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UVC- ja H,0O,- desinfiointimenetelmien testaus

Opinnayteyo koostuu puhdastilojen, mikrobiologian ja desinfiointimenetelmien
teoriaosuudesta ja siihen perustuvasta kokeellisesta osuudesta seka tulosten
analysoinnista.

Puhdastilojen mikrobiologisen laadun saavuttamiseksi ja yllapitamiseksi tarvitaan
vaatimusten mukainen desinfiointimenetelma. Tyon tarkoituksena oli arvioida kahden
eri desinfiointimenetelmén tehoa ja soveltuvuutta kohdeyrityksen kayttéon. Aiemmin
kaytetty vetyperoksidi-peretikkahappopohjainen desinfiointiaine tulee korvata EU:n
biosidilainsaadanntn hyvaksymalla valmisteella. Tydssa kaytetty Nocospray-
desinfiointiaine on sdddoksen mukainen, ja uudella menetelmalla saastettaisiin myos
aikaa desinfiointiprosessissa. Lisaksi arvioitiin ultravioletti-C-desinfiointiyksikdn
soveltuvuutta kaytettavaksi kemiallisen menetelméan rinnalla pintojen desinfiointiin.

Testaus tehtiin vakiintuneita mikrobiologisia viljelytekniikoita kayttaen. Tehoa arvioitiin
niin sanotussa worst-case skenaariossa eli yleisissa tyotiloissa ilman ennakkosiivousta
keraamalla pinta- ja ilmanaytteita ennen ja jalkeen kasittelyn. Tulosten arvioinnissa
tarkasteltiin menetelmien vaikutusta pesdkemaariin ja laskettiin logaritminen alenema
desinfiointitehon osoittamiseksi. Saatujen tulosten perusteella kyseisella
vetyperoksidimenetelmalla ei saavutettu riittdvaa desinfiointitehoa, eika se taman
perusteella sovellu haluttuun kayttétarkoitukseen. Testauksen aikana ilmanvaihtoa ei
hiljennetty, mik& on kuitenkin saattanut vaikuttaa tulokseen. UVC-
desinfektiomenetelmalla saavutettiin huomattavasti parempi tulos, eli se
todennakdisesti soveltuu kohdeyrityksen kayttdon pintojen desinfiointiin. Ennen
kayttoonottoa laite on kvalifioitava kayttden standardoitua menetelmaa.
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UVC and H,0O, disinfection method testing

This thesis is comprised of cleanroom, microbiology and disinfection theory and an
experimental part commissioned by the client company.

To ensure the microbiological quality of cleanrooms, a method of disinfection in
compliance with the regulations is required. The aim of this thesis was to evaluate
the efficacy and applicability of two separate disinfection methods for the needs of
the target company. The previously used hydrogen peroxide-peracetic acid based
chemical disinfectant needed to be replaced with a product that is compliant with
the EU legislation on biocidal products. The disinfectant studied here is compliant
with the regulation and the new method would save time in the disinfection process.
The applicability of an ultraviolet-C disinfection unit to be used alongside chemical
surface disinfection was studied as well.

The testing was conducted using established culture-based methods. The efficacy
was evaluated in a worst-case scenario in general working spaces without
precleaning by collecting air and surface samples before and after disinfection.
Data interpretation comprised observing the effect the disinfection procedure had
on the plate count and calculating the log reduction that was achieved to
demonstrate the disinfection performance. A sufficient reduction was not achieved
with the hydrogen peroxide disinfection method which based on this is not suitable
for the intended use. The air conditioning in the room was not slowed down, which
might have affected the disinfection result. With the UVC treatment, considerably
better colony reduction rates were achieved, and therefore it seems to be suitable
for surface disinfection in the target company. Before implementing the device, it
must be qualified using a standardized protocol.
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Kaytetyt lyhenteet tai sanasto

CFU Colony forming unit, pesakkeen muodostava yksikko

DNA Deoksiribonukleiinihappo, kaksijuosteinen
polynukleotidi, sisaltdd geeniperiman

Endotoksiini Gramnegatiivisen bakteerin tuottama, isantaelimistossa

tulehdusreaktion aiheuttava myrkkyaine

GMP Good Manufacturing Practices, EU:n Hyvat
Tuotantotavat

HEPA High Efficiency Particulate Air-ilmansuodatin

Kontaminaatio Ei toivotun yhdisteen tai pienelibn paasy tuotteeseen,

pinnalle tai tilavuuteen, saastuminen

MALDI-TOF matrix-assisted-desorption ionization time-of-flight-

massaspektrometria

OOL/O0Ss Out-of-limits/out-of-spesification—tulos

PDCA Jatkuvan kehittdmisen periaate, (plan, do, check, act)
ppm Parts per million, 1 ppm = 1 mg/kg

Pyrogeeni Kuumetta aiheuttava yhdiste

RNA Ribonukleiinihappo

RODAC Replicate Organism Detection and Counting

SDA Sabourad dekstroosi agar, erityisesti hiivoille ja homeille

soveltuva elatusaine

TSA Tryptoni soija agar, yleiskayttdinen ei-selektiivinen

elatusaine

uvC Ultraviolettisateily C, aallonpituus 100-280 nm



Validointi Tieteelliseen nayttéon perustuva prosessi, jolla
varmistetaan kohteen tayttavan kayttotarkoituksen

mukaiset vaatimukset



1 Johdanto

Ladketeollisuuden riskialttiiden tuotteiden ja niiden kayttotarkoituksien myéta
vaatimukset tuotantoymparistolle ovat tarkoin sdadeltyja. Yleisesti ottaen
tuotantotiloina kaytettavien puhdastilojen tulee olla mikrobiologisesti puhtaita,
joka vaatii rakennusteknisten ratkaisujen lisdksi tehokkaan, kaytannollisen ja
vaatimusten mukaisen desinfiointimenetelmén. Tassa opinnaytetydssa
perehdytaén biokontaminaation hallintaan ja tutkitaan kahden eri
desinfiointimenetelméan tehoa. Nocotech konsepti on
vetyperoksidikuivasumutusmenetelma ja MoonBeam™ on ultraviolettisateilyyn

perustuva desinfiointimenetelma.

EU:n biosidilainsdddannén (European Parliament & European Council 2012) ja
saatavuusongelmien myo6téa uuden desinfiointiaineen I6ytaminen tuotantotilojen
kemialliseen desinfiointiin on ajankohtaista. Kokonaisuudessaan testataan
Nocolyse desinfektioaineen lisaksi Nocospray suurtehosumuttimen ja

MoonBeam UVC-desinfiointiyksikon toimintaa.

Tyon tarkoituksena on tuoda nayttéa menetelmien soveltuvuudesta
ladketeollisuuden tuotantotilojen desinfiointiin. Ensisijaisena menetelmana
kemiallinen desinfiointi vahentaa mikrobeja seka tilan ilmasta etté pinnoilta.
UVC sateilya voidaan taméan rinnalla kayttaa tehostamaan pintojen
desinfektiota. Menetelmien tarkeimpia ominaisuuksia ovat ajansaasto,
helppokayttoisyys seka jaamaton lopputulos. Vetyperoksidi hajoaa vedeksi ja
hapeksi, jolloin desinfiointiaineiden jd&mista ei koidu haittaa tai lisatyota
(KiiltoClean Oy 2019).

Opinnaytety6 suoritettiin kohdeyrityksen Turun tuotantolaitoksen ohessa

sijaitsevassa mikrobiologian laboratoriossa.

Turun AMK:n opinnéytetyd | Linda Ertman
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2 Puhdastilat

Puhdastila voidaan maaritella tilana tai alueena, jossa ilman hiukkaspitoisuus
on tarkoin maaritelty ja ymparistoparametrit kontrolloituja kontaminaatioriskin
minimoimiseksi (SFS-EN ISO 14644-1 2015). Tilan rakentamiseen ja yllapitoon
tarvitaan huolellista suunnittelua ja tarkkoja toimintatapoja. TAh&n kuuluu
pohjapiirustuksen, ilmanvaihdon, ymparéivien tilojen ja olosuhteiden
mallintaminen, kulunvalvonnan, kaytettavien suojaimien ja olosuhdevalvonnan
implementointi. Vaatimukset tilalle tulee maarittda kayttdtarkoituksen mukaan ja
tilat validoida kokonaisuudessaan asetettujen vaatimuksien mukaisesti. Osana
validointiprosessia on puhdastilaluokan maaritys. (European Comission 2022,
12) Taulukossa 1 on esitelty EU GMP Annex 1 mukainen puhdastilojen luokitus
ja niita ohjaavat raja-arvot kokoluokan > 0,5 pm ja > 5 um hiukkasten sallitulle
maaralle kuutiota kohden. Sallittu kokonaismaara riippuu puhtausluokan ja
hiukkaskoon lisaksi olotilasta eli siita onko tilassa toimintaa vai ei. (Sandle &
Saghee 2017)

Taulukko 1. EU GMP:n puhdastilaluokkien raja-arvot sallitulle
partikkelikonsentraatiolle (European Comission 2022, 12).

Maximum limits for total particle Maximum limits for total particle
Grade > 0.5 pm/m? > 5 pm/m?
at rest in operation at rest in operation
A 3520 3520 Not specified @ | Not specified
3520 352 000 Not specified @ 2930
C 352 000 3 520 000 2930 29 300
D 3520 000 Not_ ® 29 300 Notv »
predetermined predetermined

@ Classification including Sum particles may be considered where indicated by the CCS or
historical trends.

® For grade D, in operation limits are not predetermined. The manufacturer should establish in
operation limits based on a risk assessment and routine data where applicable.

Turun AMK:n opinnaytety6 | Linda Ertman



11

Erityisesti ladketeollisuudessa yksi oleellisimmista kontaminaatioriskeista on
biokontaminaatio. Laakeaineiden tai laékinnallisten laitteiden valmistajien tulee
noudattaa GMP:n kaytantoja eli hyvia tuotantotapoja, jonka paamaarana on
varmistaa tuotteen laatu ja turvallisuus. Mikrobikontaminaation lisdksi muita
kontaminantteja ovat hiukkaset kuten poly seké endotoksiinit ja pyrogeenit. EU
GMP:n Annex 1:ssd on maariteltyna ilmassa olevien hiukkasten lisaksi suurin
sallittu mikrobimaara luokkakohtaisesti aktiivisille ja passiivisille ilmanaytteille
seka pintanaytteille. Annex 1:ssé viitataan ISO 14644 sarjan standardeihin ja
tarkoituksena on dokumentin rinnalla hyddyntda muita standardeja, joista
l[6ytyvat muun muassa naytemenelmat, joita EU GMP ei erikseen maarittele
(Sandle & Saghee 2017, 39). Ensisijaisesti EU GMP on tarkoitettu
ohjeistukseksi steriilien tuotteiden valmistukseen, mutta sita voidaan soveltaa
my6s muuhun tuotantoon, jossa kontaminaation hallinta ja tuotantotilojen
valvonta on oleellista. Kohdeyrityksen Turun tehtaalla ei ole aseptista
valmistusta, vaan tuotteelle on mahdollista tehd& loppusterilointi. (European
Comission 2022, 2-3)

Taulukko 2. EU GMP:n puhdastilaluokituksen mikrobikontaminaation raja-arvot
(European Comission 2022, 13)

Settle plates Contact plates
Grade Air sample (diameter 90 mim) (diameter 55
CFU/m’ CFU/4 hours ™ mm) CFU/plate |
A No growth
B 10 3 5
C 100 30 25
D 200 100 A0

(a) Settle plates should be exposed for the duration of operations and changed as required after a maximum
of 4 hours. Exposure time should be based on recovery studies and should not allow desiceation of the
media used.

