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House-bakteerilla tarkoitetaan sellaista mikro-organismia, joka on kehittynyt sietdmaan
tehdasolosuhteita. Kyseinen mikrobi on kehittanyt selviytymisstrategioita, joita se kayttaa
apunaan selviytydkseen eri stressitekijoista, kuten laitteiden desinfioinneista ja puhdistuk-
sista. Strategioihin voivat kuulua esimerkiksi korkeampi lammonsietokyky, korkeampi suo-
la- tai klooripitoisuuden sietokyky seka kyky suojautua UV-sateilylta.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd, l0ytyyké suomalaisesta kosmetiikkatehtaasta
mahdollisesti house-bakteereja. Bakteereja keréttiin tehtaan sisatilojen ilmasta laskeuma-
maljoille  kuutena eri tutkimuskertana ja bakteerit tunnistettin  MALDI-TOF-
massaspektrometrilla. Tavoitteena oli 16ytdd sellaiset bakteerit, jotka ovat sopeutuneet
tehtaan olosuhteisiin, ja ryhtya jatkotoimenpiteisiin.

Opinnaytetydssa kaytiin lapi mikrobien yleisimpia selviytymisstrategioita, kuten pigmenttien
tai lampdshokkiproteiinien kayttda. Lisaksi tutustuttiin kolmeen kosmetiikkateollisuudelle
vaarallisimpaan mikrobiin ja niiden kayttamiin strategioihin. Tydssa kasitellaan myos lyhy-
esti yleistyvaa MALDI-TOF MS—tekniikkaa seké bakteerien tunnistamiseen kaytettya SA-
RAMIS ™-tietokantaa.

Opinnaytetyotutkimuksessa ei l6ydetty house-bakteereja. Kosmetiikkayritys kayttaa opin-
naytetydssa kerattya informaatiota jatkossa tuotekehityksessaan.
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A house bacterium is a microorganism that has developed to tolerate conditions in a manu-
facturing plant. It has developed survival strategies which it uses to survive an area of dif-
ferent stress factors, such as sanitizing or cleaning. These strategies may include increased
heat tolerance, higher saline or chlorine concentration tolerance or resistance to UV radia-
tion.

The purpose of this study was to research if there are any house organisms in a Finnish
cosmetics manufacturing plant. Samples of bacteria were collected from the indoor air using
petri dishes with nutrient agar. These samples were gathered in a total of six days of re-
search and the found bacteria were identified using MALDI — TOF — mass spectrometry.
The goal was to find any bacteria that had adapted to the living conditions of the plant and
possibly take further action.

The thesis researches the most common survival strategies of microbes, such as pigments
and heat shock proteins. It also examines three of the most dangerous microbes in cosmet-
ics industry and the strategies these microbes use to survive. This thesis also briefly covers
the increasingly popular MALDI — TOF MS technology and the SARAMIS™ database that is
used to identify unknown microorganisms.

No house organisms were found during this study. The cosmetics manufacturer will use the
information provided in this thesis in their product development.

Keywords MALDI-TOF MS, SARAMIS™  VITEK® MS
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1 Johdanto

House-bakteerilla tarkoitetaan sellaista mikro-organismia, joka on kehittynyt sietamaan
tehdasolosuhteita. Kyseinen mikrobi on kehittényt selviytymisstrategioita, joita se kayt-
tdd apunaan selviytydkseen eri stressitekijoistd, kuten laitteiden desinfioinneista ja
puhdistuksista. Strategioihin voivat kuulua esimerkiksi korkeampi lammonsietokyky,
korkeampi suola- tai klooripitoisuuden sietokyky sekéa kyky suojautua UV-sateilylta.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittda, 10ytyyké suomalaisesta kosmetiikkatehtaasta
mahdollisesti house-bakteereja. Bakteereja kerdattiin tehtaan sisétilojen ilmasta las-
keumamaljoille kuutena eri tutkimuskertana ja bakteerit tunnistettin MALDI-TOF - mas-
saspektrometrilla. Tavoitteena oli 16ytda sellaiset bakteerit, jotka ovat sopeutuneet teh-

taan olosuhteisiin ja ryhtya jatkotoimenpiteisiin.

Opinnaytetydssa kaytiin lapi mikrobien yleisimpia selviytymisstrategioita, kuten pig-
menttien tai lamposhokkiproteiinien kayttoa. Lisaksi tutustuttiin kolmeen kosmetiikkate-
ollisuudelle vaarallisimpaan mikrobiin ja niiden kayttamiin strategioihin. Tydssa kasitel-
la&dn myos jatkuvasti yleistyvaa MALDI-TOF MS—tekniikkaa seké bakteerien tunnista-
miseen kaytettya SARAMIS ™-tietokantaa.

2 House-organismit

Laadunvalvonnassa saatetaan l6ytdd samaa mikrobia rutiinitarkastusten yhteydessa
useita kertoja kuukausien ja vuosien aikana. Usein syyna on huolimattomuus kriittisissa
tuotteen valmistusvaiheissa. Mikrobien I6ytyminen tuotemassoista tai valmiista tuotteis-
ta viittaa kontaminoituneisiin raaka-aineisiin tai tehdasolosuhteisiin tottuneihin mikro-

beihin, house-organismeihin.

Kosmetiikassa kaytetaan raaka-aineina paljon epéorgaanisia ja orgaanisia yhdisteita,
joita mikrobit voivat kayttad energianlahteinaan silloin kun vetta on saatavilla. Mikrobien
esiintyvyyteen vaikuttavat veden saanti, pH, tuotejadmat, siivoukseen ja sanitointiin
kaytettavien pesuaineiden jadmat seka lampdtila. Mahdollisia bakteerilahteita ovat vesi,
raaka-aineet, ilmanvaihto, hyonteiset ja jyrsijat kuten rotat sekéa tyontekijat, jotka kasit-

televat puolivalmiita tuotteita. (1, s. 185.)



2.1 Bakteerien selviytymisstrategiat

Bakteerien selviytymisstrategiat ovat sellaisia morfologisia tekijoité ja fysiologisia pro-
sesseja, jotka auttavat bakteeria selviytymaéan sita stressaavissa olosuhteissa. Ne nos-
tavat mikrobin vastustuskykyd muun muassa ultraviolettisateilylle, kloori- ja vetyperok-
sidipitoisille pesuaineille, ei-tappavalle lammodlle ja ravinnekdyhyydelle. Naihin strategi-
oihin kuuluvat ekspopolysakkaridikapselit, pigmentit, stressiproteiinit kuten [Ampdshok-
kiproteiinit ja sideroforit sek& membraaniproteiinien modifikaatiot. (1, s. 186-187.)

Usein mikrobien metabolia vahingoittuu stressaavissa olosuhteissa, kuten lyhyessa
altistuksessa korkealle paineelle tai lampdétilalle tuotteiden valmistuksen yhteydessa.
Suurin osa bakteereista ei kesta stressia ja kuolee altistuksen aikana tai sen jalkeen.
Joskus bakteeri selvidd, mutta sen metabolia vahingoittuu stressin johdosta. TallGin
bakteerien kasvuvaihe pitenee ja bakteerit eivat kestd sekundaarisia stressinaiheutta-
jia. Laadunvalvonnassa kaytettavat testimenetelmat varmistavat, ettd myds vahingoit-

tuneet bakteerit elpyvat ja ne loydetaan rutiinitarkastuksissa. (1, s. 186-187.)

Joskus bakteerit selvidvat tarkastuksista huomaamatta. Talléin ne elpyvat myéhemmin

ja kontaminoivat tuotteen. Tama tunnetaan nimellda Phoenix-ilmié. (1, s. 186-187.)

2.1.1 Solunulkoiset polymeerirakenteet

Normaalin kasvun aikana bakteerit tuottavat solunulkoisia polymeereja (extracellular
polymers, EPS), kuten dekstraania, hyaluronihappoa ja kompleksisia polysakkarideja.
Solunulkoisten polymeerien tuotto riippuu kasvatusalustan rautapitoisuudesta. Raudan
puute ja pinta-aktiivisten aineiden lasnaolo vaikuttavat EPS:ien tuotantoon. Esimerkiksi

Pseudomonas-suvun bakteerit erittévat alginaatti-nimista polymeeria. (1, s. 187-188.)

EPS:t edesauttavat bakteerien adheesiota pintoihin. Alginaattikuidut auttavat muodos-
tamaan biofilmeja, jotka suojaavat solua ulkoisilta riskitekijoilta, kuten pinta-aktiivisilta
aineilta tai antibiooteilta. Biofilmeja muodostaneita bakteereita on erittiin vaikea tuho-
ta. Alginaatti muodostaa bakteerin ymparille geelimatriksin, joka estda vetta haihtumas-

ta, edesauttaen bakteerin selvidmista kuivissa oloissa. Lisdksi EPS:t toimivat ravinne-



varastoina ja niiden avulla bakteerit voivat kasvaa ravinnekodyhissa oloissa. (1, s. 187-
188.)

