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Abstract

The thesis was carried out at Jyvaskyla University of Applied Sciences in winter and spring 2010.
The main aim was to validate a method consisting three parts for verifying fungi and bacterial
microbe growth in building material samples. The methods were direct microscopic observation,
direct culture method and dilution method for the culture. Validation was made to find out how
different techniques, solutions, agar bases and persons executing these tests have an affect on test
results of the analysis and also compare results from all three methods and how they match.

The research was carried out with varied building material samples. Tests were based on reports
published at Asumisterveysopas (2008) and Indoor Air Seminar reports in 1999 and 2005. All
together there were 16 different building material samples. The samples were grown on 2 % malt
extract agar, 18-dichloran-glyserol agar and tryptone-glucose-yeast agar. Malt extract agar and 18-
dichloran-glyserol agar were suitable for the growth of fungi and tryptone-glucose-yeast agar was
suitable for bacteria. Direct microscopic observation was made from native sample and colorized
sample by tape preparation. Fungi were incubated at 25 °C for 7 days and bacteria for 7 + 7 days.
After incubation colonies were calculated and identified.

The result of this study indicates that two of three methods will make microbes in building
material samples grow. As for direct microscopic observation there was basically no growth even
though the samples were taken clearly damaged structure. Other two methods gave same kind of
test results. The results were affected by fact that samples were old and there was no reference
material to compare results.
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1 JOHDANTO

Terveydensuojelulaissa (L763/94, 26§) sanotaan, ettd asunnon ja muun sisétilan si-
sdilman on oltava puhdasta. Tama tarkoittaa sité, etteivdt mikrobit, kosteus, ldmpdtila,
sateily, melu, ilmanvaihto, valo tai muut vastaavat tekijét saa aiheuttaa terveyshaittaa
henkildille, jotka sisdtiloissa asuvat tai oleskelevat. Terveyshaitalla tarkoitetaan asuin-
ympéristssd tai olosuhteissa olevaa tekijdé, joka aiheuttaa sairautta tai sairauden oi-
retta. Terveydensuojeluviranomaiset tekevét asunnontarkastuksia, joilla pyritidén sel-
vittiméén aiheutuuko asunnosta tai muusta sisitilasta siind asuville tai oleskeleville
terveyshaittaa. Asunnontarkastuksen alullepanija on yleensd asunnon omistaja tai asu-
kas. Poikkeustapauksissa tarkastus voidaan tehdd my0s ulkopuolisen toimeksiannosta.
Terveydensuojeluasetuksen (A1280/94) 15 §:n mukaan huomio on kiinnitettiva asun-

tojen ja muiden oleskelutilojen valvonnassa seuraaviin seikkoihin:

1) maaperdn saastumiseen ja muihin mahdollisesti haittaa aiheuttaviin
tekijoihin, kuten rakennuksen kosteusoloihin

2) kylméni vuodenaikana asumiseen tai oleskeluun kéytettavien tilojen
lammityksen asianmukaisuuteen

3) rakennuksen riittdviin tiiviyteen ja limmoneristivyyteen

4) rakennuksen ilmanvaihdon riittivyyteen

(Asumisterveysopas 2008, 9-11.)

Terveyshaittaa aiheuttavien mikrobiologisten, kemiallisten tai fysikaalisten tekijoiden
mittaamiseen ja arvioimiseen tulisi kdyttdd Asumisterveysohjetta (STM:n oppaita
2003:1) ja Asumisterveysopasta (Sosiaali- ja terveysministerio 2008). Mikéli kédyte-
tddn muita kuin ndissé julkaisuissa esitettyjd mittausmenetelmié, on aina varmistettava

menetelmien luotettavuus ja soveltuvuus terveyshaitan arviointiin. (Mts. 11.)

Jyviskyldn ammattikorkeakoulun rakennuslaboratorio tekee sisdilmatutkimusta, ja
osana sitd on rakennusmateriaalindytteiden mikrobiston tutkiminen. Opinndytetydn
aloittamisen aikaan kevittalvella 2010 rakennuslaboratorio aikoi akkreditoida sisiil-

matutkimuksensa, joten tarve rakennusmateriaalindytteiden tutkimuksen validoinnille



syntyi. Tutkimuksen liht6kohtana on se, ettd kosteusvaurioituneissa materiaaleissa
kehittyvd mikrobikasvusto voi aiheuttaa terveyshaittaa. Tutkimuksen perusteella voi-
daan tehdi pdétos, puretaanko vaurioitunut materiaali pois. Téssd opinndytetydssi
pyrittiin validoimaan kolmikohtainen menetelmé rakennusmateriaalindytteen mikro-
bikasvuston toteamiseksi. Validoinnissa oli tarkoitus selvittdd, miten eri tekniikat,
liuokset, kasvatusalustat ja tydn suorittajat vaikuttivat analyysituloksiin sekd miten eri
menetelmilld tuotetut analyysitulokset ja niistd vedetyt johtopédtokset vastasivat toisi-
aan. Mikrobindytteiden késittelyn ja analysoinnin pohjana olivat Asumisterveysop-

paan ohjeet.

2 KOSTEUSVAURIOANALYYSIN PATEVYYS

2.1 Analysoijan patevyys

Tyosuojelulain 49 §:n mukaan viranomaiselle tutkimuksia ja selvityksié tekevilld asi-
antuntijalla on oltava riittdva pétevyys ja asiantuntemus. Asiantuntijan on myds 0soi-
tettava kunnan terveydensuojeluviranomaiselle kdyttimiensi tutkimusmenetelmien
luotettavuus. Pitevyys perustuu tutkimuksia suorittavan asiantuntijana toimivan yri-
tyksen henkildston tai yksityisen henkilon koulutukseen, alalla hankittuihin lisitietoi-
hin tai pitkdaikaiseen tyokokemukseen. Pitevyyden vaatimus perustuu siihen, etté
terveyshaittaa aiheuttavien tekijoiden selvittdminen on vaikeaa ja vaativaa asiantunti-
jallekin haasteellista tyotd. Asiantuntemus syntyy siité, ettd yritys tai henkild, joka
toimii asiantuntijana, pystyy osoittamaan tutkimuksiin liittyvdd kokemusta ja kykya
raportoida asianmukaisesti tehdyistéd tutkimuksista ja selvityksistd. (Asumisterveys-
opas 2008, 16.) Terveydensuojelulain 7 §:ssé on esitetty kunnan valvontatehtévii hoi-
tavan viranomaisen patevyysvaatimukset, ja nima vaatimukset tdyttdvia alan asian-
tuntijaa voidaan pitdd patevand suorittamaan edelld mainittuja tutkimuksia terveyshai-

toista.



2.2 Tutkimusmenetelmien luotettavuus

Ulkopuolisen asiantuntijan on osoitettava TsL:n 49 §:n mukaan kunnan terveydensuo-
jeluviranomaiselle kdyttdmiensd tutkimusmenetelmien luotettavuus. Asumisterveys-
ohjeessa ja — oppaassa on esitetty terveyshaitan arvioinnin kannalta ensisijaiset mene-
telmat. Mikéli kdytetddn muita menetelmid, on menetelmien tulosten vertailukelpoi-
suus pystyttdva esittdmién ohjeen tai oppaan menetelmiin nihden. Esimerkiksi mik-
robimittauksissa on voitu kdyttdd muita kuin Asumisterveysoppaassa esitettyjad kasva-
tusalustoja. Tdlloin tulokset eivit ole verrattavissa oppaassa esitettyihin numeerisiin
arvoihin, ellei kdytetyn menetelmén (esimerkkitapauksessa kdytetyn kasvatusalustan)
vertailukelpoisuutta ole selvitetty eli validoitu. Terveydensuojeluviranomaiselle on
esitettava kirjallisesti kdytetyt tutkimusmenetelmit ja niiden luotettavuuden arviointi.
Terveydensuojeluviranomainen paéttda menetelmin luotettavuudesta saamiensa do-

kumenttien pohjalta. (Asumisterveysopas 2008, 17.)

