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QPCR-MENETELMAN VALIDOINTI ILMANAYTTEILLE
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TIIVISTELMA

Rakennusten kosteus- ja homevaurioiden toteaminen perustuu rakennustekniseen
tutkimukseen, jonka yhteydessd voidaan tehdd mikrobiologisia médrityksid
rakennusmateriaaleista ja myds ilmasta. Sisdilman mikrobipitoisuuden ja lajiston
midrittimiseen suositellaan kuusivaiheimpatoria ja mikrobien kasvatusta. Mikrobien
kasvatus eli viljely on pitkddn kaytdssd ollut menetelmd, jonka heikkouksia ovat kuitenkin
niiytteen edustavuus liittyen lyhyeen keriysaikaan, hitaus sekd selektiivisyys. Viljelylld
havaitaan ainoastaan kiytetyissd olosuhteissa kasvavat, elinkykyiset mikrobit. Tarvetta on
mm. menetelmille, jotka sallivat pidemmén néytteenottoajan, ovat nopeampia ja eivit ole
riippuvaisia mikrobien elinkyvystd. Téssd tutkimuksessa testasimme kvantitatiivista PCR-
menetelmi ilmangytteissd kosteusvaurioituneen rakennuksen tunnistamiseen.

Havaitsimme, ettd Penicillium, Aspergillus ja Paecilomyces variotii-ryhmit monistava (nk.
PenAsp) qPCR-sovellus erottaa kosteusvaurioituneet rakennukset vaurioitumattomista
kodeista, myos kesdaikana.

JOHDANTO

Sisailman mikrobien pitoisuuksien ja mikrobikasvun toteamiseen on perinteisesti kiytetty
mikrobien elinkykyyn perustuvaa viljelymenetelméé. Koska nopeammille
laboratoriomenetelmille on kasvava tarve, on mm. kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio
(qPCR, quantitative polymerase chain reaction) menetelmi on mahdollisesti
kiyttokelpoinen tydkalu mikrobivaurion osoittamiseen.

Tassi julkaisussa esittelemme gPCR-sovellusten validointia ilmanégytteistd. Tyon
tavoitteena oli vertailla kosteusvaurioituneiden kotien, vaurioitumattomien eli
kontrollikotien ja ulkoilmansytteiden mikrobipitoisuuksia. Lisiksi tavoitteena oli tuottaa
menetelmille tulkintaohje, jonka avulla voidaan arvioida kodissa olevan epitavanomainen
sieni-itildhde.

AINEISTO JA MENETELMAT

IImangytteet kerittiin kosteusvauriokodeista (N=72), kosteusvauriottomista
kontrollikodeista (N=70) seki ulkoilmasta (N=56). Viljelyndytteet kerattiin Andersen-
keriimelld 10 minuutin ajan ja gPCR-analyyseihin tulevat niytteet Button-kerdimelld
suodattimille vahintdin 60 minuutin ajan.

Aineistosta analysoitiin useita (23 kpl) eri gPCR-sovelluksia, mutta useimmissa
lajispesifisissi analyyseissd havaittiin erittdin runsaasti alle méaritysrajan olevia naytteitd.
Keskitymme tissd julkaisussa sienten yleissovellukseen (nk. unifungi) /1/ seké Penicillium,
Aspergillus ja Paecilomyces variotii-ryhmét monistavaan sovellukseen (nk. PenAsp) /2/.
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TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Pitoisuudet eri menetelmilli

Pitoisuudet qPCR-sovelluksella analysoituna olivat yleisesti korkeampia kuin viljelyllz
havaitut pitoisuudet (Kuva 1). Tama selittyy sill, etti gPCR havaitsee myos kuolleita
soluja.