2.1.2 Pigmentit

Bakteereja on tunnistettu niiden erittdmien pigmenttien avulla jo vuosikymmenia, mutta
niiden bakteeria suojaavia ominaisuuksia on alettu tutkia vasta askettéain. Pigmenttien
uskotaan suojaavan solua tukahduttamalla yksiatomista happea ja estéden vapaita radi-
kaaleja. Esimerkiksi Staphylococcus aureuksen ja Serratia marcescensin pesékkeiden
vari johtuu karotenoidista ja Micrococcus-, Vibrio- ja Bacillus— sukujen edustajat tuotta-
vat melaniinia. (1, s. 188-189.)

Pigmentit, kuten edella mainitut karotenoidit, ovat erddnlaisia antioksidantteja. Happi-
radikaalit voivat hapettaa solukalvon lipidejd, joka aiheuttaa ketjureaktion ja vakavaa
vahinkoa solulle. Tama altistaa solun muille vaaroille ja taudinaiheuttajille. Yksiatomista
happea syntyy esimerkiksi fagosytoosissa, UVA-altistuksessa ja lipidi hydroperoksidi-
en bimolekulaarisessa hajoamisessa. Yksiatominen happi ei kuitenkaan ole happiradi-
kaali, mutta sen reaktiot yhdessd aromaattisten kaksoissidosten kanssa muodostavat

hydroperoksideja ja endoperoksideja, jotka hapettavat lipideja. (30)

Hitaasti kasvavat, pigmenttia erittavat bakteerit selviavat muita helpommin klooratusta
vedestd. Reaktiivisia happiradikaaleja syntyy myos kloorauksen yhteydesséa. Melaniini
suojaa ympariston muilta uhilta, kuten UV-sateilylta, aivan niin kuin ihmisillakin. (1, s.
188-189.)

Usein pesadkkeiden pigmentoituminen huomataan, kun bakteeria on kasvatettu tavallis-
ta kauemmin. Pidempi inkubaatioaika luo usein stressaavat olosuhteet, kuten pH:n
muutoksen tai ravinteiden loppumisen. Talldin bakteeri alkaa tuottaa pigmentteja, jotka
suojaavat sitd muutoksilta. Tama on tarkea tietaa tehdasolosuhteissa, silla pigmenttia
erittdvien bakteerien [dytaminen voi viitata siihen, etta ne ovat sopeutuneet tehdasolo-
suhteisiin ja muuttuneet vastustuskykyisiksi puhdistus- tai sailontaaineille. (1, s. 188—
189.)



2.1.3 Sideroforit — raudansitojat

Rauta on tarke& osa bakteerien metaboliaa. Se toimii osana elektroninkuljettajaprote-
iineja seka entsyymien kofaktoreina. Luonnossa rautaa on kuitenkin hyvin vahan saa-
tavilla: silla on alhainen liukenevuus neutraalissa ja emaksisessa pH:ssa. Vaharautai-
sissa oloissa bakteeri tuottaa sideroforeja eli raudan sitojia ja raudan saatelemia solu-
kalvoproteiineja, jotka kuljettavat siderofori-rautakompleksin solun sisaan. Sideroforien
pienesta koosta (500—1000 D) johtuen ne lapaisevat helposti suodattimia ja niiden sta-
biillius auttaa niitd sietamaan lampo6a, joka saattaa vahingoittaa kosmetiikan raaka-
aineita ja lopullisia tuotteita seké itse bakteeria. Sideroforit saattavat jadda tuotteeseen
lampokasittelyn jalkeen, jolloin tuotteeseen jalkeenpdin joutuneet bakteerit voivat kayt-

t&& niitd omassa metaboliassaan. (1, s. 189.)

Pseudomonas—suvun bakteerit tuottavat kahta pigmenttia, pyochelinia ja pyoverdinia,
jotka muuttavat kasvatusalustan varia bakteerin kasvun aikana: pyochelin sitoo raudan
ja tuottaa (pH:sta riippuen) viininpunaisen kromoforin, kun taas pyoverdin vérjaa agarin
fluoresoivan kelta-vinredksi P. aeruginosalle tyypillisesti. Jotkin P. aeruginosa- ja B.
cepacia — lajikkeet, jotka eivat itse tuota pyochelinia, voivat kayttaa muiden lajien tuot-

tamia sideroforeja hyvaksi omassa metaboliassaan. (1, s. 189.)

Vetta sisdltavat kosmetiikan reseptit eivat yleensa sisalla raudan suoloja, silla rauta voi
toimia tehokkaana hapettimena ja kaynnistdd vapaiden radikaalien reaktioita. Naiden
reaktioiden seurauksena tuotteen véri ja tuoksu voivat muuttua. Tuotteisiin lisatyt kela-
toivat aineet eristavat raudan ja muiden raskasmetallien ionit, jotta ne eivat voi toimia
tehokkaina hapettimina. (1, s. 189.)

2.1.4 Lampo6shokkiproteiinit (HSP)

Lampdshokkiproteiineiksi (heat shock proteins) kutsutaan proteiineja, joita bakteeri
tuottaa stressin vaikutuksesta. Lampdshokkiproteiinien kiihtynyt synteesi alkaa yleensa
muutamien minuuttien kuluttua stressin laukaisemisesta. Niihin lukeutuvat oksidatiivi-
seen stressiin tarkoitetut proteiinit kuten katalaasi ja peroksidaasi seka proteiinien syn-

teesiin, kuljetukseen ja laskostumiseen liittyvat proteiinit.

Stressin alla tuotetut proteiinit toimivat samalla tavalla kuin stressin ulkopuolella. Ne

saattavat vahentya merkitsevasti stressitekijoiden ilmetessa, jolloin niiden synteesi kiih-



tyy ja konsentraatio kasvaa. Erilaisia stressitekijoitd mikroympéaristbissa aiheuttavat
muun muassa orgaaniset liuottimet, aarimmaiset lampdatilat ja paineet, hapettimet, hali-
dit, alhainen veden aktiivisuus, &arimmaiset pH-arvot seké epéatavalliset pinta-aktiiviset
aineet ja ravinteet. Osa edella mainituista stressitekijoistd saattaa esiintya kosmetiikka-
tehtaissa, aiheuttaen lisaantyneen lampdshokkiproteiinien tuoton. Proteiinit suojaavat
bakteereita, joita voi esiintyd valmistusvalineisiin jAdneissa tuotejddmissa, seisovassa
vedessa tuotantotiloissa, mahdollisissa pesuainejaamissa tai itse tuotantovalineissa,

kuten pumpuissa, letkuissa tai venttiileissa. (1, s. 190-191.)

UV-sateily voi oikeissa olosuhteissa (veden ja orgaanisten yhdisteiden lasnaolo) luoda
aktiivisia happiradikaaleja, kuten H,O,, hydroksyyli-radikaaleja OH" seka superoksideja
0O,". Nama radikaalit aiheuttavat oksidatiivisen stressin, joka johtuu hapettimien liiasta
saatavuudesta solun sisalla. Kun oksidatiivinen stressi ylittda bakteerin sietokyvyn so-
lun DNA, RNA, proteiinit ja lipidit voivat vahingoittua. Reaktiona oksidatiiviseen stres-
siin solu alkaa tuottaa lampdshokkiproteiineja, jotka auttavat solua kestamaan stressia
lisaamalla DNA:n korjausta. (1, s. 190-191.)

Tehdasoloissa lampdshokkiproteiineja tuottavat bakteerit voivat kehittyd vastustamaan
paremmin hapettimia ja siten myts UV-sateilyad. Bakteerit usein kayttavat samankaltai-
sia mekanismeja stressin sietamisessa, joten altistuminen yhdelle tekijalle voi luoda

vastustuskyvyn toiselle. (1, s. 190-191.)

Siivous- ja sanitointiprosessit, jotka kayttavat hoyryd ja kuumuutta desinfioimiseen,
voivat myds tuottaa lampdshokkiproteiineja niissa mikro-organismeissa, jotka selviavat
kuumakasittelysta. Lammon on vaikea kulkeutua tiivisteiden, viskoosisten tuotejaamien
ja mahdollisten biofilmien lapi ja tunkeutua niiden sisélle. Ei-tappava lampdtila voi tap-
paa osan soluista, mutta jaljelle jaavéat alkavat tuottaa stressireaktiona lampdshokkipro-
teiineja. Sama ilmi6 toistuu desinfioivien aineiden kohdalla, ja stressista selviytyneet
bakteerit voi olla vaikeampaa tappaa niille kehittyvan vastustuskyvyn vuoksi. (1, s.
190-191.)



