sen etuja ovat
edullisuus ja yksinkertaisuus, mutta se ei ole kovinkaan herkkéa. Viljelya
uudempi menetelma AK:n diagnostiikassa on in vivo — konfokaalimikroskopia,

joka mahdollistaa kystien ja trofotsoiittien tutkimisen suoraan silmén
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sarveiskalvolta. In vivo -konfokaalimikroskopian etuja ovat noninvasiivisuus
seka nopeus. Lisdksi sen avulla voidaan my0s seurata infektion kulkua ja
hoitovastetta. AK voidaan osoittaa myds polymeraasiketjureaktiolla (PCR), jolla
on saavutettu parempi herkkyys kuin viljelylla. Lisadksi PCR:aan perustuva
diagnosointi on vilielya nopeampi ja silla voidaan samanaikaisesti maarittaa
naytteesta l0ytyneen akantameban laji. Viela toistaiseksi PCR on vain

tutkimuskaytossa.*

2.2.4 Hoito

AK voi olla vaikeahoitoinen, etenkin diagnoosin ja oikean hoidon viivastyttya.
Hoito koostuu yleensd monien eri ladkkeiden yhdistelmista seka Kkirurgisista
toimenpiteista.* Pitkalle kehittyneen AK:n hoito saattaa kestdaad useista

kuukausista jopa yli vuoteen ja epaonnistuminen on melko yleista’.

Laakehoito

AK:n hoitoon kaytetdan monenlaisia laakkeitd. Osa laakkeista annostellaan
oraalisesti, osa voiteina tai tippoina suoraan silméan pinnalle.** L&&kehoito
aloitetaan yleensa intensiivisesti. Alussa laakkeita annostellaan paikallisesti 1-2
kertaa tunnissa, yleensa ympari vuorokauden. Hoitojen edetessa laakkeiden
annostelua vahitellen harvennetaan. Yllapitohoitoa jatketaan vasteen mukaan

muutamista viikoista muutamiin kuukausiin.*

Akantamebakeratiitin  paikallishoidoksi suositellaan biguanideihin  kuuluvia
polyheksametyleenibiguanidia (PHMB) ja klooriheksidiinia seka
bentsamidiiniyhméan propamidiinia ja heksamidiinia®. Biguanidit ovat tehokkaita
yksin kaytettyind, mutta yleensa niita kaytetddn yhdessd muiden la&akkeiden,

esimerkiksi bentsamidiinien, kanssa?’.

Lisaksi ladkehoidossa voidaan kayttad myos erilaisia antibiootteja kuten muun
muassa gramisidiinia, polymyksiinid sek& metronidatsolia, joiden merkitys on
kuitenkin vahainen. Antibioottien tarkoituksena on ehkaista bakteerien

aiheuttamaa niin sanottua superinfektiota. Lisdksi antibiootit my6s heikentavat
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akantameban elinoloja vahentamalla saatavilla olevan bakteeriravinnon

maaraa.*

Laakehoidon yhteydessa voidaan kayttdd myos kortikosteroideja™®, vaikka
niiden kayttoon liittyykin ristiriitaisia nakokulmia®. Kortikosteroidit lievittavat
tehokkaasti tulehdusreaktioita ja siten helpottavat oireita®. Lisaksi ne ehkaisevat
sarveiskalvosiirrannaisen hylkimisreaktiota'. Kortikosteroidien on kuitenkin
huomattu estavan akantamebojen tuhoamisessa tarkeiden makrofagien
toimintaa® ja niiden myos tiedetddn lisadvan trofotsoiittien Kkoteloitumista
kystiksi®.

Kirurginen hoito

Pitkalle  edenneissd tulehduksissa joudutaan usein  turvautumaan
keratoplastiaan eli sarveiskalvon siirtoon’. Yleensa siirtoon joudutaan
turvautumaan tapauksissa, joissa ladkehoito ei tehoa tai sarveiskalvo on
korjaantumattomasti vaurioitunut ja nakokyky heikentynyt. Keratoplastiaa ei
kuitenkaan tulisi tehda viela infektion aktiivivaiheessa silla myds siirre saattaa
infektoitua.* Infektoitumisriskin vuoksi keratoplastia tehd&an yleensa vasta
hoitojen lopuksi, jotta voidaan olla varmoja, ettd horrostilassa olevia kystia ei ole
jadédnyt sarveiskalvon reunamille. Potilaita, joilla AK on edennyt pitkalle, taytyy
tarkkailla jatkuvasti, koska kystien on huomattu olevan erittain vastustuskykyisia

hoidoille.”

Ennen keratoplastiaa voidaan sarveiskalvosta poistaa pinnalliset kerrokset ja
peittdd aukko sidekalvokielekkeella. Tamé& keratoplastiaan valmisteleva
toimenpide lievittda kipua ja tulehdusta seka liséaksi vahentdd infektoitunutta
sarveiskalvokudosta.* Lisaksi sarveiskalvon (ameboja ja kuollutta solukkoa
sisaltavan) pintakerroksen poisto tehostaa paikallisten la&kkeiden tehoa ja

imeytymista’.
Ennuste

Suositusten mukaisella laakehoidolla AK paranee suurimmassa osassa

tapauksista. Englannissa Radford ym.? tekemassa monikeskustutkimuksessa
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noin 250 potilaan aineistosta ainakin 60 %:lle laakehoito oli riittava.
Keratoplastiaan tai muuhun  kirurgiseen toimenpiteeseen jouduttiin
turvautumaan 15 %:lla tapauksista ja kahdelle potilaalle jouduttiin tekem&an

enukleaatio eli silman poisto.*?

Potilaiden nakokyvyn on huomattu palautuvan ennalleen vaihtelevin tuloksin.
Osalla potilaista nakokyky palautuu ennalleen pelkan ladkehoidon ansioista,
kun taas osalla vasta keratoplastian avulla. Osalla nakokyky jaad aiempaa
heikommaksi. Useista tutkimuksista kay ilmi, ettd mita aiemmin oikean hoito on
aloitettu, sitd parempia tuloksia hoidoilla on saavutettu. Diagnoosin
viivastymisen on huomattu lisddvan suuremman operatiivisen hoidon tarvetta.
Hoidon lopputulokseen vaikuttavat myos eri akantamebakantojen erot

patogeenisyydessa ja ladkeresistenssissa.*??
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3 PIILOLINSSIEN HOITONESTEET

3.1 Yleista

Piilolinssit seka niiden hoitonesteet luokitellaan ladkinnallisiksi laitteiksi (Medical
device, MD), joten niiden valmistusta ja kehitysta saatelevat monet direktiivit ja

lait?2,

Piilolinssien hoitonesteiden tarkoituksena on puhdistaa ja desinfioida linssi
epapuhtauksista ja mikrobeista seka kostuttaa linssia®*.  Piilolinssien
puhdistuksessa voidaan kayttaa joko useita eri nesteitd puhdistuksen eri
vaiheissa tai vain yhta nestetta. All-in-one eli ns. monikayttonesteiden (MPS)
tarkoituksena on puhdistaa, huuhdella, desinfioida sekd sailyttaa linssit

kayttokertojen vélissa.?®

Eri linssityypeille (kovat vs. pehmeat piilolinssit) on olemassa omanlaisensa
hoitonesteet. Pehmeille piilolinsseille tarkoitetuissa nesteissa aktiiviset aineet
ovat molekyylikooltaan suurempia kuin koville piilolinsseille tarkoitetuissa
nesteissa. Koville piilolinsseille tarkoitettujen hoitonesteiden molekyylit voivat
kulkeutua pienen kokonsa vuoksi pehmeiden piilolinssien sisélle ja muuttaa
niiden parametreja. Liséksi piilolinssiin jadadessaan puhdistusaine saattaa myos

aiheuttaa arsytysta silmassa.?®

3.2 Piilolinssien puhdistus

Piilolinssien kaytdn ja kasittelyn aikana niiden pinnalle kertyy runsaasti erilaisia
epapuhtauksia kuten proteiineja, lipideja, epaorgaanisia suoloja, mikrobeja,
ilman epépuhtauksia ja kosmeettisia aineita®. Piilolinssien puhdistus on tarkeaa
kertyneiden epapuhtauksien poistamiseksi. Kertyneet epédpuhtaudet saattavat
aiheuttaa allergisia reaktioita, sarveiskalvon turvotusta, silmien punoitusta,
epamukavaa tunnetta seka lyhentéa linssien kayttoikaa. Saostumat heikentavat
myds naon tarkkuutta ja muodostavat linssin pinnalle biofilmi&, joka toimii

alustana mikrobikasvustoille.?*
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Pinta-aktiiviset aineet puhdistuksessa

Puhdistavia eli pinta-aktiivisia aineita kaytetdan hoitonesteissa erityisesti niiden
puhdistusominaisuuksien vuoksi. Pinta-aktiiviset aineet ovat ionittomia,
anionisia, kationisia tai amfoteerisia detergentteja, jotka nesteen pintajannitysta
alentamalla liuottavat sakkaa ja edesauttavat lipidien emulgoitumista.
Puhdistettavasta linssityypistéa riippuen kaytetdan eri sahkovarauksista
detergenttia. Puhdistusominaisuuksien lisaksi pinta-aktiiviset aineet saattavat
myds lisatd desinfioivien aineiden tehoa.?* Taulukossa 4 on listattuna

piilolinssien hoitonesteissa kaytettyja pinta-aktiivisia aineita.

Taulukko 4. Pinta-aktiiviset ainesosat hoitonesteissa.

Pinta-aktiiviset ainesosat

Aminometyylipropanoli (AMP)
Aminometyylipropanoliglykoli (AMPD)
Hydroksialkyylifosfonaatti (Hydranate®)
Makrogolglyseroli hydroksistearaatti 60
Pluronic F68

Pluronic F87

Pluronic F127

Tetronic 1107

Tetronic 1304

Propyleeniglykoli

Piilolinssien  hoitonesteissa  kaytetyimpia pinta-aktiivisia aineita  ovat
polymeereihin kuuluvat poloksameerit (kaupalliselta nimeltaan Pluronic) seka
poloksamiinit (kaupalliselta nimeltdan Tetronic). Molemmat polymeerit koostuvat
eteenioksideista ja propeenioksideista, mutta eroavat toisistaan rakenteiltaan.
Poloksameerit ovat suoraketjuisia kopolymeereja, joiden péaisséd on primaariset
hydroksyyliryhméat. Poloksamiinit ovat haarautuvia, x-muotoisia kopolymeereja,
joissa nelja haaraa on Kkiinnittyneina keskella olevaan etyleenidiamiiniin.
Poloksamiinin jokaisen haaran paassa on prim&arinen hydroksyyliryhma. Seka
poloksameereja ettd  poloksamiineja  kaytetddn vaahdonestoaineina,

kosteuttavina-, dispergoivina- tai emulgoivina ainesosina. Niitd voidaan kayttaa
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my0s sakeuttajina. Poloksameerit ja poloksamiinit ovat ionittomia,
molekyylikooltaan suuria ja suhteellisen myrkyttomia kayttaa. Suuri
molekyylikoko auttaa ehkaisemaan molekyyleja kulkeutumasta linssimatriksin

sisdan ja siten ehkaisemaan silman arsytysta.?" 8

3.3 Piilolinssien desinfiointi

Desinfiointimenetelmat

Piilolinssien desinfiointiin on olemassa useita fysikaalisia seka kemiallisia
menetelmid. Fysikaalisia menetelmi& ovat esimerkiksi lampdkasittely, ultradani,
ultravioletti- sek& mikroaaltosateily, mutta naitéa kaytetdén vain hyvin harvoin
kotioloissa.?®> Lampokasittely on kylmadesinfiointimenetelmia tehokkaampi
akantameba trofotsoiitteja ja kystia vastaan’. Kemialliset desinfiointimenetelmét

ovat fysikaalisia menetelmia huomattavasti yleisempia?>.

Kemiallinen desinfiointi

Piilolinssien kemialliseen desinfiointiin tarkoitettujen tuotteiden tarkoituksena on
vahentdd mikrobiologista kontaminaatiota piilolinssien kayton ja kasittelyn
aikana sekd puhdistaa ja sailyttaa piilolinssit kayttdjen valissa. Niiden tulee
sisdltéd antimikrobiologisia ainesosia edellda mainittujen tavoitteiden
saavuttamiseksi. On erittdin tarkeaa, ettd kaikki piilolinssien nestemaiset

hoitotuotteet ovat steriileja pullon avaukseen asti.*

Desinfiointiaineiden tarkoituksena on poistaa tauteja aiheuttavia mikrobeja mm.
esineistad ja pinnoilta. Hyva desinfiointiaine on tehokas mikrobeja vastaan ja
sen teho sailyy my6s orgaanisen materiaalin l1asné ollessa. Desinfiointiaine ei
saa vaurioittaa kasiteltavia materiaaleja, arsyttdd limakalvoja tai ihoa eika
aiheuttaa allergiaoireita kayttajalleen.®® Kemiallisten desinfiointiaineiden tulee
olla tarpeeksi toksisia tappaakseen mikrobeja, mutta ne eivéat saa olla toksisia

silmalle®*.
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3.3.1 Yleisimpia desinfiointiaineita

Piilolinssien desinfioinnissa kaytetdan monenlaisia desinfioivia aineita, jotka
eroavat toisistaan niiden teholla tappaa eri mikrobeja sekd& mahdollisilla
sytotoksisilla  vaikutuksilla®.  Desinfiointiaineet voidaan jaotella niiden
vaikutustapojen mukaan. Jotkin aineet vaikuttavat mikrobien solukalvoon, toiset
taas tunkeutuvat solun sisdén. Desinfiointiaineet voivat saostaa mikrobien
proteiineja, vahentaa entsyymiaktiivisuutta, hydrolysoida tai hapettaa
solurakenteita. Monesti desinfiointiaineet ovat useiden vaikuttavien aineiden
seoksia.?

Seuraavilla sivuilla on esiteltyna muutamia yleisimpia hoitonesteissa kaytettyja

desinfiointiaineita (taulukko 5).

Taulukko 5. Yleisimpia hoitonesteissa kaytettavia desinfiointiaineita.

Yleisimmaét desinfiointiaineet
Polyaminopropyylibiguanidi (PAPB)
_ . Polyheksametyleenibiguanidi (PHMB)
Biguanidit _ e
Klooriheksidiini
Alexidiini
Kvaternaariset Polyquaternium-1 (PQ-1)
ammonium- Alkyylitrietanoliammoniumkloridi
yhdisteet Bentsalkoniumkloridi (BAK)
Hapettavat Vetyperoksidi
yhdisteet Natriumkloriitti
Hapot ja niiden | Sorbiinihappo
johdannaiset Boorihappo
Aminoyhdisteet | Myristamidopropyyli dimetyyliamiini (MAPB)

Biguanidit

Biguanidit ovat kationisia pinta-aktiivisia aineita, jotka ovat tehokkaita seka
akantamebojen trofotsoiitteja ettd kystia vastaan. Biguanidit reagoivat mikrobien
solukalvon happamien fosfolipidien kanssa aiheuttaen solukalvon hajoamisen ja
lopulta mikrobin kuoleman. Ne myds liuottavat kystan kaksoisseinan

glykosaminoglykaaneja ja vaikuttavat suoraan solunsisaisiin organelleihin.**
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Polyaminopropyylibiquanidi (PAPB) ja polyheksametyleenibiguanidi (PHMB)

ovat useita biguanidiyksikoita sisaltavia polymeereja®3. PAPB:n (kaupalliselta
nimeltdan Dymed®) yleinen pitoisuus hoitonesteissa on 0,0001 % (1 ppm)*.
Dymed® on turvallinen eikd arsyta sarveiskalvoa®. PHMB (molekyylimassa
1300 u) sisdltaa 6-8 aktiivista kohtaa. PHMB:n pitoisuus hoitonesteissa

vaihtelee 0,5 ppm:n ja 50 ppm:n valilla.*

Klooriheksidiini on yleisesti antiseptisissa tuotteissa kaytetty biosidi. Se on

monipuolinen, tehokas ja suhteellisen myrkyton biguanidi.®** Kooltaan
klooriheksidiini on PHMB:a pienempi (molekyylimassa 359 u)®. Yleisimmin sita
kaytetdan ihon ja suun desinfiointiin tarkoitetuissa tuotteissa®, mutta se
soveltuu myos piilolinssien desinfiointiin®®. Klooriheksidiini tehoaa hyvin gram-
positiivisiin- seka useisiin gram-negatiivisiin bakteereihin, mutta ei viruksiin®.
Klooriheksidiinin desinfiointiteho riippuu paljon pH:sta ja sen teho heikkenee
orgaanisen aineen vaikutuksesta®*. Alkoholit lisaavat klooriheksidiinin tehoa.
Suurina pitoisuuksina klooriheksidiini on myrkyllinen sarveiskalvon soluille®®.
Liséksi osa sen suoloista absorboituu joihinkin pehmeissa piilolinsseissa
kaytettyihin polymeereihin®’. Klooriheksidiini vaikuttaa solukalvojen eheyteen jo
pienind pitoisuuksina ja aiheuttaa sytoplasman hyytymistd suurempina

pitoisuuksina®.

