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Taman opinnéytteen puitteissa tehtiin Living lab -tapaustutkimus alakoulussa tutkien
antimikrobisten pintojen vaikutusta mikrobistoon kevaalla 2018. Antimikrobisten pintojen
avulla pyritaan vahentdmaan ihmisille haitallisten mikrobien maaraa pinnoilla ja nain myoés
pienentamaén taudinmuodostumista. Tutkimus tehtiin toimeksiantona Isku Interior Oy:lle.
Mikrobimaarityksia tehtiin maalis-huhtikuun 2018 aikana kuutena eri kertana.

Tutkimuksen aikana tutkittiin kvantitatiivisesti aerobisten kokonaisbakteerien maara seka
kvalitatiivisesti gram-negatiivisia bakteereita MacConkey-agarilla, enterokokit seka
Staphylococcus aureus maljakasvatusalustojen ja matriisiavusteisen laser-desorptio-
ionisaatio-lentoaikamassaspektrometrian avulla. Liséksi erillisella virusnaytteenotolla
tutkittiin 16ytyykd pinnoilta noro- ja adenoviruksia. Tutkimuksen edetessa mukaan lisattiin
myds ATP-mittarilla suoritetut pintahygieniatestaukset. Antimikrobisten pintojen mahdollista
vaikutusta lyhytaikaisiin sairastumisiin tutkittiin tilastollisesti kayttamalla hyvaksi koululta
saatua personoimatonta poissaolodataa puolen vuoden valiselta ajalta.

Maljakasvatusten tulokset seka antimikrobisilta etta vertailupinnoilta olivat hyvin alhaisia.
Kvantitatiivisista tuloksista on visuaalisesti nahtavissa kuvaajista, etta useimmissa
antibakteerisissa kalusteissa oli vahemman bakteereita kuin vertailukalusteissa. Pulpettien,
tuolien, opettajan pdydan, oven kahvan seka allaspdydén tuloksista saatiin seka t-testilla
etta yksisuuntaisella varianssianalyysilla tulokseksi, ettéa pintojen vélilla ei ole tilastollisesti
merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla. Tuolinrunkojen osalta yksisuuntaisella
varianssianalyysilla saatiin tulokseksi, etta pintojen valilla on tilastollisesti merkitsevaa eroa
95 %:n luottamustasolla. Kvalitatiivisten bakteeritutkimusten osalta ei [6ytynyt yhtaan
enterokokkeja tai Staphylococcus aureusta. MacConkey-agareilta 16ytyi joitakin
opportunistisia patogeeneja. Adenovirusta I6ytyi luokan oven kahvasta yhdella
naytteenottokerralla. ATP-mittauksen perusteella pinnat eivat olleet erityisen likaisia. ATP-
mittaustuloksilla ei 16ytynyt tilastollista riippuvuutta kvantitatiivisten mikrobitulosten kanssa.
Tutkittaessa poissaolotietoja huomattiin, etté oppilaiden poissaoloissa oli eroa eri
luokkahuoneissa.

Avainsanat antimikrobinen pinta, hopeafosfaatti, alakoulu
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This living lab case study on antimicrobial surfaces was done at an elementary school dur-
ing spring 2018. Antimicrobial surfaces can be used to minimize the amount of malign mi-
crobes thus reducing pathogens.

This study was commissioned by Isku Interior Oy and microbial testings were made during
March and April 2018. Samples were collected on six different times. The tests included to-
tal viable count, gram-negative bacteria on MacConkey agar, Enterobacteriaceae and
Staphylococcus aureus tests on culture plates and verification with matrix-assisted laser de-
sorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. Noro and adenoviruses were tested
with separate sampling. Surface hygiene was tested with ATP measuring device. The effect
of antimicrobial surfaces on short term sick leave was studied using un-personified absence
data from the school from a period of six months.

The quantitative results from the culture plates were low both on antimicrobial and compari-
son surfaces. Visually the quantitative results showed lower amount of microbes on antimi-
crobial surfaces. Studied desk, chair, teacher’s chair, door handle and washbasin results
show no statistical significance on confidence level 95 % between antimicrobial and com-
parison surfaces when t-test and one-way-ANOVA was run. The chair frame results
showed that surfaces had statistical significance on confidence level 95 %. On qualitative
analysis of bacteria, no Enterobacteriaceae or Staphylococcus aureus were found. Some
strains of opportunistic pathogens was found on MacConkey agar. Adenovirus was found
on door handle on one sample. ATP-measurements were also low and surfaces were not
especially dirty. There were no statistical correlation between ATP and quantitative microbe
results. When the absence data was studied, it showed that there was difference between
class rooms.
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1 Johdanto opinnaytetyéhon

Taman opinnaytetydn tavoitteena on tutkia hopeapartikkeleita sisaltavien
antimikrobisten pintojen vaikutusta bakteerien maaraan verrattuna vertailukalusteisiin.
Tehtavana oleva Living Lab -tyyppinen tutkimustyd on jatkoa syksylla 2017 Metropolia
ammattikorkeakoulun laboratorioanalytiikan Innovaatioprojektin tiimoilta aloitetuille
pintatutkimuksille, ja opinnaytetyd tehdaan toimeksiantona HygTech-allianssiin
kuuluvalle Isku Interior Oy:lle. Isku on yksi kuudesta yrityksesta, jotka kuuluvat tahan
suomalaiseen hygienian hallintaan liittyvien tuotteiden ja ratkaisujen kehittamiseen
erikoistuneeseen allianssiin. Tutkimusta varten Isku on marraskuussa 2017 sisustanut
Lounais-Suomessa olevaan peruskouluun kaksi luokkahuonetta kaksilla eri
pintamateriaaleilla varustelluilla huonekaluilla. Luokkahuoneissa opiskelee kaksi
alakoulun samalla vuositasolla olevaa luokkaa, joissa kummassakin on 23 oppilasta.

Koulussa on koneellinen ilmastointi.

Mikrobimaaritykset tehtiin maalis-huhtikuun 2018 aikana noutaen naytteet luokista
siivoamattomilta pinnoilta ennen uuden koulupaivan alkamista. Suurin  osa
laboratoriotutkimuksista tehtiin Metropolia Ammattikorkeakoulun laboratorioanalytiikan
tutkinto-ohjelman toimipisteen laboratoriossa. Alustavassa tutkimussuunnitelmassa
tavoitteena oli tutkia kvantitatiivisesti aerobisten eli hapellisissa olosuhteissa kasvavien
kokonaisbakteerien maara sekd kvalitatiivisesti gram-negatiivisia bakteereita,
enterokokit seka Staphylococcus aureus maljakasvatusalustojen avulla. Lisaksi erillisella
virusnaytteenotolla tutkittaisiin 16ytyyké pinnoilta noro- ja adenoviruksia. Tutkimuksen
aikana mukaan liséttin  my6s ATP-mittarilla suoritetut pintahygieniatestaukset.
Antimikrobisten pintojen mahdollista vaikutusta lyhytaikaisiin sairastumisiin tutkitaan
tilastollisesti kayttamalla hyvaksi koululta saatavaa personoimatonta poissaolodataa
marraskuun 2017 ja huhtikuun 2018 valiseltd ajalta. Ennen tutkimuksien aloittamista,
koululle toimitettin  vakioinnin  helpottamiseksi ja muutosten huomioimiseksi
kyselylomake (liite 1) sek& ohjeet jattaa tutkimuksen kohdepinnat siivoamatta todellisten

kosketuskontaminaatioiden esille saamiseksi.



2 Pintojen hygienia

Tulevaisuudessa huolenaiheena on, ettd infektioiden ehkéisya sekd hoitoa uhkaa
antimikrobinen resistenssi (AMR) eli mikrobien kehittdméa resistenssi antibiootteja
vastaan. Antimikrobinen resistenssi kasvaa, kun mikro-organismit muuntuvat
geneettisesti ajan myo6ta joutuessaan kosketuksiin antimikrobisten ladkeaineiden
kanssa. Antibioottien liiallinen maaraaminen ja vaarinkaytto lisaavat resistenssin kasvua.
Tallin olemassa oleva ladkeaine muuttuu tehottomaksi ja tartunnan saatua sairaus
saattaa pidentyd seka joidenkin tautien osalta myds todennakdisemmin aiheuttaa
invaliditeettia tai jopa kuoleman. Esimerkiksi Escherichia colin antibioottiresistenssin
takia nykyisin saatavilla oleva fluorikinoniantibiootti toimii vain alle puoleen tapauksista
monissa maissa. Myds Staphlylococcus aureuksen metisilliinille resistenttien kantojen
(MRSA) arvioidaan aiheuttavan kuoleman 64 % todenndkodisemmin kuin ei-resistentin
kannan sairastavalle. [1.] Euroopan tautienehkéisy- ja -valvontakeskus (European
Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) on jo vuonna 2015 arvioinut, etta
yhden vuoden aikana yli neljd miljoonaa ihmistd tulee saamaan terveydenhoitoon
liittyvan tartunnan EU:n jdsenmaissa ja ettd niistéd aiheutuu suoraan noin 37 tuhatta
kuolemaa johtuen p&dosin juuri moniresistenttisista Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa -bakteerikannoista. [2.] Normaaliarjessa
mikrobit voivat tarttua joko ilman valityksella, pisaratartuntana tai kosketuksen kautta
joko suoraan tartunnan lahteestéa tai kosketuspintavalitteisesti. Monien moniresistenttien

mikrobien yleisin leviamistie on kasikosketus [3.]

Tyypillinen kasipari majoittaa yli 150 erilaista uniikkia bakteerilajia. Parhaimmillaan
bakteeritiheys voi olla 107 solua per senttimetri. [4.] Coloradon yliopiston tutkimuksessa
késien mikrobistosta saatiin selville, ettd kdmmenen pinnalta 16ytyi kolme kertaa
enemman mikrobeja kuin otsasta tai kyynérpaasta ja saman verran tai jopa enemman
mikrobeja kuin suolistosta tai suusta. [5, s. 16.] Yhdessd Yhdysvaltalaisessa
tutkimuksessa kaytiin vuosina 1999-2003 I&pi yli tuhat erilaista pintaa jokapaivaisessa
ympaéristdssa, kuten toimistoissa, paivakodeissa, ravintoloissa, lentokentilla sek&
henkilokohtaisissa tavaroissa ja niista tutkittiin fekaalisten seké totaalisten koliformisten
bakteerien esiintyvyyden liséksi proteiini- ja biokemiallisia markkereita (kuten veri, virtsa
ja muut ruumiinnesteet). Tutkimuksessa isoimmat kontaminaatiotasot biokemiallisista
markkereista (46 % otetuista naytteista) 16ytyi paivakodista. Fluoresenssimerkkiaineen
avulla on pystytty todistamaan, ettd yli 86 % kontaminaatiosta siirtyy pinnalta toiselle
ka&sien valityksella. [6, s. 225-234.]



Koska osa bakteerikannoista selviytyy pitkidkin aikoja kuivilla pinnoilla, olisi toivottavaa,
etta pinnat tuhoaisivat mikrobeja. Esimerkiksi useimmat gram-positiiviset bakteerit kuten
enterokokit, Staphylococcus aureus tai Streptococcus pyogenes ovat viela
tartuntakykyisia useiden kuukausien jalkeen pinnoilla. Myds sairaalaperaiset
sienipatogeenit pystyvat elamaéan pinnoilla jopa nelja kuukautta. Viruksien osalta tilanne
on hieman parempi, silla useimpien lajien selvidminen pinnoilla ilman isantaé vaihtelee
noin muutamasta tunnista viikkoon, mutta joukosta l6ytyy suolistoon liittyvia viruksia

kuten hepatiitti A, polio ja rotavirus, jotka selvidvat pinnoilla parikin kuukautta. [7.]

