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Tiivistelma

TOXTEST-tutkimus on  Itd-Suomen  yliopiston, Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen,
Tyo6terveyslaitoksen, Helsingin yliopiston ja Turun yliopiston yhteinen hanke, jonka tavoitteena oli
kehittda sisdilmanaytteille sopiva toksisuuden mittausmenetelma. Tutkimuksessa kerattiin kolmessa
eri kampanjassa polynaytteita kosteusvaurioituneista taloista ja vertailutaloista. Kerdysmenetelmina
kaytettiin  laskeutuneen  huonepdlyn  kerdamistd imuroimalla, pyyhkdisyndytteend tai
kerayslaatikkoon, sekd laskeumamaljoja, joihin kasvanut kasvusto kerattiin talteen. Keradtyt naytteet
uutettiin, uutosten toksisuus mitattiin useilla toksikologisilla menetelmillda ja tuloksia verrattiin
tietoihin kohteen kosteusvauriotilanteesta ja asukkaiden oireilusta.

Hankkeen ensimmaisessa vaiheessa kehitimme toimivan naytteiden uuttoprotokollan, jonka avulla
sisdymparistondytteen liukoiset komponentit saatiin eristettyd toksisuustesteja varten. Toisessa
vaiheessa pystyimme osoittamaan erilaisilla toksikologisilla menetelmilla saatujen tulosten
korreloivan varsin hyvin toistensa kanssa, mutta kaytettyjen naytetyyppien (yldpinnoilta imuroitu
poly ja laskeumamaljandyte) tulosten perusteella vauriokohteita ei pystytty erottamaan
vertailukohteista. Kolmannessa vaiheessa toksisuustestien erottelukykya testattiin kahta eri
|ahestymistapaa kayttden; 1) vertaamalla sisdilmaongelmaisista kohteista eristettyjen mikrobien
puhdasviljelmistd tehtyjd uutoksia vertailukannasta tehtyyn uutokseen sekd 2) vertaamalla
kosteusvarioituneista, oireilevista kohteista kahdella eri tavalla kerattyjen polynaytteiden uutoksia
oireettomista verrokkikohteista kerattyjen polynaytteiden uutoksiin.

Mikrobien puhdasviljelmilld tehdyissd kokeessa havaittiin erityisesti nisdkassolutoksisuustestien
korreloivan keskendaan hyvin sekad erottavan sisdilmaongelmakohteista eristetyista toksisista
mikrobeista tehdyt uutokset ei toksisen vertailukannan uutoksesta. Polynaytteilld (pyyhintanayte
ylapinnoilta ja laatikkoon laskeutunut pdély) tehdyn kokeen tulosten mukaan toksisuusmenetelmat
eivat korreloineet positiivisesti kohteessa havaittujen kosteusvaurioiden ja asukkaiden kokemien
terveyshaittojen kanssa kummallakaan testatulla naytteenkerdaysmenetelmallad keratyilla naytteilla.
Vauriokohteissa oli vertailukohteita vahemman polyd, mika vaikutti merkittavasti toksisuustestien
tuloksiin. Eri nisakassoluilla tehdyt toksisuustestit korreloivat edelleen verrattain hyvin keskenaan.
Rakennusten vertailu useamman naytteen tuloksen perusteella paransi jossain maarin, mutta ei
ratkaisevasti mittausmenetelmien erottelukykya.

Tulosten perusteella huonepodlyuutoksen toksisuutta ei voida kdyttda kosteusvauriokohteiden
luokittelussa tai terveyshaitan arvioinnissa ainakaan tdssd tutkimuksessa kaytetylla
lahestymistavalla, eli testaamalla imuroimalla, laskeumamaljoille, pyyhkaisemalla tai laatikoihin
keratyn laskeutuneen huonepélyn uutosta sian siittididen, hiiren tai ihmisen immuunipuolustuksen
solujen tai bakteerien vasteisiin perustuvilla toksikologisilla menetelmilld. Projektissa tuotettiin
arvokasta tietoa, joka selkedsti osoitti, ettd polyn maara korreloi toksisuuden kanssa eli
ominaistoksisuuden lisdksi on tarkedaa huomioida my6s massaan suhteutettu kokonaisaltistumisen
maara. Lisdksi erityisesti ns. vanha poly sisadltdd toksisuutta aiheuttavia tekijoita useista
tavanomaisista lahteistd, kuten pesuaineet, ulkoilma ja polttoperdiset hiukkaset. Saatua tulosta
voidaan hyodyntaa mahdollisissa jatkohankkeissa, joiden tavoitteena on kehittaa yksi tai useampi
kenttdkdyttoon soveltuva toksisuustesti, joissa edelld mainitut tekijat otetaan huomioon. On
kuitenkin huomioitava, ettda huonepdlyn toksisuus ei valttamatta ole selittava tekija kosteusvaurio-
oireilussa.
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Hankkeen tausta ja lahtokohdat

Jopa yli puolet suomalaisista pientaloista on arvioitu olevan kosteusvauriokorjauksen tai
tarkastamisen tarpeessa. Naista noin 10 prosentissa kosteuden ja homekasvun arvioidaan uhkaavan
kayttajien terveyttd. Kosteudelle ja homeelle altistuu vuosittain satoja tuhansia suomalaisia, ja
aiheutuvista terveyshaitoista arvioidaan aiheutuvan yhteiskunnalle yli puolen miljardin euron
kustannukset.

Talla hetkella seka julkisella ettd yksityiselld sektorilla on valtava paine korjata kosteusvaurioituneet
rakennukset, mutta toistaiseksi ei ole voitu osoittaa tydkaluja korjauskohteiden priorisointiin
terveysperusteisesti; edes vauriokohteiden yksiselitteinen tunnistaminen ei ole mahdollista nykyisilla
menetelmilla. Sisdilma-alan toimijoilla on selked tarve sisdilman tilanteen mittariin, jolla
kosteusvaurioituneen rakennuksen tilannetta voitaisiin arvioida muun kuin pelkdstaan rakennuksen
teknisen kunnon perusteella. Sisdilmaongelmien selvittdmisessa olisi erityisen hyodyllistd kayttaa
menetelmaa, joka ottaa huomioon eri altisteiden yhteisvaikutukset yksittdisen altisteen maaran
mittaamisen sijasta.

TOXTEST-hankkeen tavoitteena oli kehittdaa kenttakayttéon soveltuva toksisuustesti, jota voitaisiin
hyodyntda kosteus- ja homevaurion vakavuuden arvioinnissa. Hanke eteni kolmessa vaiheessa, joille
oli asetettu omat yksityiskohtaisemmat tavoitteet:

1. Luoda sisdymparistonaytteille soveltuva naytteiden uuttomenetelma sekda maarittaa
varsinaisiin kokeisiin soveltuvat annokset ja altistusajat.

2. Osoittaa ne toksikologiset tutkimusmenetelmat, jotka ovat kayttokelpoisimpia
sisdymparistondytteiden toksisuuden testaukseen, seka osoittaa ndiden menetelmien
luotettavuus useilla rinnakkaisilla analyyseilla.

3. Testata kadyttokelpoisimmilla toksisuustesteilld eri ndytteenkerdaysmenetelmia kayttden,
voidaanko oireilevat vauriokohteet erottaa oireilemattomista kohteista.

Hankeorganisaatio

Terveyden ja Hyvinvoinnin laitos, Ymparistétoksikologian laboratorio

Professori Maija-Riitta Hirvonen
e Hankkeen organisointi
o Naytteiden kasittely
o Toksikologiset kokeet hiiren ja ihmisen solulinjoilla

Terveyden ja Hyvinvoinnin laitos, Ymparistomikrobiologian laitos

Johtava tutkija Anne Hyvarinen
e Kenttatutkimus
o Terveyskyselyt, kuntokartoitukset
e Mikrobiologiset maaritykset, toksiinimaaritykset (Itavalta)
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Tyoterveyslaitos

Tutkimusprofessori Harri Alenius
o Toksikologiset kokeet ihmisen primaarisoluilla ja solulinjoilla

Helsingin Yliopisto

Tutkimusjohtaja Mirja Salkinoja-Salonen
o Toksikologiset kokeet sian siittioilla
e Toksiinien tunnistaminen

Turun Yliopisto

Lehtori Esa-Matti Lilius
e Toksikologiset kokeet bakteeri Escherichia colilla

Projektin eteneminen

TOXTEST hanke kdynnistyi keséalla 2010 ja sopimus allekirjoitettiin marraskuussa 2010. Hanke paattyi
sopimuksen mukaisesti 31.12.2012. Hankeen alussa sopimusneuvottelujen venyminen viivastytti
rahoituksen kayttod suunnitelman mukaisesti, mutta tyo pystyttiin kdynnistamaan tutkimukseen
osallistuneiden laitosten omarahoitusosuuden turvin. Naytteiden kerddaminen analyyseja varten
osoittautui suunniteltua tyolaammaksi, koska vanhojen naytteiden hyddyntamisen sijasta vaiheissa
2-3 jouduttiin kerdamaan kokonaan uudet naytteet tutkimuksen tarpeisiin. Lisaantyneesta
tydmadrasta huolimatta vaiheet 1 -3 saatiin paatdkseen pienin viivytyksin.

31.12.2012 mennessd on kaytetty kaikki vuosille 2010-2012 myonnetystd maarastd ja
omarahoitusosuudesta. Lisdrahoituksen saaminen ei toteutunut alkuperdisen talousarvion
mukaisesti, joten projektin omarahoitusosuutta on pienennetty vastaavasti. Projektin viimeista
vaihetta on lisdksi rahoittanut Sosiaali- ja Terveysministerio erillisilla sopimuksilla.

Toksisuustestit

Nadytteen toksisuutta testattiin eri vaiheissa kaikkiaan kuudella eri solutyypilla ja noin
kahdellakymmenelld menetelmalla. Kaytettyja solutyyppeja olivat ihmisen veren mononukleaarisista
soluista erilaistetut makrofagit (Kankkunen et al 2010) ja ihmisen makrofagisolulinja THP-1 (Niemi et
al. 2011), joista mitattiin tulehdusvalittdjdaineiden tuotantoa [interleukiini (IL)-8, tumor necrosis
factor (TNF) o, IL-1B] sekd solukalvon vahingoittumista (LDH -testi). lhmisen
keuhkoepiteelisolulinjasta A549 ja/tai hiiren makrofagisolulinjasta RAW264.7 mitattiin solun
kuolleisuutta (solun koko/muoto, mitokondrion toiminta, solukalvon vahingoittuminen, apoptoosi),
tulehdusvalittdjaaineiden tuotantoa [typpioksidi (NO), TNFa, macrophage inflammatory protein
(MIP)-2] ja solunsisaista peroksidituotantoa (Huttunen et al. 2003, Penttinen et al. 2005, Markkanen
et al. 2009). Sian siittid —testissd mitattiin siittididen ionoforisuutta ja liikkuvuutta (Andersson et al.
2010), munuaissoluista testattiin toksisuutta (Rasimus et al. 2012), sekd bakteerikanta Escherichia
colista altisteen aiheuttamaa kuolleisuutta (Atosuo et al. 2012).
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Tulokset
Vaihe 1

Vaiheessa 1 eli esikoevaiheessa saimme paremman kasityksen tarvittavasta naytemaarasta ja
muokkasimme naytteiden uuttoprotokollaa toimivammaksi siten, etta liukoiset komponentit saatiin
eristettya toksikologisia kokeita varten. Sopivinta ndytteenottomenetelmaa selvitettdessa todettiin,
ettd ilmandytteenotolla ei saada kerattya riittavda massaa ndytetta rinnakkaisiin analyyseihin, joten
testattaviksi ndytteenottomenetelmiksi valikoitui erilaisia tapoja kerdtda pinnoille laskeutuvaa
huonepolya.