Aleksidiini eroaa kemialliselta koostumukseltaan hieman klooriheksidiinista ja
on kooltaan tata suurempi (molekyylimassa 582 u). Aleksidiinilla on nopeampi
biosidinen ja bakteerien solukalvoa heikentava vaikutus. Se on tehokas gram-
positiivisia ja gram-negatiivisia bakteereja vastaan. Sitd on kaytetty ennen
suuvesien ja haavanpuhdistusaineiden desinfioivana aineena, mutta nykyaan

se on piilolinssien hoitonesteiden ainesosa.*®

Kvaternaariset ammoniumyhdisteet

Kvaterndéariset ammoniumyhdisteet ovat ammoniakin johdannaisia ns.
kationisia detergentteja®, jotka vaikuttavat mikrobien, etenkin bakteerien,
solukalvon rakenteisiin®*.  Yhdisteet aiheuttavat mikrobien solukalvon

sarkymisen,  positiivisesti  varautuneiden  alkyyliryhmien  reagoidessa
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kalvolipidien kanssa. Bakteerien ja sienien itidihin yhdisteet eivat vaikuta.
Yhdisteiden teho heikkenee metalli-ionien ja orgaanisen aineksen lasna ollessa.
Alkoholi lisda yhdisteiden desinfiointitehoa. Kvaternaaristen

ammoniumyhdisteiden etuina ovat ymparistoystavallisyys ja vaarattomuus.*

Bentsalkoniumkloridi (BAK) on yleisesti kaytetty sailontdaine (mm.

silmaladkkeissa ja —tipoissa), joka tehoaa sekéa bakteereihin ettd sieniin, mutta
VoI suurina pitoisuuksina olla sytotoksinen sarveiskalvon soluille. BAK:n pienen
molekyylikoon (molekyylimassa 340 u) vuoksi sitd ei voida kayttaa

hydrogeelilinssien hoitonesteissa.*

Polyquaternium-1 eli Polyguad™ (PQ-1) on BAK:n johdannainen® ja suurin

piilolinssien desinfioinnissa kaytetty molekyyli (molekyylimassa 5000 u)*. Suuri
koko estdd sitd kulkeutumasta linssimateriaalin sisdan, eikd se nain ollen
aiheuta yliherkkyytta®.

Alkoholit, hapot ja niiden johdannaiset

Sorbiinihappo (molekyylikoko 112,13) on luonnossa esiintyva bakteerien,

hiivojen ja homeiden kasvua estavd yhdiste. Sorbiinihappo tehoaa
paasaantoisesti hiivoja ja homeita vastaan ja sen teho vaihtelee bakteereja
vastaan.”* Kelatoivat aineet (esim. EDTA) parantavat sorbiinihapon
antimikrobiologista vaikutusta.?® Sorbiinihappo toimii hoitonesteissa kaytettyna

konsentraationa pasasiassa sailénta tai desinfioinnin apuaineena®*.

Hapettavat aineet

Vetyperoksidi (H20,) on yleinen, jo 1970-luvun alusta asti kaytdossa ollut

desinfiointiaine*?. Vetyperoksidi tarjoaa monia etuja muihin desinfiointiaineisiin
verrattuna. Oikein kaytettyna se on turvallinen, erittdin tehokas eika sisalla
herkistavia aineisosia. Vetyperoksidi kulkeutuu hydrogeelilinssien huokosiin ja
syvapuhdistaa linssit tehokkaasti, mutta ei kuitenkaan itse kerry tai sitoudu
hydrogeelilinsseihin. Vetyperoksidi tunkeutuu myé6s mikrobien biofilmin lapi
toisin kuin muut desinfioivat aineet. Orgaaninen aines ja suolat eivat vaikuta

vetyperoksidin desinfiointitehokkuuteen.*®
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Vetyperoksidi tuottaa haitallisia vapaita happiradikaaleja, jotka vahingoittavat
mikro-organismien kalvolipidej, perintdainesta (DNA, deoksiribonukleiinihappo)
ja muita elintarkeitd solukomponentteja aiheuttaen mikrobien kuoleman.
Aerobisten ja fakultatiivisten anaerobien bakteerien tuottama katalaasi suojaa
soluja niiden metaboliassa (aineenvaihdunnassa) syntyneitd vetyperoksideja
vastaan, hajottamalla vetyperoksidin vedeksi ja hapeksi. Namé bakteerit ovat
myos kestavampia desinfiointiaineissa olevaa vetyperoksidia vastaan.

Konsentraatiota nostamalla myos kestavammat bakteerit tuhoutuvat.**

Vetyperoksidi on erittain laajakirjoinen. Se on tehokas bakteereja, hiivoja,
homeita, itidita seka viruksia vastaan. Lisdksi se on tehokas akantamebojen
trofotsoiitteja  seka kystia vastaan.** Vetyperoksidin on huomattu olevan
tehokkaampi gram-positiivisia kuin gram-negatiivisia bakteereja vastaan®*.

Lisaksi vetyperoksidin poistaa tehokkaasti myds proteiineja®.

Vetyperoksidia kaytetaan piilolinssien hoitonesteissa 3-6 %:n (yleensa 3 %:n)
konsentraationa. Vetyperoksidi on itsessadn sytotoksinen sarveiskalvolle*,
joten se vaatii neutralisoinnin joko entsymaattisesti tai katalyyttisesti ennen
piilolinssien kayttda. Sytotoksisuudesta johtuen vetyperoksidia kaytetdan
yhdessé neutraloivien liuosten tai tablettien kanssa. Neutraloinnissa se hajoaa
vedeksi ja hapeksi. Neutraloitu vetyperoksidiliuos on altis mikrobiaaliselle

kontaminaatiolle, mikali se ei sisalla muita desinfioivia aineita.*®

Natriumkloriitti (NaClO,) aktivoituu happamien solukomponenttien vaikutuksesta

ja on yleisesti juomaveden puhdistuksessa kaytetty desinfiointiaine.
Vesiliuoksessa happaman aineksen sekd pelkistimen [l&sn& ollessa
natriumkloriitti  hapettuu  erittdin  reaktiiviseksi  klooridioksidiksi  (CIO).
Klooridioksidi reagoi voimakkaasti happamien solukomponenttien kanssa ja
siten tuhoaa tehokkaasti mikrobeja. Natriumkloriittia kéaytetdan yhdessa
vetyperoksidin kanssa, jolloin ne muodostavat yhdessa antimikrobiologisen
kompleksin. Kompleksissa vetyperoksidi toimii pelkistimend ja kompleksin
antimikrobiologinen vaikutus perustuu molempien yhdisteiden
yhteisvaikutukseen. Natriumkloriitin muodostama klooridioksidi on tehokas
gram-positiivisia ja gram-negatiivisia bakteereja sekd hiivoja ja homeita
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vastaan. Pullossa ja linssikotelossa kompleksi on itsessé&én stabiili, mutta
silmaan joutuessaan se hajoaa suolaksi, vedeksi ja hapeksi. Se on turvallinen
eika arsyta silman sarveiskalvoa, minka vuoksi se soveltuu hyvin kaytettavaksi

desinfiointiaineena myos piilolinssien hoitonesteissa. >

Aminoyhdisteet

Myristamidopropyyli dimetyyliamiini (MAPD), kaupalliselta nimeltdan Aldox® on
kationinen amidoamiini-yhdiste. MAPD on tehokas ja hoitonesteissa sita
kaytetddn konsentraationa 5 mg/l (50 pg/ml). Pienen molekyylikoon
(molekyylimassa 300 u), vaihtoehtoisen kemiallisen rakenteen ja
laajakirjoisuutensa VUoKsi MAPD:n soveltuvuutta mikrobiaalisten
sarveiskalvotulehdusten  (MK) hoitoon on tutkittu paljon. Pienen
molekyylikokonsa ansiosta se lapaisisi paremmin sarveiskalvon pinnan ja siten
olisi tehokkaampi MK:n hoidossa. R. Hughes ym.*® huomasivat tutkimuksissaan
MAPD:n olevan tehokas my6s akantameboja vastaan. MAPD:n

antimikrobiologinen vaikutustapa ei ole viela tiedossa.*®

3.4 Muut aineet

Myds monet muut hoitonesteen siséltavista aineista vaikuttavat nesteen
desinfiointitehokkuuteen. Desinfioivien ja puhdistavien aineiden lisaksi
piilolinssien  hoitonesteet  sisaltavat  puhdistettua  vettd, puskureita,
sailontdaineita sekd kelatoivia ainesosia. Jokaisella ainesosalla on oma
tarkoituksensa piilolinssien hoidon ja desinfioinnin kannalta.?® Taulukossa 6 on

esitetty yleisimpi& hoitonesteiden muita ainesosia.
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Taulukko 6. Muita piilolinssien hoitonesteiden ainesosia.

Klooriheksidiini
Sitruunahappo
it e Kaliumsorbaatti
Sailontaaineet _ ,
Isopropyylialkoholi
Sorbiinihappo

Polyquaternium-1

Kelatoivat aineet EDTA

Boorihappo

. . Kaliumbikarbonaatti
Puskuroivat ainesosat ) .
Natriumfosfaatti

Natriumtetraboraatti (Borax)

Polyvinyylialkoholi
Polyvinyylipyrrolidoni
Pluronic F127
Tetronic 1304

Kosteuttavat / Propyleeniglykoli
viskositeettiin vaikuttavat | Sorbitoli
ainesosat Hyaluronihappo

Metyyliselluloosa
Hydroksietyyliselluloosa
Hydroksipropyylimetyyliselluloosa

Karboksimetyyliselluloosa

Antimikrobiologisten sailéntaaineiden tarkoituksena on estaa hoitonesteiden
mikrobiologista  pilaantumista pullon avauksen jalkeen. Pienempiné

konsentraatioina desinfiointiaineet toimivat usein myés sailéntaaineina.?*

Kelatoivista ainesosista yleisin on EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo), joka
parantaa nesteen bakterisidistd toimintaa ja estda kalsiumin kertymista
piilolinssin pinnalle. EDTA:n bakteereja tuhoava vaikutus perustuu sen kykyyn
sitoa kahden arvoisia metalli-ioneja (esim. Ca®*, Mg?, Fe®). Mikrobien
aineenvaihdunta tarvitsee kahdenarvoisia metalli-ioneja kuten kalsiumia ja
magnesiumia, mutta koska EDTA sitoo nama ionit muodostamalla esimerkiksi

EDTA-kalsiumkelaatin, mikrobit eivat pysty hyddyntamaan naita ioneja.?* 4’

Piilolinssien hoitonesteiden pH vaikuttaa piilolinssien kayttbmukavuuden lisaksi
hoitonesteiden desinfiointitehokkuuteen, stabiilisuuteen, steriiliyteen seka
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viskositeettiin®’. Terveen ihmisen kyynelnesteen pH on valilla 7,3-7,7.
Piilolinssien hoitonesteiden pH:n tulisi olla mahdollisimman lahella normaalin
kyynelnesteen pH:ta jotta piilolinsseja olisi mahdollisimman miellyttava kayttaa
ja ne arsyttaisivat mahdollisimman véhan sarveiskalvoa.*® Hoitonesteiden

sisaltamat puskurit pitdvat hoitonesteen pH:n silmalle sopivalla tasolla.*?

Kosteuttavat ainesosat helpottavat hoitonesteen leviamistd koko piilolinssin
pinnalle ja parantavat siten piilolinssien kayttdmukavuutta®. Lisaksi linssin
pinnan kosteus on tarkedan myos optisten ominaisuuksien vuoksi. Huono
linssin kosteus saattaa johtaa kyynelnesteen ongelmiin, heikentaa nakokykya ja
arsyttaa silman sarveiskalvoa.?* Kosteuttavien aineiden lisaksi voidaan kayttaa
my0s viskositeettiin vaikuttavia ainesosia, jotka lyhentavat linssin kostumisaikaa

seka parantavat linssien kayttomukavuutta®®.

Osmolaliteetti tarkoittaa liuenneiden suolojen konsentraatiota liuoksessa.

Silm&n kyynelnesteen osmolaliteetti on valilla 244-344 mggsm. Hoitonesteen

vaaranlainen osmolaliteetti johtaa elektrolyyttien epatasapainoon ja aiheuttaa
silmien kuivuutta.”® Hoitonesteen osmolaliteetti saadaan samalle tasolle

kyynelnesteen kanssa esimerkiksi natriumkloridilla (NaCl)**.
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4 VIRANOMAISVAATIMUKSET

4.1 Yhdysvaltojen elintarvike- ja ladkevirasto (FDA)

Yhdysvaltojen elintarvike- ja laakeviraston saadoksien piiriin  kuuluvat
elintarvikkeet, tupakkatuotteet, lisaravinteet, resepti- ja reseptivapaat laakkeet,
rokotteet, bioladketuotteet, verisiirteet, ladkinnalliset laitteet, radioaktiivista

sateilya sateilevat laitteet, elaintuotteet seka kosmetiikka®.

Piilolinssit ja niiden hoitonesteet kuuluvat FDA:n laakinnallisista ja sateilevista
laitteista vastaavan keskuksen (Center for Devices and Radiological Health,
CDRH)  alaisuuteen.  Yritykset, jotka  suunnittelevat, valmistavat,
uudelleenpakkaavat, uudelleen etiketbivat ja/tai maahantuovat laékinnallisiksi
laitteiksi luokiteltavia laitteita Yhdysvaltojen markkinoille, kuuluvat FDA:n
saadoksien piiriin.  Jokainen uusi Yhdysvaltojen markkinoille pyrkiva
ladkinnallinen  laite  tulee hyvaksyttaa FDA:lla ennen  markkinoille

vapauttamista.*

FDA:n maarityksen mukaan ladkinnalliseksi laitteeksi luokitellaan mik& tahansa
kansainvalisesti tai Yhdysvalloissa tunnustettu véline, laite/laitteisto, ty6évaline,
kone, implantaatti tai in vitro reagenssi, joka on tarkoitettu ihmisen tai elaimen
terveydentilan diagnosointiin, sairauden parantamiseen, lievittamiseen, hoitoon
tai ennaltaehkaisyyn. Laakinnallisen laitteen tarkoituksena on vaikuttaa ihmisen
tai eldaimen rakenteeseen tai elintoimintoon, mutta sen padaasiallista
vaikutustapaa ei saavuteta kemiallisesti eika tavoiteltu vaikutus ole riippuvainen

metabolisesta hajoamisesta.*

Laakinnalliset laitteet luokitellaan 3 luokkaan (Luokka I-11l) niiden kaytt6on
liittyvien riskien perusteella. Luokan | laitteet ovat "matalan riskin” laitteita, joihin
kuuluu esimerkiksi hammaslanka. Luokan Il laitteet ovat "keskisuuren riskin”
laitteita ja ne vaativat suurempaa saatelya ja valvontaa kuin luokan 1 laitteet.
Piilolinssien hoitonesteet kuuluvat luokkaan Il. "Suuren riskin” laitteet kuuluvat
luokkaan 11l ja ne vaativat suurinta mahdollista saatelya ja valvontaa. Piilolinssit

kuuluvat joko luokkaan 11 tai Il riippuen niiden materiaalista ja kayttdajasta.
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Vuosien 2005-2007 aikana esiintyneen AK-epidemian johdosta FDA kiinnostui
piilolinssien hoitonesteiden desinfiointitehokkuuksista akantameboja vastaan.
Seka vuonna 2008 ettd vuonna 2009 FDA kokoontui pohtimaan piilolinssien
hoitonesteiden akantameba-aktiivisuusmaaritysmenetelméan tarvetta. Lopulta
vuonna 2009 FDA paatti sisallyttad myds akantamebojen kystat ja trofotsoiitit

hoitonesteiden testausten piiriin.>

4.2 Laakintalaitedirektiivi (Medical Device Directive, MDD)

Piilolinssit ja niiden hoitonesteet luokitellaan laakinnallisiksi laitteiksi joten
Euroopassa niiden kehitystd ja valmistusta saatelee la&kintalaitedirektiivi
2007/47/EC  (Medical Device Directive, MDD). Jokaisen Euroopan
talousalueella myytavan laakinnallisen laitteen on oltava laakintalaitedirektiivin
vaatimusten mukaisia. Direktiivi tulee ottaa huomioon kunkin jasenvaltion
lainsdadannéssa  jo ennen  sen  voimaanastumista.”®>  Suomessa
ladkintalaitedirektiivin noudattamista valvoo Sosiaali- ja terveysalan lupa- ja

valvontavirasto eli Valvira®..