Puhdastilojen rakentamisessa kaytettavat ja muut tilassa sallittavat materiaalit
ovat ennalta maariteltyja. Materiaalien tulee olla mahdollisimman vahan
hiukkasia vapauttava, jonka vuoksi esimerkiksi sisalla tarvittavista
materiaaleista poistetaan pahvilaatikot ennen tilaan viemista ja tavanomaisten

paperipyyhkeiden sijaan tiloissa kaytetadn nukkaamattomia liinoja. Muu sisélle

Turun AMK:n opinnaytety6 | Linda Ertman
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tuotava materiaali pyyhitdan alkoholiliuoksella ja hnukkaamattomalla liinalla
estamaan ylimaaraisten hiukkasten ja mikrobien paasya puhdastilaan.
Suurimpana kontaminaatiol&ahteena puhdastiloissa on ihminen. Tilassa
tydskenteleva henkild vapauttaa suuria maaria partikkeleja ymparistoonsa.
Kuolleiden ihosolujen mukana ihmisesta irtoaa ihmisen normaaliflooraan
kuuluvia mikrobeja. Suuren kontaminaatioriskin vuoksi puhdastilatydskentelyssa
tarvitaan erityisia toimintatapoja, asianmukainen pukeutuminen,

henkilésuojaimia ja koulutusta. (Whyte, W. 2010)

Puhdastiloissa toimivien tyontekijoiden tulee olla péatevia ja perehdytettyja
kyseiseen ty6hon (European Comission 2022, 3). Valmistettavasta tuotteesta ja
puhdastilaluokasta riippuen valmistajalla on oma ohjeistuksensa puhdastilassa
tydskentelyyn ja pukeutumiseen. Yleisesti ottaen puhdastiloissa tulee
tyoskennella rauhallisesti, valttaen suuria ja nopeita liikkeita, nojailua, lattialla
istumista seka muuta hiukkasia levittdvaa kayttaytymista. Yliméaaraiset tavarat
kuten kellot ja korut seka kosmetiikan kayttdé puhdastilassa tydskennellessa on
kielletty. Hyvan henkilokohtaisen hygienian yllapitamiseen kannustetaan.
Vaatimusten mukaan kaytettavia suojaimia voivat olla esimerkiksi erilliset
puhdastilajalkineet, hiusmyssy, partasuoja, suusuoja, suojakasineet ja

erityisesta materiaalista puhdastilatydskentelyyn tarkoitettu takki tai haalari.

Materiaalivalintojen ja toimintatapojen lisaksi puhdastilaymparistdja luodaan
seka yllapidetaan infrastruktuurin ja ilmanvaihdon avulla. Rakennusteknillisesti
puhdastiloja ymparoi yksi tai useampi tavallista puhtaampi tila. Kyseessa on
usein sulkutila materiaalin tai henkildiden siirtémiseen tilaan tai tilasta ulos.
Puhdastilaa voi myds ympéardida astetta likaisempi toimitila, joka erottaa sen
luokittelemattomista tiloista. HEPA-suodattimien lavitse puhdastilaan saapuva
ilma laimentaa puhdastilaan paasseiden hiukkasten pitoisuutta ja ohjaa ne
poistoilman mukana pois tilasta. llmanvirtaus voi olla joko turbulenttista tai
laminaarista. Laminaarivirtauksessa katosta tuleva ilma kulkee yksisuuntaisesti
alas lattiatason poistoaukoille ja tarkoituksena on likaisen ilman siirto suoraan
pois puhdastilasta. Turbulenttisen virtauksen periaatteena on, etta likainen ilma

laimenee. Laminaarivirtausta on seka vaikeampaa etta kallimpaa yllapitaa ja

Turun AMK:n opinnéytetyd | Linda Ertman
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siksi kaytetaan yleisesti korkeammissa puhtausluokissa. (Friman, T. &
Kivisalmi, V. 2015, 66) llmavirtojen hallintaan kaytetaan myoés paine-eroja.
Puhdastiloissa vallitsee ympéaristoon nahden paasaéantoisesti ylipaine. Tilojen
valisia ovia avatessa ilma pyrkii korkeammasta paineesta matalampaan
paineeseen, jolloin hiukkaset ja mahdolliset kontaminantit eivat paase
puhdastilaan. Tietyissa tilanteissa halutaan estaa tuotettavan valmisteen paasy

pois puhdastilasta, jolloin paine-erot ovat painvastaisia.

Puhdastilaymparistdjen yllapitamiseksi tarvitaan valvontajarjestelmia.
Jarjestelmien tulee olla vaatimuksen mukaisia, ennalta maariteltyja, validoituja
ja saanndllisesti arvioituja (European Comission 2022, 3). Taman tyon kannalta
keskeista biokontaminaation hallintaa puhdastiloissa ohjaa standardi SFS-EN
17141:2020, joka korvaa aiemmin kaytetyt biokontaminaation valvontaa
kasittelevat ISO standardit 14698-1 ja 14698-2. Valvontajarjestelmien
tarkoituksena on todentaa puhdastilan vaatimusten mukaisuus. Jarjestelma
valitaan tai luodaan kayttétarkoituksen mukaan ja perustuu pitkalti
riskinarviointiprosessiin. Riskinarviossa tunnistetaan mahdolliset
mikrobikontaminaation l&hteet ja arvioidaan tuotteen kayttotarkoitukseen,
koostumukseen, loppukayttajaan ja/tai kohderyhmaan kohdistuvan haitan riski.
Maaritellaan valvonnan aikataulu, naytepisteet, mittaustavat, raja-arvot seka
toimenpiteet, joita noudatetaan arvojen ylittyessa. Jarjestelmissa sovelletaan
jatkuvan kehittamisen periaatetta eli PDCA-syklia, joka esitetty kuvassa 1.
(SFS-EN 17141 2020). PDCA tulee englanninkielen sanoista plan, do, check ja
act. Lahtékohtana on huolellinen suunnittelu, jonka toimintaa toteutettua
arvioidaan ja tarpeen mukaan kehitetaan. Kehitystoiminta puolestaan taas vaatii

suunnittelua, jolloin sykli jatkuu.

Turun AMK:n opinnéytetyd | Linda Ertman
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Kuva 1. PDCA-periaate

Kaytanndssa valvonta koostuu suunnitelman mukaisesti otettavista ilma- ja
pintanaytteista. llmanaytteenotto voidaan toteuttaa joko aktiivisella tai
passiivisella menetelmalla. Passiivisessa menetelméassa halkaisijaltaan 90 mm
laskeumamalja asetetaan tilaan elatusaineen paljas pinta ylospain 3 h 45 min—4
h. Aika ei saa ylittda neljaa tuntia (European Comission 2022, 13). Aktiivisessa
menetelmassa kaytetaan ilmanaytekerainta, joka kerdd huoneilmaa tietyn
tilavuuden verran kasvatusmaljoille esimerkiksi ohuen raon tai siivilan lavitse.
Pintanaytteet voidaan ottaa suoraan kontaktiliuskoille, hieman kuperille
halkaisijaltaan 55 mm kontaktimaljoille tai sivelymenetelmélla 90 mm
elatusainemaljoille steriileilla kostutetuilla pyyhkaisytikuilla. Maljoja inkuboidaan
sopivassa lampotilassa maaréatyn ajan ja tulokset lasketaan kasvavien
pesékkeiden lukuméaarana eli CFU per malja, pinta-ala tai tilavuutta kohden.
(SFS-EN 17141 2020) Muita mikrobiologiseen valvontaan sisaltyvia
naytetyyppeja ilma- ja pintanaytteiden lisdksi ovat puhdastiloissa
tydskentelevien henkildiden suojaimista otettavat naytteet, kuten
suojakésineelliset sormi- ja puhdastilahaalarindytteet. Naméa ovat vaatimuksena
erityisesti A ja B puhtausluokissa. (Sandle & Sanghee 2017, 414-417)
Fysikaalisia olosuhteita kuten paine-eroja, lampdtilaa ja kosteutta valvotaan

jatkuvasti kiinteistdautomaatiojarjestelmien avulla.

Turun AMK:n opinnéytetyd | Linda Ertman
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Mikrobiologisessa olosuhdevalvonnassa erityisen oleellista on trendien
seuranta. Yksittaisten tuloksien sijaan muutokset pidemman aikavalin tuloksiin
verrattuna voi kertoa ongelmista puhdastilassa. Puhdastilojen normaalin
mikrobiflooran méaarittaminen sadannollisesti on oleellinen osa valvontaa, joka
kertoo muutoksista ymparistéssa. Raja-arvojen ylittyessa tai havaitessa
haitallisia trendeja puhutaan poikkeavista eli OOL- tai OOS-tuloksista, jotka
vaativat toimenpiteitd kuten mikrobien tunnistamista. Tunnistamisen avulla
voidaan selvittaa kontaminaation mahdollinen aiheuttaja ja eliminoida
poikkeavien tuloksien juurisyy. Valvonta tulisi toteuttaa "in operation” tilassa eli
prosessin ollessa kaynnissa ja tilassa on henkilostda. (Sandle & Sanghee 2017,
412-413)

Turun AMK:n opinnéytetyd | Linda Ertman
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3 Mikrobit puhdastiloissa

Mikrobeilla tai mikro-organismeilla tarkoitetaan pienikokoisia, paljaalle silmalle
nakymattomia, usein yksisoluisia elidité tai viruksia. Mikrobeja 16ytyy elididen
jokaisesta paaryhmasta eli domeenista, jotka jakautuvat bakteereihin,
arkeoneihin ja aitotumaisiin. Kyseessa on hyvin monimuotoinen ryhma, joka

esiintyy runsaslukuisena, lahestulkoon kaikkialla ymparistossa, erilaisina
toimijoina.
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Kuva 2. Elididen evoluutiopuu eli fylogeneettinen puu (Wikipedia Commons
2007)

Puhdastilojen mikrobiologisessa valvonnassa méaaritetaan tyypillisesti vain
aerobisia mikrobeja eli hapellisissa olosuhteissa kasvavien bakteerien, hiivojen
ja homeiden maaraa. Esimerkiksi viruksia ja monia muitakaan mikrobityyppeja
ei perinteisin viljelymenetelmin pystytd maarittamaan. Aerobisia mikrobeja
maarittdmalla saadaan kuitenkin riittava kasitys mikrobiologisesta riskista ja
mahdollisista haitallisista trendeistd. Puhdastilojen normaalifloora koostuu

padasiassa Gram-positiivisista kokkibakteereista, jota tavataan ihmisen ihon
normaalifloorassa (Sandle, T. 2011).
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3.1.1 Prokaryootit

Prokaryootteihin eli esitumallisiin elidihin kuuluvat bakteerit ja arkeonit. Naiden
elididen geneettinen koodi ei ole pakattuna tumaan eivatka ne omaa
erikoistuneita soluelimia. Sen sijaan geeniperima on solulimassa nukleoidiksi
kutsutulla alueella yhtenaisena kierteisena kromosomina. Liséksi erillisia pienia
deoksiribonukleiininappo- eli DNA-molekyyleja eli plasmideja voi l6ytya seka

bakteereista ettd arkeoneista.

Arkeonit ovat todennakdisesti maapallon vanhimpia elidita, joita l16ytyy
nykypaivanakin aariolosuhteista kuten kuumista lahteista, hyvin suolaisista,
happamista tai emaksisista ymparistoista. Vaativia olosuhteita kestavat ja
erilaisiin toimintoihin kykenevat arkeonit ovat luultavasti osaltaan edesauttaneet
nykyisen elinympériston muodostumista. Solurakenteellisesti arkeonit
muistuttavat bakteereja, mutta esimerkiksi yhtalaisyydet ribosomaalisessa
RNA:ssa ja proteiinisynteesiin osallistuvissa yksikoissa viittaavat lahempaan
sukulaissuhteeseen eukaryoottien kanssa (Talaro, K. P. & Chess, B. 2015,
116). Arkeonit eivat tunnetusti aiheuta infektioita eika niitd tunneta yhta laajalti
kuin bakteereja, jonka vuoksi viljely on hankalaa ja niiden mikrobiologinen

merkitys ihmiselle ei ole kovin suuri (Friman, T. & Kivisalmi, V. 2015, 195).

Bakteerit eli aitobakteerit tai eubakteerit ovat kliinisesti merkittava ja inmisten eri
sovelluksissa paljon hyddynnetty mikrobiryhma. Osa bakteereista ovat
taudinaiheuttajia ja osa voi tuottaa haitallisia endo- tai eksotoksiineja el
myrkkyaineita. Valtaosa bakteereista ovat kuitenkin hyddyllisia ja jopa
valttamattomia ihmiselle. Bakteerien koko vaihtelee valilla 0,5-1000 pum ja ne
voidaan jakaa muodon mukaan kokeiksi, sauvoiksi, vibrioiksi, spirokeetoiksi
seka spirilleiksi. Muita variaatioita saattaa myds esiintya eika muoto eli
morfologia ole luotettava tapa tunnistaa bakteereja. Yleinen tapa tarkastella
bakteereja on mikroskoopilla, jolloin gram-varjaykselld on mahdollista erottaa
bakteerit gram-negatiivisiin ja gram-positiivisiin. Gram-positiivisten bakteerien
solua ymparoi solukalvo ja paksu peptidoglukaanista koostuva soluseina.

