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            Abstract
          
        

        
          
            목적
            본 연구에서는 소프트콘택트렌즈의 재질 특성과 착색 여부가 눈물 성분이 침착된 소프트콘택트렌즈의 포도상구균 흡착에 미치는 영향을 알아보았다.

          

          
            방법
            Etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A 재질의 투명 소프트콘택트렌즈(이하 투명렌즈)와 써클 소프트콘택트렌즈(이하 써클렌즈)를 대상으로 하여 인공눈물에 침착시키기 전과 후의 흡착 균 수를 측정하였다. 또한, 전기영동법을 통해 인공눈물의 침착 경과시간에 따른 눈물단백질의 변성 정도를 측정하였다.

          

          
            결과
            포도상구균의 흡착은 콘택트렌즈 재질에 따라 통계적으로 유의하게 차이가 있었다. 투명렌즈와 써클렌즈의 균 흡착 양상에 차이가 있어 etafilcon A 재질에서는 써클렌즈의 균 흡착량이 다소 많았지만, hilafilcon B 및 nelfilcon A 재질에서는 써클렌즈에 흡착된 균수가 각각 투명렌즈의 89.3%, 71.3%였다. 눈물단백질이 침착되었을 경우 흡착된 균의 수가 감소하였으며 감소 정도는 재질에 따라 차이가 있어 etafilcon A 재질 투명소프트콘택트렌즈에서 가장 감소 정도가 컸다. 이러한 눈물단백질의 항균효과는 눈물단백질이 소프트콘택트렌즈에 침착된 시간이 경과될수록 감소하였으며 침착된 라이소자임의 양 역시 감소하였다. 또한, 항균효과의 감소 및 라이소자임 양의 감소가 콘택트렌즈 재질 특성 및 착색여부에 따라 달라졌다.

          

          
            결론
            본 연구를 통하여 소프트콘택트렌즈의 재질 및 착색여부에 의해 포도상구균의 흡착량이 달라지며, 착색여부보다 렌즈의 재질 특성이 균의 흡착에 많은 영향을 주는 것을 밝혔다. 또한 소프트콘택트렌즈에 침착된 항균단백질의 변성 정도가 렌즈 재질 및 착색여부에 따라 달라지며 이러한 결과가 균의 흡착량에 영향을 미친다는 것을 확인하였다.

          

        

        
          
            초록
          
        

        
          
            Purpose
            The study was aimed to figure out the effect of materials and pigmentation of soft contact lens on the adherence of Staphylococcus aureus upon soft contact lenses deposited with tear components.

          

          
            Methods
            The number of adherent S. aureus on clear and circle soft contact lenses made of etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A was measured before and after incubation in artificial tear. Furthermore, the denaturalization level of tear protein with time after incubation in artificial tear was estimated by electrophoresis.

          

          
            Results
            The adherence of S. aureus was significantly different according to the lens materials. The pattern of bacterial adherence on clear and circle contact lenses was different. That is, the adherent amount of S. aureus was somewhat larger on circle lens made of etafilcon A however, amount on circle lenses made of hilafilcon B and nelfilcon A was 89.3% and 71.3% of the number on clear lenses. When the tear protein was deposited on contact lenses, the number of adherent bacteria decreased and its degree was varied according to the lens material. The degree of decrease was the biggest in clear soft lens made of etafilcon A. Anti-bacterial effect of tear protein decreased with time after deposition of tear protein on soft contact lens and the amount of lysozyme also decreased. The reduction of anti-bacterial effect and quantity of lysozyme was different according to contact lens materials and pigmentation.

          

          
            Conclusions
            It was revealed that the adherence of S. aureus depends on contact lens materials and pigmentation, and the specification of lens material affects more on adherence of S.aureus than pigmentation. It was further figured out the denaturalization level of anti-bacterial protein on soft contact lens varies according to lens materials and pigmentation, which produces an effect on the quantity of bacterial adherence.

          

        

      

      
        Keywords: 
Clear soft contact lens, Circle soft contact lens, Material, Pigmentation, S. aureus, Tear protein, Lysozyme, Electrophoresis
키워드: 투명 소프트콘택트렌즈, 써클 소프트콘택트렌즈, 재질, 착색, 포도상구균, 눈물단백질, 라이소자임, 전기영동

      

    

    

  
    
      서 론
      2015년 콘택트렌즈의 사용자 중 96.7%가 소프트콘택트렌즈를 사용하며, 소프트콘택트렌즈 사용자 중 42.8%가 써클 소프트콘택트렌즈(이하 써클렌즈) 사용자이었으며, 써클렌즈의 사용이 증가 추세라고 보고되었다.[1] 또한 미용콘택트렌즈는 시력교정의 목적이 아닌 미용 목적인 이유로 사용하는 경우가 전체 미용 콘택트렌즈 사용자의 30% 정도라고 보고되었다.[2]

