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TIHVISTELMA

Tutkimuksessa selvitettiin, onko kodin huonep6lystd mééritettyjen sienien (homeet ja
hiivat) méaarat tai koostumus varhaislapsuudessa yhteydessi lapsen mydhempéén riskiin
sairastua astmaan. Sienet sekvensointiin ja sienten maard mitattiin kvantitatiivisella
PCR-menetelmalld. Tutkimuksessa seurattiin 361 lasta 10,5-vuoden ikddn asti. Astmaan
sairastuneiden lasten kotipdlyssé oli erilainen sienten koostumus kuin lapsilla, jotka
eivit sairastuneet astmaan. Koostumuksesta erottautui 5 sienisukua, jotka suojasivat
astmaan sairastumiselta, mutta joiden merkitys hévisi, kun ne vakioitiin samaan aikaan
mallissa. Sienten diversiteetti tai mééra ei ollut yhteydessé riskiin sairastua astmaan.
Tutkimustulosten perusteella voidaan olettaa, ettd varhaislapsuuden kodin sienillé ei ole
vahvaa vaikutusta astmaan sairastumisessa.

JOHDANTO

Varhaislapsuuden elinympériston mikrobialtistuksella on merkitysta
immuunijirjestelman kehittymisessd /1/. On epéselvid, mitkd elinympériston mikrobit
tai niiden koostumus vaikuttavat allergisten sairauksien kehittymiseen. Karjatiloilla
tiedetddn olevan runsaasti erilaisia mikrobeja ja mikrobitasot ovat korkeita. Aiemmissa
tutkimuksissa on havaittu, etti karjatiloilla kasvaneilla lapsilla on vihemmén astmaa ja
allergisia sairauksia /2/. Suojaava yhteys niissd tutkimuksissa on padosin liittynyt
bakteereihin tai niiden soluseindmén markkereihin /2-6/, mutta sienid (homeet ja hiivat)
on tutkittu huomattavasti vihemman. Sienid on useimmiten tutkittu
kosteusvauriorakennuksissa, jolloin ne on yleensa liitetty lisddntyneisiin
terveyshaittoihin /7, 8/.

Témén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, onko varhaislapsuudessa huonepdlystd
madritetyt sienisuvut, sienten diversiteetti tai midrd yhteydessi lapsen myohempéian
astmaan sairastumisen riskiin.

AINEISTO JA MENETELMAT

LUKAS-syntymékohortti

Varhaislapsuuden sisdilman merkitysté lasten astmaan ja allergioihin on tutkittu
suomalaisessa LUKAS-syntymakohorttitutkimuksessa. Pohjois-Savon, Pohjois-Karjalan
ja Keski-Suomen alueilla rekrytoitiin 442 odottavaa &itid vuosina 2002—2005 /9/.
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Kohortin ensimméinen osa (LUKAS1, N=214) kuuluu eurooppalaiseen
syntymékohorttiin, PASTURE /10/, jossa puolet lapsista asui karjatiloilla ja puolet haja-
asutusalueilla. Suomalaisen kohortin lisdosaan (LUKAS2, N=228) kutsuttiin mukaan
kaikki odottavat didit, jotka olivat tulossa synnyttdméin Kuopion yliopistolliseen
sairaalaan yhden vuoden aikana. Perheistd vain 12 asui maatiloilla. Jotta lisédosa olisi
samankaltainen ensimmaéisen osan kanssa, perheiden asumismuotoa rajattiin: kaikki
perheet asuivat omakoti-, rivi- tai paritaloissa rekrytoinnin aikana. Kohortin kaikista
perheistd 30 % asui maatiloilla ja loput haja-asutusalueilla tai 1&hidissa.

Lasten terveytti seurattiin vuosittaisilla kyselylomakkeilla kuuden ensimmaisen
ikdvuoden aikana sekd 10,5 vuoden idssi. Astma (n=68) tarkoitti 1adkérin diagnosoimaa
astmaa tai vahintddn kahta 144kdrin diagnosoimaa astmaattista/ahtauttavaa bronkiittia
missi tahansa vaiheessa 10,5 ikd4n mennessd. Lapsella oli pysyva astma 10,5 vuoden
idssd (n=27), jos vanhemmat raportoivat astmaan sairastuneen lapsen hengityksen
vinkuneen ja/tai hidnen kéyttdneen ladkkeitd hengityksen vinkunaan 10,5 vuoden
kyselyssd viimeisten 12 kuukauden aikana.