2.3 Laatujarjestelma

Laboratoriotulosten merkitys on keskeinen monenlaisessa paatoksenteossa, joten labo-
ratorion tuottamien tulosten on oltava luotettavia. Miltei poikkeuksetta tuotannollisten
ja oikeudellisten sekd ymparistdd ja ihmisen terveyttd koskevien paitdsten takana on
jonkinlaisia laboratoriotutkimuksia ja analyysituloksia. Laboratoriolla on vastuunsa
tyonsé laadusta ja laadun yllapitdmisestd. Tulosten on oltava oikeita sovitulla tarkkuu-
della ja tilaajan kéytettavissd sovittuna ajankohtana, ja kustannusten tulee olla sovitun
suuruisia. Suunniteltu toiminnan laatu ja tulosten luotettavuus saavutetaan laborato-
riokohtaisissa laatujirjestelmissé eli laatukédsikirjoissa sekd menettelytapaohjeissa.
Laatukésikirjaan tutustumalla saa késityksen siitd, millainen on kyseessd olevan labo-
ratorion laatutoiminnan taso ja mitkd ovat sen keskeiset vastuut ja toiminta-alueet.
Testaus- ja tutkimuslaboratoriot noudattavat yleisimmin SFS-EN ISO/IEC17025

— standardin vaatimuksia laatujdrjestelminséd luomisessa, jolloin tavoitteena on kan-
sainvilisesti hyvaksyttdvin patevyyden saaminen méériteltyjen testausmenetelmien

suorittamiseen.
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Laatutoimintaan kuuluvat myds siséiset ja ulkoiset auditoinnit. Auditoinnilla tarkoite-
taan suunniteltua tilaisuutta, jossa auditoija selvittdd dokumenttien avulla ja keskuste-
lemalla ty6té tekevien henkildiden kanssa, ovatko kdytdnnon toimintatavat ja tuotetut
analyysipalvelut kuvatun laatujdrjestelmdn mukaisia. Samalla auditoija arvioi, ovatko

toimintatavat toiminnalle asetettujen vaatimusten kannalta tarkoituksenmukaisia. (Jaa-

rinen & Niiranen 2005, 8 - 9.)

3 VALIDOINTI

3.1 Validoinnin maaritelma

Elintarvikeviraston (nyk. Evira) vuonna 1997 julkaiseman mikrobiologisten menetel-
mien validointiohjeessa todetaan validoinnin olevan menetelmén kelpoisuuden osoit-
tamista. Validoinnin tarkoituksena on saada vertailuarvoja sellaisille suureille, jotka
kuvaavat kdytetyn menetelmén luotettavuutta. Mikrobiologiassa téllaisia suureita ovat
oikeellisuus, tismillisyys, toteamisraja, miiritysraja, spesifisyys, herkkyys ja lineaari-
suus. Mikrobiologisten menetelmien validoimiseksi ei ole olemassa kansainvélisesti
hyvéksyttyjd ohjeita eikd my0skién kriteerejd validointitulosten arvioimiseksi. Tois-
taiseksi on tyydyttava hankkimaan tuntumaa menetelmien kdyttoon liittyviin epévar-
muustekijoihin ja, jos mahdollista, kuvantamaan niitd numeerisesti. Menetelmien va-
lidointitarve laboratoriossa vaihtelee sen mukaan, minka tyyppisid menetelmia labora-
toriossa kdytetédn ja kuinka paljon laboratoriossa tehdéddan menetelmien kehitystyota.
(Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 2007, 1.) Seuraavassa taulukossa (Tau-
lukko 1.) on esitetty, millainen validointi on suoritettava sen mukaan mita validoidaan.
Taulukko on Ruotsin Elintarvikeviraston ohjeistuksen mukainen, mutta sitd voi sovel-

taa mikrobiologisiin validointeihin Suomessa.



TAULUKKO 1. Ruotsin Elintarvikeviraston luokittelu menetelmien validointi-

tarpeesta (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 2007, jossa taulukko Nil-

son 1996.)

Luokka ja validointitieto Validointitarve laboratoriossa

1. Taydellisesti validoitu menetelméa Verifiointi, jolla laboratorio osoittaa, ettd mene-
telma toimii ohjeen mukaisesti

2. Tunnettu, mutta ei kollaboratiivisesti testattu Verifiointi, johon sisiltyy osittainen validointi

menetelméa

3. Menetelmd, joka on yksiselitteisesti ja uskotta- | Verifiointi, johon siséltyy osittainen validointi

vasti kuvattu tieteellisessa julkaisussa

4. Menetelmad, joka on kuvattu tieteellisessé jul- Taydellinen validointi ja verifiointi
kaisussa, mutta kuvaus ei ole yksiselitteinen tai

uskottava

5. Itse kehitelty, oma menetelma Taydellinen validointi ja verifiointi

Etukiteen suunniteltujen mittaussarjojen avulla selvitetdéin analyysimenetelmédn suori-
tuskykyparametrit. Menetelmédn luotettavuus todetaan validoinnissa saatujen tulosten

sekd tausta-aineiston avulla. (Jaarinen & Niiranen 2005, 9.)

3.2 Mikrobiologisten menetelmien epdvarmuus

Mikrobiologiassa validointi on erilaista kuin perinteisessd kemiassa, silld mikrobiolo-
giassa tutkittava ndyte on eldvdd materiaalia. Naytteen todellista mikrobipitoisuutta ei
tiedetd, eikd se pysy vakiona. Ndytteestd tehddén laimennossarjat, mikd on edellytyk-
send, jotta maljoilta pystytdén lukemaan yksittdispesidkkeiden madrd. Rinnakkaisten
laimennosten maljojen vililld esiintyy suurtakin vaihtelua ilman ettéd kyseessd on vir-
he. Mikrobiologiassa tdsmaéllisesti oikean tuloksen eli oikeellisuuden mairittdminen
on vaikeaa, joten oikeana tuloksena pidetdén menetelmdn antaman keskiarvotuloksen
ja hyvaksytyn arvon ldheisyyttd. Hyviksytty arvo on referenssimateriaaleilla saatu

’todellinen arvo”. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 2007, 4.)

Mikrobiologisen ndytteen homogenointi on ensimmaéinen epdvarmuustekijé, silld se
saattaa tuhota eldvid mikrobeja. Mikrobit eivdt vilttdmattd kestd homogenisoinnin
aiheuttamaa lampotilan nousua. Mikrobeja saattaa myos irrota tutkittavasta materiaa-

lista. Nama kaksi tekijad vaikuttavat siihen, etté tuloksissa esiintyy suurta hajontaa.




Hajontaa lisddvit my0s tyontekijakohtaiset tydskentelyerot, kuten erot pesidkkeiden
tulkinnassa ja laskennassa. Ongelmia aiheuttavat myos vaihtelut erilaisten mikrobi-
kantojen vililld, taustamikrobit, matriisin ominaisuudet seké joukko muita tekijoitd,
joita on hankala miarittdd. Mikrobiologisista ndytteistd tehdyissd rinnakkaismaarityk-
sissé esiintyy ylihajontaa. Kemiallisissa analyyseissd puolestaan tiedetdén, etti vir-
heettomasti suoritetun analyysin keskihajonta on nolla. (Mikrobiologisten menetelmi-

en validointiohje 2007, 4.)

3.3 Mikrobiologisen validoinnin suureet

Mikrobiologisessa validoinnissa oleelliset suureet ovat oikeellisuus, tismaéllisyys, to-
teamisraja, médritysraja, spesifisyys, herkkyys ja lineaarisuus. Taulukossa 2 on suurei-
ta, joita menetelmén kehittelyyn liittyvassé tdydellisessd validoinnissa pyritddn nu-

meerisesti kuvaamaan.

TAULUKKO 2. Mikrobiologisten kvalitatiivisten ja kvantitatiivisten menetelmi-
en validointiin liittyviit suureet (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje

2007, 17.)

Suureet Kvalitatiivinen menetel- | Kvantitatiivinen mene-
mi telmi
Oikeellisuus X X
Suhteellinen oikeellisuus X X
Virheprosenttisuus X -
Virhenegatiivisuus X -
Tasmillisyys X X
Toistettavuus X X
Uusittavuus X X
Toteamisraja X -
Maéritysraja - X
Spesifisyys X X
Herkkyys X -
Lineaarisuus - X




Esitettavat validointiin liittyvét suureiden méaritelmét pohjautuvat CEN/ISO — asiakir-
jaan (1997), jossa on annettu yleiset ohjeet vaihtoehtoisten mikrobiologisten menetel-
mien validoimiseksi. Kdsitteet on selitetty lyhyesti Mikrobiologisten menetelmien

validointiohjeessa 1997, josta seuraavat késiteselitteet on poimittu.

Oikeellisuus

Oikeellisuus jakautuu kolmeen alakésitteeseen: suhteelliseen oikeellisuuteen, virhepo-
sitiivisuuteen ja virhenegatiivisuuteen. Oikeellisuuden tutkiminen edellyttda tietoa
analysoitavan mikrobin todellisesta pitoisuudesta. Eldvin materiaalin ollessa kyseessa
mikrobien todellisen pitoisuuden ja validoitavan menetelmén antamien tulosten oi-
keellisuutta ei pystytd varmasti médrittamadn. Oikeellisuuden méérittdmisessd tulisi
kayttaa sertifioituja referenssimateriaaleja, joiden ilmoitettua pitoisuutta pidetdin oi-
keana tuloksena. Sertifioidut referenssimateriaalit ovat sekd harvinaisia etta kalliita,
joten kaytdnnossd oikeellisuus joudutaan méérittdmaan kiyttden sertifioimattomia

referenssejd tai siirrostettuja niytteita.

