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PUHDISTUSKEMIKAALIEN AIHEUTTAMA TOKSISUUS
SOLUVILJELMASSA

Merja Korkalainen', Arja Moilanen!, Leila Kakko®3, Maria Andersson®, Hanna
Leppinen', Martin Taubel!, Raimo Mikkola?, Anne Hyvirinen!, Emmanuelle
Castagnoli® ja Heidi Salonen *

!Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, Ympéristoterveys, Kuopio
2Tampereen ammattikorkeakoulu
3 Aalto-yliopisto, Rakennustekniikan laitos, Helsinki

THVISTELMA

Puhdistusaineita kédytetdédn laajasti niin kodeissa kuin ammattikdytossd. Niiden
kemikaaleilla saattaa kuitenkin olla haitallisia vaikutuksia liian suurina pitoisuuksina
kéytettynd. Téssd tutkimuksessa arvioimme viiden yleispuhdistusaineen aiheuttamaa
toksisuutta ihmisen puolustusjarjestelman soluilla mittaamalla solutoksisuutta ja
tulehdusreaktioiden kdynnistymistd. Kun soluja altistettiin ylldpitosiivoukseen
tarkoitettuja suosituspitoisuuksia suuremmille pitoisuuksille, solutoksisuus lisddntyi
huomattavasti. Tulokset osoittavat, ettd kdytdnnon siivoustydssi on tarkedd kayttaa
valmistajan suosittelemaa puhdistusaineen annostelua, koska puhdistusaineiden
toksisuus ndyttdd selvisti lisddntyvan suuremmilla pitoisuuksilla.

TAUSTAA

Puhdistusaineet siséiltdvit monia kemikaaleja, joita tarvitaan mm. pintajannityksen
vahentdmiseen, pH:n sddtdmiseen, desinfiointiin, liuottamiseen, valkaisuun, hankaaviin
ominaisuuksiin, hajustamiseen ja tuotteen sdilymisen parantamiseen. Osa niistd
kemikaaleista voi olla terveydelle haitallisia, etenkin jos puhdistusainetta kaytetdan
toistuvasti suurempina pitoisuuksina kuin tuotteen valmistaja on suositellut.

Puhdistusaineiden kemikaaleille altistutaan ihokosketuksen, suun ja hengityksen kautta.
Altistumisesta voi aiheutua herkistymisté ja allergioita, mutta myos erilaisia
hengitystieoireita ja astmaa on raportoitu puhdistusaineita runsaasti kdyttévilla
siivoojilla /1-2/. Toistaiseksi ei tiedetd, mitkd puhdistuskemikaalit ja -tuotteet ovat
haitallisimpia, mutta ainakin valkaisu- ja desinfiointiaineiden kaytt6, ammoniakki ja
suihkemuodossa kaytettdvit tuotteet on tutkimuksissa yhdistetty hengitystiesairauksiin
/3/. Puhdistuskemikaaleista mahdollisesti aiheutuvat terveyshaitat riippuvat altistumisen
madrastd eli siitd, miten vahvoja aineita kdytetdan ja miten usein niille altistutaan.
Suomessa desinfioivien ja valkaisevien puhdistusaineiden kéytt6 on kuitenkin
viahdisempdd Eteld-Eurooppaan verrattuna /4/.

Tassé tutkimuksessa tutkittiin viiden yleispuhdistusaineen aiheuttamaa toksisuutta
useina eri laimennoksina, joista mukaan otettiin aina alin ylldpitosiivoukseen suositeltu
pitoisuus. Toksisuutta testattiin ihmisen puolustusjérjestelmén soluilla mittaamalla
solutoksisuutta ja tulehdusreaktioiden kdynnistymistd. Tutkimus oli osa Suomen
Akatemian rahoittamaa Siivousmenetelmien kehittdminen haitallisen kemiallisen ja
mikrobiologisen altistumisen vahentdmiseksi koulurakennuksissa -projektia
(CleanSchool, 330150 ja 330151).
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MENETELMAT

Siivousaineet ja niiden laimennokset

Tutkimuksessa testattiin viittd erilaista yleispuhdistusainetta, jotka ovat yleisimmin
kaytettyjd padkaupunkiseudun kouluissa. Namaé kaikki siivousaineet soveltuvat kési- ja
konemenetelmin tehtdvaan ylldpitosiivoukseen seké pintapesuun.