      콘택트렌즈의 사용이 증가함에 따라 이와 관련된 안질환 등의 합병증도 증가하고 있다. 착용자의 연령은 계속 낮아지고 있으며,[3] 이에 따라 합병증 환자의 연령도 낮아지고 있다고 보고되었다.[4] 렌즈의 착용에 대한 교육 없이 비교적 쉽게 구매할 수 있어 잘못된 세척방법, 사용기간 미준수,[5] 잘못된 보관방법[6] 등으로 인한 합병증이 발병할 수 있다고 하였다.[7] 콘택트렌즈의 사용 중 눈물단백질과 지방은 콘택트렌즈에 침착하게 되는데 이로 인하여 착용감 저하, 시력저하가 유발되며 심하면 합병증이 발생하게 된다.[8] 합병증으로 가장 흔하게 발병하는 것은 각막미란, 찰과상 및 점상 각막염이 가장 흔하게 발병하며 이어 신생혈관, 각막궤양 등이 발생한다고 보고되었다.[9] 미생물로 인한 감염의 주원인균은 포도상구균과 녹농균이며,[10] 가시아메바[11]와 곰팡이류[12]는 상대적으로 적은 빈도로 발생한다. 콘택트렌즈 관련 부작용 중 미생물 관련 각막염은 콘택트렌즈의 산소투과율이 낮은 경우 각막표피에 미생물 부착이 증가한다는 연구가 보고된바 있다.[13] 또한 미용콘택트렌즈는 특히 각막염 및 궤양 등의 세균성 감염에 의한 합병증이 많은 것으로 알려져 있으나, 착색여부나 표면의 물성에 따른 균 흡착에 대한 연구는 미비한 실정이다.

      따라서 본 연구에서는 포도상구균의 흡착에 대한 소프트콘택트렌즈 재질 특성 및 착색여부의 영향을 밝히고자 하였다. 또한 소프트콘택트렌즈 착용 시 공존하게 되는 눈물단백질의 균 흡착에 대한 영향이 소프트콘택트렌즈 특성에 따라 달라지는 지를 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      대상 및 방법
      
        1. 콘택트렌즈
        실험에 사용된 콘택트렌즈는 Table 1, 2와 같다. 국내 시판되고 있는 콘택트렌즈 가운데 FDA 기준 IV그룹으로 분류되는 고함수 비이온성 특성을 가진 etafilcon A 재질의 투명 소프트콘택트렌즈(이하 투명렌즈), 써클렌즈 및 습윤제(PVP, polyvinyl pyrrolidone)가 함유된 써클렌즈(Johnson & Johnson사)와 저함수 이온성 특성을 가진 II그룹으로 분류되는 hilafilcon B 재질의 투명렌즈 및 써클렌즈(Baush & Lomb사), 역시 II그룹으로 분류되는 nelfilcon A 재질의 투명렌즈 및 써클렌즈(CIBA Vision사)를 실험 대상으로 하였다(Table 1, Table 2).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The specification of clear soft contact lenses tested
          
          

        

        
          
            
              	USAN
              	etafilcon A
              	hilafilcon B
              	nelfilcon A
            

          
          
            	Commercial name
            	1-Day Acuvue
            	Soflens One Day
            	Focus Dailies
          

          
            	Manufacturer
            	Johnson & Johnson
            	Bausch & Lomb
            	CIBA Vision
          

          
            	Water content (%)
(@-3.00 D)
            	58
            	59
            	69
          

          
            	Oxygen transmissibility (Dk/t)
(@-3.00 D)
            	33
            	11
            	26
          

          
            	Monomers
            	HEMA+MA
            	HEMA+NVP
            	HEMA+PVA
          

          
            	FDA group
            	IV
            	II
            	II
          

          
            	Packing buffer system
            	borate
            	phosphate
            	phosphate
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            The specification of circle soft contact lenses tested
          
          

        

        
          
            
              	USAN
              	Etafilcon A
              	Hilafilcon B
              	Nelfilcon A
            

          
          
            	Commercial name
            	Define
            	New Define
            	Naturrelle
            	Illuminate
          

          
            	Manufacturer
            	Johnson & Johnson
            	Baush & Lomb
            	CIBA Vision
          

          
            	Water Content (%)
(@-3.00 D)
            	59
            	59
            	69
          

          
            	Oxygen transmissibility (Dk/t)
(@-3.00 D)
            	33
            	11
            	26
          

          
            	Monomers
            	HEMA +MA
            	HEMA +MA +PVP
            	HEMA+NVP
            	HEMA+PVA
          

          
            	FDA group
            	IV
            	II
            	II
          

          
            	Tinting method
            	BWIC
(Beauty-Wrapped-In-Comfort)
            	Micro encapsulation
            	Dual Printing
          

          
            	Tinting dye
            	Iron oxide
            	Iron oxide
            	Iron oxide black
Carbazole violet
          

        

        

      