Tasmaéllisyys

Toistettavuus ja uusittavuus kuvaavat menetelmén antamien tulosten tasmallisyytta.
Tutkittavan ndytteen mikrobipitoisuudella on merkittdva vaikutus tismallisyyteen,
silld mitd pienempi pitoisuus on kyseessd, sitd epdvarmempi tulos on. Toistettavuudel-
la tarkoitetaan perdkkaisist toistoista saatujen tulosten lahekkdisyytté tutkittaessa
identtisid ndytteitd, kun analyysi on suoritettu samalla menetelmalld, samoissa olosuh-
teissa ja samojen henkildiden toimesta lyhyelld aikavililld. Uusittavuus puolestaan on
yksittdisten tulosten ldhekkaisyys eri henkildiden analysoidessa identtisid ndytteita

kiyttden sanoja menetelmié joko samassa tai eri laboratoriossa.

Toteamisraja

Mikrobiologiassa toteamisraja eli pienin mahdollinen luotettavasti todettava mikrobi-
pitoisuus voidaan méérittdd vain kvalitatiiviselle menetelmille. Mikrobiologisissa
menetelméikuvauksissa ilmoitetaan harvoin toteamisraja. Se voidaan maérittaa tutki-

malla referenssimateriaaleja tai siirrostettuja néytteitd. Pienin mahdollinen referenssin



tai siirrostetun niytteen mikrobipitoisuus on yleensa viisi solua tutkittavassa néiyte-

maarassa.

Madritysraja

Madritysrajana pidetdin alhaisinta tietyissd rajoissa vaihtelevaa mikrobipitoisuutta,
joka on mahdollista kvantitatiivisesti maérittdd validoitavalla menetelméilld. Kiinteita
ndytteitd tutkittaessa raja on alle 10 pesédkettd muodostavaa yksikkod grammassa (ndy-
tettd maljavalulla) tai alle 100 pmy/g kdytettdessd pintalevitystekniikkaa. Médritys- ja
toteamisrajaan vaikuttavat kdytetyn menetelmén selektiivisyys, spesifisyys ja ndyte-

matriisi mikrobistoineen.

Spesifisyys

Spesifinen menetelmd madrittdd vain analysoitavan mikrobin. Mikrobiologiassa ndin
harvemmin tapahtuu, vaan menetelméé validoitaessa on tutkittava ja tunnistettava

tyypilliset pesdkkeet analyysia héiritsevien mikrobien joukosta.

Herkkyys

Herkkyys on keskeinen menetelmin ominaisuus verratessa menetelmié toisiinsa tai
tehtdessd tdydellistd validointia uutta menetelméa varten. Herkkyys tarkoittaa mene-
telmdn kykya todeta véhiiset vaihtelut mééritettdvien mikrobien pitoisuuksissa tietys-

sd materiaalissa.
Lineaarisuus
Lineaarisuudella tarkoitetaan kvantitatiivisen menetelmén kykyéd antaa tuloksia, jotka

ovat suoraan verrannollisia ndytteen mikrobipitoisuuteen. Mikrobipitoisuuden muu-

toksen néytteessd pitdisi atheuttaa suhteessa yhtd suuri muutos tuloksissa.
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4 VALIDOINTIIN VALITUT MENETELMAT

4.1 Menetelmien valinnan peruste

Menetelmiavalidointiin valittiin kolme erilaista menetelméi: laimennosviljelyn, suora-
viljelyn seké suoran mikroskopoinnin. Menetelmit valittiin silld perusteella, ettd ne
olivat jo olleet kdytdssd kosteusvauriondytteitd tutkittaessa. Laimennosviljely on suo-
siteltava menetelma virallisissa yhteyksissd, ja se on Suomen sosiaali- ja terveysminis-
terion ohjeen mukainen (Aerobiologian tutkimuspalvelut 2008). Laimennossarjamene-
telmalld saadaan tuloksia ndytteen tarkasta elinkykyisten mikrobien pitoisuudesta, kun
taas suoraviljelylld saadut tulokset antavat suuntaa elinkykyisten mikrobien méarésta
(Reiman, Haatainen, Kallunki, Kujanpéd, Laitinen & Rautiala 1999). Suoran mikros-
kopoinnin tarkoituksena oli saada selville suoraan ndytettd mikroskopoimalla, onko
siind kosteusvaurioindikaattorimikrobeja vai ei. Suoraan mikroskopoimalla voidaan
havaita sienikasvuston (rihmasto, itidt, itiditd tuottavat rakenteet) nopeasti. Suoramik-
roskopoinnilla voidaan havaita myds kuollut sienikasvusto, jota ei esiinny viljelyme-
netelmissd. Suoramikroskopointi ei ole luotettava bakteerikasvuston havaitsemiseen.

(Aerobiologian tutkimuspalvelut 2008.)

Laimennossarjamenetelmi on hidas ja monivaiheisempi kuin suoraviljely, mutta se
antaa enemmaén tietoa mikrobien tarkasta miirésta kuin suoraviljelymenetelma, jossa
pesikkeet kasvavat péillekkiin ja ovat hankalasti laskettavissa ja erotettavissa toisis-
taan. Laimennosviljely mahdollistaa myds mikrobien tunnistamisen, silld laimeim-
massa hyvéksyttavissa maljassa mikrobit kasvavat sen verran erilldin, ettd niisti voi-
daan ottaa teippipreparaatti ldhempad mikroskooppista tarkastelua varten tai ne voi-
daan tunnistaa suoraan maljalta mikroskopoimalla, silld ne eivét kasva paallekkain.
Laimennossarjamenetelmin valmistelut vievit ndytettd kohti noin tunnin, liséksi labo-
ratoriovélineitd kuluu huomattavasti enemmén kuin suoraviljelyssd. Suoraviljelyn
haittana on jo mainittu pesikkeiden péillekkéiskasvu, joka vaikeuttaa paitsi mikrobi-
pesikkeiden laskemista my0s niiden tunnistamista. Toisaalta suoraviljelymenetelmalla
saadaan tietoa siitd, kasvaako néytteessd ylipddtdan mikrobeja. Téllaiseen tarkasteluun
suoraviljely on hyvd menetelma. Asiantuntija pystyy my0s tulkitsemaan pédéllekkai-
syyksistd huolimatta pesdkkeistd, viittaako kasvusto kosteusvaurioon materiaalissa.

Jos pystyttiisiin kdyttdmaédn vain suoraviljelyd mikrobikasvuston analysointiin, se
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nopeuttaisi analyysintekijén tyotd, jolloin tydvoimaresursseja vapautuisi muuhun kayt-

toon.

Suora mikroskopointi ndytteestd lisdd analyysin nopeutta. Mikéli halutaan tietdd vain,
onko tukittava materiaali vaurioitunut, voidaan suorittaa suora mikroskopointi. Suo-
rassa mikroskopoinnissa niytettd siirretdéin objektilasille joko kdyttamalld teippid tai
rapsuttamalla. Naytettd voidaan tarkastella joko natiivina tai vérjattynd. Mikéli ndyte
vérjatidn, tdytyy ottaa huomioon, ettd useimmat itidt turpoavat kostuessaan. Talloin ei

saada todellista kuvaa tutkittavasta itidstd ja mahdollinen tunnistaminen hankaloituu.

Laimennossarja- ja suoraviljelymenetelmien kéytostd rakennusmateriaalien mikrobipi-
toisuuksien ja mikrobiston madrittdmisessd on tehty tutkimus Kuopion aluetydterveys-
laitoksella ja tulokset esitetty Sisdilmastoseminaarissa 1999. Tutkimuksella pyrittiin
selvittimdén onko mikrobianalyysien perusteella tehtdava tulkinta materiaalindytteen
vaurioasteesta samanlainen. Tulosten perusteella molemmilla menetelmilld pédstdan

usein samaan lopputulokseen. (Reiman ym. 1999.)

4.2 Kasvatuksellisten menetelmien tulokset

Kasvatuksellisten menetelmien tulokset ilmoitetaan pesiakkeen muodostavana yksik-
kond (pmy). Pesikkeiden mééra lasketaan ja pesdkkeet tunnistetaan sienitieteellisilld
menetelmilld. Laimennossarjamenetelmén tulos materiaalindytteelle on pmy/g eli pe-
sdakkeen muodostava yksikko per gramma (néytettd). Suoraviljelymenetelmén tulos
ilmoitetaan pmy per malja -tuloksen perusteella Tyoterveyslaitoksen asteikon mukaan:

(Materiaalindytteen mikrobianalyysi, 2009.)