Gram-negatiivisilla on ohuempi soluseina ja lisaksi viela ulkokalvo
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peptidoglukaani soluseindn ymparilla. Nopeassa varjaysmenetelmassa solut
kasitelladn kristallivioletilla ja Lugolin liuoksella, jolloin solut varjaytyvat
violeteiksi. Taman jalkeen suoritetaan alkoholikasittely, jolloin kristallinvioletti
paasee huuhtoutumaan ohuemman soluseina omaavista gram-negatiivisista
bakteerisoluista pois, mutta gram-positiivisista ei. Viimeisena vaiheena
safraniinikasittely varjaa varin menettaneet solut eli gram-negatiiviset solut

vaaleanpunaisiksi. Gram-positiiviset solut sailyttavat violetin varin.

0 P o @ W

Bacillus

Coccus

Kuva 3. Bakteerisolujen eri muotoja (Wikipedia Commons 2016)

Bakteerit lisdantyvat jakautumalla, jolloin yhdesta solusta syntyy kaksi
tytarsolua, naista jalleen kaksi solua ja niin edelleen. Suotuisissa olosuhteissa
bakteerien kasvu on eksponentiaalista eli pienestakin maarasta soluja voi
syntya suuri maaré bakteereja. Bakteerisolujen perimé on peréisin emosolusta,
joka ennen jakautumistaan on luonut kopion kromosomistaan, mutta bakteerit
voivat my06s ottaa muuta perimaainesta ymparistostaan, muista bakteereista tai
viruksista. Vastaanotettu DNA on yleisesti plasmidin eli erillisen pydrean DNA-
molekyylin muodossa tai se voi integroitua kromosomiin ja voi antaa
kohdesolulle uuden ominaisuuden kuten antibioottiresistenssin (Talaro, K. P. &
Chess, B. 2015, 102).

Jotkin bakteerit pystyvat muodostamaan itsestaan kestomuodon eli bakteeri-
ition tai endosporin. Bakteerien sisaitiot eivat ole lisaantyvia soluja ja ne
kestavat hyvin epasuotuisia olosuhteita. Kaytannossa esimerkiksi ravinteiden
riittAmattomyyden uhatessa bakteeri muodostaa paksukuorisen ja alhaisen
vesipitoisuuden omaavan lepomuodon solun valttAmattomisté rakenteista, joka

on vaikeampi tuhota ja joka kykenee suotuisissa oloissa muuttua jalleen
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vegetatiiviseksi soluksi. Vain tietyt bakteerilajit kykenevéat sporulaatioon el

muodostamaan itidita. (Friman, T. & Kivisalmi, V. 2015, 192).

Bakteerikontaminaation ainoa vaara ei ole mahdollinen patogeenisuus eli kyky
aiheuttaa infektiota, vaan steriloidussa tuotteessa voi olla bakteerien tuottamia
endotoksiineja. Paasaantdisesti endotoksiineilla tarkoitetaan gramnegatiivisten
bakteerien uloimman solukalvon lipopolysakkarideja, mutta myds muut bakteerit
voivat tuottaa yhdisteitd, jotka vapautuessaan aiheuttavat haitallisia reaktioita
ihmiskehossa (Talaro, K. P. & Chess, B. 2015, 100).

3.1.2 Eukaryootit

Prokaryooteista poiketen eukaryoottien eli aitotumallisten geeniperima on
tuman sisalla, niilla on myds laaja kirjo soluelimia eli organelleja ja ovat
tyypillisesti huomattavasti suurempia kooltaan. Perinteisesti eukaryootit
luokitellaan neljaén kuntaan, elaimet, sienet, kasvit ja alkueliot eli protistit.
Fylogeneettisesti eukaryootit jakautuvat kuntiin Unikonta, Chromalveolata,
Archaeplastida ja Excavata (Friman, T. & Kivisalmi, V. 2015, 195). Elaimet ja
sienet kuuluvat kuntaan Unikonta, kasvit Archaeplastidaan. Eukaryooteista

mikrobeiksi luetaan levat, homeet ja hiivat seka osa alkuelidista (Solunetti n.d.).

Mikrobiologian kannalta oleelliset sienet jaetaan hiivoihin ja homeisiin. Sienien
taksonominen luokittelu perustuu pitkalti viela morfologiaan esimerkiksi
genotyyppisen luokittelun sijaan. Ne lisaantyvat tuottamalla itidita, joka voi
tapahtua suvuttomasti tai suvullisesti, tai ilman itiditéa suvuttomasti kuroutumalla.
Sieni-itidita ei tule sekoittaa bakteeri-itidihin, jotka ovat kestomuotoja
bakteerisoluista. Monet sienet voivat elinkaarensa aikana lisdantya seka
suvuttomasti, jolloin mitoosi tuottaa identtiset kromosomistot, etta suvullisesti,
jolloin meioosi aiheuttaa muuntelua perimassa (Heikkinen ym. 2020, artikkelin
tunnus: mbg00224). Homeet ovat tyypillisesti yhtendisina rihmastoina tai
itidmassoina kasvavia rihmasienia. Rihmoina (hyphae) kasvavat solut ovat
muodoltaan pitkia ja ohutsaikeisia. Homeet lisdéntyvat paasaantoisesti

konidioiden eli kuroumaitididen avulla suvuttomasti, jotka muodostuvat ja
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kuroutuvat irti rihmastojen paista. Hiivasolut taas ovat yksisoluisia seka pyoreita
tai pitkulaisia. Ne lisdéntyvat silmukoitumalla eli emosolusta kuroutuu tytarsolu,

joka voi jaada siihen kiinni tai irrottautua. (Talaro, K. P. & Chess, B. 2015, 135-
139)

Mikrobeiksi luetut yksisoluiset levat ovat eukaryoottisia fotosynteesiin kykenevia
eliditd, jotka eivat kuulu kasvikuntaan. Yksinkertaisuuden vuoksi ne voidaan
perinteisesti luokitella protisteihin. Levien kloroplastit voivat vihrean klorofyllin
lisdksi tuottaa keltaisen, punaisen tai ruskean varityksen. Tunnetusti levat
asuvat vesistoissa, mutta myds muut ymparistét kuten maapera, kivet ja kasvit
ovat mahdollisia kasvualustoja. Levien aiheuttamia terveyshaittoja ovat
paaasiassa ruokamyrkytykset. Sinilevamyrkytys ei tosiasiassa ole levan, vaan
sinilevaksi kutsutun prokaryoottisen syanobakteerin aiheuttama reaktio. (Talaro,
K. P. & Chess, B. 2015, 143)

Loput aitotumalliset mikrobit voidaan pitkalti luokitella alkueldimiin kuuluviksi.
Alkueldimet (Protozoa) ovat monimuotoinen ryhma yksisoluisia ja toisenvaraisia
mikroskooppisia eliditd. Ominaista naille on yksisoluisuus, ei soluseinda, kyky
likkua ja saada ravintonsa syomalla. Alkuelaimet voidaan jakaa siimaelidihin,
ameeboihin, ripsi- ja itibeldaimiin (Solunetti n.d.). Elinymparistdssa vaihtelevat
vedestéa ja maaperasta elaimiin. Ne tarvitsevat kosteutta, mutta muuten voivat
kestaa haastaviakin olosuhteita, kuten lampétilojen ja pH:n molempia aéaripaita.
Alkueldimien elinkaareen kuuluu aktiivisen vaiheen liséksi lepovaihe, jossa solut
voivat muuttua kestéavaksi kystaksi. Kystamuoto kestaa epasuotuisia olosuhteita
kuten kuivuutta samaan tyyliin kuin bakteeri-itiét. Solut lisdantyvat suvuttomasti
ja jotkin lajit tunnetusti aiheuttavat infektioita kuten malariaa ja toksoplasmoosia.
(Talaro, K. P. & Chess, B. 2015, 145-146)

3.1.3 Virukset
Virukset ovat bakteereja pienempia mikrobeja, jotka eivat ole varsinaisia elidita.

Viruspartikkelit koostuvat genomista, joka on joko DNA:ta tai RNA:ta ja

kapsidista eli proteiinikuoresta. Joillain viruksilla voi olla myds kapsidia
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ympardiva vaippa tai infektioprosessia edesauttavia entsyymeja. Virukset
tarvitsevat isantasolun infektoitavakseen, jotta pystyvat lisaantymaan.
Infektoimalla solun omalla geneettisella koodillaan virus pystyy hyédyntaméaéan
solun metaboliaa, proteiinisynteesikoneistoa ja rakenneyksikoita
replikoituakseen. Mika tahansa solu on viruksen infektoitavissa, mutta tiettyjen
virustyyppien mahdolliset isdntéelitt ovat rajoitettuja. Kaikilla elidlajeilla,
bakteereilla, sienilla, levilla, kasveilla, elaimilla, protisteilla on niité infektoivia
viruksia. Infektioprosessissa virukset kiinnittyvét solun pinnalla tiettyihin
rakenteisiin. Jotkin virukset kykenevét infektoimaan vain tietyn lajin, tietyn
tyyppisia soluja esimerkiksi HIV eli ihmisen immunokatovirus kiinnittyy ihmisen
valkosolujen CD4* tyypin proteiineihin tai vesikauhua aiheuttava rabiesvirus
nisakkaiden hermosoluihin. Viruksien luokittelu on hankalampaa kuin eligiksi
laskettavat mikrobit. Erilaisia tapoja luokitella viruksia on niiden I6ytamisen
my6ta ollut, nykypaivana samanlaisuuksien kuten genotyypin, isantaelididen ja
patogeenisyyden perusteella ryhmittely on yleisin keino (Talaro, K. P. & Chess,
B. 2015, 158-166).

Solun ulkopuolella virukset ovat siis inaktiivisia partikkeleja, jotka eivat kykene
yksinaan lisaantymaan ja joilla ei ole energia-aineenvaihduntaa tai muita
solullisia toimintoja. Virukset sailyvat pinnoilla tartuntakykyisena vaihtelevasti ja
niita ei ole mahdollista viljella samalla tavalla kuin bakteereja tai homeita.
Erilaisia tapoja maarittaa, kasvattaa ja tutkia viruksia ovat muun muassa in vitro

soluviljely tai in vivo koe-eldimissa (Talaro, K. P. & Chess, B. 2015, 175).

Monet virukset ovat patogeenisia eri orgasmeissa, mutta ne voivat olla myos
vaarattomia tai jopa hyodyllisia. Bioteknologiassa ja laéketieteessa viruksia on
hyodynnetty muun muassa rokotteissa seka geeniterapiassa vektoreina.
Bakteriofagit ovat yksinomaan bakteerisoluja infektoivia viruksia, joita voisi
mahdollisesti kayttda bakteeri-infektioiden hoitoon (Talaro, K. P. & Chess, B.
2015, 161).

Turun AMK:n opinnéytetyd | Linda Ertman



22

4 Mikrobiologiset tutkimusmenetelmat

Tyossa kaytettavia mikrobiologisia tutkimusmenetelmia ja naytetyyppeja olivat
pintanaytteet, aktiivinen ilmanayte seka bioindikaattoreilla tehtava steriiliystesti
ja itibmaaritys. Testauksessa kaytettavat menetelmat, materiaalit ja laitteet

tulevat olla validoituja. Viljelyyn perustuvat menetelméat kuvataan standardissa
17141:2020 ja bioindikaattorien testausmenetelmét 1ISO standardissa 11737-1.

