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Taman insindorityon tavoitteena oli 16ytaa Roal Oy:n T&K-osastolla syntyvan mikrobijat-
teen inaktivointiin soveltuva desinfiointiaine. Tarve inaktivointiin tulee viranomaisilta.

Valituksi tulleen aineen tuli olla tehokas, mahdollisimman turvallinen ja helppo kayttaa.
Aineiden kaytosta laadittiin riskinarviointi ennen niiden testaamista. Liséksi valituksi tulleen
aineen kaytosta laadittiin menetelmaohje yrityksen kayttoon.

Aluksi saatavilla olevia desinfiointiaineita seulottiin kirjallisuuden ja valmistajien antamien
tietojen avulla. Kaytannon kokeisiin valittiin viisi eri desinfiointiainetta: peretikkahappo, eta-
noli, glutaraldehydivalmiste Erihyd Forte, vetyperoksidivalmiste Diversey Oxivir seka Vir-
kon S. Naiden lisaksi kokeisiin otettiin mukaan Deconex 20 NS sek& natriumbentsoaatti,
joita kaytetddn mikrobien inaktivointiin muun muassa siirrostusvalineistd Roal Oy:n T&K-
osastolla.

Tutkimusmenetelmina kaytettiin kiekko- sek& suspensiotesteja, jotka suunniteltiin ty6ta
varten. Kiekkotestien avulla etsittiin sopivat desinfiointiainepitoisuudet suspensiotesteihin.
Menetelmassa suodatinpaperikiekko kastettiin desinfiointiaineeseen ja asetettiin kasva-
tusmaljalle. Kasvatuksen jalkeen mitattin mahdollisesti muodostuneen estorenkaan hal-
kaisija. Suspensiotesteissd analysoitiin aineiden tehoa liemessa eri desinfiointiainepitoi-
suuksilla ja vaikutusajoilla. Kasvua analysoitiin joko Klett-mittarilla tai maljakasvatuksilla.
Testiorganismeina oli kolme Escherichia coli -laboratoriokantaa, Bacillus subtilis seka kak-
si Trichoderma reesei -homekantaa. Aineiden tehoa testattiin seké vegetatiivisilla soluilla
etta itidilla.

Tuloksien perusteella |6ydettiin nelja vaihtoehtoa, jotka inaktivoivat testiorganismit: peretik-
kahappo, Diversey Oxivir, Erihyd Forte seka Virkon S. Muut testatut aineet hylattiin tehot-
tomuuden vuoksi. Peretikkahappo todettiin tehokkaimmaksi, mutta myds haitallisimmaksi.
Kayttgjalle ja ymparistélle turvallisimmat olivat Diversey Oxivir ja Virkon S. Naista toinen
otetaan T&K-osaston rutiinikayttéon. Lopullinen valinta tehdéan kayttomukavuuden perus-
teella.

Avainsanat Desinfiointi, desinfektointi, sterilointi, peretikkahappo, glutaral-
dehydi, vetyperoksidi, Virkon S
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The aim of this study was to find an appropriate disinfectant for inactivating microbe waste
within Roal Oy’s R&D department. The requirement for the inactivation comes from public
authorities. Effectiveness, safety factors and being user-friendly were the necessary fea-
tures for the chosen disinfectant. Before testing the substances a risk assessment had to
be composed. In addition, a methodology instruction of using the disinfectant was com-
posed for the company.

First, commercially available disinfectants were screened with help of literature and manu-
facturers’ information. Five disinfectants were chosen for practical testing: peracetic acid,
ethanol, glutaraldehyde product Erihyd Forte, hydrogen peroxide product Diversey OXxivir
and Virkon S. In addition to these Deconex 20 NS and sodium benzoate were included in
testing. The substances are inter alia used for inactivating microbes from cultivation in-
struments in Roal Oy’s R&D department.

Used research methods were disc and suspension tests. Suitable disinfectant concentra-
tions for suspension tests were screened with disc tests. In disc tests a filter paper disc
was dipped in disinfectant and placed on an agar plate. After incubation the diameter of
potentially formed zone of inhibition was measured. In suspension tests the effectiveness
of the substances was analysed in broth with different concentrations and incubation
times. The growth was analysed either with a Klett-meter or agar plates. The used test
organisms were three Escherichia coli laboratory strains, Bacillus subtilis and two Tricho-
derma reesei strains. The effectiveness of the substances was tested with vegetative cells
as well as fungi spores.

Based on the results, four alternatives were effective enough: peracetic acid, Diversey
Oxivir, Erihnyd Forte and Virkon S. The other substances were ruled out due to their ineffi-
ciency. Peracetic acid was the most effective, but also the most harmful one. Diversey
Oxivir and Virkon S were the most user and environmental friendly. Either of these will be
chosen to be used in routine work in the R&D department. The final choice will be made
based on their ease of operation.

Keywords Disinfection, sterilization, peracetic acid, glutaraldehyde, hy-
drogen peroxide, Virkon S
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1 Johdanto

Mikrobien kasittelya koskevat lait edellyttavat, ettd yrityksessa syntyva mikrobijate tulee
inaktivoida ennen sen lopullista havittamista laitoksen ulkopuolelle, esimerkiksi kaato-
paikalle tai viemariverkkoon. Maaraysten tavoitteena on estaa mikrobien levidminen
luontoon ja geneettisesti muokattujen eli GM-mikrobien periman siirtyminen luonnon
mikrobeihin. Jatteen inaktivointi voidaan suorittaa toimijan parhaaksi ndkemalla tavalla.
Yleisimmat kaytdssa olevat menetelmat laboratoriomittakaavassa ovat autoklavointi ja

jatteen kemiallinen kasittely.

Tama insindorityo tehtiin Roal Oy:n tutkimus- ja tuotekehitysosastolla. Roal Oy on bio-
tekniikan alan yritys, joka valmistaa entsyymeja Nurmijarven Rajamaella. Yritys on pe-
rustettu vuonna 1991. Roal Oy tunnetaan Trichoderma, Aspergillus ja Bacillus -
fermentoinneilla valmistetuista entsyymituotteista. T&K-osastoon kuuluvat Suomessa
geenitekniikan laboratorio, koe- ja pilotmittakaavan fermentointiyksikkd seka formuloin-
tiyksikkd. (Roal Oy 2014.)

Insin6oritydni tavoitteena oli 16ytaa tehokas ja mahdollisimman turvallinen desinfiointi-
aine Roal Oy:n tutkimus- ja tuotekehitysosastolla syntyvan nestemaisen mikrobijatteen
inaktivointiin. Talla hetkella suurin osa syntyvéasta mikrobijatteesta inaktivoidaan auto-
klavoimalla. Menetelma on kuitenkin kallis ja aikaa vieva. Pyrkimyksena oli 16ytda des-
infiointiaine, joka on helppokayttdinen eika lisaa merkittavasti laboratoriohenkiléston
tydkuormaa. Desinfiointiaineen valinta aloitettiin seulomalla kaupallisia desinfiointiainei-
ta ja valitsemalla soveltuvimmat desinfiointiaineet tarkempaan tarkasteluun seka kay-

tannon kokeisiin. Kriteereina valinnassa olivat aineen turvallisuus ja laajaspektrisyys.

Tyon kirjallisessa osassa kasitelladn desinfiointiaineiden teoriaa sekd muita mikrobien
tuhoamiseen kaytettyja menetelmia ja niiden soveltuvuutta jatteen havittamiseen. Kay-
tdnnon osuudessa testattiin valittujen desinfiointiaineiden tehoa osastolla eniten kaytet-
tyihin mikrobeihin. Kaytettavat testausmenetelmat suunniteltiin tyon alkaessa. Ty6hon
sisaltyi liséksi riskiarvioinnin laatiminen testattavien desinfiointiaineiden kaytolle seké
menetelmaohjeen laatiminen yrityksen kayttoon. Menetelméaohjetta ei ole liitetty tahan

tyohaon.
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KIRJALLINEN OSA

2 Lainsaadanto
2.1 Mikrobiturvallisuus

Mikrobiturvallisuuden lainsaadanto sisaltda saantdja ja ohjeita biologisten tekijdiden
kaytolle, koska niille altistuminen voi aiheuttaa terveydellistd haittaa. Biologisia tekij6ita
ovat mikrobisolut ja rihmastot, itiét, entsyymit, solukomponentit seka toksiinit. Naista
mikro-organismeja ovat mikrobisolut, rihmastot ja itiét. Mikrobilainsaadantdéa valvoo ja
asettaa Valtioneuvosto, Sosiaali- ja terveysalan lupa- ja valvontavirasto Valvira ja Gee-
nitekniikan lautakunta. Naiden lisdksi Euroopan Unioni on asettanut omia direktiive-

jaan. (Sosiaali- ja terveysministerion asetus 1155/1993.)

Mikro-organismeille voi altistua ihokosketuksella, naarmujen kautta seka pisaratartun-
tana. Seurauksena voi aiheutua terveydellisia haittoja, kuten tulehduksia, arsytysoireita
ja allergiaa Altistumisia pyritddn torjumaan biologisten tekijdéiden korvaamisella va-
hemman vaarallisilla vaihtoehdoilla. Aina pyritaan panostamaan my6s mahdollisimman
turvallisiin tydmenetelmiin sek& hyvaan suojaukseen. Tyo6turvallisuuslain 738/2002, 40
8§ mukaan altistuminen biologisille tekijoille on mieluiten estettava kokonaan ja mikéali se
ei ole teknisesti taysin mahdollista, on altistumisen oltava niin pieni, etta tyontekija ei
siitd saa terveydellista haittaa. Tyonantajan velvollisuus on huolehtia vaarojen maaritte-
lysta ja selvittamisestd, riskiarvioinnin tekemisesta, altistumisen torjumisesta, tyonteki-
joiden koulutuksesta sekd ennakkoilmoituksen tekemisesta viranomaisille. Riskinarvi-
oinnin tulee sisaltaa tiedot biologisten tekijdiden luokittelusta, altistumisen luonteesta,
maarasta seka kestosta. (Sosiaali- ja terveysministerion asetus 1155/1993; Tydsuojelu-
laki 738/2002, 40 8.)

Ammattitautiasetuksessa 1347/1988 on mainittu ammattitauteja aiheuttavia biologiate-
kijoita, jotka tulee ottaa huomioon mikrobiturvallisuudessa. Asetuksessa ammattitauteja
aiheuttavia biologisia tekijoitéa ovat bakteerien ja homeiden ititt, entsyymit seka erilaiset
solukomponentit ja toksiinit. Nama voivat aiheuttaa muun muassa homepolysairauksia,

astmaa, nuhaa ja ilmankostuttajakuumetta. (Ammattitautiasetus 1347/1988.)
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Biologiset tekijat, 1&hinn& mikrobit, jaetaan neljaén vaaraluokkiin I-IV sen mukaan mika
on niiden kyky aiheuttaa ihmiselle sairautta, niiden leviamisen todennéakoéisyyden seké
niiden aiheuttaman sairauden ehkaisy- ja hoitokeinojen mukaan. Luokat on esitetty
Valtioneuvoston paatoksessa 1155/1993 seka Valviran paatbksessa 229/1998. Roal
Oy:n T&K:n laboratorioissa voidaan kasitell& luokkaan | ja Il kuuluvia mikrobeja. Luo-
kan | mikrobit eivat todennakoisesti aiheuta ihmisille sairauksia. Niiden kasittelyyn riit-
tad, ettd noudattaa hyvan tydsuojelun ja tydhygienian periaatteita. Luokkaan | kuuluu
muun muassa GM-mikrobit, joissa is&ntd on ryhmaan | kuuluva mikrobi ja siirretyt gee-
nit eivat tee siita haitallista terveydelle tai ymparistélle. Luokkaan 1l kuuluvat mikrobit
voivat aiheuttaa ihmisille sairauden ja tyontekijalle tata kautta vakavan vaaran. Mikrobi
ei kuitenkaan todennakdisesti levia muuhun vaestoon. Luokan Il mikrobien aiheuttamiin
infektioihin on olemassa tehokas ehkaisykeino tai hoito. Tyypillisia luokan Il mikrobeja
ovat ruokamyrkytysbakteerit. Laissa ja sdadoksissa on ohjeita naiden mikrobien kasit-
telyyn. Ohjeet koskevat lahinna tyétiloja ja valineita. (Biologisten tekijdiden luokittelusta
921/2010; Sosiaali- ja terveysministerion asetus 1155/1993.)

Luokan Ill mikrobit aiheuttavat ihmiselle vakavan sairauden ja tydntekijalle tatd kautta
vakavan vaaran. Mikrobi voi aiheuttaa epidemiaa ja sen aiheuttamaan infektioon on
yleenséa olemassa tehokas ehkaisykeino tai hoito. Luokan IV mikrobit aiheuttavat myds
ihmisille sairauden ja tyontekijalle vakavan vaaran. Mikrobi voi levitd muuhun vaestoon.
Luokan IV mikrobien aiheuttamiin infektioihin ei yleensa ole olemassa tehokasta ehkai-
sykeinoa tai hoitoa. (Biologisten tekijoiden luokittelusta 921/2010; Sosiaali- ja terveys-
ministerion asetus 1155/1993.)

Roal Oy:n T&K:n laboratorioissa kasitelldadn suljetusti geenimuunneltuja sekd muunte-
lemattomia mikro-organismeja. Suljetulla kaytolla tarkoitetaan sisétiloissa esimerkiksi
laboratorioissa tapahtuvaa tuotekehitykseen, tutkimukseen tai teolliseen tuotantoon
littyva& muuntogeenisten organismien kayttod. Niiden kayttoa séatelee geenitekniik-
kalaki (377/1995), jonka on asettanut Geenitekniikan lautakunta. Lain tarkoitus on edis-
tdéa geenitekniikan turvallista kayttod ja kehittymista seka suojella ihmisten ja elainten
terveytta ja ymparistdd muuntogeenisilta eliilta. GM-mikrobien aiheuttamia riskeja ovat
ymparistéon levidminen ja vakiintuminen, perintdaineksen tahaton siirtyminen sek&
patogeeniset, toksiset ja allergiaa aiheuttavat ominaisuudet. GM-mikrobien riskiarvioin-

nin periaatteista on oma asetus 1053/2005, jonka on asettanut Sosiaali- ja terveysmi-

y =
e —

/://Iz;ropolia



nisterio. (Geenitekniikkalaki 377/1995; Sosiaali- ja terveysministerion asetus
1053/2005.)

Osa mikrobiturvallisuutta on jatteiden asianmukainen keraaminen, varastointi ja havit-
taminen. Namé on pyrittdva suorittamaan parhaalla mahdollisella tavalla. Asetuksissa
on my0s ohjeita syntyvan biologisenjatteen havitykseen. Mikrobien kayttod ja jatteiden
havitys eivat saa aiheuttaa haittaa ihmisille eivatkd ymparistolle. Kaytannossa tama
tarkoittaa, etta laboratoriossa tulee olla soveltuvat tilat ja laitteet niiden kasittelyyn. Mik-
robijatteen kasittelyyn tulee kiinnittaa erityistd huomiota jo riskiarviointia tehdessa. Mik-
robijatteen havitystapa on valittava tapauskohtaisesti. Ehtoja asettaa toiminnan laajuus
eli syntyvan jatteen maara, kaytettava organismi seka siirretyn perintbaineksen ominai-
suudet. Paasaanto on, etta suljetun kaytén ulkopuolelle joutuvassa jatteessa ei saa olla
lisaantymiskykyisia muuntogeenisia mikro-organismeja eikd se saa sisaltaa geenitek-
niikan avulla tuotettuja haitallisia geenituotteita. (Ohje muuntogeenisen kasvimateriaa-
lin jatehuoltoon suljetussa kaytossd 2009; Sosiaali- ja terveysministeribn asetus
1155/1993; Suljetun kaytdn valvonta 2014.)

Saannot eivat koske pelkastaan itse organismia vaan myds sen kanssa kosketuksissa
olleita materiaaleja, kaytettyja valineita ja jatevettd. Materiaaleja ovat tassa tapaukses-
sa muun muassa kasvatusalustat. Kun lisdantymiskykyiset mikro-organismit ja haitalli-
set aineet on inaktivoitu, jatteet voidaan havittdd kansallisten sdddosten mukaan sa-
malla tavalla kuin muu vastaava materiaali. Nestemaiset kasvatusalustat voidaan las-
kea yleiseen viemariverkkoon, jos se ei sisalla lisdantymiskykyisid mikro-organismeja
eivatkd muita aineita, jotka voivat olla vaaraksi ymparistolle. Kiintea jate tulee yleensa
autoklavoida, jonka jalkeen se voidaan havittdd sekajatteen mukana. (Ohje muunto-
geenisen kasvimateriaalin jatehuoltoon suljetussa kaytdssa 2009; Sosiaali- ja terveys-
ministerion asetus 1155/1993.)

2.2 Kemikaaliturvallisuus

Kemikaalilainsd&dannon ylin elin Suomessa on Valtioneuvosto. Ymparistolle vaarallisia
kemikaaleja valvoo Ymparistoministerio. Kemikaalien teollista kasittelya ja varastointia
valvoo Kauppa- ja teollisuusministerio. Sosiaali- ja Terveysministerio valvoo taas ter-
veydelle vaarallisia ja palo- ja rajahdeherkkia kemikaaleja seka on vastuussa tydsuoje-
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lusta. Kemikaalilainsaadantd kattaa kemikaalien terveysriskit, palo- ja rajahdysvaaran
seka niiden aiheuttamat riskit ymparistolle. Naista informoidaan kayttajaa kemikaalien
luokituksella, merkitsemisella ja soveltuvalla paallyksella. Paallysmerkintdjen tavoittee-
na on varoittaa kayttajia aineiden vaarallisista ominaisuuksista seka neuvoa kayttajaa
aineen turvallisesta kaytosta. Kemikaalien paallyksien tulee olla kestévia ja turvallisia.
Kemikaalien luokituksella tarkoitetaan esimerkiksi kemikaalin luokitusta vaaralliseksi tai
ympaéristolle haitalliseksi. (Kemikaalineuvottelukunta 2000.)

Kemikaalilainsaadantd sisaltaa useita kemikaaliturvallisuuteen liittyvia lakeja. Kemikaa-
lilain 599/2013 tarkoituksena on terveyden ja ympariston suojelu kemikaalien aiheutta-
milta vaaroilta ja haitoilta. Ymparistonsuojelulain 2000/86 pyrkimyksend on ehkaista
ympariston pilaantumista seka poistaa ja vahentaa pilaantumisesta aiheutuvia vahinko-
ja seka turvata terveellinen ja viihtyisa seké luonnontaloudellisesti kestava ja monimuo-
toinen ymparistd. Tarkedd on myds ehkaista jatteiden syntya ja haitallisia vaikutuksia.
Jatelaissa 2011/646 on kerrottu jatteiden ehkaisyn ja jatehuollon vaatimuksista. Lain
tarkoituksena on ehkaista ja vahentaa jatehuollosta aiheutuvaa vaaraa ja haittaa ter-
veydelle ja ymparistolle. Pyrkimyksena tulisi myds olla jatteen méaraan ja haitallisuu-
den vahentaminen. (Jatelaki 2011/646; Kemikaalilaki 599/2013; Ymparistonsuojelulaki
2000/86.)

Kemikaaliturvallisuuteen liittyvat oleellisesti myos kayttéturvallisuustiedotteet ja riskiar-
viointien teko. Kayttoturvallisuustiedotteen tekemisestd on vastuussa valmistaja ja
maahantuoja. Kayttoturvallisuustiedote tulee laatia kemikaaleille, jotka ovat luokiteltu
vaarallisiksi, terveydelle tai ymparistolle haitallisiksi tai palo- ja rajahdysherkiksi. Kaytto-
turvallisuustiedote antaa kayttajalle tarkempaa tietoa kemikaalin haitallisista ominai-
suuksista kuin mitd sen etiketisséd lukee. Sen tulee siséltda tieto valmisteen koostu-
muksesta, vaarallisuudesta ihmisille ja ymparistolle, palo- ja rajahdeherkkyydesta seka
tietoa valmisteen oikeasta kayttsta, ensiaputoimista ja aineen havittdmisesta. (Kemi-

kaalineuvottelukunta 2000; Kayttoturvallisuustiedote 2014.)

Riskiarviointi tulee tehda ennen aineiden tilaamista. Riskiarvioinnilla pyritddn kemikaa-
lien osalta miettimdan oikeita tyotapoja seké aineiden sisaltamia riskeja. Riskinarvion
tulee sisaltaa tyodsta aiheutuvat riskit, onnettomuuden todennékdisyyden ja sen seura-

ukset, vaadittavat suojavélineet, toimintatavat riskin toteutuessa sekéa riskin hyvaksyt-
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tavyys. Kemikaaliturvallisuuden riskiarvioinnissa keskitytaan kemiallisiin vaaratekijoihin.
(Kemikaalineuvottelukunta 2000.)