Euroopan komissio on COST-yhteistyon kautta rahoittanut neljan vuoden ajan aloitetta
luoda tuotekehitystda, saatelyda sekd uusien antimikrobisten pinnoitteiden toimijoiden
sidosryhmia terveydenhoidon kautta hankittujen tartuntojen estamiseen. [8.] Jo vuonna
1971 perustettu Eurooppalainen tutkijaverkosto COST (European Cooperation in
Science and Technology) tukee tutkijoita innovaatioissa antimikrobisten pinnoitteiden
(AntiMicrobial Coatings, AMC) luomisessa infektioiden ehkaisemiseksi. [9.] Edella
mainittu organisaatio on ollut avustamassa muun muassa vaitdstutkimuksessa [10.] kuin
myods Iskun antibakteeristen lisdaineiden toimittajan BioCote’n tutkimuksissa. Euroopan
AMICI (AntiMicrobial Coating Innovations) -verkostoon kuuluu yli 60 yliopistoa,
tutkimusinstituuttia seka yritysta, joiden tavoitteena on uusien

terveysteknologiatuotteiden kayton kehittdminen ja kohdentaminen. [8.]



3 Mikrobien siirtyminen ja antimikrobiset ratkaisut

3.1 Mikrobien leviaminen kasien valityksella

Kontaminoitujen pintojen kautta kasikosketuksella bakteerien leviamista on tutkittu jo
useiden vuosikymmenien ajan ja bakteereja on tutkitusti enemman huokoisilla pinnoilla
kosteissa olosuhteissa. Kuudessa alakoululuokassa Seattlessa Yhdysvalloissa
tehdyssa tutkimuksessa selvitettin, mitkd pinnat luokassa ovat eniten
mikrobikontaminoituja. Tulokseksi saatiin, etta bakteeri- ja viruskontaminaatioilla ei ollut
korrelaatiota, joten korkeasta bakteeriluvusta ei voida paatella viruspitoisuutta. Eniten
bakteereita 16ytyi juomapisteen painonapista, kasikayttdisen kynénteroittimen kahvasta,
tietokoneen nappaimistoltd seké pesualtaan hanasta. Naille kaikille on yhteista se, etta
useat oppilaat kayttavat niitd paivan aikana. Pintoja joissa oli vahiten bakteereja, kaytti
vain yksi yksittainen oppilas. Tutkittavista pinnoista vahiten bakteereja |6ytyi pulpeteilta,
tuoleilta seka kahvoista molemmin puolin koko péaivan auki olevasta ovesta.
Tutkimuksella saatiin myds selville, ettd vaikka bakteerimaaria saatiin vdheneméaan
pintojen puhdistamisella, eivat erot olleet tilastollista merkitsevia. Pintojen
puhdistamisella oli kuitenkin merkitystd poissaoloihin ja vertailuluokassa oli yli kaksi

kertaa todennakdisempaa sairastua kuin erikoispuhdistetuissa luokissa. [11.]

Myds toisessa Yhdysvaltojen pennsylvanialaisessa alakoulussa tehdyssa tutkimuksessa
selvitettiin kasihygienian parantamisen ja poissaolojen yhteyttd kolmen kuukauden
ajanjaksolta ja tulokseksi saatiin, ettd testiryhmissd oli puolet vahemman
sairaspoissaoloja kuin kontrolliryhmissa. [12.] Yhdysvalloissa Ohiossa tehdyssa
kvasikokeellisessa tutkimuksessa oli hypoteesina, etta lisdohjeistamalla kasienpesussa
seka opettamalla hygienian tarkeydesta kayttamalla tieteellista
ongelmanratkaisulahtdkohtaista opetusmetodia saataisiin alakoulun viidesluokkalaisten
kasista petrimaljakasvatuksissa pienempia bakteerimaaria. Tulokseksi saatiin, ettd 41
prosentilla tutkittavista oppilaiden kéasistd saatujen bakteerien maara vahentyi
tutkimusmaljoilla. Lisaksi oppilaat kertoivat, ettd visuaalisen petrimaljakasvatus-
opetuksen jalkeen oli helpompi ymmartaa kasienpesun ja bakteerien vahentamisen

yhteys ja merkitys. [13.]



Kasienpesuun liittyvien tutkimustulosten meta-analysointi vuosina 1960-2007 saatiin
tulokseksi, ettd kasienpesu vahensi hengitystiesairauksia 20 %:lla seka mahaan ja
suolistoon liittyvia gastrointestinaalisia tauteja 31 %:lla. [14 s. 1376.]

3.2 Antimikrobiset materiaalit

Antibakteeriseksi pinnaksi voidaan sanoa pintaa, johon mikrobit eivat tartu tai jolta
vaihtoehtoisesti pinnan ominaisuudet tuhoavat mikrobeja. Kemiallisia antimikrobisia
pinnoitemateriaaleja ovat esimerkiksi kuparioksidi, titaanioksidi seka hopea. [15.] Yksi
vaihtoehto pintojen antimikrobisiksi strategioiksi on kosketusaktiiviset pinnat, jotka eivat
luovuta biosidiainesosia vaan esimerkiksi pintaan kiinnitetyt polymeeriketjut yltavat
bakteerisolun solukalvolle puhkaisten sen tai vaihtoehtoisesti pinnalla olevat positiivisesti
varautuneet kvaternaariset ammoniumkationit voivat irrottaa solukalvon fosfolipideita ja
nain tappaa bakteerin. Erityisesti jalkimmaisen pintarakenteen huomattiin olevan
bioaktiivinen pintavarauksen tiheyden vuoksi sek& gram-negatiiviselle E. colille etta
gram-positiiviselle Bacillus subtilikselle, vaikka itse polymeeriketju oli liian lyhyt

lavistdm&an solukalvon. [8.]

Bakteerit kiinnittyvat pintoihin kahdessa vaiheessa. Ensimmainen kiinnittyminen
tapahtuu nopeasti minuuteissa ja on reversiibelia kiinnittymista, missa Kiinnipitavat
voimat sekéa bakteerin ja pinnan valilld kasvaa hydrodynaamisten ja elektrostaattisten
vuorovaikutusten voimasta. Taméan oletetaan johtuvan rajapinnan nesteen haviamisesta,
bakteerin pintamolekyylien rakennemuutoksista seka soluvartalon asennonmuutoksesta
pinta-alan maksimoimiseksi. Toinen irreversiibeli vaihe pintaan kiinnittymisessa kestaa
useampia tunteja ja siina soluseinaman hydrofobiset alueet ovat van der Waalsin
vuorovaikutuksessa pinnan kanssa. Riippuen bakteerista pintaan Kkiinnittymisesta
palautuvasta reversiibelistd palautumattomaan irreversiibeliin liittyy lisaksi useita

proteiineja. [16.]

Yhtena vaihtoehtona ehkaistéd bakteerin proteiinien kiinnittyminen pintaan on luoda
pinnasta superhydrofobinen. Esimerkkeind superhydrofobisista pinnoista ovat
hierarkkiset nanorakenteet ja kahtaisioniset polymeerit, joissa molekyylirakenteessa on
seka anionisen ryhman negatiivinen varaus etté kationisen ryhman positiivinen varaus,
jotka molemmat tekevat pinnoista tarttumattomia bakteereille. Superhydrofobiset pinnat

perustuvat yli 150 asteen vesikontaktikulmaan, joka syntyy esimerkiksi lootuskukan



lehdellda mikro- ja nanorakenteiden yhteistyténd. Tarttumattomat pinnat estavat siis

bakteerin tarttumista pintaan, mutta ne eivat varsinaisesti tapa mikrobeja. [8.]

Monilla bakteereilla on piluksia seka fimbrioita eli erdanlaisia solun ulokkeita, joiden
avulla ne tarttuvat muihin soluihin tai ymparistddnsa. [17.] Monet bakteerit kiinnityttyaan
pintaan alkavat tuottamaan sokeri- ja proteiiniyhdisteitda, jotka muodostavat suojaavan
kerroksen solujen ympaérille. Tata bakteerien tuottamaan orgaanista ainetta kutsutaan
biofilmiksi.  Biofilmi lisdd huomattavasti bakteerisolujen kestavyyttd ulkoisia
stressitekijoitd kuten kuumuutta, happamuutta, desinfektioaineita ja mekaanista rasitusta
vastaan. Mita vanhemmasta biofilmista on kyse, sitd paremmin se kestdd mekaanista
rasitusta, joten sdanndéllinen pintojen puhdistus on tarkeda bakteerien eliminoimiseksi.
[18, s.370.]

Ruotsin ja Suomen yhteistydossa tekemdassa tutkimuksessa kartoitettiin yleisimmin
sairaalainfektioita aiheuttavaa Acinetobacter baumannii -bakteerin rakennetta seka sen
biofilmin muodostumista. Tutkimuksessa kaytettiin rontgenkristallografiaa, jossa
sironneiden rontgenséteiden avulla muodostettiin molekyylin kolmiulotteinen rakenne.
Rontgenkristallografian perusteella pystyttiin saamaan selville, ettd A. baumanniilla on
sormien omaiset Csu-pilukset, joiden avulla se pystyy I6ytamaan alustalta hydrofobisia
koloja seka tarttumaan niilla elottomille pinnoille. Joka suuntaan harottavat sormia
jaljittelevat kiemurat toimivat paremmin erilaisille pinnoille tarttumiseen kuin perinteinen
pili, joka vaatii taydellisesti yhteen sopivan tarttumiskuopan. Sama ominaisuus l6ytyy
todennakdisesti kaikilta bakteereilla, joilla on geenistdssaan vastaava kiinnittamista
koodaava domeeni. Sormien karkiin kiinnittyvat vasta-aineet estavat bakteeria
muodostamasta biofilmia, jolloin bakteerin levidmistd voidaan estdd. Yksi mahdollinen
keino vastaavien bakteerien leviamisen estamiseksi on vaihtaa hydrofobiset materiaalit
hydrofiilisiksi. [19.]

Uusimmilla tutkimuksilla on saatu lisétietoa kemiallisista vaihtoehtoisista antimikrobisista
materiaaleista kuten puusta. DI Tiina Vainio-Kailan vaitdstutkimuksessa saatiin selville,
etta tutkitut puupinnat olivat antibakteerisia verrattuna lasipintaan. Puupinnan
antibakteerisuus on useamman osatekijan summa ja antibakteeriset ominaisuudet eri
puulajien valilla vaihtelivat suuresti. Puun komponenteista ligniinilla (fenyyliryhmista
muodostuneesta aromaattisesta molekyylistd) sekd uuteaineilla (puusta vedelld,
metanolilla tai asetonilla liukenevilla aineilla) ja puusta haihtuvilla orgaanisilla yhdisteilla

(paaosin terpeeneilla, limoneeneilla seka aldehydeilld) on antibakteerisia ominaisuuksia.



Tutkimuksessa tutkittin  muun muassa MRSA, VRE (Vankomysiini-resistentti
enterokokki) seka E. coli -bakteereita ja riippuen bakteerista seké tutkittavasti puun
komponentista antibakteerisuus oli huomattavaa. [10.]