Suoraan elatusainemaljoille otettavissa naytteissa kyse on elinkykyisia
mikrobeja maarittavasta menetelmasta, josta tulokseksi saadaan CFU eli
pesédkettd muodostavaa yksikk6d. Taméa kuvaa naytepinnalla olevia elavia ja
lisddntymiskykyisia bakteereja ja sienia. Paasaantoisesti yksi silmin nahtava
peséke on lahtoisin yhdesté ainoasta mikrobisolusta. Visuaalisessa tulosten
laskennassa on kuitenkin rajoituksensa ja tilaa virheille esimerkiksi
paallekkaisten ja epaselvien pesakkeiden vuoksi. Menetelma on siis suuntaa
antava arvio pinnoilla tai ilmassa olevien lisdantymiskykyisten bakteerien ja
homeiden maarasta. Mikrobiologisessa olosuhdevalvonnassa menetelma on
kuitenkin toimiva. Epaselvissa tilanteissa noudatetaan pahimman tapauksen
ajatustapaa. Valvonnan toteutuessa ohjeistuksen ja suunnitelman mukaisesti
muuttuvat trendit sekd poikkeavat tulokset on mahdollista huomata ja niihin

voidaan reagoida asianmukaisesti. (Sandle & Sanghee 2017, 414)

Pintanaytteenotossa on kaksi paaasiallista menetelmaa, kontakti- ja
sivelymenetelma. Naista ensisijainen ja suositeltava vaihtoehto on
kontaktimaljamenetelma, joka esiintyy myds nimella RODAC eli Replicate
Organism Detection and Counting. Kontaktimaljan agarpinta painetaan
tasaisella paineella naytepintaa vasten tietyn ajan, jolloin pinnalla olevia
elinkykyisid mikrobeja siirtyy elatusaineelle. Tyypillisesti elatusaineena on
yleiskayttdinen TSA eli tryptoni-soija-agar, johon on lisatty desinfiointiaineita
neutraloivia yhdisteita. Kasvualustan tulee tukea mahdollisimman hyvin
erilaisten mikrobien kasvua ja minimoida kasvua hairitsevia tekijoita, kuten
pinnoilla olevien desinfiointiainejd&mien vaikutusta. Kontaktimenetelméssa

pinnan tulee olla tasainen ja riittdvan suuri, jotta kontakti koko maljan ja pinnan
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valilla saavutetaan. Epatasaisissa tai vaikeasti saavutettavissa naytepisteissa
voidaan kayttaa sivelymenetelmaa, jossa steriiliin liuokseen kostutetulla
steriililla naytepuikolla sivellaan naytepinta ja sivelletylla naytepuikolla
elatusaineen pintaan tarpeeksi voimakkaalla otteella pyorittaen tikkua.
Tyypillisesti siveltavana on tietty pinta-ala esimerkiksi 25 cm? vastaava alue.
Vaihtoehtoisesti voidaan upottaa naytepuikko nesteméiseen elatusaineeseen
tai liuottaa ja kalvosuodattaa ndyte. Naytteenottoon itse sisaltyy aina
kontaminaatioriski ja erityisesti sivelymenetelméassa tekniikalla ja
naytteenottajan kokemuksella voi olla suurikin vaikutus saatuihin tuloksiin.
(Sandle & Sanghee 2017, 416)

llImanaytteenotossa kaytetaan aktiivista menetelméaa, jossa hyddynnetaén
iimanaytekerainta. Keraimia loytyy erilaisia, mutta perusperiaatteena tietty
tilavuus huoneilmaa imetaan siivilan tai aukon lavitse elatusainemaljalle, jolloin
elinkykyiset ja mahdollista mikrobiologista riskia aiheuttavat mikrobit iimassa
voidaan maarittad. Tydssa kaytetty Sieve to agar -ilmanaytekerainta, joka keraa
huoneilmaa tietylla virtausnopeudella 90 mm:n elatusainemaljalle reiallisen
sihdin lavitse. (SFS-EN 17141:2020, 32)

Elatusaineen valinnassa ja inkuboinnin suunnittelussa on paasaantoisesti kaksi
vaihtoehtoa. Maarityksessa halutaan nakyviin seka bakteerit etta hiivat ja
homeet, joiden optimaaliset kasvuolosuhteet eriavat. Voidaan kayttaa joko
kahta eri elatusainetta ja inkubointilampdtilaa, bakteereille yleiskayttdinen
kasvualusta seka inkubointi korkeammassa lampdtilassa, homeille ja hiivoille
selektiivinen elatusaine kuten SDA eli Sabourad agar ja inkubointi
alhaisemmassa lampdétilassa. Tama merkitsee useamman eri naytteen ottoa,
jolloin riski virheelle ja tuloksien vaaristymiselle kasvaa. Toinen tapa on
noudattaa kaksivaiheista inkubointikaytantda, jossa elatusaineena on
tyypillisesti yleiskayttdéinen TSA. Inkubointi aloitetaan alhaisemmassa
lampdtilassa 20-25 °C, jonka tarkoituksena on edistaa hiivojen ja homeiden
kasvua, jonka jalkeen maljojen inkubointia jatketaan korkeammassa
lampdtilassa 30-35 °C. Inkubointi voidaan suorittaa myos painvastaisessa

jarjestyksessa aloittaen korkeammasta lampdétilasta. Inkubointiaikoina 20-25 °C
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asteessa vahintaan 3-5 vuorokautta ja 30—35 °C:ssa vahintaan kaksi
vuorokautta. Inkubointikaytannét myos vaihtelevat paikasta riippuen.
Kokonaisajan tulisi kuitenkin olla vahintdan 7 vuorokautta. (Sandle & Sanghee
2017, 417)

Inkuboinnin jalkeen tulosten analysointi tapahtuu silmamaaraisella tarkastelulla,
jossa jokainen yksittainen erotettava pesake lasketaan yhdeksi CFU:ksi. Apuna
voidaan muun muassa kayttaa valopoytaa, jossa saatavilla suurennuslasi sekéa
kosketusherkka pesakelaskuri. Asianmukainen ja oikea-aikainen dokumentointi
on koko prosessin aikana tarkedé. Tarpeen vaatiessa pesakkeista voidaan
tehd& mikrobien tunnistus. Alustavassa tunnistuksessa kuvaillaan pesakkeen
morfologiaa eli muotoa, varitysta ja muita ulkonadéllisia ominaisuuksia.
Mikrobeille voidaan suorittaa my6s gram-varjays ja mikroskopointi, jolla
mikrobisolujen muotoa ja rakennetta voidaan tarkastella tarkemmin.
Itiovarjayksella voidaan tunnistaa tai poissulkea iti6itd muodostavat bakteerit
identifioinnissa. Tarkka maaritys tehdaén biokemiallisella tunnistuksella
esimerkiksi geenisekvensoinnilla tai nopeammalla matrix-assisted-desorption

ionization time-of-flight- eli MALDI-TOF-massaspektrometrialla.
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Kuva 4. Bakteeripesdkkeiden morfologiaa (Breakwell, D. ym. 2007)
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Kaupallisia bioindikaattoreita hyédynnetaan sterilointiprosessien tehokkuuden
arviointiin. Tassa tydssa kaytettiin bioindikaattoriliuskoja, jotka sisaltavat
bakteeri-itioité suojakuoreen pakattuna. Tuhoamisen kannalta itiot ovat
hankalammasta p&asta, joten sterilointiprosessilla kasiteltya liuskaa
analysoimalla voidaan varmistua sen tehokkuudesta. Kaytetty
indikaattoriorganismi Geobacillus Stearothermophilus on termofiili eli se viihtyy
korkeammissa lampdtiloissa ja on sen vuoksi yleisesti kaytetty indikaattori
hoyrysteriloinnissa. Analysointi koostuu itibtasonmaéaarityksesta ja

steriiliystestista.

[tictasonmaarityksessa tarkistetaan liuskojen keskimé&arainen itidtaso ja voidaan
laskea itibiden logaritminen vahenema. Jokainen liuska tutkitaan erikseen
aseptisesti tydoskennellen. Avataan suojakuori, siirretaan liuska steriilia vetta
sisaltavaan steriiliin korkilliseen koeputkeen ja homogenoidaan liuska veteen.
Hajotus voidaan tehdd monella tapaa kuten sonikaatiolla, homogenisaattorilla,
manuaalisesti sekoittamalla tai vorteksoimalla. Taméan tyon maarityksessa
koeputkeen liséttiin steriileja lasihelmia ja vorteksoitiin kunnes liuska vaikutti
hajonneen kokonaan. Homogenaatti lampokasitelladn 95-100 °C:n
vesihauteessa 15 minuutin ajan ja lopuksi jadhdytetaan kylmahauteessa
nopeasti. Lampokasitellystd homogenaatista valmistetaan laimennossarja,
jonka tarkoituksena on antaa laskettavia tuloksia, mikali itiomaéra on hyvin
korkea eika sen vuoksi laskettavissa. Sopivista laimennoksista tehdaan viljelmat
pipetoimalla pieni maara maljoille, lisaamalla lammitettya nestemaista TS agaria
padlle ja sekoittamalla maljoja ty6tasolla kahdeksikon muodossa. Inkubointi 55—
60 °C vahintaan kaksi vuorokautta. (SFS-EN ISO 11737 2018) Tulosten
laskenta tehdaan laskettavista maljoista pesakelaskinta hyddyntaen. Mikali
pesakkeita on paljon, malja voidaan jakaa esimerkiksi neljadn osaan, laskea
yhden osion pesakemaara ja kertomalla osuuksien maarélla saadaan arvio

koko maljan pesakemaarasta.

Steriiliystestissa kasitelty liuska siirretaan aseptisesti elatusaineliemeen ja
yksinkertaisesti inkuboidaan sopivassa lampotilassa vahintaan 7-14

vuorokautta tai kunnes kasvua esiintyy. Ohessa tutkitaan yksi kasittelematon
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bioindikaattoriliuska, joka toimii positiivikontrollina. Kontrolliputken elatusaineen
tulee samentua ja steriloitujen liuskojen pysya kirkkaina. Mikali testiputkissa
nakyy kasvua, eli elatusaine samenee, desinfiointiprosessi ei ole onnistunut.
Mutta koska kyseessa ei ole sterilointi, tdydellinen tuhoutuminen ei ole
oletusarvona. Geobacillus stearothermophiluksen tapauksessa inkubointi
suoritetaan korkeammassa lampotilassa, joten samentuminen mita

todennakoisimmin tarkoittaa indikaattorimikrobin kasvua.
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5 Desinfiointimenetelmat

Puhdastilaymparistdjen luomisessa ja yllapitamisesséa rakennusteknisten
ratkaisujen lisaksi tilan siivous ja desinfiointi on oleellista, joille sddnnokset
kuten EU GMP asettavat tiettyja vaatimuksia. Desinfioinnilla tarkoitetaan
kasvullisten mikrobien poistamista tai vahentamista elottomilta pinnoilta tai
tiloista. (Sandle & Sanghee 2013, 436-437) Desinfiointimenetelmat voidaan
paasaantoisesti jakaa kolmeen luokkaan, fysikaalisiin, mekaanisiin seka
kemiallisiin menetelmiin. Fysikaalisia desinfioivia tekijoita ovat lampo ja ei-
ionisoiva sateily, mekaanisia suodatusmenetelmat ja kemiallisissa erilaiset
desinfiointiaineet. (Talaro & Chess 2015)

Desinfiointimenetelmien tehoa tarkastellessa oleellinen arvo tulosten
analysoinnissa on log alenema, joka kuvaa mikrobien suhteellista m&éaraa
ennen ja jalkeen kasittelyn logaritmisessa muodossa. Voidaan puhua myds
desimaalisesta eli kymmenkantaisesta logaritmista. Logaritminen asteikko on
muun muassa mikrobiologiassa hyddyllinen, koska mikrobisolu maarat ovat
yleisesti ottaen hyvin suuria. Mitéa suurempi log alenema on, sitd enemman

mikrobisoluja on menetelmalla saatu tuhottua.

Taulukko 3. Log alenema verrattuna muihin asteikkoihin (Trzepinski, P. 2023)

Log alenema Prosentuaalinen alenema Pesdkemaara (CFU)
0 0% 1-10°
1 90 % 1-10°
2 99 % 1-10*
3 99,9 % 1-103
4 99,99 % 1-102
5 99,999 % 10
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5.1.1 Kemialliset menetelmét

Puhdastilojen desinfioinnista puhuttaessa tarkoitetaan ensisijaisesti kemiallisia
aineita ja menetelmia, jotka desinfioivat pintojen liséksi huoneilmaa. lImassa
olevat hiukkaset saattavat sisaltéda elinkykyisia mikrobeja, jotka aiheuttavat
kontaminaatioriskin valmistettavalle tuotteelle. Maaritelméana desinfiointiaineet
eivat tuhoa bakteerien kestomuotoja eli itidita, mutta jotkin aineet voivat myos
olla itivaikutteisia (Sandle & Sanghee 2013, 435). Desinfiointiaineet
muodostavat yhden biosidivalmisteiden neljasta padryhmasta ja niiden kayttoa
seka myyntia Suomessa saatelee EU:n biosidiasetus. EU:n jasenvaltioissa
kaytettavilla biosidivalmisteilla on oltava asetuksen mukainen
biosidivalmistelupa. Tarkoituksena on estaa valmisteiden mahdollisia haitallisia
vaikutuksia ymparistolle ja elidille varmistamalla kaytettavien tehoaineiden
turvallisuus. Suomessa tuotteiden valvonnasta ja rekisterdinnista vastaa
Turvallisuus- ja kemikaalivirasto eli Tukes (European Parliament & European
Council 2012; Friman, T. & Kivisalmi, V. 2015, 268).