Desinfiointiaineet ovat usein myrkyllisia ja aina vahintaankin haitallisia tai arsyttavia.
Desinfiointiaineiden kaytdsta on asetettu Euroopan parlamentissa asetus 528/2012 eli
biosidivalmisteiden asettamisesta saataville markkinoilla ja niiden kaytosta. Asetuksen
mukaan biosidivalmisteet voivat luontaisten ominaisuuksiensa ja kayttdtapojensa vuok-
si aiheuttaa riskeja ihmisille, elaimille ja ymparistdlle. Naiden suojelun varmistamiseksi
haitallisimpia tehoaineita ei hyvaksyta kaytettavaksi biosidivalmisteissa muuta kuin
erityistilanteissa, joissa hyvaksymatta jattamisesta aiheutuu suhteetonta haittaa. Hy-
vaksyttyja aineita tarkastellaan sdanndllisesti tieteen kehityksen huomioon ottamiseksi.
Kun vertaillaan erilaisia tehoaineita sisaltavia biosidivalmisteita, kielletddn aineet, joista
aiheutuu huomattavasti korkeampi kokonaisriski ihmisten terveydelle ja eldinten ter-

veydelle seka ympaéristolle. (Euroopan Parlamentin asetus 528/2012.)

3 Mikrobien rakenne
3.1 Prokaryoottisolun rakenne

Prokaryoottisoluihin kuuluvat bakteerit ja arkeonit. Ne ovat kooltaan 0,1 - 50 um. Pie-
nen kokonsa ansiosta prokaryoottisolut pystyvat kasvamaan nopeasti; ravinteet paase-
vat nopeasti soluun ja jatteet solusta ulos. Td&méan ansiosta ne sopeutuvat myds nope-
asti muuttuvaan ymparistoon. (Bakteerisolun sisdiset rakenteet 2006; Salkinoja-
Salonen 2002: 97.)

Prokaryoottisolut koostuvat paddasiassa soluseinasta, solukalvosta, solulimasta, tuma-
alueesta, ribosomeista sekd plasmideista. Jollain prokaryooteilla saattaa myds olla
soluseinaa suojaava kapseli tai limakerros seké liikkumista helpottavia flagelloja. Har-
vinaisempia solurakenteita ovat kaasurakkulat ja inkluusiot eli sulkeumat. Prokaryootin

solurakenne on kuvassa 1.
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Kuva 1. Prokaryoottisolun rakennetta. Kyseessa on yksinkertainen bakteeri, jolla on vain valt-
tamattdmat soluelimet. (Salkinoja-Salonen 2002: 92)

Solulima eli sytoplasma tayttaa prokaryoottisolujen sisétilan. Se koostuu padasiassa
vedesta ja siihen liuenneista sokereista, ioneista, rasvahapoista ja aminohapoista. Iso
osa solun toiminnoista tapahtuu juuri solulimassa. (Bakteerisolun sisaiset rakenteet
2006; Salkinoja-Salonen 2002: 92 — 98.)

Tuma-alue eli solun kromosomi ja plasmidit sisaltavét prokaryoottisolujen perintbainek-
sen. Bakteerisoluilla voi olla monta tuma-aluetta ja nain ollen useita kromosomeja, jot-
ka kuitenkin ovat usein taysin identtisid keskendén. Kromosomi on muodoltaan ren-
kaanmuotoinen jattilaismolekyyli, joka koostuu pelkdstadn DNA:sta. Kromosomin sisal-
tyy 0,5 - 8 miljoonaa emasparia. Plasmidit koostuvat myds pelkastd DNA:sta. Ne sisal-
tavat kuitenkin vain 0,01 - 0,8 miljoonaa emasparia. Ne antavat prokaryooteille lisdomi-
naisuuksia, eivatkd ne nain ollen ole valttaméattomia soluille. Ribosomien avulla solu
muodostaa proteiineja DNA:n ohjeen mukaisesti. Ribosomit koostuvat padasiassa
RNA:sta seka proteiineista. Prokaryoottien ribosomien koko on 70S ja ne voidaan ja-
kaa 50S ja 30S -alayksikdihin. Ribosomien maara solussa vaihtelee muutamasta tu-
hannesta sataan tuhanteen riippuen solunkasvuvaiheesta. (Bakteerisolun sisdiset ra-
kenteet 2006; Salkinoja-Salonen 2002: 154 - 163.)

Prokaryoottisolujen ulkorakenteisiin kuuluvat soluseinat ja -kalvot, flagellat seka kapse-
lit. Vain osalla mikrobeista on flagelloja tai kapseleita. Flagellojen avulla solut liikkuvat.
Liikkeet ovat usein sykayksia, jolloin solu padsee eteenpéin tai pyorahtad ympari. Joil-
lakin bakteereilla on uloimmaisena kerroksena kapseli tai limakerros. Ne koostuvat
erilaisista polysakkarideista ja niiden tehtavand on auttaa solua kiinnittymaan isan-
tasoluun tai muuhun pintaan seka suojata solua ympariston stressitekijoiltéa kuten des-
infiointiaineilta. (Salkinoja-Salonen 2002: 119, 131 - 133.)
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Soluseinén tehtdvana on antaa solulle muoto sekd mekaanista lujuutta. Bakteerit voi-
daan jakaa kahteen ryhm&én soluseindn koostumuksen mukaan: gram-positiivisiin ja
gram-negatiivisiin kuten kuvassa 2. Gram-positiivinen soluseina koostuu 20 - 80 nm
paksuisesta peptidoglykaanista eli mureiinista, joka on heti solukalvon ulkopuolella.
Peptidoglykaani koostuu N-asetyyli-glukosamiini ja N-asetyyli-muramiini-
happoketjuista, jotka ovat kiinni toisissaan peptidipoikittaissidoksilla. Peptidoglykaanin
ulkopuolella voi joillakin gram-positiivisilla bakteereilla olla erilaisia suokerroksia: teiko-
happoja ja lipoarabinomannaania. Gram-positiivisiin verrattuna gram-negatiivisen bak-
teerin soluseind on monimutkaisempi. Gram-negatiivisilla bakteereilla on uloimpana
ulkokalvo, joka koostuu lipopolysakkarideista. Ulkokalvoa seuraa 2 - 7 nm paksu pepti-
doglykaanikerros. Solukalvon ja peptidoglykaanikerroksen vélissa on periplasminen
tila. Periplasmisen tilan uskotaan koostuvan ldyhasta peptidoglykaani-verkosta. Gram-
positiivisten bakteerien seinat ovat vahvempia kuin gram-negatiivisten paksumman
peptidoglykaani kerroksen ansiosta. (Prescott et al. 2002: 55 - 58; Salkinoja-Salonen
2002: 99 - 103.)

Gram +

/m

Membraani Membraani

P Peptidoglukaani
e

Periplasma

Kuva 2. Gram-positiivisen ja gram-negatiivisen bakteerin soluseinédn rakennetta. (Salkinoja-
Salonen 2002: 101)

Gram-negatiivisilla bakteereilla oleva hyvin poimuuntunut ulkokalvo koostuu lipidikak-
soiskerroksesta, jonka sisélla on fosfolipideja seka proteiineja. Ulkokalvon sisapinnalla
on myos lipoproteiineja, jotka kiinnittavat sen peptidoglykaanikerrokseen. Ulkokalvon
ulkopinnalla sen sijaan on lipopolysakkarideja eli LPS:da. LPS on todettu myrkylliseksi.
Gram-negatiivisten bakteerien patogeenisuus johtuukin usein juuri LPS:sta. Ulkokalvon
ja soluseinan sisapuolella on kaikilla prokaryooteilla solukalvo eli plasmamembraani.
Se koostuu niin gram-negatiivisilla kuin gram-positiivisillakin bakteereilla fosfolipidikak-
soiskerroksesta, johon on kiinnittyneend erilaisia proteiineja ja sokereita seka ioneita.
Solukalvon tehtava on osallistua solun replikaatioon, soluhengitykseen, aineiden kulje-
tukseen ja soluseinan rakennusosien valmistukseen. (Prescott et al. 2002: 58 - 60;
Salkinoja-Salonen 2002: 99 - 110.)
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Bakteerien gram-luokka voidaan maarittdd gram-varjayksen avulla. Varjays perustuu
siihen, ettd varjayksessa muodostuva kristalliviolettijodi-kompleksi vuotaa gram-
negatiivisista soluista ulos, kun solujen seindt on kutistettu alkoholikasittelylla. Siten
gram-positiiviset solut jaavat violeteiksi. Gram-negatiiviset solut saavat jalkivarjaykses-
sa punaisen varin. (Salkinoja-Salonen 2002: 100 - 101.)

Inkluusioissa eli sulkeumissa solu varastoi energiaa tai materiaaleja jyvasina. Inkluusio
erottuu solulimasta ohuella proteiinikerroksella. Inkluusiot voivat my6s koostua taysin
glykogeenistd, joka on glukoosista muodostuva pitka polymeeri. Monille prokaryooteille
on ominaista, etta ne elavat kelluen, joko veden pinnalla tai tietyssa vesikerroksessa.
Syvyyttaan ne voivat sdadella kaasurakkuloiden avulla. Kaasurakkulat ovat yleisia
muun muassa syanobakteereilla. Kaasurakkuloiden kuori koostuu proteiiniverkosta,

jonka lapéaisevét ainoastaan erilaiset kaasut. (Salkinoja-Salonen 2002: 119, 144.)

Joillakin bakteereilla on myds itidmuoto eli ne muodostavat niin kutsutun bakteerin kes-
tomuodon. Kuvassa 3 on esitelty Ammoniphilus oxalaticus ition rakennetta. Itidivid bak-
teerisukuja ovat muun muassa Bacillukset ja Clostridiumit. Itiét kestavat hyvin kuu-
muutta, kemikaaleja, happamuutta ja sateilya méarina, jolla solun vegetatiivinen muoto
kuolisi. Nain ollen itididen sterilointi ja desinfiointi vaatii erityismenetelmia. Ition rakenne
poikkeaa vegetatiivisen solun rakenteesta. Ition ulointa kerrosta kutsutaan eksospo-
riumiksi. Taman alla on ition varsinainen kuori, jonka alla on korteksi. Itididen vesipitoi-
suus on vain 15 %, kun se on vegetatiivsolussa noin 80 %. Tama johtuu kalsium-
dipikolinaatista, jota on vain itidissa. Kalsium-dipikolinaatti on ristisilloitettu kalsiumin
avulla peptidoglykaaniin. Tama kutistaa peptidoglykaanin ja vesi puristuu ulos solusta.
Itiot saavat energiansa ATP:n sijaan 3-fosfo-glyseraatista, koska se sailyy ATP:ta pa-
remmin. Itidsséd on naiden lisaksi yksi kopio genomista, vahan RNA:ta ja ribosomeja,
joitakin toiminnallisia entsyymeja seké paljon proteiinia, joka on ristisilloitettu. Ristisilloi-
tetut proteiinit hankaloittavat kemikaalien ja desinfiointiaineiden p&&semista itiosolun
sisdéan. (Salkinoja-Salonen 2002: 147 - 152.)

y =
e ——

/e
Metropolia



10

lum

Kuva 3. A. oxalaticus -ition elektronimikroskooppi kuvasta erottuu hyvin itién seindman kerrok-
sellisuus. (Salkinoja-Salonen 2002: 150)

3.2 Eukaryoottisolun rakenne

Eukaryoottisoluihin kuuluvat sienet, nisdkés- ja kasvisolut seka alkuelitt. N&illa on mo-
nia yhteisia piirteitd, mutta paljon myos eroavaisuuksia muun muassa soluseinassa.
Sieniin kuuluvat homeet, hiivat seké metsasienet, jotka eroavat toisistaan seka raken-
teellisesti etta lisddntymisen osalta. (Salkinoja-Salonen 2002: 167.) Tasséa kappaleessa
keskitytaan lahinna sienisolujen, ja varsinkin rihmaisten sienten eli homeiden rakentee-

seen.

Eukaryoottisolut ovat kooltaan 2 - 200 um eli ne ovat paljon suurempia kuin prokaryoot-
tisolut. Niilla on paljon erilaisia soluorganelleja, jotka ovat kooltaan yhté isoja kuin pro-
karyoottisolut. Eukaryoottisolujen tarkeimpiin sisaisiin rakenteisiin kuuluvat mitokondri-

ot, viherhiukkaset, erilaiset kalvostot, vakuolit, sytosoli seka tuma (kuva 4.).
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Kuva 4. Eukaryoottisolun (sienisolun) rakennetta. V=vakuoli, T=tuma, M=mitokondrio,
G=Golgin laite, ER=Endoplasminen kalvosto, SS=soluseind, PL=solukalvo. (Salkinoja-Salonen
2002: 171.)
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Eukaryoottien genomi on pakattu kaksoiskalvon ympar6imaan tumaan. Tumia voi olla
yksi tai useampi, yleensé enintdan kymmenen. Sienten tuman koko on 2 - 3 um. Tu-
massa DNA on superkierteisessd muodossa pakattuna histoni-proteiinien ymparille.
Eukaryooteilla voi olla useita kromosomeja seké useita kopioita samasta kromosomis-
ta. Sienista useimmat ovat haploideja eli niilla on vain yksi kopio kutakin kromosomia.
Jos kutakin kromosomia on kaksi kappaletta, organismia kutsutaan diploidiseksi. On
myds l0ydetty sienid, joilla on seké haploisidia ettd diploisidia tumia. (Prescott et al.
2002: 86 - 88; Salkinoja-Salonen 2002: 175 - 176.)

Vakuoleihin solut varastoivat jatetta seka siella hajotetaan turhia aineita. Vakuoli osal-
listuu my6s solun vesitasapainon saatelyyn. Aineet voivat olla siella pysyvasti tai valiai-
kaisesti. Vanhoilla soluilla vakuoli voi olla huomattava osa koko solun tilavuudesta.
(Prescott et al. 2002: 77.)

Eukaryoottien kalvostoihin kuuluvat endoplasminen kalvosto ja Golgin laite. Endoplas-
minen kalvosto karkeasta endoplasmisesta kalvostotsta rER:stéa seké sileasta endo-
plasmisesta kalvostosta eli SER:sta. rER on lahella tumaa ja SER lahempé&na solukal-
voa. ER:t muodostuvat erilaisista onteloista, putkista ja rakkuloista. Ribosomit sijaitse-
vat rER:n pinnalla. Endoplasmiset kalvostot kuljettavat aineita solun sisélla, lipidit ja
proteiinit syntetisoidaan niiden pinnalla seké niissa rakennetaan solukalvoa. Golgin
laite sijaitsee heti endoplasmisen kalvoston kyljessé. Golgin laitteen tehtaviin kuuluvat
solun omien rakennusaineiden seka eritettavien aineiden tuotanto, sokereiden liittdmi-
nen lipideihin ja proteiineihin sek& se osallistuu valmiiden aineiden kuljetukseen. Joilta-
kin sieniltd seka alkueldimiltd puuttuu Golgin laite. Sen korvaa kalvomainen rakenne,
joka muistuttaa Golgin laitetta. (Prescott et al. 2002: 79 - 80; Salkinoja-Salonen 2002:
170 - 171))

Solukalvo koostuu myds eukaryoottisoluissa kaksoiskerroksisista lipideista, joista suu-
rin osa on fosfolipidejd. Sienisoluissa on lisksi ergosterolia. Fosfolipidien seassa on
proteiineja, joiden tehtéva on toimia reseptoreina, auttaa solua kiinnittdmaan solun si-
séainen ja ulkoinen tukirankaan. Proteiineihin voi olla kiinnittyneena erilaisia sokereita.
Solukalvo on puolilapaiseva eli monet pienet molekyylit paasevat kulkeutumaan solun
sisélle osmoottisesti, mutta suuremmat molekyylit tarvitsevat aktiivista tai passiivista
kuljetusta. Kuljetusmekanismien avulla solu séatelee olosuhteita itselleen mahdolli-

simman edullisiksi esimerkeiksi ravinteiden suhteen. Solukalvo antaa solulle myds
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muotoa soluseinan kanssa. (Prescott et al. 2002: 88 - 89; Salkinoja-Salonen 2002: 174;
Soluseina 2006.)

Suurin rakenteellinen ero eukaryoottisolujen vélilla on soluseinédn koostumuksessa.
Suurimmalla osalla eukaryooteista on jaykka soluseind, mutta elainsoluilla ei ole solu-
seinda vaan pelkka solukalvo erottaa sytoplasman ymparistéstaan. Sienten soluseina
koostuu Kitiinista tai selluloosasta, kasveilla ja levilla selluloosasta, hemiselluloosasta
tai ligniinista. Kitiini on polymeeri, joka koostuu N-asetyyliglukosamiinista. Kitiini on si-
toutunut kovalenttisesti glukaaneihin, mika tekee Kkitiinista kovan ja kestavéan. Sienien
soluseinat ovat hydrofobisia eli vetta hylkivia. Tama johtuu seinan hydfobiini-
proteiineista. llman kanssa nama muodostavat rakenteita, jotka auttavat sienisoluja
sitoutumaan toisiinsa ja muodostamaan rihmoja eli myseelid. Monet sienisolut kestavat
kuivumista, UV-valon haittoja ja soluseinan entsymaattista hajoamista tuottamalla solu-
seindn pinnalle melaniineja. (Fortelius & Ojamo 2010; Salkinoja-Salonen 2002: 169 -
171.)

Rihmasienet ovat monisoluisia. Ne kasvavat apitaalisesti eli rihmojen karjista. Kasvuta-
van ansiosta eri rakennusaineita kuljetetaan tehokkaasti rihnmastojen kéarkiin, jolloin
homemyseelien paadyt ovat tdynné pienié rakkuloita. Rakkulakertym&a kutsutaan Spit-
zenkorper-rakenteeksi. (Fortelius & Ojamo 2010; Salkinoja-Salonen 2002: 169 - 171)

Sienilla on olemassa kaksi eri muotoa: vegetatiivinen rakenne eli myseeli seka itiot.
[tidista muodostuu hyyfeja ja monta hyyfia muodostaa myseelin. Kuvasta 5. nahdaan
hyyfin ja myseelin morfologiaa. Solu kasvaa myseelin paan apikaalisesta kasvu-
vyOhykkeesta ja siella sijaitsee Spitzenkorper-rakkularakenne. Absoptiovythykkeella
sijaitsevat solun tarkeimmat toiminnot kuten kalvostot ja tuma. Varastointivydhykkeella
sijaitsee vakuoleja sek& muita soluelimia. Vanhentumisvythykkeelld on ainoastaan
vakuoleja eli sinne varastoidaan jatteet. Vanhentumisvyohykkeen takana olevat rih-
mastot ovat tyhjia. (Salkinoja-Salonen 2002: 170 - 171, 177.)
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Kuva 5. T. reesei myseelid kuvattuna mikroskoopin suurennoksella 400 (A) ja suurennoksella
1000 (B).

Itiot ovat homeilla Iahinna lisdéntymis- ja leviamistapa, mutta joskus myoés lepomuoto.
Kun ravinteet alkavat loppua tai lampétila, valo ja kosteus muuttuvat, homeet aloittavat
itididen muodostamisen. Rikkailla kasvatusalustoilla homeet eivat valttamattd muodos-
ta ollenkaan iti0ita. Bakteeri-itiot ovat yleensa kestavampid lammon suhteen kuin ho-
meitiot. (Fortelius & Ojamo 2010; Salkinoja-Salonen 2002: 177.)

4 Mikrobien tuhoamismenetelmat

4.1 Sterilointi

Steriloinnin tarkoituksena on poistaa kaikki mikro-organismit ja itiot. Steriili tarkoittaa,
ettd pinnassa, esineessa tai nesteessa ei ole likaa, mikrobeja, itidité eika entsyymeja.
Steriilin tuotteen tulee siis olla puhdas mikrobiologisesti, kemiallisesti seka fysikaalises-
ti. Huolellisella pesemisellda saadaan poistetuksi jo 90 % pinnalla olevista mikrobeista,
joten perusteellinen peseminen tehostaa sterilointia. (Sojakka & Valimaki 2011: 30 -
31)

Steriloinnin tehokkuuteen vaikuttavat lampétila, aika, mikrobilaji, mikrobin kasvuvaihe ja
mikrobin ymparistd. Sterilointimenetelmé& tulee valita edella mainittujen vaikuttavien
tekijoiden perusteella. Sileilta pinnoilta on helpompi poistaa mikrobit kuin huokoiselta.
Huokoisen pinnan epétasaisuus mahdollistaa mikrobien kasvun suuremmalla pinta-
alalla seka se suojaa soluja. Nesteiden sterilointi on ty6ladmpaa kuin kuivien aineiden,
silla neste suojaa mikrobeja lammolta ja kemikaaleilta. Mikrobien itiét ovat erityisen

lammonkestavia. Onnistuneessa steriloinnissa kontaminaation todenndkoisyyden on
-
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1:10° eli harvemmassa kuin yhdessa miljoonasta tuotteessa on kontaminaatio. (Ki-
visalmi et al. 2013; Sojakka & Valimaki 2011: 31.)