Koska terve ihminen itse sisaltdaa mikrobistoa ja siirtdéa sita pintakosketuksella paikasta
toiseen, on sangen eparealistista ja tarpeetonta luoda taysin steriilia ymparistod. Yksi
tulevaisuuden mahdollisuuksista on luoda ihmiselle harmittomia bakteerikantoja, jotka

kykenisivat omalla kasvullaan syrjayttamaan patogeeniset kannat pinnoilta. [5, s. 15.]

3.3 Hopean vaikutus mikrobeihin

Hopea on kiiltdva ja pehmea metallimainen alkuaine ja usein sitéa kaytetaan tavallisimmin
seoksina kuten sterling-hopeana. Sen kemiallinen merkki on Ag ja hopea tummenee
hitaasti ilmassa olevan rikin vaikutuksesta muuttuen mustaksi hopeasulfidiksi. [20.]
Metallimuodossa oleva hopea sekd epéorgaaniset hopeayhdisteet ionisoituvat veden,
ruumiin nesteiden ja solun tulehduseritteiden kanssa. lonimuodossaan hopea on
helposti vuorovaikutuksessa proteiinien, aminohappojen jaanteiden seka soluseinien
reseptoreiden kanssa niin nisakkailla kuin eukaryooteilla. Positiivinen hopeaioni tarttuu
elektronien luovuttajaryhmiin jolloin se sitoutuu reseptoreihin vierekkaisilla solupinnoilla.
Kun hopea on sitoutunut elektronin luovuttavaan reseptoriin se sulautuu solun sisélle
endosytoosilla seka fagosytoosilla. Pienissa pitoisuuksissa hopea on myrkyllistd vain
sille herkistyneille henkil6ille. [21.] Mikali hopeaa otetaan esimerkiksi suun kautta
runsaasti, se levidaa kaikkialle elimistoon, myds aivoihin. Ihmisessd hopean
puoliintumisaika on noin 50 vuorokautta mika tarkoittaa, ettd se poistuu hitaasti
elimistdsta. Liiallinen hopean nauttiminen johtaa argyriaan, jossa myrkyllinen maara
hopeaa muuttaa ihon siniharmaaksi. [22.] Mikali nanohopeaa joutuu jatevesiin
kasaantuen, talldin kohonneet hopeapitoisuudet voivat johtaa ongelmiin jatevesien

puhdistuslaitoksien mikrobistoissa seké vesieliostossa ymparistoon levitessaan. [23.]

Hopea on pienissakin maarissa myrkyllistéa erityisesti bakteereille, silla se nayttaa
yhdistyvan helposti tioliryhmien kanssa (-SH), joita on runsaasti bakteerien
entsyymeissd. Tama johtaa vioittuneeseen soluhengitykseen sekd RNA:n ja DNA:n
replikaation estymiseen. [21.] Hopean liittyessa ribosomeihin estyy proteiinisynteesi ja
alkaa plasmakalvon rappeutuminen. Lisaksi hopea tarttuu DNA:n emaspareihin ja estaa

DNA:n jakautumista. Kuollessaan bakteerisolut ikdan kuin horppdavat lisdd hopeaa



sisdéansa. [24; 25.] Normaaliin hopeaioniin verrattuna hopeafosfaatti-nanopartikkelien
antimikrobiset ominaisuudet nayttavat toimivan paremmin. Partikkelin pienesté koosta
johtuen silla on erityislaatuisia fysiokemiallisia ominaisuuksia kuten laajemmasta pinta-
alasta johtuva korkea kyky katalysoida seké& luoda reaktiivisia happiradikaaleja, mitka
ovat bakteereille myrkyllisempia. [26.] Hopea on yleisimmin kaytetty nanoteknologinen
metalli kuluttaja- ja sairaalatuotteissa. [23.]

Tutkittavana olevissa antimikrobisissa huonekaluissa on kaytetty BioCote®-
teknologiaan perustuvaa hopeafosfaattilasia, jossa hopeaionit on kiinnitettyna
fosfaattilasimatriisiin. [27.] Antimikrobisilla hopeaioneilla varustettujen kalusteiden
vaikutusta pinnoilla on tutkittu aiemminkin. Isossa Britanniassa tehdyssa tutkimuksessa
tutkittiin  hoitokodissa yli kahtakymmenta erilaista pintaa niin oven kahvasta
késienpesualtaaseen kuin sairaalavuoteisiin. Antimikrobisten ja vertailutuotteiden
pesdkelukuméaarista lasketun perusteella oli antimikrobisesti kasitellyissa tuotteissa
keskimaarin 94,8 % vdhemman bakteereita kuin vertailutuotteissa. [28.]

Toisin kuin voisi kuvitella, bakteerit voivat kehittyd hopealle immuuneiksi. Uppsalassa
Ruotsissa tehdyn vaitostutkimuksen mukaan sairaaloissa on syntynyt hopealle
vastustuskykyisia sairaalabakteerikantoja. Erailla bakteerisuvuilla kuten Enterobacter ja
Klebsiella, nayttdd resistenssi olevan olemassa jo ilman altistusta hopealle. Muille
esimerkiksi E. colille vastustuskyky voi siirtya kromosomin ja plasmidin horisontaalisella
ja vertikaalisella geenien siirtymisella. Hopearesistenttisyysominaisuus liittyy geenin
osaan, joka koodaa bakteerin vastetta muuttuneeseen tilaan ymparistéssa. Geeni silS
koodaa sensorikinaasientsyymia, joka aktivoi vastesaatelijaa silR. Geenimuunnos luo
solun pinnalle silCFBA-ulosvirtauspumppukompleksin, joka pumppaa solun sisaan
keraantyvaa hopeaa ulos solusta. Liséksi bakteerien on havaittu vahentavan
pintasolukon poriinikanavien maaraa, jolloin hopeaa valuu sisaan soluun vahemman
seka lisaavan periplasmisen hopeansitoojaproteiinin tuotantoa. [29.] Yhtena uhkakuvana
nahdaan, etta bakteerit voivat lisata biofilmituotantoaan seka antimikrobisten aineiden
hajottamista entsymaattisesti vahemman haitallisiksi, jolloin niiden vastustuskyky ko.

aineeseen kasvaa entisestaan. [23.]



4 Tutkittavat mikrobit

Mikrobit kuten bakteerit, hiivat, homeet ja virukset ovat lasna kaikkialla. Pelkastaan
esimerkiksi ilmassa on noin 100 bakteeria cm?3:ssa ja ihmisen hiuspohjassa on noin 1,5
miljoonaa mikrobia cm?:ssa. Luontaisesti ihmisessa olevat bakteerit tuottavat vitamiineja
elimistdn tarpeiksi sekd suojaavat haitallisilta bakteereilta tuhoamalla niita. Mikrobeja,
joista enin osa on bakteereja, on laskettu olevan yhteensa 1,5 kg aikuisessa ihmisessa.
Elaékseen ja lisdantydkseen mikrobit tarvitsevat kosteutta, ravintoa, sopivan lampdétilan

ja happamuuden sekd mahdollisesti myds happea. [30, s. 12-25.]

Paivittain ihminen altistuu vieraille mikrobeille, jotka eivéat aiheuta terveille henkil6ille
sairautta elimiston oman vastustuskyvyn ja immuniteetin takia. [3.] Lisdantyessaan
haitalliset mikrobit kuluttavat ihmisessé ravinteita ja aiheuttavat lisdantymispaikassaan
erilaisia haittoja eli infektio-oireita. [31, s. 202.] Infektioon johtaviin tartuntoihin vaikuttaa
saatavien mikrobien méara, yksilon elimiston vastustuskyky seka virulenssi eli mikrobin
taudinaiheuttamiskyky. [3.] Esimerkiksi enterohemorraagisen Escherichia colin eli
EHEC-bakteerin joidenkin kantojen infektioannos on vain 10 solua. [18, s. 66.] Bakteerit
ovat alkeistumallisia eli prokaryootteja, jotka pystyvat lisdantymaan ilman isantaa.
Bakteerien soluseindmat sisaltavat peptidoglykaania, mikd on ominaista vain
alkeistumallisille. [31, s. 202-203.] Virukset sen sijaan tarvitsevat lisaantyakseen

isantasolun, joka kykenee tuottamaan viruksen komponentteja. [31, s. 203.]

4.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus esiintyy yleisesti ymparistossa sekd ihmisissa, joissa sita
esiintyy suussa, nendssa seka iholla. Se on tavallinen markébakteeri, joka aiheuttaa
infektioita sekd vastustuskyvyltddn heikentyneille etta perusterveille henkildille. [32, s.
83.] Yleisyydesta kertoo, ettd bakteeria kantaa noin puolet ihmisista luontaisesti. [33.]
S. aureus on gram-positiivinen pallomainen kokki, joka  tuottaa
stafylokokkienterotoksiineja kasvuvaiheen aikana ymparistoonsd. Nama toksiinit
aiheuttavat ruokamyrkytysoireita, joita ovat vatsanseudun kipu, pahoinvointi, ripuli ja
oksentelu. [18, s. 62-64.] S. aureuksen soluseindma sisaltdd peptidoglykaania seka
teikkohappoja. Seka peptidoglykaaniin sitoutuneet seindmaproteiinit etta teikkohapot
aiheuttavat elimistéssa luonnollisen immuniteetin herdamisen ja tulehdusreaktion. [32,

S. 84.] S. aureus saa energiaa orgaanisista yhdisteista, se kasvaa seka hapellisissa etta
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hapettomissa olosuhteissa, kestaa hyvin suuria suolapitoisuuksia ja sailyy hyvin kuivissa
olosuhteissa. [18, s. 62-64.] Se kasvaa tavallisilla elatusaineilla helposti ja voidaan
erotella muista stafylokokkiryhnman bakteereista agglutinaatiotestilla, silla S. aureus
hyydyttad plasman ollen nain koagulaasipositiivinen stafylokokki. [32, s. 83.] S. aureus
aiheuttaa ongelmia varsinkin sairaaloissa, silla useimmat sen kannoista ovat kehittyneet
mikrobilaakkeille resistentiksi. Infektioita on hoidettu penisilliinilla, mutta osa S. aureus
kannoista tuottaa penisillinaasia, joka hajottaa penisilliinid. Naitd kantoja kutsutaan

yleisesti nimella metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus eli MRSA. [32, s. 89-90.]