      
        2. 균 배양 및 흡착 정도 평가
        균의 흡착은 ISO 14729를 기준으로 실시하였으며, ISO 14729는 콘택트렌즈에 흡착된 균에 대한 살균력 검사를 평가하는 데 사용되는 방법에 대한 기준이다. 실험에 사용한 균은 포도상구균(Staphylococcus aureus, ATCC 6538)이었으며, 균배양은 tryptone soya agar(TSA)배지를 사용하였다. 배양조건은 37°C의 온도에서 24시간이었다. 멸균된 plate에 1.0×1.05 cfu/ml의 균 10 μl를 놓은 후 렌즈의 볼록한 부분을 plates 바닥에 닿게 놓았고, 다시 10 μl의 균을 렌즈 위에 올리고 10분간 흡착시켜 주었다. 균이 흡착된 렌즈를 각각 5 ml의 PBS가 담겨있는 12 well plate에서 3번 헹군 후 여과장치 위에 올린 후 12 well plate에 있는 멸균 PBS 5 ml를 올려 3분 동안 유지 후 여과시켰다. 여과시킨 렌즈는 새 plate에 볼록한 면이 접촉하도록 올린 후 포도상구균은 TSA 배지를 부어 굳혔다. 1일 뒤 자란 균 수를 투명렌즈와 써클렌즈에 자란 균 수와 면적당 균 수로 나누어 비교하였다.

      

      
        3. 인공눈물 침착 및 정량
        인공눈물은 라이소자임 0.18 g, 글로불린 0.18 g, 알부민 0.54 g, 뮤신 0.18 g을 0.01 M 인산완충액(pH 7.4) 100 ml에 녹여 제조하였다.[14] 오염을 방지하기 위해 인공눈물용액은 membrane filter로 살균 후 사용하였다. 콘택트렌즈가 담긴 튜브에 인공눈물 8 ml를 각각 넣어 진탕기(CR300, FINEPCR, Korea)를 이용하여 50 rpm의 속도로 실온 20°C에서 24시간 동안 인공눈물 성분을 콘택트렌즈에 침착시켰다. 인공눈물 성분 침착 후 콘택트렌즈는 인산완충액으로 3번 세척 후 인산완충용액 8 ml만으로 다시 7일, 14일, 28일 동안 인공눈물 침착 조건과 동일한 조건으로 진탕시켰다. 인공눈물에 24시간 동안 침착시킨 렌즈와 인공눈물 침착 후 7일, 14일 및 28일 동안 유지시킨 렌즈를 250 μl의 추출용매(SDS 완충용액:2% sodium dodecyl sulfate, 0.1% dithiothreitol, 0.01 M Tris buffer, pH 8)에 넣은 후 95°C로 15분간 가열한 후 상온에서 20분 동안 식혀서 단백질을 추출하였다. 단백질을 추출한 후 Lowry 방법을 이용하여 정량하였다.[15]

      

      
        4. 콘택트렌즈에 침착된 단백질 분석
        인공눈물에 1일 동안 침착시킨 콘택트렌즈와 침착 후 7일, 14일, 28일 동안 인산완충용액에 진탕시킨 콘택트렌즈에 침착된 단백질을 SDS 완충용액으로 추출하여 SDS 폴리아크릴아미드 젤 전기영동(SDS PAGE, 13.5%)을 하였으며 Coomassie blue로 염색하여 단백질을 분석하였다.

      

      
        5. 통계처리
        결과는 평균±표준편차로 표시하였고 SPSS 12.0 K를 사용하여 분석하였다. 콘택트렌즈 재질과 종류에 따른 균흡착 정도와 써클렌즈의 투명부와 착색부의 흡착정도의 통계적 유의성은 독립표본 t-검정(Independent T-test), 인공눈물 침착에 따른 흡착된 균 수는 일원분산분석(One-way ANOVA)을 실시하여 유의성을 확인하였다. 분석에서 p<0.05일 경우 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 콘택트렌즈에 흡착된 균 수 비교
        투명렌즈의 경우 렌즈에 흡착된 포도상구균의 수는 etafilcon A 재질에서 16.13±4.88 cfu/lens, hilafilcon B 재질에서 12.06±8.11 cfu/lens, nelfilcon A 재질에서 6.45±4.27 cfu/lens이었다. 써클렌즈의 경우 포도상구균의 수는 etafilcon A 재질에서 18.31±6.99 cfu/lens, 습윤제가 함유된 동일 재질에서 14.72±4.47 cfu/lens, hilafilcon B 재질에서 10.77±7.09 cfu/lens, nelfilcon A 재질에서 4.60±2.45 cfu/lens이었다. 투명렌즈와 써클렌즈 모두에서 포도상구균은 etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A 순으로 흡착균 수가 많았으며(Fig. 1A), 모든 재질에서 투명렌즈와 써클렌즈 간 흡착 균 수는 통계적으로 유의한 차이가 있었다(p<0.05).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            The colony forming unit of S. aureus on clear and circle soft contact lenses.
            A. colony per lens, B. colony per area