Fysikaalisia sterilointimenetelmi& ovat lampdosterilointi, suodattaminen seka sateilysteri-
lointi. Eniten naista kaytetdan lamposterilointia, joko kuivana tai kosteana. Lamposteri-
loinnin teho perustuu proteiinien denaturoimiseen ja solukalvon lipidien liuottamiseen.
Sterilointia kosteuden avulla kutsutaan hoyrysteriloinniksi. Hoyry on tehokas l[ammon-
johdin ja sopii taman takia erittdin hyvin sterilointiin. Yleisin hoyrysteriloinnin muoto on
autoklavointi. Autoklaavissa voi steriloida monipuolisesti eri tuotteita kuten metalliesi-
neitd, lammonkestavaa muovia, lasia, kumia, kankaita seka vesiliuoksia. (Kivisalmi et
al. 2013; Sojakka & Valimaki 2011: 32 - 33.)

Autoklaavi on paineistettu astia, johon on mahdollista muodostaa kyllastetty 140 astei-
nen vesihdyry. Sterilointi suoritetaan noin yhden baarin ylipaineessa, jonka avulla kyl-
lastetty hoyry saadaan aikaiseksi. Autoklaavien sisdkammion tilavuus vaihtelee muu-
tamasta litrasta useisiin satoihin litroihin. Yleisin sterilointilampdtila on 121 °C ja steri-
lointiaika 15 minuuttia. Steriloinnin parametreja muutetaan steriloitavan tuotteen mu-
kaan. Mita suurempi steriloitava neste- ja tavaramaara on, sita pidempi sterilointiaika ja
korkeampi [ampdtila vaaditaan. Eri mikrobit vaativat myos eri aikoja ja lampotiloja inak-
tivoituakseen. Taulukossa 1. on esimerkkeja eri mikrobien vaatimista sterilointilampoti-

loista ja -ajoista.

Taulukko 1. Esimerkkeja eri mikrobien vaatimista sterilointiajoista ja —lampétiloista. (Sojakka
& Valimaki 2011: 36)

Organismi Vegetatiiviset solut Itiot
10 min / 70 °C 2- 8000m|n / 100
Bakteerit C.
0,5-12min/ 121
°C
Homeet 30 min/ 62 °C 30 min /80 °C
Hiivat 5min/ 60 °C 5min/ 80 °C
Virukset 30 min/ 60 °C -

Hoyrysteriloinnin tehon varmistamiseksi kaytetdan kemiallisia ja biologisia indikaattorei-
ta. Yleisin kaytetty indikaattori on autoklavointiteippi, joka muuttaa varia tietyssa lampo-
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tilassa. Varin muutos johtuu teipissa olevasta suolasta, jonka kidevedetdon muoto on
erivarinen kuin kidevedellinen. Autoklaavin toiminnan tarkastamiseen on tarjolla kau-
pallisia biologisia indikaattoreja. Ne sisdltavat yleensa erittdin lammonsietokykyisia
bakteeri-itidita. Yleisimmat kaytossé olevat ovat Bacillus ja Clostridium -sukujen itiot.
[tiét voivat olla ampullissa tai kiinnitettyn& johonkin pintaan, esimerkiksi liuskaan. Indi-
kaattori steriloidaan tavaroiden ja liuosten joukossa. Steriloinnin jalkeen itiot siirroste-
taan sopivaan kasvatusalustaa ja kasvatetaan optimiolosuhteissa. (Sojakka & Valimaki
2011: 35 - 38; Sterility Indicator (Steam Sterilization).)

Lampdsterilointi kuivana eli kuumailmasterilointi vaatii hdyrysterilointiin verrattuna
enemman aikaa ja korkeamman lampétilan. Kuivasterilointia varten on olemassa erilli-
sid lampokaappeja. Lampotila nostetaan yleisesti 160 - 170 asteeseen ja se pidetaan
korkeana vahintdan kahden tunnin ajan. Kuumailmasterilointi sopii lasille, metallille,
oljyille, rasvalle ja jauheille. Kuumailmasterilointi sopii erityisesti esineille, joihin ei halu-
ta jaavan ollenkaan kondenssivetta. Nesteille lampdsterilointi on erittdin hidasta eika
nain ollen ole vaihtoehto mikrobijatteen inaktivoimiseen. (Sojakka & Valimaki 2011: 32 -
33))

Jos steriloitava aine ei kestd kuumennusta, taytyy se steriilisuodattaa. Steriilisuodatet-
tavia liuoksia ovat muun muassa antibiootteja ja vitamiineja sisaltavat liuokset. Suurin
osa mikrobeista on lapimitaltaan suurempia kuin 0,2 pm. Taman takia 0,2 pm on yleisin
suodattimien reikien halkaisija. Pienimmillddn steriiisuodattimien huokoskoko on 0,1
pum. Steriilisuodattamalla saadaan liuoksista poistetuksi monisoluiset mikrobit, homeet,
hiivat ja iso osa bakteereista. Virukset ja pienimmaét bakteerit padsevat suodattimien
l&pi. Suodattimet valmistetaan eri polymeereisté ja niita on kahta tyyppia: ruiskusuodat-
timia ja kalvosuodattimia. (Sojakka & Valiméki 2011: 42 - 43.)

Ruiskusuodattimet sopivat kertakayttisten ruiskujen karkiin ja niilla voidaan suodattaa
enintdédn muutamia kymmenia millilitroja. Kalvosuodattimet kayvat jopa usean litran
suodattamiseen. Kalvosuodatin voidaan asettaa astian paélle tai erilliseen sille tarkoi-
tettuun suppiloon. Ruiskusuodattimen halkaisija on yleensé 26 - 90 mm ja kalvosuodat-
timen 50 mm. Kalvosuodattamisen tehostamiseen voidaan kayttaa alipainetta. Itse mik-
robit eivat inaktivoidu suodattamalla vaan ne poistetaan halutusta liuoksesta kalvolle.

Se ei siis sovellu mikrobijatteen tuhoamiseen. (Sojakka & Valimaki 2011: 43 - 44.)
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Kolmas fysikaalinen sterilointimenetelm& on mikrobien kasittely sahkémagneettisella
sateilylla. Yleisin kaytetty sateilynlaji on ultraviolettisateily eli UV-valo, joka saadaan
aikaiseksi elohopeapolttimoilla. UV-valon aallonpituus on 100 - 400 nm. UV-valo voi-
daan jakaa kolmeen luokkaan aallonpituuden mukaan: UV-A, UV-B ja UV-C. UV-C:lla
on naista lyhyin aallonpituus 240 - 280 nm ja n&in ollen eniten energiaa. Paras mikro-
bisidinen teho on aallonpituuksilla 250 - 260 nm. UV-C hairitsee molekyyleja, jolloin
syntyy muutoksia mikrobien DNA:ssa ja proteiineissa. Proteiinien aminohappoihin syn-
tyy sateilyn takia ylimaaraisia hiili-hiili ristisidoksia, jolloin proteiini denaturoituu. Muu-
tokset aiheuttavat mikrobien normaalin toiminnan ja kasvun estymisen ja lopulta solu
kuolee. Mikrobeilla on korjausmekanismeja DNA-vaurioiden korjaamiseksi. Tarpeeksi
intensiivisella kasittelylld saadaan kuitenkin aikaan niin paljon vaurioita, ettd mekanis-
mit eivat pysty niita korjaamaan. (Salkinoja-Salonen 2002: 31; Wirtanen 2002: 126 -
131))

Herkimpia UV-valolle ovat bakteerit, joista gram-negatiiviset sietavat UV-valoa gram-
positiivisia huonommin. Itiét ovat suhteellisen kestavia UV-valolle. UV-sateilyn heikko-
uksia on, ettd se pystyy lapaisemé&an vain muutaman solukerroksen eik& se lapaise
nesteita. N&ain ollen se ei sovellu sterilointitavaksi nesteille, mikrobijatteelle eika likaisille
pinnoille ja astioille. Jo ilmankosteuden lisdantyminen vahentd& mikrobien tuhoutumis-
ta. Jotta saavutetaan steriiliys, taytyy altistusajan olla pitk&, useita tunteja, ja etaisyys
kohteeseen mahdollisimman lyhyt. UV-valoa kéytetdan laboratoriossa mikrobien tap-
pamiseen pinnoilta. (Salkinoja-Salonen 2002: 31; Sojakka & Valimaki 2011: 45; Wirta-
nen 2002: 126 - 131.)

Toinen kaytetty sateilynlaji on gammasateily. Sen aallonpituus on vain 0,001 nm ja se
on erittain radioaktiivista. Gammasateilylla on erinomainen tunkeutumiskyky, mutta se
on hengenvaarallista ihmisille. Gammaséteily aiheuttaa soluissa hydroksyyliradikaalien
synnyn vedestd, jonka seurauksena solun muut yhdisteet hapettuvat. Itidissé, joissa on
vahan vettd, ionisoituu my6s muita yhdisteitd. Mitd enemman soluissa on vetta, sita
tehokkaammin gammasateily toimii. Sateily saadaan yleensa aikaiseksi radioaktiivises-
ta koboltti-isotoopista. Sita kaytetaan padasiassa ladkkeiden, sairaalatarvikkeiden, ker-
takayttoisten laboratoriovélineiden ja heikosti |Ampda kestavien tuotteiden sterilointiin.
Gammasateilya ei voida kayttaa laboratorio-olosuhteissa. (Salkinoja-Salonen 2002: 31;
Sojakka & Valimaki 2011: 46.)
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Sterilointi voidaan suorittaa myods kemiallisesti eli kaasusteriloimalla. Kaasusterilointi
perustuu mikrobeille myrkyllisten kaasujen kayttoon. Yleisimpia kaytettavia kaasuja
ovat etyleenioksidi, formaldehydi ja vetyperoksidinOyry. Kaasusterilointi ei vaadi vetta
eika korkeaa lampdtilaa. Se tappaa kaikki mikrobit, my6s itiét. Se sopii erityisesti lam-
poherkille muoveille, sidetarpeille ja museoesineille. Kaasusterilointeja varten on ole-
massa omat kaasuautoklaavinsa. Kaasut ja hoyryt ovat myrkyllisia my6s inmisille, joten
niiden kayttd on tyéturvallisuuden kannalta haastavaa ja ne vaativat oman laitteiston.
Kaasusterilointia kayttavat lahinna sairaalat ja isot erikoistuneet laitokset. (Kivisalmi et
al. 2013; Sojakka & Vvalimaki 2011: 47.)

Etyleenioksidi C,H,4O on varitdn, nesteytetty ja rajahtava kaasu. Sen on todistettu aihe-
uttavan allergiaa seka todennakdisesti syopaa. Se tunkeutuu hyvin huokoisiin aineisiin
ja erilaisiin onteloihin. Etyleenioksidi on sekoitettuna kaasusteriloinnissa freoniin tai
hiilidioksidiin. Kasittelylampdtilaksi riittda 40 - 50 astetta, mutta kasittelyaika on useita
tunteja. Etyleenioksidilla steriloidut tuotteet tulee tuulettaa kasittelyn jalkeen vahintaan
muutaman paivan ajan myrkkykaasujaamien poistamiseksi. (Salkinoja-Salonen 2002:
27; Sojakka & Valiméaki 2011: 47.)

Formaldehydi reagoi mikrobien nukleiinihappojen kanssa, jolloin mikrobit kuolevat. Silla
on myos hyva tunkeutumiskyky huokoisiin materiaaleihin. Formaldehydikasittely tulee
suorittaa 50 - 80 asteessa. Formaldehydin etu etyleenioksidiin nahden on, ettd sita ei
tarvitse tuulettaa pois tuotteista steriloinnin jalkeen. (Salkinoja-Salonen 2002: 27; So-
jakka & Valimaki 2011: 47, 50.)

Vetyperoksidihoyrylla steriloimista kutsutaan plasmasteriloinniksi. TAma sterilointitapa
on yleisesti kaytdssa sairaaloissa. Plasmasterilointi suoritetaan myds alhaisessa lam-
potilassa verrattuna hoéyry- ja kuumailmasterilointiin siihen suunnitelluissa plasma-
autoklaaveissa. Sterilointiajaksi riittdd 30 - 45 minuuttia. Plasmasteriloinnissa vetyper-
oksidi on yhdistettyna plasmaan, joka johtaa sdhkda. Tama saa aikaan vetyperoksidin
hajoamisen happi- ja hydroksyyliradikaaleiksi. Radikaalit tappavat mikrobit hapettamal-
la niiden eri yhdisteita. Plasmasteriloinnin jalkeen tuotteita ei tarvitse tuulettaa. (Sojak-
ka & Valimaki 2011: 47.)
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4.2 Desinfiointi ja desinfiointiaineet

4.2.1 Desinfiointi

Desinfioinnilla tarkoitetaan mikrobien tappamista kemiallisesti. Desinfiointi ei ole yhta
absoluuttista kuin sterilointi, vaan usein sen tavoitteena on paasta eroon patogeeneista
siten, ettd eloon jadnyt mikrobiméaara ei pysty aiheuttamaan sairautta. Monessa tapa-
uksessa desinfioinnilla saadaan kuitenkin tapetuksi kaikki aineen, esineen tai pinnan
mikrobit. Patogeenien desinfiointia ihmisen tai elaimen iholta kutsutaan antiseptiseksi
toimenpiteeksi. Antiseptiset aineet ovat siis desinfiointiaineita, mutta kaikki desinfiointi-
aineet eivat ole antisepteja. Muun muassa lasitavaraa, kirurgisia valineita, putkistoja,
pintoja, laitteita, jatteitd ja talousvetta voidaan desinfioida. (Salkinoja-Salonen 2002: 31
- 32; Sojakka & Valimaki 2011: 49 - 50.)

Desinfioinnilla korvataan usein sellaisten tavaroiden sterilointi, jotka eivat kesta kuu-
mennusta ja joiden kasittelyyn ei haluta kayttaa kaasusterilointia. Laboratorioissa on
tarkeda desinfioida pinnat sekd kaytettavat vélineet ja laitteet. Kiintedaines heikentaa
my06s desinfiointiaineiden tehoa. Kiintoaines voi siséltaa aineita, jotka reagoivat desinfi-
ointiaineiden kanssa ja nain ollen pienentavat sen tehokasta pitoisuutta. Proteiinit ovat
erityisen tehokkaita inaktivoimaan desinfiointiaineita. Desinfiointiaineiden on paastava
kontaktiin mikrobien kanssa, joten biofilmeja ja sakkoja on vaikea inaktivoida desinfioin-
tiaineilla. Siten esimerkiksi prosessilaitteet ja —putkistot pestddn aina ennen desinfioin-
tikasittelya, jolloin saadaan paras lopputulos. (Salkinoja-Salonen 2002: 31 - 33; Sojak-
ka & Valimaki 2011: 49 - 50.)

Desinfiointiaine voi olla mikrobistaattinen tai mikrobisidinen. Mikrobistaattiset aineet
pysayttavat ja estavat mikrobien kasvua. Mikrobisidiset desinfiointiaineet tappavat mik-
robeja. Bakteriosidit ja -staatit toimivat bakteereihin, fungisidit ja -staatit sieniin. Desin-
fiointiaineita on kaupallisesti saatavana satoja erilaisia. Aineen valinnassa on huomioi-
tava kayttokohde. Hyva desinfiointiaine on nopeatehoinen, laaja-alainen, mielelldén
stabiili, turvallinen ja hyvan tunkeutumiskyvyn omaava. Usein myos toivotaan aineen
olevan mahdollisimman edullinen. Kayttbkohde, materiaali, rakenne, mikrobien maéara
ja laatu on huomioitava aineen valinnassa. LAmpotila, pH ja kosteus voivat my6s vai-
kuttaa desinfiointiaineiden tehoon. Parhaiten tehoavat desinfiointiaineet ovat yleensa
hyvin myrkyllisia myds ihmisille ja ympéristolle. Taméa rajoittaa niiden kayttéa. Suurin
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osa desinfiointiaineista arsyttaa ihoa, silmia ja limakalvoja. (Salkinoja-Salonen 2002: 31
-32; Sojakka & Valimaki 2011: 49 - 50.)

Desinfiointiaineet luokitellaan ryhmiin niiden vaikuttavan aineen mukaan. Kaupalliset
valmisteet ovat usein monen aineen seoksia, jolloin aine saadaan paremmin tehoa-
maan laajemmalla joukolle mikrobeja. Seoksissa on yleenséa jokin paadkomponentti,
jonka mukaan se luokitellaan. Desinfiointiaineryhmia ovat kationiset tensidit, aldehydit,
alkoholit, fenolit, aktiiviseen happeen perustuvat, halogeenit seka muut. (Salkinoja-
Salonen 2002: 33 - 47.)

4.2.2 Desinfiointiaineita

Kationisia tensideja ovat kvatit eli kvaternaariset ammoniumyhdisteet seka tertiaariset

ammoniumyhdisteet. Molekyylin keskella olevaan aminotyppeen on siis sitoutunut kol-
me tai nelja substituenttia. Substituentit voivat olla tyydyttyneita, tyydyttamattémia, ali-
faattisia tai aromaattisia sivuketjuja. Yleensa sivuketjun pituus on 12 - 16 hiiltd. Kationi-
set tensidit tehoavat bakteereihin, viruksiin ja sieniin, mutteivat bakteerien ja homeiden
itidihin. Myds monet gram-negatiiviset bakteerit ovat resistentteja kationisille tensideille.
(Salkinoja-Salonen 2002: 33 - 36.)

Desinfioivia aldehydejé ovat formaldehydi, orto-ftaalialdehydi sek&a glutaraldehydi. Al-

dehydi funktionaalisena ryhmana reagoi nukleofiilisten aineiden kanssa. Tama tekee
niistd myos hyviad desinfiointiaineita, koska soluissa on paljon nukleofiilisia aineita.
Formaldehydi on kaasu, jota kaytetdan paljon kaasuautoklaaveissa. Sitd saa kaupalli-
sesti myos nesteytettyna ja kiintedna. Formaldehydi tappaa lahes kaikki mikrobit. For-
maldehydi on yksi vanhimmista desinfiointiaineista, mutta sen on huomattu aiheuttavan
syopaa ja herkistymista. Orto-ftaalialdehydi on suhteellisen uusi desinfiointiaine. Se
tehoaa lammitettdessa lahes kaikkiin mikrobeihin. Orto-ftaalialdehydi on lipofiilinen,
jolloin se pystyy hyvin tukeutumaan mikrobien soluseinien ja —kalvojen lapi. (Rutala &
Weber 2008: 48 - 49; Salkinoja-Salonen 2002: 40 - 43.)

Glutaraldehydissd on kaksi reagoivaa aldehydi-ryhmaa, mika tekee siitd tehokkaan

desinfiointiaineen. Glutaraldehydin teho perustuu rikkivetysiltojen, hydroksyyli-, karbok-
syyli-, ja amino-ryhmien alkylaatioon. Alkylaatio muuttaa proteiinien, DNA:n ja RNA:n

synteeseja. Glutaraldehydi reagoi myds solun pintakerroksen kanssa estden aineiden
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kuljetuksen solun sisélle, jolloin solu nalkiintyy. Se reagoi solun pinnalla olevien pri-
maaristen -NH; ja sekundaaristen -NH -amiinien kanssa niin, etta se ristisilloittaa naita
muihin molekyyleihin, jolloin solun pinnasta tulee lapaisematon. Glutaraldehydi on liu-
oksena hapan, mutta sen teho on parhaimmillaan pH:n 7 ylapuolella. pH:n ylittdessa
7,5 se alkaa inaktivoida myo6s itidita. Glutaraldehydi inaktivoi niin bakteereita, viruksia,
homeita, hiivoja kuin itiditékin. Itiot vaativat konsentroidumman (2 %) liuoksen. Gluta-
raldehydin pH:n nostoa kutsutaan sen aktivoimiseksi. Aktivoidun glutaraldehydin saily-
vyys on huonompi kuin aktivoimattoman, koska aktivoitu glutaraldehydi polymerisoituu
alkaalisessa ymparistdssa. Glutaraldehydia on yleisesti kaytetty terveydenhuollon inst-
rumenttien desinfiointiin sekd vesien, jadhdytysjarjestelmien ja paperikonekemikaalien
sdilontaan. Glutaraldehydilla on huono tunkeutumiskyky orgaanisen aineen lapi. Kau-
pallisissa liuoksissa glutaraldehydiin on usein lisatty jokin muu nopeavaikutteinen des-
infiointiaine. (OVA-ohje: Glutaraldehydi 2013; Rutala & Weber 2008: 43 - 46; Salkinoja-
Salonen 2002: 41 - 43.)

Alkoholeja kaytetaan desinfiointiaineissa korkeina pitoisuuksina. Yleisimmat kaytetyt
alkoholit ovat propanolit sek& etanoli. Ennen alkoholikasittelyd kohdetta ei tarvitse puh-
distaa orgaanisesta liasta. Etanoli tappaa vain vegetatiivisia bakteereja ja vaipallisia
viruksia. Se ei mydskaan desinfioi proteiinipitoisia materiaaleja. Etanolin desinfektoiva
vaikutus perustuu proteiinien denaturoimiseen ja lipidien liuottamiseen. Etanolia, kuten
muitakin alkoholeja kaytetaan 60 - 90 tilavuusprosenttisina vesiliuoksina pintojen, vali-
neiden ja ihon desinfioimiseen. Kun pitoisuus on alle 50 %, etanolin desinfioiva vaiku-
tus lakkaa. Etanolilla yleisin kaytetty pitoisuus on 70 %, koska sen teho desinfektoimi-
seen on paras. Proteiinien denaturoituminen vaatii myos vetta, jota esimerkiksi lahes
100 prosenttisessa etanolissa ei ole. (Rutala & Weber 2008: 38 - 39; Salkinoja-Salonen
2002: 45; Sojakka & Valimaki 2011: 54 - 55.)

