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VERTAILUMATERIAALIN TUOTTAMINEN JA
MYCOMETER -MENETELMAN VALIDOINTI

Mikrobivaurion havaitseminen rakennusmateriaalista mikrobiologisin menetelmin elatusaineelle
vielemalla on tehokasta, mutta aikaa vievdd. Mycometer analysaattori —mittaa
entsyymipitoisuutta, joka korreloi naytteessa olevan mikrobikasvuston kanssa. Analyysin etuna
on nopeus, mittausolosuhteista riippuen tulos on saatavissa maksimissaan kahden tunnin
kuluttua mittauksen aloittamisesta. Tyd suoritettiin Turun Yliopistolla, Aerobiologian yksikdssa ja
tydn tarkoituksena oli validoida Mycometer-menetelma rakennusmateriaalissa olevan
mikrobipitoisuuden maaritykseen.

Validointi  suoritettin  vertaamalla tuloksia referenssimenetelmlla saatuihin  tuloksiin.
Referenssimenetelmé&nd tasséd validoinnissa kéytettin asumisterveysasetuksen mukaista
laimennusviljelyd. Naytteet viljeltiin laimennusviljelyna ja analysoitin Mycometerilla samassa
pitoisuustasossa, jotta pystyttiin havaitsemaan menetelmien antamien tulosten erot.

Vertailumateriaali tuotettin  kammiokasvatuksena kontrolloidussa ilmankosteudessa ja
lampdtilassa, jotta saatiin  mahdollisimman yhtenevia tuloksia antavaa materiaalia.
Naytematriisina kaytettiin steriloitua sahanpurua, johon oli ymppaamalla siirretty kasvamaan
haluttu sienilaji. Tuotetun vertailumateriaalin  lisdksi validointimateriaalina  kaytettiin
Aerobiologian yksikk6on vuoden 2015 aikana tuotuja rakennusmateriaalindytteitd, jotka ol
keratty aidoista vauriokohteista.

Validoinnin perusteella voidaan todeta, ettd Mycometer antaa lahes tdysin yhtenevan tai
vahintddn suuntaa antavan tuloksen referenssimenetelmdan verraten. Tuloksia tulkittiin
asumisterveysasetuksen ohjeiden sek& Mycometer A/S antamien ohjeiden mukaisesti.
Onnistuneen  validoinnin  jalkeen menetelm& voitaisin  ottaa  kayttddn  muiden
analyysimenetelmien rinnalle. Menetelmén heikkouksien vuoksi, kuten menetelmélla ei pystyta
tunnistamaan eri mikrobilajeja, menetelmalla ei voida korvata nykyisin kaytbssa olevia
menetelmia.

ASIASANAT:

Validointi, Mycometer, vertailumateriaali, sisdilmaongelma, homesienet,
B-N-asetyyliheksoamidaasi
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PREPARATION OF REFERENCE MATERIAL AND
VALIDATION OF MYCOMETER® METHOD

Microbiological growth in a building material is effectively detected by microbial methods but
such methods are time-consuming. In the Mycometer method, enzyme activity is measured by
fluorometry. The advantage of the Mycometer method is speed: depending on the measuring
conditions the result is available in less than two hours. This study was performed in the
Aerobiology Unit at Turku University. The aim of the study was to validate the Mycometer
method for detection of fungal content in the building material.

The validation was performed by comparing obtained results with the results obtained by the
reference method. The reference method was dilution cultivation, which was executed in
compliance with the Decree on Health-related Conditions of housing. All the samples were
cultivated by dilution cultivation and analyzed with Mycometer at the same content level for
detecting differences in results between these two methods.

The reference material was prepared by molding in a chamber where air humidity and
temperature were controlled. The main aim when preparing the reference material was to get
congruent results. In this validation, woodchips were used as a sample matrix, which were
inoculated after sterilization with the desired fungi species. In addition to the produced reference
material, samples from buildings with a genuine moisture problem which had been brought to
the Aerobiology unit were also used in the validation.

On the basis of the validation results, it can be concluded that the Mycometer gives almost
identical results or at least indicative results when compared with the reference method. The
results were interpreted on the basis of instructions in the relevant decree and those provided
by Mycometer A/S. After a successfully performed validation the method can be brought into
use along with currently used methods. Due to the weaknesses of the method, such as those
related to identification of species, it cannot replace current methods, however.

KEYWORDS:

Validation, Mycometer, reference material, indoor air problem, mold, 3-N-acetylhexosaminidase
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1 JOHDANTO

Ty0 suoritettiin Turun Yliopiston Aerobiologian yksikdlle. Aerobiologian yksikon labora-
toriolla on terveydensuojalain 49 a 8 mukainen EVIRAN hyvaksynta laboratorioksi, joka
tekee viranomaisille tarkoitettuja asumisterveystutkimuksia. (Turun Yliopisto,
Aerobiologian yksikkd 2017) Analyyseissé noudatetaan Sosiaali- ja terveysministeritn
asetusta (Sosiaali- ja terveysministerid 2015) sekd Valviran Asumisterveysasetuksen

soveltamisohjetta, joka on tehty Asumisterveysasetuksen § 20 perusteella.

Mikrobikasvun havaitseminen on yksi tarkea etappi analysoitaessa rakennusterveytta
ja etenkin sen heikkenemistd. Niin aktiivinen, kuin kuollutkin mikrobikasvu (t&ssa ta-
pauksessa sieni-, tai bakteerikasvu) saattaa aiheuttaa terveyshaittaa ja on poistettava.
Terveydensuojelulaissa terveyshaitalla tarkoitetaan sairautta tai sen oiretta tai olosuh-
teita, joissa sairauden/oireiden syntyminen on mahdollista (Sisailmayhdistys ry 2017).
Mikrobikasvun rakenteissa aiheuttaa kosteusvaurio, joka mahdollistaa kasvuvaatimuk-

siltaan vaativienkin homelajien lisdantymisen.

Rakennusmikrobiologinen analyysi voidaan tehdd asiakkaan toiveesta erilaisilla vilje-
lymenetelmilld, joita on laimennusviljely, suoraviljely (materiaali, pinta tai ilma) tai suo-
ramikroskopointi. Mikrobiologisten naytteiden viljelyyn, inkubointiin ja analysointiin me-
nee kaiken kaikkiaan 14 vuorokautta (pl. suoramikroskopointi). Naytteitd inkuboidaan
7+7 vrk (Valvira 2016), jotta itidt ehtivat muodostaa peséakkeind havaittavaa rihmastoa.
Tama aika eliminoituu lahes taysin uuden laitteen, Mycometerin, ansiosta. Se antaa
tuloksen olosuhteista riippuen viimeistaan kahden tunnin kuluessa. Mycometer sovel-
tuu niin laboratorio- kuin kenttakayttéon, mutta téssa tydssa laite validoidaan pelkéas-

tadan laboratoriokayttoon.

Tyon tarkoituksena oli suorittaa validointi Mycometer-menetelmalle, jossa mittaus teh-
daan suoraan analysoitavasta materiaalista. Validointi suoritetaan referenssimenetel-
maan verraten, joka tassa validoinnissa on Valviran asumisterveysasetuksen mukainen
laimennusviljelymenetelma. Validoinnin suunnittelussa kaytetaan merkittdvana apuna

VTT:n validoinnin suunnittelun opasta.

Menetelman validoinnin lisaksi tydhon kuului vertailumateriaalin valmistaminen homeh-
duttamalla. Yhtenevia aliotoksia antavan vertailumateriaalin tuottaminen tapahtui kam-

miokasvatuksella 3-4 viikon pituisena kasvatuksena. Kammiosta poimittiin naytteita
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maaraajoin, joka mahdollisti eri pitoisuustasoisten nadytteiden saamisen. Vertailumate-
riaalin tuottaminen laboratoriossa onnistui kahdella lajilla odotetusti, ja kahdella lajilla
kasvu epaonnistui. Vertailumateriaalin tuottamisesta erilaisin menetelmin pidin esitel-
man Sisailmastoyhdistyksen jarjestamassa Sisailmastoseminaarissa Helsingissa
15.3.2017.
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2 MYCOMETER ® -MENETELMA

Mycometer on tanskalainen, vuonna 1998, perustettu yritys. Nykydan alansa johtava
yritys toi vuonna 1999 markkinoille nimedan kantavan testin, jolla mitataan sienien
biomassaa. Ainoastaan sienia mittaavan laitteen rinnalle yritys toi bakteereja vedesta
mittaavan The Bactiquant — water testin ja myéhemmin bakteereja pinnoilta mittaavan
testin. Yrityksellda on useita patentteja seka toimintaa niin Yhdysvalloissa kuin Aasias-
sakin. Tassa opinnaytetytssa validoitiin ainoastaan materiaalinaytteille (rakennusmate-

riaali) soveltuva testi.

Mittaus perustuu fluorometriseen mittaukseen, jossa havaitaan entsyymipitoisuutta.
Mitattava entsyymi on [3-N-asetyyliheksoamidaasi, lyh. NAHA. (Mycometer A/S 2011)
Kaikki homeet tuottavat NAHA entsyymia ja sité esiintyy niin sienien rihmastossa kuin
itidissakin. Entsyymipitoisuus voi eldvéan kasvuston lisdksi kertoa myos kuolleesta tai
kuivuneesta kasvustosta. (Rylander 2015) Kuolleen ja kuivuneen kasvuston havaitse-
minen menetelmalla on etu, silla nykyisilla menetelmilla kuolleen rihmaston havaitse-
minen on mahdollista vain suoramikroskopoinnilla, jolla ei pystyta arvioimaan kasvun
maarad. Kostuneen rakenteen kuivuminen valiaikaisesti ei tuhoa mikrobikasvustoa,
vaan kasvusto menee lepotilaan. Itiét pysyvat elinkykyisina lepotilassa parhaimmillaan
vuosia, ja voivat jatkaa kasvuaan olosuhteiden jalleen muuttuessa suotuisiksi. Homeet
kestavat hyvin vaihtelevia olosuhteita sekd kuivuusjaksoja. (Ymparistoministerio 2016)
Taméan vuoksi kuivuneen kasvuston havaitseminen on yhté lailla merkittdvaa kuin aktii-
visen kasvuston havaitseminen, silla niin kuollut kuin kuivunutkin kasvusto voi aiheut-

taa terveyshaittoja.

Mycometer-menetelma perustuu siihen, ettd NAHA entsyymin lasnaolo hydrolysoi
substraatin ja loisteaine vapautuu. Valmistajan mukaan laite on tarkka, silla kaikki lois-
teaine vapautuu suoraan testiliuokseen. Loisteaine sateilee UV-valossa ja sateilyd mi-
tataan fluorometrilla. Fluoresenssisignaali on suoraan verrannollinen biomassaan, eli

sienipitoisuuteen naytteessa. (Mycometer 2016)

Yritys on tehnyt materiaalikohtaisia validointeja laitteelleen vain muutamia, joten nay-
tematriisiksi haluttiin valita materiaali, jota ei ole viela validoitu. Nain ollen my6s valmis-
tajayritys hyo6tyy tasta opinndytetydsta. Yritys on testannut entsyymiaktiivisuutta erilai-

silla sienilajeilla, kuten Aspergillus —suvun sekd Penicillium —suvun sienillda (Henkilo-
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kohtainen tiedonanto: tohtori Morten Reeslev, Mycometer A/S 17.11.2015). Naytemat-

riisin lisdksi lajisto on valittu niin, ettei lajien entsyymiaktiivisuutta ole aiemmin testattu.

NAHA entsyymia esiintyy sienien lisdksi pienina pitoisuuksina bakteereissa. Entsyymia
esiintyy bakteereissa kuitenkin vain kitiinin lasna ollessa, joten Mycometer-menetelmaa
ei voida kayttaa analyysimenetelména bakteereja kasiteltdessé. Entsyymin méara on
bakteereilla niin pieni, ettei Mycometer-tuloksista voida suoraan tehda paatelmia bak-

teerikasvuston olemassaolosta materiaalissa.

NAHA entsyymia esiintyy pienempina pitoisuuksina myés esimerkiksi jauhoissa tai ve-
ressd. On siis mahdollista saada virheellinen tulos, jos analysaattoria kaytetdan ympa-
ristdssa, jossa valmistetaan elintarvikkeita. My6s naytteen suuri siitepélypitoisuus ja
hyOnteisten jaadmat sisaltavat NAHA entsyymia pieninéd pitoisuuksina, ja voivat lasnéa-
olollaan néin ollen haitata mittauksia. (Henkilokohtainen tiedonanto: Morten Reeslev,
tohtori, 17.11.2015)

Koska Mycometer tunnistaa vain NAHA entsyymia siséltavia eli6itd, ei laitteella pysty
mittaamaan bakteerikasvustoa (esim. kosteusvauriota indikoivat aktinomykeetit) eika
hiivoja. Laite ei mydskaan tunnista mité lajeja naytteessé kasvaa. Toisaalta lajistolla ei
ole merkitystd, jos mikrobiaktiivisuus on runsasta. Toisin sanoin mita tahansa mikrobi-
kasvustoa rakenteissa pidetaan terveyshaittana. Menetelma ei mydskaan tunnista tok-

siineja tai toksista kasvustoa.

Naytteen Mycometer-analysointi aloitetaan mittaamalla kaytettéavat reagenssit analy-
saattorilla, silla ndiden aiheuttama taustafluoresenssi vahennetaan tuloksista. Analyy-
sissa kaytettavat liuokset ovat kehitysliuos (developer), substraatti (substrate) ja testi-
liuos (test solution). Kuva 1. kuvaa testivalineistoa. Kirkaskorkki mustalla renkaalla on
kehitysliuos, sinikorkkinen putki on testiliuos ja korkeampi putki kirkkaalla korkilla on
substraatti. Musta kyvetti on kalibrointikyvetti ja punakorkillinen putki on standardi. Ana-
lysaattorin mukana tulee pipetti, sekuntikello ja lampdtilamittari. Kuvassa 1. oikealla
nahdaan itse analysaattori. Reagoivien aineiden taustafluoresenssin mittaamisen jal-
keen reaktioliuos kaadetaan materiaalin joukkoon, ja reaktio alkaa. (Mycometer A/S
2011)
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Kuva 1. Mycometer mittaukseen tarvittava testivélineisto.