Vauriokohteiden naytteet hankittiin YMIK:ssa meneilldadn olevasta HOTES-tutkimuksesta, jossa
selvitetdan altistumista ja terveysvaikutuksia vakavasti kosteusvaurioituneissa asunnoissa.
Tutkimuksen ensimmaisessa vaiheessa valittiin kaksi vauriokohdetta, jossa oli saatavilla runsaasti
ndytemateriaalia, jota ensimmaisessa vaiheessa tarvittiin useisiin rinnakkaisiin analyyseihin. Lisaksi
YMIK:n kaksi tutkijaa kerdsi vaurioitumattomista kodeistaan vastaavat nadytteet.

Kaikissa tutkimuksen vaiheissa toksikologisia analyyseja varten naytteet sokkoutettiin eli ne
koodattiin siten, etteivat ko. analyyseja tekevat tutkimusryhmat voineet tunnistaa ndytteiden
alkuperda. Naytteet uutettiin etanoliin, uutos haihdutettiin kuiviin, punnittiin, liuotettiin metanoliin,
jaettiin osiin ja toimitettiin eri ryhmille analysoitavaksi (Liite 1. Naytteenkasittely vaihe 1). Naytteet
analysoitiin sian siittiotestillda (Helsingin yliopisto), altistamalla hiiren makrofageja (ltd-Suomen
Yliopisto/Terveyden ja Hyvinvoinnin laitos) ja ihmisen makrofageja (Tyoterveyslaitos).

Tulosten perusteella vertailukohteesta keratyt naytteet aiheuttivat padasdantodisesti enemman
toksikologisia vasteita kuin vertailukohteista kerdtyt naytteet. Vauriokohteista kerattyja naytteita oli
kuitenkin sailytetty jo pidemman aikaa kun taas vertailukohteiden naytteet olivat tuoreita, mika
heratti epdilyn, ettd naytteiden ika ja sailytys voivat vaikuttaa tuloksiin. Varsinaiset toksikologiset
menetelmat nayttivat padosin korreloivan keskendan. Tulosten perusteella pystyttiin myo6s
arvioimaan jatkossa tarvittava ndaytemaara ja optimoimaan naytteiden kasittelyd analyyseja varten.
(Liite 2. Tulokset vaihe 1)

Vaihe 2

Ensimmaisen vaiheen tutkimustulosten perusteella jatkotutkimuksiin tulevat ndytteet pdatettiin
kerata kaikki uusista kohteista samaan aikaan ja sailyttaa lasiputkissa kaikissa vaiheissa. Kevdaan 2011
aikana YMIK:n HOTES-tutkimukseen tuli nelja uutta kohdetta, joille hankittiin verrokkikodit
(samanikaisia, samanlainen runkorakenne ja ilmanvaihto). Kaikissa kahdeksassa kodissa kerattiin
ylapolynaytteet (yldpintojen imurointi), bakteeri- ja sienialustoille laskeumamaljanaytteet (1 h) seka
laskeutuneen polyn naytteet kerdyslaatikkoon (8 vkoa). Laskeumamaljandytteitd kasvatettiin viisi
viikkoa, minka jalkeen kasvaneet pesakkeet kerattiin etanoliin ja pakastettiin odottamaan
jatkoanalyyseja. Kohteiden asukkaille toimitettiin terveyskyselyt, heille tehtiin HOTES-tutkimuksen
mukaiset terveystutkimukset sekda kohteissa tehtiin rakennustekninen tutkimus. Ylapolynaytteista
analysoitiin toksiinipitoisuudet Itdvallassa sekd mikrobiologiset maaritykset tehtiin YMIK:ssa. (Liite 3.
Terveyskyselyn tulokset vaihe 2)

Kaikki naytteet koodattiin, uutettiin etanoliin, uutos haihdutettiin kuiviin, punnittiin, liuotettiin
metanoliin, jaettiin osiin ja toimitettiin eri ryhmille analysoitavaksi (Liite 4. Naytteenkasittely vaihe
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2). Toisen vaiheen ndytteet analysoitiin laajalla menetelmavalikoimalla kdyttden sian siittididen,
hiiren makrofagien, ihmisen keuhkoepiteelisolujen ja ihmisen makrofagien lisaksi myos bakteereita
tutkimukseen mukaan tulleen Esa-Matti Liliuksen tutkimusryhman (Turun Yliopisto) liityttyd mukaan
hankkeeseen.

Tulosten perusteella erilaisten toksisuutta ja tulehdusvasteen kdynnistymista mittaavat menetelmat
korreloivat hyvin keskenaan, mutta toksisuuden mittaaminen tutkituista naytetyypeista (ylapoly,
laskeumamaljat) ei kuvannut talon vauriotilannetta hyvin. Ylapolynaytteiden perusteella lupaavin
kdytetyista analyysimenetelmista oli bakteeritesti, mutta kaikki testit luokittelivat sekd vaurio- etta
vertailukohteita vaarin. Laskeumamaljandytteiden osalta rinnakkaisten maljojen vaihtelu oli niin
suurta, ettei tulosten perusteella pystytty erottelemaan vauriokohteita vertailukohteista. (Liite 5.
Tulokset vaihe 2)

Vaihe 3
Tutkimus 1

Analyysimenetelmien vertailtavuutta ja erottelukykya testattiin kuudella puhdasviljelmasta tehdylla
uutoksella, joista viisi oli peraisin sisdilmakohteesta eristetysta toksisesta mikrobikannasta ja yksi ei
toksisesta vertailukannasta. Mykotoksiineja tuottavat kannat eristettiin viljelemalla laskeumamaljat
tai laskeutunutta polya mallasuuteagarilla 4-5 viikkoa kiinniteipattuna ja ilman antibiootteja
huoneenlammdssa. Maljoilla kasvavista erillispesdkkeista seulottiin  mykotoksiineja tuottavat
pesdkkeet kuumentamalla kerattya biomassaa etanolissa ja testaamalla suspension toksisuus
siittiésoluja ja munuaissoluja kohdesoluina kadyttaen. Toksisuustesteissa positiiviset kannat viljeltiin
puhtaiksi ja tunnistettiin DNA —sekvenssin, morfologisten ja kasvuominaisuuksiensa perusteella.
Mykotoksiinien tunnistamiseksi kantojen puhdasviljelmistda tehdyt uutteet fraktioitiin kayttamalla
nestekromatografiaa. Toksiset fraktiot osoitettiin toksisuustestien avulla ja niiden mykotoksiinit
tunnistettiin massaspektrometrilld.  Lopuksi uutteet analysoitiin kaikilla TOXTEST projektissa
kaytetyilla toksisuustesteilla.

Tulosten perusteella useimmat kaytetyista toksisuutta mittaavista menetelmistd erottivat yhden ei
toksisesta vertailukannasta tehdyn uutoksen viidesta sisdgilmaongelmakohteista eristetysta toksisesta
mikrobikannasta tehdyistd uutoksista. Tulehdusvasteita aiheutti vain muutama tutkituista naytteista.
Vertailukannasta tehty uutos oli vadhiten toksinen ldhes kaikilla menetelmilld mitattuna. (Liite 6.
Tulokset vaihe 3 Tutkimus 1)

Tutkimus 2

Kolmannen vaiheen kohteiden valintaa varten tehtiin kevaalla 2012 terveyskysely 31 vaurio- ja 17
vertailukohteessa. Tutkimukseen esivalittiin kohteet terveyskyselyn perusteella. Laajassa kyselyssa
kysyttiin erilaisten oireiden ja sairauksien laatua ja esiintyvyyttd sekd kartoitettiin vastaajien
kasitysta omasta vyleisestd terveydentilastaan. Kullekin vastaajalle laskettiin useita erilaisia
summamuuttujia (“score”) oireiden ja sairauksien esiintyvyyden perusteella. Summamuuttujan arvo
oli sitd suurempi, mitd enemman vastaajalla oli erilaisia oireita ja mitd useammin niitd esiintyi.
Tapauskohteiksi  valittiin  koteja, joissa oiresummamuuttujat saivat suurimmat arvot.
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Vertailukohteiksi valittiin niitd, joissa arvot olivat mahdollisimman alhaiset. Kaikkiaan 12
tapausrakennusta ja 10 vertailurakennusta valittiin jatkotutkimuksiin.

Tapaus- ja vertailukohteiden valinnalla pyrittiin muodostamaan mahdollisimman selvasti toisistaan
poikkeavat ryhmat, mika onnistui hyvin, silla tapauskohteiden asukkaat karsivat tilastollisesti
merkitsevasti  huomattavasti enemman  kaikista  kysytyistd  oireista, mm. erilaisista
hengitystieoireista, silma- ja iho-ongelmista, sekd yleisoireista. Lisdksi tapauskohteiden asukkaat
sairastivat keskimaarin selvdsti enemman kuin vertailukohteiden asukkaat. Tapauskohteissa asuvien
oireiden koettiin liittyvan kodissa oleskeluun, kun taas vertailukohteiden asukkaat eivat yhdistaneet
oireitaan kotiin lainkaan. Ainoastaan “Muut oireet” -osan (esim. hiustenldahto, kuukautishairiot,
oppimisvaikeudet) oireiden esiintyvyydessa ei ollut merkitsevid eroja tapauskohteiden ja
vertailukohteiden asukkaiden valilla. Erot tapauksien ja verrokkien vililla olivat lahes yhta selvat
riippumatta siitd, vertailtiinko muuttujia tapauksien ja verrokkien saamien summamuuttujien
keskiarvon vai perhekohtaisten maksimiarvojen perusteella (Liite 7. Terveyskyselyn tulokset vaihe 3
Tutkimus 2).