Yleisesti ottaen vaatimuksia desinfektioaineille ovat muun muassa laaja-alainen
teho eri mikrobeihin, suhteellisen nopea vaikutusaika, yhteensopivuus
kasiteltavien materiaalien kanssa, muiden yhdisteiden ja ympériston
olosuhteiden vaikutus tehoon sek& tehoaineiden stabiilisuus. Vaatimukset
vaihtelevat tilannekohtaisesti ja kayttotarkoituksen mukaan. EU GMP:n
asettamia vaatimuksia ladketeollisuudelle ovat kirjalliset ohjeet
desinfiointimenettelytavoille, henkilokunta on koulutettu ja koulutus on
dokumentoitu seka sdanndllisessa desinfioinnissa tulee kayttaa vaihtelevasti
vahintaan kahta eri tehoainetta resistenttiyden ehkaisemiseksi, joista ainakin
toinen on sporisidinen eli itidvaikutteinen. Desinfioinnin tehoa ja tilan
mikrobiflooraa tulee sdanndllisesti arvioida. Erityisesti muutokset, kuten
resistenssi kaytetylle desinfiointimenetelmalle, mikrobistossa on tarke&a
havaita. EU GMP edellyttéda desinfiointiaineiden mikrobiologisen laadun
tarkkailua saannollisesti seké luokan A ja B tiloissa kaytettavan steriileja
puhdistus- ja desinfiointiaineita. Kaikkien puhdastilojen kaytt6 tulee

dokumentoida oikea-aikaisesti, desinfiointiaineiden toimittajan tulee olla
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luotettava ja itse aineiden jaljitettavissa esimerkiksi eranumerolla. Kemiallisia
desinfiointiaineita valitessa otetaan huomioon turvallisuusndkodkulma, tarvittava
teho, mahdolliset jaamat ja niiden aiheuttamat haitat seké hinta. Kaytettavasta
aineesta riippuen mahdolliset desinfiointiainejaamat tulee poistaa tai neutraloida
pinnoilta kasittelyn jalkeen. (Sandle & Sanghee 2017, 437—-440; European
Comission 2022, 14)

Desinfiointiaineet voidaan jakaa alkoholeihin, halogeeneihin, fenoliyhdisteisiin,
peroksygeeneihin eli hapettaviin yhdisteisiin, aldehydeihin, tensideihin ja
polymeerisiin biguanideihin. Tietyilla metalleilla on my6s antimikrobiaalisia
vaikutuksia. Desinfektiomekanismi vaihtelee eri yhdisteill&, mutta kaikki
aiheuttavat pysyvaa vauriota johonkin solun rakenteista esimerkiksi rikkomalla
solukalvoa tai denaturoimalla solunsiséisia proteiineja (Friman, T. & Kivisalmi,
V. 2015, 268-280).

Vetyperoksidikuivahoyrytys

Vetyperoksidi, kemialliselta kaavaltaan H202, on yleisesti kaytetty peroksygeeni
eli hapettava desinfiointiaine. Vetyperoksidi on toinen vedyn oksideista, joka
hajoaa vedeksi ja hapeksi lammon, valon, metallien tai muiden katalyyttien

kuten epapuhtauksien vaikutuksesta (Tyo6terveyslaitos 2022).
2 H,0, - 2 H,0 + 0,

Kaava 1. Vetyperoksidin hajoamisreaktio.

Ominaisuuksiltaan vetyperoksidi on teholtaan laaja-alainen ja jopa sporisidinen,
orgaanisten yhdisteiden jaamat eivat hairitse desinfioinnin tehoa eika itse jata
desinfiointiainejddmia. Eri stabiloimisaineiden avulla koostumus on saatu
stabiloitua ja sailyy varastoitunakin vaikutuskykyisend useamman kuukauden.
(Talaro & Chess 2015, 342)

Vetyperoksidi tuottaa hydroksyyliradikaaleja, jotka ovat voimakkaasti reagoivia
molekyyleja. Tama voimakkaasti hapettava vapaa radikaali kykenee viemaan
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solurakenteilta elektroneja aiheuttaen soluvaurioita. Reagoimalla solun kloridi-
ionien kanssa vetyperoksidi muodostaa hypokloriitti-ioneja, jotka itsessaan
toimivat desinfioivana tehoaineena (Friman, T. & Kivisalmi, V. 2015, 359). Solut
tuottavat itse pienissd maarin vetyperoksidia, jonka vuoksi soluissa on
vetyperoksidia hajottavaa katalaasientsyymia. Desinfiointiin kaytettya maaraa ja
solun ulkopuolelta tulevaa vetyperoksidia solujen katalaasi ei juurikaan kykene
neutraloimaan. Erityisesti kaasumaisessa muodossa vetyperoksidi on hyvin
tehokas desinfiointiaine. (Talaro & Chess 2015, 200, 342)

5.1.2 Fysikaaliset menetelmat

Fysikaaliset desinfiointimenetelmat voidaan jakaa lampodesinfektioon,
sateilytykseen ja suodatukseen. Suodatus voidaan jakaa myds erilleen
mekaanisena menetelmana (Talaro & Chess 2015, 322). Lampddesinfektio on
yleisin menetelma, joka voidaan vield jakaa kuivaan ja kosteaan. Kosteassa
ymparistossa tehtava desinfiointi, esimerkiksi vesindyryn avulla, on
tehokkaampi mikrobeja vastaan. Sateilyn avulla tehtava desinfiointi voidaan
jakaa kaytettavan sateilyn perusteella ionisoivaan ja ionisoimattomaan.
lonisoivaa sateilya kuten rontgen- tai gammasateilya kaytetdan sterilointiin, kun
taas ionisoimatonta UV-sateilya desinfiointiin.

UVC-sateily

UV- eli ultraviolettisateily jaetaan aallonpituuksien perusteella kolmeen
alueeseen, UVA (315-380 nm), UVB (280-315 nm) ja UVC (100-280 nm).
Korkeaenerginen ja lyhyen aallonpituuden omaava UVC-sateily ei ole
ionisoivaa, mutta kykenee aiheuttamaan muutoksia molekyylirakenteissa
virittamalla atomeja korkeampaan energiatilaan. lonisoiva sateily nimensa
mukaisesti kykenee irrottamaan elektroneja molekyyleistd muuttaen sen
sahkovaraukselliseksi eli ioniksi. Tama voi aiheuttaa esimerkiksi katkoksia
DNA-juosteessa, kun taas ionisoimaton sateily aiheuttaa poikkeavia sidoksia,

joka puolestaan aiheuttaa mutaatioita perimassa. Muutokset DNA:ssa
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kohdistuvat pyrimidiiniemaksiin eli tymiiniin ja sytosiiniin, jotka muodostavat
keskenaan pyrmidiinidimeereja sen sijaan, etta normaaliin tapaan
muodostaisivat sidoksia puriiniemésten kanssa. Mutaatiot johtavat sateilyn ja
epanormaalien sidoksien maarasta riippuen rajoittuneeseen solukasvuun tai
solukuolemaan. Lisaksi UV-sateily muodostaa vapaita radikaaleja, jotka
puolestaan hairitsevat solun normaalia toimintaa. UV-sateily ei myodskaan
lonisoivan sateilyn lailla l1apéaise kiinteita esteita, joten valon kohdennus
desinfioitavaan kohteeseen on oleellista. Ultraviolettisateilyn antimikrobinen
teho on korkeimmillaan aallonpituudella 260 nm ja valonsateen ollessa

kohtisuoraan kasiteltavaan pintaan. (Talaro & Chess 2015, 326—335)

« taajuus (v) kasvaa

10% 10% 10% 10 10 10 10% 10 108 108 10* 10 10° v (Hz)
| I | 1 | I | 1 I
gammasateily rontgen uv infrapuna mikroaallot |FM AM pitkit radioaallot
radioaallot
| 1 | | | . 1 | | I | | | |
10 10 10 10" 10* 0 oa0®* 10 107 10° 10° 10* 10° 108 A(m)

eemTT TTeeel aallonpituus (A) kasvaa —

' nikyvén valon spektri i

I I I
400 500 600 700

aallonpituus (A) nanometreina kasvaa —

Kuva 5. Sdhkdmagneettisen sateilyn spektri (Wikipedia Commons 2011)

Jokaisen tunnetun organismin geneettisend koodina toimii DNA, joten yhta lailla
UV-sateily on haitallista myds ihmisen eri kudoksille. Taman vuoksi
tyoturvallisuusaspekti on otettava huomioon, mahdolliset riskit tunnistettava ja
ehkdaisevat toimenpiteet laadittava, kun UVC-desinfiointia suunnitellaan
kaytettavan. Laitteen tulisi olla operoitavissa ajastimella tai kaukoséadettava,
jolloin operaattori voi poistua tilasta ennen kasittelyn aloitusta ja suojella itseaan
sateilyn aiheuttamilta haitoilta. Itse sateilyn liséaksi UVC-sateily muodostaa

haitallista otsonia hajottamalla happimolekyyleja happiatomeiksi. NAama herkasti
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reagoivat happiatomit muodostavat ilmassa olevien happomolekyylien kanssa

otsonia.
uv
0,—0+0

Kaava 2. Molekulaarisen hapen hajoaminen happiatomeiksi UV-sateilyn
vaikutuksesta

0, + 0 - 05

Kaava 3. Otsonin muodostuminen happiradikaaleista ja happimolekyyleista

Man ym. 2023 julkaistussa tutkimusartikkelissa arvioitiin UVC-laitteiden
tuottaman sateilyn heijastumisen ja otsonin muodostumisen aiheuttamaa
turvallisuusriskia. Sateilylle altistuminen on todellinen riski, oli sitten kyse
heijastumisesta tai suorasta altistuksesta, joten kasittelyn ajaksi tilasta tulee
poistua. Otsonin muodostuminen puolestaan, erityisesti perinteisilla
matalapaineisilla elohopealampuilla, ei aiheuta turvallisuusriskia sisatiloissa
kaytettyna. Opinnaytetydssa kaytettava MoonBeam UVC-desinfiointiyksikdn
valmistajan mukaan laite ei tuota lainkaan otsonia. Laitteessa kaytettavat
lamput sisaltavat myrkyllista elohopeaa, joten erityisesti lamppuja on kasiteltava

huolellisesti ja havitettava asianmukaisesti ongelmajatteena.

10
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Kuva 6. Sateilyspektrien vertailua (Pastila, R. 2009, 231)
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6 Kokeellinen osuus

Opinnaytetydssa Noco ja MoonBeam desinfiointimenetelmien tehoa tutkittiin
ilmasta ja/tai pinnoilta mikrobiologisessa olosuhdevalvonnassa kaytetyilla
menetelmilla ottamalla naytteita elatusainemaljoille ennen ja jalkeen kasittelyn.
Testauksien ja naytteenottojen aikana pyrittiin valttdmaan itse aiheutettua
kontaminaatioriskia seka muiden tyontekijoiden hairitsemista.