4.2 Enterokokit

Enterokokki on normaaliin mikrobistoon tasaldmpdisten eldinten suolessa kuuluva
bakteeri. [34.] Enterokokkien esiintyminen viittaa ulosteperéiseen saastumiseen ja niista
kaytetddn usein ilmaisua fekaalinen tai suolistoperdinen enterokokki. Enterokokit
sailyvat ymparistossa pitkdan ja se on yksi merkittdvimmista sairaalapatogeeneista. [35,
s. 4425.] Vaikkakin nilla suolistossa yleisesti esiintyvilla enterokokeilla on vain vahainen
taudinaiheuttamiskyky, niiden antimikrobisten aineiden vastustuskykyiset lajit
aiheuttavat huolta. Enterokokit ovat erittdin muuntautumiskykyisid ja hankkivat seka
vaihtavat geeneja saaden resistenssia antimikrobisille aineille, kuten kefalosporiinille,
aminoglykosideille ja jopa vankomysiinille. Pelkona onkin, ettd ndma harmittomat
enterokokit levittavat resistanssimarkkerinsa muille patogeenisille lajeille. [36, s. 251-
252.] Enterokokkilajeista tavallisimmat ovat Enterococcus faecalis ja Enterococcus
faecium. [37.] Enterokokki aiheuttaa tavallisimmin virtsatietulehduksia. Potilaille jotka
ovat sairaalahoidossa, se voi aiheuttaa myds haavainfektion tai vakavan yleisinfektion.
[38.] Enterokokkien kantoja voidaan kayttaa sailidrehussa ja probiootteina
elintarvikkeissa. Opportunistinen mikrobi ei ole normaalisti taudinaiheuttaja ellei
isantaelion immuunijarjestelma ole heikentynyt. [18, s. 427.] Enterokokit ovat
fakultatiivisesti anaerobeja, eli ne pystyvat kasvamaan sekd hapellisissa etta
hapettomissa olosuhteissa ja ne kestavat hyvin suolaisia ymparistdja. Ne kykenevat
hajottamaan eskuliinia, sietavat sappisuoloja seka kasvavat laajalla lampdtila-alueella
(10-45 °C) ja korkeassa pH:ssa. [32, s. 126.]
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4.3 Gram-negatiiviset sauvabakteerit

Gram-negatiiviset bakteerit ovat bakteereja, joiden peptidoglykaania sisaltava
soluseinama ei varjaydy kristalliviolettivarjayksessa violetiksi. Enterobacteriaceae-
heimoon kuuluvat bakteerit ovat gram-negatiivisia kokki- tai sauvabakteereita, jotka eivét
muodosta itiditd, ovat fakultatiivisia anaerobeja, glukoosia fermentoivia ja
oksidaasinegatiivisia. [36, s. 308.] Heimoon kuuluu laaja kirjo bakteereja kuten Shigella-
, Salmonella ja Escherichia-sukujen bakteereja, joiden solurakenne muistuttaa toisiaan
ja niita esiintyy niin suolistossa kuin jatevesissakin. Ihmisissa yleisimmin esiintyvien
normaalimikrobistoon kuuluvien bakteerien erotteluun suolistopatogeeneista kaytetaan
bakteerien laktoosin fermentointikykyd. Na&ité laktoosipositiivisia bakteereja, mukaan
lukien E. coli, kutsutaan usein nimellda koliformit. [32, s. 177.] Laktoosipositiivisia
opportunistisia patogeeneja ovat E. colin lisaksi esimerkiksi Klebsiella-, Enterobacter- ja
Citrobacter- suvut. [36, s. 307.] E. colista on useita eri kantoja, joista osa on kantajalleen
hyodyllisia, silla ne pystyvat tuottamaan K-vitamiinia seka estaméan patogeenisempia
lajeja lisdantymasta ja valtaamasta alaa. Mikali E. coli paéasee leviaméan suolistosta
virtsaputkea ylos, se voi aiheuttaa virtsatieinfektion virtsarakkoon tai jopa munuaiseen.
Osa E. «coli -kannoista voivat aiheuttaa suolistoinfektioita. Esimerkiksi
enterohemorraginen E. coli, lyhyesti EHEC, aiheuttaa pahimmillaan veriripulia. [32, s.
178-180.] EHEC:ista johtuvan paksusuolen tulehduksen jalkitautina voi kehittya

munuaisten toiminnan héairié (HUS), anemiaa tai tajunnan hairioita. [39.]

4.4 Norovirus

Norovirus kuuluu kalikiviviruksiin ja se on yleisin vatsatauteja aiheuttava virus, jonka
taudinoireisiin - kuuluvat vatsakipu, pahoinvointi, oksentelu sek& ripulointi. [40.]
Norovirukset tarttuvat helposti ja vain 10-100 viruspartikkelia voi riittdd yksilon
tartuttamiseen. [41.] Ripuliulostegrammassa esiintyy miljardeja viruksia, joten ne
aiheuttavat helposti vatsatautiepidemioita. Viruksen aiheuttamaan tautiin ei ole
ladkehoitoa ja taudista parantunut potilas erittdé virusta vield useita paivia parantumisen
jalkeen, joten riittava kasihygienia ja pintojen huolellinen siivous ovat paras tapa ehkaista
tartuntoja. [42.] Norovirus on vaipaton ja sen perima on positiivijuosteista yksisaikeista
RNA:ta. Norovirus sietdd kuumennusta 65 °C:seen 30 minuuttia, vapaata klooria l&hes
1 mg/l ja Ph:n vaihtelua valilla 2,5-9,5 tuhoutumatta, joten viruksen infektiivisyytta on

vaikea saada poistettua [32, s.599.] Norovirusta ei pystyta kasvattamaan soluviljelylla,
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joten yleisin tunnistamiseen kaytetty keino on kaanteiskopiointigeenimonistus. [36, s.
826.]

4.5 Adenovirus

Adenovirukset kuuluvat Adenoviridae-heimoon ja niita 16ytyy joka puolelta ympéaristosta.
Virus on kestava ja pysyy elinkelpoisena viikkoja vaihtelevissa lampétiloissa niin pinnoilla
kuin liuoksissa. [36, s. 821.] Adenovirukset ovat vaipattomia, lineaarisia kaksisaikeisia
DNA-juosteisia viruksia. [32, s.603.] Enteeriset kannat, jotka esiintyvét luonnollisesti
suolistossa voivat aiheuttaa ripulia varsinkin lapsille. [43.] Tavallisimmin adenovirus
aiheuttaa hengitysteiden infektioita, mutta se voi johtaa myds korva- ja
nielurisatulehdukseen sekd keuhkokuumeeseen. Mydskaan adenovirusinfektioon ei ole
laakitysta. [44.] Adenovirusinfektioita esiintyy lapi vuoden ja oireettomia kaikista
virusinfektioista on noin puolet. Infektoituneet solut syntetisoivat virusproteiineja ja
taydellisen infektiosyklin jalkeen solun hajotessa voi vapautua 50 000 - 100 000 uutta
viruspartikkelia. [32, s. 501-502.] Adenovirus voidaan tunnistaa soluviljelyn tai
nukleiinihappomonistustestin eli polymeraasiketjureaktion avulla. [36, s. 822.]
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5 Tutkimuksen suoritus ja kaytetyt menetelmat

Naytteenottoja suoritettiin 13.3.—24.4.2018 yhteensa kuutena kertana. Naytteita otettiin
yhdestd Iluokkahuoneesta, jossa on normaaleilla pintamateriaaleilla varustetut
huonekalut seka vastaavasta Iuokkahuoneesta, johon oli toimitettu Iskulta
antibakteerisella aineella kasitellyt pulpetit, tuolit ja opettajan poyta seka Abloylta oven
kahva. Kahvasta naytteitd kerattiin vasta kolmannella testinottokerralla asennuksen

myo6hastymisen vuoksi.

Naytteenotot suoritettiin kayttden 10 x 10 cm:n sapluunaa, steriilia naytteenottopuikkoa
seka testiputkessa olevaa neutralisoivaa 5 ml:n viskoosiliuosta (Deltalab Neutralizing
viscose swab, #200399). Myos ATP-mittauksessa kaytettiin 10 x 10 cm:n sapluunaa ja
lisdksi 3M™ Clean-Trace™ Test -naytteenottopuikkoja seka Biotrace UNI-LITE NG2 -
luminometri& tuloksien analysoimiseen. Viruksien osalta analyysit suoritettiin Helsingin
yliopiston Elainlaéketieteellinen tiedekunnan Elintarvikehygienian ja ymparistoterveyden
osastolla.  Bakteeritutkimukset  suoritettin ~~ Metropolia ~ Ammattikorkeakoulun
laboratorioanalytiikan tutkinto-ohjelman laboratoriossa. Tutkimuksen kvalitatiivista
tunnistusta varten tehtiin esikasvatus rikastamalla 1 ml naytettda 9 miln
tryptonisoijaliemeen ja kasvattamalla bakteereita 3 vrk:n ajan 37 °C:ssa. Rikastuksen
jalkeen sekda CHROMagar™ Staph aureus-, BBL Enterococcosel- ettd Mac Conkey-
agarille levitettin 100 pl naytettéa pintalevityksend. Rinnakkaisnaytteitéa kasvatettiin 37
°C:ssa yhden vuorokauden ajan, jonka jalkeen niista tutkittiin tulokset visuaalisesti.
Positiivisen tuloksen antaneista maljoista tehtiin yhden vuorokauden jatkoviljely
veriagarila 37 °C:ssa ja kasvaneista Vviljelyistd valittin useita selkeita
pesakkeita mitattavaksi matriisiavusteisella laser-desorptio-ionisaatio-

lentoaikamassaspektrometrilla, Maldi-Tof Ms (Vitek MS).

5.1 MacConkey-agar

Maljakasvatusalusta MacConkey-agar (MAC) on selektiivinen agar gram-negatiivisten
bakteerien eristdmiseen seké tunnistamiseen naytteestd. MacConkey-agarissa olevien
sappihappojen suolat sek& kristallivioletti inhiboivat suurelta osin gram-positiivista
mikrobikasvustoa, jolloin alustalla kukoistavat gram-negatiiviset bakteerit. [45.] Eri lajien
tunnistamiseen kaytetaan laktoosisokerin kdymisesta johtuvaa pH:n muutosta. Taman

pH-muutoksen havaitsemiseen kaytetdan indikaattorina neutraalin punaista. [46.]
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Laktoosinegatiiviset bakteerit, kuten salmonella ja shigella, eivat kaytd laktoosia
energian tuottamiseen. Ne kayttdvat sen sijaan peptonia, jolloin muodostuu pH:ta
nostavaa ammoniakkia. Tama johtaa varittdimien ja lapikuultavien pesékkeiden
muodostumiseen. Laktoosia kayttavat bakteerit, kuten Escherichia coli, Enterobacter ja
Klebsiella hajottavat laktoosia, jolloin muodostuvat hapot reagoivat sappihapposuolojen
kanssa laskien agarin pH:ta. N&in pesakkeiden ympérille muodostuu joko
vaaleanpunaisia ja punaisia peséakkeita tai pesakkeita joilla on vaaleanpunainen halo.
[47.]

5.2 CHROMagar™ Staph aureus

CHROMagar™ Staph aureus -agaria kaytetdan erottamaan naytteista Staphylococcus
aureus. Agarilla S. aureus muodostaa vaaleanpunaisia tai lilaan vivahtavia pesakkeita.
[48.] CHROMagar™ Staph aureus -kasvatusalustalla olevat selektiiviset ainesosat
estdvat gram-negatiivisten mikrobien, hiivojen seka joidenkin gram-positiivisten
kokkibakteereiden kasvua. Kromogeeniseos sisaltdd keinotekoisia substraatteja
(chromogen), jotka hydrolysoituessaan entsyymien kanssa vapauttavat liukenematonta
variyhdistetta. S. aureus muodostaa malvan varisia pesakkeita. Siniset, vihrean-siniset
seka varittomat pesakkeet ovat muiden bakteerien aiheuttamia. Kaikki positiiviset
tulokset tulee jatkotutkia mahdollisten muiden stafylokokkikantojen poissulkemiseksi.
[49.] Esimerkiksi on todettu, etta jotkut Micrococcus luteus -kannat muodostavan malvan
varisia pesadkkeitd. CHROMagar™ Staph aureus -agar on silti herkempi ja antaa
vahemman virhepositiivisia tuloksia kuin kasvatus perinteisilla HBA (5% horse blood

agar) tai mannitolisuola-agar maljoilla. [50; 51.]