Yhdeksdssd kahdestatoista tapauskohteesta ja kaikissa vertailukohteissa on lisdksi tehty
kosteusvauriokuntoarvio. Kaikissa tapauskohteissa ei kosteusvauriokuntoarviota ehditty tehds,
koska kohteessa alkoi vaurioiden remontointi. Tutkimuskohteissa tehdyt kosteusvauriokuntoarviot
vahvistivat asukkaiden raportoimat havainnot kosteusvaurioista, silla ldhes kaikissa
tapausrakennuksissa oli selvid kosteusvaurioita ja homeen hajua, kun taas vertailurakennusten
vauriot olivat korkeintaan lievia.

Kohteista kerattiin pyyhintandytteet (kolme naytettd/asunto) pyyhkimélld asuntojen yldpinnoilla
olevaa ns. vanhaa polya lasisauvan ymparille kiinnitetylla esipestyllda mikrokuituliinalla. Tama nayte
edustaa siis polyd, joka on kertynyt pinnoille tuntemattoman ajan. Lisdksi kohteista keréttiin
laskeutuneen polyn nayte kerdyslaatikkoon (kaksi naytettd/asunto). (Liite 8. Naytekoodit vaihe 3
Tutkimus 2). Laatikkopolylld tarkoitetaan polynaytteitd, joissa samankokoisiin ja samaa materiaalia
oleviin laatikoihin annettiin laskeutua pélya 8 viikon ajan. Nain ollen laatikkopélyndytteet olivat aina
uutta, samanlaiselle alustalle tunnetun ajan kerattya polya. Nayte kerattiin laatikosta imemalla poly
suodattimelle. Laatikon pintamateriaalin ja suodattimen toksisuus oli testattu altistamalla hiiren
makrofageja materiaaleista tehdyille uutoksille erillisessa esikokeessa.

Pyyhintandytteet ja suodattimelle imuroidut laatikkondytteet uutettiin metanoliin, haihdutettiin
kuiviin, liuotettiin maarattyyn pitoisuuteen (pyyhintandytteet; ndytteen ominaistoksisuuden mittaus)
tai maarattyyn tilavuuteen (laatikkonaytteet; naytteen kokonaistoksisuuden mittaus), jaettiin osiin ja
lahetettiin eri ryhmille analysoitavaksi. Kolmannessa vaiheessa toksikologisten menetelmien maaraa
karsittiin rajaamalla sekd eri toksisuustestien ettd erilaisten mitattavien vasteiden maaraa.
Kolmanteen vaiheeseen valituista kohteista analysoitiin kahdenlaisia naytteita: keratyt
pyyhintdanadytteet ns. vanhasta ylapolysta tutkittiin vain sian siittioita ja bakteereita altistamalla ja
laatikkopolynayte siittio- ja bakteeritestin lisdksi hiiren ja ihmisen makrofageja altistamalla. (Liite 8
Naytteenkasittely vaihe 3 Tutkimus 2)

Varsinaisista vaurio- ja vertailukohteista kerattyja polyndytteita testatessa mikaan toksisuustesti ei
erottanut tapaus- ja vertailukohteita toisistaan kummallakaan kaytetylla naytteenottomenetelmalla
(Taulukko 2). Laatikkopoélyndytteet osoittivat, ettd tapauskohteissa oli merkittavasti vahemman
polya verrattuna vertailukohteisiin. Ryhmatasolla analysoituna tapauskohteista keratyt
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laatikkopolynaytteet aiheuttivat véhemman toksisuutta ja tulehdusvalittdjdainetuotantoa, minka
selittdnee vauriokohteiden pienempi pdlyn maara, silla laatikkopolynaytteiden tulokset korreloivat
seka keratyn polymaardn ettd uutoksen maaran kanssa. Toksisuusanalyyseistad parhaiten korreloivat
keskenaan HY:n siittiotesti, ISY:n hiiren makrofageilla tehty MTT-testi ja TTL:n ihmisen monosyyteilla
tehdyt analyysit (tulehdusvalittdjdaineet ja LDH). (Liite 10. Tulokset, vaihe 3 Tutkimus 2 TTL
yhteenveto)

Tuloksia voidaan tarkastella myds rakennuskohtaisesti, laskemalla toksisten naytteiden maaran
kustakin rakennuksesta; esimerkiksi yhdessa tapauskohteessa kaikki siittidtestilla analysoidut viisi
ndytetta olivat toksisia. Tallakdaan lahestymistavalla spesifisyys ei kuitenkaan riittanyt luotettavasti
erottelemaan ongelmarakennuksia vertailukohteista (Liitteet 11-12. Tulokset vaihe 3 Tutkimus 2
HY/TY).

Taulukko 2. Kolmannen vaiheen sokkoutettujen tulosten perusteella positiivisiin ja negatiivisiin
naytteisiin jaettujen tulosten sensitiivisyys eli herkkyys (oikeiden positiivisten osuus analysoiduista
tapauskohteista) ja spesifisyys eli kyky erottaa vertailukohteet (oikeiden negatiivisten osuus
analysoiduista vertailukohteista). N = ndytteiden maara.

Pyyhintanaytteet % (N) Laatikkonaytteet % (N)
Menetelma Sensitiivisyys | Spesifisyys Sensitiivisyys | Spesifisyys
Sten Sttdt 78 (23) 27 (33) 23 (22) 55 (20)
ESSTETLZ'L'? ool 28 (36)* 59 (37)* 24 (24) 62 (21)
colavonvaure | : 200 |2
:S Ir:;jeuns T}T_lfrlogigg"[anto) ) ) 17 (24) 71(21)
‘!2131?1?5 T?ISrFO;at?lg’tanto) ] ) 13 (24) 62 (21)
wlehi (1.6 totnio) | : 20 240
mitokonrion ormirta | : B 8
Cien aklafy, - ey (e
tll'llllerﬁgur:?!l({\?l];?‘lczotanto) ] i 11 (19) 29 (14)

*) usealla eri laimennoksella tehdyn bakteeritestin tulkinta on tehty lilan suuresta
naytevakevyydesta
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Pohdinta ja johtopaddtokset

Tutkimus osoitti, ettda toksikologinen mittaus polystd tai laskeumamaljojen pesadkkeiden
yhteiskasvatuksesta tehdystd uutoksesta ei pysty erottelemaan oireilevia tapauskohteita lahes
oireettomista vertailukohteista. Toksikologisilla analyysimenetelmilld saadut tulokset korreloivat
hyvin keskendan ja toksisuustestit vaikuttavat toimivan sitd paremmin, mitd puhtaammista
naytteistd on kysymys. Yksittdisten toksiinien testaaminen ei kuitenkaan ole riittavaa haitallisuuden
kriteeriksi, sillda huonepdlyn alhaiset toksiinipitoisuudet viittaavat siihen, ettd kyseessa on useiden eri
altisteiden yhteisvaikutus.

Yldpolyndytteen suurin ongelma oli se, ettd poly oli kertynyt pinnoille maarittelemattoman ajan,
toisissa kohteissa poly voi olla hyvinkin vanhaa ja toisissa varsin tuoretta. Lisaksi erityisesti ns. vanha
poly sisaltdd toksisuutta aiheuttavia tekijoitd useista tavanomaisista lahteistd, kuten pesuaineet,
ulkoilma ja polttoperaiset hiukkaset, joten asuntojen erilaiset pintamateriaalit sekd puhdistuksessa
kaytetyt kemialliset aineet voivat vaikuttaa polyn toksisiin ominaisuuksiin. Laskeumamaljandytteet
eivat kuvanneet tilannetta kohteissa luotettavasti, silld rinnakkaisten maljojen toksisuudessa oli
merkittdvia eroja seka valittu kasvualusta suosii tiettyja mikrobeja. Pyyhintdndytteiden kerdaminen
olisi teknisesti toteutettavissa helposti ja nopeasti, mutta ndytteen maara jaa pieneksi ja ylapolyn
tapaan my0s tdman nadytetyypin ongelmaksi muodostuu vaihtelu polyn ian ja kerdysalustan suhteen.
Laatikkopo6lyndytteessa tidta ongelmaa ei ole, mutta kerdytyneen pdlyn massan havaittiin
vaikuttavan toksisuustestin lopputulokseen enemman kuin polyn laadun, jolloin naytteen kasittelyyn
tulisi lisata usea valivaihe massaperusteisen vertailun tekemiseksi. Ndin ollen tulosten perusteella
ominaistoksisuuden lisdksi on tarkedda huomioida myds massaan suhteutettu kokonaisaltistumisen
maara.

Tulosten perusteella poélyndytteet soveltuvat huonosti toksikologisiin analyyseihin, joten
naytteenottomenetelmia tulisi kehittdd nimenomaan toksikologisia testeja silmalldpitden. Naytteen
aktiivinen kerdadminen esimerkiksi suoraan ilmasta voisi olla pélyndytettd suositeltavampi
naytteenkerdystapa, jos kertyneiden hiukkasten mé&ard otetaan analyysissé huomioon. Seka
ilmanaytteen ettd laskeutuneen polyn keraamisessa ongelmaksi voi muodostua riittdavan, edustavan
ja toistettavan naytteen kerdadaminen. On tarkeda ottaa huomioon, ettd ns. yleistd toksisuutta
mittaavat menetelmat mittaavat aina kaikkien toksisuutta aiheuttavien tekijoiden yhteisvaikutusta,
joten esimerkiksi polyn sisaltamat kemikaalit voivat vaikuttaa merkittavasti testin tulokseen.

Toksisuustesteistd edullisimmat ja nopeimmat ovat siittidtesti ja E. coli —testi, mika puoltaisi ndiden
menetelmien sopivuutta kenttakayttéon. Saatujen tulosten perusteella kuitenkaan mikaan
kaytetyista toksisuuden testausmenetelmistda ei sokkoutetuissa kokeissa pystynyt luotettavasti
erottelemaan tapauskohteita vertailukohteista, eika toksisuus korreloinut positiivisesti kohteessa
havaittujen kosteusvaurioiden ja asukkaiden kokemien terveyshaittojen kanssa. Nain ollen niita ei
voida kadyttaa kosteusvauriokohteiden korjaustarpeiden priorisoinnin perusteena eika terveyshaitan
arvioinnissa ainakaan tdssa tutkimuksessa kaytetyilla |dhestymistavoilla. Rakennusten vertailu
useamman naytteen tuloksen perusteella paransi jossain maadrin, mutta ei ratkaisevasti
mittausmenetelmien erottelukykya.
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Projektissa tuotetun tiedon perusteella on kuitenkin voitu sulkea pois jo useita eri naytetyyppeja,
sekd todeta toksisuusmenetelmien korreloivan keskendan verrattain hyvin, joten naitd tietoja
voidaan hyddyntdaa mahdollisissa jatkohankkeissa, joiden tavoitteena on kehittdad yksi tai useampi
kenttakdyttoon soveltuva toksisuustesti. On kuitenkin huomioitava, ettd huonepdlyn toksisuus ei
valttamatta ole selittava tekija kosteusvaurio-oireilussa.