Eenoli oli ensimmainen kaytetty desinfiointiaine. Nykyaan siitd on monia johdannaisia,
jotka ovat vdhemman myrkyllisid kuin fenoli, mutta monet niistd ovat silti kiellettyja
Suomessa. Fenoli reagoi myos solujen proteiinien kanssa. (Salkinoja-Salonen 2002: 43
-44.)

Kaupallisia Aktiiviseen happeen perustuvia desinfiointiaineita on monia. Paljon kaytet-

tyja ovat vetyperoksidi, peretikkahappo ja otsoni. Kaupallisen Virkon S:n teho perustuu

kaliumperoksomonosulfaattiin, joka on myds hapettava aine. Se hapettaa solukalvon
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proteiinien ja entsyymien rikkisidoksia. Tuloksena solukalvon toiminta héiriintyy ja se
repedd. (Salkinoja-Salonen 2002: 36 - 37; Virkon S Disinfectant and Virucide 2009.)

Vetyperoksidi on huoneenlamma@ssa variton, pistavanhajuinen neste. Vetyperoksidi on
paljon kaytetty sen laajaspektrisyyden ansiosta. Se tehoaa viruksiin, bakteereihin, hii-
voihin ja bakteeri- ja homeitidihin. Yleisesti kaytetty pitoisuus on 3 %. Itididen tuhoami-
seen tarvitaan korkeampi pitoisuus, 10 - 30 %, seka pidempi vaikutusaika. Vetyperok-
sidi toimii parhaiten 50 - 70 asteessa. Vetyperoksidin desinfioiva vaikutus johtuu syto-
toksisten, happea sisaltavien radikaalien muodostumisesta soluihin. Radikaalit tuhoa-
vat membraaneja, DNA:ta sekd muita tarkeitd solun osia. Mikrobien solulimassa on
kloridi-ioneita CI', joiden kanssa vetyperoksidi tuottaa hypokloriittia OCI™ (reaktio 1).
Reaktiossa 2 hypokloriitti reagoi vetyperoksidin kanssa muodostaen superoksi-
dianioneja O,. Nama reagoivat vetyperoksidin kanssa reaktiossa 3 muodostaen edel-

leen hydroksyyliradikaaleja OHe :

Cl + H,0, — OCI" + H,0O Q)
OCI + H,0, — O, + H,O + HCI (2)
O, + H,0, + H — O, + H,0 + OHe (3)

Jokainen reaktiotuotteista on mikrobisidinen vetta ja happea lukuun ottamatta. Super-
oksidianioni ja hydroksyyli vaikuttavat solujen lipideihin. (OVA-ohje: Vetyperoksidi
2013; Rutala & Weber 2008: 46 - 47; Salkinoja-Salonen 2002: 36 - 37.)

Vetyperoksidin puoliintumisaika vesiliuoksessa on noin seitseman vuorokautta. Kaupal-
lisissa vetyperoksidi-valmisteissa kaytetdén sailontdaineena yleisesti fosfori-, rikki- tai
sitruunahappoa hajoamisen estamiseksi. Vetyperoksidin hajoamisessa syntyy happea
ja vetta. Myrkyttdmien hajoamistuotteiden ansiosta vesiliuokset, jotka sisdltavat vety-
peroksidia, voi turvallisesti havittdd jateveden mukana. Auringonvalo ja lamp6 nopeut-
tavat vetyperoksidin hajoamista. Osa fakultatiivisista ja aerobisista mikrobeista tuottaa
katalaasi-entsyymia, joka hajottaa vetyperoksidia ja heikentaa sen tehoa. Korkeilla ve-
typeroksidipitoisuuksilla tai pitkilla vaikutusajoilla voidaan kuitenkin kumota katalaasin
vaikutus. (OVA-ohje: Vetyperoksidi 2013; Rutala & Weber 2008: 46 - 47; Salkinoja-
Salonen 2002: 36 - 37.)
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Peretikkahappo on olomuodoltaan pistavanhajuinen, variton neste. Peretikkahapon

tappava vaikutus perustuu proteiinien ja entsyymien inaktivoitumiseen. Hapettamalla
naiden rikkisiltoja se muuttaa proteiinien kvaternaarirakennetta. Sidoksien muuttuessa
proteiini menettaa funktionaaliset ominaisuutensa ja solu kuolee. Peretikkahappo ha-
pettaa proteiinien lisdksi myos joitakin lipideja ja nain vaikuttaa muun muassa solun
soluseinaan. Peretikkahappo tehoaa bakteereihin, sieniin, viruksiin ja itiihin. Yleinen
kaytetty pitoisuus on 0,3 %. Peretikkahappoa kaytetd&n eniten desinfiointiin elintarvike-
teollisuudessa seké terveydenhuollossa. Peretikkahappo myydaan nesteena. Kaupalli-
sissa valmisteissa se on yleenséa sekoitettuna rikki- tai typpihappoon. Rikki- ja typpi-
happo toimivat sailéntdaineena seoksessa. (OVA-ohje: Peretikkahappo 2013; Rutala &
Weber 2008: 50; Salkinoja-Salonen 2002: 37.)

Peretikkahappo on tehokkaimmillaan huoneenlammoéssa eikd sen teho riipu pH:sta.
Kun peretikkahappoa laimennetaan vedella, se alkaa hiljalleen hajota etikkahapoksi ja

hapeksi reaktiossa 4:

2 C,H O3 (aq) + HO () = 2C,H,0;,(aq) + O, (aq) (4)
Nama hajoavat edelleen hiilidioksidiksi ja vedeksi reaktiossa 5:
C,H,0, (ag) + 2 O, (aq) — 2 CO, (aqg) + 2 HO (1) (5)

Suhteellisen nopea hajoaminen hankaloittaa hieman peretikkahapon kayttoa; kayttoliu-
oksen tulee olla muutaman vuorokauden sisalla laimennettua. Myrkyttbmien hajoamis-
tuotteiden ansiosta peretikkahapon kayttéliuokset on helppo havittaa jateveden muka-
na eivatka ne hdiritse jateveden biologista ja kemiallista puhdistamista. (Peretikkahap-
po 2013; Rutala & Weber 2008: 50; Salkinoja-Salonen 2002: 37.)

Otsoni on kaasu, jota kaytetdan lahinna ilman, talousveden ja uimaveden desinfiointiin.

Silla on hyva ja laajakirjoinen teho mikrobeihin. (Salkinoja-Salonen 2002: 37.)

Desinfiointiaineissa kaytettyja halogeeneja ovat kloori, bromi ja jodi. Naistd on olemas-
sa lukuisia erilaisia yhdisteita, joilla on desinfioivia vaikutuksia. Paljon kaytetty on kloo-
rikaasu, jolla puhdistetaan vesia otsonin tavoin. Kaikki klooriin pohjautuvat desinfiointi-

aineet ovat voimakkaita hapettimia. My6s hypokloriitteja kaytetdan vesien desinfiointiin.
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Muita halogeenipitoisia desinfiointiaineita on mainittu useita liitteesséd 1. (Salkinoja-
Salonen 2002: 37 - 40.)

Desinfiointiin voidaan kayttaa edella mainittujen aineiden lisdksi muun muassa hopea-
ja elohopeayhdisteita, etyleenidioksidia, isotiatsolonieita sek& syanaatteja. (Salkinoja-
Salonen 2002: 45 - 46.)

4.2.3 Desinfektioaineiden tehoon vaikuttavia tekijoita

Monet tekijat vaikuttavat desinfiointiaineiden tehoon. Osa tekijoista on riippuvaisia mik-
robin lajista, osa ymparistoén kemiallisista ja fysikaalisista ominaisuuksista ja osa desin-
fiointiaineen ominaisuuksista. Mikrobista riippuvaisia ovat lajin liséksi kasvuston kiinnit-
tyminen pinnalle, kannan resistenttisyys desinfiointiaineille, mikrobien maara seka si-
jainti (Rutala & Weber 2008: 33 - 35; Wirtanen 2002: 95 - 97, 134 - 135.).

Desinfiointiaineiden teho eri mikrobiryhmin vaihtelee suuresti. Yleisesti mikrobien resis-
tenssi desinfiointiaineille on seuraava: prionit > Cryptosporidium > Bacillus- ja Clostridi-
um-itiot > kystat > mykobakteerit > pienet vaipattomat virukset > gram-negatiiviset bak-
teerit > sienet > isot vaipattomat virukset > gram-positiiviset bakteerit > lipidivaippaiset
virukset. Prionit ovat ainoastaan proteiineista koostuvia hiukkasia, jotka ovat erittain
infektiivisia. Ne aiheuttavat muun muassa BSE:té eli hullunlehman tautia. Toistaiseksi
ei tunneta yhtdan desinfiointiainetta, joka inaktivoisi prioneita. Cryptosporidiumit ovat
infektiivisia alkueldimia. (Salkinoja-Salonen 2002: 48 - 49.)

Osa kannoista on luontaisesti resistensseja tietyille desinfiointiaineille. 1ti6illa on luon-
nostaan hyva resistenssi desinfiointiaineita kohtaan. Niiden eksosporium ja korteksi
estavat tehokkaasti desinfiointiaineita pAdsemasta solun sisélle. Myos mykobakteerien
ja gram-negatiivisten bakteerien uloimmat kerrokset estéavat tehokkaasti desinfiointiai-
neiden paasyn soluun. Jotkin gram-negatiiviset bakteerisuvut ovatkin erittain hyvin des-
infiointiaineita kestavid. Gram-positiivisten bakteerien itiot, jotka kestavat hyvin lampoa
kestavat myos hyvin monia desinfiointiaineita. Naitd ovat muun muassa Pseudomonas,

Burkholderia, Proteus ja Providencia. (Salkinoja-Salonen 2002: 48 - 49.)

Biofilmien tappaminen on aina hankalampaa kuin suspensiossa olevien solujen. Desin-
fiointiaine ei valttamatta lapaise jokaista solukerrosta ja solujen tuottama orgaaninen
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aines inhiboi desinfiointiaineiden tehoa. Desinfiointiaineiden kayttssa on lisdksi sama
ongelma kuin antibioottien kayttssa: eri bakteerikannat voivat muuntua niille resisten-
teiksi. Joillain Staphylococcus aureus -kannoilla on havaittu olevan 5000-kertainen sie-
tokyky jodille verrattuna villityypin S. aureukseen. Hyppivien plasmidien valityksella on
havaittu siirtyvan resistenssi-geeneja ainakin elohopealle, formaldehydille ja kationisille
tensideille. Joillekin enterokokeille, esimerkiksi E. coleille on liséksi muodostunut resis-
tenssi muun muassa klooriheksidiinille, etidiumbromidille sekd kvateille. Naissa tapa-
uksissa plasmidit ovat siséltaneet koodin kationisten aineiden pumppaamiseen solusta
ulos tehostetusti. (Rutala & Weber 2008: 35; Wirtanen 2012: 133 - 135.)

Muiden tekijoiden pysyessa vakiona, suuri solujen maaran vaatii enemman aikaa inak-
tivaatioon. Inaktivaatiota voidaan tehostaa esipesuilla. Desinfioitaessa erilaisia valineita
ongelmaksi voi nousta niiden hankala muoto, joka luo suojaa mikrobeille. Tehokkaassa
desinfioinnissa aine paase kosketuksiin jokaisen esineen osan kanssa. (Rutala & We-
ber 2008: 33 - 34; Wirtanen 2012: 133 -135.)

Ympéaristosta riippuvia tekijoitéa ovat lampdtila, ympéardiva orgaaninen ja epéorgaaninen
aines, pH, kosteus seka veden laatu. Se, edistddko vai haittaako jokin tekija desinfioin-
tiaineen vaikutusta, riippuu kaytettavasta aineesta. Yleisesti korkeampi l[Ampdtila edis-
tad& desinfiointiaineiden vaikutusta, mutta liian korkea lampdtila kuitenkin hajottaa itse
aineen. Lammittdessa voi myoés syntyd myrkyllisia kaasuja, mika on tyoturvallisuushait-
ta. (Rutala & Weber 2008: 34; Wirtanen 2012: 133 - 135.)

Orgaaninen aines inhiboi aina desinfiointiaineiden vaikutusta. Vaikutustapoja on kaksi.
Desinfiointiaine voi reagoida materiaalin kanssa muodostaen tehottomampaa tai koko-
naan tehotonta ainetta. Orgaaninen materiaali voi myods toimia fysikaalisena suojana
soluille. Reagoidessaan epdorgaanisten aineiden kanssa voi muodostua kiteita ja des-
infiointiaine voi menettaa tehoa reagoidessaan naiden kanssa. Joidenkin desinfiointiai-
neiden vaikutus tehostuu korkeammassa pH:ssa, toisten taas laskee. pH:n vaikutus
perustuu desinfiointiaineen molekyylimuodon tai solun pinnan muuttumiseen. Kosteus
vaikuttaa lahinnd kaasujen tehoon. Kovassa vedessd on enemman magnesium- ja
kalsium-kationeja. Niiden vaikutuksesta osa desinfiointiaineista voi kiteytya ja nain me-
nettdéd tehonsa. (Rutala & Weber 2008: 34; Wirtanen 2012: 133 - 135.)
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Desinfiointiainesta riippuvia tekijoitd ovat sen pitoisuus, vaikutusaika ja lampétila. Des-
infiointiaineen pitoisuuden nosto tehostaa sen vaikutusta ja vahentaa myos tarvittavaa
vaikutusaikaa. Jokaisella aineella on kuitenkin sille tyypillinen kayttaytyminen pitoisuu-
den nostoon. Osalla tehon nousu on lineaarinen, osalla logaritminen. Esimerkiksi feno-
lin pitoisuuden puolittaminen vaatii 64-kertaisen vaikutusajan, kun taas kvaternaaristen
ammoniumyhdisteiden kohdalla pitoisuuden puolittaminen vain kaksinkertaistaa vaiku-
tusajan. Vaikutusaikakin on taysin riippuvainen desinfiointiaineesta. Se vaihtelee se-
kuntien ja tuntien valilla, mutta pidempi vaikutusaika on aina tehokkaampi kuin lyhyt.
Lammitettynd osa desinfiointiaineista toimii tehostetusti. Yleensa lammittdminen on
kuitenkin hankala toteuttaa ja se lisda tyota seka vapautuvien kaasujen maaraa. (Ruta-
la & Weber 2008: 33 - 34.)

4.3 Muut mikrobien tuhoamiseen sopivat menetelméat

Muita mikrobien tuhoamiseen sopivia menetelmia on muuan muassa ultradganipuhdis-
tustekniikka ja mikroaaltojen kayttd. Ultradanipuhdistustekniikka on ollut pitkdan kay-
tossé sovelluksissa, joissa vaaditaan korkeaa puhtausastetta. Ultradanipuhdistuksella
saadaan irrotettua myds mekaaninen lika mikrobien tuhoamisen liséksi. Yleisin sovel-
lusalue on meijeriteollisuus. Ultraddnet ovat &éniaaltoja, joita ihminen ei pysty kuule-
maan eli niiden taajuus on yli 20 kHz. Kaytetyt taajuudet puhdistuksessa ovat valilla 20
- 100 kHz. Ultragani saadaan aikaiseksi nopeasti muuttuvan séahkdkentan, mekaanis-
ten lahettimien, sahkdpurkauksien, lampoélahettimien tai magneettikentdan muutoksien
avulla. Muodostuvat ultradaniaallot saavat aikaan nesteessa tiivistysaaltoja tai leikkaa-
via aaltoja riippuen materiaalin ja aallon kohtauskulmasta. (Wirtanen 2002: 113 — 114,
119 -125))

Ultradanipuhdistustekniikassa kasittelyajaksi riittdd 2 - 10 min ja |ampdtilaksi alle 70
astetta. Kasittelyaika on siis lyhyt verrattuna moniin muihin menetelmiin. Ultradanitek-
niikalla saadaan aikaiseksi tasainen puhdistustulos, koska se lapéaisee monet materiaa-
lit ja on tehokas. Tehoa voidaan edelleen parantaa kohottamalla kasittelylampdétilaa ja -
painetta. Mikrobien tuhoamisessa suurin vaikutus on paineella. Paineen nosto edistaa
mikrobien tuhoutumista 600 kPa:n asti. Myos ultradédnen amplitudin eli varahdyslaajuu-
den nosto parantaa mikrobien tuhoutumista. Kasittelylampdtilan on hyva olla yli 50 as-
tetta. Nestepatsaan syvyydelld on myds vaikutus mikrobien tuhoutumiseen. Matalassa
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vesipatsaassa aaniaallot karkaavat ymparistoon, joten mitd korkeampi vesipatsas sen
parempi tulos. Korkea vesipatsas absorboi aaniaaltojen kuljettaman energian tehok-
kaasti. Erikoislaitteistojen takia ultragé&nipuhdistustekniikka on kallis pienten mikrobi-
maarien inaktivointiin. (Wirtanen 2002: 119 - 121.)

Ultradanikasittely vaurioittaa mikrobisoluja monella tavalla. Nesteeseen muodostuvat
yli- ja alipaineaallot vaurioittavat mikrobien soluseinié. Paineaallot ja ilmakuplien luhis-
tuminen nesteessa hajottaa myds mikrobirykelmat. Nama altistavat mikrobit paremmin
ultradanen ja lampdétilan yhteisvaikutukselle. Ultradanet aiheuttavat mikrobien DNA:n
kaksoissidosten katkeamisia ja DNA pilkkoutuu pienempiin patkiin. Hajoamisen seura-
uksena soluun syntyy fosforylaatteja ja alkoholeja, joista alkoholit toimivat solun sisai-
sind desinfiointiaineina. Ultradanikasittelyn seurauksen soluun syntyy myds vapaita
radikaaleja, jotka edelleen vaurioittavat DNA:ta, alentavat solun entsymaattista aktiivi-
suutta, tuhoavat liposomeja ja membraaneja seka denaturoivat proteiineja. Mikrobilaji,
solun koko seka ympardiva neste vaikuttavat solujen tuhoutumiseen. Suuret solut ovat
herkempia tuhoutumiselle kuin pienet. Itiét kestavat paremmin ultraganikasittelya kuin
vegetatiiviset solut. (Wirtanen 2002: 123 - 125.)

Mikrobeja voidaan inaktivoida myds mikroaalloilla. Mikroaallot ovat sdhkdmagneettista
varahtelyd taajuudella 2450 MHz. Nykyaan mikroaaltoja kaytetdén lahinna elintarvike-
teollisuudessa pidentdmaan elintarvikkeiden sailyvyysaikaa. Mikroaalloilla voidaan
myods kuivata ja kypsentda elintarvikkeita samanaikaisesti mikrobien inaktivoimisen
kanssa. Mikroaaltojen tiedetaan tuhoavan ainakin homeita, homeitidita, bakteeri-itidita
sekd monia gram-positiivisia ja -negatiivisia bakteereja kuten E. coleja, Salmonellaa ja
Listeriaa. Gram-negatiiviset bakteerit ovat herkempid mikroaalloille kuin gram-
positiiviset. Mikroaaltojen tappotehoa kaikkiin mikrobeihin ei ole viela tutkittu. Mikroaal-
tojen tiedetddn kuumentavan soluja ja tata kautta tappavan niitd. LAmmon takia prote-
iineja denaturoituu ja keraantyy solun sisélle. On myo6s osoitettu, etta nukleiinihappoja

ja proteiineja vuotaa kasittelyn aikana solun ulkopuolelle. (Woo et al. 2000: 1 - 3.)
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5 Mikrobeilla tyoskentely ja niiden lukumaaran maarittaminen

5.1 Suojakaapit

Mikrobiologisesta suojakaapista on olemassa standardi SFS-EN 12469, joka méaaritte-
lee suojakaapin kasitteen ja vaatimukset. Vaatimukset koskevat turvallisuutta ja hy-
gieniaa ja asettavat minimivaatimukset suojakaapeille. Standardien mukaan mikrobio-
loginen suojakaappi on tuuletettu tila, joka suojaa kayttajad ja ymparistdd haitallisten
aineiden tai mikrobien kasittelysté syntyvilta yhdisteilta ja josta poistuva ilma on suoda-
tettu. Suojakaapit jaetaan kolmeen luokkaan I-1ll niiden turvatason mukaan. Luokan |
biologinen suojakaappi on tavallisemmin tunnettu vetokaappina. Standardi méaarittelee

luokan | suojakaapin seuraavasti:

Suojakaappi, jonka tyoskentelyaukosta voidaan kasitella naytteitéd kaapin sisalla
ja joka on valmistettu niin, etta tyontekija on suojattu haitallisilta ilmassa liikkuvilta
partikkeleilta. Suojaus tapahtuu tydaukosta sisaanpain kulkevalle ilmavirralla ja
poistoilman suodatukselle (Kivisalmi et al. 2013).