5.3 BBL™ Enterococcosel™ -agar

Maljakasvatusalusta BBL™ Enterococcosel™ -agar on selektiivinen kasvualusta
enterokokkien erotteluun seka laskemiseen. Agarissa oleva natriumatsidi estaa gram-
negatiivisten mikro-organismien kasvun ja lisdksi silla kaytetdan haran sappea
ehkadisem&an muita gram-positiivia bakteereita. Enterokokkibakteerit pystyvat
hajottamaan eskuliinia, jota muut streptokokit eivat pysty. Enterokokit hydrolysoivat

glykosidin ja eskuliinin eskuletiiniksi ja glukoosiksi. Eskuletiini reagoi rautasuolojen,
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rauta-ammoniumsitraatin kanssa muodostaen tumman ruskeita tai mustia yhdistelmia.

Enterococcus faecalis muodostaa talla eskuliinisappiagarilla tummia peséakkeita. [52.]

5.4  ATP:n méaaritys luminometrilla

ATP eli adenosiinitrifosfaatti on energian siirtoon kaytetty yhdiste soluissa. [53, s. 5.]
Kaikki solut, niin eldin- kuin kasvisolut, vapauttavat ymparistdonsa ATP:ta. [18, s. 148.]
Mikrobit kayttavat ravinnonldhteend soluja sekd niiden hajoamistuotteita. Lisaksi
bakteerit muodostavat pinnalle asetettuaan naista solujen osasista suojaavan biofilmin
ympaérilleen. ATP-mittauksessa kaytetaan hyvaksi ATP:n kykya muodostaa lusiferiinista
valoa reagoidessaan yhdessa hapen, magnesiumin seka lusiferaasientsyymin kanssa.
[53, s. 5-7.] Seka lusiferiini etta lusiferaasi on eristetty tulikdrpasesta, jolla bioluminenssia
esiintyy luonnossa. Naiden edella mainittujen molekyylien kemiallisessa reaktiossa
syntyva valo mitataan luminometrilla, joka antaa tulokset suhteellisina valoyksikkoind
(RLU, relative light unit). [18, s. 148.] Vaikka menetelma ei mittaa mikrobien maaraa,
saadaan silla selville testatuilla pinnoilla olevat kaikki eloperéiset ainekset, kuten
ihokontaktin tuomat epépuhtaudet, ruoka-ainejaamat seka mikrobit. [53, s. 7.]

Luminometrilla saatavat tulokset vaihtelevat naytteenottolaitteittain ja laitetoimittajan
sivustolla on annettu hyvaksyttavan puhtauden raja-arvoksi sairaalaolosuhteisiin 250
RLU. [54.] Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HUS) Sairaalahuolto ja
laitoshygieniapalvelut HUS-Desiko on jaotellut ATP mittaustulokset seuraavasti: Alle 300
RLU:n tuloksella pinnalla on jonkin verran eloperéista likaa. Kun RLU on 300-3000, on
pinnalla runsaasti eloperaistd likaa. Yli 3000 RLU:ta kertoo jo erittdin runsaasti
eloperdista likaa olevasta pinnasta. [55, s. 11.] The Worldwide Cleaning Industry
Association ISSA maarittelee puhtaudenmittausstandardissaan, ettd pulpettien
siivouksen katsotaan olevan tehokasta kun mittaukseen kaytetylla laitteella 3M (Uni-Lite
NG) saadut RLU-arvot ovat alle 109. Siivousta tulee parantaa kun arvot ovat 110 ja 250
valilla ja siivous todetaan tehottomaksi yli 251 RLU-arvoilla. [56, s. 14.] Tehokkaalla
siivouksella voidaan vahentdd pintojen biologista lastia, jolloin my6ds RLU-arvot
pienenevat. Taman siivouksesta tulevan ATP-tasojen laskun on todistettu olevan

yhteydessa myds viljeltéavien bakteerien maaran vahenemiseen. [57, s. 343-345]
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5.5 Identifiointi massaspektrometrilla

Matriisiavusteinen laser-desorptio-ionisaatio-lentoaikamassaspektrometrian
toimintaperiaate perustuu partikkeleiden erotteluun massan, varauksen seka matka-ajan
perusteella. Laitteen kolme paakomponenttia ovat ionildhde, massa-analysaattori seka
detektori. Nayte sekoitetaan matriisiaineeseen kuten kanelihappoon (CHCA), joka
absorboi  voimakkaasti  lasersateen  aaltopituutta.  Matriisi-nayteyhdistelman
vuorovaikutus varmistaa sen, etta itse naytteen valon absorbointiominaisuuksilla ei ole
valid. lonilahde, esimerkiksi typpilaserpulssi hoyrystaa matriisi-naytteen, jolloin
molekyylit samanaikaisesti ionisoituvat kun varaukset siirtyvat analyyttimolekyylien ja
matriisiaineen valilla. Suuressa alipaineessa ionisointikammiossa pulssitettu nayte-
matriksi  siirtyy massa-analysaattoriin  séhkokentan kiihdyttdmana, jolloin ionit
erottautuvat nopeuden mukaisesti; nopeuden joka perustuu ionin massaan ja
varaukseen. Tyhjidssa ionit eivat térmadile toisiinsa, jolloin magneettikentédn tyhjiossa
lentavat ionit erotellaan nopeusjarjestyksessdan ja lasketaan saaden selville jokaisen
signaalin muodostaman massa-varaus luku (m/z), joka on verrannollinen lasnéolevien
ionien maaraan. [58, s. 41- 49.] Saaduista signaaleista muodostetaan kuvaaja eli
massaspektri. [59.] Mikrobien identifioinnissa massaspektrien vaihteluvali on 2 000-20
000 m/z. [60.] Koska matriisiavusteinen laser-desorptio-ionisaatio-
lentoaikamassaspektrometri pystyy kasitteleméén hyvin pienia pitoisuuksia eli esim.
proteiininen pikomolaarisia pitoisuuksia seka analysoimaan monimutkaisia seoksia,
voidaan sen avulla karakterisoida bakteereja. Jotta bakteereista saataisiin luotua
mahdollisimman luotettava sormenjalkispetri, kaytetddn tunnistamiseen ribosomaalisia

proteiineja, joiden osuus solun massasta on noin 3 %. [58 s. 51-54.]
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6 Tutkimuksen tulokset

6.1 Kvantitatiiviset tulokset

Tutkimuksen antimikrobisella aineella paallystettyja kalusteita ovat pulpetit, tuolit, tuolin
rungot, opettajan poyta sekd oven kahva. Tutkimuksella haluttin myos selvittaa,
siirtyvatké antimikrobiset ominaisuudet muille pinnoille kasikosketuksella ja néain ollen
naytteita otettin myo6s luokkahuoneissa olleista allastasoista, joiden pinnat olivat
tismalleen samanlaiset. Jokaisesta otetusta naytteestda tehtiin kaksi rinnakkaista
viljelymaljaa, joiden pesakkeiden lukuma&arien keskiarvosta on laskettu peséaketta

muodostavien yksikdiden (pmy) maara sataa neliésenttimetria kohden.

Mikali siirrostetuilla maljoilla ei kasva mitdéan ja tulos on nolla, voidaan tama tulos ilmaista
joko vahemman kuin 5 pmy/100cm? tai vaihtoehtoisesti todeta, ettéa organismeja ei ole
havaittavissa ja tulos on 0. [61, s. 30.] Visuaalisen selvyyden vuoksi kaikki maljojen
tulokset on ilmoitettu taulukossa numeerisessa muodossa. Johtuen otoskoon
vahyydesta seka saatujen tulosten pienuudesta on tilastollisten analyysien tuottaminen
aineistosta haastavaa. Esimerkiksi laskettaessa uskottavuusepa&maaraindeksia, jolla
voidaan maarittdd tuloksen epavarmuus, ei epavarmuutta saada laskettua ollenkaan

tuloksille 0 pmy/100cm?.

Tilastollisten menetelmien, kuten varianssi- ja t-testien, vaatimuksena on etta aineisto on
normaalijakautunutta. [62.] Tutkittaessa aineistoa histogrammista silmémaaraisesti
voidaan todeta, etteivat mitkdan saaduista tuloksista ole normaalijakautuneita. Jotta
mikrobiologiasta johtuvaa vaihtelua saadaan hieman pienennettyd ja keskihajontaa
paremmin arvioitua, voidaan tuloksia muuntaa ottamalla niista luonnollinen logaritmi. [63,
s.25.] Tutkimuksen alkuperdisille pesakelukuméaaratuloksille tehtiin  muunnos:
muunneltu=In(alkuperainen tulos+1) eli tuloksiin on lisétty vakio +1 seka otettu
luonnollinen logaritmi. Tilastollisiksi testeiksi saaduista muunnelluista tuloksista on tehty
seka yksisuuntainen varianssianalyysi (ANOVA) etta t-testi. Muunnetuista tuloksista on

kaanteismuuntamalla saatu uudet suureet keskiarvoiksi seka luottamusvaleiksi.

Yksittaisen mittausarvon 95 %:n luottamusvalin yla- ja alarajat on laskettu kayttéden
standardin SFS-EN ISO 8199 mukaisia laskukaavoja:
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o It vz -
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joissa Z=pesdakkeiden yhteenlaskettu maara, Vix= alkuperdisen naytteen

kokonaistilavuus & Vs=standarditilavuus. [61, s. 26.]

Tamaén jalkeen luottamusvaleista on laskettu suhteellinen epdvarmuus uy kaavalla:

In(x,) — In(xg
0y - n(x,) = n(x,) 3)

jossa xy=ylaraja ja x,=alaraja. [63, s.34.]

Kaikkien tutkittujen  pintojen  pesakelukumaédrien  muunnettujen  suureiden
k&anteismuunnetut keskiarvot seka suhteelliset epdvarmuudet on lueteltu alla olevassa

taulukossa (Taulukko 1). Taulukossa on myds ilmoitettu otosmaara.

Taulukko 1. Muunnettujen suureiden avulla lasketut pesékelukumaarien keskiarvot ja
suhteelliset epavarmuudet seké naytemaarat.

Tutkittava Keskiarvo Suhteellinen Naytemaara
huonekalu (pmy/100cm?) | epavarmuus (% / uy) | (kpl)
Antimikrobiset pulpetit 8 61% 12
Vertailupulpetit 11 62% 12
Antimikrobiset tuolit 9 45% 12
Vertailutuolit 19 49% 12
Antimikrobinen opettajan poéyta 9 95% 6
Vertailuopettajan poyta 25 56% 6
Antimikrobiset tuolin rungot 22 73% 5
Vertailutuolin rungot 100 43% 5
Antimikrobinen oven kahva 14 33% 4
Vertailuoven kahva 6 133% 6
Antimikrobisen luokan allaspdyta 29 48% 6
Vertailuluokan allaspoyta 12 112% 6
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Antimikrobisia kalusteita sisaltdvan luokan muuntamattomat tulokset on alla (Taulukko
2). Saadut tulokset vaihtelevat 0-178 pmy/100cm?2. Epavarmuudet on ilmaistu
prosenttiosuuksina saadun pesakelukumdaran jaliessa ja nollatulosten osalta

epavarmuus on ilmoitettu pesakelukumaarana (<5 pmy/100cm?).