Taulukko 3. Yhteenveto keskeisistd tuloksista hankkeen eri vaiheissa.

Vaihe | Selvitetty asia Keskeinen tulos

Pitkaaikainen sailytys voi vaikuttaa tuloksiin

1 - Naytteiden sailytys
Toimiva uuttoprotokolla

- Naytteenkasittely

Hyva korrelaatio THL, HY ja TY kesken

Hyva korrelaatio THL ja TTL kesken

Toksisuus erottelee selvemmin kohteet

Ei kuvaa kohteen tilannetta hyvin

— polyn historia, puhdistusaineet, pintamateriaalit

- Laskeumamaljanaytteet » Eikuvaa kohteen tilannetta luotettavasti

— vaihtelu suurta maljojen valillda samassa kohteessa,
kasvatus suosii joitakin mikrobeja

- Toksisuus-menetelmat
- Tulehdus-menetelmat
- Toksisuus vs. tulehdus
2 - Ylapolynaytteet

VVVV| VYV

-Toksisuusmenetelmat » Hyva korrelaatio THL, HY ja TTL kesken

-Pyyhintanaytteet > Ei erottele kohteita hyvin, polyn maara véhainen
3 erityisesti vauriokohteissa

-Laatikkonaytteet > Ei erottele kohteita hyvin,

tulos korreloi vahvasti polyn maaran kanssa
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TOXTEST vaihe 1
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

YLAPOLYNAYTTEET
YLAPOYNAYTTEIDEN OTTO

1. Polynaytteenottoa varten minigrip-pussissa on nadytteenkerdys-sukka ja pussinsulkija seka
muovipussi polypussille. Pida pussit kiinni ennen kerdystda ja koskettakaa ndytesukkia
mahdollisimman vahan. Lisdksi mukana on kuvasarja naytteenotosta ja rekisterdintilomake
polynkeraysta varten.

2. Ylapolyndytettd on tarkoitus imuroida yhteensa n. 700 mg. Tama tarkoittaa esimerkiksi
kolme sukkaa noin puolillaan.

3. Laittakaa naytteenotto-sukka imurinne putken sisddn ja teipatkaa se kiinni.

4. Nayte tulee imuroida kovilta vaakapinnoilta, joille polyd on laskeutunut. Naytettd voidaan
imuroida esimerkiksi ovien ja ikkunoiden listojen paalta, kirjahyllyn yms. hyllyjen/tasojen
paalta, taulujen raameista jne- .

5. Eritelkda rekisterdintilomakkeeseen, mistd kaikkialta ndyte on imuroitu, miten suurelta
pinta-alalta ndyte on otettu (nelimetreissa) ja kuinka kauan naytteitad on imuroitu.

YLAPOLYNAYTTEIDEN KASITTELY

1. Kaikki lasitavara, jota kaytetdan, tulee olla happopestyd (huuhdeltu MilliQ-vedelld) ja
kuumennettu 350 °C:ssa yon yli tai 10-12 h. Lusikat ja sihti tulee olla autoklavoituja.
Naytteen homogenisointi tehddan esikasittelylaboratorion (h.2119) vetokaapissa ja punnitus
huoneen analyysivaa’alla (Metler Toledo).

2. Naytteita kasiteltdessa kaytetdaan suojavaatteita: takkia, hihansuojuksia, myssya, hengitys-
suojainta ja kasineitd. Lisdksi noudatetaan hometutkimuslaboratoriossa tapahtuvaa
toimintaa ja suojautumista koskevaa ohjetta (YMIK TO2).

3. Naytteen homogenisointi: Ylapolynayte (YP) siirretdan sukasta suppilon ja spaattelin tms.
avulla  ohueen  koe-putkeen johon on  Kkiinnitetty  ndytetunnuksella  seka
homogenisointipaivamaaralld varustettu tarralappu. Mattonayte (MPOH) homogenisoidaan
sihtaamalla se steriloidun sihdin ldapi merkattuun kimax-putkeen. Kimax-putkeen asetetaan
suppilo, jonka paélle asetetaan edelleen sihti. Poly siirretdan lusikan avulla sukasta sihtiin,
jossa sita “pyoritelladn” siten, ettd polyn hienoaines sihtautuu putkeen. Suppiloon jaava poly
rapsutetaan  putkeen silmukkasauvan tms. avulla. Naytetunnus, naytetyyppi,
homogenisointipdiva seka nimikirjaimet merkitaan kyseisen tutkimuksen tiedostoon.

4. Vilineet (atulat, lusikat, suppilo jne.) vaihdetaan puhtaisiin ja vetokaappi puhdistetaan
huolellisesti 70 % (t/t) etanolilla eri polytyyppien kasittelyn valissa. Esikasittelyssa kaytetyt
tarvikkeet huuhdellaan runsaalla vedella ja viedaan valinehuoltoon pesua varten.

5. Naytteen vakiointi: Homogenisoinnin jalkeen putket vieddaan vakioitumaan vahintdaan
kahdeksi vuorokaudeksi kylmahuoneeseen 2126 eksikaattoriin (putket auki). Huolehdi etta
eksikaattorissa oleva silikageeli on toimivaa. Tarvittaessa silikageeli kuivatetaan
lampokaapissa kayttokuntoiseksi.

6. Naytteen pakastus: Kaikki ndytteet pakastetaan niille varattuun laatikkoon
pakkashuoneeseen (-20 °C).



TOXTEST vaihe 1
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

YLAPOLYNAYTTEIDEN UUTTO

Kdytetddn vain puhtaita lasiastioita, ei muovia!

w 0 N O U b~ W

Laskeutuneen polyn naytteet sdilytetddn ennen naytteenkasittelya -20°C. Naytteet tulevat
naytteenkasittelyyn koodattuna, tutkimukset tehdaan sokkona. Anne Hyvdrinen vastaa
naytteiden koodauksesta (TOXT juokseva numerointi)

Polya punnitaan korkillisiin 50 ml lasiputkiin 0,5 g polya /putki. Punnitus suoritetaan THL:ss3
YMIK:n vaakaa kdytden, taman jalkeen naytteet siirretddn putkissa MRH:n labraan UEF:n
tiloihin.

Lisatdan 25 ml etanolia / putki

Putket lammitetdan +50 C 10 min.

Putket laitetaan sonikaattoriin +20 C 30 min.

Saman naytteen erat yhdistetdan isoon dekkaan.

Haihdutetaan pieneen n. 10 ml tilavuuteen +50°C lampodlevylla vetokaapissa.

Polysuspensio siirretadn 15 ml lasiputkeen ja sentrifugoidaan 2000 rpm 20 min ilman jarrua.

Neste siirretdan taarattuun pieneen dekkaan. Sakka jatetdan putken pohjalle, pakastus -20
C.

. Haihdutetaan loppuun + 50 C |lampdlevyllad vetokaapissa.
11.
12.
13.

Punnitaan (UEF vaaka)
Lisatdan metanolia niin etta pitoisuus 10 mg/ml, jaetaan eriin (1-2 ml).

Sailytys pimedssa -20°C, lahetetdan jaissa TTL ja HY.



TOXTEST vaihe 1
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

LASKEUMAMALJANAYTTEET

LASKEUMAMALJANAYTTEIDEN KERAYS

Ennen ylapolynaytteen ottamista asetetaan kuusi sienimaljaa ja kuusi bakteerimaljaa
huoneeseen, jossa on selkein ja pahin vaurio.

Merkitse sieni- ja bakteerimaljat kummatkin tarroilla 1A, 1B, 2A, 2B, 3A ja 3B ja
kohdetunnuksella.

Mikali asunnossa ei ole selkeda vauriohuonetta, asettakaa maljat olohuoneeseen.

Maljat asetetaan huoneeseen kolmeen eri kohtaan niin, ettd vierekkdin on aina kaksi
sienimaljaa ja kaksi bakteerimaljaa. Maljat asetetaan hyllyjen ja pdytien paalle. Mikali
huoneessa on selked vauriokohta, pyri asettamaan vyksi maljaerd (2 sieni- ja 2
bakteerimaljaa) vaurion lahettyville.

Kannet avataan ja kansi laitetaan maljan viereen alassuin.

Maljoja pidetdaan auki tasan tunti, minka jalkeen maljat suljetaan leveallda maalarinteipilla
niin, etta maljan kannen ja pohjan valiin ei jaa mitaan rakoa.

Rekisterointiiomakkeeseen merkitddn naytteenottokohdat, -aika- ja paivamaara ja
mahdollisen vauriokohdan sijainti.

LASKEUMAMALJANAYTTEIDEN KASITTELY

1.

Kerdatyt maljat vieddan laboratorioon, vetokaappiin/inkubaatiokaappiin (sienimaljat
sienikaappiin ja bakteerimaljat bakteerikaappiin) , annetaan kasvaa 5 viikkoa. Maljoja voi
tuona aikana tarkastella kannen lapi, mutta teippia ei saa raottaa eika kantta avata.

Viiden viikon inkubaation jdlkeen tehdadn biomassan kerdys. Sieni- ja bakteerimaljat
kasitelladn aina ominaan ja niitd vastaavat suspensiot merkitddn MA ja TSA. A-maljat
kerdtdan myos erillisind ja merkitdan tunnuksilla A1, A2, A3. B-maljat (eli B1, B2 ja B3)
yhdistetdadn yhdeksi suspensioksi ja merkitddan B1-3. Kaikkiin suspensioihin merkitdadn
luonnollisesti kohdetunnus.

Biomassan kerdys tehdddn vetokaapissa/laminaarivirtauskaapissa: yksi malja avataan (
aloitetaan maljasta Al) ja kdsitellddn ennen seuraavan avaamista. Malja peitetddn ensin
etanolilla (Etax A, Altia, Rajamaki) ja annetaan olla 5 min etanolin peitossa. Biomassa
kaavitaan maljalta puhtaaseen pieneen lasiseen dekanterilasiin/korkilliseen lasipurkkiin,
jossa on jo valmiiksi etanolia ja joka on merkitty ndytetta vastaavilla koodeilla. Kaapimiseen
voi kayttaa objektilasia ja apuna lasisauvaa (I tai kolmio) tai toista objektilasia. Jos kasvusto
on tiukasti kiinni agarissa, mukaan voi kaapia myos agaria. Kaikki biomassa irrotetaan
objektilasista nestepinnan alla, jotta oma altistuminen minimoituu. Tarvittaessa lisatdaan
etanolia. Kaiken biomassan pitdd olla upoksissa etanoliin. Merkitse etanolin maara ylos,
koska nollahaihdutus tulee tehda samasta maarasta etanolista. Kaavittu malja laitetaan
paperiseen autoklaavipussiin.