- = el mikrobeja

+ = niukasti (1-19 pmy / malja)

++ = kohtalaisesti (2049 pmy / malja)

+++ = runsaasti (50-200 pmy / malja)

-+ = erittdin runsaasti mikrobeja (yli 200 pmy / malja)

Tuloksissa ovat mukana vain ne mikrobit, joille kdytetyt kasvatusalustat ja
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-olosuhteet sopivat. Etuna on se, ettd mikrobit voidaan tunnistaa. Kasvatuksellisten
menetelmien heikkous on, ettd esille saadaan vain ns. eldvét ja valituilla alustoilla

kasvavat itiot.

4.3 Materiaalinaytetulosten tulkinta

Rakennusten uloimmissa rakenteissa esiintyy aina mikrobeja. Mikrobipitoisuudet voi-
vat olla huomattavia etenkin alapohjan ja ulkoseindn materiaaleissa, jotka ovat koske-
tuksissa maaperdn kanssa. Suuret mikrobipitoisuudet eivit aina viittaa kosteusvauri-
oon ja terveyshaittaan. Kulkeutuessaan sisdilmaan itidt ja mikrobien aineenvaihdunta-
tuotteet saattavat aiheuttaa terveyshaitan. Rakentamisessa tulee pyrkid suojaamaan
rakennus kastumiselta ja vaurioituneet rakenteet, kuten lahovauriot, tulee korjata.

(Asumisterveysopas 2008, 168—169.)

Sienten lajitunnistus on vaativaa asiantuntijatyotd. Sienet tunnistetaan yleensi suku-
tai ryhmétasolle. Joidenkin homeiden osalta lajitunnistus pesdkkeen ulkondon seké
itididen perusteella on mahdollista myds harjaantumattomalle silmélle, mutta virhei-
den vilttimiseksi lajitason tunnistuksen tekee tarvittaessa alan asiantuntija. Raken-
nuksesta otetuista materiaalindytteistd tunnistetaan normaalin mikrobiston lisdksi kos-
teusvaurioindikaattorit ja mahdolliset toksiinintuottajat. Mikrobilajisto on tunnistetta-
va, silld yksittdisilld mikrobeilla on toisistaan poikkeavia haitallisia ominaisuuksia.

(Sisdilmayhdistys 2008.)

Asumisterveysohjeessa 2003 on annettu raja-arvoja materiaalindytteen mikrobipitoi-
suudelle. On huomattava, ettd ilman lajiston tarkastelua ei voida tehdd johtopédétoksia

ldhelld raja-arvoa olevista tuloksista.

Sienikasvusto voidaan todeta, mikéli ndytteen sieni-itiopitoisuus on véhintdadn 10 000
pmy/g. Bakteerikasvuun viittaa nidytteessé esiintyva yli 100 000 pmy/g. Sddesienikas-
vusto todetaan, mikéli sddesienten méiédrd on suurempi kuin 500 pmy/g. Vertailunéyt-
teen kéyttd helpottaa mikrobikontaminaation osoittamista. Mikali materiaalindytteen
sieni-itidpitoisuus on vahintdan 1000 kertaa suurempi kuin vertailuniytteessa, tulos

viittaa mikrobikontaminaatioon. (Asumisterveysopas 2008, 169.)
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Vaikka materiaalindytteessi esiintyisi mikrobeja vain vdhén ja ei ollenkaan indikaatto-
risienid, tulos ei sulje pois mikrobivaurion mahdollisuutta. Tuloksen merkitysti poh-
dittaessa tulee ottaa huomioon ndytteenottokohdan valinta ja edustavuus tutkittavassa
rakenteessa. Mikrobisto vaihtelee erilaisissa materiaaleissa, eri rakenneosissa, eri kos-
teusolosuhteissa ja mikrobikasvun eri vaiheissa. Mikrobien aiheuttamat terveyshaitat
ovat mikrobikohtaisia. Pienet mikrobit pdédsevit kulkeutumaan syville keuhkoihin,
toiset mikrobit aiheuttavat allergiaa, haihtuvat orgaaniset yhdisteet aiheuttavat arsytys-
td ja mykotoksiinit aiheuttavat toksiinikohtaisia vasteita kohde-elimissi. Tietoja kayte-
tddn tehtdessd kokonaisarviota mikrobikontaminoituneen rakenteen aiheuttamasta ter-

veysriskistd. (Sisdilmayhdistys 2008.)

4.4 Rakennusmateriaalindytteiden mikrobilajeista

Tasmillistd ja yksiselitteistd termid rakennusmateriaaleissa kasvavasta sieniryhmésté
on hankala esittdd. Homesienistd kdytetddn késitteitd sienisuvusto ja — lajisto. Mikro-
bikasvusto — termid kdytetddn yleisnimityksend rakennusmateriaaleissa esiintyville

mikrobeille, sienille ja bakteereille. (Asumisterveysopas 2008, 172.)

Taulukossa 3 on esimerkkeji kosteusvaurioon ja mikrobikasvustoon viittaavista mik-
robisuvuista, -lajeista ja —ryhmistd. Néitd mikrobeja nimitetddn myos indikaattorimik-
robeiksi. Ne ovat eri tutkimuksissa esiintyneitd, vauriorakennuksissa ja vaurioituneissa
materiaaleissa todettuja mikrobeja. Indikaattorimikrobit harvemmin kasvavat vauriot-
tomien vertailurakennusten materiaaleissa. Myos tavanomaiset homesuvut voivat kas-

vaa kostuneessa materiaalissa.
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TAULUKKO 3. Esimerkkeji ulko- ja sisdilmassa tavanomaisesti esiintyvisti sie-

nisuvuista ja -ryhmisti seké kosteusvauriosta indikoivista mikrobisuvuista,

-lajeista ja —ryhmisti (Asumisterveysopas 2008, 173.)

Ulkoilmassa yleisii sienisuku-

ja ja -ryhmii

Sisdilmassa yleisii sienisukuja

ja -ryhmii

Kosteusvaurioon viittaavia
mikrobisukuja, -lajeja ja

-ryhmia

Alternaria

Aspergillus*

Acremonium*

Aspergillus*

Cladosporium*

Aspergillus fumigatus*

Cladosporium*

Penicillium*

A. ochraceus*

Penicillium*

hiivat

A. penicilloides / restrictus

basidiomykeetit

A. sydowii*

hiivat

A. terreus*

steriilit**

A. versicolor

Chaetomium

Eurotium

Exophiala

Fusarium*

Oidiodendron

Geomyces

Paecilomyces™

Phialophora

Scopulariopsis

Sporobolomyces

Sphaeropsidales (Phoma)

Stachrybotrys / Memnoniella™

Séddesienet*

Trichoderma

Tritirachium / Engyodontium

Ulocladium

Wallemia

* mahdollisesti toksiineja tuottavia mikrobeja,

** pesikkeitd, jotka eivit kéytettdvilld kasvualustoilla tuota itiitd

Yksittdisen kosteusvaurioon viittaavan mikrobin esiintyminen useassa rakennuksen eri

tiloista otetussa ndytteessa tai useiden eri indikaattorimikrobien esiintyminen samassa

ndytteessd on epdtavanomaista ja voi viitata kosteusvaurioon rakenteessa. (Asumister-
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veysopas 2009, 174.) Etenkin Aspergillus versicolorin, Stachybotrys chartarumin ja
streptomykeettien 10ytyminen viittaa merkittdvadn kosteusvaurioon (Terveyskirjasto

2009).

5 TYON TOTEUTUS

5.1 Tyén lihtékohdat

Ty0ssd pyrittiin validoimaan kolmikohtainen menetelmé rakennusmateriaalin mikro-
bikasvun osoittamiseksi. Ty0 tehtiin sosiaali- ja terveysministerion Asumisterveysop-
paassa olevan ohjeen mukaan pintasivelynéytteiden osalta ja Sisdilmastoseminaari
1999 —julkaisussa olevan kuvauksen mukaisesti suoraviljelyniytteen osalta. Kdytdn-
non tyo toteutettiin Jyvéiskyldn ammattikorkeakoulun kemian laboratoriossa talvella ja
keviilld 2010. Naytteitd oli 16 kappaletta. Naytteet olivat eri rakennuksista tai tiloista
otettuja materiaalindytteitd. Seuraavassa on lista niytteistd analysointijirjestyksessé ja

kuviossa 1 ovat ndytteet.

Eristysvillaa

Puuta ja sementtid
Purua seinésti
Parko-levyi
Tapettia ja tasoitetta
Eristysvillaa
Laastia

Laastia

A S R (S e

Puuta seinésti

—
=]

. Tasoitetta ja rappausta

p—
p—

. Maalia, puuta, rappausta

—
\S]

. Lastulevyi

—
(98]

. Puuta

—
AN

. Sementtia

—
(9]

. Taytetts

p—
[©)

. IV-suodatin
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KUVIO 1. Niytteet analysointijirjestyksessi

Néytteet olivat muovipussissa. Jokaisesta ndytteestd tehtiin rinnakkaismairitys eli

sama ty0 tehtiin kaksi kertaa yhtd aikaa.