Laakintalaitedirektiivin -~ maarityksen  mukaan laakinnalliseksi laitteeksi
luokitellaan miké tahansa instrumentti, laitteisto, valine, ohjelmisto, materiaali tai
muu tarvike, jota kaytetaan joko yksin, yhdistelmina tai lisdlaitteiden kanssa
sairauden tai vamman diagnosointiin, ehkaisyyn, tarkkailuun, hoitoon,
lievitykseen tai kompensointiin. Liséksi ladkinnallisen laitteen
kayttotarkoituksena voi olla anatomian tai fysiologisen toiminnon tutkiminen,
korvaaminen tai muuntelu tai hedelmoittymisen saately. Laakinnallisen laitteen
tavoiteltua vaikutusta ihmiskehossa tai —kehoon ei saavuteta farmakologisin,

immunologisin tai metabolisin keinoin.?®

Laakinnalliset laitteet jaotellaan niiden ominaisuuksien perusteella tuoteluokkiin
[, lla, llb ja Ill. Piilolinssien hoitotuotteet kuuluvat luokkaan Ilb ja piilolinssit

luokkaan lla.?3
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4.2.1 Laki terveydenhuollon laitteista ja tarvikkeista (629/2010)

Lain (629/2010) tarkoituksena on yllapitaa ja edistaa terveydenhuollon laitteiden
ja tarvikkeiden seka niiden kayton turvallisuutta®. Lailla pannaan taytantdén
direktiivit 90/385/EEC (implantoitavia laékinnallisia laitteita koskeva direktiivi),
93/42/EEC (ladkintalaitedirektiivi) ja 98/79/EC (in vitro —diagnostiikkaan
tarkoitettuja laitteita koskeva direktiivi) seka niihin myéhemmin tehdyt muutokset
(direktiivi 2007/47/EC). Lakia sovelletaan mm. l|&&kinndllisten laitteiden,
tarvikkeiden ja niiden lisdlaitteiden suunnittelussa, valmistuksessa ja

markkinoille saattamisessa.?

Laakinnallisia laitteita valmistavat yritykset (tai valtuutettu edustaja) voivat
saattaa laakinnallisen laitteen Suomen markkinoille vasta, kun laite tayttaa lain
(ja samalla direktiivien) mukaiset vaatimukset. Markkinoille saatetun
ladkinnéllisen laitteen saa ottaa kayttdoon, kun se asianmukaisesti toimitettuna,
asennettuna, huollettuna ja kayttotarkoituksensa mukaisesti kaytettyna tayttaa

taman lain mukaiset vaatimukset.>?

Terveydenhuollon laite tayttdd olennaiset vaatimukset silloin, kun se on
suunniteltu, valmistettu ja varustettu sitd koskevien kansallisten standardien
mukaisesti. Laitteen tulee olla kayttotarkoitukseensa sopiva ja sen tulee oikein
kaytettyna saavuttaa sille suunniteltu toimivuus ja suorituskyky. Lisaksi laitteen
asianmukainen kayttd ei saa tarpeettomasti vaarantaa potilaan, kayttajan tai

muun henkilén terveytta tai turvallisuutta.>

Valvonta

Valvira valvoo ilmoitetun laitoksen avulla terveydenhuollon laitteiden ja
tarvikkeiden vaatimustenmukaisuutta sekd& turvallisuutta ja yllapitaa
vaaratilannerekisteria. Tarkastukset, tutkimukset ja laitteiden testauttaminen
ovat keinoja, joilla  Valvira  toteuttaa  valvontaa. Valvira  voi
valvontaviranomaisena  kayttdaa hallinnollisia  pakkokeinoja  puutteiden

korjaamiseksi ja vaaran torjumiseksi.*
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lImoitetut laitokset ovat EU:n jasenvaltioiden nimeamia tahoja, jolla on oikeus
tehda vaatimustenmukaisuuden arviointeja. Niiden toimintaa valvoo kunkin

1 limoitetun laitoksen on saannollisesti

maan toimivaltainen viranomainen.
suoritettava asianmukaisia tarkastuksia ja arviointeja varmistaakseen, etta
valmistaja noudattaa hyvaksyttya laatujarjestelmdd, sekda annettava
valmistajalle arviointikertomus. Ilmoitetun laitoksen on otettava huomioon
tuotannon aikana suoritetuista arviointi- ja tarkastustoimista saadut tulokset.>?
Suomessa ilmoitettuina laitoksina toimivat VTT (Valtion teknillinen

tutkimuskeskus) ja DNV (Det Norske Veritas).

4.3 Vaatimusten mukaisuuden osoittaminen

Valmistaja osoittaa tuotteen vaatimusten mukaisuuden testaamalla,
kehittaméalla ja valmistamalla tuotteet kansainvalisten SO standardien

mukaisesti.?®

Kun terveydenhuollon laite tai tarvike saatetaan Euroopan markkinoille, se on
varustettava CE —merkinnalla (joitain erityistapauksia lukuun ottamatta). CE -
merkinnalla valmistaja vahvistaa, etta laite tai tarvike tayttaa sita koskevat
vaatimukset. CE -merkinndn yhteyteen litetd&dn ilmoitetun laitoksen

tunnusnumero, mikali tuotteen arvioinnissa kaytetaan ilmoitettua laitosta.>

Piilolinssien hoitonesteiden kehityksessa olennaiset vaatimukset ja niiden
maaritykseen liittyvat standardit on esitetty kansainvalisessé standardissa SFS-
EN ISO 14534 (“Ophthalmic optics. Contact lenses and contact lens care
products. Fundamental requirements.”). Tamé& maarittelee piilolinssien,
piilolinssien hoitonesteiden seka muiden piilolinssivarusteiden
perusvaatimukset. Standardissa maaritellddn mm. piilolinssien, niiden
hoitonesteiden sek& muiden varusteiden kehitykseen, valmistukseen,

pakkaukseen, sailyvyyteen seka merkintaan liittyvat vaatimukset.>

Desinfiointitehokkuuden maarittamiseen ja vaatimuksiin liittyvd kansainvélinen
standardi SFS-EN I1SO 14729 ("Ophthalmic optics. Contact lens care products.

Microbiological requirements and test methods for products and regimens for
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hygienic management of contact lenses.”) maarittelee mikrobiologiset kriteerit,
jotka piilolinssien desinfioivien tuotteiden tulee tayttaa. Se sisaltda kaksi
testimenetelmé&a hoitonesteiden antimikrobiologisten aktiivisuuksien arviointiin
bakteereilla, hiivoilla ja homeilla. Hoitonesteiden antimikrobiologisten
tehokkuuksien perusteella hoitonesteet Iluokitellaan joko piilolinsseja
desinfioiviksi tuotteiksi tai tuotteiksi, jotka ovat osa puhdistusmenetelmé&a
(huuhtelu, hankaus, desinfiointi) tai —jarjestelmaa (useiden hoitotuotteiden

menetelma).®

Mikrobiologisten kriteerien liséksi standardi sisaltaa liitteissa C ja D perustelut
sille miksi virukset ja akantamebat eivat kuulu hoitonesteiden testausten piiriin.
Liitteessa D kerrotaan lyhyesti akantamebasta ja sen aiheuttamasta keratiitista.
Liitteessa perustellaan akantameba-aktiivisuus testausten poisjattamista AK:n
harvinaisuudella ja silla etta kontaminaatio on estettavissa piilolinssien
oikeanlaisella hoidolla ja kasittelylld. Standardi SFS-EN 14729:2001 ei
suosittele akantameba-aktiivisuus testausta.”® Standardista on tullut uusi versio
(2011), mutta tata ei ole viela Suomessa vahvistettu (Riikka Jarvinen 13.5.2011,

Piiloset by Finnsusp Oy, henkilékohtainen tiedonanto).
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5 PILOLINSSIEN HOITONESTEIDEN AKANTAMEBA-

AKTIIVISUUSTUTKIMUKSET

Piilolinssien hoitonesteiden akantameba-aktiivisuuksia on tutkittu viime aikoina
enenevassa maarin. Toistaiseksi virallista menetelmdd hoitonesteiden
akantameba-aktiivisuuksien arviointiin ja testaukseen ei kuitenkaan ole, joten eri
tutkimusmenetelmat ja niistd saadut tulokset vaihtelevat suuresti. Kokeellisen
tydon menetelmén kehitysvaiheessa hyddynnettiin neljaa lahiaikoina julkaistua

2945536 Kyseisten  tutkimusten valintaan vaikuttivat niiden

tutkimusta
eroavaisuudet toisistaan seké julkaisuajankohta. Erityisesti Shoff ym.** julkaisu
oli mielenkiintoinen, silla hoitonesteet testattiin agar-paloihin kiinnittyneilla

akantameboilla.

5.1 Tutkimusten tarkoitus, tutkitut hoitonesteet ja tutkimuksissa kaytetyt

akantamebat

Tutkimusten tarkoitus ja tutkimuksissa tutkitut hoitonesteet

Tutkimusten tarkoituksena oli selvittdd eri hoitonesteiden akantameba-
aktiivisuudet. Kaikki testatut hoitonesteet olivat yleisesti Yhdysvaltojen
markkina-alueella myytavia hoitonesteita.>>**>>° Kahdessa tutkimuksessa oli
MPS (Multi Purpose Solution) eli ns. monikayttonesteiden lisaksi myos

> Hoitonesteista Complete MoisturePlus

vetyperoksidia sisaltavia nesteita
(AMO) vedettiin pois markkinoilta vuonna 2007, kun se yhdistettiin vuosien
2005-2007 AK-epidemiaan’. ReNu MoistureLoc (Bausch & Lomb) puolestaan
vedettiin markkinoilta vuonna 2006, kun se yhdistettiin fusariumkeratiitti-
epidemiaan®. Lisaksi Shoff ym.>* halusivat selvittdd my®s tauriinin vaikutuksen
hoitonesteiden akantameba-tehokkuuksiin. Taulukossa 7 on lueteltuna eri

tutkimuksissa tutkitut hoitonesteet seka niiden desinfioivat aineet.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Suvi Parkkali



30

Taulukko 7. Tutkitut hoitonesteet ja niiden desinfioivat ainesosat.>>*°>°°

Tutkittava hoitoneste Desinfioiva aine

Johnston ym.

AMO UltraCare Vetyperoksidi (3 %)

Ciba Vision Clear Care Vetyperoksidi (3 %)

Alcon Opti-Clean Il Polyguad (0,001 %)
Alcon Opti-Free Express Polyquad (0,001 %), Aldox (0,0005 %)

Propyleeniglykoli, Polyquad (0,001 %), Aldox

Alcon Opti-Free RepleniSH (0,0005 %)

AMO Complete MoisturePlus Polyheksanidi (0,0001 %), Poloxamer 237

Klooriheksidiiniglukonaatti (0,003 %),

Bausch & Lomb Boston Simplus Polyaminopropyyli (0,0005 %)

Bausch & Lomb ReNu MoistureLoc Alexidiini (0,00045 %)
Bausch & Lomb ReNu MultiPlus Polyaminopropyyli (0,0001 %)
Ciba Vision Aquify Polyheksanidi (0,0001 %)
Kirkland Signature Multipurpose Solution Polyaminopropyyli (0,0001 %)
Shoff ym.
AMO UltraCare Vetyperoksidi (3 %)
Ciba Vision Clear Care Vetyperoksidi (3 %)
Bausch & Lomb ReNu MultiPlus Polyaminopropyyli (0,0001 %)
AMO Complete MoisturePlus Polyheksanidi (0,0001 %), Poloxamer 237
Alcon Opti-Free Express Polyquad (0,001 %), Aldox (0,0005 %)
AMO Trade name (generic) Polyheksanidi (0,0001 %), Poloxamer 237
Borazjani ym.
Bausch & Lomb ReNu MultiPlus Polyaminopropyyli (0,0001 %)
Buck ym.
Bausch & Lomb ReNu MultiPlus Polyaminopropyyli (0,0001 %)
Alcon Opti-Free Express Polyquad (0,001 %), Aldox (0,0005 %)
Akantamebat

Johnston ym.® testasivat hoitonesteiden tehokkuudet vain akantamebojen kystia
vastaan. Muissa tutkimuksissa hoitonesteiden tehokkuudet tutkittin seka

trofotsoiitteja  etta  kystia  vastaan®*°>*°.

Tutkimuksissa  kaytetyista
akantameboista suurin osa oli eristetty potilasnaytteista. Osa oli eristetty
ymparistostd ja osa oli Amerikkalaisesta biologisen materiaalin kokoelmasta

(ATCC; American Type Culture Collection) tilattuja kantoja.
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Johnston ym.® tutkimuksessa kaytettiin vuonna 2007 potilasnaytteista eristettyja
akantameboja. Kaikki kaytetyt akantamebat kuuluivat morfologiseen luokkaan Il
ja olivat genotyypeiltdan T4.°> Shoff ym.>* tutkimuksessa kaytettin seka
potilasnaytteista etta ymparistdsta eristettyja akantameboja. Kolme kaytetyista
kannoista oli eristetty sairauden eri vaiheissa otetuista potilasnaytteista
(aikainen; 06-035 — keskivaihe; 06-061 — pitkalle edennyt; 06-004). Loput oli
eristetty eri alueiden (Chicago, Columbus) vesijohtovesista. Jokainen kanta oli
genotyyppia T4.>* Borazjani ym.>® kayttivat kahta eri kantaa, joista toinen oli
ATCC-kanta ja toinen potilasnaytteesta eristetty kanta. Buck ym.>® kayttivat
kolmea potilasnaytteista eristettyd kantaa, seka yhta ATCC-kantaa. Taulukossa

8 on lueteltuna eri tutkimuksissa kaytetyt akantamebat.