Ty6vaiheen paattyessa pestdan kadet vedella ja saippualla.
Toistetaan sama maljoille A2, A3 ja B1-B3

Jadnnosmaljat (= joista biomassat on kaavittu pois) suljetaan Biohazard autoklaavipussiin
(paperipussi), suljetaan pussi niittaamalla ja toimitetaan autoklavoitavaksi.

Myods nollamaljat (jotka olleet mittauskohteessa avaamattomina) tarkastetaan, ja jos niilla
on merkittavaa kasvustoa, vastaavat naytemaljat hylataan.



TOXTEST vaihe 1
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

LASKEUMAMALJANAYTTEIDEN UUTTO
Kdytetddn vain puhtaita lasiastioita, ei muovia!

1. Laskeumamaljoilta kerdtty biomassa-etanolisuspensio sdilytetdaan tiiviisti suljetuissa
lasiastioissa -20°C. Naytteet tulevat ndytteenkdsittelyyn koodattuna, tutkimukset tehdaan
sokkona. Anne Hyvéarinen/Martin Taubel THL/YMIK vastaa naytteiden koodauksesta (TOXT
juokseva numerointi)

2. Biomassa-etanolisuspensiota lammitetdaan korkillisissa lasiastioissa lampdblokilla +50°C 2 h.
Aika lasketaan siitd hetkestd, kun |[ampdtila on uudestaan saavutettu ndyteastioiden laiton
jalkeen.

3. Suspensio siirretddan 15 ml lasiputkiin fuugauksen ajaksi, astian reunoja huuhdellaan
sisallolla, lopuksi vield 1-2 ml etanolilla. Tarvittaessa jaetaan usean putkeen. Putket
sentrifugoidaan 2000 rpm (~700xg) 20 min ilman jarrua.

4. Kirkas neste siirretdan taarattuun pieneen lasidekkaan. Mahdolliset saman naytteen eri erat
yhdistetddn yhteen astiaan, haihdutetaan kuiviin lampéblokilla +50°C vetokaapissa (yon yli
jatettaessa lampotila +30°C).

5. Biomassa jatetadn putken pohjalle, pakastus -20°C.

6. Kun dekka on kuiva, lisdtddn etanolia noin 2-3 ml niin ettd dekan pohja ja vdahan reunoja
peittyy. Kuumennetaan +50°C lampolevylld, pyoritetdan liuotinta lasipipetilld dekan reunoja
pitkin jotta sisdseindmat puhdistuvat.

7. Kun dekka on vihdoin kuiva, punnitaan se.

8. Lisataan metanolia niin ettd liuenneen aineen pitoisuus 10 mg/ml, jaetaan eriin (300-500 pl/
lasiampulli varustettuna kierretulpalla (teflontiiviste), korkit + parafilmit).

9. Dekka punnitaan vield tyhjand, katsotaan paljon ainesta on jaanyt dekkaan ja korjataan
ilmoitettu pitoisuus.

10. Sailytys pimedssa -20°C, lahetetaan jaissa TTL, TY ja HY.
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Tulokset

Siittiotestit, Mirja Salkinoja-Salonen

o Siittidtesti on toistettu kolme kertaa, kolmen eri karjun siitti6illa

o Liikettd on arvioitu 1 ja 3 vrk altistuksen jalkeen. Lisdksi on maaritetty mitokondrion
depolarisaatio ja plasma membraanin vaurioituminen.

e Saadut tulokset erottelivat ndytteet toisistaan, mutta suuria eroja ei I6ytynyt ts.
kovin toksisia naytteet eivat olleet.

e Toksisuusjarjestys naiden kokeiden perusteella TOXT1>TOXT2>TOXT4>TOXT3

RAW-soluilla tehdyt kokeet, Piia Markkanen

e RAW264.7 soluilla tehdyt kokeet on toistettu kolme kertaa dublikaatteina kayttaen
kolmea annosta ja 24 h aikapistetta

e Solutoksisuutta on mitattu kuudella eri menetelmalla ja tulehdusvastetta on
maaritetty kolmea parametria mittaamalla.

e Saadut tulokset erottelivat naytteet toisistaan selvasti. Eri menetelmilla saadut
tulokset korreloivat hyvin keskendan seka myds Mirjan ryhman tulosten kanssa.

e Toksisuusjarjestys naiden kokeiden perusteella oli sama kuin Mirjan ryhmallakin eli
TOXT1>TOXT2>TOXT4>TOXT3

Naytteiden kerdys ja kohdetiedot, Anne Hyvarinen

e Naytekoodi purettiin ja selvisi etta vauriokohteita olivat TOXT3 seka TOXT4 ja
terveita taloja ns. vertailukohteita olivat TOXT1 sekd TOXT2. Néin ollen terveista
kohteista otetut naytteet antoivat suuremman toksisen vasteen kuin mita
vauriokohteet.

ToxTest siittioilla

Helsingin Yliopisto, Maria Andersson, Raimo Mikkola & Mirja Salkinoja-Salonen 20110201

EC50 ug/ml
Sperm motility inhibition
1d 3d Depolarisation of Damage to plasma
mitokondria membrane

Dust
1 50 25 25 100-50
2 50 25 25 100
3 >100 100 >100 >100
4 100 100-50 100 >100
triclosan 2.5 1 1 5




TOXTEST vaihe 1

Tulokset
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Taulukko 1. Koetut oireet paivittain, viikoittain ja harvemmin viimeisten 12 kuukauden aikana

Oire Haitan tiheys Vaurio, N=10 Vertailu, N=12 p-arvo
n (%) n (%)

Nenan Paivittain 4 (40,0) 0 (0,0)
tukkoisuus Viikoittain. 1 (10,0) 3 (25,0) 0,08

Harvemmin 5 (50,0) 9 (75,0) (0,05)
Nuha Paivittain 3(30,0) 0 (0,0)

Viikoittain 1 (10,0) 2 (18,2)

Harvemmin 6 (60,0) 9 (81,8) 0,27
Kuiva tai kipea Paivittain 2(22,2) 0 (0,0)
kurkku Viikoittain 1(11,1) 1(9,1)

Harvemmin 6 (66,7) 10 (90,9) 0,42
Aanen kaheys Paivittain 2 (20,0) 0 (0,0)

Viikoittain 1 (10,0) 2 (18,2)

Harvemmin 7 (70,0) 9 (81,8) 0,48
Nenaverenvuoto | Paivittain 0 0

Viikoittain 1 (10,0) 0

Harvemmin 9 (90,0) 11 (100,0) 0,48
Kuiva yska Paivittain 2(22,2) 1(9,1)

Viikoittain 3(33,3) 1(9,1)

Harvemmin 4 (44,4) 9 (81,8) 0,28
Limainen yska Paivittain 3 (30,0) 0

Viikoittain 1 (10,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Vinkuva yska Paivittain 1 (10,0) 0

Viikoittain 2 (20,0) 0

Harvemmin 7 (70,0) 11 (100,0) 0,09
Yoyska Paivittain 2(22,2) 1(9,1)

Viikoittain 3(33,3) 1(9,1)

Harvemmin 4 (44,4) 9 (81,8) 0,28
Hengenahdistus | Paivittain 2 (20,0) 0

Viikoittain 2 (20,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Hengityksen Paivittain 2 (20,0) 0
vinkuna Viikoittain 2 (20,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Silmé&oireet Paivittain 2 (20,0) 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 8 (80,0) 11 (100,0) 0,21
Kuume yli 37,5 Paivittain 0 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 9 (100,0) 11 (100,0)

Fisher’s Exact test (Pearson Chi-square)




Taulukko 1 jatkuu. Koetut oireet paivittain, viikoittain ja harvemmin viimeisten 12 kuukauden

aikana
Oire Haitan tiheys Vaurio, N=10 Vertailu, N=12 p-arvo
n (%) n (%)

Virtsatievaivoja Paivittain 0 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 9 (100,0) 11 (100,0)
Lihaskipuja Paivittain 1(11,1) 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 8 (88,9) 11 (100,0) 0,45
Nivelkipuja / Paivittain 2 (20,0) 0
-turvotusta Viikoittain 1 (10,0) 0

Harvemmin 7 (70,0) 11 (100,0) 0,09
Selkakipuja Paivittain 0 0

Viikoittain 2 (20,0) 2 (20,0)

Harvemmin 8 (80,0) 8 (80,0) 1,00
Vatsaoireita Paivittain 0 0

Viikoittain 2 (20,0 0

Harvemmin 8 (80,0) 11 (100,0) 0,21
Iho-oireita Paivittain 0 1 (10,0)

Viikoittain 1 (10,0) 1(10,0)

Harvemmin 9 (90,0) 8 (80,0) 1,00
Vasymysta Paivittain 2 (20,0) 1(9,1)

Viikoittain 3(30,0) 3 (27,3)

Harvemmin 5 (50,0) 7 (63,6) 0,84
Paansarkya Paivittain 0 0

Viikoittain 4 (40,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Keskittymisvai- Paivittain 0 0
keuksia Viikoittain 2 (20,0) 2 (18,2)

Harvemmin 8 (80,0) 9(81,8) 1,00
Univaikeuksia Paivittain 1 (10,0) 0

Viikoittain 3 (30,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035

Fisher’s Exact test (Pearson Chi-Square)




Taulukko 2. Koetut oireet paivittain, viikoittain ja harvemmin viimeisten 3 kuukauden aikana

Oire Haitan tiheys Vaurio, N=10 Vertailu, N=12 p-arvo
n (%) n (%)

Nenan Paivittain 4 (40,0) 0
tukkoisuus Viikoittain 1 (10,0) 1(9,1)

Harvemmin 5 (50,0) 10 (90,9) 0,044
Nuha Paivittain 3 (30,0) 0

Viikoittain 1 (10,0) 1(9,1)

Harvemmin 6 (60,0) 10 (90,9) 0,15
Kuiva tai kipea Paivittain 1(11,1) 0
kurkku Viikoittain 2 (22,2) 1(9,1)

Harvemmin 6 (66,7) 10 (90,9) 0,36
Aanen kaheys Paivittain 2 (20,0) 0

Viikoittain 1 (10,0) 1(9,1)

Harvemmin 7 (70,0) 10 (90,9) 0,45
Nenaverenvuoto | Paivittain 0 0

Viikoittain 1 (10,0) 0

Harvemmin 9 (90,0) 11 (100,0) 0,48
Kuiva yska Paivittain 2 (20,0) 0

Viikoittain 2 (20,0) 2 (18,2)

Harvemmin 6 (60,0) 9(81,8) 0,41
Limainen yska Paivittain 1 (10,0) 0

Viikoittain 3(30,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Vinkuva yska Paivittain 1(11,1) 0

Viikoittain 1(11,1) 0

Harvemmin 7 (77,8) 11 (100,0) 0,19
Yoyska Paivittain 2(22,2) 1(9,1)

Viikoittain 3(33,3) 1(9,1)