Taulukko 2. Antimikrobisia  kalusteita sisaltdvan luokkahuoneen pesékelukumaarien
alkuperaiset tulokset (pmy/100cm?) seka epavarmuus % tai pmy-estimaatti.

Paivamaara | Pulpetit Tuolit Opettajan | Tuolin Oven Allaspoyta
poyta runko kahva (ei antim.)

13.3.2018 0 (<513 0 (<5 5

Est.) (uy=42%) | Est.) (uy=42%)
13.3.2018 0 (<513

Est.) (uy=42%)
21.3.2018 13 33 13 35 48

(Uy:2 l%) (Uyzlz%) (Uy:2 1%) (Uy:lz%) (Uyzlo%)
21.3.2018 20 10

(uy=16%) | (uy=24%)
27.3.2018 10 45 20 104 9 30

(Uy:24%) (Uyzlo%) (Uy:le%) (Uy:7%) (Uy:23%) (Uyzlg%)
27.3.2018 30 0 (<5 Est.)

(uy=13%)
10.4.2018 3 48 15 12 23 20

(U=42%) | (U,=10%) | (y=19%) | (Uy=22%) | (U=15%) | (uy=16%)
10.4.2018 178 5
(Uy:5%) (Uy:30%)
17.4.2018 40 3 75 6 12 60
(U=16%) | (U,=42%) | (Uy=8%) | (Uy=28%) | (Uy=22%) | (uy=10%)
17.4.2018 30 45
(Uy=13%) | (u,=10%)

2442018 |0 (<58 3 29 15 58
Est.) (UW=24%) | (W=42%) | (u=13%) | (Uu,=19%) | (u,=10%)
2442018 |5 8

(Uy:30%) (Uy:24%)

Vertailuluokan kalusteiden muuntamattomien pesékelukumaarien tulokset on esitetty

taulukossa 3. Saadut tulokset vaihtelevat 0-453 pmy/100cm?.
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Taulukko 3. Vertailukalusteita sisaltdvan luokkahuoneen pesakelukumaarien alkuperéiset
tulokset (PMY/100cm?) seka epavarmuus % tai pmy-estimaatti.

Paivamaara | Pulpetit Tuolit Opettajan | Tuolin Oven Allaspoyta
poyta runko kahva

13.3.2018 0 (<5 | 60 5 0 (<5 | 0 (<5 Est.)
Est.) (uy=9%) (uy=30%) Est.)

13.3.2018 0 (<510 (<5
Est.) Est.)

21.3.2018 50 85 50 191 0 (<515
(uy=10%) | (uy=11%) | (uy=10%) | (uy=5%) | Est.) (uy=19%)

21.3.2018 160 185
(uy=9%) | (uy=5%)

27.3.2018 38 25 30 162 6 3

(W=12%) | (uy=14%) | (U,=13%) | (W=5%) | (u;=28%) | (U,=42%)
27.3.2018 |3 5
(Uy=42%) | (uy=30%)
10.4.2018 | 13 5 15 145 453 178
(UW=21%) | (u=30%) | (U,=19%) | (L,=6%) | (u=33%) | (u,=5%)
1042018 |0 (<5 ] 13

Est.) (uy=20%)
17.4.2018 50 13 18 58 0 (<5135
(uy=10%) | (W=20%) | (Uy=17%) | (uy=9%) Est.) (uy=12%)
17.4.2018 20 10
(uy=16%) | (uy=24%)
24.4.2018 18 23 110 41 44 13

(Uy:17%) (Uy:ls%) (Uy:7%) (Uy:l 1%) (Uy:l 1%) (uy:20%)
24.4.2018 35 85
(Uyzlz%) (Uy:8%)

Saatuja tuloksia voidaan visuaalisesti vertailla Box & Whiskers -kuvaajien avulla. Box &
Whiskers -kuvaajaa, jota myo6s laatikko ja jana tai box plot -kuvaajaksi kutsutaan, on
erittdin hyva jakaumien kuvaamiseen. Ns. “laatikon” sisaan sijoittuu 50 %
havaintopisteistd. Laatikon siséllda oleva viiva kuvaa mediaania eli otoksen
keskimmaisinta arvoa. Laatikoista ldhtevien viiksien paat ovat maksimissaan 1,5-
kertaisen laatikon paksuuden paassa olevia aineiston havaintopisteita. Rasti laatikon
sisélla on kaikista havainnoista laskettu keskiarvo. [64.] Mikali aineistossa on havaintoja,
joiden arvo poikkeaa 1,5-kertaisesti laatikon yla- ja alareunan valisista arvoista, ne
piirretdan kuvaajaan palloina. Naita laatikon ulkopuolella olevia tuloksia kutsutaan

poikkeaviksi arvoiksi. [65.]

Pulpettien pesakelukumaarien kuvaajasta (kuva 1) voidaan n&hd&, ettd pinnoissa on

vain vahan eroa.
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Kuva 1. Box & Whiskers-kuvaaja pulpettien peséakelukumaarista (tulokset pmy/100cm?)

R-ohjelmalla tehdysta kuvaajasta on nahtavissa, ettd molempien pintojen tuloksissa on
korkealla laatikon ylapuolella olevia poikkeavia arvoja, jotka ovat silti todellisia saatuja
arvoja. Eli kyseisena naytteenottohetkena kohteena olevan pinnan mikrobipitoisuudessa
on ollut selkeaa lisdystd muihin naytteenottohetkiin verrattuna. Seké t-testilla etta
yksisuuntaisella varianssianalyysilla saadaan tulokseksi, ettd pintojen valilla ei ole
tilastollisesti merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla (p= 0,7122). Muunnettujen
suureiden kaanteismuunnettujen keskiarvojen ero antimikrobisten ja vertailupulpettien
valilla on vain 3 pmy/100cm?, joten ero on hyvin pienta. Kaikki muunnettujen suureiden

kuvaajat ovat liitteessa 2.

Tuolien osalta (kuva 2) voidaan nahda, etta eri pintojen valilld on havaittavissa eroa,
vaikkakin pesékepitoisuudet ovat todella pienet. Tasta kuvasta voi hyvin havainnoida
sen, etta tulokset eivat ole normaalijakautuneita, silla mediaani ei ole laatikon
keskivaiheilla ja viikset ovat hyvin eripituiset laatikon molemmin puolin. Ero
antimikrobisten ja vertailutuolien muunnettujen suureiden kautta lasketuilla

kdanteismuunnetuilla keskiarvoilla on yli 50 % luokkaa. Seka t-testilla etta
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yksisuuntaisella varianssianalyysilla saadaan tulokseksi, ettd pintojen valilla ei ole

tilastollisesti merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla (p= 0, 2114).
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Kuva 2. Box & Whiskers-kuvaaja tuolien muuntelemattomista pesakelukumaarista (tulokset
pmy/100cm?)

Opettajan poytien pesakelukumaarissa (kuva 3) on visuaalisessa tarkastelussa
nahtavissa, etta pintojen bakteeripitoisuuksissa on eroa. Tosin otoskoko pienenee (n=6),
mika pienentdd myos tuloksen luotettavuutta. Seka t-testilla ettd yksisuuntaisella
varianssianalyysilla saadaan tulokseksi, etta pintojen vélilla ei ole tilastollisesti
merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla (p= 0,2399). Ero antimikrobisten ja
vertailutuolien muunnettujen suureiden kautta lasketuilla keskiarvoilla on yli 60 %

luokkaa.
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Kuva 3. Box & Whiskers-kuvaaja opettajan poytien muuntelemattomista pesakelukumaarista
(tulokset pmy/100cm?)

Tuolinrunkojen pesakelukumaarien osalta (kuva 4) voitaneen mainita, etta vertailuluokan
rungoista saatu keskiarvo 100 pmy/100cm? on koko tutkimuksen suurin keskiarvo.
Otoskoko pienenee jalleen (n=5), mutta eri pintojen valilla on silti selkea ero.
Antimikrobisilla  pinnoilla  on vahemman bakteereja kuin vertailupinnoilla.
Yksisuuntaisella varianssianalyysilla saadaan tulokseksi, ettd pintojen valilla on
tilastollisesti merkitsevéaa eroa 95 %:n luottamustasolla (p=0,036) ja t-testilla etta pintojen
valinen ero on tilastollisesti melkein merkitseva eika pintojen bakteeripitoisuuksien
vaihtelu ole selitettdvissa yksinomaan mittausepavarmuudesta johtuvalla vaihtelulla. Ero
antimikrobisten ja vertailutuolien muunnettujen suureiden avulla lasketuilla keskiarvoilla

on yli 70 %:a.
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Kuva 4. Box & Whiskers-kuvaaja tuolin runkojen muuntelemattomista pesakelukumaarista
(tulokset pmy/100cm?)

Oven kahvoissa pesékelukumaéarien ero on visuaalisesti huomattava (kuva 5).
Harmillisesti kahvojen osalta otosmé&arat jaivat muita kalusteita pienemmiksi, mutta
bakteeri- ja mikrobimaarat ovat silti selkeasti suuremmat vertailukahvassa.
Muuntelemattomia pesakelukumd&arien keskiarvoja tutkittaessa voidaan todeta, etta
vertailukahvassa on yli viisi kertaa enemman bakteereita kuin antimikrobisessa
kahvassa. Tama ero havida kun tehddaan muunneltu=In(alkuperdinen+1) muunnos ja
lasketaan keskiarvot. Ero antimikrobisten ja vertailutuolien muunnettujen suureiden
kaanteismuunnettujen keskiarvojen kautta lasketuilla keskiarvoilla on yli kaksinkertainen,
joskin saadun tuloksen mukaan antibakteerisessa kahvassa on enemman bakteereja
kuin vertailutuotteessa. Erot tuloksissa selittyvat vertailukahvasta saatujen
pesékelukumaarien suuresta hajonnasta (0-453 pmy/100cm?), jota muunnos pienentaa
jolloin my6s keskiarvo pienenee. Suuri hajonta aiheuttaa my6s suuren suhteellisen
epavarmuuden, joka on vertailukahvan osalta jo yli sata prosenttia. Seka t-testilla etta
yksisuuntaisella varianssianalyysilla saadaan tulokseksi, ettd pintojen valilla ei ole

tilastollisesti merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla (p= 0,5995).



25

o
(=]
D p—
g
(=]
D p—
(8]
(=]
D p—
[
(=]
D p—
e
D p—
| |
Antibakteerinen_ovenkahva Verailu_ovenkahva

Kuva 5. Box & Whiskers-kuvaaja oven kahvojen muuntelemattomista pesakelukumaarista
(tulokset pmy/100cm?)

Allastasoissa (kuva 6), jotka olivat molemmat erikoispinnoittamattomia, nayttaisi
visuaalisesti olevan vain vahan eroa pesdkelukumaarissa. Seka t-testilla etta
yksisuuntaisella varianssianalyysilla saadaan tulokseksi, ettd pintojen valilla ei ole
tilastollisesti merkitsevaa eroa 95 %:n luottamustasolla (P= 0,3391). Ero antimikrobisten
ja vertailutuolien muunnettujen suureiden kautta lasketuilla kaanteismuunnetuilla
keskiarvoilla on melkein 60 % vertailuluokan hyvaksi. Mydskin tassa vertailuluokan

allaspOydan suhteellinen epavarmuus on yli sata prosenttia.
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Kuva 6. Box & Whiskers-kuvaaja allastasojen muuntelemattomista pesakelukumaarista
(tulokset pmy/100cm?)