Taulukko 8. Tutkimuksissa kaytetyt akantameba-kannat.>>*>*°°
Tutkimus Laji Kanta/alkupera
A. castellanii CDC:V568
Johrrlnston A. polyphaga CDC:Vv572
ym: A. hatchetti CDC:V573
06-004 UIC-AK
06-061 UIC-AK
Shoff ym. 06-035 UIC-AK
06-039 Chicagon vesinayte
C06-038 Columbuksen vesinayte
Borazjani A. polyphaga ROS
ym. A. castellanii ATCC 30868
A. polyphaga (ROS) 3315
A. polyphaga (WEB) 3339
Buck ym. -
A. castellanii ATCC 30234
A. castellanii 044 44

5.2 Menetelmat

Johnston ym.® tutkimuksessa akantameboja kasvatettiin vaharavinteisilla agar-
maljoilla, kunnes kaikki trofotsoiitit olivat koteloituneet kystiksi. Kystat
suspensoitiin  ameba-saliiniin, niiden ma&aard laskettin hemosytometrilla ja

kystapitoisuus sdadettiin 100 kystaa / 10 pl ameba-saliinia. Hoitonesteiden
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testaukset suoritettiin siten, ettd 1 ml:aan monikayttonestetta tai noin 5 ml:aan
vetyperoksidia sisdltavdd nestetta lisattin @ 10 pl  kystasuspensiota.
Monikayttonesteiden testit tehtiin 15 ml putkissa, kun taas vetyperoksidia
sisdltavien nesteiden testit tehtiin nesteiden mukana tulleissa koteloissa.
Vetyperoksidia sisaltdvien nesteiden Kkotelot tuli ohjeiden mukaan tayttaa
vilvaan asti (noin 5 ml), mink& vuoksi vetyperoksidia siséltavien nesteiden
maara tutkimuksessa oli suurempi kuin monikayttonesteiden. Nesteiden
annettiin vaikuttaa 4-6 tuntia sekd 24 tuntia +24 °C:.ssa. Vetyperoksidia
sisdltaneet  nesteet  neutraloitin  valmistajan  ohjeiden = mukaisesti.
Vaikutusaikojen jalkeen akantamebat huuhdeltin ja Kkeréttin talteen
sentrifugoimalla (1500 g, 10 min). Kystat siirrostettin kolibakteereja
(Escherichia coli) sisaltaville vaharavinteisille agar-maljoille. Maljoja inkuboitiin
+24 °C:ssa kahden viikon ajan, minka jalkeen tulokset ilmoitettiin kvalitatiivisesti

(positiivinen/negatiivinen).”

Shoff ym.>* tarkoituksena oli selvittad eri hoitonesteiden akantameba-
aktiivisuuksien lisaksi myos tauriinin vaikutus akantamebojen
desinfiointiainekestavyyteen. Tauriinin vaikutus akantameboihin kiinnosti, silla
eraissa tutkimuksissa oli havaittu tauriinin  lisddvan akantamebojen
koteloitumista kystiksi ja siten parantavan niiden kestavyyksia. Tutkimuksen
alussa ameboja kasvatettiin eri pitoisuudet tauriinia (0,25 %, 0,05 % ja 0 %) ja
bakteereja (Enterobacter aerogenes) sisaltavilla vaharavinteisilla agar-maljoilla.
Maljoilta leikattiin 2 mm? agar-paloja, joissa noin 50 amebaa / agar-pala. Palat
siirrettiin tutkittaviin hoitonesteisiin (24-kuoppalevyn kuoppiin tai valmisteen
mukana tulleisiin koteloihin) ja nesteiden annettiin vaikuttaa 6 tuntia ja 24 tuntia
huoneenlammdssa (Room temperature; RT). Tutkimuksissa positiivisena
kontrollina oli ameba saliini. Vetyperoksidia siséltavat nesteet neutraloitiin
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Vaikutusaikojen pdaatyttya hoitonesteiden
vaikuttavat aineet neutraloitin Dey/Engley-liuoksella (Difco) viiden minuutin
ajan, minka jalkeen agar-palat huuhdeltiin kahdesti ameba-saliinilla (5 ja 10 min
ajan). Huuhtelujen jalkeen palat siirrettiin bakteereja (Enterobacter aerogenes)

siséltaville vaharavinteisille maljoille. Maljoja inkuboitiin vilkkon ajan +21 °C:ssa,
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mink& aikana maljoja tarkasteltin mikroskoopilla paivittain. Tulokset ilmoitettiin
kvalitatiivisesti  (positiivinen/negatiivinen). Koska tutkijat epailivat agarin
itsessaan vaikuttavan hoitonesteiden desinfioivien aineiden
desinfiointitehokkuuksiin (biosidista aktiivisuutta heikentavasti), tutkittin kolme
hoitonestettd sek& agar-paloilla ettd ilman. Molemmilla menetelmilla

tutkimustulokset olivat samankaltaisia.>

Borazjani ym.>® tutkivat hoitonesteen akantameba-aktiivisuuden modifioiduilla
stand-alone ja regimen testeilld®. Molempia testeja varten akantameboja
kasvatettiin eri mediumikasvatuksina, joista toisessa oli tarkoitus tuottaa
trofotsoiitteja ja toisessa kystia. Kasvatusten jalkeen kystat ja trofotsoiitit
laskettin hemosytometrilld ja mé&arat saadettin 5x10° / 100 pl. Modifioidut
stand-alone testit suoritettiin sek& orgaanisen materiaalin (ns. orgaaninen lika)
kanssa ettd ilman. Hoitonesteiden testaukset suoritettiin siten, ettd 10 ml:aan
hoitonestetta lisattin 100 pl kysta- tai trofotsoiittisuspensiota. Hoitonesteiden
annettiin vaikuttaa 24 tuntia, jona aikana nesteita vorteksoitiin aikapisteissa: 0 h,
1h,2h,3h,4h,5h, 6hja24 h. Jokaisesta aikapisteesta otettiin 20 ul nayte
96-kuoppalevylle, missd vaikuttava aine neutraloitin 0,1 % TWEEN 80:lla.
Neutraloinnin jalkeen kuoppiin lisattin 25 pl Ringerin liuokseen suspensoituja
kolibakteereja amebojen ravinnoksi. Kuoppalevy suljettiin ja inkuboitiin viikon
ajan (+32 °C). Regimen-testien alussa 10 pul kysta- tai trofotsoiittisuspensiota
pipetoitiin piilolinssien molemmille puolille, mink& jalkeen linssien annettiin olla
huoneenlammossa viiden minuutin ajan. Vaikutusajan jalkeen linssit huuhdeltiin
molemmilta puolilta kahdesti ja laitettiin 12-mikrotiitterilevylle. Kuoppiin lisattiin
tutkittavaa hoitonestetta tai kontrollia 1,5 ml ja annettiin nesteen vaikuttaa 4 h,
huoneenlammdssa. Vaikutusajan jalkeen hoitoneste neutraloitin Ringerin
liuoksella, linssit huuhdeltiin kuudesti ja siirrettiin kolibakteereja siséltavaan
nesteeseen. Maljoja inkuboitiin vikkon ajan +32 °C:ssa. Tutkimuksissa kaytetyt

piilolinssit valittiin eri piilolinssiluokista.>

Tutkimusten alussa Buck ym.”® kasvattivat ameboja kahtena eri

suspensiokasvatuksena tarkoituksenaan tuottaa toisessa trofotsoiitteja ja
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toisessa kystia. Alkuperaisestd eristyksesta tehtiin maksimissaan viisi
jatkosiirrostusta, koska jatkosiirrostusten epailtin - vaikuttavan amebojen
herkkyyteen. Kasvatusten jalkeen trofotsoiitit ja kystat Kkeréttiin talteen
sentrifugoimalla (1500 rpm, 12 min) ja resuspensoitiin pagen saliiniin (5-6 ml).
Amebat varjattiin trypan blue:lla ja laskettin hemosytometrilla. Lopullinen
amebapitoisuus saadettiin (6,5 x 10° tai 1,0 x10” TFU/ml). Trofotsoiitit testattiin
heti samana paivana kun taas kystat sailytettiin jadkaapissa seuraavaan
paivaan. Hoitonesteiden testaukset suoritettin siten, ettd 9,9 ml:aan
hoitonestettd lisattin 100 pl kysta- tai trofotsoiittisuspensiota. Tutkimuksissa
positiivisena kontrollina oli pagen saliini. Hoitonesteiden annettiin vaikuttaa 4-6
tuntia huoneenlammadssa. Vaikutusajan jalkeen 100 ul tutkittua hoitonestetta
neutraloitiin Dey Engley liuoksella (900 pl). Neutraloinnin jalkeen 100 pl naytetta
siirrostettiin - kolibakteereja sisaltaville vaharavinteisille maljoille. Maljoja
inkuboitiin +32 °C:ssa kahden viikon ajan. Maljoja tarkasteltiin mikroskoopilla

kolmantena, seitsemantena ja 14. paivana inkuboinnin aloittamisen jalkeen.>®

Taulukossa 9 on tiivistetysti esitetty hoitonesteiden akantameba-

aktiivisuustutkimuksissa kaytetyt tutkimusmenetelmat.
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Taulukko 9. Tiivistelma  aiempien hoitonesteiden akantameba-
aktiivisuustutkimusten menetelmista.>>*>>°°
Johnston ym. Shoff ym. Borazjani ym. Buck ym.
=t Amebojen Trofotsoiittien ja Trofotsoiittien
o Kvstien tuotto kasvatus eri kystien tuotto kasvatus 3-4 pvé:n ja
2 vér):éravinteisilla maaran suspensio- kystien kasvatus 21-
% malioilla tauriinia kasvatuksina 28 pva:n ajan
> 3 \J/ ko) sisaltavilla (7 pva) inkubaattori- suspensio-
~ maljoilla ravistelijassa kasvatuksina
< (3 pv4, RT) (100 rpm). (+32 °C).
Kystien kerdys Kystien ja Kystien ja
esu (3x) ja ' Agareilta trofotsoiittien lasku trofotsoiittien lasku
P J leikattiin paloja o hemosytometrilla ja.
laskenta (2mm?), joissa hemosytometrill&. Trofotsoitti tai
hemosytometrill&. noin’ éo Trofotsoiitti tai KyStamaara:
Kystamaara: kystamaara: 6y a7
100 kystaa/10l, | 2mebaa/pala. 5x10%/100p. 6’5"1%:5‘/' nfl'oxlo
3
= Palat siirrettiin
S tutkittaviin
n Kvstien lisivs nesteisiin, Trofotsoiitti- tai
_E hoit)é)nesteisiir): ia inkubointi 6 h ja | Modifioidut stand- kystasuspension
7] inkubointi 4-6 L 24 h (RT). alone ja regimen (100 pl) lisays
A ja 24 h (+24°C) Palojen testimenetelmat. hoitonesteisiin
JK stien huuhtelu. neutralointi Naytteiden (990 pb), inkubointi
.;’ sentrifudointi Dey/Engley neutralointi Ringerin 4 htai 6 h, RT.
(11500 18 niny | lluoksella ja liuoksella Naytteiden
o si?r’rostus huuhtelu (jossa 0,1 % neutralointi
J malioille ameba saliinilla TWEEN 80:t8). Dey/Engley
jorte. (2x). Palojen liuoksella.
siirrostus
maljoille.
Maljojen - o
3 | inkubointi kahden | . Maliojen _ Naytteiden Maljojen inkubointi
9 viikon ajan inkubointi viikon inkubointi viikon kahden viikon ajan
(%] H o H o
g (+24°C). ajan (+21°C). aan (+32. C)'. . | (+32°C) ja tarkastelu
e Tarkastelu Regimen naytteita ; o i
S Tarkastelu . : - . 3., 7. ja 14. paivana
= , . mikroskoopilla | tarkasteltiin 1, 5ja 7 . L
c mikroskoopilla e we L inkuboinnin
O e s paivittain. paivana inkuboinnin ) )
= paivittain. ; . ) aloittamisesta.
2] ; Tulokset: aloittamisesta. R
o Tulokset: o s Kvantitatiivinen
S e positiivinen / Kvantitatiivinen
= positiivinen / o tulosten tarkastelu.
o negatiivinen. tulosten tarkastelu.
negatiivinen.
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5.3 Tulokset

Tutkimuksissa>>*, joissa tutkittavien hoitonesteiden joukossa oli my6s
vetyperoksidia siséltavia nesteitd, selkeasti parhaat akantameba-aktiivisuudet
oli juuri vetyperoksidia (3 %) sisaltavilla hoitonesteilla (AMO UltraCare seka

5,52

Ciba Vision Clear Care). Molempien tutkimusten tulokset esitettiin

kvalitatiivisesti.

Johnston ym.® tutkimustulosten perusteella paras akantameba-aktiivisuus oli
Clear Care-hoitonesteelld (Ciba Vision), joka tuhosi kaikki A. castellanii- ja A.
polyphaga-lajien kystat jo minimivaikutusajalla (6 h). A. hatchetti-lajin kystat
tuhoutuivat kokonaan vasta 24 tunnin vaikutusajalla. Yllattden saman verran
vetyperoksidia (3 %) sisaltava UltraCare (AMO) ei ollut yhta tehokas kuin Clear
Care (Ciba Vision). Yksikdan monikayttoneste ei tuhonnut akantameboja
minimivaikutusajassa. Viisi yhdeksasta monikayttonesteestd eivat tehonneet
akantameboihin ollenkaan.> Taulukossa 10 on esiteltyna Johnston ym.”

tutkimustulokset.

Myds Shoff ym.>* tutkimuksissa vain vetyperoksidia (3 %) sisaltavilla
hoitonesteilla oli desinfioivaa vaikutusta akantameboihin minimivaikutusajassa.
Jokaisen monikayttbnesteen akantameba-aktiivisuus oli heikko. Kolme neljasta
(ReNu, Complete MoisturePlus seka AMO generic) monikayttonesteesta ei
tehonnut akantameboihin ollenkaan. Toisin kuin Johnston ym.” testeissa Opti-
Free Express tehosi yhteen akantameba-kantaan 24 tunnin vaikutusajalla. AMO
Complete Moisture Plus sen sijaan oli tehoton molemmissa seka Johnston ym.®
ettd Shoff ym.>* tutkimuksissa. Shoff ym.>* tutkimustulosten perusteella voidaan
paatella, ettei tauriini vaikuta hoitonesteiden akantameba-aktiivisuuksiin.

5 tutkimustulokset. Hoitonesteiden

Taulukossa 11 on esiteltynd Shoff ym.
tulokset, joissa vahenemista on tapahtunut, on havainnollisuuden vuoksi

merkitty punaisella fontilla taulukoihin 10 ja 11.

Molempien tutkimusten®>*

perusteella voidaan todeta, ettd vetyperoksidia
sisaltavien puhdistusmenetelmien ja ns. monikayttonesteiden akantameba-

aktiivisuuksissa on merkittava ero.
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Taulukko 10. Johnston ym.® akantameba-aktiivisuustulokset.

. Positiivisten maljojen maara (%) tutkittavalla ameballa
r‘}l’ ;ﬁo':s;'tae A. castellanii A. polyphaga A. hatchetti
4-6 h 24 h 4-6 h 24 h 4-6 h 24 h
UI@L\VICC;re 66% 66% | 33% | 66% | 66% | 33%
%‘lzzr\/g;‘:g 0% 0% 0% 0% 33% 0%
A'éfe”agf’l“' 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Ffé‘;ogxopf;'s's 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Alcon Opti-
Free 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
RepleniSH
AMO
Complete 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
MoisturePlus
Bausch &
Lomb Boston 100% 33% | 100% | 66% | 100% | 66%
Simplus
Bausch &
Lomb ReNu 100% 100% | 100% | 66% | 100% | 66%
MoistureLoc
Bausch &
Lomb ReNu 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
MultiPlus
C'bA"J‘qL/i'g;O” 100% 100% | 100% | 33% | 100% | 100%
Kirkland
Mﬁ:ﬁgﬁ:gg‘ze 100% 100% | 100% | 33% | 100% | 100%
Solution
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Taulukko 11. Shoff ym.>* akantameba-aktiivisuustulokset.