Luokan | suojakaappi siis suojaa ihmista, mutta ei kasiteltdvia mikrobeja. Luokan |
suojakaappi ei siis sovellu aseptiseen tydskentelyyn, koska se ei suojaa naytteitd ilman
epapuhtauksilta, mutta se soveltuu hyvin haitallisten aineiden kasittelyyn. Vetokaapit
on aina liitetty omiin poistoilmakanaviinsa. Kaapin sisélle muodostetaan imevalla puhal-
timella alipaine, jolloin ilma virtaa tydskentelyaukon kautta kaapin sisélle. Kaytannon
syista vetokaapit on varustettu usein vesi-, sahko- ja ilmaliitannoilla, jotka mahdollista-

vat kaapin monipuolisemman kayton. (Kivisalmi et al. 2013.)

Luokan Il suojakaappi on vertikaalinen laminaari-ilmavirtauskaappi eli lyhyesti laminaa-

rikaappi. Sen standardin asettama maaritelma on:

Suojakaappi, jonka tyoskentelyaukosta voidaan kasitella naytteitd kaapin sisélla
ja joka on valmistettu niin, etta tydntekija on suojattu, tuote- ja ristikontaminaation
riski on pieni ja kaapissa syntyneiden ilman mukana liikkuvien haitallisten partik-
kelien ulospaasy on kontrolloitu suodattamalla kierto- ja poistoilma (Kivisalmi et
al. 2013).

Laminaarikaapin tarkoitus on pitdad tyoskentelytila steriilina ja samalla suojata tyonteki-
jaa. Taman tyyppinen kaappi on yleisin mikrobiologisessa tydskentelyssa. Laminaari-

kaappi toimii kiertoilmalla, jonka nopeus on 0,25 - 0,5 m/s. lima virtaa tasaisesti pysty-
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suunnassa ylhaaltd alaspéain. Naytteen suojaamiseksi tarvitaan nopeampi virtaus ja
ihmisen suojaamiseen riittdd hieman hitaampi nopeus. Yleensd kaapit on kuitenkin
saadetty vakionopeudelle. Laminaarikaapin suojaava vaikutus saadaan aikaiseksi suo-
dattamalla neljannes ilmasta pois kaapista HEPA-suodattimella. Korvausilma otetaan
tydskentelyaukon kautta. Korvausilma kulkeutuu tydtason etureunan reikien kautta
pohja-altaaseen ja ilmakiertoon. Kierrossa ilma suodatetaan kahdesti. Iimakierron an-
siosta tybaukkoon muodostuu suojaava ilmaverho. Toimintaperiaate on havainnollistet-

tu kuvassa 6.

Laminaarivirtauskaapin
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Kuva 6. Laminaarivirtauskaapin toimintaperiaate. (Kivisalmi et al. 2013)

Laminaarikaapin ilmavirtaus on herkka hairidille. Kun tydskennellddn laminaarikaapis-
sa, tulee tydskennella rauhallisesti ja valttaa turhia liikkeita. (Kivisalmi et al. 2013; So-
jakka & Valiméki 2011: 64 - 66.)

Luokan Ill suojakaappia kutsutaan myos vertikaaliseksi laminaari-ilmavirtauskaapiksi.

Standardi maarittelee sen seuraavasti:

Tyétilaltaan taysin suljettu suojakaappi, jossa tyontekija ja tyoétila ovat fyysisesti
taysin toisistaan eristettyja. Suojakaapissa on Kiintedsti asennetut suojakasineet,
kaappiin paéasee vain suodatettua ilmaa ja poistoilma on suodatettu (Kivisalmi et
al. 2013).

Luokan Ill suojakaapissa voidaan tydskennella patogeenisilla sek& kontaminaatioille
herkilla mikrobeilla. Luokan Il suojakaappien etuseiniin on hitsattu kiinni hanskat, joi-
den avulla voidaan mikrobeilla tyoskennelld ilman suoraa kontaktia. Rakenteeltaan

luokan Il suojakaappi muistuttaa anaerobisten mikrobien kasittelyyn tarkoitettuja suo-
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jakaappeja, joissa ilma on korvattu muilla kaasuilla. Tavarat viedaan luokan Il ja anae-
robisiin suojakaappeihin ilmasulun kautta. (Kivisalmi et al. 2013.)

5.2 Tyobskentelytekniikoita

5.2.1 Mikrobien lukumaaran maaritys

Mikrobien lukumaéaran maarittdmiseen on olemassa monta erilaista tekniikkaa. Teknii-
koita ovat muun muassa viable cell count eli elavien solujen maaran maarittdminen
maljalta, solujen laskeminen Birker-kammiolla, sameuden mittaus, solumassan muu-
toksen maarittdminen, biokemiallisen ominaisuuden mittaaminen seka jonkin aineen-
vaihduntatuotteen syntymisen seuraaminen. Yleisin tekniikoista on pesakkeiden las-
keminen maljalta. Harvinaisempia maaritysmenetelmia ovat sahkémagneettisen satei-
lyn kayttdminen muutoksien havainnoimiseksi, kun se lapéisee soluja ja infrapunasatei-
lyn absorption mittaaminen. Solumassan muutoksen maarittdminen on helpointa vain
punnitsemalla. M&aritysmenetelman valinta riippuu kayttokohteesta. Jos halutaan reaa-
liaikaista tietoa solumaarasta, kasin laskeminen on usein liian tyolasta. (Fortelius &
Ojamo 2010; Sojakka & Valimaki 2011: 137, 150 - 156.)

Elavien solujen maarittdminen maljalta eli pesakelaskenta on yksinkertainen tekniikka.
Siina tehdaan laimennossarja, josta jokaisesta laimennoksesta siirrostetaan haluttu
tilavuus kolmelle rinnakkaismaljalle. Maljojen saastamiseksi voidaan painottaa toden-
nakoisia laimennoksia ja jattéaa pienimmat laimennokset pois. Maljoja kasvatetaan mik-
robin vaatimalla tavalla mikrobille sopivassa lampétilassa tarpeeksi monta paivaa. Kas-
vatuksen jalkeen pesdakkeet lasketaan maljoilta ja lasketaan keskiarvo jokaiselle lai-
mennokselle rinnakkaisilta ndytemaljoilta. Yleensa lasketaan maljat, joilla on 10 - 200
pesadketta. Laimennoksien avulla lasketaan painotettu keskiarvo tilavuuden suhteen.
Tulokseksi saadaan peséketta per tilavuus, joka on yleensa ml, eli pmy/ml tai cfu/ml.
Tulos voidaan ilmoittaa myds massan suhteen. (Fortelius & Ojamo 2010; Sojakka &
Valimaki 2011: 151.)

Pesakelaskutekniikka on herkka menetelma. Jos naytteessa on yksikin solu, se nakyy
maljalla selvana pesakkeena. Se ei myodskaan tuhoa naytetta eli pesékkeitéd voidaan

jatkossa hyoddyntaa edelleen. Rajoituksena on, etta tutkittavan mikrobin tulee muodos-
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taa selvia pesakkeitd kasvaessaan maljalla. (Fortelius & Ojamo 2010; Sojakka & Vali-
maki 2011: 151.)

Liemiviljelm&stéd voidaan solumaard maarittdd solulaskentakammiossa eli Birker-
kammiossa mikroskoopin avulla. Nayte tulee aina laimentaa ennen laskemista, jotta
saadaan selvasti erottuvia soluja. Laimennossuhde voi vaihdella 10 ja 107 valilla.
Burker-kammio on paksu lasilevy, jossa on kaksi koholla olevaa tasannetta. Levyn
padlle asetetaan siihen kuuluva peitinlasi, jolloin muodostuu kammio levyjen valiin.
Nayte pipetoidaan lasilevyjen valiin kuten kuvassa 7. mukaan. Kammiossa on mikro-
skooppisen pienia ruutuja, jotka nakyvat myods kuvassa 7. Ruutujen koko on 0,2 mm X
0,2 mm x 0,1 mm. Yksittaisen ruudun tilavuus on talléin 0,004 mm?, Solujen maara
lasketaan useasta ruudusta, jonka jalkeen lasketaan tuloksien keskiarvo. Tilavuuden

avulla saadaan laskettua solujen tiheys.

Tiele

P
0.100mm

0 0025 mm?

Kuva 7. Burker-kammio ja mikroskooppindkyma ruuduista. A=laskentaruutu. (Sojakka & Vali-
maki 2011: 152)

Laskukammiomenetelma rajoittuu yksisoluisiin mikrobeihin, joten se ei sovellu muun
muassa homeiden laskentaan. Homeitiot ovat sen sijaan laskettavia. Se ei kay myds-
kaan pienille eika aktiivisesti liikkuville soluille. Solulaskennan ohessa voidaan arvioida
solujen elavyytta. Laskentaa helpottaa solujen varjays. (Fortelius & Ojamo 2010; So-
jakka & Valiméaki 2011: 151 - 154.)

Liemiviljelmissa voidaan havaita kirkkaan alustan samentumista kasvun edetessa. Pal-
jaalla silméalla muutos nakyy, kun solutiheys on noin 10’ cfu/ml. Silméamaéaérainen arvio
on kvalitatiivinen havainto. Kvantitatiivisia tuloksia saadaan mittaamalla sameus siihen
tarkoitetuilla laitteilla. Naita laitteita ovat turbidometrit ja spektofotometrit. Naiden toi-
minta perustuu valon l&paisyn, absorboitumisen, sironnan ja heijastumisen muutoksen
mittaamiseen. Transmittanssi kuvaa naytteen lapaisseen valon maaraa ja absorbanssi

naytteeseen imeytyneen valon maarad. Kun absorbanssi kasvaa, transmittanssi piene-
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nee logaritmisesti. Valon sirontaa mitataan turbidometreilld. Sironta ja solutiheys eivét
ole turbidometrilla mitattaessa lineaarisia, joten ennen maaritysté tulee tehda standar-
dikuvaaja. Mikrobinaytteen absorbanssi tai transmittanssi mitataan spektofotometrilla
yleensa aallonpituudella 600 - 660 nm. Tulokseksi saadaan paljas luku esimerkiksi Agoo
= 1. Solutiheys saadaan tasta selville vertaamalla sitd tunnetun naytteen absorbans-
siin. Tuloksen perusteella ei voida arvioida solujen elavyydesta. (Fortelius & Ojamo
2010; Sojakka & Valimaki 2011: 154 - 156.)

Spektofotometrin kaltainen laite on myds Klett-mittari. Klett-mittarilla voidaan mitata
varia, eri aineiden konsentraatioita ja sameutta. Mitattavan liuoksen tulee olla homo-
geenista. Mikrobiologiassa sitd on tavallisimmin sovellettu mikrobien kasvun seuraami-
seen. Klett-mittari eroaa spektofotometrista tekniikaltaan. Mittarin etuna mikrobiologi-
sessa tyoskentelyssa on, etta silla on mahdollista mitata kasvatuksen sameutta asepti-
sesti ilman erillista naytteenottoa. Klett-mittareihin tarkoitetuissa Klett-pulloissa on
mahdollista kasvattaa mikrobeja normaaliin tapaan ja ottaa valimittauksia ilman erillista
naytteenottoa. Nain valtetdan turhia kontaminaatioita. Klett-mittari kayttaa yksikkdéna
vain sille ominaisia klett-arvoja, jotka vaihtelevat nollan ja tuhannen valilla. Arvo nolla
tarkoittaa taysin kirkasta, varitonta liuosta ja tuhat liuosta, joka ei lapéise valoa. On
kuitenkin suositeltavaa, ettd saadut arvo ovat nollan ja 300 valilla. Arvot yli 300 ovat
lineaarisen alueen ulkopuolella. (Klett Manufacturing Co., Inc 1973: 2 - 10.)

Kuvassa 8. on esitelty Klett-mittarin eri osat. laitteen sisélla on valoherkkid soluja, joi-
den asento muuttuu liuoksen sameuden tai varin mukaan, kun osa valosta lapéisee
suodattimen ja naytteen. Solujen asento ohjaa osoitinta. Kaantamalla saaténupista A

osoitin palautuu nollalinjaan. Lukema luetaan nayttdikkunasta B.
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Kuva 8. Klett-mittari. A=saaténuppi, B=lukema, C=osoitin, E=nayte. D ja G liittyvat lait-
teen nollaukseen seké E ja H laitteen kaynnistamiseen. (Klett-Summerson Photoelectric Colo-
rimeter Clinical Manual 1973: 3)
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Naytteen takana sijaitsee lasinen suodatin (F). Se on valittava kayttdkohteen mukaan,
silla jokaisella suodattimella on oma spektrialue. Mikrobikasvatusten sameutta mitatta-
essa tulee kayttdd punaista suodatinta, jonka spektrialue on 580-640 nm. (Klett-
Summerson photoelectric Colorimeter 1973: 2 - 10.)

5.2.2 Desinfektioaineen tehon tutkiminen suspensiossa ja maljalla

Desinfiointiaineiden tehon tutkimiseen on olemassa erilaisia malja- ja liuosmenetelmia.

Alla on kuvattu muutamia esimerkkejd kummastakin tavasta.

VTT kayttaa desinfiointiaineen tehon tutkimiseen VTT:lI& kehitettya kehittam&&nsé 555-
suspensiotestia. Siind kaytetaan viittd mikrobikantaa, joiden nesteviljelmiin lisatdan

valmistajan pienin ilmoittama ohjeellinen pitoisuus desinfiointiainetta. Aineen annetaan
vaikuttaa viisi minuuttia, jonka jalkeen nesteviljelmiin lisataén inaktivointiliuosta. Taman
jalkeen viljelmaa siirrostetaan kiinteille kasvatusalustoille. Mikrobisidinen teho saadaan
maaritytetyksi vertaamalla inkuboituja maljoja kontrolliviljelmiin. Desinfiointiaine on te-
hokas, jos mikrobipopulaatio on pienentynyt viidella logaritmiyksikolla kasittelyn jal-
keen. (Wirtanen 2002: 135 - 136.)

Eurooppalainen suspensiotesti on menetelméa desinfiointiaineen testaamiseksi liemivil-

jelmassa. Testin protokolla on kuvattu eurooppalaisissa standardeissa EN 1276 ja EN
1650. Standardeissa on esitelty seka menetelma aineen tehon testaamiseksi etta va-
himmaisvaatimukset aineiden teholle. Standardissa kaytetdan viittd bakteeria ja kahta
sienta testiorganismeina. Desinfiointiaineen annetaan vaikuttaa 20 asteessa bakteerei-
hin viisi minuuttia ja sieniin 15 minuuttia. Desinfiointiainetta voidaan testata joko puh-
taissa tai likaisissa olosuhteissa. Puhtaissa olosuhteissa suspensioon on lisétty 0,03 %
naudan albumiinia ja likaisissa 0,3 %. Inkuboinnin jalkeen suspensio joko laimenne-
taan, inaktivoidaan tai suodatetaan ja maaritetdan elavien mikrobien maara. Standardi
siséltaa ohjeet testiolosuhteiden, inaktivoinnin ja suodatuksen validointiin. (Wirtanen
2002: 136 - 137.)

Desinfiointiaineiden tehoa voidaan tutkia myods kasvatusmaljalla. Kiekkotestid kayte-
taan yleisesti antibioottien ja muiden antimikrobisten aineiden tehon tutkimiseen. Anti-
biooteilla tutkittaessa puhutaan ld&keaineen herkkyystestista. Kiekkotestissa sulaan

agariin, joka kaadetaan petrimaljalle, sekoitetaan silmukallinen haluttua kasvustoa.
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Suodatinpaperikiekko kastetaan tutkittavaan aineeseen ja asetetaan jahmettyneen
agarin pinnalle. Inkuboinnin jalkeen kiekon ymparilla néhd&én estorengas, jossa ei ole
kasvustoa, mikali aine on mikrobisidinen kyseiselle organismille. Kiekkomenetelmalla
on myds mahdollista tutkia eri aineiden vaikutusta desinfiointiaineen tehoon. (Salkinoja-
Salonen 2002: 53.)

KOKEELLINEN OSA

6 Materiaalit ja menetelméat
6.1 Desinfiointiaineiden valintaprosessi

Osa Roal Oy:n T&K:n mikrobijatteesta inaktivoidaan talla hetkella hoyrysteriloimalla.
Suurten maarien autoklavointi on kuitenkin kallista ja ty6lasta, silla se vie useita auto-
klavointikertoja viikossa. Kuumien nesteastioiden kasittely on myos vaarallista palo-
vamman riskin takia. Hoyrysterilointi ei siis ole jarkeva vaihtoehto, kun valitaan sopivaa

menetelmaa mikrobijatteen inaktivointiin.

Kuviossa 1 on desinfiointiaineen valintaprosessi kaaviokuvana. Ty0 aloitettiin selvitta-
malla erilaisten desinfiointiaineiden ominaisuudet ja mahdollinen soveltuvuus Roal
Oy:n T&K:n mikrobijatteen kasittelyyn. Liitteessé 1 on joukko ei-kaupallisia desinfiointi-
aineita ryhmittain vaikuttavan aineen mukaan (Salkinoja-Salonen 2002: 33 - 47; Sojak-
ka & Valiméaki 2011: 50 - 55). Naiden aineiden ominaisuuksien perusteella aine joko
valittiin testeihin tai se hylattiin eika silla jatkettu kaytadnnon toihin. Desinfiointiaineet
ovat aina vahintaankin haitallisia tai arsyttavia. Laboratoriotestauksiin ei otettu mukaan
aineita, jotka ovat valittomasti myrkyllisia tai syd6paa aiheuttavia, vaan valittin vahem-
man vaarallisia vaihtoehtoja. Valituksi tuleva desinfiointiaine ei mydskaan saa olla on-

gelmajatetta, silla sen havittdminen on hankalaa ja kallista.

Ty0dssé testattiin viiden valitun desinfiointiaineen ja kahden muun aineen tehoa. Vali-
tuiksi tulivat peretikkahappo, vetyperoksidi, glutaraldehydi, etanoli, Virkon S ja Deconex
20 NS. Naiden lisaksi testattiin natriumbentsoaatin teho. Natriumbentsoaattia kaytetdan

l[&ahinna sailéntaaineena muun muassa elintarvikkeissa. Peretikkahappo, Virkon S ja
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glutaraldehydi valikoituivat testattaviksi ulkopuolisten suositusten perusteella. Etanoli
on Roal Oy:n laboratorioissa kaytdsséa pintojen puhdistamisessa. Deconex 20 NS:&&
kaytetdan T&K:n laboratorioissa muovisten siirrostusvalineiden mikrobien inaktivointiin
ennen valineiden autoklavointia. Sen tehoa mikrobien inaktivoimiseen ei ole kuitenkaan
aikaisemmin tutkittu Roal Oy:ssa eik& sen desinfioivasta vaikutuksesta 10ydy kirjalli-
suudesta tietoa. Vetypero72ksidi valittin mukaan kirjallisuuden ja artikkeleissa esitetty-
jen lupaavien tulosten perusteella. Silla on hyva teho ja vain vahan haittavaikutuksia
verrattuna moneen muuhun desinfiointiaineeseen (Salkinoja-Salonen 2002). Natrium-
bentsoaatilla on aikaisemmin inaktivoitu T. reesei-kasvustoja, mutta vertaileva tutkimus

muiden kemikaalien tuloksiin puuttuu.

Desinfiointiaineiden Kiekkotestien

A Menetelmien .
lapikdyminen & suunnittelu suoritus (4 pitoisuutta,
valinta testeihin 7 ainetta)

Tehottomat
jatetadn
pois
Desinfiointiaineen Tull_osten tglkmta Suspensiotestien
valinta jitteen sekd turvallisuuden P -es
inaktivolmiseen ja kiytettivyyden suoritus (3 pitoisuutta,

arviointi 5 ainetta)

Menetelmaohjeen
laatiminen ja
koulutus

Kuvio 1. Soveltuvan desinfiointiaineen valinta prosessina. Tyo aloitettiin kaymalla Iapi olemas-
sa olevia desinaineita ja menetelmien suunnittelulla.

Ennen kaytdnnontyon aloittamista tehtiin riskiarvioinnit kemikaalien kaytdn riskeista.
Vetyperoksidin, glutaraldehydin ja Virkon S:n riskiarvioinnit ovat liitteessa 2. Muiden
valittujen aineiden riskinarvioinnit on tehty aikaisemmin Roal Oy:ssé, koska niitd on

aiemmin kaytetty muihin tarkoituksiin. Niiden riskiarviointeja ei liitetty tahan tyohon.

Menetelmiksi valikoituivat kiekko- ja suspensiotestit, jotka suunniteltiin kirjallisuutta hy-

vaksi kayttaen sopiviksi. Testien tuloksien ja aineiden turvallisuuden seka kaytettavyy-
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den perusteella valittin soveltuva desinfiointiaine. Valinnan jalkeen laadittin menetel-

maohje.