2.2 Testimenetelmat voivat vaikuttaa house-organismien kehitykseen

Tehtaat tekevat jatkuvasti rutiinitestauksia raaka-aineille ja tuotteille. Naita testeja teh-
dessa tulee varmistaa, etta kaytetyt menetelmét eivat omalta osaltaan salli house-
organismien kehittymista.

Sailontdaineiden tehokkuustesteilla etsitddn sopiva ja konsentraatioltaan oikea sailén-
téaine tuotteelle. Sailontdaine hyvaksytdan, jos se tayttaa sille asetetut kriteerit. Tuote
voi kontaminoitua, jos sailontdainetta on liian vahan tai se on vaara. Tuotteelle epaso-

piva sailontdaine voi edesauttaa house-organismien kehittymista.

Valmiiden tuotteiden testimenetelmien tulee varmistaa, ettd mahdolliset terveydelle
vaaralliset ja tuotteen pilaavat organismit huomataan testausvaiheessa. Ongelmia syn-
tyy silloin, kun organismi on kehittdnyt suojakseen vastustuskyvyn esimerkiksi kuu-

muudelle, puhdistusaineille tai jopa sailéntaainesysteemille.

Mikrobiologisessa testauksessa kaytetddn elvytysjariestelmad, johon sisaltyvét joko
diluentti ja agar tai diluentti ja kasvatusliuos. Elvytysjarjestelméan tulee inaktivoida tuot-
teeseen lisdtyt sdilontdaineet, jotta tuotteen mahdollisesti kontaminoineet bakteerit
saadaan kasvamaan. Myos tuotteen valmistusvaiheessa mahdollisesti vahingoittuneet
bakteerit halutaan elvyttaa. Inkubaatiolampdétilan tulee olla tarpeeksi alhainen, jotta
lammon aiheuttama stressi ei johda pidentyneeseen kasvuvaiheeseen tai estad vahin-
goittuneiden organismien kasvua. Valmistajan tulee validoida kayttdmansa elvytysjar-
jestelma ja osoittaa, etta jarjestelma estaa sailontdaineiden toiminnan ja sallii bakteeri-

en kasvun.

Tuotteista 16ytyville bakteereille on asetettu sallitut rajat: <1000 cfu/g ja silmatuotteissa
< 100 cfu/g. Mikali kontaminaatiota on kuitenkin tapahtunut ja otetussa naytteessa kas-
vaa bakteereja, laadunvalvonta ottaa uusintandytteen ja varmistaa, etta tuote on puh-

das.



Puhdistus- ja desinfektioaineille, UV-sateilylle, antibiooteille ja sailontaaineille vastus-
tuskykyisia bakteereja kutsutaan superbakteereiksi. Superbakteerien syntyyn vaikutta-
vat seuraavat tekijat:

e ei-tappava annos desinfioivia aineita: alhainen konsentraatio tai

liian lyhyt vaikutusaika,

e liian lyhyt UV-altistus,

e ei-tappava annos puhdistus- tai sailontaaineita, joiden jaamia loy-
tyy mahdollisesti huonosti puhdistetuista letkuista, sailidista ja

muista tyovalineista, joihin on jaanyt vetta.

Tehtaan tulee validoida puhdistusprosessit ja niissa kaytettavat puhdistusaineet ja to-
deta niiden toimivuus. Puhdistusprosessien etenemista tulee seurata ja ne tulee ehdot-

tomasti suorittaa asianmukaisesti. (1, s. 194-198.)

3  Vaarallisimmat mikrobit kosmetiikassa

Tassa luvussa perehdytdan kolmeen tutkituimpaan ja vaarallisimpaan kosmetiikalle
tarkedan mikrobiin. Mikrobit ovat morfologisilta ja fysiologisilta ominaisuuksiltaan hel-
posti ympéristodnsa sopeutuvia, joten niihin tulee kiinnittdd erityishuomiota kosmetiik-
katuotteita suunnitellessa. Niitd myos kaytetaan tuotteiden suunnitteluvaiheessa sailon-

taaineiden tehokkuuden testaamiseen.

3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas-suvun bakteerit ovat gramnegatiivisia, liikkuvia, aerobisia sauvoja, jotka
kuuluvat gammaproteobakteerien lahkoon. Pseudomonaksia esiintyy maaperassa ja
vedessa seka kasvien pinnoilla, P. aeruginosaa l6ytyy pienia maaria myos ihmisen
suolistosta ja iholta. P. aeruginosa on usein harmiton, mutta voi aiheuttaa hengenvaa-
rallisia infektioita varsinkin ihmisilla, joilla on syysta tai toisesta alhainen vastustuskyky.
Vaikka bakteeri ei paase infektoimaan tervettd kudosta, voi se infektoida ihan minka

tahansa kudoksen niiden vahingoittuessa. Tyypillisimpid P. aeruginosan aiheuttamia



infektioita ovat virtsa- ja hengitystieinfektiot, pehmytkudosinfektiot sek& luu- ja niveltu-
lehdukset.

P. aeruginosalla on useita piirteitd, jotka aiheuttavat sen patogeenisyyden. Se kasvaa
hyvin vaatimattomissa oloissa ja tunnetaan bakteerina, joka kasvaa myds tislatussa
vedessa. Yksinkertaisimmissa kasvatusalustoissa on hiilenlahteena asetaattia ja typen-
lahteend ammoniumsulfaattia. Se voi myds kayttda yli 75 orgaanista yhdistetta ravin-
nonlahteendan. Bakteerin optimaalisin kasvulampdétila on 37 °C, mutta se voi kasvaa
jopa 42 °C:ssa. Se sietdd darimmaisia olosuhteita, kuten korkeaa lampdtilaa, korkeaa

suolapitoisuutta ja useita antibiootteja.

P. aeruginosalla on kolme eri tunnistettavaa peséketyyppid: Luonnosta eristettyjen bak-
teerien pesékkeet ovat pienia ja ropeldisia; suuret, sileat, reunoilta littedt ja keskelta
kohonneet pesadkkeet; hengitys- ja virtsatieinfektioista eristetyt bakteerit ovat limaisia,

joka viittaa alginaatin muodostumiseen.

P. aeruginosa tuottaa kahta eri pigmenttia: fluoresoivaa pyoverdinid ja sinista pyocy-
aninia. Pyocyaninia se tuottaa alustalla, joka sisaltda vahan rautaa ja pigmentilla onkin
olennainen osa bakteerin metaboliassa. Sen antibioottiresistenttiys johtuu suurilta osin
sen gramnegatiivisesta soluseindsta seka sen kyvysta muodostaa suojaavia biofilmeja.
P. aeruginosa jakaa elinymparistonsa maaperassa aktinomykeettien, sienten ja muiden
bakteerien kanssa. Niiden tuottamat luontaiset antibiootit ovat auttaneet Pseudomonas
aeruginosaa kehittdméaan omaa vastustuskykyaan. Vain muutama antibiootti tappaa voi

bakteerin, mutta jotkut kannat ovat resistentteja myos niille. (2)

Edella mainitut selviytymisstrategiat muuttuvat virulenssitekijoiksi bakteerin aiheuttaes-
sa infektion. P. aeruginosan virulenssitekijoihin kuuluvat lipopolysakkaridit, flagellat,
proteolyyttiset entsyymit, toksiinit, joilla on alhainen molekyylipaino, aktiiviset effluksi-
pumput, biofilmit, sekd tehokas solunulkoinen viestintd. Useat ndista tekijoista tekevét
Pseudomonaksista vaikeasti hoidettavia mutta myds haastavia tuhota, jos ne ovat

asettuneet taloksi tehdasolosuhteisiin. (1, s. 265 — 281.)



3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus kuuluu usein muun stafylokokki-lajin kanssa ihon normaalimik-
robistoon. Sita 16ytyy paaasiassa nenan limakalvoilta, mutta myos iholta, suun limakal-
voilta ja ruoansulatusjarjestelmésta. Stafylokokit ovat grampositiivisia, halkaisijaltaan 1
pm:n kokoisia pyoreita soluja. S. aureus on fakultatiivisesti anaerobinen, ja se tuottaa
hapettomissa olosuhteissa maitohappoa. Se on katalaasipositiivinen ja oksidaasinega-
tiivinen. S. aureus kasvaa suurina, keltaisina peséakkeina ravinnerikkaalla kasvualustal-
la; véri johtuu karotenoidipigmentistd. S. aureus on sopeutunut hyvin aarimmaisiin olo-

suhteisiin; se kasvaa 15 - 45 °C:ssa ja jopa 15-prosenttisessa NaCl-liuoksessa.

Staphylococcus aureus on ainoa stafylokokki-laji, joka tuottaa koagulaasientsyymia.
Kaikki S. aureus -kannat eivéat kuitenkaan tuota entsyymia. Koagulaasi on suuressa
roolissa bakteerin selviytymisessa sen infektoidessa isantakudoksen, ja sitd kaytetaan

yleisesti S. aureuksen tunnistamisessa.