Positiivisten maljojen maara (%) tutkittavalla

ameballa
Tutkittava Vaikutus- Tauriini-
hoitoneste aika (h) pitoisuus o @ 0 - <
S 2 S 3 8
8 3 8 8 8
0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
6 0,05 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Bausch & Lomb 0,25 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
ReNu MultiPlus 0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
24 0,05 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
0,25 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
6 0,05 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
AMO Complete 0,25 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
MoisturePlus 0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
24 0,05 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
0,25 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
0% 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
6 0,05 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Alcon Opti-Free 0,25 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Express 0% 100% | 100% | 100 % 66 % 100 %
24 0,05 % 100% | 100% | 100 % 0% 100 %
0,25 % 100 % 100 % 100 % 66 % 100 %
0% 100 % 66 % 100 % | 100 % 33 %
6 0,05 % 100 % 33 % 100 % 66 % 33 %
Ciba Vision 0,25 % 100 % 66 % 100 % 66 % 0%
Clear Care 0% 100 % 33 % 100 % 0% 0%
24 0,05 % 100 % 0% 100 % 0% 0%
0,25 % 100 % 0% 33 % 0% 0%
0% 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
6 0,05 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
AMO Trade 0,25 % 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
name (generic) 0% 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
24 0,05 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
0,25 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
0% 100 % 33 % 0% 33 % 100 %
6 0,05 % 100 % 0% 100 % 0% 0%
AMO UltraCare 0,25 % 100 % 33 % 100 % 33 % 33 %
0% 0% 0% 0% 0% 0%
24 0,05 % 0% 0% 0% 0% 0%
0,25 % 0% 0% 0% 0% 0%
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Borazjani ym.>® stand-alone testeissd orgaanisen materiaalin puuttuessa
molempien tutkittujen akantameba-trofotsoiittien maarat vahenivat keskimaarin
yli 99,9 %:sesti jo minimivaikutusajassa. Vain pieni maara ameboja jai jaljelle
viela 24 tunnin vaikutusajan jalkeen. Sailyneistd trofotsoiiteista osa muuttui
kestavdmmiksi kystiksi ja osan oletettin jo olleen Kkystind tai prekystina
ennestdan. Orgaanisen materiaalin  kanssa molempien akantameba-
trofotsoiittien maarat vahenivat keskimaarin 99,9 %:sesti. Kystien maarat
vahenivat sekd orgaanisen materiaalin kanssa etta ilman hieman alle 99,9
%:sesti. Erillisessd kokeessa selvitettin orgaanisen materiaalin lisdyksen
vaikutus akantamebojen kestavyyteen. Tuloksista huomattiin orgaanisen
materiaalin lisdavan akantamebojen kestavyyttd desinfioivia aineita vastaan.
Regimen-testeissa  yhteenkaan piilolinssiin  ei  jadnyt akantameboja
hoitonestekasittelyiden jaljilta. Tutkimustuloksista huomattiin, etta jo pelkalla
suolaliuoksella huuhtelu vahensi amebojen (etenkin kystien) maaraa
piilolinsseisséd. Tuloksesta voidaan paatelld, ettd amebat kiinnittyvat linssien
pintaan melko l6yhasti. Tutkimuksessa kaytettiin seuraavia eri piilolinssiryhmiin
kuuluvia linsseja: Optima FW (Bausch & Lomb, ryhméa 1), SUREVUE (Johnston
& Johnston, ryhma 4), PureVision (Bausch & Lomb, ryhma 3) seka Focus
NIGHT & DAY (CIBA Vision, ryhméa 1).>° Taulukossa 12 on esitelty Borazjani
ym.>> tutkimuksissa saadut tulokset, joissa esitetty akantamebojen

vaheneminen (vrt. edellisissa tuloksissa esitetty akantamebojen selviytyminen).
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Taulukko 12. Borazjani ym.>® akantameba-aktiivisuustulokset.

Stand-alone testi

Akantamebojen logaritminen vaheneminen

3,0LOG =99,9%

Akan}gjrpeba— Trofotsoiitit Kystat
A. castellanii A. polyphaga A. castellanii A. polyphaga
llIman
orgaanista 4,3 4.0 2,4 2,4
materiaalia
Orgaanisen
materiaalin 3,0 3,0 2,4 2,4
kanssa
Regimen testi
Akantamebojen prosentuaalinen (%) vaheneminen
Akantameba- —
laji Trofotsoaiitit Kystat
A. castellanii A. polyphaga A. castellanii A. polyphaga
llIman
orgaanista 100% 100% 100% 100%
materiaalia
Orgaanisen
materiaalin 100% 100% 100% 100%
kanssa
Selite: 1,0 LOG =90 %

Buck ym.® tutkimustulokset tulkittiin tilastollisesti. Tuloksista huomattiin, etta eri

hoitonesteiden akantameba-aktiivisuuksissa, eri akantameba-kantojen seka

kystien ja trofotsoiittien valilla oli merkittava ero tehokkuuksissa. Rinnakkaisten

testien-, eri vaikutusaikojen- seka eri erien valilla ei ollut tilastollisesti suuriakaan

eroja. Toinen hoitoneste (OPTI-FREE Express) oli tutkimusten mukaan joka

suhteessa (yhta akantameba-kantaa lukuun ottamatta) tehokkaampi

kuin

toinen. Hoitonesteet tehosivat paremmin trofotsoiitteihin kuin kystin ja eri

kantojen herkkyydet erosivat toisistaan.>® Taulukossa 13 on esitelty Buck ym.*®

tutkimustulokset, joissa esitetty akantamebojen vaheneminen.
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Taulukko 13. Buck ym.>® akantameba-aktiivisuustulokset.

Keskimaarainen logaritminen vaheneminen
ReNu MultiPlus OPTI-FREE
Vaikutus- Express =
Akantameba aika L 0G oo oG oo -arvo
vahene- ; vahene- ;
; hajonta . hajonta
minen minen
. . 4h 0,796 0,709 2,248 0,465 | <0,001
— | Trofotsoiitti
% 6h 0,813 0,771 2,052 0,554 0,002
% 8 4h 0,392 0,395 1,243 0,252 0,001
| F Kysta
= 6h 0,706 0,449 1,326 0,282 0,021
>
o | o L 4 h 0,715 0,387 2,947 0,609 <0,001
Q | ®» | Trofotsoiitti
< Q 6h 0,788 0,319 2,882 0,626 <0,001
ﬂ Kyt 4 h 0,348 0,270 1,670 0,456 0,002
sta
= 4 6h 0,764 0,699 2,014 0,567 0,005
< o 4 h 0,844 0,457 3,305 0,779 0,001
Q | Trofotsoiitti
8 6h 0,864 0,370 3,511 0,466 <0,001
= 8 4 h 1,079 0,503 1,998 0,661 0,042
® | = Kysta
T | < 6h 0,894 0,352 1,986 1,052 0,010
§ o 4 h 2,496 0,657 2,648 0,698 0,736
) Trofotsoiitti
< | < 6h 2,413 1,236 2,676 0,740 0,114
3
© < 4h 1,345 0,943 1,284 0,957 0,887
sta
Y 6h 1,075 0,498 1,010 0,305 0,703
Selite: 1,0 LOG =90 %
' 3,0 LOG = 99,9 %

5.4 Pohdinnat

Johnston ym.® seka Shoff ym.>* tutkimustulosten perusteella lahes jokaisella
Yhdysvaltojen markkinoilla myytavilla kovien ja pehmeiden piilolinssien
hoitonesteilla on puutteellinen desinfiointiaktiivisuus akantameboja vastaan.
Tutkimustulosten perusteella tehokkain desinfiointimenetelmd akantameboja
vastaan on hapetukseen perustuva menetelméa eli desinfiointi vetyperoksidin
avulla. Saman verran vetyperoksidia siséltavien nesteiden
desinfiointitehokkuuksissa oli kuitenkin eroja. Monikayttonesteiden tulokset

olivat molemmissa tutkimuksissa yhdenmukaisia.>>* Monikayttonesteet ovat
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huomattavasti suositumpia piilolinssien hoitomenetelmina niiden

helppokayttdisyyden vuoksi®.

Shoff ym.>* tutkimuksessa akantamebat olivat kiinnittyneina agarin pinnalle,
jossa niilla oli ravintona bakteereja. Tutkijoiden tarkoituksena oli matkia
luonnollisia oloja, joissa amebat olisivat tarttuneina piilolinssin tai
piilolinssikotelon pintaan. Solukiinnittyminen tai ameban kulkeutuminen
huokosten sisélle saattaa suojata sita desinfioivilta aineilta. Toisin kuin muissa
tutkimuksissa Shoff ym.> halusivat liséksi valttaa aiheuttamasta rakenteellista
vahinkoa ameboille, mink& vuoksi niita ei missdén vaiheessa irrotettu agarin
pinnalta tai sentrifugoitu. Koska stressaavia oloja pyrittiin valttamaan, tulosten
uskottiin  kuvastavan paremmin hoitonesteiden akantameba-aktiivisuuksia.
Monikayttonesteiden ollessa taysin tehottomia akantameboja vastaan, ei
tauriinin vaikutusta niiden tehokkuuksin pystytty taysin arvioimaan. Kaikista
akantameboista kestavin oli Chicagon alueen vesijohtovedesta eristetty kanta
(06-039). Tuloksessa huolestuttavaa on, ettd patogeenisia kantoja loytyy
yleisesti vesijohtovesista.>*

Borazjani ym.*® modifioiduissa regimen-testissa huomattiin, ettad trofotsoiitit
olivat kiinnittyneet piilolinssien pinnalle paljon tiukemmin kuin kystat. Kystien
poistoon riitti jo pelkka saliinilla huuhtelu. Trofotsoiitteja poistaminen linssin
pinnalta vaati hieman hankausta. Tuloksista huomattiin, ettéd huuhtelu, hankaus
ja desinfiointi yhdessa tehosivat akantamebojen Kkystiin ja trofotsoiitteihin

paremmin kuin pelkéstaan piilolinssien liotus hoitonesteessa.>”

Koska virallista standardimenetelmdd akantameba-aktiivisuuden maaritykseen
ei viela ole, akantameba-aktiivisuustutkimukset sekd niistd saadut
tutkimustulokset vaihtelevat suuresti. Virallisen standardin kehittamisessa
ongelmaksi tulee kaytettavan akantameba-lajin ja -kannan valitseminen silla
tutkimustuloksista huomataan, etté eri lajien ja kantojen herkkyydet vaihtelevat
suuresti.>>*>>*% Mygs eri elinmuotojen (kystat vs. trofotsoiitit) kestavyyksissa oli
eroja>>®®. Kystat olivat odotetusti trofotsoiitteja kestavampia®. Syita eri lajien ja
kantojen herkkyyseroille ei viela taysin tiedetd. Luultavasti eroavaisuudet

johtuvat luontaisista eroista eri alueilta eristetyilla ameboilla silla eri alueilla ne
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altistuvat eri kemikaaleille ja saattavat siten muuttua kestavdmmiksi. Myos eri
akantameba-lajien ja -kantojen virulensseissa saattaa olla eroja. Yksi syy
herkkyyseroille on varmasti myds se, ettd monet tutkijat ovat kayttaneet
tutkimuksissaan jo vuosia sitten eristettyja akantameboja. Luultavasti nama
kannat eivat enda edusta niitéa lajeja jotka nykypaivana aiheuttavat AK:a. Mikro-
organismien geenit muuttuvat jatkuvasti ja niista saattaa tulla kestavampia tai
herkempia vuosien kuluessa. Etenkin akantamebojen sailytys- ja
kasvatusolosuhteet sek& useat uudelleensiirrostukset saattavat vaikuttaa niiden
koteloitumiseen kystiksi ja samalla niiden herkkyyksiin.>>* Kannoista saattaa
tulla herkempia jos niiden koteloituminen kystiksi hairiintyy eivatka ne koteloidu
oikein. Kannat joista kystia tuotetaan aina ravinnon riiston ja Mg** avulla eivét
valttamatta tuota 100 % kypsia kystia.® Shoff ym.>* tutkimuksissa kaytetyt
akantamebat olivat paljon kestavampia (eritetty AK-naytteista ja
vesijohtovedestd) kuin samankaltaisella menetelméalla aiemmin tutkituissa
tutkimuksissa, joissa kaytettiin lahinna ymparistdsta eristettyja genotyyppia T3,
T4 ja T5 olevia akantameboja. Tulosten perusteella voidaan olettaa, etta ainakin
potilasnaytteista ja vesijohtovedesta eristetyt kannat ovat kestavampia kuin
ymparistosta eristetyt kannat.>*

Jotta toimiva kvantitatiivinen menetelma olisi mahdollista kehittaa, taytyisi AK:n
syntyyn ja kehitykseen liittyvat osatekija tuntea paremmin. Etenkin se miksi
jotkin lajit ja kannat ovat patogeenisia ja toiset eivat. Lisdksi sairauden
puhkeamisen aiheuttama akantamebojen Iukumaara ei ole tiedossa.
Kvantitatiivisen menetelman kehitys on turhaa, kunnes tiedetaan AK:n syntyyn

vaadittavien akantamebojen maara.>*
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6 KOKEELLINEN OSA

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittdd sopiva menetelma piilolinssien
hoitonesteiden akantameba-desinfiointiaktiivisuuden maaritykseen. Alustava
menetelma kehitettiin aiheesta aiemmin julkaistujen tutkimusten seka ohjaajien
ja asiantuntijan (Taru Meri, HUS) ohjeistuksien perusteella. Lisaksi
tarkoituksena oli testata eri hoitonesteiden tehokkuuksia menetelmaa

hyodyntaen.

6.1 Kontrolliliuokset seké tutkitut hoitonesteet

Kontrolliliuokset

Tutkimuksissa kaytettiin kontrolliliuoksina fysiologista suolaliuosta (0,9 % NacCl-
liuos), 2,5 % ja 5 % vetyperoksidia (H.0,) seka 70 % etanolia (70 % EtOH).
Positiivinen kontrolliksi valittiin  fysiologinen suolaliuos, silla akantameban
tiedettiin elavan monenlaisissa ymparistdissd ja nain ollen fysiologisen
suolaliuoksen arveltiin soveltuvan testeihin hyvin. Negatiivinen kontrolli valittiin

5% varsinaisten testien aikana

aikaisempien  julkaisujen perusteella
vetyperoksidia jouduttiin kuitenkin vakevoimaan, silla 2,5 % vetyperoksidi ei
ollut yhta tehokas AP:a (A. polyphaga) vastaan. Varsinaisissa testeissa
negatiivisena kontrollina kaytettin myés 70 %:sta etanolia (EtOH), silla sen
desinfiointitehokkuus haluttiin tutkia jotta voitiin varmistua, ettad pintojen
desinfioinnissa kaytetty aine oli riittdvan tehokas akantameboja vastaan.
Taulukossa 14 on listattu testeissad kaytetyt kontrolliliuokset. Liitteessa 1 on
pagen saliinin, vaharavinteisten maljojen seka fysiologisen suolaliuoksen

koostumukset. Vetyperoksidiliuokset saatiin toimeksiantajalta.
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Kontrolliliuos

Merkinta

Korkki Pohja

Koostumus

Positiivinen kontrolli

Pos AC tai AP | 4h, 8h tai 24h

0,9 % NaCl-liuos

Negatiivinen

- 1 0 - -
kontrolli Neg 4h tai 24h 2,5 % Vetyperoksidi
Negatiivinen ) _ . o
kontrolli (1) Neg AC tai AP | 4h, 8h tai 24h 5 % Vetyperoksidi
Negatiivinen : : 0
kontrolli (2) EtOH AC tai AP | 4h, 8h tai 24h 70 % EtOH

Hoitonesteet

Toimivuuden testauksessa positiivisen ja negatiivisen kontrollin liséksi testattiin

yksi nayte (nayte 1). Varsinaisissa testeissa tutkittiin yhdeksan eri hoitonesteen

desinfiointitehokkuudet. Osa nesteista oli Piiloset by Finnsusp Oy:n kaupallisia

tai tuotekehityksessa olevia nesteitd, osa muita kaupallisia nesteita. Taulukossa

15 listattu tutkitut hoitonesteet ja niiden desinfioivat aineet.

Taulukko 15. Varsinaisissa testeissa tutkitut hoitonesteet.