Harvemmin 4 (44,4) 9 (81,8) 0,28
Hengenahdistus | Paivittain 3 (30,0) 0

Viikoittain 1 (10,0) 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Hengityksen Paivittain 1 (10,0) 0
vinkuna Viikoittain 3 (30,0 0

Harvemmin 6 (60,0) 11 (100,0) 0,035
Silmé&oireet Paivittain 2 (20,0) 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 8 (80,0) 11 (100,0) 0,21
Kuume yli 37,5 Paivittain 0 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 9 (100,0) 11 (100,0)

Fisher’s Exact test (Pearson Chi-Square)




Taulukko 2 jatkuu.
aikana

Koetut oireet paivittain, viikoittain ja harvemmin viimeisten 3 kuukauden

Oire Haitan tiheys Vaurio, N=10 Vertailu, N=12 p-arvo
n (%) n (%)

Virtsatievaivoja Paivittain 0 0

Viikoittain 0 0

Harvemmin 9 (100,0) 11 (100,0)
Lihaskipuja Paivittain 0 0

Viikoittain 2(22,2) 0

Harvemmin 7 (77,8) 11 (100,0) 0,19
Nivelkipuja / Paivittain 2 (20,0) 0
-turvotusta Viikoittain 1 (10,0) 0

Harvemmin 7 (70,0) 11 (100,0) 0,09
Selkakipuja Paivittain 0 0

Viikoittain 2(22,2) 2(18,2)

Harvemmin 7 (77,8) 9 (81,8) 1,00
Vatsaoireita Paivittain 1(12,5) 0

Viikoittain 1(12,5) 0

Harvemmin 6 (75,0) 11 (100,0) 0,16
Iho-oireita Paivittain 0 1(9,1)

Viikoittain 2 (22,2) 1(9,1)

Harvemmin 7(77,8) 9(81,8) 0,77
Vasymysta Paivittain 2 (20,0) 1(9,1)

Viikoittain 3(30,0) 3 (27,3)

Harvemmin 5 (50,0) 7 (63,3) 0,84
Paansarkya Paivittain 1 (10,0) 0

Viikoittain 3(30,0) 1(9,1)

Harvemmin 6 (60,0) 10 (90,9) 0,18
Keskittymisvai- Paivittain 0 0
keuksia Viikoittain 2 (20,0) 2 (18,2)

Harvemmin 8 (80,0) 9(81,8) 1,00
Univaikeuksia Paivittain 0 0

Viikoittain 3(33,3) 0 0.07

Harvemmin 6 (66,7) 11 (100,0) (0,038)
Fisher’s Exact test (Pearson Chi-Square)
Taulukko 5. Koettu terveydentila
Terveydentila | Vaurio, N=10 Vertailu, N=12 p-arvo

n (%) n (%)

Erinomainen 0 6 (50,0)
Hyva 6 (60,0) 5(41,7)
Tyydyttava 2 (20,0) 1(8,3)
Huono 2 (20,0) 0 0,019

Fisher’s Exact test




TOXTEST vaihe 2
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

YLAPOLYNAYTTEET
YLAPOYNAYTTEIDEN OTTO

1. Polynaytteenottoa varten minigrip-pussissa on nadytteenkerdys-sukka ja pussinsulkija seka
muovipussi polypussille. Pida pussit kiinni ennen kerdystda ja koskettakaa ndytesukkia
mahdollisimman vahan. Lisdksi mukana on kuvasarja naytteenotosta ja rekisterdintilomake
polynkeraysta varten.

2. Ylapolyndytettd on tarkoitus imuroida yhteensa n. 700 mg. Tama tarkoittaa esimerkiksi
kolme sukkaa noin puolillaan.

3. Laittakaa naytteenotto-sukka imurinne putken sisddn ja teipatkaa se kiinni.

4. Nayte tulee imuroida kovilta vaakapinnoilta, joille polyd on laskeutunut. Naytettd voidaan
imuroida esimerkiksi ovien ja ikkunoiden listojen paalta, kirjahyllyn yms. hyllyjen/tasojen
paalta, taulujen raameista jne- .

5. Eritelkda rekisterdintilomakkeeseen, mistd kaikkialta ndyte on imuroitu, miten suurelta
pinta-alalta ndyte on otettu (nelimetreissa) ja kuinka kauan naytteitad on imuroitu.

YLAPOLYNAYTTEIDEN KASITTELY

1. Kaikki lasitavara, jota kaytetdan, tulee olla happopestyd (huuhdeltu MilliQ-vedelld) ja
kuumennettu 350 °C:ssa yon yli tai 10-12 h. Lusikat ja sihti tulee olla autoklavoituja.
Naytteen homogenisointi tehddan esikasittelylaboratorion (h.2119) vetokaapissa ja punnitus
huoneen analyysivaa’alla (Metler Toledo).

2. Naytteita kasiteltdessa kaytetdaan suojavaatteita: takkia, hihansuojuksia, myssya, hengitys-
suojainta ja kasineitd. Lisdksi noudatetaan hometutkimuslaboratoriossa tapahtuvaa
toimintaa ja suojautumista koskevaa ohjetta (YMIK TO2).

3. Naytteen homogenisointi: Ylapolynayte (YP) siirretdan sukasta suppilon ja spaattelin tms.
avulla  ohueen  koe-putkeen johon on  Kkiinnitetty  ndytetunnuksella  seka
homogenisointipaivamaaralld varustettu tarralappu. Mattonayte (MPOH) homogenisoidaan
sihtaamalla se steriloidun sihdin ldapi merkattuun kimax-putkeen. Kimax-putkeen asetetaan
suppilo, jonka paélle asetetaan edelleen sihti. Poly siirretdan lusikan avulla sukasta sihtiin,
jossa sita “pyoritelladn” siten, ettd polyn hienoaines sihtautuu putkeen. Suppiloon jaava poly
rapsutetaan  putkeen silmukkasauvan tms. avulla. Naytetunnus, naytetyyppi,
homogenisointipdiva seka nimikirjaimet merkitaan kyseisen tutkimuksen tiedostoon.

4. Vilineet (atulat, lusikat, suppilo jne.) vaihdetaan puhtaisiin ja vetokaappi puhdistetaan
huolellisesti 70 % (t/t) etanolilla eri polytyyppien kasittelyn valissa. Esikasittelyssa kaytetyt
tarvikkeet huuhdellaan runsaalla vedella ja viedaan valinehuoltoon pesua varten.

5. Naytteen vakiointi: Homogenisoinnin jalkeen putket vieddaan vakioitumaan vahintdaan
kahdeksi vuorokaudeksi kylmahuoneeseen 2126 eksikaattoriin (putket auki). Huolehdi etta
eksikaattorissa oleva silikageeli on toimivaa. Tarvittaessa silikageeli kuivatetaan
lampokaapissa kayttokuntoiseksi.

6. Naytteen punnitus ja tuloksen tallentaminen: Vakioinnin jalkeen ylapdlyt (YP) jaetaan osiin
DNA-eristysta, ergosteroli-, MuAc-, tox- ja TOXICITY-maarityksia varten. DNA-eristysta varten
punnitaan n. 20 mg po6lya lasihelmiputkeen. Muac- ja ergo-maarityksia varten punnitaan n. 7



TOXTEST vaihe 2
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

9.

mg kahteen kimax-putkeen ja toksiinianalyysia varten n. 25 mg erilliseen gerstel-putkeen.
Loppupdly punnitaan kimax-putkeen toksisuusanalyysia varten.

Tarkat punnitustulokset merkitdan lokiin “sample register”, joka loytyy taalta:
N:\YMIK\prjects\ TOXTEST\ loki. Putket merkitddn naytetunnuksella (TOXTESTxxx),
polytyypilla (YP), osa-anayysilla (DNA, Muac, Ergo, Tox tai TOXICITY) sekd naytteenkasittelyn
paivamaaralla ja nimikirjaimilla.

Jos polya ei riita kaikkiin analyyseihin on ensisijalla toksiinindyte, joka punnitaan aluksi. Sen

jalkeen punnitaan DNA-eristykseen meneva nayte ja loppupdly punnitaan toksisuusanalyysia
varten.

Naytteen pakastus: Kaikki ndytteet pakastetaan niille varattuun laatikkoon
pakkashuoneeseen (-20 °C).

YLAPOLYNAYTTEIDEN UUTTO

Kdytetddn vain puhtaita lasiastioita, ei muovia!

10.

11.

12.

Laskeutuneen polyn nadytteet sailytetdan tiiviisti suljetuissa lasiastioissa ennen
ndytteenkasittelyd -20°C. Naytteet tulevat naytteenkasittelyyn koodattuna, tutkimukset
tehddén sokkona. Anne Hyvarinen/Martin Taubel THL/YMIK vastaa ndytteiden koodauksesta
(TOXT juokseva numerointi)

Polya punnitaan korkillisiin lasiastioihin (n. 1 g /astia), tarkka maaré kirjataan yl6s.

Polyjen paédlle annostellaan metanolia niin paljon ettd kaikki nayte peittyy, (noin
kaksinkertainen volyymi pdlyn volyymiin verrattuna, maard kirjataan). Sekoitellaan
heiluttamalla tai lasisauvalla.

Naytteet lammitetdan korkillisissa lasiastioissa lampdbloilla +50°C 1 h. Aika lasketaan siita
hetkestd, kun lamp6étila on uudestaan saavutettu nayteastioiden laiton jalkeen. Naytteet
jatetaan yon yli huoneenlampdodn vetokaappiin (korkit kiinni).

Etanoli-poly suspensio siirretdan 15 ml lasiputkiin fuugauksen ajaksi, astian reunoja
huuhdellaan sisallolla, lopuksi vield 1-2 ml metanolilla. Tarvittaessa jaetaan usean putkeen.
Putket sentrifugoidaan 2000 rpm (~700xg) 20 min ilman jarrua.

Kirkas neste siirretdan taarattuun lasidekkaan. Mahdolliset saman naytteen eri erat
yhdistetaan yhteen astiaan, haihdutetaan kuiviin lampoblokilla +50°C vetokaapissa.

Sakka jatetaan lasiputken pohjalle, pakastus -20°C.

Kun dekka on kuiva, lisdtadn metanolia noin 2-3 ml niin ettd dekan pohja ja vahan reunoja
peittyy. Kuumennetaan +50°C lampdlevylla, pyoritetaan liuotinta lasipipetilla dekan reunoja
pitkin jotta sisdseindmat puhdistuvat.

Kun dekka on vihdoin kuiva, punnitaan se.

Lisdtdan metanolia niin ettd liuenneen aineen pitoisuus 10 mg/ml, jaetaan eriin (300 pl/
lasiampulli varustettuna kierretulpalla (teflontiiviste), korkit + parafilmit).

Dekka punnitaan vield tyhjand, katsotaan paljon ainesta on jaanyt dekkaan ja korjataan
ilmoitettu pitoisuus.