Mittausten jalkeen tuloksista vahennetaan taustan signaali, jotta saadaan pelkéstaan
naytteesta aiheutuva fluoresenssisignaali, eli Mycometer-arvo. Tulokset jaetaan My-
cometer-arvon perusteella kolmeen tulkintaluokkaan, jotka on maaritetty empiirisella
tutkimuksella lukuisista kohteista (Mycometer A/S 2011). Tuloskategoriat on esitetty
Taulukko 1.

Taulukko 1. Tuloskategoriat.

Kategoria Mycometer-arvo Tulkinta

Sienipitoisuus ei ole normaalitasoa

A <25 _

korkeampi

Sienipitoisuus on normaalitasoa kor-
B 25 < Mycometer-arvo < 450 _

keampi

Sienipitoisuus on korkea, normaalita-
C > 450

soa korkeampi

Kategoria A on maaritetty tutkimuksella, jossa naytteet otettiin puhtaalta pinnalta, jossa
ei ollut havaittavissa nédkyvaa pdlya tai likaa. Naytteet analysoitin Mycometerilla ja

kaikki naytteet antoivat signaalin, joka oli alle 25 FU (fluorescence unit). Taman vuoksi
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25 valikoitui biomassan normaalitasoksi, ja kertoo rakennuksen normaalista itidpitoi-
suudesta. (Mycometer A/S 2011)

Kategoria B on maaritetty tutkimuksella, jossa naytteet otettiin pinnalta, jossa oli selkei-
t& polykertymid seka likaa. Naytteet analysoitiin Mycometerilla ja 96 % naytteista antoi
signaalin, joka oli alle 450 FU. Kategoria B kertoo, etta naytteessa voi mahdollisesti olla
homekasvua, naytteenottopinnalle kerdéntyneité itidita tai naytteessa oleva kasvusto
on kuollutta/kuivunutta. (Mycometer A/S 2011)

Kategoria C on maaritetty tutkimuksella, jossa naytteet ovat selkeasti homehtuneita.
Naytteet analysoitiin Mycometerilla ja kaikki naytteet antoivat signaalin, joka oli yli 450
FU. Kategoriaan C luokiteltava tulos kertoo sienen biomassan maarén olevan korkea ja

kertoo selkedsti sienikasvustosta. (Mycometer A/S 2011)
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3 VERTAILUMATERIAALIN TUOTTAMINEN
HOMEHDUTTAMALLA

Mikrobiologisiin menetelmén validointeihin, menetelmavertailuihin tai menetelméan tes-
tauksiin soveltuvaa vertailumateriaalia on hankala tuottaa, etenkin jos vertailumateriaa-
lia tarvitaan suuria maarid. Vertailumateriaalin on oltava riittavan tasalaatuista, jotta

aliotokset ovat yhtenevia ja validointitulokset vertailukelpoisia.

Mikrobiologista validointia tehtéessa vertailumateriaalina olisi ideaalista kayttda aitoa
materiaalia, tdssa tydssa niin sanotusti luonnollisesti homehtunutta materiaalia. Mikro-
bivaurioituneissa rakennuksissa mikrobikasvusto syntyy hallitsematta pitk&n ajan kulu-
essa, vaihtelevissa kosteusoloissa, joten materiaali ei ole tasalaatuista ja materiaaliin
kasvanut mikrobikasvusto voi vaihdella voimakkaasti naytteiden valilla. Tamén vuoksi
todellisten naytteiden kayttdminen vertailumateriaalina sisaltda naytteen sisdisen vaih-
telun, jolloin menetelmissa havaitut erot voivat johtua naytteiden valisesta vaihtelusta

enemman kuin menetelmien véalisesta.

Tassa tydssa Aerobiologian yksikk6on tuotuja asiakasnaytteitd kaytettiin validointia
tukevana lisamateriaalina. Aitoa materiaalia kaytettaessa jokaiselle pitoisuustasolle ei
valttamatta ole riittavaa maaraa naytteitd, jolloin toistojen maara jaa liian pieneksi. Tas-
ta syysta paaddyimme itse homehduttamaan materiaalin kammiokasvatuksena ja kayt-
tamaan asiakasnaytteita lisamateriaalina validoinnissa. Kammiokasvatuksen etuna on
my0s selektiivisyys — materiaali steriloidaan ennen mikrobien siirrostusta, jolloin mate-

riaalissa kasvaa vain haluttu laji.

Vertailumateriaalin valmistuksessa kaytetyistd menetelmista kerrotaan tarkemmin kap-

paleissa 5.4-5.6.
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4 VALIDOINTI

Validoinnilla osoitetaan, ettd menetelmélle tai laitteelle maaritellyt vaatimukset ovat
kayttotarkoitukseen sopivia. Validointiin valitaan parametreja, joilla pystytaan kuvaa-
maan menetelman luotettavuutta ja joilla saadaan selville mittauksen epavarmuuteen
vaikuttavia osatekijoitd. Parametrit, joille tuotetaan vertailuarvoja, valitaan jokaiseen
validoitavaan menetelmaan erikseen, eika kaikkia validoinnin parametreja ole tarkoitus

kayttaa jokaisen menetelman validoinnissa. (Elintarvikevirasto 1997)

Mikrobiologinen validointi voi olla hankalampaa kuin esimerkiksi kemiallinen validointi,
silla validoinnissa vertailumateriaalina kaytetaan elavia mikrobeja. Lisaksi naytteita
laimennetaan, jotta pesakeluku olisi laskettavampi, ja tAma saattaa aiheuttaa suuriakin
eroja maljojen vdlille. Tuloksissa saattaa olla siis paljonkin vaihtelua, ilman etta se olisi
virhe. (Elintarvikevirasto 1997) Tassa tytssa validoinnin suunnittelussa on kaytetty
merkittdvana apuna VTT:n Validoinnin suunnittelun opasta (2016), jonka on laatinut

Metrologian neuvottelukunnan (MNK) validointityéryhma.

Juuri tassa tydssa esitettdvassa validoinnissa on otettava huomioon, etta validoitavan
menetelman mitattava maare on eri, kuin referenssimenetelméssa. Talla hetkella kay-
tossa olevilla menetelmilla (m.l. referenssimenetelma) analysoitava tulos on kaytetyilla
elatusalustoilla pesékkeita muodostavien yksikdiden maara naytteessa (pmy), kun taas
validoitavassa menetelméassa tulos on fluoresenssisignaali (FU), joka kertoo NAHA
entsyymin maaran naytteessd. NAHA entsyymin maara on verrannollinen sienien bio-
massaan, joka kasvaa ition itdessa ja rihmaston kasvaessa. (Mycometer A/S 2011,
Mahcer, J. 1999 mukaan).

Mycometer tilattiin yksikon kayttéén 2015 loppuvuodesta. Laitetta ei ole kaytetty ennen
validointia, sen toimintaa on vain testattu muutaman kerran. Mycometer on tarkoitettu
kaytettavaksi niin laboratoriossa kuin kentallakin, joten asiakkaalla olisi mahdollisuus
tehda pikatesti kohteessa, eika odottaa kymmenta vuorokautta tuloksia. Téassa vali-
doinnissa validoidaan pelkastdan suoraan materiaalista mitattava menetelma. Tama
validointi koskee pelkastadn materiaalinaytteitda, muille Mycometer-analysaattorilla teh-

taville menetelmille, kuten pintasively ja ilmanéaytteille, on tehtava oma validointinsa.

Sahanpuru on rakentamisessa yleisesti kaytetty eristemateriaali ja sen vuoksi yleinen

naytemateriaali, jonka mikrobipitoisuutta Aerobiologian laboratoriossa maadritetdan.
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Validoinnissa testataan homehdutetun materiaalin lisdksi aitoa, asiakkailta naytteena
saatua sahanpurua. Sahanpurulle Mycometer-laitteen valmistaja ei ole tehnyt validoin-

tia, ja sen vuoksi kyseinen materiaali valikoitui tydn matriisiksi.

Naytteet ja lajisto

Validoinnissa naytematriisina kaytettin homehduttamalla tuotettua vertailumateriaalia
seka asiakasnaytteita, joita on otettu kohteista, joiden epaillaan olevan kosteusvaurioi-
tuneita. Vertailumateriaali tuotettiin kontrolloiduissa olosuhteissa lyhyen ajan kuluessa
kun taas asiakkailta keratyissd naytteissd mikrobikasvusto on syntynyt hallitsematta
pitkan ajan kuluessa, vaihtelevissa olosuhteissa. Asiakasnaytteissa oli taustamikrobisto
mukana maarityksessa, eli kaikki sieni- seké bakteerilajit, joita naytteessa on. Vertailu-
materiaali tuotettiin suspensiolla, jossa oli vain yhta lajia ja taustamikrobisto oli poistettu

steriloimalla.

Lajistoksi valittiin nelja eri sienilajia, joista kolme on kosteusindikaattoreita. Kosteusin-
dikaattori on mikrobi, jota ei yleensa havaita terveessa ja vaurioitumattomassa raken-
nuksessa tai merkittavina pitoisuuksina sisé- tai ulkoilmassa. (Ymparistéministeri
2016) Kosteusvauriota indikoivina pidetdan myos tavanomaisia mikrobeja, jos niita

esiintyy naytteissa suurina pitoisuuksina. (Valvira 2016)

Aspergillus restrictus on kserofiilinen sieni, eli se kasvaa mieluummin kuivassa ympa-
ristdssa, kuin kosteassa. Laji on hidaskasvuinen, eika tuota itiditd ensimmaisen 7 vuo-
rokauden aikana. (Samson, et al. 2010) A. restrictus tarvitsee kasvaakseen pitkaaikai-
sesti, lievasti kohenneen kosteuden. Tallaiset olosuhteet voivat toteutua kosteusvauri-
oituneessa kohteessa, minka vuoksi lajin esiintyminen rakennusmateriaalissa tai ra-
kennuksen sisdilmassa viittaa kosteusvaurioon. Tasta syystéa lajia voidaan pitdd kos-

teusindikaattorilajina. (Ymparistoministerié 2016)

A. restrictuksen vahimmaiskosteusvaatimus homekasvun alulle on noin 70 %, mutta
huoneenlammdssa vahimmaiskosteusvaatimus on 73 %. Laji on usein valtalajina, sil-
loin, kun kosteus on kriittisen kosteuden tuntumassa, mutta korkeammassa kosteudes-
sa muut lajit syrjayttavat A. restrictuksen homeen ja kasvu lakkaa. Vaikka kammioiden
kosteus olikin tassa validoinnissa korkea, A. restrictus sai kasvaa vapaasti, koska syr-
jayttavia lajeja ei ollut. Sieni on satunnainen patogeeni ja puurakenteissa yleinen laji.

(Ympaéristoministerio 2016)
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Paecilomyces variotii on yleinen ymparistdssa (niin sisdilma kuin ulkoilma) havaittava
homesieni. Se aiheuttaa infektioita ja sairauksia immuunivasteeltaan heikentyneissa
ihmisissd. (Houbraken et al. 2010) Laji on nopeakasvuinen ja itidi runsaasti jo seitse-
man vuorokauden ikdisend. Laji kasvaa mieluiten lampiméssa (jopa 50 °C), kuten esi-
merkiksi komposteissa. Laji kasvaa huomattavasti kosteammassa ymparistossa kuin
esimerkiksi A. restrictus, ja sitd on eristetty myos urheilujuomista. (Samson, et al.
2010). Kosteusvaurion aikaansaamat olosuhteet ovat suotuisat lajin kasvun alkamisel-

le, ja sen vuoksi se on kosteusvauriota indikoiva laji. (Ymparistoministerio 2016)

Aureobasidium pullulans on yleinen homelaji, ja sité on eristetty kasvien lehdista, ruo-
asta, ihmisesta ja lisdksi se on yleinen laji kosteusvaurioituneissa rakennuksissa. A.
pullulans kasvaa mielelladn kosteassa, kuten kylpyhuoneessa. Lajin kasvu on mahdol-
lista hyvin matalissa lampétiloissa (+4 °C), jonka vuoksi kasvua voi ilmentya esimerkik-
si ikkunalaudoilla. Lajin optimaalinen kasvulampdtila on +25 °C. (Samson, et al. 2010)
Homekasvuun vaadittavat olosuhteet tayttyvat kosteusvaurioituneissa kohteissa, mutta
lajia voi esiintyd myds kohteissa, joissa ei ole kosteusvauriota. Tasta syysta lajia ei ole

luokiteltu kosteusindikaattorilajiksi.

A. pullulans tuottaa itidita jo seitseman vuorokauden ikéisenda. Laji kasvaa hiivamaises-
ti, mika tekee lajista mielenkiintoisen testattavan, silla Mycometer ei tunnista hiivan
entsyymeja lainkaan. A. pullulansin tiedetdén aiheuttavan allergisia reaktioita (Putus,
et al. 2009, 2,7).

Chaetomium globosum on sisatiloissa rakennusmateriaalilla tavattava homesieni. Laji
esiintyy kosteusvaurioituneissa selluloosaa sisaltavissa rakenteissa, kuten tapetissa tai
kirjoissa. Lajin kasvu on mahdollista esimerkiksi pitkdan jatkuneissa vuotokohdissa
(Flannigan, et al. 2011). C. globosum on nopeakasvuinen homesieni, joka tuottaa seit-
seman vuorokauden kuluessa isoja pesakkeitd ja 7-14 vuorokauden kuluessa itioita.
Optimaalinen lampétila ition tuotannolle on 18-20 °C. Itidt eivat ole lampdresistentteja,

mutta sietavat hyvin kuivuutta ja UV-sateilya. (Samson, et al. 2010)

C. globosum on kosteusindikaattorilaji (Ymparistoministerio 2016), se voi tuottaa tok-
siineja ja se on allergisoiva. Lisaksi saattaa aiheuttaa autoimmuunitauteja, joten se on

ihmiselle hyvin haitallinen home. (Laboratories 2016)
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4.1 Oikeellisuus

Oikeellisuudella tarkoitetaan saatavan tuloksen yhtépitavyytta oikeaan tulokseen. Tas-
sa validoinnissa "oikeana” tuloksena pidetaan referenssimenetelmalld, joka on asumis-
terveysoppaan mukainen laimennussarjaviljely, saatua tulosta. Tassa validoinnissa
oikeellisuudella tarkoitetaan siis validoitavan menetelman antamien tulosten vastaa-
vuutta referenssimenetelméan antamiin tuloksiin, eli tdssa tydssa ei etsita absoluuttista
totuutta. Oikeellisuus voidaan maarittda esimerkiksi lukuisien naytteiden tulosten kes-
kiarvon yhtapitavyytena vertailuarvoon, eli referenssimenetelman antamaan tulokseen.