6.2 TyoOssa testattavat desinfiointiaineet

Valittujen aineiden testatut pitoisuudet ovat taulukossa 2.

Taulukko 2.  Desinfiointiaineiden testatut pitoisuudet kokeellisessa osuudessa.

desinfiointiaine testattavat pitoisuudet [%]
peretikkahappo 0,05 0,1 0,2 0,3
Diversey Oxivir (vetyperoksidi) 3 10 20 30
Erihyd Forte (glutaraldehydi) 0,5 1 2 2,5

Virkon S 0,5 1 2
etanoli 70

Deconex 20 NS 2,5 5 7,5 10
natriumbentsoaatti 0,1 0,25 0,5 1

Pitoisuudet valittiin Kirjallisuuden, valmistajien ja nykyisten kaytantdjen perusteella.
Peretikkappo on Sigma-Aldrichin valmistama liuos (Peracetic acid solution, tuotenume-
ro 77240). Valmiste koostuu:

- peretikkahaposta (40 %)
- etikkahaposta (50 %)
- vetyperoksidista (20 %).

Valmiste on helposti syttyvaa, syovyttavaa, haitallista hengitettynd, iholla ja nieltyn&
sekd myrkyllista vesielidille. Naiden syiden takia sita tulee kasitell& aina vahintdéan luo-
kan | suojakaapissa. Valmiste on testattavista aineista haitallisinta. Kirjallisuuden pe-
rusteella tiedetdan 0,3 % liuoksen tappavan bakteerit, homeet ja itiét. Laimeat liuokset
ovat epastabiileja, joten aineesta on tehtdva aina ennen kaytt6a uusi laimennos. (Sag-
ripanti et al. 2011: 7289 - 7294; Salkinoja-Salonen 2002: 37; Peracetic acid solution

2012; Influenssaviruksiin tehoavia desinfektointiaineita ja niiden ominaisuuksia 2010.)

A
e ——

e

Metropolia



36

Vetyperoksidivalmiste on Johnson Diverseyn Oxivir (tuotenumero 7513451). Aine sisél-

taa:

- vetyperoksidia (6,9 %)

- alkyylibentseenisulfonihappoa (4,9 %)

- fosfonihappoa (4,2 %)

- fosforihappoa (2,5 %)

alkyylialkoholietoksylaattia (1,5 %).

Valmiste on terveydelle haitallista nieltynd, se on ihoa &arsyttavaa ja se voi aiheuttaa
vakavan silmavaurion. Oxivir on kuitenkin valituista aineista yksi turvallisimmista kayt-
taa. Sita kasitelladn kuitenkin vahintaan luokan | suojakaapissa tai kohdepoiston alla.
Valmistaja ohjeistaa kayttamaan 3 % liuosta likaisten vélineiden sterilointiin eli oletetta-
vasti talla pitoisuudelle tulisi jo olla vaikutusta testiorganismien kasvuun. Muut pitoisuu-

det valittiin Sagriparti et al. (2011) artikkelin perusteella. (Diversey Oxivir E2m 2012)

Glutaraldehydi-valmiste on Kiilto Cleanin valmistama Erihyd Forte (tuotenumero 8129).
Erihyd Fortessa on glutaraldehydia 2,5 %. Tama pitoisuus sopii valmistajan mukaan
useisiin tarkoituksiin. Liuos on terveydelle haitallista hengitettyné ja nieltynd, se voi
aiheuttaa herkistymista ja sen kayttssa on vakavan silmavaurion vaara. Sita tulee kasi-
tella vahintaé luokan | suojakaapissa. Pitoisuus 2,5 % on laimentamatonta valmistetta,
jota valmistaja suosittelee kayttdamaan desinfioinnissa. Sagriparti et al. (2011) seka
Rutala &Weber (2008) suosittelevat pitoisuutta 2 %. Edellda mainittujen suositeltujen
pitoisuuksien liséksi testattiin kahta matalampaa (taulukko 2), koska tydssa pyritaan
valitsemaan mahdollisimman laimea liuos. Valmiste on muihin testattaviin verrattuna
stabiili, koska sitd ei tulla erikseen aktivoimaan. (Erihyd Forte 2013; Sagriparti et al.
2011: 7289 - 7294; 2010)

Virkon S (tuotenumero 320064-0003) eroaa siten muista testatuista desinfiointiaineista,
ettd se on tablettimuodossa. Virkon S:&4& valmistaa DuPont Ltd. Sen vaikutus perustuu

aktiiviseen happeen. Virkon S:n koostuu:
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- kaliumperoksomonosulfaatista (50 %)

- sulfamiinihaposta (5 %)

- omenahaposta (10 %)

- anionisista tensideista (15)

natriumheksanofosfaatista (20 %).

Virkon S on testatuista aineista kayttajaystavallisin. Se kuitenkin arsyttaa ihoa ja voi
aiheuttaa vakavan silmévaurion vaaran. Aine on myrkyllista vesielidille. Sitakin tulee
kasitella luokan | suojakaapissa. Valmistaja lupaa yksiprosenttisen liuoksen omaavan
laajan mikrobisidisen tehon. On kuitenkin havaittu, etta yksiprosenttinen liuos ei tehoa
itioihin eik& homeisiin. Liuoksien tulee olla vasta tehtyja, koska aine hajoaa nopeasti.
(Virkon S 2004; Hernndes et al. 2000: 203 - 209.)

Etanoli ja Deconex 20 NS siséllytettiin tydhon, koska ne ovat yleisesti kdyttéssa Roal
Oy:n T&K:n laboratoriossa. Tydssa tehtavien kokeiden avulla saatiin tarkempaa tietoa
naiden tappotehosta verrattuna muihin testattuihin kemikaaleihin. Etanolia kaytetaan
pintojen puhdistamiseen seka vetokaappien ja laminaarivirtauskaappien tasojen puh-
distamiseen ja desinfioimiseen. Etanolista kaytetddn 70 % kayttoliuosta, koska silla on
tutkitusti paras tappoteho verrattuna muihin pitoisuuksiin (Salkinoja-Salonen 2002: 45).
Tuote laimennettiin Altia Oyj:n 96 %:sta Etax A:sta (tuotenumero 12210143).

Deconex 20 NS:lla puhdistetaan laboratoriovédlineet ennen varsinaista pesua tai auto-
klavointia. Deconex 20 NS on varsinaisesti puhdistusaine, jota valmistaa Borer Che-
mie. Sen vaikuttava aine on nitriloetikkahappo. Naiden liséksi se sisaltaa trinatriumnitri-
lotriasetaattia, trikaliumfosfaattia ja kaliumhydroksidia. Sita kaytetaan T&K:n laboratori-
ossa 5 prosenttisena kayttoliuoksena. Aine on tiivisteena syovyttava. (Deconex 20 NS
2006.)

Natriumbentsoaatti on kiteinen suola (tuotenumero 71300 Fluka). Tydssa se liuotettiin
steriiliin veteen, jotta saatiin halutut pitoisuudet (taulukko 3). Pitoisuudet valittiin Roal

Oy:ssa aiemmin saatujen tulosten perusteella. Natriumbentsoaatti on sailontaaine, jota
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lisata&n pienid maaria ruokaan seké elainten rehuun. Aineella on vahintdan mikrobien
kasvua estavia ominaisuuksia. Natriumbentsoaatti on mahdollista lisata mikrobien se-
kaan kitein&, jolloin jatteen tilavuus ei kasvaisi. Se on myds desinfiointiaineisiin verrat-
tuna turvallinen kaytta vaikkakin sen haittavaikutuksista kiistella&n. (Scientific Opinion
on the safety and efficacy of sodium benzoateas a silage additive for pigs, poultry, bo-
vines, goats, rabbits and horses 2012)

6.3 Testiorganismit

Desinfiointiaineen tappotehokkuutta testattiin kuudella eri mikrobilla: kolmella Esche-
richia coli -laboratoriokannalla, Bacillus subtiliksella seka kahdella Trichoderma reesei
-homeella. Kannat valittiin testiorganismeiksi, koska niitd kaytetddn paivittain T&K-
osastolla.

E. colista kaytettiin kolmea eri kaupallista laboratoriokantaa: Life Technologiesin One-
Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli —soluja, Stratagenen XL10-Gold Ultra-
competent Cells —soluja sekd XL1-Blue Competent Cells —soluja. Ty6ta varten kompe-
tenttisolut transformoitiin pUC19-plasmidilla, joka esitelladn kuvassa 9A. Kuvassa 9B

on E. coli kasvustoa maljalla.

pMB 1 ori

le;:i'"l

2
pUC19 S )S(at:ol
2.686 kb lacZa MC BamHI

Scal Aatll

|
\
Sspl

Kuva 9. pUC19-plasmidikartta (A) (Suominen, llari; 2010; Geenitekniikka; Turun Ammattikor-
keakoulu) ja E. coli -kasvustoa Luria Agarilla (B) (http://lib.jiangnan.edu).

pUC19-plasmidi sisaltda ampisilliiniresistenssigeenin, replikaation aloituskohdan pMB 1

sekd lacZa-geenin sini-valkoseulontaa varten. Plasmidi sisdltdd myos linkkerialueen,
-
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jossa on lukuisia restriktioentsyymien leikkauskohtia. Transformaation tarkoituksena oli
muodostaa E. coleja, joissa on toimivia plasmideja, silla tulevaisuudessa tapettavat
kannat siséltavat aina plasmideja. Plasmideilla saattaa kirjallisuuden perusteella olla
vaikutusta desinfiointiaineiden tehoon esimerkiksi tehostamalla bakteerin kasvua. (Sal-
kinoja-Salonen 2002: 49)

E. coli on fakultatiivi aerobi, joka kasvaa parhaiten + 37 °C:ssa. E. coli —kantojen kas-
vatusaika on 16-18 tuntia. E. coli on gram-negatiivinen bakteeri ja muodoltaan sauva.
Tyossa kolibakteerit kasvatetaan Luria Broth —liuoksessa ja Luria Agar —maljoilla. Alus-
tat ovat yleisiA monien enterobakteerien kasvatuksessa. Useimmat E. coli -
laboratoriokannat kuuluvat vaaraluokkaan 1. (MacWilliams & Liao 2013; Palo; Sal-
kinoja-Salonen 2002: 619)

B. subtilis on gram-positiivinen bakteeri, joka on muodoltaan leved, pitkd sauva. Se
kasvaa useiden solujen jonoissa. B. subtilista kasvatettiin paivan ajan +37 °C:ssa.
Tybssa kaytetty B. subtilis on geneettisesti muokattu kanta. Kasvatusalustana kaytettiin

Luria Brothia eli LB:t& ja Luria Agar —maljoja eli LA:ta. Kuvassa 10. on paivan kasvanut

B. subtilis LA-maljalla.

Kuva 10. B. subtilis kasvustoa LA-maljalla.

B. subtilis on itidiva bakteeri. Sen itiot ovat erittain kestavia monille desinfiointiaineille.
Ne kestavat hyvin muun muassa liuottimia, fenolia ja formaldehydia, jotka ovat erittain
tehokkaita muille mikrobeille. B. subtilista kaytetdan laajasti bioteknisesti muun muassa
entsyymien tuotannossa. Suurin osa B. subtilis —kannoista kuuluu vaaraluokkaan 1.

(Bozic et al. 2010: 965 - 972; Salkinoja-Salonen 2002: 136)
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Homeille testiorganismeina kaytettiin kahta T. reesei —kantaa. Toinen kanta on julkinen
Rut-C30 -mutantti ja toinen on Roal Oy:n tuottokanta. T. reesei —kannat kasvatettiin
Difcon potato dextrose —agarilla eli PD:lla (tuotenumero 213400) neljd paivaa +30
°C:ssa. Ravistelukasvatuksissa alustana kaytettiin kompleksista minimal media (MM) —
alustaa, jossa hiilenlahteené on laktoosi. Se sisélsi lisdksi orgaanista hiilenléhdetta ja
useita suoloja. T. reesein optimikasvatuslampétila on +28 - 30 °C, jossa se kasvaa 4-7
paivaa. Kuvassa 11. on kuva PD-maljasta, jossa neljd paivad kasvanut Rut-C30 —

mutantti.

Kuva 11. T. reesei (Rut-C30) kasvustoa PD-maljalla.

T. reesei on filamenttihome. Trichodermaa kaytetédan laajasti teollisten entsyymien ja
rekombinantti proteiinien tuotannossa. Ensimmainen T. reesei —kanta, QM6a, eristettiin
Salomonin saarilta toisen maailmasodan aikaan. T. reesei —kannat ovat hyvia sellu-
laasien tuottajia. Testeissa kaytetyt T. reeseit kuuluvat vaaraluokkaan I. (Nakari-Setéla
& Penttila 1995: 3650 - 3651; Peterson & Nevalainen 2012: 58 - 60; Salkinoja-Salonen
2002: 484 - 485)

6.4 Menetelméat

6.4.1 Kiekkotestit

Kiekkotestien tarkoituksena oli seuloa sopivat desinfiointiainepitoisuudet suspensiotes-
teihin, joiden perusteella sopiva desinfiointiaine valittiin. Sopivat pitoisuudet kiekkotes-
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teihin wvalittiin kirjallisuuden ja valmistajien ohjeiden perusteella. Kiekkotestimaljat jaet-

tiin nelja&n sektoriin kuvan 12. mukaan.

Kuva 12. B. subtilis -kiekkotesti o/n kasvatuksen jalkeen. Kiekko oli kastettu 20 % Oxiviriin.
Maljalla vasemmalla ylh&aalla kiekko on positiivinen kontrolli. Kuvassa h = estorenkaan halkaisi-
ja.

Jokaisen maljan sektoriin asetettiin suodatinpaperikiekko kuten kuvassa 12. Kolmessa
naista on rinnakkaiset yhdesta desinfiointiainepitoisuudesta ja yhdessé kasvun suhteen
positiivinen kontrolli, jonka kiekko kastettiin steriiliin veteen. Talla varmistettiin kasvus-

ton elavyys.

Kiekkotestit tehtiin mukaillen Salkinoja-Salosen (2002: 53) kuvailemaa kiekkotestia.
Aluksi silmukallinen mikrobia siirrostettiin maljalle, E. coli —kasvusto agarin joukkoon ja
muut mikrobit levitettiin jAhmettyneen agarin pintaan. Halkaisijaltaan 5 mm suodatinpa-
perikiekko kastettiin 2/3 pinta-alalta desinfiointiaineeseen ja asetettiin jahmettyneen
agarin pintaan. Kiekko kasteltiin siten, etta siina ei ole ylimaaraista desinfiointiainetta,
joka olisi paassyt levidamaan agarin pinnalla. Maljoja kasvatettiin mikrobin vaatima aika
optimilampétilassa. Kasvatuksen jalkeen mitattiin mahdollisesti muodostuneiden esto-
renkaiden halkaisijat. Kuvassa 12. on muodostunut selvat estorenkaat B. subtilis viljel-

maan.

|
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Suspensiotestissa kaytettiin jokaiselle mikrobille kolmea eri desinfiointiainepitoisuutta,

jotka valitaan kiekkotestien perusteella ja kolmea vaikutusaikaa. Vaikutusajoiksi valittiin

5, 15 ja 30 minuuttia. Kaikille aineille kaytettiin aluksi samoja aikoja, jolloin aineiden

tehoa voidaan vertailla. Tuloksien perusteella paéatettiin lisakokeiden tarve. Suspen-

siotestien protokollat on esitelty kuvissa 13. ja 14.

—3

Klett-
mittaus

3 mlE. coli
kasvatus LB:ss3

Desinfiointi-
aineen
lisdys

ja inkubointi

_

— Sentrifuu-

gaus ja Pesu NaCl-
cuperna. liuoksella
P .. 3ml
|| tanttipois
—_— e ——
| = L —
Klett-
. «——
mittaus
—
Kasvatus
%
+37°C, ||
yonyli

Sentrifuu-
gausja
superna-

tantti pois

5ml

o

5ml

Lisataan
solupelletin
paélle 10 ml
LB

Kuva 13. E. colien suspensiotesti-menetelmé kaaviona. Testissé valmiiksi kasvatettuun neste-
viljelmaan lisatdéan desinfiointiaine, jonka annettiin vaikuttaa haluttu aika. Desinfiointiaine
pestiin pois fysiologisella suolaliuoksella, jonka jalkeen solupelletti suspensoitiin Luria brot-
hiin. Suspensio jaettiin kahteen putkeen, joista toinen kasvatettiin normaaliin tapaan ja toi-
sesta mitataan klett-arvo. Kasvatuksen jalkeen mitattiin myos klett-arvo.

»
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30 ml B. subtilis inkuboint] sentrifuu- s
kasvatus LB:ssa Desinfiointi 12 sn_rto — S o o
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Kuva 14. B. subtiliksen ja T. reesein suspensiotesti-menetelmét kaaviona. Aluksi kumpaakin
mikrobia kasvatettiin liemessa normaaliin tapaan. Liemeen liséttiin desinfiointiaine, jonka
annettiin vaikuttaa haluttu aika. Aine pestiin pois fysiologisella suolaliuoksella. Pesun jal-
keen B. subtilis —solupelletin paalle lisattin 10 ml fysiologista suolaliuosta, josta siirrettiin
puolet kasvatusalustaan. Kasvatuksen klett-arvo mitattiin ennen ja jalkeen kasvatuksen. T.
reesei —solupelletin paalle lisattiin pesun jalkeen myos fysiologista suolaliuosta. Tasté liuok-
sesta maljattiin 50 pl ja annettiin sen kasvaa normaaliin tapaan. Viiden paivan jalkeen kasvu
arvioitiin.

)
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Aluksi mikrobia kasvatettiin liemessa. E. coli -kannat kasvatettiin 3 ml:n tilavuudessa
putkissa ja muut 30 ml:n tilavuudessa erlenmayer-pulloissa sopivissa ravistelualustois-
sa. B. subtilis ja T. reesei ovat obligaatteja aerobeja ja putkissa kasvatettaessa ilmas-
tus olisi jaanyt liian matalaksi. Kasvatuksen jalkeen suoritettiin desinfiointiainekasittelyt
huoneenlammaossa. Desinfiointiainetta lisattiin kaksi kertaa vahvempana konsentraa-
tiona kuin haluttu konsentraatio oli kasvatuksen tilavuuden verran. Esimerkiksi, kun
haluttiin Diversey Oxivirin pitoisuudeksi 10 %, lisattiin 3 ml:n kasvatukseen 3 ml:a 20
%:sta Diversey Oxiviria. Desinfiointiaineen annettiin vaikuttaa valilla sekoittaen rauhal-
lisesti. Vaikutusajan jalkeen suspensio sentrifugoitiin, jolloin saatiin solut pelletiksi put-
ken pohjalle ja desinfiointiaine jai liuososaan. Taman jalkeen supernatantti kaadettiin
varovasti pois ja solut pestiin kahdesti fysiologisella suolaliuoksella desinfiointiaineen

poistamiseksi.

Pestyn E. coli -solupelletin paalle lisattin 10 ml LB:ta ja pelletti sekoitettiin tasaiseksi
suspensioksi. Solu-elatusainesuspension sameus mitattiin 5 ml:sta Klett-mittarilla. Saa-
tuun arvoon verrattiin kasvatuksen lopussa. Loput 5 ml:a E. coli -kasvatusta kasvatet-
tiin optimiolosuhteissa, jonka jalkeen mitattiin uudelleen klett-arvo. Jos Klett-arvo oli

suurentunut kasvatuksen jalkeen, desinfiointiaine ei ollut inaktivoinut soluja.

B. subtilis -solupelletin paalle lisattiin 10 ml:& fysiologista suolaliuosta. Solususpensiota
pipetoitiin 5 ml:aa Klett-pulloon, jossa oli 50 ml:aa Lurian brothia. Tasta viljelman [aht6-
tilanteesta mitattiin klett-arvo. Bacilluksen osalta koko solupellettia ei voitu lisata kasva-
tusalustan sekaan, koska suspension sameus olisi ollut lilan suuri, l&helld Klett-
asteikon toimintarajaa. B. subtilis kasvatettiin optimiolosuhteissa, jonka jalkeen mita-

taan kasvatuksen jalkeinen sameus Klett-mittarilla.

T. reesei pellettien paalle pipetoitiin 10 ml:& fysiologista suolaliuosta. Kun solut ja muu
aines olivat taysin sekoittuneet, pipetoitiin siitd 50 pul PD-maljalle. Homeista ei pystytty
mittaamaan Klett-arvoa, koska myseeli seka alustan sisaltdma orgaaninen aines hairit-

sivat mittausta. Maljoilta arvioitiin kasvatuksen jalkeen kasvuston runsautta.

Suspensiotestilla testattin myds Erihyd Forten, Diversey Oxivirin, Peracetic acid Solu-
tionin ja Virkon S:n teho Trichoderma-kantojen itidihin. Vaikutusaikoina kaytettiin kaikil-
le muille kuin Virkon S:lle 15 ja 30 minuuttia, koska oletettavasti itidille ei riittdnyt 5 mi-

nuutin inkubaatio. Valmistetun itiésuspension solutiheys maaritettiin ennen kasittelya
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Birker-kammiolla. Saadun lukeman avulla voitiin arvioida tarvittava laimennos ennen

maljausta. Suspension ja desinfiointiaineen tilavuutena kaytettiin 200 pl:aa.