6.1 Nocospray 2

Nocotech on vetyperoksidiin perustuva kuivasumutusmenetelma, joka koostuu
Nocospray laitteesta ja siiné kaytettavasta bakteereihin, viruksiin, sieniin,
homeisiin ja itibihin tehoavasta desinfektioaineesta. Tytssa kaytettava Nocolyse
Food on kayttévalmis liuos, joka siséltaa 7,9 % stabiloitua vetyperoksidia.
(KiiltoClean 2022a) Desinfioinnissa kaytettava annostus vaihtelee tarpeen
mukaan 1-6 ml/m3 Markkinoijan mukaan saannéllinen ennaltaehkaiseva
desinfiointi voidaan suorittaa annostuksella 1 ml/m3, tarvittaessa
loppusiivouksen yhteydessa tehtava 3 ml/m?ja ongelmatilanteissa 6 mil/m3.
Annosteltava tilavuus valitaan kertomalla k&siteltava tilavuus halutulla
annoksella. Huomioitavaa on, etta ilmoitettu toiminta-alue 50-1000 m? koskee
kasittelya vain annostuksella 1 ml/m3. Kyseiselle Nocospray laitteelle
kasiteltavan tilan maksimitilavuus annoksella 6 ml/m?3 on vain noin 166 m3.
Kasiteltavasta tilavuudesta ja annostuksesta riippuen sumutuksen kesto on 36
sekunnista 60 minuuttiin, jonka jalkeinen kontaktiaika alle 500 m? tilavuuksille
30 minuuttia ja 500-1000 m?3 tilavuuksille tai annostelun ollessa > 1 ml/m3 60
minuuttia. Varoajan jalkeen tila ei vaadi pyyhintaa tai tuuletusta.
Elintarviketeollisuuteen tarkoitettu liuos on tehokas eika jata jaamia, silla
vetyperoksidi hajoaa vedeksi ja hapeksi. Menetelma soveltuu seka ilman etta
pintojen desinfiointiin. Nocospray desinfiointiaine on laajasti testattu,
bakterisidinen teho standardin EN 1276 mukaisesti, fungisidinen EN 1650 sek&
naiden yhdistelma EN 13697 standardin mukaisesti, virusidinen EN 14476 ja
sporisidinen vaikutus 13704 mukaan. (KiiltoClean n.d.)
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Nykyinen tuotantotiloissa kaytettava desinfiointiaine sisaltda vetyperoksidin
lisdksi etikkahappoa ja peretikkahappoa aiheuttaen korroosiota metallipinnoissa
seka vaatii ilmastointikatkoksen, tilojen eristamisen (ovien teippaus
ulkopuolelta) ja vahintd&n tunnin mittaisen tuuletuksen kontaktiajan jalkeen.
Noco ei vaadi ilmastoinnin katkaisua, mutta puhdastiloissa tehokkaan
ilmastoinnin hidastamista desinfiointiaineen halutun pitoisuuden ja vaikutusajan
saavuttamiseksi. Tilassa ylipaineen vallitessa sumu pyrkii matalamman paineen
alueelle, jolloin vaikutus ei valttdmatta ole tasainen tai riittava. (Kiilto
Ammattihygienia 2017)

Nocotech menetelmaa verrattiin myods nykyiseen kuivasumulaitteistoon ja siina
korvaavana vetyperoksidi ja peretikkahappo pohjaisena desinfiointiaineena

kaytettyyn KiiltoClean Oy:n F 268 Airol S:aan.

6.1.1 Noco testaus

Ensimmaisen testauksen tarkoituksena oli verrata Nocolyse Food
desinfiointiainetta Nocospray 2 suurtehosumuttimella ja Kiillon F 268 Airol S
kylmadesinfiointiainetta Minncare Dry Fog laitteistolla. N&illa kahdella eri
laitteella ja vetyperoksidipohjaisella desinfiointiaineella sumutettiin sama tila
perakkaisina paivina ja arvioitiin niiden tehoa tilaan sijoitettujen bioindikaattorien
avulla. Kasiteltava tila oli EU-GMP luokituksen mukainen C-luokan puhdastila,
johon sijoitettiin yhteensa 14 Geobacillus stearothermophilus itidita sisaltavia
bioindikaattoriliuskoja kymmeneen eri naytepisteeseen. Noco kasittelyn
yhteydessa naytepisteisiin asetettiin myos kayttbohjeen mukaan valmisteltuja
kemiallisia indikaattoreita, Nocotest-liuskoja (KiiltoClean Oy 2022b). Tilan
sisdiset ovet avattiin ja ilmastointi sammutettiin kasittelyn ajaksi, jotta sumu
paasee levidmaan desinfioitaviin tiloihin seka naytepisteisiin ja haluttu
vaikutusaika saavutetaan. Nocosprayn annosteluna kaytettiin 2 ml/m? ja
kontaktiaikana 60 minuuttia. F 268 Airol S:n kanssa noudatettiin valmistajan
mukaista 2 tunnin kontaktiaikaa, jonka jalkeen tila vaati huolellisen tuuletuksen.

Bioindikaattorit kerattiin yksitellen Minigrip-pusseihin ja toimitettiin
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analysoitavaksi mikrobiologian laboratorioon. Neljalle indikaattorille tehtiin

itidtason maaritys ja kymmenelle muulle steriiliystesti laborantin toimesta.

Noco testaus mikrobiologian laboratoriossa suoritettiin toimistotilassa,
laboratoriotilassa, D-luokan henkilosulussa sek& WC tilassa. Testauksessa
otettiin naytteitd ennen ja jalkeen desinfioinnin, jonka vuoksi kasiteltaviksi tiloiksi
valittiin laboratorion tilat testaukseen puhtaiden C-luokan puhdastilojen sijaan.
Ennen desinfiointia otetuissa naytteissa tuli olla kasvua, jotta ero oli mahdollista
havaita, mutta pesakkeiden oli oltava myos laskettavissa. Liitteesta 1 16ytyvat
kaikki yksittaiset tilakohtaiset ennen ja jalkeen tulokset jokaisesta

naytepisteesta.

Kaytettyja naytetyyppeja olivat pintanaytteet kontaktimalja- ja
sivelymenetelmalla seka aktiiviset ilmanaytteet. Inkubointi suoritettiin
kaksivaiheisesti, aluksi lampdtilassa 20-25 °C 5-7 vuorokautta, jonka jalkeen
maljat siirrettiin 30—-35 °C lampétilaan 3-5 vuorokaudeksi. Tulosten analysointi
pesédkelaskennalla. Kaytettyja menetelmia on kuvattu tarkemmin kappaleessa
4,

Yhdessa D-luokan sumutuksessa otettiin testaukseen mukaan nelja
bioindikaattoria. Kasittely tehtiin annostuksella 6 ml/m? ja sijoitettiin indikaattorit
eri puolille tilaa. Kolmelle indikaattoreista suoritettiin steriiliystesti ja yhdesta
tehtiin itibtasonmaaritys. Itictasonmaarityksessa tehtiin yhteensa kuusi maljaa,
kolmella eri laimennoksella, joista kaikista kaksi rinnakkaista. Inkubointi 55-60
°C 48 tuntia. Vain yhdesta laimennoksesta saatiin laskettavia tuloksia, muissa
pesédkkeiden maara oli liian suuri. Steriiliystestauksessa inkubointi suoritettiin
myo6s 55—-60 °C. Kaikissa putkissa oli kasvua jo ensimmaisen vuorokauden

jalkeen.
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6.2 MoonBeam™3

MoonBeam on siivouksen jalkeen kaytettdva UVC-sateilyyn perustuva pintojen
desinfiointimenetelma. Laitteessa on kolme kasin pysty- ja vaakasuoraan
saadettavissa olevaa desinfiointivartta. Lamput kykenevéat desinfioimaan
maksimissaan etaisyydelta 3,3 m ja leveydeltd 2,1 m olevan alueen. Laitteen
suojakansi toimii ohjausyksikkona, josta ohjelma voidaan kaynnistaa ja
tarvittaessa pysayttaa. Seka laite itse etta kansi tunnistaa liiketta ja pysayttaa
desinfioinnin automaattisesti, mikali kasiteltdvéan tilan ovi avataan, laitetta tai
suojakantta liikutetaan. Laite tarjoaa nelja eri desinfiointiaikaa 90, 180, 300 ja
600 sekuntia. Nopea ja helppokayttdinen desinfiointimenetelma voisi olla
hyodyksi arkipaivaisessa tydskentelyssa pintojen ja materiaalien

mikrobiologisen laadun yllapitamisessa.

6.2.1 MoonBeam testaus

MoonBeam testaus suoritettiin mikrobiologisen laboratorion toimistotilassa ja
kahdessa eri WC tilassa kasittelemalla soveltuvia kohteita eri desinfiointiajoilla.
Kohteiksi valittiin vertailtavat kohteet, jotka koostuivat neljasta ty6poydasta,
tyotuolista, laatikostosta, ndppaimistosta, lattiasta, hiiresta, tietokoneen
naytosta, WC-istuimen kannesta, WC-paperitelineesta seka WC tilan lattiasta.
Kaikki naytepisteet ja kasittelyajat 10ytyvat liitteesta 2. UVC desinfioi ainoastaan
pintoja, joten testauksessa kerattiin pelkastaan pintanaytteita. Suurin osa
naytteista otettiin kontaktimaljoille painamalla elatusaineen pintaa suoraan
naytepisteeseen. Hankalammat ja epatasaisemmat naytepinnat eli
nappaimistot, hiiret ja tietokoneen naytto siveltiin ensin 0,9 % NaCl-liuokseen
kostutetulla steriililla vanupuikolla ja ndytepuikolla elatusaineen pintaan. Maljoja
inkuboitiin kaksivaiheisesti, eli ensin lampdotilassa 20-25 °C 5-7 vuorokautta,

jonka jalkeen 3-5 vuorokautta 30-35 °C lampotilassa.
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7 Tulokset

Noco testauksen tulokset esitetty taulukossa 4 ennen ja jalkeen naytteiden
pesdkemadrien erotuksena. Maljoja eri naytepisteista, eri annostuksilla ol
yhteensa 50. Osassa oli ristiriitaisia tuloksia eli pesédkemaara oli kasittelyn
jalkeisessa naytteessa suurempi kuin ennen desinfiointia otetussa naytteessa.
Nama negatiiviset pesakemaarien vahenemat esitetty taulukossa 4 punaisella.
Naytteenoton aikana tai tilassa ennen naytteenottoa oli tapahtunut
kontaminaatio. Syyna on todennakaoisesti ollut vahainen kokemus
naytteenotosta. Alipaineiseen laboratoriotilaan on myés voinut oven avauksen
yhteydessa likaisen ilman mukana siirtya kontaminantteja desinfioituun tilaan.
Samaisessa tilassa erdan testauksen yhteydessa oli kaynyt henkilo ennen
kasittelyn jalkeisen naytteenottoa, jolloin ulkoa tullut ilma tai henkild on
saattanut toimia kontaminaation lahteena. Yksittaiset naytepistekohtaiset

tulokset taulukoituna liitteesséa 1.

Taulukko 4. Noco kasittelyn vaikutus peséakemaaraan, ennen.p, — jalkeeng,

) ) o ) Vahenema | Maljoja | Kasvavia
Annos | Aika | Keskiarvo | Keskihajonta | Min | Max | CV%
% ka (kpl) %

1 30 -8 | 85

] 11 CFU 21 CFU 182,5 20 % 24 50 %
ml/m3 | min CFU | CFU
2 30 0 15

] 4 CFU 6 CFU 159,1 92 % 4 25 %
mli/mé | min CFU | CFU
3 30 -3 | 49

] 14 CFU 19 CFU 132,0 67 % 9 78 %
ml/m3 | min CFU | CFU
3 60 0 217

] 43 CFU 87 CFU 200,0 100 % 5 0%
ml/m3 | min CFU | CFU
6 60 -2 10

] 3 CFU 4 CFU 135,2 66 % 8 38 %
ml/mé | min CFU | CFU
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Kuviossa 1 esitetty desinfioinnin jalkeisten maljojen pesakemaarien hajontaa.
Vaihtelu on huomattavaa erityisesti 1 ml/m? annostuksella ja 3 ml/m2 30 min
kontaktiajalla. Naiden testauksien perusteella prosentuaalisesti parhaimmat
tulokset saatiin annostuksella 3 ml/m3 60 minuutin kontaktiajalla. Pesakemaarat
vahenivat 217 CFU:sta nollaan. Huomioitavaa kuitenkin on, etta talla
annostuksella ja ajalla toistoja oli vain yksi. Naytepisteita oli nelja, mutta vain
yhdesta saatiin laskettavia tuloksia, muissa desinfiointia edeltavana naytteena
oli 0 CFU. Tama huomioiden parhaimmat tulokset saatiin 2 ml/m? annostuksella
92 % vahenemalla. Huonoimmat tulokset olivat annostuksella 1 ml/m3,
Puolessa maljoista oli kasvua desinfioinnin jalkeen ja pesakkeiden vdheneman
keskiarvona vain 20 %. Toisaalta ristiriitaiset tulokset, joissa pesakemaaréat
olivat kasvaneet ennen ja jalkeen naytteiden valilla, vaaristavat tuloksia. Mikali
nama negatiiviset tulokset jatetaan pois prosentuaalisesta vahenemasta,
keskiarvoksi 1 ml/m® annostuksen tuloksista saadaan 83 % eli huomattavassa
maarassa naytepisteita saavutettiin kuitenkin 100 % vahenema
pesadkemaarassa. Kokonaisuudessaan jokaisella annoksella ja vaikutusajalla

saavutettiin vahintaan yksi 100 % vahenema.