(Metrologian neuvottelukunnan validointityéryhméa 2016)

Mikrobiologisessa menetelman validoinnissa oikeellisuuden maarittdminen on hanka-
laa, silla mikrobit ovat elavdaa materiaalia. Suspensiota tai valmistetta ei pystyta teke-
maan niin, etta niiden tarkka pitoisuus olisi tiedossa ja pysyisi muuttumattomana.
(Elintarvikevirasto 1997) Suhteellinen oikeellisuus kuvaa validoitavan menetelman an-

taman tuloksen yhtapitavyytta referenssimenetelman tulokseen.

Oikeellisuuteen vaikuttavat virheet jaetaan systemaattisiin virheisiin ja satunnaisvirhei-
siin. Satunnaisvirheiden maaraan voidaan vaikuttaa riittdvan monella toistolla, mutta
systemaattisten virheiden osalta validoinnin tavoitteena on, ettei niitd esiintyisi lain-

kaan. (Metrologian neuvottelukunnan validointityéryhma 2016)

4.2 Tasmallisyys

Tasmallisyys kertoo, kuinka tasaisesti menetelma antaa usealla toistolla yhtenevan
tuloksen ja kuinka yhtapitavia rinnakkaiset tulokset ovat. (Metrologian
neuvottelukunnan validointitydryhma 2016) Tasmallisyys voidaan maarittda tilastotie-
teellisin maarein, kuten keskihajonnan avulla. Menetelman uusittavuus ja toistettavuus
on parempia, jos menetelma on tadsmallinen. Uusittavuus voidaan selvittdd esimerkiksi
eri tyontekijoiden valisilla eroilla — kuinka samanlaiset tulokset eri tyontekijat saavat
samoista naytteista. Toistettavuus voidaan selvittaa viljelemalla sama nayte useaan

kertaan saman henkilén toimesta. (Elintarvikevirasto 1997)

Tasmallisyys on merkittava tieto tulosten luotettavuuden kannalta. Jos hajonta on suur-
ta, ei yhdesta naytteestd saatavaan tulokseen voida luottaa, vaan naytteita pitaisi olla

useampi. Nain ollen useasta tuloksesta voidaan keskiarvon perusteella antaa luotetta-
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vampi tulos. Tasséa validoinnissa jokaisesta naytteesta tehdaan kolme rinnakkaista

maaritystd, jotta tulos olisi luotettava ja vertailukelpoinen

Tasmallisyyteen vaikuttaa naytteessa oleva mikrobipitoisuus, eli tdssa tydssa entsyy-
mipitoisuus. Mitd matalampi entsyymipitoisuus on, sitd suurempaa hajonta on.
(Elintarvikevirasto 1997) Menetelman antamien tulosten tasmallisyyteen vaikuttaa

olennaisesti myds reagensseista, eli taustasta, aiheutuva hajonta.

4.3 Spesifisyys ja selektiivisyys

Spesifisyys tarkoittaa menetelman kykya loytaa tutkittava mikrobi ndytteen hairitsevista
taustoista huolimatta. (Metrologian neuvottelukunnan validointitydryhma 2016) Nayte-
matriisi steriloidaan ennen ymppaysta, joten laboratoriossa homehduttamalla valmiste-
tutuissa vertailumateriaalinaytteissa lajit eivat joudu kilpailemaan elintilasta. Homehdu-
tettujen naytteiden lisdksi validoinnissa testataan asiakasnaytteitd, joissa kaikki lajit

saavat kasvaa vapaasti.

Mycometer ei tunnista lajeja eikd myoskaan toksiineja. Miké tahansa mikrobi, joka kas-
vaa rakenteissa, voidaan pitda terveyshaittana ja merkkina rakennuksen kosteusvau-
riosta. (Mycometer A/S 2011)

Selektiivisyys tarkoittaa, ettd menetelma keskittyy vain yhden asian maarittdmiseen,
vaikka hdiritsevia mittausmaareitd olisi lasnd (Metrologian neuvottelukunnan
validointityéryhm& 2016). Mycometer on selektiivinen menetelmd, silla se perustuu
NAHA entsyymin tunnistamiseen. Taman menetelman kohdalla selektiivisyys ei hairiin-

ny muista tekijoista, kuten esimerkiksi muista entsyymeista.

4.4 Herkkyys

Herkkyys tarkoittaa menetelman kykya havaita pienetkin vaihtelut maaritettavien mik-
robien pitoisuuksissa. Herkkyys maaritetdan tietylla materiaalilla testausolosuhteissa
seka suorituksen samassa vaiheessa. Mittaustulosten héairionkestavyyteen voi vaikut-
taa esimerkiksi reagenssien lampdtila, huoneen lampdtila (otettu menetelméssa huo-
mioon, joten tdssa validoinnissa ei aiheuta hairittd) seka maarityksen tekeva henkild.

(Metrologian neuvottelukunta 2005)
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4.5 Lineaarisuus

Lineaarisuus kuvaa menetelmén kykya tuottaa signaalia, joka on suoraan verrannolli-
nen analyytin (tdssa validoinnissa mikrobi) pitoisuuteen naytteessa. (Metrologian

neuvottelukunnan validointitydryhma 2016)

Naytteen pesékkeitd muodostavien yksikdiden mé&ara grammassa materiaalia havai-
taan referenssimenetelmalld, joka on tassa validoinnissa asumisterveysasetuksen mu-
kainen laimennusviljely. Liséksi naytteet viljella&n suoraviljelyna rinnakkain Mycometer
mittausten kanssa (ndytteet samasta nayteputkesta), jolloin saadaan vertailu myods
suoraviljelyn ja laimennusviljelyn vdlille. Tulosten lineaarisuutta pohditaan kappaleessa
5.1ja5.2.

4.6 Hairioalttius

Hairidalttiutta voi aiheuttaa esimerkiksi naytematriisin ominaisuudet ja taustamikrobisto,
mutta myds esimerkiksi tyontekijéiden tyoskentelyerot tai analysointitavat. Jalkimmaiset
kuitenkin ovat systemaattisia virheita, jotka yritetaan eliminoida validoinnilla. Naytemat-
riisin ominaisuudet vaikuttavat olennaisesti esimerkiksi naytteen homogeenisuuteen ja
kosteuden leviamiseen naytteessa. Nayteputkesta samanlaisten alanaytteiden saami-
nen vaikuttaa tulokseen ja tulosten lineaarisuuteen sekd néin ollen koko validoinnin

tulokseen. (Metrologian neuvottelukunnan validointitydryhma 2016)

Taustamikrobisto ei aiheuta hairidalttiutta taman validoinnin aikana, silla matriisi steri-
loidaan ennen ymppaysta. Kontaminaatio voisi aiheuttaa hairidalttiutta, jos bakteerit
syrjayttaisivat kohdesienet elinalueiltaan. Bakteerien ilmeneminen ja elintilan valtaami-
nen nakyisi Mycometerin tuloksissa analyysiarvon laskemisena, silla Mycometer ei

tunnista bakteereja.

4.7 Mittausalue

Mittausalueella tarkoitetaan sita pitoisuusaluetta tai vaihtelualuetta, jossa menetelméa
antaa tarkan tuloksen. Mittausalueen alkup&éssa on rajoittavana tekijand menetelman
toteamis- tai maaritysraja ja loppupaassa mittalaitteen kyky havainnoida pitoisuuden

muutoksia. (Metrologian neuvottelukunnan validointityéryhmé 2016)
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Mycometerin antamat tulokset jaotellaan kolmeen luokkaan saadun arvon mukaisesti
(ks. Taulukko 1). Jos tulos kuitenkin on alle 10, ei tulos ole luotettava (merkitsevyysta-
so0 99 %), vaan raportoidaan arvon olevan havaitsemisrajan alapuolella (Below Detec-
tion). Jos tulos on alle 16, ei tulos ole luotettava (merkitsevyystaso 99 %), vaan rapor-
toidaan tuloksen olevan maaritysrajan alapuolella (Below Method Quantification Limit).
Signaalin ylittdessa korkeimman mahdollisen luettavan arvon, antaa analysaattori tu-
loksen "over”. Talldin tulos raportoidaan ">6000-8000". (Mycometer A/S 2011)

Mittausalueeksi voidaan maaritella linaarinen alue, mutta mittausalue voi olla myds
laajempi, kuin lineaarinen alue. Lineaarinen alue méaaritetdén tekemalla useita mittauk-
sia standardille, eli tunnetulle pitoisuudelle. Lineaarista aluetta maaritettdessa valitaan
vahintéan viisi eri pitoisuutta, joille tehdaan kolme rinnakkaista toistoa. (Metrologian
neuvottelukunnan validointitydryhma 2016) Mikrobiologisessa validoinnissa lineaarisen
mitta-alueen maarittaminen on kaytanndssa mahdotonta, silla mikrobien kasvu ei ole

lineaarista.

4.7.1 Toteamisraja

Toteamisrajana (Limit of detection, LOD) pidetaan pienintd mitattavaa arvoa, joka voi-
daan viela luotettavasti havaita. Pienin mitattava arvo tulee erota selkedasti nollanayt-

teesta tai taustan signaalista. (Elintarvikevirasto 1997)

Toteamisrajan maarittdmisessa kaytetaan taustan antamaa signaalia, joka mitataan
lukuisia kertoja. Keskiarvon ja arvojen hajonnan perusteella maaritetdan arvo, joka

eroaa tarpeeksi taustan signaalista.

Mycometer A/S on itse maarittanyt menetelmalle toteamisrajan tutkimuksella, jossa 88
steriilia pumpulipuikkoa analysoitiin Mycometerilla. Tulosten perusteella voidaan tode-
ta, ettda Mycometerin toteamisraja on 95 %:n varmuudella 7,9 FU ja 99 %:n varmuudel-
la 10,4 FU. (Mycometer A/S 2011, 32)

4.7.2 Maaritysraja

Maaritysraja (method quantification limit, MQL) mé&éaritetaan toteamisrajan avulla. Maa-
ritysraja on toteamisraja, johon on lisatty taustan keskihajonta kolminkertaisena. Taus-

tan keskihajonta maaritetaan testisubstraatilla, jonka keskihajonta tutkimuksen mukaan
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on 2,0. Maaritysraja on 95 %:n varmuudella 13,9 FU ja 99 %:n varmuudella 16,4 FU.
Kuten toteamisrajankin, myts maaritysrajan on asettanut yritys, Mycometer A/S.
(Mycometer A/S 2011, 32)

Tassa tydssa toteamisrajalla ja maaritysrajalla ei ole suurta merkitystd, silla kaytettavat
tulokset eivat ole lahella naité rajoja. Tulokset ovat selkeésti korkeampia kuin tausta-
signaalit, joten tyon suunnittelussa ei ollut ideaalista suunnitella omaa mittausta to-

teamisrajan tai maaritysrajan maarittamiseen.

4.8 Menetelmien vertailu

Validointi suoritetaan vertaamalla tuloksia referenssimenetelmén tuloksiin. Referenssi-
menetelma on tassa validoinnissa Valviran asumisterveysasetuksen (Valvira 2016, 6)
mukainen laimennussarjamenetelm& mikrobikasvun havaitsemiseen. Laimennussarja-
menetelman liséksi naytteet viljelladn suoraviljelymenetelmalla, joka on my6s asumis-
terveysasetuksen (Valvira 2016, 6) mukainen naytteiden mikrobipitoisuuden maaritys-
menetelma. Suoraviljely tehdaan vain vertailun vuoksi seka ikdan kuin kontrollina lai-
mennussarjaviljelylle, mutta menetelmien vertailussa suoraviljelyn antamat tulokset

eivat ole merkittavassa roolissa.
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

5.1 Reagenssit ja laitteet

Naytteiden valmistaminen ja tutkiminen

Kaliumsulfaatti, VWR Chemicals, Product 26997.23, Batch 14L100014
Ammoniumsulfaatti, VWR Chemicals, Batch 21332.293, Lot 16C304113

Laimennusliuos, resepti liitteessa 3

Mycometer

Mycometer analysaattori, Mallinumero: 8000-005, sarjanumero: 804769, normalisoitu
17.09.2015 Mycometer A/S toimesta.

Mycometer surface Kkit:
Batch # 18 (materiaalimenetelmd, 75 naytteen varastosailidissa)
Batch # 276

Mikroskooppi, Olympus BX40F-3, Japan

5.2 Kammiokasvatus

Rakennusmateriaalin homehdutuksessa kasvatuskammioina kaytettiin lasisia eksikaat-
toreita (Kuva 2). Kasvatuskammiot steriloitiin autoklavoimalla (121,5 °C, 20 min) auto-
klavointipussissa. Pussit avattiin laminaarivirtauskaapissa, jossa tapahtui kaikki eksi-

kaattorin kasittely.

Kasvatuskammiossa vallitseva ilmankosteus saatiin aikaan kyllaisella suolaliuoksella.
Lasisen eksikaattorin pohjalle kaadettiin silmamaaraisesti noin 250 ml suolaliuosta
luomaan haluttu ilmankosteus eli RH 97 - 99 % ja ylikyllaisyyden varmistamiseksi lisat-

tiin noin teelusikallinen liuottamatonta steriloitua kaliumsulfaattia. Suhteelliseen ilman-
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kosteuteen pystytdan vaikuttamaan merkittavasti suolan valinnalla. Tassa tydssa halut-
tiin ilmankosteudeksi mahdollisimman korkea, 95-97 % RH. Korkea ilmankosteus jaljit-
telee kosteusvaurioitunutta tilaa, joka aidossa tilanteessa saisi rakennusmateriaalin
homehtumaan. (Greenspan 1977) Eksikaattori tiivistettiin eksikaattorirasvan avulla,
jota kaytettiin myaos tiivistamaan hana. Putkiteline aseteltiin kammioon ja kammio suljet-
tiin. Eksikaattori suljettiin hanalla, jolloin ilmaa ei paassyt sisaan eika ulos, nadin olosuh-
teet sdilyivat samana koko tutkimuksen ajan. Eksikaattori oli ilmatiivis kannen ja pohjan
litoskohdasta ja sen kasittely tapahtuu vain laminaarivirtauskaapissa. Kammion sisa-
osa oli siis tutkimuksen alussa taysin steriili, jonka vuoksi nayteputkia ei tarvinnut sul-

kea.