          
          

          

        

        실험에 사용한 콘택트렌즈의 전체 직경이 상이하여 실제 동일 면적당 균 수의 차이가 있는 지를 평가하기 위해 단위면적당 흡착 포도상구균 수를 알아보았다. 투명렌즈의 경우 포도상구균은 etafilcon A 재질에서는 0.105±0.032 cfu/mm2, hilafilcon B 재질에서 0.084±0.046 cfu/mm2, nelfilcon A 재질에서는 0.045±0.030 cfu/mm2 흡착되었다. 써클렌즈의 경우 포도상구균은 etafilcon A 재질에서 0.111±0.044 cfu/mm2, 습윤제가 함유된 etafilcon A 재질에서는 0.093±0.028 cfu/mm2, hilafilcon B 재질에서 0.064±0.045 cfu/mm2, nelfilcon A 재질에서는 0.031±0.010 cfu/mm2이었다. 투명렌즈와 써클렌즈 모두 Fig. 1의 렌즈당 흡착된 균 수에서와 동일한 순서인 etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A 재질 순으로 흡착 균된 수가 많았으나 렌즈 재질 간 차이는 단위면적당 균 수에서 더 적었으며(Fig. 1B), 모든 재질에서 투명렌즈와 써클렌즈 간 흡착 균 수는 통계적으로 유의한 차이가 있었다(p<0.05).

        Etafilcon A 재질과 습윤제가 함유된 etafilcon A 재질에서의 균 수의 흡착량을 비교하였을 때 습윤제가 함유된 써클렌즈의 경우 습윤제가 포함되지 않은 etafilcon A 재질의 써클렌즈에 비해 80%에 불과하여 습윤제가 함유된 재질에서의 포도상구균 흡착량이 더 적음을 알 수 있었다. 투명렌즈와 써클렌즈의 흡착 균 수를 비교하였을 때 etafilcon A 재질에서 써클렌즈에 흡착된 균 수는 투명렌즈의 113.5%로 많았으나, hilafilcon B 재질과 nelfilcon A 재질에서는 써클렌즈에 흡착된 균 수가 각각 투명렌즈의 89.2%, 71.31%였다.

      

      
        2. 써클렌즈에서 투명부위와 착색부위에서의 흡착 균 수 비교
        써클렌즈의 투명부분과 염료가 착색된 착색부분에서 균의 흡착정도의 차이를 비교하였다. Etafilcon A 재질의 써클렌즈에 흡착된 포도상구균 수는 투명부에서는 12.62±5.26 cfu/lens, 착색부에 5.00±2.50 cfu/lens이었고, 습윤제가 함유된 etafilcon A 재질의 투명부에서는 10.33±3.03 cfu/lens, 착색부에는 4.39±2.09 cfu/lens이었다. Hilafilcon B 재질의 투명부에는 6.89±5.66 cfu/lens, 착색부에는 3.24±2.19 cfu/lens, nelfilcon A 재질의 투명부에는 3.53±1.36 cfu/lens, 착색부에는 1.07±0.46 cfu/lens이 흡착되었다. 포도상구균의 흡착은 모든 재질의 써클렌즈에서 착색부보다 투명부의 흡착량이 많았으나(Fig. 2A), 렌즈 재질에 따라 통계적으로 유의한 정도가 달라 etafilcon A 및 hilafilcon B 재질의 투명부와 착색부의 균 흡착량은 통계적으로 유의하였으나, 습윤제가 함유된 etafilcon A 및 nelfilcon A 재질의 경우는 통계적으로 유의하지 않았다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            2. The colony forming unit of S. aureus on pigmented and non-pigmented area of circle soft contact lenses.
            A. colony per lens, B. colony per area

          
          

          

        

        단위면적당 균 수는 etafilcon A 재질 써클렌즈의 투명부에서는 0.133±0.056 cfu/mm2, 착색부에 0.079±0.040 cfu/mm2였으며, 습윤제가 함유된 etafilcon A 재질의 투명부에서는 0.109±0.032 cfu/mm2, 착색부에서는 0.069±0.033 cfu/mm2로 나타났다. Hilafilcon B 재질 써클렌즈의 투명부에서는 0.084±0.064 cfu/mm2, 착색부에서 0.046±0.030 cfu/mm2이었으며, nelfilcon A 재질의 투명부에서는 0.063±0.024 cfu/mm2, 착색부에 0.011±0.005 cfu/mm2이었다. Etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A 재질의 써클렌즈에서 착색부의 경우 투명부의 각각 59.4%, 54.8%, 17.5%로 포도상구균 흡착량이 착색부분에서 더 적은 경향을 보였다. 또한 동일 etafilcon A 재질이지만 습윤제 성분의 함유 유무에 따라 투명부분의 흡착 균 수가 통계적으로 유의한 차이가 있었으나(p<0.05), 착색부위의 경우는 차이가 거의 없었다(p>0.05)(Fig. 2B).