S. aureus aiheuttaa useita eri infektioita, joihin kuuluvat muun muassa aivokalvontu-
lehdus, keuhkokuume, limaa tai mataa muodostavat infektiot, virtsatieinfektiot. Ruoka-
myrkytystapauksissa bakteeri vapauttaa toksiineja, toksisessa shokkioireyhtymassa
superantigeeneja. Sairaalaolosuhteissa bakteeri infektoi leikkaushaavoja ja saattaa
paasta infektoimaan kudoksia my6s kehon sisdan asennettavien laitteiden, kuten te-

konivelien, kautta. (3)

MRSA eli metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus on edelleen ongelma sairaa-
laymparistdssa. Se aiheuttaa samanlaisia oireita ja infektioita kuin S. aureus, mutta
siihen eivat tehoa muiden stafylokokkien hoitoon kaytettavat penisilliinin sukuiset anti-
biootit. MRSA leviaa huonon kasihygienian seurauksena hoitohenkilokunnasta potilaa-
seen tai potilaan koskiessa saastunutta pintaa. Huolellisten torjuntatoimien vuoksi
MRSA ei ole Suomessa levinnyt yhta laajalle kuin Keski-Euroopassa, jossa 25 - 50 %
stafylokokki-infektioista on MRSA:n aiheuttamia. Suomessa ja muissa Pohjoismaissa
luku on 2 - 5 %. MRSA:iin tehoavat useat bakteerit ja se infektoi ihmisen usein vain
muutamaksi tunniksi tai paivaksi. Antibioottiresistenttiytensé vuoksi se on kuitenkin
aarimmaisen vaarallinen infektoidessaan sairaalapotilaat tai potilaat, joilla on heikenty-

nyt immuunipuolustus. (3, 4)
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S. aureusella on useita eri virulenssitekij6ita, jotka yhdessa toimiessaan aiheuttavat
infektioita. N&aihin lukeutuvat esimerkiksi

solukalvoproteiinit, jotka edesauttavat kolonisaatiota isdntakudokseen

e leviamista edistavat entsyymit, esimerkiksi kinaasi

e solukalvon ominaisuudet, jotka ehkaisevat fagosyyttien tuhottavaksi joutumisen

e biokemialliset ominaisuudet, jotka auttavat bakteeria selviytymaan, mikali se

joutuu fagosyytin sy6tavaksi: katalaasi ja karotenoidit

e isdntdkudoksen solukalvoa vahingoittavat toksiinit, jotka tuhoavat eukaryoot-

tisolujen solukalvon: hemolysiinit, leukotoksiinit

e antibioottiresistenttiys, jonka bakteeri on joko saanut toiselta bakteerilta konju-

gaation myo6ta tai mutaation kautta

e eksotoksiinit, jotka vahingoittavat isdntdkudosta tai muuten aiheuttavat tau-

dinoireita. (3)

3.3 Candida albicans

Candida albicans:n ei lueta kuuluvan ihon normaaliflooraan, vaikka sita 16ytyy 40 %:lla
terveistd aikuisista. (6) Se on dimorfinen sieni, eli sitd esiintyy seka yksisoluisena etta

rihmaisena solukkona.

C. albicans ei normaalisti aiheuta infektioita, mutta voi oikeissa olosuhteissa ylikasvaa
ja aiheuttaa hiivainfektion. Usein naissa tapauksissa kehon immuunipuolustus on hai-
riintynyt esimerkiksi antibioottikuurin, muun laékityksen, sateilyn tai immuunipuolustus-
ta heikentdvien sairauksien vuoksi. Tyypillisempia C. albicansin aiheuttamia infektioita
ovat suun ja emattimen hiivatulehdukset, kynsivallin tulehdus ja tulehdukset ihon kos-

teissa taipeissa.
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C. albicansin soluseind koostuu useista polysakkarideista, kuten Kkitiinistd ja man-
naanista. Soluseindn koostumus tekee siitéd hydrofobisen. Hiiva voi muuttaa soluseindn
hydrofobisuuden hydrofiilisydeksi 30 minuutissa olosuhteiden sitd vaatiessa. Esimer-
kiksi vaginan epiteelisoluihin kiinnittyvat C. albicans —solujen ituputket ovat hydrofobi-
sempia kuin hiivasolut ja ne kiinnittyvat paremmin kudokseen. Solujen kiinnittymista eri
kudoksiin séatelevat myos siihen erikoistuneet reseptorit.

Candida albicans kykenee infektoimaan minka tahansa kudoksen ja pystyy olosuhteis-
ta riippuen muuttamaan fenotyyppiaan. Muutos fenotyypisséa ilmenee infektioalueella ja
samalla alueella voi esiintya monta eri fenotyyppid. Kyvyn muuttaa fenotyyppiéa usko-

taan vaikuttavan hiivan patogeenisyyteen ja virulenssiin.

Opportunistisesta patogeenisyydestaan huolimatta C. albicans voi olla hengenvaaralli-
nen. Erityisesti palovammapotilaat ovat herkkia useille samanaikaisille eri Candidojen

aiheuttamille infektioille. (5)

4 MALDI-TOF MS

4.1 VYleista

MALDI-TOF-massaspektrometrilla  tarkoitetaan  matriksiavustettua laserdesorp-
tio/ionisaatio-lentoaika — massaspektrometrid. Yksinkertainen, tarkka ja nopeita tulok-
sia antava tekniikka on yleistynyt nopeasti. Se on korvannut bakteerien aikaavievia,
monimutkaisia metaboliatesteja, silla MALDI- TOF:lla tuloksia saadaan jopa minuuteis-
sa. Usein MALDI on yhdistetty lentoaika-massaspektrometriin, koska sen massa-alue
on hyvin laaja (1-500 kDa).

MALDI-TOF MS -tekniikassa hyvin pieni maara mikrobimassaa siirrostetaan naytelevyl-
le ja sen paalle pipetoidaan 1 ul matriisia. Matriisi absorboi massaspektrometrin ultra-
violettivalon, jonka aallonpituus on 337 nm, ja muuttaa sen lampdenergiaksi. Pieni osa
matriisista kuumenee muutamassa nanosekunnissa ja hoyrystyy, mukanaan osa nayt-

teesta.
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Kuva 1: Naytteen ionisointi massaspektrometrin sislla (Lahde: shimadzu.com. 14.11.2016.
Muokattu.)

Kuvassa 1 on esitetty vasemmalla matriisiin sekoitettu nayte, jota pommitetaan laseril-
la. Oikealla nayte on hoyrystynyt tyhjiéon, ja siina on sekaisin matriisia ja naytetta seka
eri kationeja ja anioneja. Kuten kuvasta 1 nakyy, vain pieni osa naytteesta irtoaa ja

paatyy detektorille.

Lentoaikamassaspektrometria (TOF) perustuu siihen, etté erikokoiset molekyylit liikku-
vat eri nopeuksilla. Molekyylit kiihdytetddn vakiojannitteella niin, ettd niilla on sama
energiapotentiaali. Positiivisesti varautuneet ionit sinkoavat tyhjiossd m/z—arvonsa mu-
kaisesti, jolloin pienemmat molekyylit saapuvat ensimmaisina detektorille. Massaspekt-
rometri muodostaa spektrin niista ajoista, jotka molekyyleilta kestaa saapua detektorille

ja vertaa saatua spektria tietokannan spektreihin. (7; 8; 9.)

Kuvassa 2 on esitetty tydssa kaytetty, bioMérieuxin valmistama VITEK MS® -laite.
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BloMERIEUX

Kuva 2: Biomérieuxin VITEK® MS —laite.

4.2 Menetelma

MALDI-TOF-massaspektrometrianalyysissa kaytetdaan puhdasta, tuoretta mikrobikas-
vustoa. Mikali kasvuston puhtaus on epdvarmaa, on tehtava erotusviljely, josta tehdaan
jatkoviljelynd puhdasviljelma. Kahta tai useampaa bakteeria siséltava nayte antaa risti-
riitaisen spektrin ja epaluotettavan tuloksen. Kasvuston on myos oltava tuore; suositel-
tava ikd bakteerien osalta on 24 tuntia. Parhaan tuloksen saamiseksi olisi myos hyva

kayttaa laitevalmistajan suosimia kasvualustoja.

Bakteerimassaa siirrostetaan naytelevylle naytetaplaan 1 pl:n siirrostussilmukalla. Mi-

kali bakteerimassaa on liikaa tai liian vahan, laite ei saa tarpeeksi hyvaa spektria ja
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tunnistus epaonnistuu. Naytteen paalle pipetoidaan 1 pl matriisia, joka on bakteereita
tunnistettaessa yleensa heikko orgaaninen happo. Mikéli tunnistetaan homeita tai hiivo-
ja, matriisi ja protokolla ovat erilaisia. Matriisi sitoo naytteen naytelevyyn ja se vaadi-
taan, jotta kuuma laser ei hajota naytteesta irtoavia biomolekyyleja.