Lampdtilaa kontrolloitiin pitamalla kasvatuskammioita lampdséaadellyssa kaapissa tai
kontrolloidulla korkeudella huoneenlammdssa. Lampdétilan kannalta olennaista oli, etta
kaikki kammiot olivat samassa lampdtilassa. Ei ollut siis ongelma, jos kammioiden ym-
parbiva lampdétilaa taytyi muuttaa esimerkiksi siirtdmalla kammiot kasvatuskaapista
huoneenlampdon tilanpuutteen vuoksi, kunhan kaikkia kammioita kohdeltin samalla

tavoin. Nain valtettiin kammioiden keskinainen hajonta.

Kasvatuskammiossa inkuboitujen materiaalierien mikrobipitoisuus maaritettiin validoin-
nin mukaisilla viljelyilld/analyyseilla. Naytteita otettiin kammiosta maéaraajoin, jotka

maaritettiin kullekin lajille optimaalisesti (Ks. Taulukko 2).

Taulukko 2. Lajien inkubointiajat.

Laji Inkubointiaika (vrk)
Aureobasidium pullulans 0 7 21 35
Paecilomyces variotii 0 7 14 21
Chaetomium globosum 0 13 40 a7
Aspergillus restrictus 0 7 28 52

Lajin inkubointiajoissa huomiotiin kunkin lajin kasvunopeus. Esimerkiksi Chaetomium
globosum ja Aspergillus restrictus ovat tunnetusti hidaskasvuisia (Samson, et al. 2010),
ja sen vuoksi viljelyiden valiset inkubointiajat olivat pitkia. Kaikki lajit viljeltin ensimmai-

sen kerran ymppayspéaivana (inkubointiaika 0 vrk).
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Kuva 2. Putket kasvatuskammiossa ennen (vas.) ja jalkeen (oik.) siirrostuksen.

5.3 Suspension valmistus

Itidsuspensio valmistettiin homesienikannoista, jotka oli eristetty Aerobiologian Yksik-
kéon analysoitavaksi saapuneista rakennusmateriaalinaytteista. Ympattavista lajeista
oli tehty puhdasviljelmat noin kaksi vilkkkoa ennen ymppaysta. Itidsuspensio valmistet-

tiin puhdasviljelmistd samana paivana, kun siirrostus tapahtui.

Tavoitearvo suspension vahvuudelle oli 10 000 iti6td/ml. Suspensiota valmistaessa
pyritddn suspension itidpitoisuudeksi saamaan 5000 iti6ta/ymppi. Ympin vahvuus on
suuri, silla osan itidista tiedetddn olevan kuolleita. Lisaksi vaikka laskentakammiolla
laskettaessa suspensio saataisiin pitoisuudeltaan oikeaksi, eivat kaikki suspensiossa
olevat solut valttamatta ole lisdantymiskykyisia. Ympin vahvuudella on suuri merkitys
kasvun alkamiselle, silla liian pieni ymppi ei valttamatta lahde kasvamaan ollenkaan,
kun taas liian suuri ymppi saattaa kasvaa hallitsemattomasti. Suspension elavyys seka
vahvuus tarkistetaan viljelemalla suspensio laimennusviljelyna. Viljelylla selviaa, kuinka

suuri osa suspension itidista kykenee lisdantymaan, eli tuottamaan rihmastoa.
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Itidsuspension valmistaminen tapahtui pipetoimalla 4-5 ml laimennusliuosta petrimaljal-
la olevan puhdasviljelméan paalle. Itidt irtosivat pesakkeista laimennusliuokseen, joka
pipetoitiin maljalta muutaman minuutin jalkeen eppendorf-putkeen. Suspensio valmis-
tettiin aluksi mahdollisimman vakevaksi, josta sita olisi helppo laimentaa tarpeen mu-
kaisesti. Ennen itididen laskemista itididen irrottaminen toisistaan ja erittely tapahtui

ultradanikasittelylla (30 min) seka tasokaantelijalla (60 min.)

Suspension valmistamisen ja laimentamisen jalkeen suspensiosta tehtiin kontrolliviljely
laimennusviljelyn&a. Kontrollivilielyn tuloksena saatiin elavien itididen eli pesakkeita
muodostavien yksikdiden maara suspensiossa, eli kuinka monta itiéta pystyy muodos-
tamaan rihmastoa/pesakkeen. Suspension laimennusviljelyssa saatiin selville myds,

ovatko jotkin pesékkeet steriileja, eli muodostivatko ne itidita vai eivat.

5.3.1 Fuchs Rosenthal laskentakammio

Suspension itidpitoisuus haluttiin tietda tarkasti, jonka vuoksi solupitoisuus maaritettiin
mikroskooppisesti laskemalla Fuchs-Rosenthal laskukammion avulla. Kammioon pipe-
toitiin naytetta sopivana pitoisuutena niin, etta itididen lasku on mahdollisimman tark-
kaa. Naytetta joudutaan usein laimentamaan, jotta laskettava solumaara ruutua kohden
olisi alle 10. Nayte pipetoitiin peitinlasin ja kammiolaskurin vélissa olevaan valitilaan,
josta kapillaarivoima imi naytteen peitinlasin ja kammiolaskurin valiin, jossa on lasken-
taruudukko. Laskentaruudukko valittiin itibiden koon ja suspension pitoisuuden perus-
teella. (Electron Microscopy Sciences 2016) Kuva 3. havainnollistaa kammiolaskurin

rakennetta.

Kammio kasattiin kostuttamalla koholla olevat osat ja asettamalla tarkoitukseen sopiva
peitinlasi laskentaruudukoiden pdaélle. Kaytaviin pipetoitiin varovasti laimentamatonta
itidsuspensiota niin, ettd kummatkin laskentaruudukot peittyivat. Preparaatin annetttiin

asettua viisi minuuttia, jonka jalkeen itidita voi laskea.

A ruudukko on ruudukoista isoin, ja se oli paras vaihtoehto suurille itiille. C ruutu on
kapea ja pitkd, ja ndin paras vaihtoehto vahvalle suspensiolle, jossa itibpitoisuus oli
suuri. Aspergillus restrictus sek&d Chaetomium globosum laskettiin A ruudukosta, ja
Aureobasidium pullulans sekd Paecilomyces variotii laskettiin C ruudukosta. Solumaa-
réan laskemisessa kaytettiin kaavaa, joka on kuvattu sivulla 17. Kaavassa muuntoker-

toimella kuvataan kuinka monta kertaa ruudun (A/C) tilavuus menee yhteen kuutiosent-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heli Junes



20

timetriin. Kaikkien ruutujen muuntokertoimet seka esimerkkilasku ovat esitettyna liit-

teessa 1.

Kostutetaan Laskuristikko
Paallyslasi

IFE=] =AY

— Mayte

Kuva 3. Havainnollistava kuva Fuchs-Rosenthal kammiosta.

[tiot laskettiin 50 samankokoisen ruudun sisalta seka lisksi ruudun kahden viivan paal-
ta (esim. ylaviiva ja vasen viiva). Tuloksista laskettiin keskiarvo seka keskihajonta ja
lopullinen solumaara millilitraa kohden voidaan teoreettisesti maarittaé seuraavan kaa-

van mukaisesti.

Kaavassa

B on ruudukon muuntokerroin, joka kertoo, kuinka monta kertaa ruutu A:n tilavuus me-

nee yhteen kuutiosenttimetriin
K on laimennuskerroin, ja
N kertoo laskentaruudukossa olevien solujen keskiarvon.

Esimerkki solujen laskemisesta seké laskuissa tarvittavat muuntokertoimet ovat esitet-

tyna liitteessa 1.

5.4 Materiaalin kasittely ja ymppéays

Identifioidut nayteputket suljettiin alumiinifoliolla ja steriloitiin pussitettuina autoklaavis-
sa. Steriloidut nayteputket aseteltiin avonaisina kasvatuskammiohin putkitelineissa.
Putkissa on naytemateriaalia, eli tdssé validoinnissa sahanpurua. Sahanpuru (Capell,

pesapuru, kuusi- ja mantypuu) ostettiin paivittaistavarakaupasta kilon paketeissa. Pu-
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rua punnittiin 1,5 g £ 2 % putkeen, joka suljettiin sitten foliolla steriloinnin ajaksi. Val-
mistettu itiosuspensio ympattiin steriileihin sahanpuruihin pipetoimalla. Ymppayksen
jalkeen puru piti homogenisoida mahdollisimman tarkasti, jotta ititt levidisivat tasaisesti
ympari naytettd. Putket asetettiin eksikaattoriin avonaisina, jonka vuoksi eksikaattorissa

oli samanaikaisesti vain yhta lajia.

Ymppayksen jalkeen tehtiin nollaviljely, jotta havaittin ympin ja materiaalin nollataso.
Nollaviljely viljeltiin laimennusviljelyna, mutta Mycometer mittaukset olivat tarpeettomat

ennen inkubointia, silla rihmastoa ei ollut ehtinyt naytemateriaaliin muodostua.

Valmistettua itiosuspensiota pipetoitiin 0,5 ml jokaiseen putkeen, ja putkea vortexoitiin
voimakkaasti, jotta ymppi levisi tasaisesti. Ymppayksen jalkeen putket laitettiin avonai-
sina kasvatuskammioon, josta niita keréttiin kullekin lajille sopivin véliajoin (ks.Taulukko
2).

5.5 Elatusaineet

Elatusaineiden reseptit I0ytyvét liitteesta 3.

M2

M2 kasvualustalla on mallasuutetta 2 %. Mesdfiilisille sienille tarkoitettu kasvualusta,
jolla kasvaa hiiva- ja homesienet. Tassa tydssa referenssimenetelman laimennusvilje-
lyssa mallasuuteagaria kaytettiin kasvualustana Paecilomyces variotiille, Chaetomium

globosumille ja Aureobasidium pullulansille.

DG-18

Dikloraani-18 %-glyseroli-agar on optimaalinen kasvualusta kuivahkoissa olosuhteissa
kasvaville sienille, eli kserofiilisille sienille (Samson, et al. 2010, 7). Tassa tyéssa DG-
18 — kasvualustaa kaytettiin Aspergillus restrictukselle, joka ei kasva muilla maljoilla, tai

sen havaitseminen on vaikeaa (Raper & Fennel 1965, 236).
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THG

Tryptoni-hiivauute-glukoosiagar on bakteerien kasvatukseen tarkoitettu kasvualusta.
Tassa tydssa kasvatettiin, analysoitiin ja mitattiin Mycometerilla ainoastaan sienikas-
vustoa, joten THG ei ole optimaalinen kasvualusta millekaan lajille, vaan kasvualustalle

viljeltiin ainoastaan kontrolliviljelyt, joilla seurattiin ndytteiden kontaminoitumista.

Hagem

Rose Bengal mallasuute kasvualusta on optimaalinen elatusaine nopeasti kasvaville
sienille, joiden analysointi on sen vuoksi haasteellista. Kaikkien validoinnissa kaytetty-
jen homelajien laimennusviljely tehtiin myds Hagem-kasvualustalle, silla se todettiin

analysointia helpottavaksi kasvualustaksi (ks. kappale 6.1).

5.6 Viljely

Uuden menetelman validointi suorittiin referenssimenetelmaé vasten. Referenssimene-
telmén tiedettiin antavan luotettavasti oikea tulos, jolloin tuloksia vertailemalla voitiin
todeta, ettd analysaattorin tulostaso on vertailukelpoinen muilla menetelmilla saataviin

tuloksiin.

Uusi menetelma oli tassa validoinnissa materiaalindytteista entsyymipitoisuutta mittaa-
va Mycometer testi. Referenssimenetelména tassa validoinnissa oli asumisterveysase-
tuksen mukainen laimennusviljely ja validoinnin tueksi tehtiin myds suoraviljely ikdan
kuin kontrolliviljelyn&. Naytteita viljellessa toimittiin aina aseptisesti, huolehtien, etteivat

naytteet kontaminoituneet.

5.6.1 Laimennusviljely

Putket poistettiin eksikaattoreista laminaarivirtauskaapissa, ja putkiin pipetoitiin 30 ml
laimennusliuosta. Putkea sekoitettiin voimakkaasti, jotta neste levisi purujen sekaan
tasaisesti. Putket aseteltiin ultradanihauteeseen 30 minuutiksi, jotta iti6t irtosivat pa-
remmin laimennusliuokseen. UA-kasittelyn jalkeen putket menivat ravisteluun taso-

kadantelijaan vahintaan 60 minuutiksi. Ravistelun jalkeen naytteista tehtiin laimennus-
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sarja (101-10%), joista viljeltiin lajikohtaisesti sopiville elatusalustoille 0,1 ml laimennos-

ta.

Tassa validoinnissa Aspergillus restrictus viljeltin DG-18 ja Hagem elatusalustoille,
kaikki muut lajit viljeltin M2 ja Hagem elatusalustoille. Viljellyt maljat inkuboituivat kas-

vatuskaapissa (+25 °C) 7 vuorokautta, jonka jalkeen peséakkeet voitiin laskea.

5.6.2 Suoraviljely

Suoraviljely viljeltiin samasta nayteputkesta, josta tehtiin myés Mycometer analyysi.
Naytetta lusikoitiin tasaisesti elatusaineen paalle silmamaaraisesti noin 0,5 ml/malja.
Materiaali pyrittin saamaan maljalle mahdollisimman tasaisesti, jotta pesékkeet eivat
kaikki kasvaisi samaan kohtaan. Viljeltyja maljoja inkuboitiin 7 vuorokautta, jonka jal-

keen peséakkeet laskettiin.

5.6.3 Mycometer analyysi

Haluttua materiaalia punnittin mahdollisimman tarkasti 0,1 g. Valmistajan ohjeiden
mukaisesti materiaali tulisi punnita punnitusalustalla, josta se siirretaan reaktioputkeen.
Tama kuitenkin todettiin hankalaksi, joten sujuvuuden helpottamiseksi materiaali pun-
nittiin 5 ml:n eppendorf-putkeen. Jokaisesta naytteesta tehtiin kolme rinnakkaista maa-

ritysta.