5.2 Kasvatusalustat

Asumisterveysoppaassa suositellaan kiytettaviksi yhtd sienikasvualustaa ja yhta bak-
teerikasvualustaa. Mikali ndytteestd halutaan enemmaén tietoa, voidaan kayttdd myds
toista sienikasvualustaa. (Asumisterveysopas 2008, 154.) Kasvatusalustoina eli ela-
tusalustoina kéytettiin kolmea eri Asumisterveysoppaassa ehdotettua alustaa. Alustat

valmistettiin alusta asti itse ohjeen mukaan (ks. ohje liitteessd 1). Asumisterveysop-
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paan ohjeesta poiketen kiytossd oli THG-agarin' valmistuksessa jauhe joka sisélsi
antibioottia lukuun ottamatta tarvittavat kuivat ainesosat. DG 18-agarjauhe” oli val-

miiksi antibiootin siséltdvda. MEA-agariin valikoitiin antibiootiksi kloramfenikoli.

THG-alustalla kasvoivat bakteerit ja sidesienet. 2 % mallasuuteagarilla (MEA) kas-
voivat mesofiiliset eli kosteassa viihtyvit hiiva- ja homesienet. DG 18 kasvoivat kse-
rofiiliset eli kuivaa kasvualustaa suosivat hiiva- ja homesienet. Niilld kasvatusalustoil-
la kasvavat tavallisimmat homeet, indikaattorisienet ja mykotoksiinien tuottajat. (Si-

sdilmayhdistys 2008.)

5.3 Naytteen esikésittely laimennosviljelyssa

Néytteestd otettiin noin 5 gramman osandyte, joka hienonnettiin tai murskattiin joko
huhmareessa tai kédsin. Nayte ei saanut kuumentua esikasittelysséd yli 30 °C:n jotteivét
siind olevat mikrobit kuolisi kuumuuteen. Néytteenkisittelyssd noudatettiin aseptista
tyoskentelytapaa, ja kaikki ndytteenkésittelyyn tarvittavat vélineet desinfioitiin 70 %
etanoliliuoksella ennen ja jilkeen késittelyn. Hienonnetusta nédytteestd punnittiin 1
gramman suuruinen niyte analyysid varten. Nayte laitettiin autoklaavissa steriloituun
foliohattuiseen erlenmayer-pulloon, ja péddlle kaadettiin laimennusliuosta siten, ettéd
saatiin laimennos 10 " Oletuksena oli, etti 1 gramma niytetti vastaa 1 ml:aa laimen-
nuslivosta. Kéytdnndssé tdma tarkoitti sité, ettd esimerkiksi 1 grammaan niytettd lisit-
tiin 9 ml laimennosliuosta. Jotkin materiaalit imivét paljon vetti, tdlloin valmistettiin
suoraan laimennos 10 * lisaamalld 1 grammaan niytettd 99 millilitraa laimennusliuos-
ta. Nédytesuspension sisdltdavi astia suljettiin huolellisesti foliohatulla ja laitettiin ravis-
telijaan 30 minuutiksi. Asumisterveysohjeessa mainitaan, ettd puolen tunnin ultradéni-
késittely ennen ravistelua tehostaa mikrobien irtoamista materiaalista, mutta koska

ultraddnikisittely ei ole pakollinen, niin vaihe jatettiin tekematta.

! Tryptoni-hiivauute-glukoosiagar
* Dikloraani- 18%-glyseroliagar
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5.4 Laimennossarja

Laimennossarja valmistettiin niytteesti riippuen joko vilille 10 "...10 *tai 1072...
10~* Steriileihin muoviputkiin pipetoitiin 9 ml laimennosliuosta ja 1 ml niytetti lai-
mennossarjamenetelmalld. Ensin pipetoitiin ravisteltua néytesuspensiota muoviput-
keen, jossa oli 9 ml laimennosliuosta. Saatiin laimennos -2. Téstd saadusta laimennok-
sesta pipetoitiin edelleen 1 ml uuteen muoviputkeen, jossa oli 9 ml laimennosliuosta,
jolloin laimennokseksi muodostui -3. Néin toimittiin jokaisen nidytteen kohdalla kun-

nes viimeisessd muoviputkessa oli laimennos -4.

5.5 Viljely

Viljely suoritettiin puhdashuoneessa laminaarivirtauskaapissa. Kutakin laimennosta
pipetoitiin omalle kasvualustalleen 0,1 ml. Millilitran kymmenesosa on 0,1 ml, joten
pipetoitu madrd maljalla kasvatti laimennosta siten, ettd esimerkiksi laimennos -2 oli
maljalle pipetoituna -3. Maljojen merkinndssé piti olla huolellinen, ettei sekoita lai-
mennoksia keskendin. Pipetoitu ndyte levitettiin steriililld kolmiosauvalla tasaisesti
kasvualustalle ja laitettiin kansi alaspédin inkuboitumaan ldmpdkaappiin 25 °C:seen 7
vuorokaudeksi. Bakteerialustojen inkubointiaika on 7+7 vuorokautta sidesienikasvus-

ton toteamiseksi.

5.6 Néaytteen esikésittely suoraviljelyssa

Suoraviljelyssd ndyte esikésiteltiin samoin kuin edelld kuvatussa laimennossarjamene-
telmdssd. Nidyteméadrd, joka maljalle viljeltiin, oli riippuvainen analysoitavasta materi-
aalista, silld suoraviljelytekniikassa ndyte otettiin pieneen lusikkaan, joka mitat on
maédritelty Sisdilmastoseminaari 1999 -julkaisussa. Ndytteiden massat olivat noin 20
milligrammasta 400 milligrammaan. Néyte ripoteltiin sellaisenaan suoraan kasva-

tusalustalle ja siirrettiin limpdkaappiin inkuboitumaan.
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5.7 Néaytteen esikasittely ja analysointi suoramikroskopoinnis-
sa

Néyte otettiin suoraan materiaalindytteesta teippipreparaatille ja objektilasille. Teippi
siis painettiin ndytteeseen kevyesti ja liimattiin lasille, josta mikroskopoitiin. Naytteis-
td tehtiin my0s vérjétyt preparaatit kiyttden Asumisterveysoppaan ohjetta (ks. liite 2)
soveltavin osin. Suoramikroskopointi ei tuottanut tulosta, mikroskoopissa ei nikynyt
mitidin kasvustoon viittaavaa yhdessidkddn nidytteessd. Kuviossa 2 ovat virjadamattomat

ja vérjatyt suoramikroskopointipreparaatit.

KUVIO 2. Suoramikroskopointipreparaatit

5.8 Materiaalinaytteiden analysointi

Seitsemén vuorokauden inkuboinnin jélkeen sienimaljoilta laskettiin homeiden pesé-

kemadrit ja sienet tunnistettiin morfologian perusteella. Kéytossé oli 100-kertaiseksi
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suurentava valomikroskooppi. Samalla laskettiin myos hiivat. Pddasiassa tunnistin
sienet itse, mutta epidvarmoissa tilanteissa tunnistuksen ja varmistuksen teki mikrobio-
logian asiantuntija Kristian Jansson. Tunnistamisessa kdytin apuna kahta késikirjaa;
Hllustrated Genera of Imperfect Fungi (1998) seké Atlas of Clinical Fungi (2000).
Kirjojen ja K. Janssonin avulla sain tunnistettua yhteenséd 17 erilaista hometta. Home-
ja hiivapesikkeet on helppo tunnistaa toisistaan. Homepesike on kuiva, karvainen,
vihred, valkoinen, musta, ruskea, keltainen, harmaa tai sinertdva. Hiivapesike on tyy-
pillisesti kostea ja kiiltdvi, vériltddn punainen, keltainen tai valkoinen. Mikroskoopilla
tarkasteltaessa huomataan, ettei hiivapesikkeessi ole rihmastoa. Hiiva on my0s usein
tasaisen pyored. Homepesikkeessd on rihmastoa, itigitd muodostavia rakenteita (ns.
konidiopaitd) ja itiditd irrallaan. (Asumisterveysopas 2008, 162.) Kuviossa 3 on tyy-
pillinen laimennossarjatekniikalla viljelty malja seitseméin vuorokauden inkuboinnin

jdlkeen. Kuvasta voi havaita, ettd erilaisia homepesikkeitd on runsaasti.

b
KUVIO 3. Sienialustalla kasvavia homeita

Bakteerimaljoilta laskettiin bakteeripesidkkeiden kokonaismééri, ja kasvatusta jatket-
tiin vield seitsemin vuorokautta, mink jélkeen laskettiin sddesienipesidkkeiden luku-
médrd. Sddesienet oli helppo tunnistaa silmédmaiiriisesti, mutta toisinaan laskeminen

vaati mikroskooppista tarkastelua pesikkeiden pienen koon takia.
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Kuviossa 4 on bakteerimalja, jossa havaittavissa sekd sddesienii ettd bakteeripesikkei-
td. Sddesienet ovat valkoisia ja porrdisid, kun bakteerit ovat kosteita, keltaisia, valkoi-

sia tai punaisia eikd niilld ole rihmastoa ymparilldén.