Puhdistusaineista tehtiin laimennossarja PBS-liuokseen siten, ettd solujen
altistusmediumiin saatiin taulukossa 1 ilmoitetut pitoisuudet. PBS-liuosta kéytettiin
siten my0s negatiivisena kontrollina yhdessé pelkin kasvatusmediumin kanssa.
Testattavat pitoisuudet oli suunniteltu niin, ettd altistuksissa oli mukana
yllapitosiivoukseen suositeltu alin pitoisuus, joka puhdistusaineilla A ja C oli 0,04 %,
puhdistusaineella B 0,02 % ja puhdistusaineilla D ja E 0,1 %. Tama mahdollisti
puhdistusaineiden keskindisen vertailun, koska niiden laimentamattomat vahvuudet ovat
erilaisia.

Taulukko 1. Tutkimuksessa kéytetyt puhdistusaineet, niiden ylldpitosiivoukseen
suositellut pitoisuudet ja solujen altistuksessa kdytetyt pitoisuudet. Alin suositeltu
pitoisuus on alleviivattu.

Puhdistus- | pH Yllapitosiivoukseen Altistuksissa kdytetyt pitoisuudet
aine suositellut pitoisuudet (%)
(%)

A 8,2 > 0,04 0,5, 0,1, 0,04, 0,01, 0,001, 0,0001
B 8 0,02-0,12 0,5, 0,1, 0,02, 0,01, 0,001, 0,0001
C 10,5 | 0,04-0,2 0,5, 0,1, 0,04, 0,01, 0,001, 0,0001
D 8,5 0,1-0,5 0,5, 0.1, 0,04, 0,01, 0,001, 0,0001
E 10,5 | 0,1-0,5 0,5, 0.1, 0,04, 0,01, 0,001, 0,0001

Solumalli ja altistukset

Tutkimuksessa kéytettiin ihmisen monosyyttisolulinjaa THP-1 (American Type Culture
Collection), joka erilaistettiin makrofageiksi eli sydjasoluiksi. Makrofagit ovat
puolustusjarjestelmin soluja, jotka osallistuvat elimistdon tunkeutuneiden
vierasaineiden ja mikrobien poistamiseen ja ne vastaavat mm. tulehdusvasteisiin
liittyvien sytokiinien tuottamisesta /5/. Soluja kasvatettiin standardoiduissa olosuhteissa
RPMI-1640-solukasvatus-mediumissa, johon oli lisétty fetaaliseerumia, glutamiinia ja
antibiootteja /6/.

Altistuksia varten solut jaettiin 96- ja 24-kuoppalevyille tiheyteen 375 000 solua/ml
siten, ettd 96-kuoppalevyjen kuoppiin liséttiin 200 pl ja 24-kuoppalevyjen kuoppiin 1
ml solusupensiota. Monosyytteind olevat solut erilaistettiin makrofageiksi 50 nM
PMA:ta (forboli-12-myristaatti- 1 3-asetaatti) siséltdvassd kasvatusmediumissa 24 h ajan.
Erilaistamisen aikana THP-1-monosyyttisolut muuttuivat suspensiossa kasvavista
soluista pohjaan kiinnittyviksi makrofagisoluiksi.
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Solujen altistaminen aloitettiin pipetoimalla puhdistusaineista tehtyjd laimennoksia
suoraan kasvatusmediumiin, 10 pl 96-kuoppalevyjen kuoppiin ja 50 ul 24-
kuoppalevyjen kuoppiin. Puhdistusaineiden laimennossarja oli tehty niin, ettd soluille
saatiin taulukossa 1 ilmoitetut pitoisuudet. Soluja altistettiin 24 h ajan kahdessa
erillisessd kokeessa. Ensimmaéisessi kokeessa solujen altistusmediumeissa testattiin
pitoisuudet 0,1, 0,01, 0,001 ja 0,0001 % ja toisessa pitoisuudet 0,5, 0,1, 0,04 (tai 0,02) ja
0,01 %. Jokaista laimennosta pipetoitiin kuutena rinnakkaisena ndytteend 96-
kuoppalevyjen kuoppiin ja kolmena rinnakkaisena 24-kuoppalevyjen kuoppiin.