      

      
        3. 눈물단백질의 침착량
        투명 및 써클렌즈를 인공눈물에 1일 침착시킨 경우와 1일 침착 후 PBS에서 다시 7일, 14일, 28일 유지시킨 경우의 각 렌즈에 부착된 단백질을 정량 비교하였다. Etafilcon A 재질의 투명렌즈를 1일 동안 인공눈물에 침착시킨 경우 각각 총 단백질량은 4732.7±589.1 μg/lens이었으며, 1일 동안 침착시킨 후 PBS에 7일, 14일 및 28일 간 유지시킨 경우 3738.6±265.4 μg/lens, 3005.2±126.6 μg/lens 및 3022.9±208.4 μg/lens로 측정되었다. 써클렌즈의 경우 1일간 인공눈물에 침착시킨 경우의 단백질량은 4850.2±440.5 μg/lens이었으며, 1일 침착시킨 후 PBS에 7일, 14일 및 28일 동안 유지시킨 경우는 각각 3796.1±138.7 μg/lens, 2836.6±84.2 μg/lens 및 2905.0±118.0 μg/lens로 측정되었다. 습윤제가 함유된 etafilcon A 써클렌즈를 1일 동안 인공눈물 침착시킨 경우의 단백질량은 5037.8±624.2 μg/lens이었으며, 1일 인공눈물 침착 후 PBS에 7일, 14일 및 28일 동안 유지시킨 경우는 각각 3996.0±131.2 μg/lens, 3482.1±223.7 μg/lens 및 3350.5±396.6 μg/lens로 측정되었다. Hilafilcon B 재질의 투명렌즈를 인공눈물에 1일 동안 침착시킨 경우 총 단백질량은 129.6±2.4 μg/lens이었고, 인공눈물 침착 후 7일, 14일 및 28일 동안 PBS에 유지시킨 경우에는 각각 114.0±15.6 μg/lens, 106.7±21.5 μg/lens 및 77.6±11.5 μg/lens로 나타났다. 써클렌즈의 경우 1일 동안 인공눈물에 침착시켰을 때 총 단백질량은 137.7±4.7 μg/lens이었고, 1일 동안 인공눈물에 침착 후 PBS에 7일, 14일 및 28일 동안 유지시킨 경우는 106.6±9.9 μg/lens, 114.0±11.3 μg/lens 및 101.0±15.2 μg/lens의 단백질이 침착되었다. Nelfilcon A 재질의 투명렌즈를 1일 동안 인공눈물에 침착시킨 경우 총 단백질량은 21.4±6.3 μg/lens이었던 반면, 인공눈물에 1일 동안 침착 후 7일, 14일 및 28일 동안 PBS에서 유지시킨 경우는 19.6±2.2 μg/lens, 13.8±5.9 μg/lens 및 7.9±4.8 μg/lens로 단백질 흡착량이 나타났다. 써클렌즈의 경우 1일 동안 인공눈물에 침착시킨 총 단백질량은 27.7±2.2 μg/lens이었던 반면, 1일 동안 인공눈물에 침착시킨 후 PBS에서 7일, 14일 및 28일 동안 유지시킨 경우는 17.9±1.4 μg/lens, 18.2±2.3 μg/lens, 11.5±7.8 μg/lens로 단백질이 감소하는 경향을 나타내었으나 통계적 유의성은 없었다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The amount of protein deposited soft contact lenses.
            A. etafilcon A, B. hilafilcon B, C. nelfilcon A

          
          

          

        

      

      
        4. 인공눈물침착에 의한 균 수 변화
        포도상구균이 인공눈물 단백질이 침착된 투명 및 써클렌즈에는 어떠한 양상으로 흡착되는가를 알아보았다. 즉, 1) 인공눈물에 침착하지 않은 렌즈와 2) 인공눈물에 1일 침착시킨 렌즈, 인공눈물에 1일 침착 후 각각 3) 7일, 4) 14일, 5) 28일 동안 PBS에서 유지시킨 렌즈에 균을 흡착시키고 그 수를 비교하였다. 인공눈물에 1일 동안 인공눈물 침착시킨 경우 렌즈와 1일 침착 후 PBS에 7일, 14일, 28일 경과된 경우 포도상구균의 균 수와 면적당 균 수를 비교하였을 때 1일 인공눈물에 침착시켰을 때의 균 흡착이 가장 적었고, 침착 후 경과기간 7일부터 28일까지 균의 흡착량이 계속 증가하였다. 모든 실험 대상렌즈에서 인공눈물 침착 경과시간과 균 수 증가와의 상관성에서 통계적으로 유의한 차이가 있었다(모두 p<0.001).