KUVIO 4. Bakteerimalja, jossa valkoiset ”puuterikasat” ovat sidesienii

Sadesienipesike on siis pyored, ja sen ulkoreunaa saattaa kiertdé valkea kehé. Sa-
desieni on halkaisijaltaan 1 - 2 mm, yleensi kuitenkin alle 5 mm. Se on ryppyinen,
kuivahko ja napakasti kiinni alustassa. Véri on yleensd valkoinen, joskus myos har-
maa tai jopa kellertava. Mikroskoopilla tarkasteltaessa havaitaan selvidsti pdrrdinen
pesike. “Porrd” on sienen muodostamaa rihmastoa ja rakenteeltaan hentoa hahtuvaa.
Muut bakteerit eivit muodosta rihmastoa kuten sddesieni, mikroskopoitaessa havai-
taan vain solumassaa. Bakteerin ja hiivasolun erottaa toisistaan kéytetyn kasvatusalus-
tan perusteella, mutta myos solun koon perusteella. bakteerisolun halkaisija on noin
0,1 - 1 um ja hiivasolun 3 - 24 um. Siddesienen tunnistaa myos sille ominaisesta voi-
makkaasta maakellarimaisesta hajusta. (Asumisterveysopas 2008, 162.) Toisinaan

haju voi tunkeutua suljetun maljan lépi.
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5.9 Tulosten laskeminen

Tulosten laskenta alkaa maljoilla olevien pesdkemairien laskemisella. Laskentaa voi-
daan pitdé luotettavana, mikéli pesikemadrd sienimaljalla on alle 150 pesékettd ja bak-
teerimaljalla alle 250 pesdkettd. Pesdkeméérin ollessa suurempi mutta laskettavissa
voidaan tulos ilmoittaa arviona, esimerkiksi ’yli 350 pmy/g”. Usein pesdkkeet kuiten-
kin kasvavat pddllekkéin. Télloin malja on hylattéva, silld luotettavaa méérad pesik-
keistd ei voida saada pédllekkéiskasvun takia. Samalla hyldtddn myds maljaa vastaava
laimennos kokonaismikrobipitoisuutta laskettaessa. Asumisterveysoppaassa sanotaan,
ettd Jos laimeimmasta laimennoksesta viljellyilld maljoilla ei kasva yhtddn pesdketta,
ja edellisen laimennoksen maljoilla kasvaa korkeintaan muutamia kymmenid pesak-
keitd, nollatulos otetaan myds huomioon” (Asumisterveysopas 2008, 163.) Viljelytu-
losta voidaan pitdé luotettavana, jos mikrobiméérd voidaan laskea vihintdén kahdesta
perdkkdisestd laimennoksesta. Esimerkiksi jos laimennos -2:n mikrobiméérd on 100
pmy ja laimennoksen -3 mikrobiméérd on 0 ja laimennoksen -4 mikrobiméérd on 5
pmy, ei tulosta voida pitdé luotettavana. Mikéli mikrobiméérdt ovat 100, 5 ja 0, niin

tulos voidaan laskea luotettavasti.

Viljelyanalyysin luotettavuutta lisdd rinnakkaisanalyysin teko. Rinnakkaisia maljoja
tarkastelemalla voidaan havaita viljelyn ja laimennossarjojen onnistuminen. Tulosten
pitdisi olla suhteellisen ldhelld toisiaan rinnakkaisissa laimennoksissa. Koska mikro-
biologiassa rinnakkaisten viljelyiden ero voi ndyttdd suurelle, voidaan yhteensopivuus

laskea dispersioindeksid apuna kdyttden. Yhtilo on

x?= (4-B)’ / (A+B)

A ja B ovat kyseessd olevan laimennoksen pesékelukuja. Pesékeluvut sijoitetaan yhtéa-
160n ja annettua tulosta verrataan lukuun 3,84. Mikéli x> on suurempi kuin 3,84, lai-
mennos hylédtddn. Esimerkiksi pesdkeluvut ovat 210 ja 175. Yhtdloon sijoittamalla

2 .
saadaan X~ seuraavasti:

x’ = (210-175)° / (210+175) = 3,18 joten laimennos hyviksytiin.
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Rakennusmateriaalindytteen mikrobipitoisuussumma ilmoitetaan yksikdssd pmy/g tai

mieluummin kansainviélisesti cfu/g. Mikrobipesdkemiéran summalla tarkoitetaan hy-

viksytyiltd maljoilta laskettujen mikrobien pesdkeméérien summaa, jossa on mukana

bakteerit, sddesienet, sienet, hiivat ja homeet. Viljeltyjen laimennosten summalla tar-

koitetaan alkuperdisen ndytteen midrad maljoille pipetoiduissa laimennoksissa. Sum-

maan otetaan mukaan vain hyvéksytyt laimennokset, ja summa siséltdd myds rinnak-

kaismaljat samasta néytteestd. Kasvatettujen 16 niytteen kokonaismikrobiméaérit las-

kettiin kaavalla;

Mikrobipitoisuus =

mikrobipesdkemddrien summa

viljeltyjen laimennosten summa

Seuraava esimerkki on otettu Asumisterveysoppaan sivulta 164—165.

Esimerkki 1. Rakennusmateriaaliniiytteen sieniviljelyn tuloksen laskemisesta.

Maljoilta lasketut sienipesikkeet:

Laimennos maljalla Pesiakelukumairit

Sienet Homeet Hiivat
10* 114 89 25
10* malja hylitty ylikasvun vuoksi
10° 20 16 4
10° 15 13 2
10° 2 1 1
10° 1 1 0

Sieni-itiopitoisuus:

(114+20+15+2+1) cfu / (0,0001+0,00001+0,00001+0,000001+0,000001) g

=1245902 cfu/g
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Homeitiopitoisuus:

(89+16+13+1+1) cfu/ (0,0001+0,00001+0,00001+0,000001+0,000001) g
=983 607 cfu/g

Hiivapitoisuus:

(25+4+2+1+0) cfu / (0,0001+0,00001+0,00001+0,000001+0,000001) g
=262295cfu/g

6 TULOKSET

6.1 Tutkimuksen tulokset

Tutkimuksessa laimennosviljelymenetelmélld ja suoraviljelymenetelmilld saadut mik-
robimairat eri kasvualustoilla ovat taulukossa 4. Kokonaismiérit ovat kahden rinnak-

kaisen méadrityksen keskiarvoja.

TAULUKKO 4. Laimennosviljelytekniikalla saadut mikrobiméirit cfu/g

MEA cfu/g DG 18 cfu/g THG cfu/g
Niyte 1.
Sienet yht. 25711 12 833 Bakteerit yht. 13 581
Homeet 25711 12 838 Séadesienet 0
Hiivat 0 0 Muut bakt. 13 581
Niyte 2.
Sienet yht. 1 185 000 521 151 Bakteerit yht. 4409 091
Homeet 1103182 421 151 Sédesienet 188 636
Hiivat 81 818 100 000 Muut bakt. 4 220455
Niyte 3.
Sienet yht. 227 905 Bakteerit yht. 0
Homeet 227 905 Sédesienet 0
Hiivat 0 0 Muut bakt. 0
Niyte 4.
Sienet yht. 1871 315 Bakteerit yht. 31 140
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Homeet 428 158 Sédesienet 1449
Hiivat 1444 182 Muut bakt. 29 692
Niyte 5.

Sienet yht. 611 568 Bakteerit yht. 31706
Homeet 611 568 Sédesienet 0
Hiivat 0 0 Muut bakt. 31 706
Niyte 6.

Sienet yht. 153 378 92 936 Bakteerit yht. 161 282*
Homeet 29 054 27027 Séadesienet 1136*
Hiivat 124 324 65 909 Muut bakt. 159 009*
Niyte 7.

Sienet yht. 125 000 85592 Bakteerit yht. 53073
Homeet 90 541 54 409 Sédesienet 6121
Hiivat 34 459 33183 Muut bakt. 46 952
Niyte 8.

Sienet yht. 12 313 20 072 Bakteerit yht. 66 091
Homeet 11728 20072 Sédesienet 30 470
Hiivat 586 0 Muut bakt. 35621
Niyte 9.

Sienet yht. 0 0 Bakteerit yht. 0
Homeet 0 0 Sédesienet 0
Hiivat 0 0 Muut bakt. 0
Niyte 10.