Naytteitd ottaessa huomio kiinnittyi siihen, ettd vertailuluokassa allastaso naytti usein
siistimmalta kuin antibakteerisessa luokassa ja epailys opettajan tapaan siistia luokka
ennen kotiin 1&ht6a tuntui todennédkdiseltd. Taman vuoksi allastason osalta voidaan
sanoa, etta tulokset eivat ole kovin luotettavat ja tuloksien avulla ei voida sanoa, etta

antibakteeristen ominaisuuksien siirtymisté olisi havaittavissa.

6.2 ATP-mittauksen tulokset ja vertailu pmy-lukuihin

ATP-mittauksen tulokset ovat liitteessa 3. Taulukossa 3 seka 4 on laskettuna keskiarvot

ja tulosten minimi- seka maksimiarvot.



27

Taulukko 4.  Antimikrobisten kalusteiden ATP-mittauksen tulokset suhteellisina valoyksikkéina

Saatujen tulosten keskiarvo (RLU) Min - Max (RLU)
Pulpetti (n=6) 2100 170 — 4040
Tuoli (n=6) 1020 260 — 2900
Opettajan poyta (n=5) 1180 260 — 3140
Oven kahva (n=2) 3120 1450 — 4800
Tuolin runko (n=2) 2710 1630 — 3790
Antimikrobisen luokan allastaso (n=4) 1760 320 - 3880

Tuloksista voidaan nahda, etta pinnat ovat osin todella puhtaita, vaikka niita ei ole siivottu
ennen naytteenottoa.

Taulukko 5. Vertailukalusteiden ATP-mittauksen tulokset suhteellisina valoyksikkoina

Saatujen tulosten keskiarvo (RLU) Min - Max (RLU)
Pulpetti (n=6) 870 260 — 2140
Tuoli (n=6) 2510 290 - 9000
Opettajan poyta (n=5) 520 210-1190
Oven kahva (n=2) 2950 1160 — 4740
Tuolin runko (n=2) 1770 1730 — 1820
Vertailuluokan allastaso (n=4) 3370 30-11270

Vain alle 20 %:ia tuloksista saavat yli 3000 RLU:n arvoja joka HUS:in ohjeistuksen
mukaisesti viittaa todella runsaaseen eloperdisen aineeseen. Kun katsotaan
vertailuluokan allastason vaihteluvélid, niin parhaimpina paivina paastaan
sairaalatasoiseen hygieniaan ja yhtena tutkimuspdivana saadaan koko otannan
suurimmat lukemat. ATP-mittauksella ei suoranaisesti saada tietdd mikrobien maaraa,
mutta voisiko RLU-arvojen kasvusta saada viitteitd mikrobiston maaran kasvusta?

Laskettaessa RLU ja pmy arvoista Spearmanin jarjestyskorrelaatiokerroin kaavalla

_ 2ilxi =) —¥) (4)
VI =023 (i — 9)?

p

saadaan tulokseksi -0,049. Tuloksen mukaan RLU- ja pmy-lukemilla ei ole keskinaista
riippuvuutta tai se on todella heikkoa. Laskettaessa Spearmanin rho vain vertailuluokan

tai antimikrobisen luokan tuloksista saadaan tulokseksi sama; riippuvuus on todella
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heikkoa. Riippuvuutta ei siis nayttaisi tAman tutkimuksen mukaan l6ytyvan likaisuuden

ja mikrobiston mééaran suhteen.

6.3 Virustestien tulokset

Kahtena otoskertana huhtikuussa 2018 otettiin virusnaytteet pulpetista, tuolista,
kahvasta ja opettajan pdydasta molemmista luokista. Varsinaiset analyysit suoritti tutkija
Helsingin yliopiston Elintarvikehygienian ja ymparistdterveyden osastolla Viikissa.
Viruskontaminaation havaitsemiseksi tehtiin naytteille reaaliaikainen
polymeraasiketjureaktiotestaus (qPCR), jossa kaytettiin alukkeet ja leimatut koettimet
sisaltavad TagMan® menetelmaa. [66.]

TagMan® -menetelma perustuu 5'-nukleaasikemiaan, jossa PCR-tuotteen akkumulaatio
voidaan havaita fluoresoivan leiman sisaltavan koettimen avulla. DNA:n replikaatiossa
DNA monistuu polymeraasiketjureaktion avulla. Kun reaktioon lisdtdan haluttu koetin ja
siihen liitetty fluorisoiva merkkiaine, DNA-polymeraasin kohdatessa koettimen se irrottaa
fluoresoivan leiman templaatista, mikd johtaa havaittavaan signaaliin. Mitd enemman
haluttua DNA-templaattia monistuu, sitd enemman signaaleja voidaan havaita. [67]
Adenoviruksen osalta DNA on suoraan oikeassa muodossa PCR:n suorittamiseen.
Noroviruksen perima on RNA-muodossa, joten naytteelle tehtiin one-step RT-PCR -testi.
Tama edella mainittu testi toimii muutoin kuin normaali PCR, mutta kaytettyyn kittiin on

lisatty kaanteiskopiointientsyymia, joka kopioi RNA:n DNA:ksi. [66.]

Tulokseksi saatiin, ettd noroviruksen genomia ei l6ytynyt kummankaan otoskerran
naytteistd. Adenovirusta loytyi jalkimmaiselld ndytteenottokerralla antimikrobisen luokan
oven kahvasta. Adenoviruksen genomia loytyi vain toisesta tehdysta rinnakkaisesta

testista ja 16ydds oli heikko, mutta silti positiivinen.

6.4 Kvalitatiiviset tulokset

Yhdellakdan gram-negatiivisten bakteerien tai enterokokkien maljoilla ei kasvanut
mitéan eli tulosta oli negatiivinen. CHROMagar™ Staph aureus -agareilta tuli positiivisia
tuloksia ja positiiviset varimuutokset I10yddspintojen mukaan on taulukoituna (taulukot 5

ja 6). Kaikista positiivisen tuloksen antaneista maljoista tehtiin identifiointi Vitek MS
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matriisiavusteisella laser-desorptio-ionisaatio-lentoaikamassaspektrometrilla kayttaen In

vitro-diagnostiikka (IVD) -tietokantaa.

Taulukko 6.  Antimikrobisen koululuokan CHROMagar™ Staph aureus -agarin positiivisten
maljojen jatkotutkimustulokset
Otospaiva Kaluste Tunnistus
21.3. Opettajan poyta Staphylococcus capitis
27.3. Tuoli Micrococcus luteus
27.3. Pulpetti Micrococcus luteus
27.3. Oven kahva Micrococcus luteus
27.3. Runko Micrococcus luteus
10.4. Pulpetti Staphylococcus warneri
10.4. Tuoli Micrococcus luteus
10.4. Opettajan poyta Micrococcus luteus
10.4. Oven kahva Micrococcus luteus
10.4. Runko Micrococcus luteus
17.4. Pulpetti Staphylococcus epidermidis
17.4. Tuoli Micrococcus luteus
17.4. Allastaso Staphylococcus warneri
17.4. Oven kahva Micrococcus luteus
24 .4, Pulpetti Micrococcus luteus
24 .4, Tuoli Staphylococcus warneri
24 .4, Opettajan poyta Staphylococcus epidermidis
24 .4, Allastaso Micrococcus luteus
24.4. Runko Micrococcus luteus

Kuten huomataan, paljastuivat antimikrobisia kalusteita sisaltavan luokan positiiviset

tulokset virhepositiivisiksi tuloksiksi. Ennalta virhepositiivisia tuloksia antavaksi tiedetyn

Micrococcus luteus -bakteerin lisaksi 16ytyi Staphylococcus epidermidis, S. capitis ja S.

warneri -bakteereja. Micrococcus-suvun bakteerit ovat aerobisia gram-positiivisia

kokkibakteereja, kuten stafylokokitkin ja Micrococcuksia [0ytyy vyleisesti elottomilta

pinnoilta, polypartikkeleista ja maaperasta, mutta sita tavataan myos iholta. [68, s. 546-

547.] Staphylococcus epidermidis on S. aureuksen kanssa tyypillisimmat ihmisen iholta,

ylahengitysteista ja limakalvoilta 16ytyvat Staphylococcus-suvun bakteerit, jotka voivat

olla potentiaalisia patogeeneja. [68, s. 989.] S. capitis ja S. warneri ovat molemmat ihon

normaaliin mikrobistoon kuuluvia, useimmiten paan alueella esiintyvia bakteereja. [69.]
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Taulukko 7.  Vertailukoululuokan CHROMagar™ Staph aureus -agarin positiivisten maljojen
jatkotutkimustulokset

Otospaiva | Kaluste Tunnistus
13.3. Tuoli Micrococcus luteus
21.3. Pulpetti Micrococcus luteus
21.3. Tuoli Micrococcus luteus
27.3. Opettajan poyta Micrococcus luteus
27.3. Tuoli Micrococcus luteus
27.3. Oven kahva Micrococcus luteus
27.3. Runko Ei tunnistusta
10.4. Tuoli Micrococcus luteus
10.4. Runko Staphylococcus warneri
17.4. Pulpetti Micrococcus luteus
17.4. Tuoli Ei tunnistusta
17.4. Opettajan poyta Micrococcus luteus
17.4. Allastaso Micrococcus luteus
17.4. Runko Micrococcus luteus
24.4. Tuoli Micrococcus luteus
24.4, Opettajan poyta Micrococcus luteus

Myodskaan vertailuluokasta ei l0ytynyt S. aureusta vaan Kkaikki positiiviset maljat
osoittautuvat virhepositiivisiksi. Muutamasta naytteesta ei IVD-tietokannasta 16ytynyt
vastaavuutta, joten ne ovat todennakdisesti harvinaisempia bakteereja, joihin ei talla

hetkella 16ydy tunnistamiseen bakteerispesifista kuvaajaa eli spektria IVD-tietokannasta.

Oletettujen positiivisten maljatulosten lisdksi CHROMagar™ Staph aureus- seka BBL™
Enterococcosel™ -agarilla kasvaneista muun kuin positiivisen vérisista kasvustoista
tutkittiin muutamia naytteita. Naista naytteistd edella mainittujen lisaksi lajitasolla
tunnistettiin Staphylococcus lugdunensis, S. saprophyticus, Virgibacillus pantothenticus
ja Bacillus pumilus. Staphylococcus saprophyticus on E. colin tapaan potentiaalinen
virtsatietulehduksia aiheuttava bakteeri. [68, s. 909.] Staphylococcus lugdunensis on
iholla esiintyvd opportunistinen patogeeni, joka voi aiheuttaa ihoinfektioita. [70.]
Virgibacillus pantothenticus on gram-positiivinen aerobinen eli hapellisissa oloissa
kasvava bakteeri, joka voidaan eristdd maaperanaytteistd ja joka Kkliinisena
opportunistisena  patogeenina voi aiheuttaa markdpesédkkeen maksaan ja

verenmyrkytyksen. [71.] Bacillus pumilus on gram-positiivinen, aerobinen sauvabakteeri,
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jota esiintyy kaikkialla maaperassa, kasvistossa ja ympariston pinnoilla. [72.] Se ei ole

yleensa inmiselle patogeeninen. [73.]