        Etafilcon A 재질의 투명렌즈, 써클렌즈, 습윤제가 포함된 써클렌즈 각각 인공눈물에 침착시켰을 경우 포도상구균 흡착량은 침착시키기 전의 51.0%, 66.7%, 56.0%로 나타났으며, 28일 경과하였을 경우 각각 97.1%, 101.0%, 78.1%로 나타났다. 습윤제가 포함된 써클렌즈는 28일이 경과하여도 투명렌즈와 써클렌즈에 비해 적은 양의 균이 흡착되었다. 또한 전기영동 결과에서 28일 경과하였을 때 습윤제가 포함된 써클렌즈에 가장 많은 양의 침착단백질이 남아있는 것을 통하여 습윤제가 단백질 침착에 영향을 주었으며, 경과기간 28일에도 항균력이 남아 있어 포도상구균 흡착에도 영향을 미치는 것을 알 수 있었다. Hilafilcon B 재질의 투명렌즈 및 써클렌즈에서는 인공눈물을 침착시킨 경우는 균 흡착량이 감소하여 침착시키기 전의 각각 84.9%, 76.7%로 나타났으며, 침착 후 7일 경과하였을 때는 각각 99.5%, 99.9%였다. Nelfilcon A 재질의 경우 인공눈물 침착 후 흡착된 균 수는 침착 전의 각각 77.5%, 66.6%로 나타났으며, 경과기간 14일이 되었을 때 각각 98.8%, 106.3%로 나타나 hilafilcon B 재질은 경과기간 7일, nelfilcon A 재질은 경과기간 14일이 되었을 경우 침착된 항균단백질의 항균력이 소실된 것을 알 수 있었다(Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Changes in the colony forming unit of S. aureus on soft contact lens after 1 day- treatment of artificial tear and further incubation in PBS for 7, 14 and 28 days.
            A. etafilcon A, B. hilafilcon B, C. nelfilcon A

          
          

          

        

      

      
        5. 소프트렌즈에 침착된 라이소자임의 변성
        인공눈물의 성분 중 항균작용을 가지는 라이소자임이 소프트렌즈에 침착된 후 시간경과에 따른 변성 여부를 알아보고자 전기영동을 실시하였다. 단백질의 침착량이 가장 많았던 etafilcon A 재질의 투명렌즈, 써클렌즈와 etafilcon A 재질에 습윤제가 함유된 써클렌즈를 선택하여 전기영동 분석을 시행하였다. 전기영동을 실시하였을 때 15 kDa의 위치에서만 밴드가 나타나 렌즈에 침착된 대부분의 단백질은 라이소자임이며 다른 눈물단백질은 양이 적어 검출되지 않은 것을 확인할 수 있었다. 인공눈물을 1일 동안 침착시켰을 때 세 가지 종류의 렌즈 가운데 습윤제를 함유하는 etafilcon A 재질의 써클렌즈에서 가장 많은 양의 라이소자임이 침착된 것으로 나타났으며, 다른 렌즈에 침착된 라이소자임의 양과 비교하였을 때 통계적으로 유의한 차이였다(p<0.05)(Fig. 5, 6). Etafilcon A 재질의 투명렌즈, 써클렌즈 및 습윤제를 함유한 써클렌즈 모두 1일 침착 후 PBS에 유지시켰을 때에는 그 기간이 증가함에 따라 침착된 라이소자임의 양이 감소하여 28일 째에 가장 낮은 값을 나타내었다. 즉, etafilcon A 재질의 투명렌즈에서 써클렌즈보다 더 많은 양의 라이소자임이 있는 것으로 나타났으며, 인공눈물에 1일 침착 후 7일, 14일 동안 PBS에 유지시킨 렌즈는 1일 인공눈물에 침착시킨 렌즈와 비슷한 양의 라이소자임이 있었던 것으로 나타났다. 투명렌즈와 써클렌즈 사이의 통계적인 유의성을 관찰할 수 없었지만(p>0.05) 1일 침착 후 28일 동안 PBS에 유지시킨 경우에는 라이소자임의 양이 감소하였던 반면, 습윤제가 함유된 써클렌즈에서의 라이소자임 양은 인공눈물에 1일 동안 침착시킨 경우, 인공눈물 침착 후 7일, 14일, 28일 동안 PBS에 유지시킨 경우 통계적으로 유의하게 감소하였다(p<0.05)(Fig. 5, 6).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            The change in lysozyme amount on soft contact lens after 1 day-treatment of artificial tear and further incubation in PBS for 7, 14 and 28 days.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Electrophoretic pattern of lysozyme deposit on soft contact lenses after 1 day-treatment of artificial tear and further incubation in PBS for 7, 14 and 28 days.
            A. etafilcon A clear, B. etafilcon A circle, C. etafilcon A with PVP circle

          
          

          

        