Sienet yht. 1 854 545 2649 Bakteerit yht. 82 662
Homeet 1 854 545 2649 Séadesienet 20376
Hiivat 0 0 Muut bakt. 62 286
Niyte 11.

Sienet yht. 0 0 Bakteerit yht. 45%*
Homeet 0 0 Sédesienet 23%*
Hiivat 0 0 Muut bakt. 23%*
Niyte 12.

Sienet yht. 225 0 Bakteerit yht. 227
Homeet 225 0 Sédesienet 0
Hiivat 0 0 Muut bakt. 227
Niyte 13.

Sienet yht. 6098 6368 Bakteerit yht. 55207
Homeet 6098 6368 Séadesienet 5743
Hiivat 0 0 Muut bakt. 49 463
Niyte 14.

Sienet yht. 0 0 Bakteerit yht. 3716
Homeet 0 0 Séadesienet 3153
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Hiivat 0 0 Muut bakt. 563
Niyte 15.

Sienet yht. 455 0 Bakteerit yht. 1591
Homeet 0 0 Sédesienet 227
Hiivat 455 0 Muut bakt. 1364
Niyte 16.

Sienet yht. 62 865 119 636 Bakteerit yht. 265 541
Homeet 62 387 119 636 Sédesienet 0
Hiivat 477 0 Muut bakt. 265 541

*Rinnakkaismédrityksen koko laimennussarja meni yli sallitun dispersioindeksin

** Alle médritysrajan < 45 cfu/g (Asumisterveysopas 2008, 169.)

Tuloksista voidaan todeta, ettd ndytteissd 1, 2, 6, 7, 8, 10 ja 16 on sienivaurio. Nayt-

teissd 2 ja 6 on my0s bakteerikasvustoa ja sddesienid yli raja-arvon on niytteissé 2, 4,

6,7,8,10, 13 ja 14. Néytteet 3, 5,9, 11, 12 ja 15 ovat "puhtaita”.

Suoraviljelytekniikalla saadut pesdkemadrit kullakin kasvatusalustalla ja méarié vas-

taava vaurioasteen merkinta taulukossa 5. Pesikemaéirat ovat kahden rinnakkaisen

maljan keskiarvoja, ja siksi niissé esiintyy myos puolikkaita pesikkeit.

TAULUKKO 5. Suoraviljelytekniikalla saadut pesikemairiit cfu/malja

Niyte MEA kpl | Vaurioaste | DG18 kpl | Vaurioaste THG kpl | Vaurioaste
N 1.

Sienet yht | 5 + 0,5 + Bakt. yht. | 5 +
Homeet 3,5 + 0,5 + Sades. 0 -
Hiivat 1,5 + 0 + Muut b. 5 +

N 2.

Sienet yht | 250 +H+ 300 - Bakt. yht. | 670 -
Homeet 250 -+ 0 - Sédes. 420 -+
Hiivat 0 - 300 - Muut b. 250 -
N3.

Sienet yht | 3,5 + 8 + Bakt. yht. | 9 +
Homeet 3,5 + 8 + Sades. 0 -
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 9 +

N 4.

Sienet yht | 2 + 0 - Bakt. yht. | 190 +++
Homeet 1,5 + 0 - Séddes. 81 +++
Hiivat 0,5 + 0 - Muut b. 109 +++
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NSs.

Sienet yht | 40 ++ 41 ++ Bakt. yht. | 200 +++
Homeet 40 ++ 41 ++ Sédes. 0 -
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 200 +++
N 6.

Sienet yht | 86,5 +++ 121,5 +++ Bakt. yht. | 144 +++
Homeet 51,5 +++ 30 ++ Séddes. 51,5 +++
Hiivat 35 ++ 91,5 +4+ Muut b. 92,5 +++
N 7.

Sienet yht | 400 +H+ 710 - Bakt. yht. | 336 -
Homeet 400 -+ 510 -+ Sédes. 136 +++
Hiivat 0 - 400 - Muut b. 200 +++
N 8.

Sienet yht | 222 ++++ 313 ++++ Bakt. yht. | 400 -+
Homeet 222 ++++ 313 -+ Sédes. 200 +++
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 200 +++
NO.

Sienet yht | 0 - 35,5 ++ Bakt. yht. | 0 -
Homeet 0 - 35,5 ++ Séddes. 0 -
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 0 -

N 10.

Sienet yht | 615 ++++ 277 ++++ Bakt. yht. | 250 -+
Homeet 615 A+ 244 A+ Sédes. 50 -+
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 250 -+
N 11.

Sienet yht | 8 + 11,5 + Bakt. yht. | 16 +
Homeet 8 + 11,5 + Séades. 2 +
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 14 +

N 12.

Sienet yht | 63 +++ 1 + Bakt. yht. | 12 +
Homeet 63 +++ 1 + Sédes. 0 -
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 12 +

N 13.

Sienet yht | 186 +++ 100 +++ Bakt. yht. | 300 -+
Homeet 186 +++ 100 +++ Sédes. 50 +++
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 250 -+
N 14.

Sienet yht | 4 + 2,5 + Bakt. yht. | 300 ++++
Homeet 4 + 2,5 + Séddes. 50 +++
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 250 -+

N 15.
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Sienet yht | 31 ++ 27 ++ Bakt. yht. | 67 +++
Homeet 31 ++ 27 ++ Sédes. 17 ++
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 50 +++
N 16.

Sienet yht | 20 ++ 22 ++ Bakt. yht. | 50 +++
Homeet 20 ++ 22 ++ Sédes. 0 -
Hiivat 0 - 0 - Muut b. 50 +++

Suoraviljelyasteikolla 50 cfu/malja on raja joka vastaa 10 000 cfu/g laimennosviljelys-
sd. Bakteerivauriota ei voida verrata laimennosviljelyn tuloksiin, silld ei ole tiedossa
mika vaurioaste vastaa bakteerimdérad > 100 000 cfu/g. Sienivaurioituneita ndytteitd
ovat 2, 6, 7, 8, 10, 12 ja 13. Sddesienivaurio on ndytteissd 2, 4, 6, 7, 8, 10, 13, 14 ja
15. Vaurioitumattomia ovat néytteet 1, 3,5, 9, 11 ja 16.

6.2 Johtopaatokset

Materiaalindytteiden mikrobistossa oli useita kosteusvaurioon viittaavia 16ydoksii,
kuten Aspergillus-, Chaetomium-, Exophiala-, Paecilomyces-, Phialophora-, Stachry-
botrys-, Trichoderma-, Ulocladium- ja Wallemia —1ajit. My0s sddesienien runsas

esiintyminen vauriomateriaaleissa indikoi voimakkaasti kosteusvauriosta.

Taulukoista 4 ja 5 havaitaan, ettd eri menetelmét tuottavat samansuuntaisia tuloksia.
Muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta seké laimennosviljelytekniikalla ettd suoravil-
jelytekniikalla saadaan selville ndytteen vaurioitumisaste. Suoramikroskopointi ei
tuottanut tulosta, joten siitd ei voida todeta mitdén. Naytteet, joissa oli eniten vaurioita
molempien tekniikoiden antamien tulosten perusteella, sisdlsivét neljdssd niytteessa
laastia tai sementtid ja yhdessd oli villaa. Tédstd ei voida kuitenkaan paitelld, ettd se-
mentti- tai tasoitemateriaalit olisivat muita materiaaleja ”herkempid” kosteusvaurioil-
le. Tulosten perusteella ei rakennusta kannata lihted suoraan purkamaan, vaan ne an-
tavat suuntaa siithen, miten kosteusvaurioepiilyn kohteena olevaa rakennusta tai ra-

kennetta tulisi jatkotutkia.
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7 POHDINTA

Tehtdvinad oli validoida kolmikohtainen menetelmé rakennusmateriaalindytteen mik-
robikasvuston toteamiseksi. Tavoitteena oli saada validoitua suora mikroskopointi,
laimennosviljelytekniikka ja suoraviljelytekniikka. Validoinnissa piti selvittdd miten
ndmd kolme eri tekniikkaa, niissd kédytetyt liuokset ja kasvatusalustat vaikuttavat tyon-
tekijan ohella analyysituloksiin. Tydn tulokseksi jéi vailinnainen validointiyritys, mut-

ta tyotd voi kdyttdd pohjana jatkossa, mikéli validoinnin tekemiselle tulee tarvetta.

Tyoni toimeksiantaja oli Jyvéskylan ammattikorkeakoulun rakennuslaboratorio. Toi-
meksiantajan edustaja, joka oli myds tyoni asiantuntija-apu, vaihtoi tyopaikkaa kesken
opinndytetyoni. Tdimén vuoksi luulin rakennuslaboratorion vetdytyneen toimeksianta-
jan roolista kokonaan. Vasta viime hetkilld, kun olin jo opinnéytteeni tehnyt ja vienyt
kommentoitavaksi ohjaavalle opettajalleni, selvisi, ettei asia ollut ndin. Informaatiossa

oli ollut vadristymaa tai katkos.