Sienten kokonaispitoisuus (unifungi) gPCR:lla méfritettynd erottelee vauriokohteet

vertailukohteista paremmin kuin viljely (Kuva 1). Pen/Asp qPCR-sovellus erottelee

vauriokohteet vertailukohteista vield unifungi-sovellusta selkeimmin. Tall5in myos
ulkoilman pitoisuudet olivat matalammat kuin sisiilmassa, toisin kuin

kokonaissienipitoisuuksia mitattaessa (Kuva 1).
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Kuva 1. Sienten kokonaispitoisuus viljelylld mitattuna, sekd sienten kokonaispitoisuus ja
Penicillium/Aspergillus/Paecilomyces variotii-ryhmdn pitoisuus qPCR:lla mitattuna
vauriokodeissa, vertailukodeissa ja ulkoilmassa. Kuvassa max, min, mediaani, 25-
prosenttipiste ja 75-prosenttipiste, sekd kovkeimmat ja matalimmat yksittdgishavainnot.

Vuodenaikaisvaihtelu

Vuodenaikaisvaihtelua havaittiin niin viljelylld kuin gPCR:n avulla méiritetyissi
pitoisuuksissa. Viljelylld médritetyt vauriokotien pitoisuudet erottuivat vertailukotien
pitoisuuksista ainoastaan talvella, kun tarkasteltiin sienten kokonaispitoisuutta (Kuva 2).
Muina vuodenaikoina vaurio- ja vertailukotien pitoisuudet eivit erottuneet viljelylld
toisistaan ja ulkoilmanéytteen sienipitoisuus oli yhté korkea tai korkeampi kuin siséilman
pitoisuudet. Samankaltainen havainto oli nihtivissi kaytettdessd unifungi-sovellusta
qPCR:lla. Sen sijaan kun naytteet analysoitiin qPCR:lla kéyttden Pen/Asp-sovellusta,
vauriokodit erottuivat selkesti vertailukodeista kaikkina neljénd vuodenaikana, eiki
ulkoilman sienipitoisuus haitannut erottelua samalla tavalla kuin viljelyssd ja unifungi-
qPCR-analyysissi.



seminaari 2016 281

ﬂjaﬁ'tg

Sienten kokonaispitoisuus - Viljely

1 vaurio
] vertailu
| |H DH? -
‘ KEVAT T Tkesh avkey | TAm -
=18 10 12 8 2 2 5 15 9 30 36 2%
Pen/Asp -qPCR
' ] vaurio
! [] vertailu
.. [] ulko
1
|
|
iy [;Fé
| i
T T TkesA | evkev T At
=15 9 9 13 9 9 7 14 & 2% 36 23

Kuva 2. Vuodenaikaisvaihtelu viljelymenetelmdlld (sienten kokonaispitoisuus) sekd
pen/Asp sovelluksella gPCR:lla vauriokohteissa, vertailukohteissa ja ulkoilmassa.

Tu]kintaohje epiitavanomaisen sieni-itioliihteen osoittamiseksi

yiljelyaineistoa ja qPCR-aineistoa verrattiin toisiinsa useilla erilaisilla tilastollisilla
menetelmilld, mm. ROC -analyysilld (Receiver Operating Characteristic). Tavoitteena oli
madrittdd, mikd on se qPCR-analyysien arvo, joka erottaa vaurioituneet kodit
yaurioitumattomista kodeista eli viittaa epitavanomaiseen sieni-itidldhteeseen sisdilmassa.

Tamén aineiston perusteella havaittiin, ettd gPCR:lla analysoitaessa Pen/Asp-sovelluksella
250 CE/m? vastaa spesifisyydeltéin ja sensitiivisyydeltisn parhaiten kotien vaurio- ja
vertailuasetelmaa. Téama tulos on alustava ja ilmanéytteiden qPCR-menetelmén
validointitydti jatketaan aineistoa kasvattaen.

YHTEENVETO

yhteenvetona voidaan todeta, ettd qPCR-sovelluksista erityisesti Pen/Asp ndyttdd
erottelevan vauriokodit ei-vaurioituneista viljelymenetelmid paremmin. Néytteenoton
vuodenajalla ei ollut vaikutusta vauriokotien erottamiseen vertailukodeista, kun kiytettiin
Pen/Asp-sovellusta. Alustavien tulosten perusteella vaurioituneiden kotien sisdilman
Pen/Asp- pitoisuus on yleensé yli 250 CE/m3. Saatu tulos varmistetaan lisdaineistossa.
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