Ennen mittauksia ja joka kerta kun mittari sammuu, taytyi se kalibroida. Kalibrointi suo-
ritettiin kaksivaiheisena, ensin mitattiin "blank” eli nollataso ja taman jalkeen standardi-
liuoksella tarkistettiin, ettd laite antaa oikean tuloksen. Fluoresenssistandardille oli
maaritetty arvo, joka saa vaihdella 3 %. Viitearvo |0ytyy jokaisen Mycometer laitteen

pohjasta, ja se oli tarkistettava aina kalibroitaessa. (Mycometer A/S 2011)

Mycometerilla tehtavat mittaukset aloitettiin maarittAmalla tausta, jonka signaali johtui
jostain muista tekijoistd, kuin sienestd. Taustasignaalia aiheuttivat esimerkiksi rea-
genssit. Taustan maarittaminen aloitettiin mittaamalla arvo kehitysliuokselle, joka oli
pipetoitu suoraan mittauskyvettiin. Mittauksen jalkeen testiliuos sekoitettiin substraattiin
ja kun substraatti oli taysin liuennut testiliuokseen, pipetoitiin liuosta 100 ul kehitys-

liuoksen joukkoon. Kehitysliuos+substraatti arvo mitattin Mycometerilla. Reagenssien
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arvot, eli taustan osuus mitattavasta arvosta oli tiedettava, jotta lopullinen analyysitulos
voitiin laskea.

Testiliuos, johon oli liuotettuna jauhemainen substraatti, sekoitettiin purujen joukkoon ja
reaktioajan annettiin kulua. Reaktioaika oli suoraan verrannollinen huoneen [Ampoti-
laan; kun lampdtila nousi, reaktioaika laski (ks. Kuva 4.). Kun reaktioaika oli kulunut,
pipetoitiin reaktioputkesta 100 pl mitattavaan kyvettiin, jossa oli kehitysliuos valmiina.
Kyvetti mitattiin, ja tulokset dokumentoitiin.

Reaktioajan suhde lampotilaan
45
35 °,

30

20

Reaktioaika (min)

°
®eq
L)
LY
25 .’.
®eq
oo

15
17 19 21 23 25 27 29 31

Huoneen lampdtila (°C)

Kuva 4. Lampdtilan vaikutus reaktioaikaan.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Tuloksia tarkasteltaessa validoitavan menetelman tuloksia verrataan referenssimene-
telmaan. Laimennusviljelymenetelmén ja Mycometer — menetelman tulokset ovat eri
yksikoissa, joten vertailussa keskitytddn toimenpiderajojen yhtépitavyyteen ja nayttees-

t& annettavaan lopulliseen lausuntoon koskien mikrobikasvua naytteessa.

Laimennusviljelyn lisdksi Mycometer-menetelmén tuloksia verrataan suoraviljelysta
saataviin tuloksiin. Kaikki suoraviljelystd saadut tulokset vylittivat toimenpiderajan
(+++/++++). Suoraviljely on semikvantitatiivinen menetelmd, eli tulokset ilmoitetaan
suuntaa antavasti. Suoraviljelyn tuloksia ei erikseen kasitella tassa validoinnissa, silla
kaikki tulokset olivat validoinnin osalta keskenaéan samat.

Laimennusviljelyn tulos kertoo kokonaisitiopitoisuuden naytteessa. Itibpitoisuus laske-
taan maljoilla kasvaneen pesakeluvun ja laimennussuhteen perusteella. Esimerkki
itiopitoisuuden laskemisesta on esitetty liitteessd 2. Asumisterveysasetuksen mukai-
sesti toimenpideraja on > 10000 itidta, taman rajan ylityttya voidaan todeta, etta raken-
nusmateriaalissa esiintyy mikrobikasvustoa. (Valvira 2016)

Mycometer-menetelmassé tulos kategorioidaan arvon mukaisesti A-, B-, tai C-
kategoriaan (ks. Taulukko 1.). Tuloksia kirjatessa huomioidaan mittausalueen asetta-
mat rajoitukset (ks. kappale 4, mittausalue). C-kategoria, eli Mycometer-arvo > 450,

vastaa laimennusviljelyn toimenpiderajaa > 10000 iti6ta.

Taulukko 3. Laimennusviljelyn toimenpiderajat.

Itiopitoisuus | Lausunto

> 10000 Rakennusmateriaalissa esiintyy mikrobikasvustoa

Voidaan tulkita kosteusvauriona, jos lajit ovat kos-
5000-10000 o o _ _
teusindikaattoreita ja sienisuvusto yksipuolinen
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Taulukko 4. Aerobiologian suoraviljelyanalyysi.

Tulos Vastaava pesakemaara Luonnehdinta
+ 0-10 (1-5)* vahan
++ 11-50 (6-25)1 kohtalaisesti
+++ >50 (>25)1 runsaasti
++++ ei laskettavissa erittéin runsaasti

1 Suuri-itidiset taksonit, tdssa validoinnissa C.globosum. Kyseiset lajit tuottavat suh-
teellisesti vahan iti6ita ja vain muutama pesake voi peittaa koko maljan. (Aerobiologian
laatukasikirja, 2016)

Taulukossa 3 on huomioitu vain tassa validoinnissa kaytetty lajisto.

Suoraviljelya ei ole validoitu Valviran ohjeistuksen mukaisesti, mutta se ei vaikuta vali-
doinnin tuloksiin. Suoraviljely ei ole tAman validoinnin referenssimenetelmd, vaan sita

kasitellaan pelkastaan lisimateriaalina validoinnin tueksi.

Tulokset — kappaleessa esitetaan tulokset vain kahden lajin osalta. Paecilomyces va-
riotii ja Aureobasidium pullulans kasvoivat kammioissa odotetusti, joten niilla pystyttiin
suorittamaan menetelméan validointi. Sen sijaan sahanpurun ymppays Chaetomium
globosum ja Aspergillus restrictus —suspensioilla ei onnistunut odotetusti, eivatka lajit
l&hteneet kasvamaan pitkankaén inkuboinnin jalkeen. Tasta johtuen kaikki tulokset, niin
laimennusviljelyssa kuin Mycometer mittauksissa, olivat kayttokelvottomia. Validointi ei
epaonnistuneiden lajien osalta onnistunut, joten ko. lajeille tehtiin ymppays, kam-
miokasvatus, ja viljely uudelleen. Tarkemmin korjaavat toimenpiteet on kerrottu kappa-

leessa 6.3

6.1 Menetelmien vertailu

Validoitavan menetelman tuloksia verrataan referenssimenetelman tuloksiin, jotta pys-
tytdan havaitsemaan antavatko menetelmét yhtenevat tulokset, tai keskendan edes
suuntaa antavat tulokset. Tulosten kasittelyssa kiinnitetdan erityisesti huomiota toi-

menpiderajoihin ja niiden ylittymiseen.
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6.1.1 Paecilomyces variotii

Kuvassa 5. on esitetty referenssimenetelmélla saadut tulokset. Kuvaajaan on sinisella
viivalla merkitty toimenpideraja Taulukon 3 mukaisesti, eli sieni-itiopitoisuus > 10 000.
Toimenpiderajan ylittyminen tarkoittaa mikrobikasvustoa, joka voi aiheuttaa terveysoi-

reita.

Paecilomyces variotii

1E+09

100000000 .

»
L 234 3

10000000

Wee+

1000000

100000 + Hagem

e M2

10000 .
Suspensio

Itidpitoisuus pmy/g

1000 4
100

10

0 5 10 15 20 25
Inkubointiaika (vrk)

Kuva 5. Referenssimenetelman tulokset, Paecilomyces variotii.

Sahanpurun ymppays P.variotii —suspensiolla onnistui hyvin, silla laji lahti nopeasti
eksponentiaaliseen kasvuun. Kuvasta 5 voidaan havaita, ettd Paecilomyces variotii on
nopeakasvuinen ja tuottaa nopeasti paljon itiditd. Jo seitseman vuorokauden inkuboin-
nin jalkeen itiopitoisuus on ylittnyt toimenpiderajan. Kuvaajasta voidaan havaita, etta
eksponentiaalinen kasvu tapahtuu 0-15 vuorokauden valilla. Eksponentiaalisen vai-
heen jalkeen kasvu tasaantuu 15-21 vuorokauden valilla, mutta kuolinvaihe ei ehdi

alkaa voimakkaasti, ennen kuin inkubointi lopetetaan. Mycometerin validointiin nahden
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inkubointiaika ja viljelypisteet ovat hyvat, silla tavoitteena oli saada mahdollisimman

erilaiset pitoisuudet mikrobin kasvun eri vaiheista.

Paecilomyces variotii suspension itiopitoisuus laimennusviljelyn perusteella on 6900
pmy/g. Tulos kertoo suspension olevan elinkykyinen ja tuottavan runsaasti itiita. Ku-
vaajasta huomataan, etta suspension itiopitoisuus on suurempi, kuin ympattyjen, mutta
inkuboimattomien naytteiden itiopitoisuus. Uuteen elinymparistdon siirtyminen voi ai-
heuttaa soluille sopeutumishankaluuksia, joten lisdéntyminen ei ala valittémasti. Nain
voi tapahtua etenkin silloin, jos ymppi on liian vahva. Lisdksi osa itidistd saattaa ymp-

payksen aikana takertua materiaaliin, eivatka nain ollen siirry pipetoitaessa maljalle.

Kuvassa 5 on eriteltyn& laimennusviljelysséa kaytetyt sienikasvulle sopivien elatusainei-
den (Hagem ja M2) tulokset. Mallasuute-agar (M2) on kokeissa paamaljana asumister-
veysasetuksen mukaisesti, mutta Hagem-alusta otettiin vertailun vuoksi toiseksi alus-
taksi. Elatusaineiden vélilla ei tuloksissa ole havaittavissa merkittdvaa eroa, mutta pe-
sékkeiden laskemisessa huomattiin, ettd Hagemille muodostuneet pesakkeet ovat hel-
pommin laskettavissa, silla pesdkkeet ovat pienempié ja sen vuoksi selkedmpia erottaa
ja laskea. Hagem-alustassa on Rose Bengalia, joka rajoittaa sienipeséakkeiden kasvua
(ks. Liite 3).

Inkubointiajan pidentyessa ja sienipitoisuuden kasvaessa joudutaan viljeltdessa naytet-
t& laimentamaan enemman, silla lilan pienesta laimennuksesta johtuen suurin osa mal-

joista on ylikasvanut, eika niilté voida sen vuoksi laskea itidpitoisuutta.
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Paecilomyces variotii
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Kuva 6. Validoitavan menetelmén tulokset, Paecilomyces variotii.

Kuvassa 6. on esitettynda Mycometerilla mitattaessa saadut fluoresenssisignaalit, jotka
vastaavat sienien kokonaisbiomassaa naytteessa. Mycometerilla mitattaessa on kus-
takin pitoisuudesta tehty 12 toistoa: 4 eri kasvatuskammiota, jokaisesta naytteesta
kolme rinnakkaista toistoa. Naytteiden alaotokset ovat kuvattuna samanvarisilla pisteil-
1&, kun taas eri naytteet on kuvattu erivarisilla pisteilla. Mittaukset tehtiin samalla pitoi-
suustasolla, kuin kuvan 5. viljelyt. Fluorometrin antamat tulokset jaotellaan kolmeen
kategoriaan (ks. Taulukko 1), joista kuvaajassa on esitetty punaisella viivalla vain kate-
goria C:n alaraja 450 FU. Muita kategorioita ei ole kuvaajassa esitetty, silla yksikdan
yksittéinen tulos ei esiinny naissa kategorioissa. Kuvaajasta voi selkeésti havaita, etta
kaikki tulokset ylittavat melko reilusti valmistajan asettaman toimenpiderajan, eli kate-
goria C:n alarajan. Myds kaikki laimennusviljelysta saatavat tulokset ylittavat toimenpi-

derajan (Kuva 5.).

Kuvissa 5. ja 6. inkubointiajat ovat samat, mutta laimennusviljelyssa on lisdnd myds

inkuboimaton, eli O vrk viljely. Tata pitoisuutta ei ole mitattu Mycometerilla lainkaan.
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Referenssimenetelméan ja validoitavan menetelman antamien tulosten tulisi olla mah-
dollisimman identtiset keskendan. Tuloksia tulkitessa taytyy muistaa, ettd Mycometer
on suuntaa antava menetelm&, kun taas laimennusviljely antaa kvantitatiivisesti tarkan
tuloksen elinkykyisten mikrobien maarésta. Kuvaajista 5. ja 6. nakee, ettd menetelmien
tulokset ovat samansuuntaisia, ja muutokset pitoisuustasojen vélilla ovat suhteessa
samanlaiset. Tulosten perusteella voidaan todeta, lajin ollessa Paecilomyces variotii,
Mycometerin antamat tulokset ovat samansuuntaiset, kun mika laimennusviljelylla saa-
daan. Molemmilla menetelmilla analysoituna tulokset osoittavat selkedsti mikrobikas-

vua analysoidussa naytteissa.

Kuvan 6. keskiarvopisteistd on havaittavissa, ettd 21 vuorokauden tulospisteet eivat
asetu lineaarisesti suoralle aiempien tulospisteiden kanssa. Muutos Mycometerilla
saaduissa tuloksissa 15-21 vuorokauden valilla on pienempi kuin 7-15 vuorokauden
valilla. Syy tahan selvida kuvasta 5., josta nahdaan sienen kasvun kaantyvan kuollei-
suuden puolelle. ltididen ja rihmaston kuollessa entsyymipitoisuuden tulisi tasaantua,
mika havaitaan myos kuvasta 6. Entsyymiaktiivisuus laskee pitkan ajan kuluessa, mut-
ta validoinnin aikana tata ei ole havaittavissa. Vaikka laji siis kuvan 5. mukaisesti on

mennyt kuolinvaiheeseen, ei kuvan 6. pisteiden kuuluisi laskea, vaan tasaantua.

Tarkasteltaessa tulosten vdlistd hajontaa voidaan havaita, ettd naytteiden vdliset erot
saattavat vaihdella paljonkin, mutta saman naytteen eri aliotoksien valilla tapahtuva
hajonta on pienempaa. Hajonnan suuruuteen vaikuttaa olennaisesti vertailumateriaalin
homogeenisyys. Sahanpuru on helpompi saada homogeeniseksi, kuin esimerkiksi mi-
neraalivilla, mutta tdsméalleen samanlaisten aliotosten saaminen néaytteesta on mahdo-
tonta. Mycometer analyysiin kaytetd&n vain pienid maaria naytetta (0,1 g), josta johtuen
vaihtelu on suurta. Hyva vertailukohde on laimennusviljely (kuva 5.), jossa naytemaara
on moninkertainen (1,5 g). Pienen naytekoon vuoksi Mycometer analyysiin saattaa
paatya hyvin erilaisia osia matriisista; johonkin kyvettiin ei valttamatta paady lainkaan
rihmastoa, kun taas toisessa kyvetissa on rihmastoa seka itiditd. Laimennusviljelyssa
koko ympatty nayte viljellaan, ja sen vuoksi naytteiden valinen hajonta on paljon pie-

nempéaa kuin Mycometerilla tehdyissa mittauksissa.