5-15-35402
Iu:ml:ml:ux-; EF 410893

T

1

Kuva 3. MALDI — TOF MS- analyysissa kaytettava naytelevy, jossa paikat 48 naytteelle.

Kuvassa 3 on esitetty MALDI-TOF MS —analyysissa kaytettava naytelevy. Levyssa on
paikat 48 naytteelle ja kolmelle kontrollille, jotka laite mittaa ensimmaisind. Kyseinen
naytelevy on kaytdssa bioMérieuxin laitteistossa, ja naytelevyja voi ajaa kerralla nelja

kappaletta. Talléin naytteita voi yhdella tutkimuskerralla analysoida yhteensa jopa 192.

Kuvassa 3 naytelevyn ensimmaiseen kontrollipisteeseen ja viiteen ensimmaiseen nay-
tekaivoon on siirrostettu bakteerimassaa. Siitd nahdaan myds, etta kahdessa ensim-
maisessa naytekaivossa on sopiva maara naytetta. Kolmessa seuraavassa naytetta on
likaa ja siirrostus on epasiisti. Myds kontrollindytetta on liikaa ja se on levinnyt nayte-
kaivon ulkopuolelle. Levinnyt nayte voi olla hankala tunnistaa, ja se saattaa kestaa

kauemmin kuin siistin naytteen tunnistaminen.

Menetelmda kaytettidessa ajetaan jokaista 16:tta naytettd vastaan siis kontrollindyte
(kuvassa 3 keskella ylhaalld). Kontrollina kaytetdan Escherichia coli —bakteerin kantaa

ATCC 8739. Laite tunnistaa ensin kontrollin kaksi kertaa, ennen kuin alkaa tunnistaa
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muita naytteita. Kontrolli tulee ajaa paivittain, jotta varmistetaan laitteen toimintakunto.

Talloin laitteen saaman spektrin arvoja verrataan sdédettyihin arvoihin.

Opinnaytetydssa kaytettin SARAMIS ™-tietokantaa. Toinen bioMérieuxin VITEK® MS
—laitteen tietokannoista, IVD, on erikoistunut mikrobidiagnostiikkaan. SARAMIS™-
tietokannan toiminta perustuu niin sanottuun superspektri SuperSpectra™:aan. Super-
spektri on muodostettu useiden hyvin tunnettujen mikrobien mittaustulosten perusteel-
la. Siihen siséltyy bakteerien eri sukujen, kantojen ja lajien niille ominaiset biomarkkerit.
SARAMIS ™-tietokannasta I0ytyy jopa 2 800:n eri mikro-organismin spektrit. Tietokanta
koostuu useista ihmisten ja eldinten patogeeneista ja ymparistdéssa esiintyvistd mikro-

organismeista. (10)

Kun nayte on ajettu, tietokanta ilmoittaa tuloksen kaikista tarkimman taksonomisen
datan mukaan, kuten sukutasolla "Genus Enterobacter” tai lajitasolla ”Escherichia coli”.
Tietokanta antaa tuloksen ja ilmoittaa sille prosentteina korkeimman luottamustason

seka ilmoittaa luottamustason varikoodilla (kuva 3). (11, s. 7-2)

Tarkkuus Virikoodi
>99,9 %
99,9-90,0% Vaalean vihrea
90,0 - 80,0 % Keltainen
80,0-75,0% Valkoinen

Kuva 4: SARAMIS ™-tietokannan tulosten luottamustasot ja niiden varikoodit.

Tunnistukset, jotka jaavat luottamustasoltaan alle 75 %:n, eivat nay tulosikkunassa;
laite ilmoittaa tunnistusprosentiksi 0,00. Joskus tulos voi myds olla ristiriitainen: laite
tunnistaa naytteen kahdeksi tai useammaksi bakteeriksi superspektrin avulla vahintaan
80 %:n luottamustasolla. Ristiriitainen tunnistus voi johtua epapuhtaasta naytteesta tai
komplekseista lajeista, jotka on eritelty ja tunnistettu tietokannassa. Tietokanta ei esi-
merkiksi erota Escherischia colia ja Shigella—suvun bakteereja toisistaan, silla niiden
spektrit ovat niin lahella toisiaan. Talldin kayttajan taytyy itse valita, kumman tunnistuk-
sen hyvaksyy oikeaksi. Valintaikkunasta voi valita, onko bakteeri tunnistettu suku-, laji-

vai perati kantatasolla. (11, s. 7-4.)
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Luvussa esitelty menetelmé& on spesifinen vain bioMérieuxin VITEK® MS —laitteelle ja
SARAMIS ™-tietokannalle sek& bakteeritunnistuksille. Toisella laitevalmistajalla Bruke-

rilla on erilainen protokolla.

5 Tyon suoritus ja tulokset

Ty6 suoritettiin suomalaisessa kosmetiikkatehtaassa. Tyon tarkoituksena oli kartoittaa
mahdollisten house- ja ymparistbbakteerien maaraé ja laatua tehtaan tuotanto- ja va-
rastotiloissa. Tyossa tutkittiin 52 eri kohdetta kolmena paivana viikossa kahden viikon
ajan. Tutkimuskohteet pyrittiin valitsemaan mahdollisimman monipuolisesti. Kohteista
28 oli ennalta maariteltyja ja niitd tehtaassa tutkittiin rutiinilla kerran kuukaudessa, mut-

ta bakteereja ei tunnisteta. Loput 24 kohdetta valittiin opinnaytetyota varten.

Alkuperdiset, loppukevaasta otetut naytteet hylattiin analyysilaitteiston ollessa epakun-
nossa ja tyota jatkettiin lomien jalkeen heindkuussa. Tydssa kaytettiin letheen-agaria,
johon lisattiin polysorbaatti 80:té4 (Tween 80) sailontdaineiden neutraloimiseksi (liite 6).
Liséksi kaytettiin ulkomaisen valmistajan homespesifisia Sabouraud-maljoja, mutta
homeita ei identifioitu puutteellisen protokollan ja ajan loppumisen vuoksi. Yhden tutki-

muspaivan naytteet ehdittiin havittaa.

Petrimaljoille otettiin ilmasta laskeumanaytteet siten, ettd maljat seisoivat tehtaan tilois-
sa kansi auki nelja tuntia kerrallaan, jonka jalkeen niita inkuboitiin 35 °C:ssa viisi pai-
vaa. Inkuboinnin jalkeen maljojen pesakkeet laskettiin ja ne sail6ttiin odottamaan tutki-

musta.

MALDI - TOF MS-analyysit vaativat 24 tuntia vanhat bakteerikasvustot, joten baktee-
reista tehtiin puhdasviljelmét noin 24 tuntia ennen ajoa. Puhdasviljelmissa kaytettiin niin
ikaan letheen-agaria, mutta tyon loppupuolella siirryttiin kayttamaan THG-agaria, silla

naytteet valmisteltiin koululla harjoittelun loputtua.

Haasteena MALDI- TOF MS-analyysissa oli saada sopiva maara bakteerimassaa nay-
televylle. Tuntemattomat ymparistobakteerit olivat paikoin hyvin hankalia siirrostaa; ne
saattoivat olla limaisia, kovia tai sitkeitd. Liikaa siirrostui erityisesti niitd naytteita, jotka

sitkeytensd vuoksi olivat haastavia saada irtoamaan siirrostussilmukasta tai kasva-
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tusalustasta. Tutkimuksen edetessa ja samojen bakteerien toistuessa opittiin kuitenkin

siirrostamaan suhteellisen hyvin ja tunnistukset onnistuivat paaosin erinomaisesti.

Tydssa kaytettin yksinomaan SARAMIS ™-tietokantaa, joka on tarkoitettu tutkimus-
kayttoon. Naytteita ajettiin yhteensa 962, joista osa oli rinnakkaisnaytteitd. Rinnakkais-
naytteiden siirrostuksella poissuljettiin siirrostusvirheet ja varmistettiin bakteeritunnis-
tus. Tutkimuksen loppupuolella siirrostukset onnistuivat niin hyvin, etta voitiin ajaa nayt-
teitd ilman rinnakkaisia siirrostuksia. Naytteiden k&sittelyn harjaantuminen ilmenee
myds naytteiden ja tunnistusten laatuna: tunnistuksia on kahdelta viimeiselta tutkimus-

paivéalta enemman kuin ensimmaisilta tutkimuspaivilta.

Tunnistusten vahyyteen voi vaikuttaa myds letheen-agarin kaytto tutkimuksen alkuvai-
heessa. Puhdasviljelmille olisi tullut kayttdd THG— tai veriagaria, jotta olisi saatu mah-

dollisimman laadukasta bakteerikasvustoa analyysia varten.