        투명렌즈 만을 대상으로 포도상구균의 흡착량을 알아본 Kodjikian L 등[16]의 연구에서는 etafilcon A, galyfilcon A, balafilcon A, lotrafilcon B 재질 투명렌즈 중에서 etafilcon A 재질 렌즈에서 포도상구균이 가장 적게 흡착된다고 보고된 바 있다. 본 연구에서의 연구대상인 투명렌즈는 etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A 재질이었으며 etafilcon A 재질에서 포도상구균이 가장 많이 흡착되었고, hilafilcon B, nelfilcon A 재질 순으로 통계적으로 유의한 흡착량 차이가 있었다. Etafilcon A 재질은 HEMA와 MA의 공중합체이며, hilafilcon B 재질은 HEMA와 NVP, nelfilcon A 재질은 HEMA와 PVA의 공중합체로 렌즈간 재질 차이가 존재한다. Fleiszig SM 등[17]은 hydroxyethyl methacrylate(HEMA)로만 되어있는 재질보다 HEMA와 methacrylic acid(MA)가 함께 들어있는 렌즈에서 포도상구균의 흡착이 더 많았다고 보고되어 재질 특성이 균 흡착에 영향을 주는 주요 요인인 것으로 보고 한 바 있으며, 본 연구결과에서도 역시 재질특성에 따라 균 흡착이 달라지는 것으로 나타났다. 또한 본 연구에서 사용한 hilafilcon B 재질과 nelfilcon A 재질은 모두 FDA 그룹 Ⅱ로 표면의 성격이 고함수, 비이온성으로 동일하나 균의 흡착량이 hilafilcon B 재질에서 더 많은 것으로 나타났다. 이러한 결과는 OnurdaFK 등[18]의 연구에서 동일 표면 특성을 갖는 FDA 그룹 렌즈에서도 모노머의 종류에 따라 균의 흡착량이 달라질 수 있다는 결과에서와 유사한 결과가 나타났으며, 미세한 재질의 특성이 균 흡착에 영향을 미치는 것으로 생각된다.

        Etafilcon A 재질과 습윤제(PVP)가 함유된 etafilcon A 재질에서의 균 흡착량을 비교하였을 때 etafilcon A 재질에서 포도상구균의 흡착량이 119.4%로 더 많았다. Bruinsma GM 등[19]과 Giraldez MJ 등[20]의 연구에 의하면 표피포도상구균은 생체막이 친수성인 균으로 렌즈표면이 소수성을 띌수록 잘 부착되었다. 따라서 본 연구에서 친수성 모노머인 PVP가 포함된 etafilcon A 재질에 더 적은 양의 균이 흡착되는 것은 표면의 친수성화에 기인한 것으로 보이며 PVA가 함유된 nelfilcon A 재질의 경우는 마찬가지 이유로 균의 흡착량이 적은 것으로 보인다.

        Chan 등[21]의 연구결과로 유추해 볼 때 써클렌즈의 착색부에서 더 많은 양의 균이 흡착될 것으로 예상 할 수 있지만, 본 연구에서 착색공법이 모두 다른 세 가지 재질의 렌즈를 투명부와 착색부로 나누어 균 흡착량을 비교하였을 때 착색부의 포도상구균 흡착량은 투명부의 최대 77.1%에서 최소 17.5%로 투명부의 균 흡착량이 많았으며, 통계적으로도 유의한 차이를 보였다. 이러한 결과는 Chan 등[21]의 주장과 같이 단순히 염료의 용출여부만으로 균 흡착량을 예측하는 것은 무리가 있다는 것을 의미한다. 즉, 염료의 친수성 정도와 렌즈의 거칠기 차이가 균 흡착에 영향을 미칠 수 있을 것으로 보이며, 이를 밝히기 위해 추가 연구가 이루어져야 할 필요성이 있다고 생각된다.

        실제로 콘택트렌즈를 착용하였을 때에는 눈물 성분이 침착되게 되고 이로 인하여 균의 흡착량이 달라질 수 있을 것으로 예상되어 본 연구에서는 눈물 구성 성분 중 항균력을 가지고 있는 단백질 성분을 렌즈에 침착시킨 후 흡착된 균 수를 측정하여 보았다. 단백질의 침착은 렌즈의 재질 중 FDA그룹 IV의 렌즈에서 다른 그룹의 렌즈들보다 10배가 넘는 단백질이 침착되며 Suwala M 등[22]은 강한 양전하를 띄는 라이소자임의 침착이 가장 많으며, 반대로 음전하를 띄는 알부민의 침착은 적다고 보고하였다. 본 연구에서 FDA그룹 IV인 etafilcon A 재질의 렌즈에 hilafilcon B와 nelfilcon A 재질에 침착된 단백질양의 10배가 넘는 단백질이 침착되는 것을 알 수 있었다.