Kuvaajasta pystytdan havaitsemaan, etta tulosten hajonta kasvaa entsyymipitoisuuden
kasvaessa ja vastaavasti inkubointiajan pidentyessa. Hajonnan kasvuun voi vaikuttaa
materiaalin epdhomogeenisyys ymppayksen jalkeen. Jos ymppi jakautuu epéatasaisesti
materiaaliin, osa materiaalista homehtuu enemman kuin osa, tama nakyy selkeammin,

kun kasvu on reippaampaa ja optimaalisesti homehtuneen kasvuston antama fluore-
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senssisignaali on korkea. Tasta johtuen tulosten hajonta on suurempaa inkubointiajan
kasvaessa, silla kasvatuksen alkuvaiheessa pitoisuudeltaan matalan sienikasvuston

fluoresenssisignaali ei ole suuri.

6.1.2 Aureobasidium pullulans

Kuvassa 7. on esitetty referenssimenetelmalld saadut tulokset. Kuvaajaan on sinisella

viivalla merkitty toimenpideraja Taulukon 3. mukaisesti, eli sieni-itiépitoisuus > 10 000

pmy/g.

Aureobasidium pullulans
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Kuva 7. Referenssimenetelman tulokset, Aureobasidium pullulans.

A.pullulans on hieman hidaskasvuisempi, kuin P.variotii ja sen vuoksi inkubointiaika on

7 vuorokautta pidempi. A.pullulans tuottaa paljon iti6ita, joten myds A. pullalans kasvaa
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runsaasti yli toimenpiderajan P.variotiin tavoin. Kuvaajasta voidaan néhd& mikrobin
elinkaari: eksponentiaalinen kasvu tapahtuu 0-7 vuorokauden aikana, 21 vuorokauden
aikana kasvu on kuolleisuuden kanssa yhta suurta, kun taas 35 vuorokauden aikana
kuolleisuusnopeus on ylittanyt kasvunopeuden. Kuvaajasta nhahdaan, etté pitoisuustaso
7 vuorokauden kohdalla on lahes sama, kuin 35 vuorokauden kohdalla. Taméa ei ole
ideaalinen tilanne, silla kaikki validoinnissa testattavat pitoisuustasot tulisivat olla sel-

keasti toisistaan eroavia.

Tulevaisuudessa vastaavaa vertailumateriaalia kaytettdessa olisi hyddyllista valita pi-
toisuustasot eritavalla. Kasvun alkuvaiheessa, esim. inkubointiajan ollessa 3 vrk, saa-
taisiin tarkeaa tietoa siita, miten ymppi kayttaytyy materiaalissa. Liséksi kuolleisuuden
ollessa voimakkaampaa kuin itididen lisd&ntyminen, ei vertailumateriaali ole en&a ide-

aalinen kaytettavaksi menetelmén testauksessa.

Aureobasidium pullulans -ympin suuruus laimennusviljelyn perusteella oli noin 9000
pmy/g, eli hyvin lahell& suunnniteltua. Kuvasta 7. ndhdaan, ettd 0-naytteiden pitoisuus
on pienempi, kuin pelk&dn suspension pitoisuus. Osa ympin itidisté voi kuolla uuteen
elinymparistéon siirryttdessa tai takertua naytemateriaaliin, mikd on huomioitu ympin
vahvuudessa. Kun ymppi on tarpeeksi vahva, ei lieva kuolleisuus haittaa vaan laji 1ah-

tee silti voimakkaaseen kasvuun.

Myo6s A.pullulans viljeltiin laimennusviljelyssa kahdelle eri elatusaineelle; Hagem ja M2
(Kuvassa 7. elatusaineet on merkitty eri varein). Elatusaineiden vélilla ei ole havaitta-

vissa merkittavaa eroa.
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Aureobasidium pullulans
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Kuva 8. Validoitavan menetelmén tulokset, Aureobasidium pullulans.

Kuvassa 8. on esitettynd4 Mycometerilla, eli validoitavalla menetelmélla saadut fluore-
senssisignaalit inkubointiajan funktiona. Kuvaajassa on sinisella viivalla rajattu C-
kategorian alaraja 450 FU (ks. Taulukko 1), joka vastaa laimennusviljelyn toimenpide-
rajaa >10 000 pmy/g. Kuten kuvassa 6., myods kuvassa 8. naytteiden alaotokset ovat
kuvattuna samanvarisilla pisteilla, kun taas eri naytteet on kuvattu erivarisilla pisteill&.
Kustakin pitoisuudesta on tehty 12 toistoa: 4 eri kasvatuskammiota, jokaisesta nayt-

teesta kolme rinnakkaista toistoa.

Kuvaajasta nahdaan, etta ymppays on onnistunut odotetulla tavalla, silla entsyymipitoi-
suus kasvaa inkubointiajan funktiona. Pitoisuuspisteet on myods valittu validoinnin kan-

nalta otollisesti, silla ndytteiden pitoisuudet eroavat selkedasti toisistaan.

Kun vertaillaan kuvia 7. ja 8., huomataan, etteivat tulokset ole yhtenevia. Entsyymipi-
toisuus ei korreloi itiépitoisuuden kanssa, eikd mikrobivaurioon viittaava loppulausunto
ole menetelmien kesken sama. Loppulausunto tehddan toimenpiderajan perusteella,

mika ei eri menetelmilla saaduilla tuloksilla ylity samassa analyysipisteessa.
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Kuvasta 8. ndhdaan, ettd entsyymipitoisuus kasvaa lahes lineaarisesti inkubointiajan
kasvaessa. Kuvassa 7. ndhdaan selkeésti mikrobin elinkaari, kun taas Mycometerilla
saaduista tuloksista (Kuva 8.) ei pysty havaitsemaan elinkaaren mitdan vaiheita. Lai-
mennusviljelyn tuloksissa kuolleisuus nakyy 35 vuorokauden kohdalla itiopitoisuuden
laskuna, kun taas Mycometerin tuloksissa 35 vuorokauden kohdalla entsyymipitoisuus
nousee edelleen, vaikkakin pitoisuuden kasvu on jo tasoittumassa. Laimennusviljelyssa
7 vuorokauden ja 35 vuorokauden itibpitoisuudet ovat hyvin lahella toisiaan, kun taas
Mycometerilla saaduilla tuloksilla naytteiden entsyymipitoisuudet ovat 35 vuorokauden

kohdalla lahes kymmenkertaisia 7 vuorokauden kohdalla mitattuihin tuloksiin nahden.

Kuvasta 8. ndhdéaan, ettéd 7 vuorokauden inkuboinnin jalkeen mitatuissa naytteissa ent-
syymipitoisuus kuuluu kategoriaan B (ks. Taulukko 1.). Entsyymipitoisuuden perusteel-
la naytteissa ei ole mikrobikasvustoa. 7 vuorokauden kohdalla viljeltyjen laimennusvilje-
lyjen tulokset ovat tuhatkertaisia toimenpiderajaan nahden. 7 vuorokauden viljelyn koh-
dalla validoitavan menetelmén tulos ei vastaa referoitavan menetelmén antamaa tulos-

ta.

21 vuorokauden inkuboinnin jalkeen naytteen entsyymipitoisuus on selkeésti noussut,
kuten sen laimennusviljelyn tulosten perusteella voidaan olettaa tekevankin. Referens-
simenetelmén kasvun huippu on 21 vuorokauden kohdalla. Mycometerin antamissa

tuloksissa entsyymipitoisuus nousee edelleen viela taman jalkeenkin.

35 vuorokauden inkuboinnin jalkeen mitatuissa naytteissa entsyymipitoisuus on kasva-
nut edelleen, muttei kuitenkaan yhta paljon, kuin 7-21 vuorokauden aikana. Referens-
simenetelman (kuva 7.) tulosten mukaisesti lajin olisi kuitenkin pitanyt jo kaantya kuol-
leisuuteen, eli entsyymipitoisuuden olisi pitanyt tasoittua 21 vuorokauden mittausten

jalkeen.

Mycometerilla saaduissa tuloksissa on havaittavissa hajonnan kasvaminen entsyymipi-
toisuuden kasvaessa, samalla tavalla kuin P. variotiin kohdalla (ks. kappale 6.1.). Myos
A. pullulans on viljelty neljana toistona ja jokaisesta toistosta kolmella aliotoksella. Sa-

man naytteen aliotokset on kuvattu samalla varilla, mutta eri naytteet eri vareilla.

A. pullulans on kasvutavaltaan hiivamainen. Mycometer-menetelma ei sovellu hiivasie-
nille, joten alkuhypoteesina ko. lajin kohdalla oli, etta Mycometer-menetelma ei valtta-

matta toimi ollenkaan, tai menetelmén havaitsema entsyymipitoisuus on hyvin matala.
Alkuoletusten vastaisesti menetelma toimi, silla analysaattori havaitsi entsyymin suun-

taa antavasti. Ainoa selkeasti poikkeava tulos referenssimenetelmaan nahden on seit-
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seman vuorokauden kohdalla, kun Mycometer antaa lilan matalan tuloksen. TAma voi
selittya myds lajin itibntuotannolla. Ehkapa itiot/rihmasto eivat tuota entsyymia tarpeek-

si kasvun alkuvaiheissa, jotta Mycometerilla voisi sitd havaita.

6.1.3 Chaetomium globosum

C. globosum suspension elinkykyisten itididen pitoisuus oli laimennusviljelyn perusteel-
la noin 2400 pmy/g, joka on noin neljasosa suunnitellusta 10 000/ml. Suspensiosta itiot
laskettiin laskentakammion avulla, joten suspension kokonaisitiopitoisuus saatiin selvi-
tettya tarkasti. Tarkasta laskennasta huolimatta suspension todellinen pitoisuus oli
kaukana suunnitellusta, joten voidaan paatella, etta suspensiossa oli siis suurin osa
itidista ollut kuolleita tai sellaisia, jotka eivat pystyneet kasvamaan kaytetylla kasvualus-
talla. Itidpitoisuuden selvittyd naytematriisit oli ehditty jo ympata, joten suspensiota ei

tehty uudelleen.

Naytteita viljeltiin ensimmaisen kerran 13 vuorokauden kuluttua ymppayksesta, silla laji
on hidaskasvuinen. Maljojen optimaalisen inkubointiajan jalkeen maljoilla ei ollut yhtaén
pesakettd, eli naytematriisissa ei ollut lainkaan elavia itiditd. Laji on siis kuollut ymp-
paamisen jalkeen, mika voisi viitata siihen, ettd kaikki suspension laimennusviljelysta

(ennen ymppaysta viljelty) muodostuneet pesékkeet olivat lisaantymiskyvyttomia.

Naytteet mitattiin myds Mycometerilla, mutta entsyymiaktiivisuutta ei havaittu naytteista
lainkaan, vaan signaali oli steriilista puupurusta saatavan signaalin kanssa samalla

tasolla.

6.1.4 Aspergillus resrictus

Aspergillus restrictuksen suspension itidpitoisuus laimennusviljelyn perusteella oli 970
pmy/g, eli alle 10 % suunnitellusta suspension vahvuudesta (10000 iti6ta&/ml). Kuten
kaikkien lajien kohdalla, myds A. restrictuksen suspension itiopitoisuus lasketaan las-
kentakammion avulla, joten itiopitoisuus on tarkka. Kuten C. globosumin, myds A. rest-
rictuksen kohdalla suurin osa itidista on ollut kuolleita jo ympéatessa. Naytteiden inku-
bointia jatkettiin loppuun asti, vaikkakin jo ymppayspaivana viljelyistd naytteista (ns.

nollanayte) ei muodostunut yhtaan pesakettd maljoille.

Naytteet mitattiin my6s Mycometerilla, mutta entsyymiaktiivisuutta ei havaittu lainkaan.
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6.1.5 Asiakasnaytteet
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Kuva 9. Asiakasnaytteiden itiopitoisuus ja Mycometerarvo.

Kuvaan on merkitty sinisella pisteviivalla Mycometer-analyysin toimenpideraja (>450) ja
oranssilla pisteviivalla laimennusviljelyn toimenpideraja (>10000 pmy/g). Laimennusvil-
jelyn tuloksista on esitetty tulokset kaikilta maljoilta; M2, DG-18 ja THG (tdssa jarjes-
tyksessd). Tassa kuvaajassa yksi nayte koostuu siis kolmesta laimennusviljely tulok-
sesta (oranssit pylvaat) ja yhdesta sinisesta pisteesta. Jos laimennusviljelyn perusteel-
la mikrobikasvua ei ole havaittavissa, ei pylvaita ole lainkaan. Mycometer-arvot on las-
kettu keskiarvona kolmesta rinnakkaisesta méaarityksesta, joiden hajonnat on merkitty
pitoisuusarvoihin.

Validoitavan menetelman antamien tulosten yhtapitavyytta referenssimenetelman tu-
loksiin maaritettiin paaasiallisesti vertailumateriaalin avulla. Vertailumateriaalin lisaksi

kaytettiin rakennusmateriaalinaytteitd (sahanpuru), joita asiakkaat ovat tuoneet Aero-
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biologian yksikkdon analysoitavaksi vuoden 2016 aikana. Naytteista tehdéaén asumis-
terveysoppaan mukainen laimennusviljely ja Mycometer-analyysi, joka tehdaan kus-

takin naytteesta kolmena rinnakkaisena maarityksena.

Menetelmien tuloksia verrataan toisiinsa ja arvioidaan, saadaanko menetelmilla sama
lopputulos eli voidaanko naytteestd antaa sama lausunto kummallakin menetelmalla.
Sienipitoisuuden perusteella voidaan todeta, ettd suuressa osassa naytteista lausunto
on kummallakin menetelmalléd yhteneva. Kun katsotaan esimerkiksi kahta ensimmaista
palkkia Kuvassa 9., huomataan niiden itiopitoisuuden olevan reilusti yli havaintorajan.
Kun katsotaan vastaavaan kohdan Mycometer-arvoa, huomataan senkin olevan kak-
sinkertainen toimenpiderajaan nahden. Tassa tapauksessa kummallakin menetelmalla

saadaan tulos, ettéd naytteessa on mikrobivaurio.