Tunnistukset onnistuivat paaosin hyvin: 962 naytteesta tunnistettiin 548. Taulukossa 1
on laskettu tunnistusprosentit kaikille luottamustasoille, mukaan lukien ristiriitaisille tu-

loksille (luottamustaso alle 75 %), joille on itse maaritetty tunnistettu bakteeri.

Taulukko 1. Tunnistusprosentit

Luottamustaso | Tunnistus - %
>99,9 % 19,2 %
99,9 - 90,0 % 10,8 %
90,0 - 80,0 % 10,4 %
80,0-75,0% 5,09 %
<750% 10,0 %

Alle 75 %:n tunnistuksia ei huomioida lainkaan tulosten kasittelyssa.

Kokonaisuudessaan kaikkien tunnistettujen naytteiden maara kaikista naytteista oli 57
%. Lisaksi taulukosta 1 nahdéaan, etta yli 99,9 %:n tunnistuksia on eniten. Liitteisiin (liit-
teet 1 - 5) on koottu kaikki tutkimustulokset. Liitteista ilmenee, mina paivana alkuperai-
set ndytteet on otettu ja mista tutkimuskohteista. Liséksi taulukoista voi nahda kaikki

tutkimuskohteista I6ydetyt bakteerit ja niiden tunnistusprosentit.
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6 Tulosten kasittely ja tulkinta

Tyon tavoitteena oli 16ytda mahdollisia house-bakteereita, jotka ovat pesiytyneet teh-
taan varasto-, tuotanto- ja pakkaamo- sekd laboratoriotiloihin. Tunnistetuista baktee-
reista huomataan, ettd mitdan vaarallisia ja patogeenisia bakteereita ei tehtaalta 16yty-
nyt. Suurimmat ja toistuvat I0ydokset koostuivat Micrococcus luteus -bakteerista ja ihol-
la esiintyvistd Staphylococcus-lajeista. Taulukkoon 2 on koottu Idydettyjen bakteerien
osuudet kaikista tunnistuksista, joita oli yhteensa 548.

Tuloksiin tulee suhtautua varauksella. Alle 75 %.n tunnistuksia ei voida pitda varmoina
ja jopa alle 90 %:n tunnistukset ovat tietyissa tapauksissa epéavarmoja ja vaatisivat jat-
kotesteja lopullisen tunnistuksen varmistamiseksi. Alle 80 %:n tunnistukset on jatetty

pois taulukosta 2.

Ympaéristossa esiintyvien bakteerien, kuten M. luteus ja Bacillus pumilus, l6ytymista
osattiin odottaa. Iholla esiintyvien Staphylococcus-lajien ilmentyminen laskeumamalja-
naytteissa oli odottamatonta. Syyta talle ei ole I0ydetty. Osa naytteistd on kerétty sel-
laisista tiloista, joissa ihmisia kulkee jatkuvasti. Tyontekij6illa on paallaén suojavarustus
(hiussuoja, suojakasineet ja puhtaat tydvaatteet). Tehtaan tuotanto-, varasto- ja labora-

toriotiloissa on koneellinen iimastointi. Kenenk&éan ei tiedetéd koskeneen naytemaljoihin.

Naytekohteista 1-5, 7-14, 15-17, 22-23, 29, ja 32-36 ovat tuotantotiloista, kohteet 6,
18-19, 25-26, 28 ja 30—31 ovat erilaisista pesutiloista, kohteet 21, 27 ja 52 ovat labo-
ratoriotiloista ja loput kohteet varastotiloista tai kaytavilta. Liitteita 1-5 tulkitsemalla voi
nahda, ettd bakteeritunnistuksissa ei ole merkitsevaa eroa eri kohdetyyppien valilla.
Naiden tunnistusten valossa ei voida todeta, ettd esimerkiksi varastotiloissa olisi
enemman mikrobeja kuin laboratoriotiloissa. Lajisto poikkeaa kuitenkin huomattavasti:
varasto- ja pesutiloista 16ytyi suurempi maara erilaisia bakteereja, kuten Bacillus-lajien
edustajia (taulukot 3 ja 4), jotka itidivat ja levidvat siten ilmassa, kun taas tuotanto- ja
laboratoriotiloista 16ytyy huomattavat maarat eri Staphylococcus-lajeja. Stafylokokkeja
I6ytyi myds muistakin tiloista ja niita 10ytyi maarallisesti eniten eri paikoista, kuten tau-
lukkoa 5 tarkastellessa voi huomata. Lisdksi usea bakteeritunnistus on pesutiloista pe-
raisin olevasta naytteesta, kuten Delftia acidovorans ja Providencia rettgeri, mika taas
voi selittya silla, etta tiloissa on paljon vetta lasna. Vettd voi jadda pesutiloihin huo-

maamatta, mika edesauttaa bakteerien kasvua naissa kohteissa.
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Taulukko 2. Tunnistettujen bakteerien osuudet kaikista tunnistetuista naytteista

Eri bakteerien osuudet tunnistetuista naytteista
Micrococcus luteus 49,8 %
Staphylococcus hominis 6,4 %
Staphylococcus epidermis 6,2 %
Staphylococcus haemolyticus 4,2 %
Staphylococcus capitis 1,8%
Bacillus pumilus 0,7%
Pseudomonas putida 0,7%
Stenotrophomonas maltophilia 0,7%
Aerococcus viridans 0,5 %
Moraxella osloensis 0,5 %
Staphylococcus cohnii 0,4%
Bacillus subtilis 04 %
Pseudomonas oryzihabitans 0,4%
Kytococcus sedentarius 0,4 %
Delftia acidovorans 04 %
Brevundimonas diminuta 04 %
Kocuria rosea 0,4 %
Staphylococcus warneri 0,2%
Pantoea agglomerans 0,2%
Acinetobacter junii 0,2%
Rhizobium radiobacter 0,2%
Staphylococcus saprophyticus 02%
Staphylococcus lentus 02%
Providencia rettgeri 0,2%
Bacillus cereus 0,2%
Proteus vulgaris 0,2%

Yksikdan bakteeri, lukuun ottamatta edelld mainittua M. luteusta ja Staphylococcus —
lajeja, ei esiinny tutkimuskohteissa useammin kuin kerran. Niitd on kuitenkin voinut
kasvaa ensimmaisindkin tutkimuspaiving, mutta siirrostus tai kasvatus ei ole onnistunut
ja siksi tunnistusta ei ole saatu. Jotta bakteerit voitaisiin luokitella tehtaaseen pesiyty-
neiksi house-bakteereiksi, tulisi bakteerien esiintya tutkimustuloksissa samoissa tutki-
muskohteissa monta kertaa. Taulukoihin 3 ja 4 on koottu lyhyet esittelyt ja kuvaukset
|6ydetyistd bakteereista. Taulukoista nakee myds, etta samaa bakteeria ei 16ydy useis-

ta eri kohteista useita kertoja. Suurimmassa osassa naytteenkeraystiloista tuotteet on
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suojattu niita varten suunnitelluilla pakkauksilla, joten kontaminaatio ilman kautta on
mahdotonta.
Taulukko 3: Loydettyjen bakteerien kuvaukset
Kohde-
Bakteeri Kuvaus nro
Stenotrophomonas Aerobinen, Gram-negatiivinen sauvabakteeri. 4,38
maltophilia Esiintyy useissa nestemaisissa ymparistoissa.
On todettu aiheuttavan sairaalainfektioita. (12)
Moraxella osloensis | Oksidaasipositiivinen, Gram-negatiivinen kokki. 8, 37
Esiintyy ymparistOssa ja ihmisen suolistossa.
Aiheuttaa infektioita erityisesti sydpapotilailla,
joihin se tarttuu esimerkiksi virtsakatetrien kautta. (13)
Pseudomonas Gram-negatiivinen, oksidaasinegatiivinen. Sen pe- 14
oryzihabitans sakkeet ovat yleensa keltaisia, kovia tai ryppyisia.
Esiintyy ymparistdssa, kuten maaperassa.
Aiheuttaa sairaalainfektioita. (14,15)
Pseudomonas putida | Gram-negatiivinen sauvabakteeri, jolla on flagelloja. 16
Kasvaa hapellisissa vesi- ja maaperdaymparistdissa.
Osa bakteerin kannoista elaa symbioosissa kasvien
kanssa. Pystyy hajottamaan orgaanisia liuottimia, kuten
tolueenia seka polystyreenivaahtoa, jota on aiemmin
pidetty biohajoamattomana. (16)
Delftia acidovorans | Aerobinen, Gram-negatiivinen sauvabakteeri. 19
Aiheuttaa harvoin infektioita, silld viihtyy paremmin
ympdristébakteerina. (17)
Rhizobium Gram-negatiivinen sauva, jota esiintyy maaperan or- 20
gaanista ainetta sisaltdvassa osassa. (18)
Bacillus cereus Itidiva, Gram-positiivinen sauvabakteeri. Yleinen 25
vesistoissa, kasveissa, ilmassa ja maaperassa seka ihmi-
sen suolistossa. Itiot kestdvat erittdin hyvin erilaisia
stressinaiheuttajia, kuten kuivuutta ja korkeaa
[ampotilaa. Aiheuttaa ruokamyrkytyksia. (19) Sen esiin-
tyvyytta seurataan tarkasti kosmetiikkateollisuudessa.
Bacillus pumilus Itidiva, Gram-positiivinen sauvabakteeri. Esiintyy 34,47

maaperassa ja joskus kasvien juurissa, jossa se ehkaisee
muiden mikro-organismien infektioita. Sen proteaaseja
on alettu hyotykayttaa eri teollisuuden aloilla, kuten
ruoka- ja kemikaaliteollisuudessa. Vain muutama