Niytteiden keriys ja analysointi

Polynédyte keréttiin imuroimalla olohuoneen lattiaa tai mattoa 380 kodista, kun lapset
olivat 2 kuukauden ik&isid /11, 12/. Sienimikrobiston (homeet ja hiivat) koostumus
médritettiin sekvensoimalla ITS1F/ITS2 kohdesekvenssejé (Illumina MiSeq
PA300)/13/. Sekvensointidata késiteltiin R-ohjelmalla hyodyntden Dada2-lisdpakettia
datan esikasittelyyn /14/ ja UNITE-tietokantaa taksonomiseen luokitteluun (versio
toukokuu 2021) /15/. Sekvensoinnin perusteella méaéritettiin sienten eri taksonomiatasot,
sekd sienten rikkaus ja monimuotoisuus (a-diversiteetti: Chaol ja Shannon indeksit),
sekd laskettiin ndytteen sienikoostumuksen samalaisuus / erilaisuus nédytteiden vélilla
(B-diversiteetti). Naytteistd médritettiin kvantitatiivisella PCR-menetelmalld (qPCR)
sienten kokonaismédara /16/.

Tilastoanalyysit

Sienten suhteellisia osuuksia tai diversiteettitasoja verrattiin astmaan sairastuneiden ja
ei-astmaan sairastuneiden lasten kotien vélilldi Mann-Whitney-testilld. Spearmanin
jérjestyskorrelaatiota kaytettiin korrelaatioiden laskemiseen. Néytteiden vélinen
eroavaisuus (B-diversiteetti) mééritettiin Bray-Curtis-menetelmalld, sen tilastollista
merkittavyyttd tarkasteltiin PERMANOVA-S -analyysilld /17/ja havainnollistettiin
padkoordinaatti analyysilld (PCoA). Viiden ensimmaiisen PCoA-akseleiden arvojen
avulla tutkittiin, olivatko akselit yhteydessd astmaan. Sienten sukujen suhteelliset
osuudet sekd PCoA-akseleiden arvot jaettiin kolmeen luokkaan kéyttden luokkarajoina,
joissa alin kolmannes oli vertailuluokka. Jos sienisukua ei ollut havaittu (suhteellinen
osuus 0 %) yli 33,3 % naytteistd, vertailuluokkana toimi 0 % (ei havaittu) -ryhma ja
loput jaettiin tasan kahteen luokkaan (matala ja korkea luokka).

Analyyseissd kéytettiin jaksottaista aikasarjamallia (discrete-time hazard model). Mallit
vakioitiin etukdteen valituilla sekoittavilla tekijoilld: kohortilla, sisarusten lukumaéérilla,
aidin allergisilla sairauksilla, sukupuolella, didin raskaudenaikaisella tupakoinnilla ja
karjatilalla asumisella. Astma-analyyseissé oli mukana yhteensd 361 havaintoa ja
pysyvén astman analyyseissd 300.
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TULOKSET

Suurin osa kodin pdlyndytteen sienistd kuuluivat Ascomycota (66 %) ja Basidomycota
(33 %) sieniin. Astmaan sairastuneiden ja ei sairastuneiden lasten kotipdlyssa ei ollut
eroja sienikuntakaarien suhteellisissa osuuksissa, a-diversiteetti-indekseissa (rikkaus ja
monimuotoisuus) tai sienten kokonaismaérissa (qPCR) (p>0.05).

Astmaan sairastuneiden lasten kotipdlyssé oli erilainen sienten koostumus (8-
diversiteetti) kuin lapsilla, jotka eivit sairastuneet astmaan (pysyva astma, p=0.10).
Tutkituista viidestd ensimmaéisestd akselista neljéds akseli oli tilastollisesti merkitsevéasti
(p=0.05) ja ensimmainen ei-tilastollisesti merkitsevisti (p=0.20) yhteydessé astmaan.
Testatuista 86 yleisimmasté suvusta (sienen suhteellisen osuuden keskiarvo suurempi
kuin 0,1 %), 13 suvun suhteelliset osuudet korreloivat (» >|0.4|) vain toisen akselin tai
molempien akselien kanssa.