_ Merkinta Coe
Hoitoneste - - Desinfioiva aine
Korkki Pohja
A A
B B
E E , 4h, 8h tai , -
G G AC tai AP oah Biguanidi
H H
I I
D D : 4h, 8h tai TR
= = AC tai AP oah Kloriitti-ioni ja hapetus
C C AC tai AP 4h’2i?] al Kaksi eri yhdistetta
) AC = A. castellanii
Selitteet:

AP = A. polyphaga
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6.2 Kaytetyt mikrobit

Tutkimuksissa kaytetyt akantamebat sekd kolibakteerit saatiin HusLabin
parasitologian yksikosta. Toinen akantameboista (A. castellanii) oli ATCC-kanta
ja toinen (A. polyphaga) HusLabin oma potilaseristys. ATCC:lta tilattu kanta on
Intiassa vuonna 1984 akantamebakeratiittia sairastavan sarveiskalvosta
eristetty kanta. HusLabin oma potilaseristys on Suomessa vuonna 2004 nuoren
naispotilaan piilolinssista eristetty kanta. Piilolinssia potilas oli virheellisesti
sailyttanyt vedessa Etela-Euroopan matkallaan. Kanta on genotyypattu
Lontoossa (London School of Hygiene and Tropical Medicine). (Taru Meri
8.4.2011, HUS, henkilokohtainen tiedonanto) Akantameban ravintona paatettiin
kayttaa HusLabin viljelyissa kayttamia kolibakteereja (Escherichia coli).

Taulukossa 16 on esitelty kaytettyjen mikrobien tiedot.

Taulukko 16. Kaytetyt mikrobit.

. ] Alkupera
Layji Tunniste : -
Maa Eristetty Ajankohta
. ATCC , .

A. castellanii 50492 Intia Sarveiskalvo 1984
A. polyphaga 6025 Suomi Piilolinssi 2004
E. col ATCC 1 Vhdysvallat | Kliininen nayte 1946

: 25922 y v

6.3 Liuokset ja kasvatusalustat

Kolibakteerit kasvatettin TSA-maljoilla (Tryptic Soy Agar). Pagen saliini seka
vahéaravinteisten maljojen valmistus suoritettiin akantamebojen eristykseen seka
tunnistukseen tehdyn menetelmén ohjeiden mukaisesti (National Standard
Methods)*. Pagen saliini seka siitd valmistetut vaharavinteiset maljat mainittiin

55456 seka kirjallisuudessa’ ja

my6s muissa aiemmin julkaistuissa tutkimuksissa
niitd kaytetddn myos HusLabin viljelyissd. Taulukossa 17 on esitelty kaytetyt

kasvatusalustat seka liuokset.
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Vaharavinteiset maljat

Liuos / kasvatusalusta Kayttotarkoitus Tiedot
TSA, Difco Kolibakteerien kasvatus
Vaharavinteisten maljojen valmistus,
Pagen saliini kolibakteerien suspensointi seké Liite 1
amebojen huuhtelu
Akantamebojen kasvatus Liite 1

6.4 Laitteistot

Taulukossa 18 on listattu testeissa kaytetyt laitteet seka niiden

valmistuspaikat.

Taulukko 18. Kaytetyt laitteet.

valmistajat ja

Laite Valmistaja
Autoklaavi Oy Santasalo-Sohlberg AB, Suomi
Automaattipipetti (1-5 ml
: .pp : ( ) Biohit, Suomi
Automaattipipetti (50-200 pl)
Laminaarikaappi Kojair, Suomi

Lampokaappi

Sanyo, Japani

Valomikroskooppi

Nikon, Japani

Valomikroskooppi

Euromex, Hollanti

Mikroskooppikamera

Nikon, Japani

Sentrifugi Sigma, Saksa

pH-mittari Orion research Ink., USA
Vaaka Sartorius, Saksa

Vesihaude MEMMERT GmbH+Co. KG, Saksa
Vortex Merck, Saksa
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6.5 Vilineet

Tutkimuksissa kaytettiin punnitusalustoja, erlenmeyereitd, pumpulia, foliota,
sailopulloja, petrimaljoja, parafilmia,  siirrostussilmukoita, mittalaseja,
dekantterilaseja, eppendorf-putkia, falcon-putkia, pinsetteja, levityssauvoja,

piilolinssikoteloita, pipetin karkia, veitsia, bunsen-liekkia ja preparaattilaseja.
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7 MENETELMAN KEHITYS JA TOIMIVUUDEN

TESTAUS

Alustavaa menetelméaa testattin yhdella hoitonesteella (nayte 1) seka
positiivisella (0,9 % suolaliuos) ja negatiivisella (2,5 % H,0,) kontrollilla.
Toimivuuden testauksessa kaytettiin vain yhta akantamebaa (A. castellanii).
Hoitonesteet paatettiin testata vain akantameban kystia vastaan, silla kystien
tiedettin  kestdvan paremmin ympéristdn stressia®. Ajateltin, ettd jos
hoitonesteet tehoavat kystiin niin ne tehoavat myds trofotsoiitteihin. Lisaksi
kystat oli helpommin havaittavissa valomikroskoopilla kuin trofotsoiitit. Testit
suoritettin ~ jo  menetelmé&n  kehitysvaiheesta alkaen  sokkoutettuina,
mahdollisimman luotettavien  tulosten aikaansaamiseksi. Menetelméan
kehitysvaiheessa testit tehtiin viidella rinnakkaisella naytteella ja nesteiden
vaikutusajoiksi valittin - minimivaikutusaika nelja tuntia sekd 24 tuntia.
Testaukset tehtiin piilolinssikoteloissa luomaan mahdollisimman luonnolliset ja
normaalia piilolinssien kayttéd mukailevat olosuhteet. Menetelman toimivuuden
testauksesta saatujen tulosten perusteella menetelmaa muokattiin lopullisia

tuotetesteja varten.

7.1 Menetelmén valinta

Menetelméan kehitysvaiheen kokeellisen osion alussa testattiin kahta erilaista
menetelmaa. Molemmissa akantameboja kasvatettiin vaharavinteisilla maljoilla,
mutta toisessa hoitonesteet testattiin siten etta akantamebat olivat kiinnittyneina
agarin pinnalle ja toisessa ne pyrittiin suspensoimaan agarin pinnalta pagen
saliiniin, laskemaan hemosytometrilla ja pipetoimalla suspensio hoitonesteiden
joukkoon. Akantamebojen suspensointi ei jostain syysta onnistunut ollenkaan,
vaikka agarin pinnalle pipetoitin pagen saliinia ja pintaa hangattiin
levityssauvalla. Suspensoinnin epaonnistuttua pdaatettiin testata hoitonesteet
agarin pinnalle kiinnittyneilla akantameboilla (kuten Shoff ym.>*). Agar-palojen
valintaan vaikutti myds se, etta haluttiin kehittd&d mahdollisimman luonnollisia

piilolinssien kayttdolosuhteita mukaileva menetelmd, jossa akantamebat ovat
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kiinnittyneina agarin pinnalle kuten ne Kkiinnittyisivat piilolinssin pintaan.
Tutkimuksissa paatettiin kayttaa suurempia agar-paloja (1 cm?) kuin Shoff ym.>*
tutkimuksissa, silla niin pienia paloja (2 mm?) ei kaytossa olleilla valineilla olisi
pystynyt luotettavasti leikkaamaan. Lisdksi 1 cm? oli lahempana todellista
piilolinssin kokoa. Vaikka akantamebojen suspensointi ei onnistunut, haluttiin
tietdd siirtyvatkd ne helposti agarin pinnalta hoitonesteisiin hoitonesteiden

vaikutusaikojen aikana.

7.2 Menetelmén toimivuuden testaus

7.2.1 Alkuvalmistelut

Amebojen kasvatusmaljojen valmistus
Akantamebojen ravintona kaytettavia kolibakteereja kasvatettiin TSA-maljoilla

(+37 °C) ennen vaharavinteisille maljoille siirrostamista.

Bakteerit suspensoitin 1 ml:n tilavuuteen 10 kertaisesti laimennettuun Pagen
saliiniin  (1x), minka jalkeen 100 ul suspensiota pipetoitiin steriilisti
vaharavinteisille maljoille. Bakteerit levitettiin maljoille tasaisesti levityssauvalla
ja maljojen annettiin kuivua vahintaan 15 minuuttia (+37 °C) ennen amebojen
siirrostamista. Mikali maljoja ei kaytetty heti samana paivana, sailytettiin maljoja

jadkaapissa (+4 °C:ssé) korkeintaan viikon ajan.

Amebojen siirrostus ja kasvatus maljoilla

Alkuperdinen HusLabista saatu A. castellanii —malja jaettiin tasaisesti noin 1
cm? paljoihin ja palat siirrettin - uusille, kolibakteereja sisaltaville,
vaharavinteisille maljoille. Maljoja inkuboitiin noin 3 viikon ajan (+30 °C) ennen
testien aloittamista, jotta kaikki trofotsoiitit ehtivat muuttua kystiksi. Ennen
hoitonesteisiin ~ siirtamista, jokainen maljalta leikattu pala tarkasteltiin
mikroskoopin kanssa, jotta voitiin olla varmoja, ettéa kaikkien palojen lahtétilanne
oli sama. Maljoilta tarkastettiin, etta kaikki trofotsoiitit olivat koteloituneet kystiksi

ja ettd kystamaara oli suurin piirtein sama.
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7.2.2 Testien suoritus

Aluksi valmistettin uudet vé&h&ravinteiset maljat ja siirrostettiin  niihin
kolibakteereja amebojen ravinnoksi. Piilolinssikotelot merkittiin seuraavasti: N1,
POS ja NEG (jokaisesta viisi rinnakkaista).

Kystia sisaltavat amebamaljat jaettiin tasaisesti noin 1 cm? paloiksi ja siirrettiin
palat omiin piilolinssikoteloihinsa. Jokaiseen koteloon lisattin 3 ml tutkittavaa
nestettéa (N1, POS tai NEG) ja kotelot suljettiin. Liuosten annettiin vaikuttaa RT
(Room temperature eli huoneen [ammadssa) 4 ja 24 tuntia.

Sentrifugoidut naytteet

Vaikutusajan jalkeen tutkittavasta nesteesta pipetoitiin 1,3 ml eppendorf-putkiin
ja sentrifugoitiin naytteet (10 min, +21 °C, 7000 g). Sentrifugoinnin jalkeen
kaadettiin neste pois putkista ja tilalle pipetoitin 1,3 ml Pagen saliinia (1 x).
Putkia vorteksoitin  hetki, minkd jalkeen naytteista pipetoitin 200 pl

vaharavinteisille bakteerimaljoille.

Agar-palat
Agar-palat siirrettiin yksi kerrallaan falcon-putkiin ja huuhdeltiin kolmesti Pagen
saliinilla (1 x). Huuhtelun jalkeen palat siirrettiin kukin omille vaharavinteisille

bakteerimaljoilleen.

Maljojen annettiin kuivua noin 15 minuutin ajan, minka jalkeen ne siirrettiin
lampokaappiin  (+30 °C). Maljoja inkuboitin (+30 °C) nurinpdin ja niita
tarkasteltiin paivittain (viikonloppuja lukuun ottamatta) noin kahden viikon ajan
(13-14 paivaa).

7.3 Amebojen mikroskopointi

Tulosten arvioinnissa ameboja tarkasteltiin valomikroskoopilla, 10 x okulaarilla
seka 10 x ja 40 x objektiiveilla. Petrimalja asetettiin preparaattipdydalle ilman
kantta, minka jalkeen trofotsoiitit ja kystat etsittin ensin 10 x objektiivilla.
Mikroskopoinnin alussa objektiivi séadettiin karkeasdadolla (sivusta katsomalla)

mahdollisimman l&helle agarin pintaa, minka jalkeen amebat tarkennettiin
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pikkuhiljaa hienosdaddon avulla nostamalla objektiivia poispéin agarista.
Parhaiten amebat, erityisesti kystat, erottuivat k&anteisfaasikontrastia
kaytettdessa. Valon voimakkuutta saadettiin mikroskopoinnin aikana sopivaksi.
Kuvattaessa kaytettiin 40 x ja 10 x objektiiveja, joten suurennos oli yhteensa
100 x tai 400 x.

7.4 Menetelman testauksesta saadut tulokset ja paatelmat

Menetelman testauksella saaduista tuloksista voitiin paatella, ettd menetelma ol
toimiva, silla sek& positiivinen- ettd negatiivinen kontrolli toimivat halutulla
tavalla. Positiivisessa kontrolliliuoksessa amebat selvisivat vaikutusaikojen ajan
hyvin ja levittaytyivat uusille maljoille melko nopeasti. Negatiivisessa
kontrolliliuoksessa (2,5 % H,0,) kaikki amebat kuolivat, eikd maljoilla nakynyt

mink&&nlaista levittaytymisté inkubointiajan jalkeen.

Sentrifugoitujen naytteiden tuloksista kavi ilmi, etteivat amebat siirry herkasti
paloilta liuoksiin. Sentrifugoiduista naytteistd ainoastaan yhdessa positiivisessa
kontrollissa oli inkubointiajan jalkeen ameboja. Yhden naytteen positiivinen tulos
saattoi luultavimmin johtua siita, ettd nayte kontaminoitui nesteen kasittelyn
ailkana esimerkiksi tyovalineiden kautta. Amebojen nihkeda siirtymista
hoitonesteisiin puolsi myos se, etteivdt ne helposti siirtyneet pagen saliiniin
mekaanisesta hankaamisesta huolimatta. Koska akantamebat eivat siirtyneet
pagen saliiniin edes mekaanisen hankaamisen avulla, voitiin olla melko varmoja
siitd, etteivat ne siirry helposti hoitonesteisiinkd&n. Taman perusteella nesteiden

sentrifugoinneista voitiin luopua.

Menetelm&n testausvaiheessa huomattiin amebojen laskemisen olevan erittain
tyolasta. Ajatuksena oli, ettd akantamebojen maarat laskettaisiin aina palan
samasta kohdasta. Agar-palat pyrittiin kuvamaan ennen hoitonesteiden lisdysta
ja hoitonesteiden vaikutusaikojen jalkeen samasta kohdasta, jolloin maarat olisi
voinut laskea jalkeenpéin tietokoneen ruudulta. Kuvaamiseen tarvittavaa
tekniikkaa ei saatu toimimaan halutulla tavalla, joten pé&aatettin arvioida
tehokkuuksia jollain muulla tavalla kuin tarkoilla laskennallisilla maarilla.

Menetelméan toimivuuden testauksesta saadut tulokset ovat kvalitatiivisia eli
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tulos on joko positiivinen (1-5/5) tai negatiivinen (0/5). Positiiviset tulokset on
merkitty taulukkoon (taulukko 19) punaisella fontilla.

Mielenkiinnon vuoksi liséttiin viela yksi inkubointiaikapiste (8 h) tutkittavaksi ja
tutkittavien naytteiden rinnakkaisten maara vahennettiin kolmeen. Naytteiden
rinnakkaiset testit paatettin suorittaa eri paiving, jotta saataisiin selville
menetelman toistettavuus eli miten tulokset eroavat eri pdaivind tehdyissa

testeissa. Taulukossa 19 on esitetty toimivuuden testauksesta saadut tulokset.

Taulukko 19. Toimivuuden testauksen tulokset.

Palat
Havainnointi Negatiivinen kontrolli | Positiivinen kontrolli Nayte 1

paiva 4h 24 h 4h 24 h 4h 24 h
0 Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus
1 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 0/5
2 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 0/5
3 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
6 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
7 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
8 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
9 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
12 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
13 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5
14 0/5 0/5 5/5 5/5 5/5 5/5

Sentrifugoidut naytteet

0 Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus | Siirrostus
1 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
2 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
3 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
6 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
7 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
8 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
9 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
12 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
13 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
14 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5
Selite: Negatiivinen (0/5)

Positiivinen (1-5/5)
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8 VARSINAISET TESTIT

Naytteiden rinnakkaiset testit paatettiin suorittaa eri paivina. Aluksi amebat
siirrostettiin uusille maljoille ja maljoja inkuboitiin noin kolmen viikon ajan,
kunnes amebat olivat muuttuneet kystiksi. Varsinaisissa testeissa kaytetyt
amebat siirrostettiin aina alkuperaiseltda HusLabista saaduilta maljoilta, jotta
valtettiin turhat uudelleensiirrostukset. Varsinaisia testeja varten saatiin

HusLabista uudet akantameba-maljat.