6.5 Oppilaiden poissaolovertailujen tulokset

Poissaolotiedot saatiin 1.11.2017- 30.4.2018 véliselta ajalta, jolle kertyi yhteensa 113
koulupaivada. Molemmissa luokissa oli koko seurantajaksolla 23 oppilasta.
Vertailuluokassa poissaoloja oli yhteensa 165 paivaa ja antibakteerisessa luokassa 79
paivaa puolen vuoden aikana. Keskimaarin vertailuluokasta poissa oli 1,5 oppilasta per
koulupéiva ja poissaolojen virhemarginaali on 10 %. Antibakteerisessa luokassa ol
keskimaarin poissa 0,7 oppilasta per koulupdivd ja poissaolojen virhemarginaali on
12 %. Antibakteerisessa luokassa oli 52 % vahemman poissaoloja kuin vertailuluokassa.
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7 Tulosten tulkinta ja luotettavuus

Tuloksiin vaikuttaa suuresti vakiointi niin itse naytteenoton suhteen Kkuin itse
naytteenottopaikassa. Tuloksiin on voinut vaikuttaa siivous ja se, miten puhtautta
yllapidetaan tutkimuksen koulutiloissa. Kohdekoulun siivouksesta vastaava kertoi, etta
luokkahuoneiden siivous tapahtuu paivittain oppituntien jalkeen. Lattiapinnat mopataan
samoin kuin pdytapintatasot mopataan tasomopeilla pesuaineen kera. Mikroliinaa
kaytetaan pyyhittdessa niita pintoja, joita ei tasomopilla saada helposti siistittyd. Kerran
viikossa tuolit kaydaan lapi mikroliinalla ja mahdolliset isommat vastaan tulleet tahrat
poistetaan erillisella tahranpoistoaineella. Kaksi kertaa vuodessa tiloissa pidetaan
suursiivous, jonka aikana kaydaan kaikki pinnat, kuten ikkunat ja seinat Iapi.

Siivouksen lisdksi vakiointiin vaikuttaa kasihygienia. Koululla kaydyn epéavirallisen
keskustelun puitteissa mainittiin, etta paivakotipuolella on tapana pestad kadet pihalta
sisdan tullessa, mutta kouluun siirryttdessa ko. tapaa ei enaa aktiivisesti pideta ylla vaan
se on jokaisen oppilaan oman valinnan mukainen toimintatapa. N&in ollen pintojen
mikrobiston maara ja laatu on voinut riippua myds siitd, onko yksittaisella oppilaalla ollut

tapana pesta kadet ennen luokkaan saapumista.

Hygieniatutkimuksissa on otettava huomioon se, ettd menetelmilla ei saada taydellista
kuvaa pinnoilla olevista bakteereista, silla esim. vanutupon avulla suoritetulla
pintapyyhintamenetelmalla saadaan poimittua vain 10-40 % bakteereista viljeltdvaksi.
Tutkittaessa ihmiseen kontaktoituvia mikrobeja tdma on kuitenkin riittdva maara, silla
vanutupon avulla irtoava maard bakteereita korreloi bakteerien maarad mika tarttuisi

todellisessa kosketuksessa. [74, s. 7.]

Koska maljakasvatuksen tulokset ovat olleet tutkittavan koulun ndkokulmasta erittéin
hyvia eli saadut pesdkemaarat ovat hyvin alhaisia, on niista vaikea tehda tilastollisesti
patevad analyysida. Standardin mukaisesti mittaukset, joissa pesakelukumaarat jaavat
alle kymmenen Kkappaleeseen, ovat epatdsmallisia ja niita voi pitaa vain

puolikvantitatiivisina. [75, s.16.]

Mikrobiologisissa mittauksissa tulosten epéavarmuus johtuu useista tekijoista. Ensinnakin
nayte analysoidaan semmoisenaan, jolloin se sisdltdad mikrobien lisdksi matriisia seka
mahdollisesti materiaalia, jolla mikrobi kasvaa. [76, s. 2.] EpAvarmuuteen vaikuttaa my6s

siirrostilavuus, pesékelukumaéran hiukkastilastollinen hajonta seké tuloksien lukeminen.
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Naitd epavarmuuksia voidaan arvioida tilastollisesti joko tekemalla valtavat maarat
rinnakkaisia mittaussarjoja, jolloin niistd voidaan laskea otoshajonta tai suoraan
kayttamalla todennakoisyysjakaumia tai muuta tieteellista tilastollista tietoa. [63, s. 14.]
Johtuen saatujen tulosten mikrobiologisesta luonteesta eivat kvantitatiiviset tulokset ole
normaalijakautuneita. Tasta syysta useimmat todennakdisyysfunktiot eivat ole suoraan
kayttokelpoisia aineiston analysoimiseen ja tehdyt muutokset laskennallisuuden
parantamiseksi antavat saaduille tuloksille omat epévarmuutensa vaihtelulle seka
normaalijakautuneisuudelle. [77.] Nain ollen saatuihin tilastollisiin tuloksiin tulee

suhtautua varauksella, joskin ne antavat hyvat suuntaa antavat tulokset.

Kvantitatiivisista tuloksista on visuaalisesti nahtavissd kuvaajista, ettd useimmissa
antibakteerisissa  kalusteissa oli vahemman  bakteerikontaminaatiota  kuin
vertailukalusteissa. Tilastollista eroa ei kuitenkaan ollut kuin tuolinrunkojen pinnoilla,
joissa bakteerien muunnettujen laskennallisten keskiarvojen ero oli yli nelinkertainen.
Tuloksista voidaan paatelld, ettd hopealla pinnoitetuilla kalusteilla ei ole tilastollista eroa

kuin tuolinrunkojen osalta.

Pulpettien kuvaajissa nahdyt niin sanotut poikkeavat arvot eivat ole epéarealistisia, vaan
kuuluvat mikrobiologisen tutkimuksen ominaispiirteisiin ja ne tulee ottaa huomioon
laskelmissa.  Mikéali  esimerkiksi  verrataan  syksyllda tehtyyn  Metropolian
Ammattikorkeakoulun laboratorioanalytiikan Innovaatioprojektin tutkimukseen, jossa
tyoterveyskeskuksesta otetuilta pinnoilta saatiin keskimaarin 300-1000 pmy/100cm?
tuloksia, niin tassa tutkimuksessa saadut alkuperaiset 160:n ja 180:n valilla olevat pmy-

arvot ovat hyvin alhaisia. [78.]

Kuvaajissa nakyvat mediaanit ovat kaikilla muilla pinnoilla paitsi allastasoissa
antimikrobisissa tuotteissa pienemmat kuin vertailutuotteissa. Kun katsotaan
muunnettuja kuvaajia, huomataan ettd allastason ja ovenkahvan osalta mediaanit
siirtyvat vertailutuotteita korkeammalle, joten ndiden mainittujen tuloksiin tulisi suhtautua
varauksellisesti. Myds suhteelliset epdvarmuudet olivat ndiden kyseisten pintojen osalta
suurimmat. Mikali hopean siirtymista pinnoitetulta pinnalta pinnoittamattomalle tullaan

jatkotutkimaan, tulisi vakiointia parantaa.

Kvalitatiiviset tulokset olivat hyvin selkeitd ja l0ytymattdmyydesséddn positiivisia.
Koulussa oli toisen virusnaytteenottokerran aikana ollut oksennustautia liikkeella ja

yllattaen mikrobistosta positiivisen tuloksen antoi vain ja ainoastaan adenovirus. Myos
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virhepositiivisten maara Chromagarilla oli melko suurta, joten biokemialliset tai
geenitekniset lisdvarmistukset ovat jatkossakin ehdottoman suotavia, mikali kaytossa ei

ole matriisiavusteista laser-desorptio-ionisaatio-lentoaikamassaspektrometri.

ATP-mittauksella saatujen tuloksien vyllattaja oli allastaso, joka yhdella
naytteenottokerralla saattoi antaa leikkaussalipuhtautta ja seuraavalla kerralla koko
otannan suurimmat lukemat ollen varsin likainen. Vaikka olisi voinut kuvitella, ettd RLU-
seka pmy-arvoilla olisi ollut korrelaatiota, ei sita talla otannalla saatu nakymaan. ATP-
mittaus soveltuu erityisen hyvin siivoustason arvioimiseen, silla se kertoo yksinkertaisesti
ja helposti orgaanisen lian maaran. Mikrobiston maaran tai laadun arvioimiseen ei taman

tutkimuksen mukaan ko. menetelmalld saada mitaan lisaarvoa.

Tutkittaessa poissaolotietoja saatiin vahvistettua, ettd oppilaiden poissaoloissa oli eroa.
Verrattuna normaaliluokkaan olivat antimikrobisessa luokassa opiskelleet oppilaat
selkeésti terveempid taman puolen vuoden otannan aikana. Saatu tulos on erittdin
lupaava ja toivottavaa olisi, ettd jatkotutkimuksissa uusittavuutta parannettaisiin

lisdamalla useampia kouluja seké luokkia mukaan.

Mikali jatkotutkimuksia samasta aiheesta tehdaén, niin vakiointia pitaisi siivouksen seka
naytteiden oton suhteen viela lisata. Liséksi otoskokoa tulisi nostaa vahintdéan 30
naytekertaan, mieluummin jopa sataan, jotta tilastollista luotettavuutta saadaan
nostettua paremmaksi. Poissaolojen lisatutkimuksen kautta olisi mahdollista saada
tietda, kuinka paljon lyhyistd sairaspoissaoloista johtuu suolistoon, hengitysteihin tai
muihin sairauksista liittyviin syihin. Kyseessa olevassa tutkimuksessa tulee kuitenkin
ottaa huomioon henkildiden yksityisyyden suoja eli tarvittaessa kayttdd tietojen

analysointiin terveydenhuollon ammattilaisia.

Lopuksi tahdon kiittéaa Isku Interiorin kehityspaallikké Kari Soljamoa tieteellisesta tuesta
tutkimusta tehtéessa seké erittin hyvasta ja mielenkiintoisesta opinnaytetydaiheesta.
Liséksi haluan kiittdd opinndytetydn ohjaajaa Jarmo Palmia tuesta ja joustosta

laboratorioaikatauluhaasteiden taklaamisessa.
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Opettajille annettu seurantalomake luokkahuoneen kaytosta

Antimikrobisten pintojen vaikutus bakteerien maardan koululuokassa
Seurantalomake— Metropolia AME [ Isku Oy

Seurantalomake luokkahuoneen kaytosta
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Muunnettujen pesakelukumaarien keskiarvojen Box & Whisker -kuvaajat
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ATP -mittausten tulokset

Antimikrobisen luokan ATP tulokset RLU / 100 cm?

Paivamaara | Pulpetit | Tuolit Opettajan | Allaspdyta | Oven Tuolin
poyta (ei antim.) | kahva runko

27.3. 2279 256 492 320 1451

10.4. 174 447 262 566 1625

17.4. 3713 465 271 2257 3787

24.4, 808 1156 3143 3881 4796

24.4. 4039 885 1730

24.4, 1603 2896

Vertailuluokan ATP tulokset RLU / 100 cm?

Paivamaara | Pulpetit | Tuolit Opettajan | Allaspoyta | Oven Tuolin
poyta (ei antim.) | kahva runko

27.3. 547 289 208 35 1162

10.4. 315 649 290 34 1730

17.4. 2135 425 375 11267 1817

24.4. 255 9001 1189 2133 4736

24.4. 559 1731 521

24.4, 1396 2976