Naistd 13 sienisuvusta, Mycosphaerella, Microdochium ja Pyrenochaetopsis -sukujen
korkeammat suhteelliset osuudet kotipdlyssd suojasivat (p<0./0) astmaan seké
pysyvéin astmaan sairastumiselta. Ndiden kolmen sienisuvun lisidksi Boeremia ja
Cladosporium -suvut suojasivat pysyviltd astmalta (p<0.05). Kun ndmé kolme astmaan
tai viisi pysyvaén astmaan yhteydessi olleet sienissuvut vakioitiin samanaikaisesti
mallissa tai niiden suhteelliset osuudet summattiin yhteen, ei niistd mikdan ollut enda
yhteydessd astmaan tai pysyvaén astmaan (p>0.10).

POHDINTA

Téssé tutkimuksessa kdytettiin aineistona suomalaista syntymékohorttia, jossa
varhaislapsuuden kodin mikrobistoa ja sen yhteyttd lasten astmaan sairastumisen riskiin
on tutkittu kdyttden monipuolisesti erilaisia mikrobiologisia menetelmia.

Tassad tutkimuksessa havaittiin viisi sienisukua (Cladosporium, Boeremia,
Microdochium, Mycosphaerella ja Pyrenochaetopsis), jotka suojasivat astmalta. Nima
sienet ovat padosin ulkoilman sienid. Askettiin julkaistussa tutkimuksessa havaittiin
samanlainen suojaava yhteys Mycosphaerella -suvun kahdella lajilla /18/ kuten
tutkimuksessamme. Useimmissa aiemmissa tutkimuksissa Cladosporiumilla ei ole
havaittu olevan yhteyttd astmaan /18-23/, mutta muutamissa tutkimuksissa se on
yhdistetty tuloksistamme poiketen astmariskid lisddavéksi /24,25/. Tutkimuksessamme
yksikédn tutkituista sienisuvuista ei lisinnyt astmaan sairastumisen riskid, mika oli
ennakko-oletustemme vastaista. Havaittujen sienisukujen korkeammat suhteelliset
osuudet ja niiden suojaava yhteys astmaan selittyi muilla sienilld, jolloin niiden ei voida
katsoa olevan itsendisesti yhteydessé astmaan. Tulevissa tutkimuksissa olisi
suhteellisten osuuksien lisdksi tarkasteltava, mikd merkitys on elinymparistén sienten
aktiivisuudella.

Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu suojaava yhteys sienten moninaisuuden ja astman
tai hengitystieoireiden vililld /21,26/. Uudemmilla sekvensoitiin perustuvilla
menetelmilld yhteyttd ei kuitenkaan ole pystytty toistamaan /18, 19/, kuten ei mydskadan
pystytty tdssd tutkimuksessa. Tdma voi johtua tutkimuksissa kédytetyistd erilaisista
menetelmisti sekd ndytteiden keruussa etti analysoinnissa. Vaikka
tutkimusmenetelmissé on eroja, voidaan tdmén ja aiempien tutkimusten perusteella
todeta, ettd sienten rikkaus ja moninaisuus eivit vilttdmattd ole yhteydessd astmaan.

Tutkimuksen vahvuutena on pitkittdistutkimusasetelma, jossa kodin sienten koostumus
maédritettiin kodin polyndytteestd ennen taudin puhkeamista. Elinympariston
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mikrobialtistuksen vaikutus immuunijéirjestelmén kehittymiseen on oletettu olevan
voimakkain ensimmadisten elinvuosien aikana, jolloin tutkimuksessa kerétty polynéyte ja
siitd tehty altistuksen arvio voidaan ajatella edustavan tarkeédd ajanjaksoa lapsen
kehityksessé. Tutkimuksen heikkoutena oli, ettd mikrobilatistuksen arviossa kdytettiin
vain yhtd aikapistetti, jolloin kodin mikrobikoostumuksen muutosta ei voitu havaita.
Lisdksi kodin sienet médritettiin lattiapolynéytteesté, josta vain osa on ollut ilmassa:
tosin pienilld lapsilla mikrobialtistuminen tapahtuu hengitysteiden liséksi myds ihon ja
suun kautta.

Aiempien tutkimusten ja nyt esitettyjen tutkimustulosten perusteella voidaan olettaa,
ettd varhaislapsuuden kodin sienilld ei ole vahvaa vaikutusta astmaan sairastumisessa.
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