        이러한 눈물단백질의 침착은 오히려 콘택트렌즈에 흡착되는 포도상구균 수의 감소를 초래하였으며, 이것은 눈물단백질의 항균력에 의한 것으로 보인다. 그러나, 침착된 단백질 양과 항균력이 나타나는 정도에 차이가 있었다. 즉, 침착된 눈물단백질의 양과 항균력이 나타나는 정도가 비례하여 나타나지 않았다. 이러한 결과는 소프트콘택트렌즈 pore 속으로 들어간 눈물단백질의 항균력이 발현되지 않았거나 소프트콘택트렌즈 표면 특성의 차이에 의해 눈물단백질의 항균력에 영향을 주어 나타났을 가능성이 있을 것으로 보인다. 본 연구에서는 소프트콘택트렌즈 표면 특성에 의한 눈물단백질의 항균력 변화에 초점을 맞춰 연구를 진행하였으며, 전기영동법 결과에서 etafilcon A 재질에 침착된 단백질은 대부분이 라이소자임이며 렌즈종류에 따라 침착량 차이가 있다는 것을 확인할 수 있었다. 또한, 눈물단백질을 침착시킨 후 PBS 용액에서 soaking 시키면서 소프트콘택트렌즈의 표면 특성에 따라 눈물단백질 변성 정도에 차이가 있는 지를 분석하였다.

        Sariri R 등[23]은 단백질이 안정성을 가지고 있지만 구조적 변화를 거치게 되면 그 기능을 잃게 된다고 보고하였다. Norde W[24]는 침착된 단백질은 삼차구조와 이차구조를 잃게 되어 변성이 되는데 생물학적 기능도 잃게 된다고 하였고, Subbaraman LN 등[25] 보고에 의하면 콘택트렌즈에 부착된 라이소자임은 항균력을 갖지 않는다고 하였지만, Suwala M 등[22] 은 FDA그룹 IV인 etafilcon A 재질에 침착된 라이소자임은 14일이 지난 후에도 90%이상의 생물학적 기능을 한다고 보고하였고, FDA그룹 Ⅱ에서는 7일에 40~60% 정도의 라이소자임의 활성도가 남아있다고 보고한 바 있는 것처럼 연구마다 다소 상이한 결과가 보고되었다. 본 연구에서는 동일 재질 렌즈라도 습윤제 함유 여부나 착색 여부에 따라서도 눈물단백질에 의한 항균력 유지 기간이 다른 것으로 나타나 소프트콘택트렌즈 재질의 미세한 재질 특성 차이에 의해서도 눈물단백질의 활성이 달라질 가능성이 있음을 알 수 있었다.

      

    

    

  
    
      결 론
      콘택트렌즈의 재질에 따른 포도상구균의 흡착은 etafilcon A 재질에서 가장 많으며, hilafilcon B, nelfilcon A 순으로 나타난 것으로 보아 고함수, 이온성인 렌즈가 고함수, 비이온성인 렌즈보다 포도상구균의 흡착이 더 잘 되는 것을 알 수 있었다. 또한, 고함수, 비이온성인 hilafilcon B 재질과 nelfilcon A 재질에서의 균 흡착량에서도 차이가 있어 동일 재질에서도 중합된 모노머의 종류 혹은 표면의 특성에 따라 균의 흡착량이 다를 수 있음을 알 수 있었다. Etafilcon A 재질 써클렌즈와 습윤제가 함유된 etafilcon A 재질 써클렌즈 비교에서 습윤제가 함유된 etafilcon A 재질에 흡착량이 적어 습윤제로 인한 균 흡착 차이가 있었다. 투명렌즈와 써클렌즈의 흡착된 균 수 비교에서는 etafilcon A 재질 중 써클렌즈에 균의 흡착량이 가장 많았고, hilafilcon B, nelfilcon A 재질의 경우 투명렌즈에서의 균의 흡착량이 많았다. 투명부와 착색부로 구분하여 비교하였을 경우 착색부보다 투명부에 흡착된 면적당 균 수가 많아 균의 흡착은 착색제로 인한 거칠기보다 렌즈의 재질에 영향을 많이 받음을 알 수 있었다.

      인공눈물 침착 후 항균단백질의 항균력으로 인해 렌즈에 흡착된 균의 수는 감소하였으며, 렌즈에 침착된 항균단백질은 시간이 경과함에 따라 침착량과 항균력이 감소하여 결과적으로 렌즈에 흡착된 균 수 증가를 초래하였다. 인공눈물 침착 후 렌즈에 흡착된 균 수의 증가는 재질마다 차이가 있었으며, etafilcon A 재질에서 침착 후 28일 경과하였을 경우, hilaiflcon B 재질에서는 침착 후 7일 경과하였을 경우, nelfilcon A 재질에서는 침착 후 14일 경과하였을 경우에 인공눈물에 침착전과 비슷한 수의 균이 흡착되었다. 이를 통하여 소프트콘택트렌즈 재질 특성에 따라서 침착되는 눈물단백질량의 차이뿐 아니라 침착된 눈물단백질의 활성도에도 차이가 있음을 밝혔다.
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