Analyysit

Altistetuista soluista méaritettiin solujen eldvyys WST-1-testilld heti altistuksen
paatyttya kayttamalla Cell Proliferation reagenssia (Roche). Altistuksen loputtua 96-
kuoppalevyilld kasvavilta soluilta poistettiin altistusmedium ja tilalle lisattiin WST-1-
reagenssi. Soluja inkuboitiin 1 h ajan, jonka jilkeen kuoppalevyiltd mitattiin
absorbanssit 450 nm:ssd kuoppalevylukijalla (Enspire Plate Reader). WST-testi mittaa
solujen metabolista aktiivisuutta, joka on verrannollinen solujen eldvyyteen.

Tulehdusta kdynnistidvien eli inflammatoristen TNFa- ja IL-13-sytokiinien erittymista
altistetuista soluista mitattiin 24-kuoppalevyiltd kerétyistd mediumeista Duo ELISA
TNFa- ja IL-1B-kiteilld (R&D Systems).

TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Vaikutukset solujen eldvyyteen

Solumallissamme testatut puhdistusaineet tappoivat ldhes kaikki solut 0,5 %
pitoisuudessa (kuva 1). Sen sijaan pitoisuudet 0,01-0,0001 % eivit endé olleet toksisia
soluille, vaan joissakin tapauksissa jopa kiihdyttivat solujen kasvua. Solutoksisin
puhdistusaine oli B, joka valmistajan suosittelemassa alimmassa yllépitosiivous-
pitoisuudessa 0,02 % tappoi ldhes puolet soluista. Vihiten toksisista puhdistusaineista D
ja E kaikki solut selvisivdt hengissd niille suositellussa 0,1 %:n
yllapitosiivouspitoisuudessa. Solutoksisuus lisdéntyi huomattavasti kaikilla
puhdistusaineilla, kun altistuksissa kaytettiin suosituspitoisuuksia suurempia
pitoisuuksia.
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Kuva 1. Puhdistusaineista A-E tehtyjen laimennosten vaikutus THP-1-makrofagisolujen
eldavyyteen 24 tunnin altistuksen jilkeen. Eldvyys on laskettu prosentteina pelkdin
kasvatusmediumin antamasta vasteesta ja kuuden rinnakkaisen néytteen keskivirhe on
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piirretty palkkeihin. Valmistajien suosittelemat alimmat ylldpitosiivoukseen tarkoitetut
pitoisuudet on merkitty mustilla palkeilla.

Vaikutukset sytokiinien tuottoon

Puhdistusainelaimennoksilla altistetuista soluista mitattiin tulehdusta kdynnistavien
sytokiinien TNFa ja IL-1 erittymisti. Puhdistusaineiden heréttima TNFa-vaste oli
kuitenkin niin vahdinen, ettd kuvassa 2 on esitetty vain IL-1f:n erittyminen altistetuista
THP-1-soluista. Kuvassa 2 ei esitetd niiden puhdistusainelaimennosten aikaansaamia
IL-1B-vasteita, joissa yli 50 % soluista oli kuollut, koska mittaus niissé tapauksissa ei
anna luotettavaa tulosta.
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Kuva 2. Puhdistusaineista A-E tehtyjen laimennosten vaikutus IL-1f-sytokiinin
erittymiseen THP-1-makrofagisoluista 24 h altistuksen jéilkeen. Kolmen rinnakkaisen
ndytteen keskivirhe on piirretty palkkeihin. Valmistajien suosittelemat alimmat
ylldpitosiivoukseen tarkoitetut pitoisuudet on merkitty mustilla palkeilla. Liian suuren
solutoksisuuden takia hyldtyt vasteet on merkitty #-merkilld.

Puhdistusaine B tuotti selvésti suurimman IL-1B-vasteen alimmassa suositellussa
ylldpitosiivouspitoisuudessa. Myds puhdistusaineiden D, E ja A herdttimait vasteet
alimmissa suositelluissa ylldpitosiivouspitoisuuksissa olivat kontrollitasoa suurempia,
kun taas puhdistusaine C aikaansai vasteen vasta alinta ylldpitosiivouspitoisuutta
korkeammassa pitoisuudessa eli 0,1 % pitoisuudessa. Ylldpitosiivouspitoisuutta
laimeammissa pesuainepitoisuuksissa (0,01-0,001 %) altistetut solut eivit erittédneet IL-
1B-sytokiinia kontrollitasoa enempéa.