Opinndytetyoni oli monesti kaatua omaan mahdottomuuteensa. Lahdin tekeméén tyota
tietdmadttd miten mikrobiologinen validointi suoritetaan. Otin ohjeekseni Asumisterve-
ysoppaan seké Sisdilmastoseminaarissa 1999 julkaistun laimennos- ja suoraviljelyé
koskevan julkaisun. Kysyin neuvoja toimeksiantajan edustajalta, mutta hén oli kiirei-
nen omien tdidensi takia, niinpd ohjaus oli vihiisté ja toimin oma-aloitteisesti. Toisi-
naan laboratoriossa opetusta omalle ryhmaélleen pitdnyt FT Patrik Michel oli minulle
avuksi kasitellesséni suoran mikroskopoinnin preparaatteja. Hén antoi muutaman neu-

von, miten saisin nédytteen objektilasille tarkasteltavaksi.

En vditd, ettd tyoni olisi kritiikin kestdva, silld sitd se ei ole. Tydsséni on paljon aukko-
ja ja liséselvittelyn paikkoja, mutta néin iso tyd, joka téstd olisi voinut tulla taydelli-
sesti tehtynd, vaatisi enemmaén resursseja niin tyontekijoiden madraén kuin kaytetta-
vissd olevaan aikaan. Lisdksi tyon tekijin tulisi olla hyvin perehtynyt mikrobiologi-
seen validointiin rakennusmateriaalindytteen osalta. Nyt kdytossdni ollut validointioh-
je koski elintarvikkeille suunnattua mikrobiologista validointia. Rakennusmateriaaleil-

le kdytettdvia validointiohjetta en [oytdnyt mistddn.
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Kéyttdméni ndytteet sain toimeksiantajan edustajalta. Néytteet olivat vanhoja, osa oli
vuoden 2009 alusta ja osassa ei ollut pdivimadrad, milloin ne oli otettu. Materiaali-
ndytteestd saadut tulokset kuvaavat luotettavimmin rakenteen tilaa, kun néyte on toi-
mitettu laboratorioon vuorokauden sisdlld ndytteen ottamisesta (Aerobiologian tutki-
muspalvelut, 2008). Toisaalta Sisdilmayhdistyksen ohjeessa todetaan, ettei materiaali-
ndytteen kohdalla viive niytteenoton ja viljelyn vélilld ole kriittinen. Mielesténi viive
kuitenkin véaristdd saatuja tuloksia, mikéli ndyte on vuoden vanha. Néytteessi oleva
mikrobisto on osittain kuollutta, eikd niyte ole edustava, silld se on sullottu muovipus-

siin eivatkd mikrobit ole samoissa olosuhteissa kuin ne olisivat tuoreessa naytteessa.

Kéytdnnon tydni osuus venyi noin neljddn kuukauteen. Vaikeinta oli soveltaa kerdé-
miéni tietoja kdytantoon. Tein laboratoriotyoni pikkutarkasti, jotta ne olisivat patevid
validointiin. Jalkeenpdin huomaan tehneeni paljon turhaa tyota. Merkitsin tarkasti ylos
kaikki punnitukset, kemikaalit ja tydvaiheet. Yritin olla tarkka ja huolellinen nédytteen
kisittelyssd, jottei ndyte kontaminoituisi. Valmistin ja valoin kasvatusagarit ohjeen
mukaan ensin keittdmélla ja sitten autoklavoimalla, maljat valoin aina puhdashuonees-

sa.

Saatuani 16 ndytettd analysoitua oli tulosten kasittelyn aika. Tulosten taulukointi oli
ohjeistettua, mutta niiden tulkitseminen ei. Péditin itse vertailla eri menetelmia siten,
ettd katson, kuinka tdsmddvid vauriondytteet eri menetelmilld ovat. Koin onnistumisen
tunteen ensimmaisté kertaa, kun huomasin, ettd menetelmaét tuottivat samanlaisia tu-
loksia. On kuitenkin otettava huomioon, ettd ndytteet olivat vanhoja ja niin ollen tu-
loksia ei voi kdyttdd validoinnissa. Myoskdin vertailumateriaalia ei ollut. Menetelmis-
td voidaan todeta, ettd niilld saadaan esille mikrobikasvustoa, mutta muita paitelmii ei

voida tehda.

Jatkon kannalta olisi hyddyllista tutkia, mitd eri homeita ndytteet sisdltavit ja mitka
ovat niiden prosenttiosuudet koko ndytteen mikrobistosta. Lisdksi validointi tulisi suo-
rittaa tuoreista niytteistd validointiohjetta noudattaen, jolloin voitaisiin méaéritella nu-

meerisesti edes joitain mikrobiologisen validoinnin suureista.
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LIITTEET

Liite 1. Bakteerien ja sienten kasvualustojen valmistus (Asumisterveysopas 2008, 179)

Bakteerien kasvualusta: Tryptoni-hiivauute-glukoosiagar

50¢g tryptonia

25¢g hiivauutetta

1,0g glukoosia

15,0 g agaria

1000 ml deionisoitua vetta
02¢g natamysiinid

- tarkistetaan pH 7,0 +/- 0,2
- autoklavoidaan 121 °C, 15 min.
- lisdtdan antibiootti

Huom!

Natamysiinipullon kumitulppa avataan ja se tiytetdén noin 80 % tilavuudestaan steriililld, deionisoidulla vedellad. Vetta
voi lammittdd ensin liukenemisen helpottamiseksi esim. vesihauteessa korkeintaan 50 °C lampdétilaan. Pullo suljetaan ja
se ravistellaan hyvin ultradénihauteessa. Antibiootti lisdtdédn agariin juuri ennen maljojen valamista. Kasvualustan
valmistuksessa tyoskennelldéin koko ajan aseptisesti.

Sienien kasvualustat: 2 % Mallasuuteagar

20g mallasuutetta, esim. jauheena
15¢g agaria
1000 ml deionisoitua vetti

Antibiootit: valitaan jokin seuraavista vaihtoehdoista

35 mg aureomysiinid (klorotetrasykliinid)
40 mg streptomysiinisulfaattia
100 mg kloramfenikolia

- autoklavoidaan 121 °C, 15 min.

Huom!

Aureomysiini ja streptomysiinisulfaatti lisdtdén juuri ennen maljojen valamista haaleaan steriiliin veteen (n. 10 ml)
livotettuna, kun taas kloramfenikoli liuotetaan asetoniin tai etanoliin (n. 10 ml) ja voidaan lisitd agariin jo ennen
autoklavointia.

Dikloran-glyseroli-18-agar (DG18)

31,5¢g DG-18 agar-jauhetta
220 g glyserolia

1000 ml deionisoitua vetti
100 mg kloramfenikolia

Kloramfenikoli liuotetaan asetoniin tai etanoliin (n. 10 ml) ja lisitdén agariin jo ennen autoklavointia.

- autoklavoidaan 121 °C, 15 min.
-pH 5,6 +/- 0,225 °C:ssa



Liite 2. Valomikroskooppipreparaatin valmistus (Asumisterveysopas 2008, 180)

1. Puhtaalle liekitetylle objektilasille pipetoidaan tippa vetta tai vériliuosta. Vériliuoksella
valmistetut preparaatit sdilyvét kuivumatta useita viikkoja, kun taas veteen valmistetut
preparaatit kuivuvat pian, joten ne on tarkasteltava vélittdmaésti mikroskoopilla. Sopiva
vériliuos on 1 g aniliinisini (esimerkiksi Cotton Blue)-vériliuosta / 1 litra 85 % DL-
maitohappoa.

2. Otetaan pieni pala tarkasteltavaa pesékettd, mieluummin my6s agaria mukaan ja asetetaan se
liuokseen objektilasille.

3. Mikaéli homesienipreparaatissa epdillddn olevan niin paljon itiditd, ettd ne peittivit alleen
rihmaston ja iti6itd muodostavat rakenteet (esim. Aspergillus, Penicillium), ndytepalan
péélle voidaan lisdté pisara etanolia, jolloin itidt siirtyvit nestepisaran laitamille.

4. Painetaan peitinlasi ndytteen péille.

5. Kuumennetaan preparaattia hieman altapdin (muutama sekunti), jotta ndytteen mukana tullut
agar sulaisi. Varotaan polttamasta agaria.

6. Tarkastellaan preparaattia aluksi 100-keratisella suurennoksella oikean tarkastelukohdan
16 ytdmiseksi, sitten 400- tai 600-kertaisella suurennoksella. homesienilajiston tunnistuksessa

kiytetddn yleensd immersio6ljyd ja 1000-kertaista suurennosta.