Desinfioinnin jalkeen
40 —
35
30
25
20
15
10

5
: Sep—

H1ml/m3 B2mli/m3 B3 mli/m3 30 mn B3 ml/m3 60 min @6 ml/m3

CFU/25 cm?

Kuvio 1. Noco tulosten jakauma
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Desinfiointiprosessien tehoa arvioidessa maaritetaan menetelmalla saavutettu
logaritminen alenema. Nocolyse on laajalti testattu, muun muassa
bakterisidinen ja fungisidinen vaikutus todennettu standardin EN 13697
mukaisesti, joka vaatii vahintdan 4 log alenemaa bakteereihin ja 3 log alenemaa
hiivoille ja homeille. Desinfiointiaineen itivaikutteisuus on testattu Bacillus
subtilis, Clastridium sporogenes ja/tai Bacillus cereus organismeilla standardin
EN 13704 mukaisesti, jonka vaatimuksena on vahintaan 3 logaritmin alenema.
(KiiltoClean Oy n.d.)

Taulukko 5. Noco kasittelylla saavutettu log alenema laskettuna kaikkien annos
ja kasittelyajan mukaisten naytteiden summien avulla

Annos Aika Ennen Jalkeen | Log alenema | Log alenema
summa summa %

1 ml/m3 | 30 min 361 cfu 90 cfu 0,6033 75,069 %

2 ml/m3 | 30 min 19 cfu 3 cfu 0,8016 84,211 %

3ml/m3 | 30 min | 209 cfu 82 cfu 0,4063 60,766 %

3 ml/m3 | 60 min 217 cfu 0 cfu > XX 100,00 %

6 ml/m3 | 60 min 50 cfu 25 cfu 0,301 50,00 %

Laskemisessa kaytetty kaavoja 4 ja 5. Tassa annoskohtaiset pesdkemaarat
laskettu yhteen eli alkuperdisena CFU:na on ennen naytteiden pesakkeiden

summa ja lopullisena jalkeen naytteiden summa.
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alkuperdinen CFU
log alenema = logso ( lopullinen CFU )

Kaava 4. Log alenema (Trzepinski, P. 2023)

alkuperainen CFU — lopullinen CFU
% log alenema = 100 -

lopullinen CFU

Kaava 5. Prosentuaalinen log alenema (Trzepinski, P. 2023)

Vaatimukset saavutettavalle log alenemalle vaihtelevat sovelluksesta riippuen.
Esimerkiksi ladketeollisuudessa vahimmaisvaatimus ilmateitse tehtavalle
kemialliselle desinfioinnille on 5 log alenema bakteereille ja 4 log sienille (SFS-
EN 17272 2020, 46). Pintadesinfiointimenetelmille ilman mekaanista vaikutusta
vaatimus on bakteereille 4 log ja sienille 3 log (SFS-EN 13697 2015, 6). Talla
testauksella Noco kasittelylla ei saavutettu 1 log alenemaa muulla kuin 3 ml/m?3

annoksella ja 60 minuutin kontaktiajalla, jota kuviossa 2 esittéa vaaleansininen

pylvas.
Noco
100 100.000%
(1]
(4]
90% 84.211%
80% 75.069%
70%
) 60.766%
> 60%
g 50.000%
% 50%
®
2 40%
-
30%
20%
10%
0%
1 2

3 6
Annostelu (ml/m3)

Kuvio 2. Noco desinfioinnin prosentuaalinen log alenema
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7.1 Bioindikaattoritestaus

Bioindikaattoritestauksen tulokset 10ytyvat taulukosta 6. Tehoa Geobacillus
stearothermophilus itidihin ei talla tutkimuksella saatu osoitettua. Pienemman
laitteen rajoitteiden vuoksi annostuksena oli ainoastaan 2 ml/m3, joten tama
annos ei ainakaan kyseisiin itidihin vaikuttanut. Kyseinen testaus oli osa erillista
tyOpyynto4a, jossa Nocoa verrattiin Airol S desinfiointiainetta kaytettyna
Minncare Dry Fog-laitteistossa. Tarkempia tuloksia ei sen vuoksi ole esitettyna,
mutta Minncare Airol S menetelmalla saavutettiin parempi tulos

bioindikaattoritestauksessa.

Taulukko 6. Noco bioindikaattoritestauksen tulokset

Analyysi Bioindikaattoriliuska Tulos
Steriiliystesti (+/-) 1 +
Steriiliystesti (+/-) 2 +
Steriiliystesti (+/-) 3 +

Positiivinen kontrolli 4 +
Itidtasonmaaritys (CFU/liuska) 5 1,6 10°

Annostuksella 6 ml/m3 tehoa ei myodskaan havaittu. Steriiliystestauksessa
jokaisessa putkessa oli kasvua jo 24 tunnin jalkeen, niin positiivikontrollissa kuin
nayteputkissa. Puhdastilan tehokkaan ilmanvaihdon vuoksi vaadittua
kontaktiaikaa ei valttamatta saavutettu, joka on voinut myds vaikuttaa

tulokseen.

1578 + 1536
2,0-107?

CFU
= 155700 =~ 1,56 - 10° (

liuska)

Kaava 6. Itiotasonmaarityksen tuloksen laskenta
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[tictasonmaarityksessé ainoastaan suurimman laimennoksen maljat olivat
laskettavissa. Ensimmaisesta maljasta laskettiin %2 maljasta 789 CFU, josta
kertomalla kahdella saatiin koko maljan arvioksi 1 578 CFU. Toisesta maljasta
laskettiin ¥4, josta saatiin 384 CFU ja kertomalla neljalla 1536 CFU. Alla olevalla
kaavalla saatiin itiotasoksi noin 1,6 - 10° CFU/liuska eli taso ei juurikaan

laskenut. Alkuperainen ititaso oli 2,0 - 10° CFU/liuska.
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MoonBeam naytepisteiden ja eri kasittelyaikojen toistojen maarat suunniteltiin
niin, etta saataisiin luotettavampia tuloksia, joista voi suuremmalla varmuudella

tehda johtopéaatoksia menetelman tehosta.

Taulukko 7. MoonBeam kasittelyn vaikutus pesakemaaraan, ennengg, —

jalkeencs,

) ) o ) Vahenema | Maljoja | Kasvavia
Aika | Keskiarvo | Keskihajonta | Min | Max | CV%
% ka (kpl) %
0 41
90s 15 CFU 17 CFU 109,4 88 % 10 60 %
CFU | CFU
180 0 36
10 CFU 12 CFU 118,1 93 % 6 17 %
S CFU | CFU
300 0 9
5 CFU 3 CFU 60,6 100 % 6 0%
S CFU | CFU
600 1 117
27 CFU 36 CFU 131,1 87 % 10 40 %
S CFU | CFU

Noco osuuteen verrattuna tulokset olivat parempia, ristiriitaisia tuloksia ei ollut
lainkaan ja ennen naytteend 0-maljoja oli huomattavasti vahemman, jolloin
laskettavia tuloksia oli enemman. Parhaimmat tulokset saavutettiin 5 minuutin
ohjelmalla, jolla kuudesta naytepisteesta viidessa saavutettiin 100 % alenema ja
yksi naytteista oli jo lahtotilanteessa 0 CFU/25 cm?. Hyvat tulokset saavutettiin
my6s 3 minuutin ohjelmalla. Boscon ym. 2022 tekeméssa tutkimuksessa eri
valmistajan UVC-desinfiointiyksikoélla ei huomattu eroa 3 minuutin ja 5 minuutin
ohjelmien valilla. Lyhyemmalla kasittelylla voidaan siis todennakagisesti

saavuttaa yht& hyva desinfiointitulos ja sdastaa aikaa.
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Jakauma kasittelyn jalkeisten tulosten valilla on vahaista. Yleisesti ottaen

testauksessa saadut pesakemaarat ovat pienia, joka ei ole optimaalista. Eniten

vaihtelua oli 10 minuutin ohjelmalla saaduissa tuloksissa, jossa huomattavasti

poikkeava arvo nakyy laatikko-janakuviossa erillisena pisteené. Poikkeava tulos

saatiin materiaaliltaan nahkaa muistuttavasta ty6tuolista, jonka pinta oli hieman

kupera.

Taulukko 8. MoonBeam kasittelylla saavutettu log alenema

Aika Ennen Jalkeen Log alenema | Log alenema %
90s 163 cfu 11 cfu 1,1708 93,252 %
180 s 63 cfu 1 cfu 1,7993 98,413 %
300 s 31 cfu 0 cfu > XX 100,00 %
600 s 612 cfu 165 cfu 0,5702 73,099 %
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MoonBeamilla saavutettiin Nocolyseen verrattuna parempi log alenema kaikilla
kasittelyajoilla paitsi 10 minuutin ohjelmalla. Valmistajan tarjoaman testidatan
perusteella laitteella on saavutettu vaikeastikin tuhottavilla C. difficile itidilla 3
logaritmin eli 99,9 % alenema 3 minuutin kasittelylla 4 jalan (~1,2 metrin)
etaisyydelta (Diversey Inc. 2019).

MoonBeam
100.000%
100% 98.413% o
93.252%
90%
80%
73.099%
70%
> 60%
=
[4}]
S 50%
©
2 40%
—
30%
20%
10%
0%
90 180 300 600
Aika (s)

Kuvio 4. MoonBeam desinfioinnin prosentuaalinen log alenema

Saatujen tulosten perusteella ja aiemman tutkimustiedon (Bosco ym. 2022)
mukaan todennakoisesti jo 3 minuutin kasittelylla saavutetaan riittava

desinfiointiteho yksittaisilla pinnoilla.
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8 Loppupéaatelmat

Kokeellisessa osuudessa Nocon testauksesta saatiin vaihtelevia tuloksia.
Suunniteltu testaus ei antanut riittdvasti laskettavia tuloksia eika tulosten
luotettavuutta voida taata. Suuntaa antavat tulokset nayttavat kuitenkin, etta
menetelmalléa on potentiaalia. Varsinaisten tuotantotilojen desinfiointiin
vaadittaisiin suurtehosumuttimesta huomattavasti suuremmille tilavuuksille

tarkoitettu versio, NocoMax-laite.

Nocospray on aerosolista vetyperoksidia eli sumua tuottava laite, joka eroaa
vetyperoksidindyry- eli HPV-teknologiasta. Aerosoli on kaasun ja
nestehiukkasten seos ja héyry kuumentamalla tuotettu kaasu, joka on lahella
nesteytymista. Vetyperoksidisumutin on yksinkertainen ja edullisempi laite,
mutta silla ei saavuteta yhta hyvaa desinfiointitulosta kuin HPV-laitteistolla. Fun
ym. (2012) tekemien tutkimusten mukaan sumutuksella vetyperoksidi ei jakaudu
tilassa tasalaatuisesti, jolloin desinfiointiteho on huonompi. Sumutuslaitteisto
kuten Nocospray sopii paremmin yksittaisten huoneiden kasittelyyn ja vaikutus
6-log itidtason biologisiin indikaattoreihin ei ole riittava suuremmallakaan
annoksella. Useammalla Nocospray laitteella tai NocoMax laitteella saataisiin
kaytettavaksi useampi suutin ja mahdollisesti parempi tulos. Tarvittaisiin
lisdtutkimusta kontrolloidummassa ymparistossa, standardoidulla menetelmalla
ja sammuttamalla ilmanvaihto kasiteltavasta tilasta. Tilaa ei oltu siivottu ennen
kasittelyd, jonka vuoksi pinnoilla oleva lika ja mahdollinen biofilmi on saattanut

estaa desinfiointiainetta padsemasta kontaktiin mikrobien kanssa.