Menetelméat eivat kuitenkaan ole yhtenevid kaikkien naytteiden kohdalla, vaan My-
cometerin huomataan antavan esimerkiksi vaarid negatiivisia seka vaaria positiivisia.
Esimerkki vaarasta negatiivisesta on Kuvassa 9., palkit 51-54. Laimennusviljelylla saa-
tujen tulosten perusteella naytteen itiopitoisuus on kymmenkertaisesti korkeampi kuin
toimenpideraja, mutta Mycometer-arvo selkedasti toimenpiderajan alapuolella. Tallai-
sessa tapauksessa menetelmat antavat ristiriitaisen tuloksen, jonka vuoksi Mycomete-
riin ei voida luottaa. Vastaavanlainen ristiriitaisuus on havaittavissa palkeissa 9-12.
Vaara positiivinen sen sijaan havaitaan esimerkiksi palkkien 33-36 naytteesséa, jossa ei
laimennusviljelyn perusteella havaita lainkaan mikrobikasvustoa, mutta Mycometer

havaitsee entsyymia yli toimenpiderajojen.

Asiakasnaytteissa taustamikrobisto on mukana maarityksessa, joten Kuvassa 9. on
esitettyna myods aktinomykeettien maara. Mycometer A/S yrityksen mukaan analysoita-
vaa entsyymia esiintyy pienind maarind myos bakteereissa, kun Kkitiinia (sienissa solu-
seindssda) on lasna (Mycometer A/S 2011, 36). Kuvassa 9. bakteerikasvuna esitetaan
vain aktinomykeettien pitoisuudet, jotka ndkyvéat vain palkeissa, joiden alapuolella lukee
"THG”. Kuvassa 9. aktinomykeettikasvua on havaittavissa esimerkiksi palkeissa 12-15
ja 15-18. Kun vertaillaan néita perattaisia sarjoja, huomataan aktinomykeettien maaran
olevan 12-15 palkissa moninkertainen 15-18 palkin aktinomykeettimaaraan nahden.
Mycometerilla mitattu arvo on kuitenkin korkeampi palkissa 15-18 kun palkissa 12-15.
Kuvan 9. perusteella ei siis aktinomykeettien maaran voida todeta vaikuttavan My-

cometer-arvoon.
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Asiakasnaytteista saatujen tulosten tuloksentulkinnassa on otettava huomioon, etta
laimennusviljelysta saadut tulokset ovat vain yksittaisia tuloksia. Myos laimennusviljely
on voinut epaonnistua eikd yhden naytteen perusteella voida todeta, ettd nimenomaan
Mycometer-menetelma antaisi virheellisen tuloksen. Realistisemman kuvan saamiseksi
sama nayte tulisi analysoida useamman kerran, jotta rinnakkaisten maarityksien hajon-

ta selviisi.

6.2 Tasmallisyys

Tasmallisyys kertoo tulosten yhtapitdvyyden seka reagenssien aiheuttaman virheen
vaikutuksen tulokseen. Kaikista naytteista, joita on nelja per pitoisuustaso, tehtiin kolme
rinnakkaista analyysia validoitavalla menetelmaélld, jotta saatiin selville hajonnan suu-

ruus. Tulokset on esitettyna taulukossa 5.

Taulukko 5. Tulosten tasmallisyyden arviointia tilastotieteellisin maarein.

Inkubointiaika Keskiarvo Keskihajonta CV%

7 1497,1 165,6 11%

P. variotii 15 2521,9 367,4 15 %

21 2714,3 469,0 17 %

7 268,9 121,3 45%

A. pullulans 21 2124,5 460,5 2%

35 2836,6 489,2 17 %

7 28,1 2,8 10 %

P. variotii 15 31,5 3,0 10%

Tausta 21 30,6 8,1 27%
7 30,6 2,1 7%

A. pullulans 21 31,5 7,2 23%
35 32,4 2,9 9%

Taulukossa on tiedot kirjattuna laji kerrallaan ja tasmallisyys maéaritetaan pitoisuuskoh-
taisesti. Mycometer-arvojen keskiarvo kertoo arvojen suuruuden, mika odotetusti nou-

see inkubointiajan pidentyessa. Keskihajonta kertoo, kuinka paljon Mycometer-arvot
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vaihtelevat keskiarvon ymparilla. CV % eli suhteellinen hajonta kertoo hajonnan suu-

ruuden prosentteina.

Naytteen homogeenisyyden vaikutusta analyysituloksiin on pohdittu kappaleissa 6.1 ja
6.1.2. Mikrobiologisia naytteitd on mahdotonta saada taysin homogeenisiksi, silla nayt-
teet ovat elavda materiaalia. Taulukossa 3 naytteiden osalta vain A. pullulansin 7 vuo-
rokauden viljelyssa on halyttavan korkea hajonta. Tarkemmin tarkasteltuna tdma johtuu
muutamasta naytteesta, joiden tulokset ovat huomattavasti alhaisempia tai korkeampia
kuin valtaosa. Tallaisessa tapauksessa on mahdollista, etta kyvettiin on esimerkiksi
paatynyt voimakas kasvukeskittyma tai mittaus on jostain muusta tekijasta johtuen

epaonnistunut.

Taulukossa 5. on kirjattuna my6s taustan eli reagenssien hajonta. Reagenssien aiheut-
tama hajonta voi osaltaan selittdd naytteiden hajontaa, silla kun verrataan esimerkiksi
viimeista P. variotiin arvojoukkoa, voidaan havaita, ettd suhteellinen hajonta on suu-
rempi kuin kahdessa aiemmassa naytejoukossa. Vastaava hajonnan nousu havaitaan
kyseisten naytteiden taustan kohdalla, kun CV % on 27 %. Taustan suuri hajonta ei
kuitenkaan aina selitéd naytteiden hajontaa. Esimerkiksi A. pullulans ensimmaisen arvo-
joukon suhteellinen hajonta on suuri, 45 %. Vastaavan arvojoukon taustan suhteellinen

hajonta on vain 7 %.

6.3 Herkkyys

Herkkyys yritettiin maarittaa laimennussarjan avulla, jolloin havaittaisiin pienen pitoi-
suuden muutoksen vaikutus tulokseen. Laimennussarja tehtiin ympattavasta suspensi-
osta, joten suurin pitoisuus laskentakammion perusteella oli 10 000 pmy/g. Laimennus-
sarja tehtiin laimennusliuoksen avulla ja naytteet viljeltiin laimennusviljelyna sekd ana-

lysoitiin Mycometerilla.

Laimennusviljelyn perusteella kaikki laimennukset kasvoivat erittain voimakkaasti, joten
niita ei pystytty laskemaan. Mycometer ei havainnut naytteista ollenkaan entsyymia, ja
fluoresenssisignaali oli verrattavissa taustan signaaliin. Herkkyyden maéaarittdminen ei
siis onnistunut, todennékdisesti laimennusliuoksesta johtuen. Laimennusliuoksessa on

suurin osa vetta ja lisdksi detergenttina Tweenid, jotka saattavat hairitd mittausta.
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6.4 Toteamisraja

Kuten aiemmin todettiin (ks. kappale 4.7.1), Mycometer A/S on maarittanyt laitteelle
toteamisrajan, joiden perusteella voidaan todeta, ettd Mycometerin toteamisraja on 95
%:n varmuudella 7,9 FU ja 99 %:n varmuudella 10,4 FU.

6.5 Maaritysraja

Kuten toteamisrajankin, myts madaritysrajan Mycometer A/S on asettanut (ks. kappale
4.7.2), mutta sen voi myds itse laskea. Maaritysraja on toteamisraja, johon on lisatty
taustasta aiheutuva keskihajonta kolminkertaisena. Yrityksen mukaan keskihajonta
taustalle oli 2,0. Maaritysraja on siis 95 %:n varmuudella 13,9 FU ja 99 %:n varmuu-
della 16,4 FU.

6.6 Spesifisyys ja selektiivisyys

Ks. kappale 4.3

6.7 Hairidalttius

Hairidalttiutta voi aiheuttaa esimerkiksi bakteerien lasn&olo tai matriisin kontaminoitu-
minen. Tuotetulla vertailumateriaalilla bakteerien tai aktinomykeettien ilmaantuminen
naytteeseen tarkoittaisi aina kontaminaatiota, silla matriisit steriloidaan ennen kasva-
tuksen aloitusta. A. pullulans kasvatuksessa yksikaan nayteputki ei kontaminoitunut,
mik& pystyttiin havaitsemaan naytteiden viljelylla THG-maljoille. P. variotii viljelyissa
kontaminaatio havaittiin kahdessa nayteputkessa, jotka kummatkin inkuboituivat 21
vuorokautta. Toisessa nayteastiassa kontaminaatio oli pientd, THG-maljalle tuli vain
muutama pesadke. Toisessa nayteputkessa bakteeripesakkeita oli kymmenida, mutta
kontaminaatio ei hairinnyt sienten kasvua, eikd aiheuttanut hajontaa tuloksissa. Kon-

taminaatio on haitallinen vain, jos kohdelajin kasvu hairiintyy.
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6.8 Ongelmankartoitus ja -ratkaisu

Vertailumateriaali valmistettiin tdssa tydssa itse kammiokasvatuksen avulla. Haluttua
sienilajia ympattiin ndytematriisiin, ja naytteiden annettiin inkuboitua suunnitellun ajan
korkeassa ilmankosteudessa ja huoneenlammdssd. Ympin elinkykyisyys maéaritettiin
laimennusviljelyn& tuoreesta solususpensiosta, jotta havaittiin kuolleiden itididen osuus
ympista. Kuolleet itiot eivat muodosta maljalle viljeltynd pesaketta, osa itidistd muodos-
taa maljalle pesakkeen, joka ei kykene muodostamaan iti6ita. Tallaista pesakettd sano-

taan steriiliksi pesakkeeksi.

6.8.1 C. globosum

Chaetomium globosum on kostean paikan home ja se kasvaa mieluummin marassa
kuin hiukan kosteassa. Kammiokasvatuksessa luodaan haluttu ilmankosteus kéaytta-
malla sopivaa suolaliuosta. Tavoitteena oli saada mahdollisimman korkea ilmankos-
teus, joten suolana kaytettiin kaliumsulfaattia. Kaliumsulfaatilla ilmankosteudeksi saa-

daan 95-97 % RH, minka oletetaan olevan C. globosumille optimi.

Ennen ymppaysta naytematriisit olivat kasvatuskammioissa 15 vuorokautta, jotta niiden
kosteus ehtisi tasaantua ennen siirrostusta. On mahdollista, ettd tama aika ei kuiten-
kaan riittanyt C. globosumille, ja ettd naytteet eivat olleet tarpeeksi kosteita ymppays-
hetkella. Laji joutuu ymppayksessa uuteen kasvuymparistoon, mika saattaa olla shokki
ja aiheuttaa lievaa kuolemaa. Taman lisaksi, jos kasvuolosuhteet eivat ole ideaaliset, ei

laji valttamatta paase shokistaan yli, eika nain ollen ala lisdantya.

Vertailumateriaalin valmistaminen ja Mycometerin validointi aloitettiin alusta, mutta olo-
suhteita muutettiin, jottei siirrostettu laji kuolisi uudelleen. limankosteutta ei saatu nos-
tettua korkeammaksi, silla se oli ensimmaisellda kasvuyrityksella jo korkea. Naytteiden
kuivuuteen pyrittiin kuitenkin vaikuttamaan lisdamalla naytematriisiin 0,5 ml laimennus-
liuosta ennen ymppaysta. Laimennusliuos lisattin samalla, kun kasvatuskammiot ka-
sattiin, jotta kosteus ehti tasaantua tarpeeksi koko naytematriisiin ennen siirrostusta.
Ympistd tehtiin vahvuudeltaan vastaava, kuin ensimmaiselld yrityksellakin, eli 10 000
itiota/ml.
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Tulokset

Ympétyn suspension vahvuus laimennussarjaviljelyn perusteella oli 1237 pmy/g el
suunniteltua vahvuutta huomattavasti matalampi. 7 vuorokauden inkuboinnin jalkeen
pesdkkeet olivat steriilejd, eli eivat tuottaneet itidita. Itiontuotantoa haluttiin seurata,
joten maljojen inkubointia jatkettiin muutaman viikon ajan. Pitkan inkuboinnin jalkeen
pesakkeissa havaittiin voimakasta itidintid, jonka jalkeen lajin uskottiin lahteneen kas-
vuun my6s kammioissa. Analyysit kuitenkin osoittivat, ettei kasvua ollut edelleenkaan
havaittavissa. Heti ymppayksen jalkeen laimennusviljelylla viljellyista naytteista (0-
nayte) pystytaan havaitsemaan ympin suhtautuminen materiaaliin heti ymppayksen
jalkeen. 7 vuorokauden inkuboinnin jalkeen maljoilla kasvoi vain muutamia pesakkeita,

mika viittaa ympin kuolemiseen.

6.8.2 A. restrictus

A. restrictus on kserofiilinen sieni, eli kasvaa mieluummin kuivassa kasvuymparistossa
kuin kosteassa. Kosteusvaatimus homekasvun alkamiselle on kuitenkin vahintdan 70
% RH, joten 95-97 % RH ajateltiin olevan sopiva. Ympin kuitenkin kuoltua kammioon
paadyttdessa, paatettiin kokeilla alempaa ilmakosteutta. Ammouniumsulfaattia suola-
liuoksena kaytettédessa ilmakosteudeksi saadaan noin 80 % RH. Tama on selkeasti
alhaisempi kuin kaliumsulfaattia kaytettdessa, mutta kuitenkin tarpeeksi korkea home-
kasvun alkamiselle. Kaikilta muilta osin vertailumateriaalin valmistaminen tapahtui sa-
malla tavalla kuin aiemmassa kasvatuksessa. Kasvatusta ei ehditty aloittamaan, ennen

kuin ty0 paattyi, joten tuloksia ei tah&n tutkielmaan raportoida.
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7 PAATELMAT

Tyon tarkoituksena oli validoida mikrobikasvun havaitsemiseen huokoisesta materiaa-
lista tarkoitettu Mycometer-menetelma. Mycometer-mittaus perustuu naytteen entsyy-
mipitoisuuden maarittdmiseen fluoresenssin avulla. Validointi tehdéén referenssimene-
telm&an verraten, joka tassa validoinnissa oli asumisterveysasetuksen (Valvira 2016)

mukainen laimennusviljely.