7 Tulokset

7.1 Kiekkotestit

Kiekkotestien tulokset on esitetty taulukossa 3. Taulukoissa numeroarvot ovat kolmen

rinnakkaisen estorenkaan keskiarvoja millimetreissa.

Taulukko 3.

Kiekkotestien tulokset. Taulukossa on estorenkaiden keskiarvot millimetreisséa.

e . o E. coli E. coli E. coli . T.reesei | T.reesei
desinfiointiaine | pitoisuus TOP10 >((3L01|((;— XL1-Blue B. subtilis RUt-C30 Roal
25% 0 0 0 0 0 0
5% 0 0 0 0 0 0
Deconex 20 NS
7,5 % 0 0 6 0 0 0
10 % 6 0 8 0 0 0
Etanoli 70 % 0 0 0 0 0 0
0,1 % 0 0 0 0 0 0
Natriumbent- | 0.25% 0 0 0 0 0 0
soaatti 0,5 % 0 0 0 0 0 0
1% 0 0 0 0 0 0
0,05 % 0 0 0 0 0 0
Peretikkahappo 0.1% 0 ! ! 0 0 0
0,2% 0 8 7 9 0 6
0,3 % 10 10 13 9 7 7
0,5% 6 7 6 6 0 0
Erihyd Forte 1% o 0 0
2% 10 12 10 7
2,5% 16 10 12 15 9
3% 21 21 20 15 0 0
Diversey Oxivir 10% 26 25 28 27 0 0
20 % 36 26 31 28 10 0
30 % 43 30 35 30 22 6
Taulukossa 4 on kiekkotestien tulokset Virkon S:n osalta.
y
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Virkon S —kiekkotestien tulokset. Numeroarvot ovat rinnakkaisten keskiarvoja

millimetreina.

o oo E. coli £ coli E. coli | T.reesei | "'e&
desinfiointiaine | pitoisuus | 5501 XL10- XL 1-Blue | B-subtilis | o ."~o0 sei
Gold Roal
0,5 % 0 0 0 0
Virkon S 1% 0 0
2% 9 13 0

7.2 Suspensiotestit

Suspensiotestien tuloksista on yhteenveto taulukossa 5. ja 6. Primaaritulokset 16ytyvat

litteesta 3. Liitteessa on Klett-mittarilla mitatut sameudet klett-arvoissa.

Taulukko 5.  Yhteenveto suspensiotesteistd. Vaikuttavana aineena Deconex 20 NS. Plus-
merkki (#) tarkoittaa, etta aine esti testiorganismin kasvun ja miinus-merkki (-),
etta testiorganismi lahti kasvuun kasittelyn jalkeen.

aine | pitoisuus Va"‘[‘;:‘i‘:fika Top1o | ot | X B'tﬁi‘;b' o | Roal

5 - - - - - -

5% 15 - - - - - -

30 - - - - - -

5 - - - - - -

D;gol\rl‘gx 7,5 % 15 - - - - - -
30 - - - - - -

5 - - - - - -

10% 15 - - - - - -

30 - - - - - -

y
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Yhteenveto peretikkahapon, vetyperoksidi-valmisteen, glutaraldehydivalmisteen

ja Virkon S:n suspensiotesteista.

aine

pitoisuus

vaikutusaika

Peracetic
acid Solu-
tion

0,1%

5
15
30

0,2%

5
15
30

0,3%

5
15
30

Diversey
Oxivir

3%

5
15
30

10%

5
15
30

20%

5
15
30

Erihyd
Forte

0,5%

5
15
30

1%

5
15
30

2%

5
15
30

Virkon S

0,5%

5
15
30

1%

5
15
30

2%

5
15
30
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Suspensiotestien tuloksien perusteella tehtiin lisdkokeita pitoisuuksien ja aikojen tar-

kentamiseksi. Tarkoituksena oli myds loytaa toimivat pitoisuus ja vaikutusaika Erihyd

Fortelle, joka tehoaisi B. subtilikseen sekd Virkon S:lle, T. reesein inaktivointiin. De-

conex 20 NS jatettiin tehottomuutensa takia lisdkokeiden ulkopuolelle. Lisdkokeiden

tulokset seké kaytetyt pitoisuudet ja ajat on esitelty taulukossa 7.

Taulukko 7. Suspensiotestien lisakokeiden tulokset.
aine pitoisuus | vaikutusaika | TOP10 )g_oll(()j- >E<3|I_u1e- B.tislii b- I(R:gt(:) Roal
Peraceti_c acd 0,10 % o/n + + + + + +
Solution
1% - - - -
Diverse_zy Oxi- 3% o/n : : ) )
vir
10 %
0,20 % o/n + + + -
1h -
0,50 % 2h )
3h -
o/n
1h -
Erihyd Forte 1% 2h -
3h -
o/n
1h -
50 2h +
3h +
o/n +
1h - -
2h - -
Virkon S 2% 3h - -
6h
o/n + +
- ei tehoa
+ tehoaa
ei tehda

Taulukon 7. tuloksista nahdaan, ettéa Erihyd Forte tehosi B. subtilikseen, kun vaikutus-

aika on kaksi tuntia ja pitoisuus 2 %. Kaksi prosenttinen Virkon S:n taytyi antaa vaikut-

taa yon yli, jotta homeet saadaan inaktivoitua. Peretikkahappo inaktivoi kaikki testior-
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ganismit o/n kasitellyssa jo 0,1 %:n pitoisuutena. Diversey Oxivir tehosi homeisiin 10

prosenttisena o/n kasittelyssa ja muihin testiorganismeihin jo 3 prosenttisena liuokse-

na. Peretikkahapon, Diversey Oxivirin, Erihyd Forten ja Virkon S:n teho varmistettiin

lisdkokein homeitidlla. Kokeiden tulokset on esitelty taulukossa 12.

Taulukko 8. Homeitididen suspensiotestien tulokset.

. o . . Rut-
aine pitoisuus | vaikutusaika C30 Roal
01 15 min + -
30 min + 4
i + +
Peracetic acid 0,2 15 min
30 min + +
i + +
0.3 15 min
30 min + 1
3 15 min - -
30 min - -
. . i
Diversey Oxivir 10 15 min
30 min + +
i = +
20 15 min
30 min F +
i - +
05 15 min
30 min + +
i + +
Erihyd Forte 1 15 min
30 min + +
15 mi + +
5 5 min
30 min F +
30 min - -
+ +
Virkon S 2 2h
6 h + +
o/n + +
- ei tehoa
+ tehoaa

Kokeissa kaytetyt desinfiointiaineiden pitoisuudet ja kasittelyajat tehosivat hyvin T. ree-

sein itidihin. Osa aineista tappoi itidt jopa nopeammin kuin vegetatiiviset solut.
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8 Tulosten tarkastelu

Valittavan desinfiointiaineen tuli tayttda kolmea kriteeria: sen tuli olla tehokas, suhteel-
lisenturvallinen ihmisille ja ymparistdlle sekd sen lisdys ja inkubointi tuli olla helposti

toteutettavissa. Se ei siis saanut lisata merkittavasti typmaaraé osastolla.

Tyobssa tehtyjen kiekkotestien ja suspensiotestien tulosten perusteella I6ydettiin nelja
vaihtoehtoa kaytettavaksi mikrobien inaktivointiin Roal Oy:n T&K-osastolla: peretikka-
happo, Erihyd Forte eli glutaraldehydivalmiste, Diversey Oxivir eli vetyperoksidivalmiste
sekd Viron S. Aineet inaktivoivat testeissé testimikrobit. Peretikkahappo oli kaytetyilla
pitoisuuksilla ja ajoilla tehokkain. Muiden aineiden teho vaihteli testiorganismista riip-

puen.

Etanoli ei vaikuttanut testiorganismien kasvuun kiekkotesteissa. Etanolilla testattiin vain
70 % pitoisuutta, koska kirjallisuuden perusteella silla oli tutkitusti paras tappotehok-
kuus. Maljalla oli todennakoéisesti likaa proteiineja etanolin denaturoitavaksi. Etanolilla
ei tehty suspensiotesteja. Etanoli on kuitenkin hyva desinfiointiaine pinnoille. (Sal-
kinoja-Salonen 2002: 45)

Deconex 20 NS:lla oli kiekkotesteissa mikrobistaattinen vaikutus vain kahteen E. coli -

kannoista: TOP10:iin ja XL1-Blue:hun. Aineella jatkettiin suspensiotesteihin kolmella
suurimmalla pitoisuudella, koska kahdella pienimmalla pitoisuudella ei ollut vaikutusta
yhteenké&én testiorganismiin. Suspensiotesteissa jokainen testiorganismi lahti kasvuun

kasittelyn jalkeen.

Natriumbentsoaatilla ei ollut mikrobistaattista tai mikrobisidista vaikutusta testiorganis-

meihin. Natriumbentsoaatin teho olisi parantunut lammittdmalla seosta ja saatamalla
pH:ta, mutta testeissa ei haluttu kayttaa lammittamista tai pH:n saatoa silla se ei olisi
kaytanndssa mahdollista jatteen inaktivoinnissa. Tuloksia tukee Roal Oy:n aikaisemmat
tutkimukset natriumbentsoaatin kaytésta T. reesein inaktivoimisessa. Natriumbentsoaa-

tilla ei tehty suspensiotesteja.

Deonex 20 NS:n, etanolin ja natriumbentsoaatin kiekkotestit ja suspensiotestit korreloi-
vat selvasti toistensa kanssa. Mitdan naisté ei niiden tehottomuuden takia tulla valitse-

maan kaytettavaksi desinfiointiaineeksi mikrobijatteen inaktivoinnissa.
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Peretikkahappo tehosi hyvin kaikkiin testiorganismeihin. Kiekkotesteisséa peretikkahap-

po tehosi 0,3 %:n pitoisuutena jokaiseen testiorganismiin ja jo 0,1 %:n pitoisuutena
suspensiotesteissa. Kiekkotesteissa pitoisuus 0,1 % vaikutti kasvua estavasti kahteen
koli-kantaan. Pitoisuus 0,2 % esti B. subtiliksen seka toisen T. reesei -kannan kasvun.
0,3 % esti kaikkien testiorganismien kasvun. Estorenkaan halkaisijan koon riippuvuus
peretikkahapon pitoisuudesta on esitetty kuviossa 2. Suspensiotesteihin valittiin kiekko-
testien tulosten perusteella pitoisuudet 0,1 % - 0,3 %.

Estorenkaan halkaisijan riiippuvuus
peretikkahappo pitoisuudesta
14

Gold
—&—E. coli XL1-Blue

12 } —o—E. coli XL10-
Ve

10

Estorenkaan —a—E. coli TOP10

8

halkaisija [mm] 7 T. reesei (Rut-

R /SRR

N i o)
/

—o— B. subtilis

0 L_J - 7N T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004

PAA pitoisuus [t-%]

Kuvio 2. Estorenkaan halkaisijan riippuvuus peretikkahapon (PAA) pitoisuudesta kiekkotes-
teissa. Peretikkahappo esti jokaisen kannan kasvun.

Suspensiotesteissd 0,1 % liuos tehosi jo viidessa minuutissa kolmeen bakteereista ja
30 minuutissa loppuihin testiorganismeista. Kirjallisuus tukee tuloksia: Salkinoja-
Salosen (2002: 37) mukaan 0,3 %:n pitoisuus tuhoaa suurimman osan vegetatiivisista
soluista ja itidista. Ero kiekkotestien ja suspensiotestien valilla voi johtua maljoissa ole-
van agar-agarin inhiboivasta vaikutuksesta. Osa aineesta imeytyy agar-agariin. Kiekko-

testit ja suspensiotestit eivat siis taysin tue toisiaan.

Itiot ovat kestéavampia desinfiointiaineille kuin vegetatiiviset solut. Homeitididen sus-
pensiotesteissa peretikkahappo kuitenkin inaktivoi solut yhta helposti kuin varsinaisissa
suspensiotesteissd. Ero johtui suspension koostumuksesta. Itiot olivat fysiologisessa
suolaliuoksessa, kun vegetatiiviset solut taas kasvoivat kompleksisissa kasvatusalus-
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toissa. Kasvatusalustoissa oli paljon orgaanista ja epaorgaanista ainesta, jotka kirjalli-
suuden perusteella tehokkaasti inhiboivat desinfiointiaineiden tehoa. (Salkinoja-
Salonen 2002: 48 - 49; Wirtanen 2002: 133 - 135)

Diversey Oxivir tehosi kiekkotesteissa ja suspensiotesteissa hyvin bakteereihin ja hie-

man huonommin homeisiin. Bakteereihin tehosi kiekkotesteissa kaikki kaytetyt pitoi-
suudet. Rut-C30 -kantaan tehosi 20- ja 30-prosenttinen liuos. Roal Oy:n kantaan tehosi
kunnolla vain pitoisuus 30 %. Estorenkaan halkaisijan riippuvuus Diversey Oxivirin pi-
toisuudet on esitelty kuviossa 3. Suspensiotesteihin valittiin pitoisuudet 3 % - 20 %,

koska matalamman pitoisuuden liuos on turvallisempi kasitella jatkossa.

Estorenkaan halkaisija riippuvuus OXxivirin
pitoisuudesta

50

45

40 // —e—XL10-Gold / pUC19

35

30 - —=—XL1-Blue / pUC19

akaisia ] 2 —+—TOP10/pUC19

halkaisija [mm] 20 | x

15 _/ / —T. reesei (Rut-C30)

10 / —#—T. reesei (Roal Oy)

X
: / L —o—B. subtilis
0 +—x % : .

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Oxivirin pitoisuus

Kuvio 3. Estorenkaan halkaisijan riippuvuus Diversey Oxivirin pitoisuudesta kiekkotesteissa.
Vetyperoksidi esti jokaisen kannan kasvun.

Suspensiotesteissa B. subtilis inaktivoitui nopeasti matalimmalla, 3 % pitoisuudella. E.
colien inaktivointiin riitti jo 10 %:n pitoisuus lyhyella vaikutusajalla tai 3 %:n pitoisuus
vaikutusajalla o/n. T. reesei -kantoihin Diversey Oxivir ei tehonnut yhtd hyvin. Niiden
inaktivointi vaati 20 %:n pitoisuuden. Rut-C30 inaktivoitui vasta 30 minuutin kasittely-
ajan jalkeen ja Roal Oy:n kanta nopeammin viidessa minuutissa. Eri menetelmat tuke-
vat hyvin toisiaan vetyperoksidin osalta. Bakteerien ja homeiden rakenteelliset erot

ovat todennakdisesti syyna tehon vaihtelulle.
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Erihyd Forte eli glutaraldehydi tehosi hyvin kiekkotesteissé jokaiseen testiorganismiin.
Bakteereihin tehosi jokainen testatuista pitoisuuksista ja homeisiin kaksi vakevinta, 2 %
ja 2,5 %. Suspensiotesteihin valittiin pitoisuudet 0,5 % - 2 %. Suspensiotesteissa ei
ollut mahdollista saada liuoksen glutaraldehydipitoisuudeksi 2,5 %:a, koska se olisi

vaatinut vahvemman valmisteen. Kiekkotestien tulokset on piirretty kuvaajaksi kuvioon

4.
Estorenkaan halkaisijan riippuvuus
glutaraldehydin pitoisuudesta
18
16 ﬁ
14
12 —e—E. coli XL10-Gold
Estorenkaan 10 » —m—E. coli XL1-Blue
halkaisija [mm] 8 A —4—E. coli TOP10
6 // —«T. reesei (Rut-C30)
4 // =#=T. reesei (Roal Oy)
2 —e—B. subtilis
0 % T 1
0 0,01 0,02 0,03
Glutaraldehydin pitoisuus

Kuvio 4. Estorenkaan halkaisijan riippuvuus glutaraldehydin pitoisuudesta kiekkotesteissa.
Aine esti jokaisen kannan kasvun.

Suspensiotesteissd hometestiorganismeihin glutaraldehydi oli erittédin tehokas ja no-
peavaikutteinen. Jokainen pitoisuus tappoi homesolut kaikilla vaikutusajoilla. E. coli —
kantoihin Erihyd Forten teho vaihteli suuresti. Kaikki E. colit inaktivoituivat viimeistaan 2
%:n pitoisuutena jo 5 minuutilla. Erihyd Forte ei tehonnut lainkaan kyseisilla pitoisuuk-
silla ja ajoilla B. subtilikseen suspensiotesteissa. Salkinoja-Salosen (2002: 42) mukaan
bakteeri-itididen inaktivointi glutaraldehydilla vaatii pidemman vaikutusajan muihin mik-
robeihin verrattuna. Lisakokeiden perusteella glutaraldehydi tehosikin muutaman tunnin
kasittelyn jalkeen. Kiekkotesteissé se tehosi, koska sen mikrobistaattinen vaikutus on

suurempi kuin mikrobisidinen. (Salkinoja-Salonen 2002: 41 - 43)

Virkon S tehosi kiekko- ja suspensiotesteissa hyvin bakteereihin, mutta ei ollenkaan T.
reesei -homeisiin. Kiekkotesteissa Virkon S esti hyvin B. subtiliksen ja melko hyvin E.
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colien kasvun. T. reeseiden kasvua se ei estanyt. Kaytettavaa pitoisuutta ei voitu nos-
taa, koska suspensiotesteissa tarvitaan kaksinkertainen pitoisuus eivatka Virkon S tab-
letit liukene testattua suurempina pitoisuuksina. Kuviossa 5 on estorenkaan halkaisijan
riippuvuus Virkon S:n pitoisuudesta bakteereiden osalta. Suspensioteihin valittin samat
pitoisuudet kuin kiekkotesteihin.

Estorenkaan halkaisijan riippuvuus
Virkon S -pitoisuudesta
14
12 //O
10
8 / /t —e—E. coli XL10-Gold
Estorenkaan o :
halkaisija [mm] g —8—E. coli XL1-Blue
4 —4—E. coli TOP10
5 / / —o—B. subtilis
0 1 / . .
0 0,01 0,02 0,03
Virkon S -pitoisuus

Kuvio 5. Estorenkaan halkaisijan riippuvuus Virkon S:n pitoisuudesta kiekkotesteissa. Aine esti
vain bakteerien kasvun maljalla.

Valmistaja, DuPont Ltd., lupaa 1 %:n liuoksen inaktivoivan bakteereita, viruksia seka
joitain fungeja ja itidita. Tata tukee Hernndez et al. tutkimus, jossa todettiin, etta 1 %
liuos ei inaktivoinut yhtakaan hometta valmistajan lupauksista huolimatta. Lisakokeilla
Virkon S saatiin tehoamaan myds testihomeisiin pitoisuudella 2 % ja vaikutusajalla o/n.
Bakteereihin tehosi luvattu 1 %:n liuos. (Hermndez et a. 2000: 203 - 209)

Diversey Oxivir ja Virkon S ovat neljasta potentiaalisesta aineesta turvallisimpia kayttaa
(liite 2). Peretikkahappo sek& Erihyd Forte ovat lisdksi erittdin pahanhajuisia. Koska
desinfiointiaineen valinnassa halutaan painottaa ty6turvallisuutta tehon lisaksi, tullaan
joko Virkon S tai Diversey Oxivir valitsemaan. Haitallisempia aineita oli tydssd mukana,
koska p&aasia oli kuitenkin loytaa aine joka toimii. Tarpeeksi korkeilla pitoisuuksilla ja
pitkilla vaikutusajoilla saatiin myds Virkon S ja Diversey Oxivir tehoamaan jokaiselle

testiorganismille. Paatds naiden kahden aineen vélilla tullaa tekemaéan sen perusteella
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kuinka aineen kayttd tulee toimimaan kaytannossa. Diversey Oxivirista kaytettaisiin
pitoisuutta 20 % ja vaikutusaikana 30 minuuttia. Virkon S:sté kaytettaisiin pitoisuutta 2
% ja vaikutusaikana o/n. Bakteereille kaytettaisiin mahdollisesti lyhyemp&é vaikutusai-
kaa, mutta kaytettdvyyden kannalta olisi helpompaa, jos vaikutusaika ja pitoisuus olisi-
vat samat joka mikrobille. Vaikeus kummassakin on aineen lisays laboratoriomittakaa-
van fermentointeihin ilman merkittavaa lisatyota seka ergonomisesti kuormittavan vai-

kutuksen lisaysta.
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9 Yhteenveto

Tyon tarkoituksena oli 16ytda soveltuva desinfiointiaine kaytettavaksi Roal Oy:n T&K-
osastolle mikrobijatteen inaktivointiin. Valituksi tulleen aineen tuli olla turvallinen, teho-

kas seké helppo kayttaa.