Sailytys pimedssa -20°C, lahetetaan jaissa TTL, TY ja HY.



TOXTEST vaihe 2
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

LASKEUMAMALJANAYTTEET

LASKEUMAMALJANAYTTEIDEN KERAYS

Ennen ylapolynaytteen ottamista asetetaan kuusi sienimaljaa ja kuusi bakteerimaljaa
huoneeseen, jossa on selkein ja pahin vaurio.

Merkitse sieni- ja bakteerimaljat kummatkin tarroilla 1A, 1B, 2A, 2B, 3A ja 3B ja
kohdetunnuksella.

Mikali asunnossa ei ole selkeda vauriohuonetta, asettakaa maljat olohuoneeseen.

Maljat asetetaan huoneeseen kolmeen eri kohtaan niin, ettd vierekkdin on aina kaksi
sienimaljaa ja kaksi bakteerimaljaa. Maljat asetetaan hyllyjen ja pdytien paalle. Mikali
huoneessa on selked vauriokohta, pyri asettamaan vyksi maljaerd (2 sieni- ja 2
bakteerimaljaa) vaurion lahettyville.

Kannet avataan ja kansi laitetaan maljan viereen alassuin.

Maljoja pidetdaan auki tasan tunti, minka jalkeen maljat suljetaan leveallda maalarinteipilla
niin, etta maljan kannen ja pohjan valiin ei jaa mitaan rakoa.

Rekisterointiiomakkeeseen merkitddn naytteenottokohdat, -aika- ja paivamaara ja
mahdollisen vauriokohdan sijainti.

LASKEUMAMALJANAYTTEIDEN KASITTELY

1.

Kerdatyt maljat vieddan laboratorioon, vetokaappiin/inkubaatiokaappiin (sienimaljat
sienikaappiin ja bakteerimaljat bakteerikaappiin) , annetaan kasvaa 5 viikkoa. Maljoja voi
tuona aikana tarkastella kannen lapi, mutta teippia ei saa raottaa eika kantta avata.

Viiden viikon inkubaation jdlkeen tehdadn biomassan kerdys. Sieni- ja bakteerimaljat
kasitelladn aina ominaan ja niitd vastaavat suspensiot merkitddn MA ja TSA. A-maljat
kerdtdan myos erillisind ja merkitdan tunnuksilla A1, A2, A3. B-maljat (eli B1, B2 ja B3)
yhdistetdadn yhdeksi suspensioksi ja merkitddan B1-3. Kaikkiin suspensioihin merkitdadn
luonnollisesti kohdetunnus.

Biomassan kerdys tehdddn vetokaapissa/laminaarivirtauskaapissa: yksi malja avataan (
aloitetaan maljasta Al) ja kdsitellddn ennen seuraavan avaamista. Malja peitetddn ensin
etanolilla (Etax A, Altia, Rajamaki) ja annetaan olla 5 min etanolin peitossa. Biomassa
kaavitaan maljalta puhtaaseen pieneen lasiseen dekanterilasiin/korkilliseen lasipurkkiin,
jossa on jo valmiiksi etanolia ja joka on merkitty ndytetta vastaavilla koodeilla. Kaapimiseen
voi kayttaa objektilasia ja apuna lasisauvaa (I tai kolmio) tai toista objektilasia. Jos kasvusto
on tiukasti kiinni agarissa, mukaan voi kaapia my0s agaria. Kaikki biomassa irrotetaan
objektilasista nestepinnan alla, jotta oma altistuminen minimoituu. Tarvittaessa lisatdaan
etanolia. Kaiken biomassan pitdd olla upoksissa etanoliin. Merkitse etanolin maara ylos,
koska nollahaihdutus tulee tehda samasta maardsta etanolista. Kaavittu malja laitetaan
paperiseen autoklaavipussiin.

Ty6vaiheen paattyessa pestdan kadet vedella ja saippualla.
Toistetaan sama maljoille A2, A3 ja B1-B3

Jadnnosmaljat (= joista biomassat on kaavittu pois) suljetaan Biohazard autoklaavipussiin
(paperipussi), suljetaan pussi niittaamalla ja toimitetaan autoklavoitavaksi.

Myods nollamaljat (jotka olleet mittauskohteessa avaamattomina) tarkastetaan, ja jos niilla
on merkittavaa kasvustoa, vastaavat naytemaljat hylataan.



TOXTEST vaihe 2
Ndytteenotto ja -kasittelymenetelmat

LASKEUMAMALJANAYTTEIDEN UUTTO
Kdytetddn vain puhtaita lasiastioita, ei muovia!

1. Laskeumamaljoilta kerdtty biomassa-etanolisuspensio sdilytetdaan tiiviisti suljetuissa
lasiastioissa -20°C. Naytteet tulevat ndytteenkdsittelyyn koodattuna, tutkimukset tehdaan
sokkona. Anne Hyvéarinen/Martin Taubel THL/YMIK vastaa nadytteiden koodauksesta (TOXT
juokseva numerointi)

2. Biomassa-etanolisuspensiota lammitetdaan korkillisissa lasiastioissa lampdblokilla +50°C 2 h.
Aika lasketaan siitd hetkestd, kun |[ampdtila on uudestaan saavutettu ndyteastioiden laiton
jalkeen.

3. Suspensio siirretddan 15 ml lasiputkiin fuugauksen ajaksi, astian reunoja huuhdellaan
sisallolla, lopuksi vield 1-2 ml etanolilla. Tarvittaessa jaetaan usean putkeen. Putket
sentrifugoidaan 2000 rpm (~700xg) 20 min ilman jarrua.

4. Kirkas neste siirretdan taarattuun pieneen lasidekkaan. Mahdolliset saman naytteen eri erat
yhdistetddn yhteen astiaan, haihdutetaan kuiviin lampéblokilla +50°C vetokaapissa (yon yli
jatettaessa lampotila +30°C).

5. Biomassa jatetadn putken pohjalle, pakastus -20°C.

6. Kun dekka on kuiva, lisdtddn etanolia noin 2-3 ml niin ettd dekan pohja ja vdahan reunoja
peittyy. Kuumennetaan +50°C lampolevylld, pyoritetdan liuotinta lasipipetilld dekan reunoja
pitkin jotta sisdseindmat puhdistuvat.

7. Kun dekka on vihdoin kuiva, punnitaan se.

8. Lisataan metanolia niin ettd liuenneen aineen pitoisuus 10 mg/ml, jaetaan eriin (300-500 pl/
lasiampulli varustettuna kierretulpalla (teflontiiviste), korkit + parafilmit).

9. Dekka punnitaan vield tyhjand, katsotaan paljon ainesta on jaanyt dekkaan ja korjataan
ilmoitettu pitoisuus.

10. Sailytys pimedssa -20°C, lahetetaan jaissa TTL, TY ja HY.



Vertailua: ylapoly vs. maljat

H B H B
YP YP YP YP YP YP YP YP
6 8

Analysoidut
ndytteet
13 12 11 5 7 9
THL 8 X X X X
Turku 7 X - X X X X
HY 8 X X X x = Toksinen vaste
TTL 8 X X X
v = Vauriokohteet
H B gk
A"?_';’::‘dt“t M M M M M M M c = Kontrollikohteet
na ee
15 17 21 20 19 14 16 18 sinisella pohjalla
THL 47 X X
Turku 58 X X X X
HY 41

TTL 14 X X X X



Ylapolynaytteet: toksikologia vs. mikrobiologia

H EH Kl
YP YP YP YP YP YP YP

Analysoidut YP

reviest 6 8 13 12 11 5 7 9
THL 8 X X X X
Turku 7 X - X X X X
HY 3 X X X
TTL 8 X X X
Toxins, SUM 188 202 38 49 28 1 50 329
Toxins, NO 3 1 4 4 4 1 4 5
Microbes, SUM 1453 262 919 1625 8871 666 1967 2444
Microbes, indicators X X X

v = Vauriokohteet punaisella pohjalla ¢ = Kontrollikohteet sinisella pohjalla



Ylapolynaytteiden mikrobiologia

Toksiinit Toksiinit Yleisimmat toksiinit Mikrobit SUM | Yleisimmat mikrobit
SUM NO
1v 188 3 Chloramphenicol 1453 PenAsp
Beauvericin Myko
Enn B Eamst
1c 202 1 Chloramphenicol 262 Myko
Strep
PenAsp
2v 38 4 Emodin 919 Eamst
Enn B1 PenAsp
Alteranariolmethylether Tviri
2c 49 4 Chloramphenicol 1625 PenAsp
Mehtylsulochrin Myko
Alteranariolmethylether Strep
3v 28 4 Chloramphenicol 8871 Tviri
Sterigmatocystine PenAsp
Enn B Myko
3c 1 1 Enn B 666 Myko
PenAsp
Eamps
4v 50 4 Emodin 1967 PenAsp
Chloramphenicol Myko
Beauvericin Strep
4c 329 5 Andrastin A 2444 PenAsp
Chloramphenicol Eamst
Enn B1 Myko




Vertailua: tulosten korrelaatio

YP Analysoidut | Toksisimmat | Vahemman toksiset

naytteet

THL 8 1c, 2v, 4v, 4c, 1v, 2¢, 3v, 3c
Turku 7 1v, 3v, 4v, 4c 2v, 2¢, 3¢

HY 8 1c, 3v, 4v, 4c, 1v, 2v, 2c, 3c
TTL 8 3v, 3¢, 4v, 4c, 1v, 1c, 2v, 2c

Analysoidut | Toksisimmat | Vahemman toksiset

Vauriokohteet merkattu punaisella

maljat
(max. 58)
THL 47 1v, 2c¢, 3¢, 4c 1c, 2v, 3v, 4v
Turku 58 1v, 3v, 3¢, 4c 1c, 2v, 2¢c, 4v
HY 41 1v, 2¢, 3v, 3c 1c, 2v, 4v, 4c

TTL 14 2v, 2¢, 3v, 4c 1v, 1c, 3v, 4v



Vertailua: muut tiedot

THL THL HY HY TTL
Pl tuorevirjiys | Solusykli | Siittiotesti Munuais- IL-18
solutoksisuus tulehdus
900

Hinta/néyte € 300 60 104 100 265

(6 ndytteen erd)

Aika/ndyte 4 pva 5 pva 1-2 pva 5 pva 1-2 pva 5 pva
Monta 14 14 4 6 90 16
samanaikaisesti

Tarvittava 200 200 50 ? 10-50 200

naytemaara ul



TOXTEST — keskeiset tulokset

S

1 -« Naytteiden sailytys * VVoi vaikuttaa tuloksiin
* Sailytysmateriaali * Voi vaikuttaa tuloksiin
* Naytteenkasittely * Toimiva protokolla
2 - Toksisuus-metodit * Hyva korrelaation THL, HY ja Turku
* Tulehdus-metodit * Hyva korrelaation THL, TTL
* Toksisuus vs. Tulehdus * Toksisuus erottelee selvemmin kohteet
* Ylapolynaytteet * Ei kuvaa kohteen tilannetta hyvin
— polyn historia, puhdistusaineet, pintamateriaalit
* Laskeumamaljanaytteet * Ei kuvaa kohteen tilannetta luotettavasti

— vaihtelu suurta maljojen valilla, kasvatus

3 e Naytteenkeraysmenetelma ¢ Mika kuvaa hyvin kohteen tilannetta?
* Toksikologiset metodit * 1-2 testia, toteutettu kahdessa laboratoriossa?
* Kohteiden valinta * Koulut vs. kodit?