HPV tekniikalla voitaisiin saavuttaa parempi mikrobisidinen teho, mutta
huomattavasti korkeamman pitoisuuden omaavat vetyperoksidiliuokset
herattavat omat huolensa kuten yhteensopivuus materiaalien kanssa,
sailytykseen ja tyoturvallisuuteen liittyvat asiat. Vetyperoksidi voimakkaasti
hapettavana aineena voi, erityisesti paastessaan kontaktiin orgaanisten
aineiden kanssa, aiheuttaa rajahdys- ja tulipalovaaran. Suurina pitoisuuksina
altistuminen hengitysteiden, ruuansulatuskanavan, ihon ja silmien kautta on

haitallista. Liuokset tulee sailyttaa alkuperaispakkauksissa, hyvin ilmastoidussa
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tilassa, erillaén palavista aineista ja lammonlahteistd, 4-25 °C lampdtilassa.
Tuotetta kayttdessa huolehdittava asianmukaisista henkildsuojaimista,
riittdvasta ilmanvaihdosta, tiedotuksesta ja ohjeen mukaisesta kasittelysta.
Tarpeen mukaan kasiteltava tila eristetaan teippaamalla ovet ja ikkunat.
Ulkopuolisen tilan vetyperoksidipitoisuutta suositellaan seurattavan esimerkiksi
kannettavalla kaasumittarilla altistumisen ehkdisemiseksi. Samoin varmistaa
kasiteltavan tilan vetyperoksidipitoisuus ennen uudelleenkayttéd. Turvallisuuden

takaamiseksi pitoisuuden tulisi olla alle 1 ppm. (Fu ym. 2012)

Nykyiseen Minncare Dry Fog laitteistoon verrattuna, niin pienemmalla kuin
isomalla Nocolla, saastettaisiin aikaa desinfiointiprosessissa. Noco kasittelyn
vaikutusaika on maksimissaan yhden tunnin, kun taas toisella laitteistolla
valmistajan suosittelema kontaktiaika on kaksi tuntia. Noco kasittelyn jalkeen
tilaa ei myodskaan ole tarpeen tuulettaa, kunhan suositeltu kontaktiaika tayttyy.
Noco menetelman tehoa ei kuitenkaan talla testauksella saatu osoitettua ja
Minncare Dry Fog seké Airol S kylmadesinfiointiaine vaikuttaa olevan
tehokkaampi itibvaikutukseltaan. Taméan testauksen perusteella johtopéaatoksia
tehosta ei voida tehd&, vaan tarvitaan lisatestausta kontrolloidummassa
ymparistdssa, jokaisella annostuksella useammalla maaralla toistoja, jotta

saadaan vertailtavia ja luotettavampia tuloksia.

Molemmat menetelmét, Noco ja MoonBeam ovat niin sanottuja 'no-touch’
laitteistoja. 'No-touch’ desinfiointisysteemit ovat automatisoituja siinad mielessa,
etta ne eivat vaadi manuaalista tyota esimerkiksi siivoojalta ja vapauttavat
operaattorin kasittelyn ajaksi muihin tehtaviin. Sen sijaan, etta pinnat
perinteisesti esimerkiksi pyyhittaisiin desinfiointiaineella henkilon toimesta, laite
hoitaa taman. Vapautuneen ty6ajan liséksi henkiloston altistumista
mahdollisesti haitallisille desinfiointiaineille voidaan valttaa, tarvetta

koulutukselle ei ole ja desinfioinnin tulos on tasalaatuisempi (Otter ym. 2013).

MoonBeam testauksesta saatiin Nocoon verrattuna huomattavasti parempia
tuloksia. Noco tulosten analysoinnissa nousseilta epakohdilta pystyttiin
valttymaan paremmin ja suunnitelemaan MoonBeam osuuden toteutus

paremmin. Naytteenotto sujui myos helpommin myéhemmassa vaiheessa,
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jolloin mahdollisilta naytteenottovirheiltd pystyttiin valttymaan

todennakoisemmin.

UVC-desinfiointiyksikkd soveltuu kohde yrityksen kaytt6on kemiallisen
desinfektion rinnalla kaytettavaksi nopeana ja helppokayttdisena menetelmana
pintojen mikrobiologisen laadun yllapitamiseksi. Optimaalinen kasittelyaika,
todennékoisesti 3 minuuttia, tulee viela maarittdd esimerkiksi laitekvalifioinnin
yhteydessa. Desinfiointikaytanto ja soveltuvat kayttokohteet tulee maarittaa
seka tarkka ohjeistus laatia yrityksen sisaiseen kayttoon. Soveltuvat
kayttokohteet voivat olla tuotanto- tai laboratoriotilojen prim&aripinnat erityisesti
olosuhdevalvonnassa nousseiden ongelmatilanteiden kohdalla. Henkiléston
turvallisuudesta on myds huolehdittava. EU:n tieteellisen komitean 2017
antamassa kannanotossa on esitetty vaatimukset kaytettavalle UVC-laitteelle ja
tyonantajalle sen kayttéonottoon liittyen. Vaatimuksiin kuuluvat muun muassa,
etta kasiteltdvaan tilaan mentéessa tai laitetta liikuttaessa laite sammuu
automaattisesti ja etta laitteen kanssa tyoskentelevét ovat saaneet
asianmukaisen koulutuksen ja ohjeistuksen seka tilanteen vaatiessa tarvittavat
henkilosuojaimet. Raja-arvot sallittavalle maaralle UVC-sateilya esitetaan
tarkemmin ISO-standardissa EN 1SO 15858:2016.
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Liite 1 Noco testauksen yksittaiset tulokset
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Taulukko 1 Nocolyse desinfioinnin tulokset mikrobiologian laboratorion siséisessa
toimistotilassa.
ma 5.12.2022 (3 mI/m330 min) ke 7.12.2022 (1 ml/m3 30 min)
Naytepiste
Ennen Jalkeen Ennen Jalkeen
Tuoli (CFU/25 cm?) 70 21 3 0
Poyta (CFU/25 cm?) 11 0 2 4
Kaapin hylly (CFU/25
pin hylly ( 18 13 0 0
cm?)
Lattia (CFU/25 cm?) 80 39 52 11
Nappéaimisté (CFU/25 | )
Ei otettu ® Ei otettu ® 18 0
cm?)
IIma (CFU/m?) 0 Ei otettu @ 2 1
@ Maanantaina 5.12 ei otettu sivelynaytteitd eikd desinfioinnin jalkeista aktiivista ilmanaytetta.
Taulukko 2 Nocolyse desinfioinnin tulokset D-puhtausluokan henkildsulussa.
ke 7.12.2022 t0 8.12.2022 pe 9.12.2022 ti 13.12.2022
Naytepiste (I mi/m330 min) | (1 ml/m®30min) | (1 ml/m®30 min) (6 mI/m3®60 min)
Ennen | Jalkeen | Ennen | Jalkeen | Ennen | Jalkeen | Ennen Jalkeen
Ovi C-tilaan
6 0 0 0 4 0 0 0
(CFU/25 cm?)
Ovi D-tilaan
1 9 5 0 0 0 5 0
(CFU/25 cm?)
Seina
6 1 5 1 0 0 1 0
(CFU/25 cm?)
Lattia
52 0 41 13 46 31 27 17
(CFU/25 cm?)
lIma . .
0 0 0 0 0 0 Ei otettu | Ei otettu
(CFU/m?3)
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Liite 1 Noco testauksen yksittaiset tulokset

Taulukko 3 Nocolyse desinfioinnin tulokset laboratoriotilassa

54

10 8.12.2022 (3 mi/m® | pe 9.12.2022 (3 ml/m*® | pe 6.1.2022 (6 mI/m360
Naytepiste 30 min) 60 min) min)
Ennen Jalkeen Ennen Jalkeen Ennen Jalkeen
Poyta (CFU/25
0 3 v 0 0 9 0
cm?)
Seina (CFU/25
0 1 ) 0 0 3 0
cm?)
Ovi (CFU/25
0 0 0 0 0 )
cm?)
Lattia
30 4 217 0 5 7 ©
(CFU/25 cm?)
llma (CFU/m?3) 0 10 0 0 Ei otettu Ei otettu

®) Tilassa kdaynyt henkilo ennen desinfioinnin jalkeista naytteenottoa. Todennéakdinen syy

ristiriitaisiin tuloksiin.

© Tilassa alipaine, joten tilaan mentéessa ulkopuolelta tullut ilma saattanut aiheuttaa

kontaminaation.

Taulukko 4 Nocolyse desinfioinnin tulokset sulkutilassa.

t0 8.12.2022 (2 mI/m330 min)

Naytepiste
Ennen Jalkeen
Seina (CFU/25 cm?) 0 0
Ovi (CFU/25 cm?) 1 0
Lattia (CFU/25 cm?) 18 3
llma (CFU/m?3) 0 0
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Liite 1 Noco testauksen yksittaiset tulokset

Taulukko 5 Nocolyse desinfioinnin tulokset WC tilassa.

55

t0 8.12.2022 (1 ml/m?330 min)

Naytepiste
Ennen Jalkeen
Lattia (CFU/25 cm?) 10 2
Seinéd (CFU/25 cm?) 100 15
Hana (CFU/25 cm?) 8 1

Taulukko 6 Nocolyse desinfioinnin tulokset D-luokan henkildsulkussa (bioindikaattoritestaus

Geobacillus stearothermophilus).

ti 13.12.2022 (6 ml/m3®60

Analyysi Inkubointiaika Liuska ]
min)
1. +
Steriiliystesti (+/-) 2. +
1 vrk
3. +
Positiviikontrolli (+/-) 4. +
Itiotason maaritys (CFU) 2 vrk 5. 1,6 - 10 CFU/liuska @

@ Kasitteleméattomien indikaattorien itiotaso 108 CFU/liuska eli ei muutosta.
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Liite 2 MoonBeam testauksen yksittéiset tulokset

Taulukko 9 MoonBeam desinfiointi 90 sekunnin ohjelmalla.

56

Pinta Paivamaara | Ennen (CFU/25 Jalkeen (CFU/25
cm?) cm?)

Poyté 6.1.2023 16 0
Tuoli 6.1.2023 4 0
Laatikosto 6.1.2023 38 1
N&appaimisto 9.1.2023 0 0
Naytto 9.1.2023 1 0
Lattia 6.1.2023 46 5
Lattia (pelkka) 6.1.2023 42 1
WC-istuin 6.1.2023 4 1
WC-paperiteline 6.1.2023 2 1
WC lattia 6.1.2023 10 2

Taulukko 10 MoonBeam desinfiointi 180 sekunnin ohjelmalla.

Pinta Paivamaara Ennen (CFU/25 Jalkeen (CFU/25
cm?) cm?)

Poyta 6.1.2023 0 0
Tuoli 6.1.2023 13 0
Laatikosto 6.1.2023 7 0
N&appaimisto 6.1.2023 4 0
Lattia 6.1.2023 36 0
Lattia (pelkk&) 6.1.2023 3 1
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Taulukko 11 MoonBeam desinfiointi 300 sekunnin ohjelmalla.

57

Pinta Paivamaara Ennen (CFU/25 Jalkeen (CFU/25
cm?) cm?)

Poyta 6.1.2023 8 0
Tuoli 6.1.2023 9 0
Laatikosto 6.1.2023 7 0
N&appaimisto 6.1.2023 0 0
Lattia 6.1.2023 4 0
Lattia (pelkka) 6.1.2023 3 0

Taulukko 12 MoonBeam desinfiointi 600 sekunnin ohjelmalla.

Pinta Paivamaara Ennen (CFU/25 Jalkeen (CFU/25
cm?) cm?)
Poyta 6.1.2023 9 0
Tuoli 6.1.2023 173 128
Laatikosto 6.1.2023 Ei laskettavissa, 0
leviava pesike ®
Nappaimisto 9.1.2023 4 0
Hiiri 9.1.2023 2 0
Lattia 6.1.2023 9 2
Lattia (pelkka) 6.1.2023 1 0
WC-istuin 6.1.2023 13 0
WC-paperiteline 6.1.2023 131 14
WC lattia 6.1.2023 70 21

@ Koko maljan peittava musta home.
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