Piilolinssikoteloiden korkit merkittiin seuraavasti: POS, NEG, EtOH, A, B, C, D,
E, F, G, H ja I. Koteloiden pohjiin merkittin akantameba-laji, eli joko AC (A.
castellanii) tai AP (A. polyphaga) sekd nesteen vaikutusaika (4h, 8h tai 24h).
Kuvassa 3  havainnollistetaan  varsinaisissa  testeissd  kaytettyjen

piilolinssikoteloiden merkitsemista.

Kuva 3. Piilolinssikoteloiden merkinta varsinaisissa testauksissa.

Maljat, joilla amebat olivat muuttuneet kystiksi, jaettin noin 1 cm? paloiksi.

Paloja tarkasteltiin valomikroskoopilla, jotta kaikkien palojen alkutilanne ol
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suunnilleen sama (kystat ryhmittyneet paasaantdisesti yli 15:sta kystan
ryppaisiin) ja laitettiin kukin pala omiin piilolinssikoteloihinsa. Palat eivét olleet
kokonaan kystien peitossa (siten, etta olisi ollut tasainen kystapinta), vaan
kystaryppéitd oli tasaisesti maljan pinnalla. Yhdessa palassa yli 15:sta
kystaryppéitd oli suunnilleen 20. Tyovaiheiden nopeuttamiseksi laitettin AP
agar-palat aina koteloiden vasemmanpuolisiin koteloihin ja suljettiin ne sinisilla
korkeilla. AC agar-palat laitettiin koteloiden oikeanpuolisiin koteloihin ja suljettiin
valkoisilla korkeilla. Kuvassa 4 on havainnollistettu akantameba-maljojen

paloihin jakoa.

Kuva 4. AC-maljan jako paloihin.

Koteloihin pipetoitiin 3 ml tutkittavaa nestetta ja nesteiden annettiin vaikuttaa 4,
8 tai 24 tuntia. Suspensoituja kolibakteereja siirrostettiin vaharavinteisille
maljoille ja maljojen annettiin kuivua lampdkaapissa (+37 °C) ennen amebojen
siirrostusta vahintdan 15 minuutin ajan. Vaikutusaikojen jalkeen hoitonesteet
poistettiin piilolinssikoteloista, agar-palat siirrettiin falcon-putkiin ja huuhdeltiin
kahdesti Pagen saliinilla (1 x). Huuhtelun jalkeen palat siirrettin aiemmin
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valmistetuille vaharavinteisille bakteerimaljoille, minka jalkeen niiden annettiin
kuivua laminaarikaapissa noin 15 minuutin ajan. Maljoja inkuboitiin (+30 °C)
nurinpain, parafilmiin kaarittyind kymmenen paivan ajan, minka jalkeen niita
tarkasteltiin - mikroskoopilla. Negatiivinen kontrolli jouduttiin vaihtamaan
vakevampaan vetyperoksidi liuokseen (5 % H,0,), silla aiempi (2,5 %) liuos ei
tehonnut AP:an (A. polyphaga).

Kuviossa 1 on esitetty varsinaisten testien suoritus.
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Tyon kulku:
//‘—‘\\
/ \ Akantameba-maljojen inkubointi noin 3
e .. [ ] viikon ajan (+30 °C) ja jako 1 cm? paloihin.
Véharavinteisten maljojen
valmistus: /
100 pl bakteerisuspensiota ~_{71
levitetdan tasaisesti maljoille. T

l T

Palan siirto piilolinssikoteloon ja
hoitonesteen pipetointi paalle.

Hoitonesteiden vaikutus 4 h, 8 htai 24 h

Hoitonesteen poisto ja palan
huuhtelu kahdesti (1x) Pagen
saliinilla.

l

Palan uudelleen siirrostus
kolibakteereja sisaltavalle
vahéravinteiselle maljalle.

l

Maljojen kuivaus
noin 15 min ajan
(+27 °C)

Maljojen inkubointi
10 vrk, +30 °C

l

Tulosten tarkastelu ja amebojen
kuvaus mikroskoopilla
kaanteisfaasikontrastilla.

Kuvio 1. Varsinaisten testien suoritus.
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9 TULOKSET

9.1 Tulosten tarkastelu

Akantamebojen laskeminen kaytettavissa olleilla tyovalineilla ja laitteilla
osoittautui erittdin tyolaaksi, joten varsinaisista testeistd saatuja tuloksia
paatettiin arvioida jollain muulla tavalla. Varsinaisten testien aikana huomattiin
amebojen kystien muodostavan erikokoisia "ryppaitd” koteloituessaan. Joillain
maljoilla ryppaissa oli enemman kysti& kuin toisilla, joten p&éatettiin arvioida
tehokkuuksia naiden ryppaiden siséltamien kystamaarien perusteella. Kuvassa
5 on kuvat positiivisen ja negatiivisen kontrollin maljoista. Lahtoétilanteessa
kaikki agar-palat nayttivat kuvan 4 A kanssa samalta. Yli 15 kystan ryppaita oli

palojen siirrostus-vaiheessa suunnilleen 20/pala.

Kuva 5. Kystaryppéita positiivisen (A) ja negatiivisen (B) kontrollin maljoilla.
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9.2 Hoitonesteiden tehokkuuksien arviointi

Hoitonesteiden tulokset esitettin kystien muodostamien ryppaiden avulla
taulukossa 20 esitettyjen arviointiperusteiden perusteella. Vaikka tulokset
arvioidaankin kystien maaran perusteella, saattoi ryhmén 1 (+++) maljoilla
nakya viela trofotsoiitteja 10 paivan inkuboinnin jalkeen. Trofotsoiitteja ei otettu

huomioon tulosten arvioinnissa.

Taulukko 20. Hoitonesteiden tehokkuuksien arviointiperusteet.

Merkinta Kystien maara Selite
/ rypas
Kaikkien tutkittavien agar-palojen lahtétilanne,
et i 15 positiivisten kontrollien maljat seka maljat joilla
y vahenemista lahtdtilanteesta ei tapahtunut
(kuva 5 A ja 6).
++ 3.15 Selked vaheneminen lahtétilanteesta, mutta kystia
kuitenkin selvasti maljoilla (kuva 7 A ja B).
+ 1-3 Selkead vaheneminen lahtotilanteesta, kystia
havaittavissa siella taalla maljoilla (kuva 8 A ja B).
R Havaittavien kystien soluseinét selkeasti normaalien
Saattoi lOytya ) - . e R
. kystien soluseinia haaleampia. Naita saattoi I6ytya
+ milta tahansa R ) L s s e T
maljalta mink& tahansa .ryhman manHta paasaant0|sest| vain
yksittaisind tapauksina (kuva 9 A ja B).
- - Kystia ei havaittavissa maljoilla (kuva 10).

Maljojen tarkastelussa ensimmaisena tarkasteltin aina positiivisen kontrollin
maljat. Tutkittavien nesteiden maljoja verrattiin aina positiivisen kontrollin- seka
rinnakkaisten testien maljoihin (maljat sailytettiin jaékaapissa tutkimusten

loppuun asti).
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Ryhma 1 (+++)

Ryhméan 1 maljoilla (kuva 6 A ja B) kystat muodostivat paasaantdisesti yli 15
kystan ryppaita ja kystaryppéitd l0ytyi tasaisesti koko maljalta kymmenen
paivan inkuboinnin jalkeen. Lahtotilanteessa (ennen hoitonesteille altistamista)

kaikki palat kuuluivat ryhmaan 1.

Kuva 6. Kystaryppéita ryhnmén 1 (+++) maljoilla.

Kuvassa 6 A on 100 x suurennos 4 tunnin vaikutusajan maljalta (AP), jossa
tutkittavana hoitonesteena oli hoitoneste C. Kuvassa 6 B on 400 x suurennos 4
tunnin vaikutusajan maljalta (AP), jossa tutkittavana hoitonesteena oli

hoitoneste A.
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Ryhma 2 (++)

Osassa maljoista kystien maara oli selvasti pienempi verrattaessa
lahtotilanteeseen seké positiiviseen kontrolliin, vaikka niitd maljoilta 10ytyikin heti
selvasti. Ryhman 2 (kuva 7 A ja B) maljoilla kystat muodostivat paasaantoisesti
3-15 kystan ryppéitd ja tarkastellessa kystam&ard oli selvasti vahentynyt

positiivisiin kontrolleihin verrattuna.

Kuva 7. Kystaryppaita ryhman 2 (++) maljoilla.

Kuvassa 7 A on 100x suurennos 8 tunnin vaikutusajan maljalta (AP), jossa
tutkittavana hoitonesteena oli hoitoneste A. Kuvassa 7 B on 400x suurennos 8
tunnin vaikutusajan maljalta (AP), jossa tutkittavana hoitonesteena hoitoneste
E.
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Ryhma 3 (+)

Ryhman 3 (kuva 8 A ja B) maljoilla kystat olivat vahentyneet runsaasti
verrattaessa ryhmiin 1 ja 2. Maljoja tarkasteltaessa kystia |0ytyi tasaisesti
maljoilta paasaantoisesti 1-3 kystan ryppaina.

Kuva 8. Kystia ryhman 3 (+) maljoilla.

Kuvassa 8 A on 100x suurennos 8 tunnin vaikutusajan maljalta (AC), jossa
tutkittavana nesteena oli hoitoneste I. Kuvassa 8 B on 400x suurennos 8 tunnin
vaikutusajan maljalta (AC), jossa tutkittavana hoitonesteena on hoitoneste 1.
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Ryhméa 4 (+)

Ryhméan 4 (kuva 9 A ja B) kystia saattoi loytya miltd tahansa aiemmin
kuvailtujen ryhmien (1-3) maljoilta, paasaantoisesti yksittain. Kystat erosivat
ulkonadltaan selvasti normaaleista kystista, silla niilla oli erittdin haalea
soluseind verrattaessa normaaleihin kystiin. Luultavasti hoitoneste vaikutti
trofotsoiitin  koteloitumiseen siten etta uudelleenkoteloituminen kystaksi
heikentyi. Kuvassa 4 A on kaksi poikkeavaa kystaa ja kuvassa 4 B on kaksi

normaalia seka yksi poikkeava kysta.

normaali poikkeava

Kuva 9. Kystia ryhmén 4 (+) maljoilla.
Kuvassa 9 A on 400x suurennos 4 tunnin vaikutusajan maljalta (AC), jossa

tutkittavana nesteena oli hoitoneste A. Kuvassa 9 B on 400x suurennos 24
tunnin vaikutusajan maljalta (AP), jossa tutkittavana nesteena oli hoitoneste A.
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Ryhméas (-)
Ryhmaan 5 (kuva 10) kuuluvat ne hoitonesteet, joilla 10 paivan inkuboinnin

jalkeen ei havaittu ollenkaan kystia.

Kuva 10. Kolibakteereja negatiivisen kontrollin maljalla.

Kuvassa 10 on 400x suurennos negatiivisen kontrollin (AC) maljasta, jonka

pinnalla selvasti nahtavissa kolibakteereja (vihreita sauvoja).

9.3 Varsinaisten testien tulokset

Testattujen hoitonesteiden tehokkuuksissa oli selkeitd eroja, vaikka tarkempi

kvantitatiivinen tarkastelu jaikin sen hankaluuden vuoksi tekematta.

Tuloksista huomataan, ettd ldhes kaikilla hoitonesteillda oli jotain vaikutusta
tutkittuihin akantameboihin jo minimivaikutusajassa. Vain hoitoneste E:lla ei
ollut minkaanlaista vaikutusta AP:an minimivaikutusajalla. Tutkituista
hoitonesteista vain hoitoneste H ja | tuhosivat kaikki kystat yhdeltd AC:n

rinnakkaiselta maljalta jo neljan tunnin vaikutusajalla. Tuloksista kay ilmi, etta
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paasaantoisesti vaikutusaikoja pidentamalla hoitonesteiden tehokkuudet
paranevat. Joissain tapauksissa hoitonesteilla kuitenkin saattoi olla parempi
vaikutus lyhyemmilla kuin pidemmilla vaikutusajoilla. Esimerkiksi hoitonesteella
B 4 tunnin vaikutusajan maljoilta 16ytyi vain poikkeavia paasaantdisesti
yksittaisia kystia (myos 2-3 poikkeavan kystan ryppéaita nakyvissa hyvin vahan),
mutta 8 ja 24 tunnin vaikutusajan maljoilta (yksilta rinnakkaisilta) 10ytyi

normaaleja kystia 3-15 kystan ryppaina. Syyta tahan ei tiedeta.

Jo varsinaisten testien alussa huomattiin, ettéd eri lajien herkkyyksissd on
eroavaisuuksia. Kayttamistamme akantameboista AP oli selvéasti kestavampi
kuin AC. Eri paivind tehtyjen testien tuloksissa ja tehokkuuksissa ol
eroavaisuuksia. Joidenkin tutkimusten mukaan useat uudelleensiirrostukset

saattavat heikentaa akantamebojen kestavyytta>>,

Tutkimuksissa pyrittiin
kuitenkin valttdmaan useita uudelleensiirrostuksia siten, etta tehtiin siirrostukset
aina alkuperédisesta maljasta. Myos pitkat sailytysajat saattavat heikentda
akantameboja, joten syyt eri paivina tehtyjen tulosten eroavaisuudet saattavat
johtua kaytettyjen akantamebojen eri sailytysajoista. Tehokkain AC:ta vastaan

oli hoitoneste A ja AP:a vastaan hoitoneste F.

Biguanidia siséltaviad hoitonesteita oli tutkittavien hoitonesteiden joukossa kuusi
(A, B, E, G, H ja l), joista tehokkaimpia olivat hoitonesteet A ja B. Heikoimmin
kaikista tutkituista hoitonesteista (A-1), molempiin tutkittuihin akantameboihin,

tehosi biguanidia sisaltava hoitoneste E.

Hoitonesteitd, joiden desinfiointi perustuu kloriitti-ioneihin ja hapetukseen oli
tutkimuksissa kaksi (D ja F). Tehokkuudet olivat niiden kesken melko

samankaltaiset.

Kahta eri desinfioivaa ainetta sisaltdva hoitoneste C oli lahestulkoon yhta

tehokas AC:ta vastaan kuin hoitonesteet A ja B.