B. pumiluksen aiheuttama ruokamyrkytys on todettu
ihmisilla. (20)
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Taulukko 4: Loydettyjen bakteerien kuvaukset (jatkoa sivulta 17)

Bacillus megaterium | Muiden Bacillusten tapaan Gram-positiivinen, aero- 34, 40
binen sauva. Esiintyy maaperdassa. Ei patogeeninen. (21)

Bacillus subtilis Muiden Bacillusten tapaan Gram-positiivinen, aero- 11
binen sauva. Sita esiintyy maaperdassa ja kasveissa.

B. subtilis on kehittdanyt useita stressinsietomenetelmia
menestyadkseen. Eivat ole patogeenisia. (22)

Brevundimonas Ymparistdssa esiintyva, Gram-negatiivinen sauva. 28
diminuta El&a erityisesti vesiymparistoissa. Ei patogeeninen. (23)
Providencia rettgeri | Gram-negatiivinen ympadristébakteeri, joka elaa 28
seka vesistOissa ettd maaperadssa. Patogeeninen. (24)
Aerococcus viridans | Gram-positiivisia, ilmassa elavia kokkibakteereja. 28
Aiheuttavat mm. virtsatieinfektioita. (25)
Proteus vulgaris Kuuluu enterobakteerien ryhmaan ja elaa ihmisen 39

elimistdssa osana normaalia mikroflooraa.
Aiheuttaa yleensa haavainfektioita. (26)

Pantoea agglomerans | Enterobakteereihin kuuluva Gram-negatiivinen sauva- 51
bakteeri. EIda kasveissa ja maaperdssa. Suvustaan
juuri P. agglomerans aiheuttaa ihmisten infektioita. (27)

Kocuria rosea Gram-positiivinen kokki, joka kuuluu aktinobaktee- 47
reihin. Sitd esiintyy vesistdissa ja maaperassa, mutta
my0s ihmisen iholla. Voi aiheuttaa infektioita. (28)

Mycobacterium Elaa joka puolella ymparistossa. 47

chelonae Gram-positiivinen, nopeasti kasvava bakteeri. (29)

Taulukoista 3 ja 4 nahdaan, etta kaikki bakteerit ovat ymparistossa elavia bakteereita.
Osa bakteereista on patogeenisia, mutta suurin osa niistakin vain ihmisilla, joiden im-
muunipuolustus on jostain syysta hairiintynyt. Liséksi taulukkoon 5 on koottu kaikkien
|6ydettyjen Staphylococcus-lajien lyhyet ominaisuudet. Kaikki taulukossa esitetyt stafy-

lokokit ovat grampositiivisia ja koagulaasinegatiivisia.



Taulukko 5: Loydettyjen stafylokokkien kuvaukset

Kohde-
Bakteeri Kuvaus nro
Staphylococcus hominis | Koagulaasinegatiivinen, Gram-positiivinen | 2, 3,4, 8, 12,
bakteeri. Kuuluu ihmisten ja eldinten ihon | 13, 16, 21, 24,
normaalimikrobistoon. Voi aiheuttaa 31, 32, 34, 35,
infektioita ihmisilla, joiden immuunipuo- 36, 37, 38, 39,
lustus on heikentynyt. (31) 41,44, 45,52
Staphylococcus epidermis | Kuuluu ihmisen ihon ja limakalvojen 1,2,5,11, 14,
normaalimikrobistoon. Infektoi ihmisen 19, 20, 21, 22,
yleensa katetrien tai implanttien kautta, 23,24, 25, 37,
johtuen sen kyvystda muodostaa limaa, 38, 45, 46, 51
joka taas edesauttaa sen tarttumista
pinnoille. (32)
Staphylococcus Ihmisen ihon normaalimikrobistoon 3,4,9,11, 14,
haemolyticus kuuluva bakteeri. Ei aiheuta infek- 15, 19, 21, 24,
tioita, mikali ihmisen immuunipuo- 37,38
lustus ei ole hairiintynyt. Nimensa
mubkaisesti kykenee hemolyysiin. (33)
Staphylococcus capitis Kuuluu myéskin ihon normaalimikro- 2,15, 28, 33
bistoon, eika ole vaarallinen terveille 34, 45
ihmisille. (34)
Staphylococcus cohnii Kuuluu ihon normaalimikrobistoon. 30,34
Ei aiheuta infektoi terveitd ihmisia. (35)
Staphylococcus warneri | Kuuluu myéskin ihon normaalimikro- 47
bistoon. Kontaminoi erilaisia proteeseja,
mutta ei muuten ole vaarallinen ihmi-
sille. (36)
Staphylococcus Ei kuulu ihmisen ihon normaalimikrobis- 33
saprophyticus toon. Toinen yleisimmista virtsatietuleh-
duksen aiheuttajista nuorilla naisilla.
Sitd on myds eristetty kuolleiden eldinten
ruhoista. (37)
Staphylococcus lentus Eristetty lampaista, vuohen utareista ja 47

ihmisen virtsanaytteista. Ei kuulu
ihmisen ihon normaalimikrobistoon.
Infektoi potilaita, joiden immuunipuolus-
tus on heikentynyt. (38)

22
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7 Loppupé&aatelmét

Opinnaytetyon tarkoituksena oli I0ytd& mahdollisia house-bakteereja. Opinnaytetydssa
esiteltyjen tulosten varjolla voidaan sanoa, ettd house-bakteereja ei 10ytynyt. Lisatutki-
muksia, kuten pinta- ja pyyhkaisynaytteiden ottamista ja tunnistamista, olisi voitu tehda

ja néin viela varmistaa tulokset.

Kosmetiikkayritys kayttdd opinndytetydssa kerattyd informaatiota jatkossa tuotekehi-

tyksessaan.
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Liite 1: Tutkimustulokset, paiva 1

Tutkimuskohteen

Tunnistus-
numero Loytynyt bakteeri %
2 Staphylococcus epidermis 81,6 %
Micrococcus luteus 80,0 %
Bacillus cereus 99,9 %
Bacillus sp. 79,2 %
Staphylococcus capitis 86,7 %
4 Bacillus cereus 85,5%
5 Micrococcus luteus 86,0 %
7 Micrococcus luteus 86,0 %
8 Staphylococcus hominis 76,5 %
Bacillus sp. >75,0%
9 Micrococcus luteus 96,5 %
10 Staphylocuccus sp. >75,0%
11 Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 96,5 %
12 Staphylococcus hominis 86,7 %
13 Staphylococcus sp. >75,0%
15 Staphylococcus capitis 96,9 %
16 Staphylococcus hominis 76,8 %
18 Micrococcus luteus >75,0%
19 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Micrococcus luteus 81,6 %
21 Micrococcus luteus 94,6 %
22 Micrococcus luteus 92,7 %
23 Staphylococcus epidermis 90,5 %
24 Staphylococcus hominis 86,7 %
Micrococcus luteus 99,9 %
25 Bacillus sp. >75,0%
27 Micrococcus luteus 81,7 %
28 Micrococcus luteus 89,4 %
31 Bacillus pumilus 87,5%
Micrococcus luteus 92,7 %

Liite 1
1(2)



Tutkimuskohteen

Tunnistus-
numero Loytynyt bakteeri %
32 Micrococcus luteus 94,6 %
34 Micrococcus luteus 78,2 %
35 Micrococcus luteus 94,6 %
36 Micrococcus luteus 82,7%
37 Micrococcus luteus 84,0 %
41 Staphylococcus hominis 86,7 %
44 Staphylococcus hominis 76,5 %
49 Micrococcus luteus 79,2 %

Liite 1
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Liite 2: Tutkimustulokset, paiva 2

Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%

1 Micrococcus luteus 75,0 %
2 Micrococcus luteus 82,5%
3 Micrococcus luteus 95,3%
4 Staphylococcus hominis 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Stenotrophomonas maltophilia 99,2 %
5 Micrococcus luteus 99,9 %
8 Micrococcus luteus 78,2 %