Puhdistusaineiden vertailua

Verrattaessa keskenddn eri puhdistusaineiden herdttimii vasteita alimmissa
suositelluissa ylldpitosiivouspitoisuuksissa suurimman solutoksisen ja inflammatorisen
vasteen aiheutti puhdistusaine B. Puhdistusaineet D ja E olivat vain kohtuullisen
toksisia ja puhdistusaine A pystyi aiheuttamaan ainoastaan lievan inflammatorisen
vasteen. Puhdistusaine C oli ainoa, joka ei aiheuttanut ollenkaan toksisuutta
suositellussa ylldpitosiivouspitoisuudessaan.
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Puhdistusaineiden keskindiseksi toksisuusjirjestykseksi tuli C <A <D <E <B. On
huomattavaa, ettd sama jérjestys saatiin niin solutoksisuuden mittauksessa kuin
mitattaessa tulehdusreaktiota kdynnistavien sytokiinien tuottoa.

Tulosten tarkastelu

Tuotteiden valmistajien ylldpitosiivoukseen suosittelemat pitoisuudet sattuivat
tutkimuksessamme alueelle, jossa yksikéén testatuista puhdistusaineista ei tappanut yli
puolta soluista. Solutoksisuus lisddntyi huomattavasti vasta ylitettéessé suositellut
pitoisuudet. Niissd suuremmissa pitoisuuksissa immunotoksisia vaikutuksia ei voitu
endd luotettavasti madrittdd, mutta jo ylldpitosiivouspitoisuudessa saatiin mitattava
vaste, joka sitten heikkeni normaalitasolle pienempiin pitoisuuksiin mentédessa.

Tassa tutkimuksessa kdytimme alimpia yllapitosiivoukseen suositeltuja pitoisuuksia,
mutta pintapesuun ja kiinnittyneen lian poistoon suositellut pitoisuudet ovat suurempia.
Siten siivoojien altistuminen niissé tyovaiheissa on suurempaa. Kiytannon
siivoustyOssi saattaa myds helposti tapahtua niin, ettd laimennoksia tehddin erétarkasti
tai pesuaineita kdytetdan suositeltuja méérid enemmaén. Liian suurista kdyttoméaarista
tuskin on haittaa tilojen kdyttdjille, mutta siivoojien altistuminen on téllgin suurempaa.

Tutkimuksen tuloksia ei voi kuitenkaan suoraan soveltaa ihmisiin. Kéytetty ihmisen
puolustusjarjestelmin solumalli on herkké reagoimaan my6s vihemman toksisille
altisteille. Soluviljelmissé altisteet viedddn suoraan soluille, mikd eroaa ihmisten
altistumisesta, joka puhdistusaineiden kemikaaleille tapahtuu pddasiassa hengityksen
kautta.

Puhdistusaineiden kemikaaleille altistumista olisi mahdollista alentaa vihentdmalla
kéytettyjd kemikaalimdirid ja siirtymalld osittain kdyttamaan pelkkdd vesipesua.
Tyo6suojelurahaston rahoittaman SIBI (Siivouskemikaalien ja biosidien vaikutukset
sisdilman laatuun koulu- ja paivikotirakennuksissa) - tutkimushankkeen tulosten
mukaan hyviin siivoustulokseen paistiin my0s ilman péivittiistd puhdistusaineiden
kayttod. Vahdiset kemikaalimaarat eivit myodskddn huonontaneet sisidilman laatua /7/.

JOHTOPAATOKSET

Tulokset osoittavat, ettd siivouksessa on tarkedd kdyttdd valmistajan suositteleman
annostelun mukaisia puhdistusainepitoisuuksia, koska toksisuus ndyttdd selvésti
lisddntyvan suuremmilla pitoisuuksilla. Tassd tutkimuksessa kéytettiin alimpia
yllapitosiivoukseen suositeltuja pitoisuuksia, mutta joihinkin tydvaiheisiin, kuten
pintapesuun, suositellut pitoisuudet ovat suurempia. On kuitenkin huomattava, ettd
kéytdnnosséd puhdistusaineiden kemikaaleille altistutaan hengityksen kautta, eika
solutestin tuloksia voi néin ollen suoraan soveltaa ihmisiin kohdistuviin vaikutuksiin.
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