Taulukossa 21 on esitetty varsinaisista testeista saadut tehokkuudet. Tulosten

arviointiperusteet on esitelty aiemmin taulukossa 20.
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A. castellanii A. polyphaga L
Nayte Poyprag Desinfioiva
4 h 8h 24 h 4 h 8h 24 h aine
+++ ++ + +++ ++ ++
A + - - ++ ++ ++
+ - - ++ ++ + _ o
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Biguanidi
+ + ++ +++ ++ ++
B + ++ - ++ +++ ++
+ - ++ ++ ++
+ ++ +++ +++ +++ _
C ++ ++ - +++ ++ 4 K'akSI )
yhdistetta
+ ++ - +++ +++ ++
++ ++ +++ ++
D 4+ — . + Kloriitti-ioni
ja hapetus
+ - - ++ ++ ++
+++ ++ ++ +++ +++ +++
E +++ ++ ++ +++ +++ +++ Biguanidi
+ ++ - +++ ++ ++
+ ++ +++ +++ ++
F + Tt 4+ et + l_<|or||tt|-|on|
ja hapetus
+ + - ++ + +
++ ++ ++ +++ +++ +++
G + ++ + ++ ++ +++
++ ++ - +++ ++ +
++ ++ + ++ ++ ++
H ++ ++ + ++ ++ ++ Biguanidi
- + + +++ + ++
+ ++ ++ ++ ++ ++
I + ++ ++ ++ ++ ++
- + - ++ ++ ++

Hoitonesteet jaoteltiin aktiivisuuden mukaan viiteen ryhmé&én (taulukko

20), joista ryhman 1

(+++) hoitonesteet eivéat osoittaneet minkaéanlaista aktiivisuutta akantameboja kohtaan. Ryhméan

2 (++) ja 3 (+) hoitonesteet vaikuttivat jo selvasti akantameboihin, silla silméamaaraisesti

akantamebojen maarat vahenivat huomattavasti lahtotilanteesta. Ryhmén 4 (+) kystat erosivat

ulkon&dltddn normaaleista kystista selvasti (kuva 4 B) ja niitd oli maljoilla p&&saéntodisesti

yksittéin (satunnaisia 2-3 kystan ryppéaitd lukuunottamatta). Naitd poikkeavia kystia saattoi

I6ytya minka tahansa ryhmén (1-3) maljoilta. Ryhmén 4 (-) hoitonesteet tuhosivat kaikki kystat

paloilta.
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Hoitonesteiden kvalitatiiviset tulokset (taulukko 22) eivat kerro taysin
vertailukelpoisesti eri hoitonesteiden tehoista, silla positiivisten maljojen valilla
oli suuria eroja. Kvalitatiiviset tulokset halutaan kuitenkin esittdd tehokkuutta
paremmin arvioivien tulosten rinnalla, jotta tutkimustuloksia voidaan paremmin
vertailla aiemmissa tutkimuksissa saatuihin tutkimustuloksiin. Menetelmén

5% kahden tutkimustulokset

kehitysvaiheessa hyodynnetyistd tutkimuksista
esitettiin vain kvalitatiivisesti. Hoitonesteiden tulokset, joissa véahenemista on

tapahtunut, on havainnollisuuden vuoksi merkitty punaisella.

Taulukko 22. Hoitonesteiden kvalitatiiviset tulokset.

Positiivisten maljojen lukumaara (%)
Nayte A. castellanii A. polyphaga

4 h 8h 24 h 4 h 8h 24 h

A 3/3 1/3 1/3 3/3 3/3 3/3
(100 %) (33 %) (33%) | (100 %) (100 %) | (100 %)

5 3/3 3/3 1/3 3/3 3/3 3/3
(100 %) (100 %) | (33 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

c 3/3 3/3 1/3 3/3 3/3 3/3
(100 %) (100 %) | (33 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

D 3/3 2/3 2/3 3/3 3/3 3/3
(100 %) (66 %) (66 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

£ 3/3 3/3 2/3 3/3 3/3 3/3
(100 %) (100 %) | (66 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

F 3/3 3/3 213 3/3 3/3 3/3
(100 %) (100 %) | (66 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

G 3/3 3/3 2/3 3/3 3/3 3/3
(100 %) (100 %) | (66 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

Y 2/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
(66 %) (100 %) | (100 %) | (100 %) (100 %) | (100 %)

2/3 3/3 2/3 3/3 3/3 3/3
(66 %) (100 %) | (66 %) (100 %) (100 %) | (100 %)

Kystien elinkelpoisuus testattiin vield siirrostamalla ne uudelleen uusille
bakteerimaljoille. Kaikki kystat (myds poikkeavat) pystyivat muuttumaan takaisin
trofotsoiiteiksi ja siirtymaan uusille maljoille. Normaalien kystien siirtyminen

paloilta maljoille kesti suunnilleen kaksi vuorokautta, kun taas poikkeavien
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kystien siirtyminen kesti 4-5 vuorokautta. Poikkeavien kystien kohdalla toistettiin
testimenetelm& 4 tunnin inkuboinnilla uudelleen (vain hoitonesteellda A), jotta
saatiin selville kestavatkd poikkeavat kystat uudelleenkasittelya. Testista kavi
ilmi, ettéd poikkeavat kystat eivat kestéaneet toista hoitonestekasittelyd edes 4

tunnin vaikutusajalla.
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10 PAATELMAT

Hoitonesteiden tehokkuuksissa oli eroja, vaikka yksikaan hoitoneste ei tuhonnut
akantameboja 100 %:sti agar-paloilta (taulukko 22). Biguanideja sisaltavista
hoitonesteista A, B ja | olivat tehokkaampia AC:ta vastaan kuin hoitonesteet E,
G ja H. Hoitonesteet A, | ja H olivat tehokkaampia AP:a vastaan kuin
hoitonesteet B, E ja G. Jostain syysta biguanideja siséltaneet hoitonesteet eivat
olleet yhta tehokkaita molempia lajeja vastaan. Kaikista tutkituista hoitonesteista
biguanidia sisaltdneet hoitonesteet E ja G tehosivat molempiin akantameboihin
heikoiten.  Kloriitti-ioneihin  ja  hapetukseen perustuvien hoitonesteiden
tehokkuuksissa ei ollut suuria eroja. Yllattden ne eivat kuitenkaan olleet
hoitonesteistd tehokkaimpia, vaikka parjasivat vertailussa hyvin. Aiemmissa
tutkimuksissa®>* hapetukseen perustuvat menetelmat ovat olleet tutkituista
hoitonesteistd selkeasti tehokkaimpia. Samaa aktiivista ainetta sisaltavien
nesteiden valiset erot saattavat johtua siita, ettd nesteet joko sisalsivat eri
maaran desinfioivaa ainetta tai muut hoitonesteiden sisaltamistd aineista
tehostivat tai heikensivat desinfioivan aineen tehoa. Muiden hoitonesteiden
ainesosien kuten pinta-aktiivisten tai kelatoivien aineiden tiedetddn lisaavan

2425 Joidenkin aineiden tiedetaan lisaavan

desinfioivien aineiden tehoja
akantamebojen koteloitumista kystiksi>*, joten eri aineiden vaikutukset

akantamebaan olisi hyva testata erikseen.

Tutkimustulosten perusteella eri akantameba-lajit erosivat herkkyyksiltaan
suuresti. Tutkituista akantameboista AC oli selvasti herkempi hoitonesteille kuin
AP. Virallisten testien alussa negatiivista kontrollia jouduttiin jopa vakevoimaan,
koska alkuperainen (2,5 %) vetyperoksidiliuos ei tehonnut AP:an kuten se

5,54,55,56

tehosi AC:hin. Myds aiemmissa tutkimuksissa on havaittu eri lajien

herkkyyserot. Syita naihin herkkyyseroihin ei viela tarkkaan tiedeta. Eri lajien ja
kantojen herkkyyserot saattavat johtua eri alueilta eristettyjen akantamebojen
luontaisista eroista. Eri alueilla akantamebat altistuvat erilaisille kemikaaleille,
jotka saattavat vaikuttaa niiden herkkyyksiin. My6s akantamebojen pitkien

sailytysaikojen ja useiden uudelleensiirrostusten on todettu heikentavan niita.>>*

5,54,55,56 kay

Aiemmista tutkimuksista ilmi, ettd etenkin potilasnaytteistd ja
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vesijohtovesista eristetyt kannat ovat kestavimpid. Jatkossa hoitonesteet olisi
hyva testata sekd ymparistosta etté potilasnaytteista eristetyille kannoille, jotta
hoitonesteiden  tehokkuuksista  saataisiin ~ mahdollisimman luotettava

kokonaiskuva.

Tuloksista kay myos ilmi, etta pidemmilla vaikutusajoilla hoitonesteen tehokkuus
paasaantoisesti paranee. Vaikutusta olisi hyva kuitenkin olla jo
minimivaikutusajassa, silla suurin  osa piilolinssien kayttgjista antaa
hoitonesteiden vaikuttaa vain yon yli. Jatkossa olisi hyva testata myos se, missa

ajassa kaikki akantamebat kuolevat, naissa testeissa sita ei huomattu testata.

Erikoista joidenkin hoitonesteiden tutkimustuloksissa oli, ettd osa tai kaikki
kystista olivat hyvin haaleita ja erottuivat ulkonasltaan selkeasti muista kystista.
Luultavasti hoitonesteet vaikuttivat akantameban koteloitumiseen, jolloin kystien
soluseinat jaivat heikommiksi. Haaleat kystat eivat olleet kuitenkaan
tuhoutuneet hoitonesteiden vaikutuksista kokonaan, silla ne pystyivat
muuttumaan takaisin trofotsoiiteiksi ja levittaytymaan maljoille. Haaleiden
kystien siirtyminen maljoille kesti kuitenkin kauemmin kuin normaaleilla kystilla,
josta voidaan paatella etta niiden muuttuminen seka trofotsoiiteiksi etté kystiksi
oli jotenkin hairiintynyt hoitonesteiden vaikutuksesta. Poikkeavien kystien
uudelleentestauksesta kavi ilmi, ettd trofotsoiittien hairiintynyt koteloituminen
kystiksi heikensi niita selvasti. Yksikaan poikkeava kysta ei kestanyt toista
hoitonestekasittelyd. Poikkeavien kystien lahtomaara oli kuitenkin selvasti

pienempi kuin virallisissa testeissa (yksittaisia kystia harvassa).

Tutkimustuloksissa erikoista oli myds se, ettd maljoilta, jotka sisélsivat eniten
akantameboja lahtotilanteessa (ryhma 1) saattoi trofotsoiitteja 16ytya viela 10
paivan inkuboinnin jalkeen. Muiden ryhmien maljoilla trofotsoiitit olivat jo
kymmenen paivan kuluessa koteloituneet kystiksi. Voisi kuvitella asian olevan
toisin. Eli mitd véhemman akantameboja lahtdtilanteessa olisi, sitd pidemp&én
niilla riittisi bakteeriravintoa ja sitd kauemmin ne pysyisivat trofotsoiitteina.
Tutkimuksissa kuitenkin trofotsoiitteja 10ytyi nimenomaan niiltd maljoilta, joissa

kystien lahtémaara oli jo alussa suurempi.
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Eri paivina tehtyjen testien tuloksissa oli joitain eroja. Eroihin luultavasti vaikutti
amebojen uudelleen siirrostus, silla amebojen tiedetaan heikentyvan pitkassa

5,54,55,56

sdilytyksessd. Myos aiempien julkaisujen tuloksissa oli hieman

eroavaisuuksia.

Pelkkien kystien tutkiminen on perusteltua, silla ne kestavéat ympéariston stressia
paremmin kuin trofotsoiitit>. Kystien valinnassa ajateltiin, ettid jos hoitonesteet
tehoavat kystiin ne tehoavat myos trofotsoiitteihin. Jatkossa testit on hyva
kuitenkin tehda seka kystid etta trofotsoiitteja vastaan, silld luonnossa

piilolinssien kayttajat ja muut henkil6t altistuvat seka kystille etta trofotsoiiteille.

Borazjani ym.> tutkimustulosten perusteella huuhtelu, hankaus ja desinfiointi
lisddvat hoitonesteiden tehokkuuksia. Yleensa piilolinssien puhdistukseen
kuuluu mekaaninen hankaus, joten hoitonesteiden tehokkuudet olisivat varmasti
olleet paremmat jos paloja olisi hangattu ja huuhdeltu ennen hoitonesteisiin

upottamista.

Toimivan menetelman kehittdmiseksi AK:n syntyyn ja kehitykseen liittyvét
osatekijat tulisi tuntea paremmin. Etenkin syyt miksi jotkin lajit ovat patogeenisia
ja toiset eivat. Lisaksi AK:n puhkeamiseen vaadittava akantamebojen
lukumaara taytyisi selvittdd, jotta kvantitativisen menetelméan kehitys on
jarkevad. Kvantitatiivista menetelm&& ei pysty kehittamaan, ennen Kkuin
tiedetddn mikd maara akantameboja aiheuttaa AK:n puhkeamisen. Saattaa olla,

ettd jo yksi akantameba oikeissa olosuhteissa riittaa AK:n puhkeamiseen.

Kehitetty menetelm& on toimiva, mutta erittdin tyolas ja aikaa vieva, mikali
tutkittavia nesteitd on useampia. Tarkoituksena oli kehittdd mahdollisimman
luonnollisia kayttdolosuhteita mukaileva menetelmé& tehokkuuksien arviointiin.
Menetelmé&ssa akantamebat olivat kiinnittyneena agarin pinnalle aivan kuten ne
kiinnittyisivat piilolinssin tai piilolinssikotelon pintaan niiden kayton tai
sdilytyksen aikana. Ajatuksena oli, etta solukiinnittyminen tai kulkeutuminen
agarin huokosiin saattaa suojata akantameboja desinfioivilta aineilta. Lisaksi
testausten aikana pyrittin minimoimaan mahdolliset rakenteellista vahinkoa

aiheuttavat ty6vaiheet. Taman vuoksi paadyttiin menetelmaan, jossa ei kaytetty
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sentrifugointia eiké akantameboja irrotettu alustoilta missdén vaiheessa. Idea
agar-palojen kayttoon tuli Shoff ym.>* tutkimuksesta. Virallisen menetelmén
kehityksessa tulee olemaan paljon haasteita. Koska monissa tutkimuksissa on
havaittu suuria eroja eri akantameba-lajien ja jopa eri kantojen valilla, on
suurimpana haasteena sopivan kannan tai lajin valinta. Myds séailytysolosuhteet
ja -ajat seka uudelleen siirrostuksien maarat tulee optimoida, jotta akantamebat

pysyvat testien ajan mahdollisimman luonnollisina.

Toistaiseksi hoitonesteiltd ei vaadita desinfiointitehokkuutta akantameboja
vastaan, joten oikeanlainen piilolinssien kayttoén opastus on tarkeaa.
Piilolinssien  kayttdjile on hyva painottaa, ettd piilolinssien hoidon
laiminlyéminen ja etenkin omatekoisten suolaliuosten tai vesijohtoveden kaytto

piilolinssien huuhtelussa lisda akantamebakeratiitin riskia.
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Mediumien koostumukset LITE 1 (1/2)

Pagen saliini (10x)’

Pagen saliini (10x)

Maara Reagenssi Laatu Valmistaja
120 mg NaCl ACS, ISO, Reag. J.T. Baker

4 mg MgSQO, - 7H,0 ACS, ISO, Reag. J.T. Baker

4 mg CaCl, - 2H,0 Reagent plus >-99,0 % Sigma Aldrich
142 mg Na,HPO, - 2H,O ACS, ISO, Reag. J.T. Baker
136 mg KH,PO, ACS, ISO, Reag. J.T. Baker
1000 ml H,O Milli-Q

Ohjeissa’*? dinatriumvetyfosfaatti oli kidevedeton, mutta kaytdssani oli

NaHPO, * 2 H,O, punnittiin kidevedellista dinatriumvetyfosfaattia seuraavasti:

M(NagHPO,)>MEH,0) _ 1,340 — 1,34 x 142 mg = 190,28 mg
M(Na,HPO,)

Sekoitettiin reagenssit ja autoklavoitiin mediumi (20 min, +121,5 °C).

Pagen saliinin sailytys maksimissaan 6 kk jadkaapissa (+4 °C).

Vaharavinteiset maljat’

900 ml  Milli-Q-vesi

100 ml  Pagen saliini (10x)

159 Agar Scharlau

Sekoitettiin reagenssit keskenaan lampdsekoittajassa ja autoklavoitiin mediumi
(20 min, +121,5 °C). Annettiin maljojen jaahtya hetki, minka jalkeen valettiin
maljat. Maljojen sailytys, parafilmiin kaarittyina maksimissaan 3 kk jdakaapissa
(+4 °C).



Mediumien koostumukset LIITE 1 (2/2)

Fysiologinen suolaliuos
100 mi Milli-Q-vesi
0,9¢g NacCl

Punnittin ensin 0,9 g natriumkloridia, siirrettin se 100 ml mittapulloon ja
taytettiin pullo viivaan asti milli-Q-vedelld. Autoklavoitiin suolaliuos (20 min,

+121,5 °C) ja sailytettiin se jddkaapissa kayttojen valissa.
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