10 Bacillus sp. >75,0%
14 Staphylococcus epidermis 96,8 %
21 Staphylococcus epidermis 75,6 %

25 Leifsonia sp. >75,0%
26 Micrococcus luteus 99,9 %
27 Micrococcus luteus 99,9 %
28 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus capitis 97,0 %
30 Micrococcus luteus 99,9 %
31 Micrococcus luteus 95,3 %
32 Staphylococcus hominis 99,9 %
33 Micrococcus luteus 99,4 %
Staphylococcus capitis 99,8 %

36 Bacillus sp. >75,0%
37 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Micrococcus luteus 99,9 %
40 Micrococcus luteus 99,9 %
43 Micrococcus luteus 99,4 %
44 Micrococcus luteus 99,9 %
45 Staphylococcus hominis 99,9 %
47 Bacillus pumilus 99,9 %
Micrococcus luteus 99,9 %

Dermacoccus sp. >75,0%

Liite 2
1(1)



Liite 3: Tutkimustulokset, paiva 3

Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%
2 Staphylococcus hominis 91,8 %
3 Micrococcus luteus 96,2 %
4 Micrococcus luteus 86,1 %
Bacillus sp. >75,0%
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
5 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
8 Micrococcus luteus 77,4 %
9 Micrococcus luteus 76,1 %
10 Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus sp. >75,0%
11 Bacillus subtilis 99,9 %
12 Micrococcus luteus 99,9 %
Bacillus sp. >75,0%
13 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus hominis 89,3 %
14 Pseudomonas oryzihabitans 99,9%
Micrococcus luteus 99,9 %
15 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
16 Acinetobacter sp. 76,8 %
Pseudomonas putida 99,9 %
Gordonia sp. >75,0%
17 Kytococcus sedentarius 84,0 %
18 Bacillus pumilus 99,0 %
19 Delftia acidovorans 99,9 %
Staphylococcus epidermis 97,4 %
20 Bacillus sp. >75,0%
21 Staphylococcus hominis 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 85,1 %
22 Staphylococcus epidermis 88,2 %
Micrococcus luteus 98,7 %
23 Micrococcus luteus 99,9 %
24 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus caprae/capitis 90,0 %
27 Micrococcus luteus 99,9 %

Liite 3
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Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%

28 Brevundimonas diminuta 86,3 %
Aerococcus viridans 92,0 %
30 Micrococcus luteus 99,9 %
31 Micrococcus luteus 99,9 %
32 Micrococcus luteus 88,5 %

34 Micrococcus sp. >75,0%

Bacillus spp. >75,0%

35 Staphylococcus sp. >75,0%
Staphylococcus hominis 76,5 %
36 Micrococcus luteus 98,7 %
37 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
38 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 92,1%
40 Bacillus megaterium 99,9 %
Micrococcus luteus 75,8 %
44 Micrococcus luteus 99,4 %
46 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 78,6 %
47 Kocuria rosea 93,4 %
Micrococcus luteus 99,9 %
48 Micrococcus luteus 99,4 %
50 Micrococcus luteus 99,9 %
51 Micrococcus luteus 99,9 %
Kocuria sp. 88,8 %

Liite 3
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Liite 4: Tutkimustulokset, paiva 4

Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%

1 Staphylococcus epidermis 89,6 %
2 Micrococcus luteus 99,9 %

Bacillus sp. >75,0%
3 Micrococcus luteus 99,9 %
4 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus hominis 99,9 %
5 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
8 Micrococcus luteus 99,9 %
Moraxella osloensis 96,5 %

Bacillus sp. >75,0%
9 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %

10 Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %

11 Paenibacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 78,2 %

12 Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %
14 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 96,7 %
15 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %

16 Arthrobacter sp. >75,0%

Micrococcus sp. >75,0%
18 Micrococcus luteus 99,9 %
19 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Micrococcus luteus 92,5%
20 Micrococcus luteus 99,4 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
21 Staphylococcus hominis 99,9 %
Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 90,6 %

Liite 4
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Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%

24 Actinomyces sp. >75,0%
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 92,7%
Micrococcus luteus 99,9 %

25 Arthrobacter sp. >75,0%
Bacillus pumilus 99,9 %

Bacillus spp. >75,0%

Exiguobacterium sp. >75,0%
27 Micrococcus luteus 99,9 %
30 Acinetobacter johnsonii 93,9%

33 Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %

Paenibacillus sp. >75,0%
34 Bacillus megaterium 84,0%
Staphylococcus capitis 96,9 %
Micrococcus luteus 99,9 %

35 Bacillus sp. >75,0%

Kocuria sp. >75,0%
Micrococcus luteus 98,9 %
36 Micrococcus luteus 98,7 %
Staphylococcus hominis 99,9 %
37 Staphylococcus hominis 90,0 %
38 Micrococcus luteus 89,5 %
39 Proteus vulgaris 92,0%
40 Micrococcus luteus 99,9 %
44 Micrococcus luteus 88,5 %
45 Micrococcus luteus 94,6 %
Staphylococcus epidermis 82,3%
Staphylococcus capitis 76,8 %
47 Staphylococcus warneri 99,9 %
Micrococcus luteus 99,9 %

Paenibacillus sp. >75,0%
48 Micrococcus luteus 92,8 %
51 Pantoea agglomerans 99,9 %

Micrococcus sp. >75,0%
52 Staphylococcus hominis 99,9 %

Liite 4
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Liite 5: Tutkimustulokset, paiva 5

Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%
1 Micrococcus luteus 99,9 %
Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus hominis 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Micrococcus luteus 99,9 %
4 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Staphylococcus lugdunensis 80,3 %
Micrococcus luteus 99,9 %
Moraxella sp. >75,0%
5 Bacillus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 85,4 %
7 Micrococcus luteus 78,4 %
8 Micrococcus luteus 99,9 %
9 Micrococcus luteus 99,9 %
10 Micrococcus luteus 99,3 %
11 Micrococcus luteus 99,9 %
Bacillus sp. >75,0%
12 Pseudomonas sp. 98,0 %
Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus hominis 96,0 %
15 Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
16 Burkholderia sp. 87,6 %
Acinetobacter sp. 75,2 %
19 Micrococcus luteus 99,9 %
20 Micrococcus luteus 99,9 %
Rhizobium radiobacter 99,9 %
21 Micrococcus luteus 99,9 %
23 Micrococcus luteus 92,5%
Staphylococcus epidermis 99,9 %
24 Acinetobacter junii 99,9 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
25 Staphylococcus epidermis 97,4 %
Providencia sp. >75,0%
Bacillus cereus 85,0 %
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Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%

28 Providencia rettgeri 84,7 %
Providencia sp. 84,0 %

Microbacterium sp. >75,0%

Arthrobacter sp. >75,0%
30 Staphylococcus caprae 93,0%
Staphylococcus cohnii 90,2 %
Pseudomonas putida 99,9 %

Dermacoccus sp. >75,0%
31 Staphylococcus hominis 83,2 %
Micrococcus luteus 99,9 %
32 Micrococcus luteus 99,9 %
33 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus saprophyticus 99,9 %
34 Staphylococcus cohnii 87,0%
Micrococcus luteus 99,9 %
Bacillus pumilus 99,9 %

Bacillus sp. >75,0%
Staphylococcus hominis 91,8 %

Dermacoccus sp. >75,0%
35 Micrococcus luteus 99,9 %

Bacillus sp. >75,0%

36 Bacillus sp. >75,0%

Dermacoccus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %

37 Dermacoccus sp. >75,0%
Micrococcus luteus 99,9 %
Moraxella osloensis 96,5 %
38 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
Staphylococcus hominis 99,9 %
Staphylococcus haemolyticus 99,9 %
Stenotrophomonas maltophilia 99,9 %
39 Oerskovia turbata 77,9 %
Staphylococcus hominis 99,9 %
40 Micrococcus luteus 99,9 %
41 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus hominis 99,9 %

43 Micrococcus luteus 99,9 %

Liite 5
2(3)



Tutkimuskohteen

numero Loytynyt bakteeri Tunnistus-%
47 Mycobacterium chelonae 75,0 %
Micrococcus luteus 96,0 %

Dermacoccus sp. >75,0%

Staphylococcus lentus 95,7 %
48 Micrococcus luteus 99,9 %
50 Micrococcus luteus 89,4 %
51 Micrococcus luteus 99,9 %
Staphylococcus epidermis 99,9 %
52 Micrococcus luteus 99,9 %
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Liite 6: Letheen — agar - maljojen resepti

Letheen - agar -maljojen resepti
Agaria 130,25¢g
RO - vettd 2,51
Tween 80:3 3,5 ml/pullo

1. Liuotetaan agarjauhe 2,5 l:aan RO - vetta.

2. Kaadetaan autoklaavipulloihin, n. 500 ml/pullo.

3. Pipetoidaan 3,5 ml Tween 80:a pulloihin.

4. Autoklavoidaan nesteohjelmalla 121 °C:ssa 20 minuuttia.