Tyossa tehdyissa kokeissa, kiekkotesteissa ja suspensiotesteissa, testattiin seitseman
eri aineen tehoa: Deconex 20 NS:n, etanoli, peretikkahapon, Diversey Oxivrin, Erihyd
Forten, Virkon S:n seka natriumbentsoaatin. Testiorganismeina kaytettiin kolmea E.
coli -laboratoriokantaa, B. subtilista sek& kahta T.reesei -homekantaa. Testiorganis-
meista E. colit olivat helpoimpia inaktivoida. T. reeseit olivat sietokykyisimpia desinfioin-

tiaineille.

Etanoli ja natriumbentsoaatti hylattiin jo kiekkotesti vaiheessa, koska niilla ei ollut kas-
vua estavaa vaikutusta yhteenkaén testiorganismiin. Deconex 20 NS hylattiin suspen-
siotestien jalkeen. Lopuilla neljalla eli peretikkahapolla, Diversey Oxivirilla, Erihyd For-
tella ja Virkon S:lla tehtiin lisédkokeita seka testattiin niiden teho homeitiéihin. Tuloksien,
kayttéturvallisuustiedotteiden ja riskiarvion perusteella paatettiin, ettd joko Virkon S tai
Diversey Oxivir tullaan valitsemaan kaytettavaksi desinfiointiaineeksi. Virkon S ja Di-
versey Oxivir olivat aineista turvallisimpia. Lopullinen paatos tullaan tekemaan sen pe-

rusteella, kumman kayttdé on helpompi toteuttaa kaytannossa.

Valittava desinfiointiaine tullaan ottamaan ruutini kayttéén Roal Oy:n T&K-osastolla,
silla tydn tavoite tayttyi ja I0ydettiin kaksi kriteerit tayttavaa desinfiointiainetta. Paatos ei
ole valttamatta lopullinen, silla desinfiointiaine on helposti korvattavissa toisella. Uusia
vaihtoehtoisia desinfiointiaineita, jotka ovat turvallisempia tai muuten parempia kuin
valituksi tullut, voidaan jatkossa testata tyota varten kehitetyilla menetelmilla. Desinfi-
ointiaineiden tehoa voidaan testata myds muilla menetelmilld, mutta ty6ta varten kehi-
tetyt menetelmat osoittautuivat toimiviksi. Menetelmilla saadut tulokset korreloivat tois-

tensa kanssa seka kirjallisuudesta |6ytyy paljon tietoa, joka tukee saatuja tuloksia.
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Desinfiointiaineita ryhmittain

Liite 1
1(2)

ryhma

aine

hylkaava syy

kationiset tensidit

alkyylipyridiinibromidit
alkyylipyridiinikloridit

alkyyli trimetyyli ammonium kloridit
alkyyli-dimetyyli-bentsammonium kloridit

imidatsolium (kvaternaarinen)

ammonium-metyylisulfaatti

eivat tuhoa gram-negatiivisia bak-
teereja

aktiiviseen happeen
perustuvat

vetyperoksidi
kaliumperoksomonosulfaatti
peretikkahappo
nitrilotrietikkahappo
permuurahaishapo

VALITTU

KAYTOSSA
valittu happo jo tasta ryhmasta

halogeenipitoiset

otsoni kaasu huoneenlampdtilassa
kloroformi karsinogeeninen
kloorikaasu
klooridioksidi kaasu huoneenlampotilassa

monoklooriamiini
hypokloriitit
di- ja trikloori isosyanuraatti
setyylipyridiumkloridi
diklooridimeetylihydantoiinit

ei tuhoa bakteeri-itioita

. jodoforit
alneet e wesae .
lugolin liuos varjaava
betadiini
kloramiini T . .
. . syovyttava
dikloramiini T
klooriheksidiini ei tuhoa itioita
bronopol huono teho homeisiin
metyylibromidi kaytto kielletty Suomessa
povidoni ongelmajate
formaldehydi hajuhaitat
aldehydit orto-ftaalialdehydi tuhoaa iti6ita vain kuumentaessa
glutaraldehydi VALITTU
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fenoli myrkyllinen
2-fenyylifenoli ongelmajate
heksaklooridifenyylimetaani
heksaklorofeeni
. . . kemikaalin sisdltamat epapuhtau-
fenoliset aineet 2-fenyYI|-4-kloor|.fenol|. det myrkyllisia
4-kloori-3-metyylifenoli
triklosaani
2,,4,6-Trikloorifenoli
2,3,4,6-tetrakloorifenoli kaytto kielletty Suomessa
pentakloorifenoli
etanoli KAYTOSSA
alkoholit isopropanoli ei tuhoa itibita
n-propanoli
elohopeayhdisteet myrkyllisia
hopeayhdisteet osa syOvyttavia
muut isotiatsolonit erittdin herkistavia
etyleenioksidi kaasu huoneenlampotilassa
toimii vain hyvin happamassa
metyleenibistiosyanaatti pH:ssa
Lahteet:
Rutala & Weber 2008
Salkinoja-Salonen
2002
Sojakka & Valimaki
2011
y
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Desinfiointiaineiden kaytdn riskiarviointi
Riskitekija Kuvaus Toimenpiteet Seuraukset | Todennék. | Riski
1,2,3 Kohde: Liuosten valmistus, kroonisen suojalasit, nitriilikasineet, 3 1 3
terveyshaitan aiheuttavan aineen hengityssuojain, tydskentely
mittaaminen (Erihyd Forte, peretikka-
happo) vetokaapissa, toimintahairio-
Vaara: Altistuminen ihon/silmien kautta. tilanteessa tydskentelykielto,
Altistuminenhengitysteitse, tyo ohjeistettu, ohjeessa
jos vetokaapissa on tilapainen
toimintah&irio varoitukset
Vahinko: Pysyva haitta, herkistyminen
4,23 Kohde: Liuosten valmistus, sydvyttadvan | suojalasit, nitriilikasineet, 3 1 3
aineenmittaaminen/kasittely hengityssuojain, tydskentely
(Deconex 20 NS, peretikkahappo) vetokaapissa, toimintahairio-
Vaara: Altistuminen ihon/silmien kautta. tilanteessa tydskentelykielto,
Altistuminenhengitysteitse, jos vetokaa-
pissa
on tilapainen toimintahdirid ty® ohjeistettu, ohjeessa
Vahinko: Syépymévauriot, vakava varoitukset
silmavamaa, hengityselinten arsytys
4,23 Kohde: Liuosten valmistus, arsyttavan suojalasit, nitriilikasineet, 1 2
aineen mittaaminen (peretikkahappo, tybohjeessa varoitukset
Erihyd Forte, Diversey Oxivir, Virkon S)
Vaara: Altistuminen ihon/silmien kautta
tai hengitysteitse
Vahinko: Lievat arsytysoireet
4,1,5 Kohde: Laimennetun desinfektioaineen | Suojakasineet (neopreeni) 2 1
lisays (kaikki)
Vaara: Kemikaalipullon putoaminen Pullon kanto pohjasta tukien
kuljetettaessa, altistuminen
Ohjeissa asianmukaiset va-
hengitysteitse tai ihon kautta roitukset
Vahinko: Syépymisvammat Suojalasit
4,1,6 Kohde: Laimennetun desinfektioaineen | Suojakasineet (neopreeni) 2 1
lisdys. Vaara: Roiskevaara iholle, Tydskentely vetokaapissa
pullon kaatumisvaara
Vahinko: Sydpymisvammat, tulipalon
vaara Suojalasit
4,1,7 Kohde: Laimennettua desinfektioainetta | Suojakasineet (neopreeni) 2 1
sisadltdvan suspension sekoitus Suojalasit
Vaara: Roiskevaara iholle Tydskentely vetokaapissa
Vahinko: Sydpymisvammat
_— ]
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Riskitekijoiden selitykset Riskien selittykset:
1 = allergiaa aiheuttava kemikaali

2 = Yleisilmanvaihto 3 = kohtalainen

3 = Poikkeavat tilanteet ja h&iriot

4 = Vaaralliset tai haitalliset kemikaalit

5 = Esineiden putoaminen

6 = Esineiden kaatuminen

7 = Sienet/homeet

Desinfiointiaineden vaaralausekkeet ja niiden selitykset

Deconex 20 NS
H314-302-290: Voimakkaasti ihoa sybvyttavaa ja silmia vaurioittavaa. Haitallista nielty-
na.

Voi syovyttad metalleja.

Peretikkahppo

H226-314-335-400: Syttyva. Voimaakkaasti ihoa sydvyttava ja silmia vaurioittava.
Voi aiheuttaa hengitysteiden arsytysta. Erittdin murkyllista vesielidille.

Pidettava erilladn helposti hapettuvista materiaaleista

Erihyd Forte

H332-302-315-335-318: Haitallista hengitettyna ja nieltyna. Arsyttaa hengityselimia
ja ihoa. Vakavan silmévaurion vaara. Voi aiheuttaa herkistymista.

Diversey Oxivir E2m

H302-315-318: Haitallista nieltyna. Arsyttaa inoa. Vakavan silméavaurion vaara.
Virkon S

H315-332-318: Arsyttaa hengityselimia ja ihoa. Vakavan silméavaurion vaara.

|
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Suspensiotestien primaaritulokset

E. coli TOP10:

Liite 3

1(

Taulukon yliviivatuissa arvoissa nayte oli kasautunut, mutta selvasti kasvanut.

kasittelyaika ennen kasvatusta | kasvatuksen jal-
desinfiointiaine | pitoisuus [min] [klett] keen [klett]
5 180
15 160
0,1% 30 180 160
pos. 240
neg. 5
5 160
o 15 175
Peracetllc acid 0,2 % 30 180 165
Solution
pos. 240
neg. 10
5 180
15 160
0,3% 30 180 160
pos. 260
neg. 15
5 200
15 200
5% 30 180 200
pos. 225
neg. 15
5 165
15 130
Deconex 20 NS 7,5 % 30 180 120
pos. 225
neg. 10
5 120
15 110
10% 30 180 110
pos. 240
neg. 10

y =

14)

/l\7/l:tropolia



Liite 3

2 (14)
5 125 270
15 125 270
0,5 % 30 125 270
pos. 115 185
neg. 10 10
5 100 140
15 125 220
Erihyd Forte 1% 30 120 195
pos. 115 185
neg. 10 10
5 110 110
15 90 95
2% 30 100 105
pos. 115 185
neg. 10 10
5 120 260
15 115 170
3% 30 120 230
pos. 115 185
neg. 10 10
5 120 240
15 75 85
Diversey Oxivir 10% 30 60 70
pos. 115 185
neg. 10 10
5 85 85
15 100 95
20% 30 90 85
pos. 115 185
neg. 10 10
5 80 215
15 40 80
0,5 % 30 90 75
pos. 70 210
Virkon S neg: > :
5 75 70
15 80 70
1% 30 75 65
pos. 70 210
neg. 5 5
2% 5 90 60
y =

Metropolia



Li

15 70 50
30 100 70
Virkon S pos. 70 210
neg. 5 5
LISAKOKEET
ennen kasvatusta | kasvatuksen jal-
aine pitoisuus kasittelyaika [klett] keen [klett]
Erihyd Forte 0,20 % o/n 75 85
Peracetic acids. | 0,10 % o/n 60 95
. - 1% o/n 65 200
Diversey Oxivir
3% o/n 100 80
pos. - - 65 180

E. coli XL10-Gold:

Taulukon yliviivatuissa arvoissa nayte oli kasautunut, mutta selvasti kasvanut.

kasittelyaika

ennen kasvatusta

kasvatuksen jal-

desinfiointiaine | pitoisuus [min] [klett] keen [klett]

5 130

15 120

0,1% 30 115 110

pos. 150

neg. 10

5 125

o 15 100
Peracetlic acid 0,2% 30 115 100

Solution

pos. 210

neg. 10

5 100

15 100

0,3% 30 115 95

pos. 200

neg. 10

5 195

15 180

5% 30 115 160

Deconex 20 NS posS. 180
neg. 55

7,5 % 5 115 60

y =

ite 3

3 (14)
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15 160
30 60
pos. 200
neg. 5
Deconex 20 NS 5 50
15 100
10% 30 115 30
pos. 150
neg. 20
5 100 230
15 90 220
0,5% 30 90 210
pos. 85 125
neg. 10 5
5 90 90
15 95 125
Erihyd Forte 1% 30 95 105
pos. 85 125
neg. 10 5
5 85 95
15 90 90
2% 30 95 80
pos. 85 125
neg. 10 5
5 115 250
15 125 110
3% 30 135 125
pos. 85 125
neg. 10 5
5 65 65
15 75 60
Diversey Oxivir 10% 30 60 50
pos. 85 125
neg. 10 5
5 100 80
15 90 70
20 % 30 80 75
pos. 85 125
neg. 10 5
5 65 60
Virkon S 0,5% 15 60 65
30 60 65
y__

Metropolia



Lii
5 (

pos. 35 120

neg. 5 5

5 65 55

15 65 60

1% 30 90 70
pos. 35 120

Virkon S neg. 5 5

5 55 65

15 65 70

2% 30 85 60
pos. 35 120

neg. 5 5

LISAKOKEET
ennen kasvatusta | kasvatuksen jal-
aine pitoisuus kasittelyaika [klett] keen [klett]

Erihyd Forte 0,20% o/n 65 75
Peraceticacids.| 0,10 % o/n 40 45
Diversey Oxivir 1% o/n >> 115
3% o/n 75 60
pos. - - 55 115

E. coli XL1-Blue:

Taulukon yliviivatuissa arvoissa nayte oli kasautunut, mutta selvasti kasvanut.

kasittelyaika ennen kasvatusta | kasvatuksen jal-
desinfiointiaine | pitoisuus [min] [klett] keen [klett]
5 65
15 65
0,1% 30 95 65
pos. 125
neg. 5
5 70
Peracetic acid 15 70
Solution 0,2% 30 95 65
pos. 190
neg. 5
5 65
0,3% 15 95 65
30 65

y =

te 3
14)
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Peracetic acid pos. 160
Solution neg. 10
5 140
15 125
5% 30 95 155
pos. 160
neg. 20
5 145
15 130
7,5 % 30 95 30
Deconex 20 NS pos. 130
neg. 25
5 130
15 130
10% 30 95 120
pos. 120
neg. 30
5 40 100
15 60 160
0,5% 30 55 40
pos. 30 90
neg. 5 5
5 55 60
15 60 70
Erihyd Forte 1% 30 55 65
pos. 30 90
neg. 5 5
5 50 65
15 50 35
2% 30 45 55
pos. 30 90
neg. 5 5
5 60 240
15 50 220
3% 30 50 55
pos. 30 90
Diversey Oxivir Nee-. > >
5 25 30
10 % 15 20 35
30 30 35
pos. 30 90
y__
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neg. 5 5

5 20 45

Diversey Oxivir 15 20 40
20% 30 40 40

pos. 30 80

neg. 5 5

5 30 35

15 40 30

0,5% 30 30 40
pos. 35 105

neg. 5 5

5 55 45

15 40 40

Virkon S 1% 30 45 40
pos. 35 105

neg. 5 5

5 55 45

15 55 45

2% 30 60 40
pos. 35 105

neg. 5 5

LISAKOKEET
ennen kasvatusta | kasvatuksen jal-
aine pitoisuus | kasittelyaika [klett] keen [klett]
Erihyd Forte 0,20 % o/n 35 50
Peracetic acids. | 0,10 % o/n 25 30
Diversey Oxivir 1% o/n 35 30
3% o/n 50 40
pos. - - 35 145
Bacillus subtilis:
kasittelyaika ennen kasvatusta kasvatuksen jal-
desinfiointiaine | pitoisuus [min] [klett] keen [klett]

5 230 180
15 155 100
Peracetic acid 0,10 % 30 290 275
Solution pos. 220 415
neg. 15 15

y =

Liite 3
7 (14)

»

i

tropolia



Liite 3

8 (14)
5 220 180
15 300 280
0,20 % 30 220 185
Peracetic acid POS. 200 450
solution neg. 15 15
5 250 305
15 300 295
0,30 % 30 310 300
pos. 180 425
neg. 20 15
5 330 490
15 325 520
5% 30 220 475
pos. 210 470
neg. 5 15
5 290 450
15 290 415
Deconex 20 NS 7,5% 30 260 365
pos. 170 425
neg. 5 10
5 200 255
15 130 200
10 % 30 90 110
pos. 190 375
neg. 10 10
5 160 500
15 250 600
0,5% 30 260 590
pos. 175 510
neg. 10 10
5 235 560
15 140 555
Erihyd Forte 1% 30 305 620
pos. 175 510
neg. 10 10
5 115 475
15 75 375
2% 30 155 405
pos. 175 510
neg. 10 10
Diversey Oxivir 3% 5 280 285
y
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15 265 260
30 280 280
pos. 200 400
neg. 20 15
5 270 270
Diversey Oxivir 15 270 270
10% 30 265 260
pos. 200 400
neg. 20 15
5 270 275
15 280 280
20 % 30 270 275
pos. 200 400
neg. 20 15
5 140 115
15 155 125
0,50 % 30 140 120
pos. 120 425
neg. 10 15
5 175 140
15 175 165
Virkon S 1% 30 180 155
pos. 125 425
neg. 10 15
5 195 155
15 185 155
2% 30 220 180
pos. 125 425
neg. 10 15
LISAKOKEET
ennen kasvatusta kasvatuksen jal-
aine pitoisuus | kasittelyaika [klett] keen [klett]
0,20 % o/n 160 500
1 135 500
0,50 % 180 550
3 95 470
Erihyd Forte o/n 185 >20
1 140 520
1% 2 80 475
3 125 455
o/n 120 140
y
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160 400
Erihyd Forte 2% 18505 19700
o/n 150 155
Peraceticacids. | 0,10 % o/n 150 140
Diversey Oxivir 1% o/n 180 160
3% o/n 240 235
pos. - - 60 425
neg. - - 10 10
T. reesei Rut-C30:
desinfiointiaine pitoisuus kasittelyaika [min] kasvu maljalla
5 +++
15 ++
0,1% 30 -
pos. OK
neg. OK
5 -
Peracetic acid 1> )
Solution 0.2% 30 i
pos. OK
neg. OK
5 -
15 -
0,3% 30 -
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
5% 30 +++
pos. OK
Deconex 20 NS fiee. OK
5 +++
15 +++
7,5 % 30 +++
pos. OK
neg. OK
y__
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5 ++
15 ++
Deconex 20 NS 10 % 30 .
pos. OK
neg. OK
5 -
15 -
0,5 % 30 -
pos. OK
neg. OK
5 -
15 -
Erihyd Forte 1% 30 -
pos. OK
neg. OK
5 -
15 -
2% 30 -
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
3% 30 +++
pos. OK
neg. OK
5 ++
15 ++
Diversey Oxivir 10% 30 ++
pos. OK
neg. OK
5 +
15 +
20 % 30 -
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
Virkon S 0,5% 30 i
pos. OK
neg. OK
1% 5 +++

Liite 3
11 (14)

|

Metropolia



15 +++
30 +++
pos. OK
neg. OK
Virkon S 5 +++
15 +++
2% 30 +++
pos. OK
neg. OK
LISAKOKEET
aine pitoisuus kasittelyaika kasvu maljalla
Peracetic acid s. 0,10% o/n -
1% o/n +++
Diversey Oxivir 3% o/n ++
10% o/n -
Erihyd Forte 0,20 % o/n -
1h +++
2h +++
Virkon S 2% 3h +++
6h +++
o/n -
pos. - - OK
T. reesei Roal Oy:
desinfiointiaine pitoisuus kasittelyaika [min] kasvu maljalla
5 +++
15 -
0,1% 30 -
) ) pos. OK
Peracethi:rfld Solu- neg. oK
5 -
15 -
0,2% 30 -
pos. OK
neg. OK

Liite 3
12 (14)

)

Metropolia



5 -

15 -

Peracetl:i:oa:ld Solu- 0,3 % 30 )
pos. OK
neg. OK

5 ++

15 ++

5% 30 ++
pos. OK
neg. OK

5 +

15 +

Deconex 20 NS 7,5% 30 +
pos. OK
neg. OK

5 +

15

10 % 30 +
pos. OK
neg. OK

5 -

15 -

0,5% 30 -
pos. OK
neg. OK

5 -

15 -

Erihyd Forte 1% 30 -
pos. OK
neg. OK

5 -

15 -

2% 30 -
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
Diversey Oxivir 3% 30 T
pos. OK
neg. OK

10% 5 ++

Liite 3
13 (14)

]

Metropolia



15 ++
30 +
pos. OK
Diversey Oxivir neg. OK
5 -
15 -
20% 30 -
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
0,5% 30 +++
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
Virkon S 1% 30 +++
pos. OK
neg. OK
5 +++
15 +++
2% 30 +++
pos. OK
neg. OK
LISAKOKEET
aine pitoisuus kasittelyaika kasvu maljalla
Peracetic acid s. 0,10 % o/n -
1% o/n +++
Diversey Oxivir 3% o/n ++
10% o/n -
Erihyd Forte 0,20 % o/n -
1h +++
2h ++
Virkon S 2% 3h +
6h ++
o/n -
pos. - - OK

Liite 3
14 (14)

)

Metropolia