Tyon suunnittelun hetkelld asetetut tavoitteet tayttyivat osittain. Validointiin valittin mat-
riisiksi rakennusmateriaali ja testattavaksi lajistoksi valittiin neljd homesienilajia, jotka
kasvavat valitulla rakennusmateriaalilla. Vertailumateriaalin tuottaminen ja Mycometer-
menetelman validointi liittyvat toisiinsa. Jos vertailumateriaalin tuottaminen ei onnistu,
ei validointia voida suorittaa ja jos validointi epdonnistuu, voidaan vertailumateriaalin

tuottamisen epaonnistumista pitda yhtena syyna validoinnin epaonnistumiseen.

Vertailumateriaalin tuottaminen kasvatuskammiossa homehduttamalla onnistui kahdel-
la lajilla odotetusti ja kahdella lajilla kasvatus ep&onnistui. Steriloituun sahanpuruun
pipetoitiin itidsuspensiota, jonka itiopitoisuus maaritettiin mikroskooppisesti laskemalla.
Suspension vahvuus vaikuttaa merkittavasti sienikasvun alkuun, silla epaonnistuneissa
kasvatuksissa suspensio oli huomattavasti suunniteltua matalampi. Suspensioymppays
todettiin toimivaksi ymppaystekniikaksi, silla kosteus tasaantuu sahanpurussa hyvin.
Vertailumateriaaliin todettiin antavan tasaisia aliotoksia (havaittavissa Mycometerin
antamissa tuloksissa) seka naytteiden valiset erot ovat pienia (havaittavissa laimen-
nusviljelyn tuloksissa). Tulevaisuudessa vastaavanlaista koejarjestelya vertailumateri-
aalin tuottamisessa kayttaessa tulee huomioida pitoisuustasot paremmin, jotta kriittisis-

ta vaiheista, kuten eksponentiaalisesta kasvusta, saataisiin enemman tietoa.

Validoinnin tarkoituksena oli verrata validoitavalla menetelmalla saatua tulosta refe-
renssimenetelman tulokseen. Toimenpiderajan ylittyminen viittaa siihen, ettd nayttees-
sa on mikrobikasvua. Kun menetelmia verrataan toimenpiderajan avulla, huomataan,
ettd P. variotiin kohdalla menetelmat antavat yhtenevan tuloksen. Jokaisella pitoisuus-
tasolla menetelmilla saatu tulos on yhteneva eli mikrobipitoisuus on toimenpiderajaan

nahden sama.

A. pullulansin kohdalla eri menetelmilla saadut tulokset eivét olleet yhtenevia, vaan

tuloksissa oli eroja. Etenkin kasvun alkuvaiheessa, eli ensimmaisella pitoisuustasolla,
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seka kasvun tasaantumisen kohdalla, eli viimeisen pitoisuustason kohdalla, menetel-
mien tuloksissa oli eroja. Erot tuloksissa voi selittyd esimerkiksi lajin entsyymituotannol-
la — entsyymia ei valttdmattd esiinny kasvun alkuvaiheessa, vaan vasta muutaman
viikon ikéaisenda. Mycometer-menetelma antaa kuitenkin suuntaa antavasti oikean tulok-
sen todelliseen pitoisuuteen nahden, silla entsyymipitoisuus on selkeasti kohonnut

normaalista.

Herkkyyden maarittdminen laimennussarjaviljelyn avulla ei onnistunut lukuisista yrityk-
sistd huolimatta. Herkkyyden maarittaminen olisi kuitenkin suotavaa, jotta n&hdaan
miten pieneen pitoisuuteen analysaattori reagoi. Herkkyytta voisi yrittda maarittaa viela
jollain toisella keinolla, kuten analysoimalla naytteitd, joiden kasvatusaika eroaa vain
vahan, esim. 12h.

Kasvatuksessa epaonnistuneiden lajien kohdalla validoitava menetelmé ja referenssi-
menetelma antavat yhtenevan tuloksen — mikrobikasvua ei ole. Validointia ei kuiten-
kaan voida naiden lajien kohdalla suorittaa, joten menetelm& on validoitu neljan lajin
sijasta vain kahdelle lajille. Menetelmé&n validointi jatkuu vield tdméan opinnaytetydn
jalkeen, silla kasvatuksen kannalta epéonnistuneiden lajien kohdalla validointi suorite-
taan uudelleen. Lisaksi Mycometer analysaattorilla voi tehda mittauksia eri menetelmil-
l&. Tama validointi keskittyy vain materiaalista mittaamiseen, mutta muita menetelmia

on esimerkiksi pintasivelymenetelma ja ilmandytemenetelma.

Mycometer-menetelma ei voi korvata kaytdssa olevia menetelmid, silla menetelman
toimivuus on lajikohtaisesti vaihtelevaa. Menetelméan kyky havaita sienikasvusto perus-
tuu spesifisen entsyymin havaitsemiseen, joten ongelmat lajin entsyymintuotannossa
tai eri lajien valiset erot entsyymintuotannossa vaikuttavat menetelman toimivuuteen.

Tama on havaittavissa esimerkiksi A. pullulans tuloksissa.

Menetelman etuna on ajan saastavyyden lisaksi kuolleen/kuivuneen kasvuston havait-
seminen, mika ei nykyisilla viljelyyn perustuvilla menetelmilla onnistu. Suoramikrosko-
poinnilla voidaan kuollutkin kasvusto havaita, mutta maaran arvioiminen on vaikeaa.
Mycometer-menetelma sopisikin kaytettavaksi esimerkiksi suoramikroskopoinnin kans-
sa rinnakkain tai esimerkiksi laimennusviljelyn kanssa rinnakkain havaitsemaan kuol-
leen kasvuston osuus, etenkin jos viljelymenetelmalla ei kasvustoa havaita. Téllaisessa
tapauksessa Mycometer-menetelma toimisi ikdan kuin varmistavana elementting, etta

rakennuksen sisailmaongelmat eivat johdu elavasta tai kuolleesta mikrobikasvustosta.
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Mycometer-mittauksia voitaisiin kayttdda myos ennakoivana tutkimuksena esimerkiksi
tapauksissa, kun mikrobikasvua on syyta epdilla, tai naytteenottokohde on kaukana
laboratoriosta. Lopullinen naytemaara on helppo arvioida, kun mikrobipitoisuuden suu-
ruudesta on alustava arvio. Tallaisissa tapauksissa Mycometerilla voitaisiin tehd&a mit-
tauksia kohteessa, ja jos entsyymipitoisuutta on havaittavissa, otetaan kohteesta nayt-
teita, joiden mikrobipitoisuus todetaan Valviran ohjeistuksen mukaisilla menetelmilla

tutkimusmenetelmilla.
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Fuchs rosenthal laskentakammio

Fuchs rosenthal kammiolaskurin muuntokertoimet:

Ruutu | Ruudun pinta-ala (mm?) | Ruudun pinta-ala (mm3) | Muuntokerroin
1/25 0,004 2,5 x 10°
B 1/100 0,001 1,0 x 10°
C 1/200 0,0005 2,0 x 10°
D 1/400 0,00025 4,0 x 10°
E 1/800 0,000125 8,0 x 10°
F 1/600 0,0000625 1,6 x 107

Naytekerroksen paksuus on 0,1 mm.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heli Junes



Liite 1

Laskuesimerkki solulaskennasta

Taulukossa on listattuna soluméaaréat Fuchs Rosenthal laskukammion avulla laskettuna.

1. 3.

8 212 (3] 3 1 0 41 0]0
4 2 11014 ]| 2 0 3 3141 4
2 4 |1 12| 2 2 3 21113
1 6 1161 4 1 31213
5 414113 3 1 713 1
8 11443 2 2 2 13| 8
4 413 ]5]3 4 1 1123
5 410 1] 4 1 2 5|1 1
9 1 1 13] 3 5 1 6 | 1|5
1 4 1 3]12] 4 5 3 2|57
2. 4.

1 4 | 4 13| 7 4 8 81319
2 718 5 3 7 4 16 |3
1 4 | 3 |14] 3 7 4 5|57
0 4131|143 7 7 51719
4 4 1512 2 7 7 91913
4 1141410 5 6 916 | 8
6 1]1412]0 6 3 |15 8 | 7
2 717 163 8 3 4 |7 17
2 21 3|07 8 5 4 | 6
4 212 2|5 3 6 8|5 1|7

Soluméaara lasketaan sopivan kokoisesta ruudusta, 50 ruutua yhdesta ruudukosta,
50 ruutua 4 eri ruudukosta. Jokaisesta ruudukosta saatavista tuloksista lasketaan
erikseen keskiarvo seka keskihajonta. Keskiarvo jaetaan tamén jalkeen yksittaisen
ruudun tilavuudella, josta saadaan tuloksena itibmaara mikrolitraa kohden.
Ruudun 1. tulosten keskiarvo on 3,34 iti6ta/ruutu.

33410 _ 835 itiotd/ml
0,004 ml
Laskettava ruutu valitaan ition koon seka itiomaaran perusteella. Laskuesimerkissa

ruuduksi on valittu ruutu A, joten ruudun pinta-alan tiedetaan olevan 0,004 mmg.
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Kaikkien ruudukoiden tulosten lasketuista keskiarvoista lasketaan edelleen keskiar-

Vo, jonka perusteella tiedetdan itiomaara mikrolitrassa.

Kaikkien laskettujen ruudukoiden keskiarvot ja keskihajonnat ovat esitettynd seu-
raavassa taulukossa. Lopuksi on laskettu myos keskiarvojen keskiarvo ja keskiha-

jonta.

Ruutu Keskiarvo Keskihajonta
1 835 76
2 890 90
3 680 68
4 1555 81
990 158

Taman jalkeen pystytdaan laskemaan, kuinka paljon laimentamatonta suspensiota
taytyy lisata, jotta haluttu maara haluttua pitoisuutta saataisiin valmistettua. Tyota
suunniteltaessa ympin vahvuudeksi paatettiin 5000 itiota/ymppi eli 10 000 itidta/ml.

10000 ml 200 000 ml
990 * 1 000 000 ml

= 2,0202..ml

Laimentamatonta itidsuspensiota lisatdan laimennusliuokseen siis 2,02 ml, kun

suspension lopulliseksi tilavuudeksi halutaan 200 ml.
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Laskuesimerkki itiopitoisuuden laskemisesta

0,1 0,1 0,01 001 0,001 0,001 0,0001 0,0001 0,00001 0,00001 0,000001 0,000001

-la -1b -2a -2b -3a -3b -4a -4b -5a -5b -6a -6b
M2 n n 39 24 7 2 2
Hagem n n 40 34 6 6 1 1

Taulukossa on eriteltyna erddn 7 vuorokautta inkuboituneen naytteen tulokset pesa-
kemaarind. Ensimmaisend lasketaan pesdkkeiden summat yhteensa kummallekin mal-
jatyypille erikseen. Mallasuuteagarilla pesakkeita on yhteensa 77 ja Hagemilla 88. Ta-
man jalkeen lasketaan laimennussummat, jalleen kummallekin maljatyypille erikseen.

Mallasuuteagarille laimennussumma on

0,001 + 0,001 + 0,0001 + 0,0001 + 0,00001 + 0,00001 + 0,000001 + 0,000001 +
0,0000001 + 0,0000001 = 0,000222.

Naytteitd punnitessa kirjataan punnitustulokset ylos, silla niiden avulla lasketaan viljelty

osuus, huomioiden myds laimennusliuoksen (30 ml) m&éara naytteessa.

0,000222

30" 1,555 g = 0,000011507
Taman tuloksen avulla voidaan laskea itiomaara grammoissa.

77

0,000011507 _ 0091°79.04
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Kasvualustat ja liuokset

Kasvualustat valmistetaan sosiaali- ja terveysministerion asumisterveysohjeen mukai-

sesti.
THG
5049 tryptonia
25¢g hiivauutetta
10g9 glukoosia
150¢g agaria
1000 ml deionisoitua vetta

0,2¢g natamysiinia

Vesi ja kuiva-aineet steriloidaan agarkeittimessa ja natamysiini lisdtdan seokseen vasta

sen jadhdyttya. Natamysiini liuotetaan etanoliin.

M2
2049 mallasuutetta
150¢g agaria
1000 ml deionisoitua vetta
100 mg kloramfenikolia

Vesi ja kuiva-aineet steriloidaan agarkeittimessa.
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DG-18
175 ml Glyseroli
10g Glukoosi
59 Peptoni
19 Kaliumdivetyfosfaatti
0,59 Magnesiumsulfaatti
159 Agar
10 % Kloramfenikolikayttoliuos (lopullinen pi-
1ml .
toisuus 0,1 g/)
825 ml deionisoitu vesi
1ml 0,2 % Dikloraanikayttéliuos (lopullinen pitoi-
suus 0,002 g/)

Vesi, kuiva-aineet ja antibiootit steriloidaan agarkeittimessa.
(Sosiaali- ja terveysministerit 2003)

Hagem on uusi lisdys Valviran asumisterveysasetuksen soveltamisohjeessa, ja sen

vuoksi sen valmistusohjetta ei ole aiemmassa asumisterveysohjeessa.

Hagem:
Hagem
10g9 Kaliumdivetyfosfaatti
0,59 Magnesiumsulfaatti
0,59 Ammoniumkloridi
59 glukoosi
5¢g mallasuute
15¢g Agar
35 mg Streptomysiini
35 mg Rose Bengal
1ml 1 % FeCls (lopullinen pitoisuus 10 mg/l)
1000 ml deionisoitu vesi

Kuiva-aineet, vesi, glyseroli ja antibiootit steriloidaan agarkeittimessa. Streptomysiini

lisataan liuoksen jaahdyttya etanoliin liuotettuna. Rose bengal on erittdin valonherkka,
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ja muuttuu valossa sienten kasvua inhiboivaksi. Td&ma on otettava huomioon niin maljo-

jen valmistuksessa, kuin viljelyn aikana.
(Reiman, et al. 1999)

Laimennusliuos

0,0425 g | kaliumdivetyfosfaatti

0,25¢ magnesiumsulfaatti

0,008 natriumhydroksidi

1000 ml deioinisoitu vesi

0,2 ml Tween 20

Liuos steriloidaan autoklaavissa seuraavana paivana valmistuksesta, jotta Tween 20
ehtii liueta kokonaan.

(Sosiaali- ja terveysministerit 2003)
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