TOXTEST vaihe 3, tutkimus 1: Puhdasviljelmat
Tulokset

Sisdilmaongelmakohteesta eristettyjen mikrobien (Penicillium expansum, Paecilomyces variotii, Aspergillus
versicolor, Trichoderma atroviride, Aspergillus westdijkiae) puhdasviljelmistd tehtyjen uutosten seka
vertailukannasta  (Trichoderma  longibrachiatum) tehdyn  uutoksen aiheuttamat vasteet eri
toksisuusanalyyseissa. Taulukossa on ilmoitettu joko ECsq —arvo (sian siittiot, munuaissolut, E. coli) tai alin
selvasti kontrollitasosta poikkeavan vasteen aiheuttanut annos (hiiren makrofagit, ihmisen monosyytit).
Toksiset uutokset on merkitty oranssilla ja selvasti toksiset punaisella varilla.

Pl-vdrjays
MTT-testi
Apoptoosi
NO

TNFa

Toksisuus

Toksisuus

* Altistus yhdessd polymyksiinin kanssa



Asukkaiden oireilu ja sairaudet
tapausten ja verrokkien keskiarvot
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hengitystie- silméaoireet iho-oireet kipu yleisoireet  muut oireet kaikki oireet  sairaudet kaikki
oireet yht. 6kk sisalla sairaudet

oireet/sairaudet

Oireiden esiintymistd kuvaavien summamuuttujien keskiarvot laskettuna erikseen tapauksille ja
verrokeille. Tédhdet kuvaavat tapausten ja verrokkien keskiarvojen eron tilastollista merkitsevyytta (t-
test, p<0.001 = ***, p<0.01 = **, p<0.05 = *).

Asukkaiden oireilu ja sairaudet
perhekohtaiset maksimiarvot
100 ¥
] *

m tapaus
= .
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g 20
=
w

hengitystie- silméoireet iho-oireet kipu yleisoireet muut oireet kaikki oireet  sairaudet 6kk kaikki sairaudet
oireet yht. sisélla
oireet/sairaudet

Oireiden esiintymistd kuvaavien summamuuttujien perhekohtaiset maksimiarvot laskettuna erikseen
tapauksille ja verrokeille. Téhdet kuvaavat tapausten ja verrokkien keskiarvojen eron tilastollista
merkitsevyytta (t-test, p<0.001 = *** p<0.01 = **, p<0.05 = *).




Asukkaiden oireilu ja sairaudet, vain kotona esiintyvit
tapausten ja verrokkien keskiarvot
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hengitystieoireet  silmaoireet kotona iho-oireet kotona kipu kotona yleisoireet kotona kaikki oireet kotona
kotona yht.

oireet/sairaudet

Vain kotona esiintyvien oireiden yleisyytta kuvaavien summamuuttujien keskiarvot. Verrokkien oireet
eivét liittyneet kotona oleskeluun (kaikkien arvo = 0).



TOXTEST naytekoodit
LAATIKKOPOLYNAYTTEIDEN OTTO

Laatikoista 4 kpl sijoitettiin olohuoneeseen ja 4 kpl huoneeseen, jota asukkaat / kenttdhenkilokunta pitivat
vaikeimpana ongelmatilana. Jokaiselle vauriokohteelle valittiin mahdollisimman samankaltainen vertailukohde, jossa
laatikot sijoitettiin my6s samoihin huoneisiin. Nelja laatikkoa imuroitiin yhdelle suodattimelle, eli kustakin kohteesta
tuli kaksi naytetta.

Niytekoodi Kohde Tapauskohde 1/ | olohuone / homeen hajua / | havaintoja koko asunnosta
vertailukohde 0 vauriohuone koko asunto

TOXT-637 5 0 VH El

TOXT-638 5 0 OH* El

TOXT-622 7 1 VH Kylla, lieva

TOXT-623 7 1 OH kylla, lieva

TOXT-645 9 0 VH El

TOXT-646 9 0 OH El

TOXT-618 14 1 OH Kylla remontti alkanut

TOXT-619 14 1 VH Kylla remontti alkanut

TOXT-615 15 1 OH kylla remontti alkanut

TOXT-616 15 1 VH kylla remontti alkanut

TOXT-639 17 0 VH El Lieva

TOXT-640 17 0 OH El lieva

TOXT-605+606 | 19 1 OH Kylla

TOXT-607+608 | 19 1 VH kylla

TOXT-647 21 0 VH ? Poikkeava haju

TOXT-648 21 0 OH ? Poikkeava haju

TOXT-641 22 1 VH kylla

TOXT-642 22 1 OH kylla

TOXT-610+611 25 0 OH El lieva

TOXT-612+613 25 0 VH El lieva

TOXT-620 27 1 OH El kosteus- ja mikrobivaurioita

TOXT-621 27 1 VH El kosteus- ja mikrobivaurioita

TOXT-653 28 0 VH El lieva

TOXT-654 28 0 OH El lieva

TOXT-635 32 1 VH kylla

TOXT-636 32 1 OH kylla

TOXT-649 34 0 VH El lieva

TOXT-650 34 0 OH El lieva

TOXT-651 35 0 VH El lieva

TOXT-652 35 0 OH El lieva

TOXT-600+601 | 37 1 OH Kylla remontti alkanut

TOXT-602+603 | 37 1 VH Kylla remontti alkanut

TOXT-604 37 kenttablank kenttablank Kylla remontti alkanut

TOXT-624 41 1 VH Kylla

TOXT-625 41 1 OH kylla

TOXT-626 42 0 VH El lieva

TOXT-627 42 0 OH El lieva

TOXT-628 43 1 VH Kylla vahdinen

TOXT-629 43 1 OH kylla vahdinen

TOXT-643 44 0 VH El lieva

TOXT-644 44 0 OH* El lieva

TOXT-630 46 1 VH Kylla

TOXT-631 46 1 OH kylla

TOXT-632 48 1 VH Kylla

TOXT-633 48 1 OH kylla

* vain yksi suodatin (= 2 laatikkoa), muissa nadytteissa 2 suodatinta (= nelja laatikkoa)




TOXTEST naytekoodit
PYYHINTAPOLYNAYTTEIDEN OTTO

Néaytteitd otettiin 3 kpl / asunto, olohuoneesta aina yksi ja kaksi ndytetta eri puolilta asukkaiden vaikeimmiksi
ongelmatiloiksi kokemista huoneista. Jos pahin huone oli olohuone, naytteitd otettiin kaksi olohuoneesta ja kolmas
jostain muusta huoneesta.

.. . | Kohde | Tapaus1/ Vauriohuone homeen hajua | havaintoja koko
Naytekoodi ID vertailu 0 kyllal/eiO Huone / asunto asunnosta
TOXT-960 |5 0 0 OH El
TOXT-961 5 0 0 MH El
TOXT-962 |5 0 0 AT El
TOXT-932 7 1 0 OH Kylla, lieva
TOXT-933 |7 1 1 MH1 kyllg, lieva
TOXT-934 7 1 1 MH2 Kylla, lieva
TOXT-980 9 0 0 OH El
TOXT-981 |9 0 0 MH El
TOXT-982 9 0 0 AT El
TOXT-908 | 14 1 0 OH Kylla remontti alkanut
TOXT-909 | 14 1 1 MH Kylla remontti alkanut
TOXT-910 | 14 1 1 MH Kylla remontti alkanut
TOXT-916 | 15 1 0 OH kylla remontti alkanut
TOXT-917 | 15 1 0 OH kylla remontti alkanut
TOXT-918 | 15 1 1 KHH kylla remontti alkanut
TOXT-976 17 0 0 OH El Lieva
TOXT-977 | 17 0 0 OH El lieva
TOXT-978 17 0 0 KHH El Lieva
TOXT-904 19 1 1 OH Kylla
TOXT-905 | 19 1 1 OH kylla
TOXT-906 19 1 0 MH kylla
TOXT-907 | 19 kenttablank | kenttdblank | kenttablank kylla
TOXT-972 21 0 0 OH ? Poikkeava haju
TOXT-973 | 21 0 0 OH ? Poikkeava haju
TOXT-974 | 21 0 0 AT ? Poikkeava haju
TOXT-968 22 1 0 OH kylla
TOXT-969 | 22 1 0 OH kylla
TOXT-970 22 1 1 KHH kylla
TOXT-920 | 25 0 0 OH El lieva
TOXT-921 25 0 0 OH El lieva
TOXT-922 25 0 0 MH El lieva
TOXT-900 | 27 1 0 OH El kosteus-ja

mikrobivaurioita
TOXT-901 | 27 1 1 MH El kosteus-ja
mikrobivaurioita
TOXT-902 | 27 1 1 MH El kosteus-ja
mikrobivaurioita
TOXT-956 | 28 0 0 OH El lieva
TOXT-957 | 28 0 0 takkahuone El lieva
TOXT-958 | 28 0 0 takkahuone El lieva
TOXT-964 29 0 0 OH El
TOXT-965 | 29 0 0 OH El




TOXTEST naytekoodit

TOXT-966 | 29 0 0 MH El

TOXT-944 | 32 1 0 OH kylla

TOXT-945 32 1 1 MH kylla

TOXT-946 | 32 1 1 MH kylla

TOXT-984 34 0 0 OH El Lieva
TOXT-985 | 34 0 0 takkahuone El lieva
TOXT-986 | 34 0 0 MH El lieva
TOXT-988 35 0 0 OH/ruokailutila El lieva
TOXT-989 | 35 0 0 ty6huone El lieva
TOXT-990 35 0 0 AT El Lieva
TOXT-912 | 37 1 0 OH Kylla remontti alkanut
TOXT-913 | 37 1 0 OH Kylla remontti alkanut
TOXT-914 | 37 1 1 MH Kylla remontti alkanut
TOXT-928 | 41 1 0 OH Kylla

TOXT-929 | 41 1 1 takkahuone kylla

TOXT-930 | 41 1 1 takkahuone Kylla

TOXT-948 42 0 0 OH El lieva
TOXT-949 | 42 0 0 OH El lieva
TOXT-950 | 42 0 0 takkahuone/KHH | El lieva
TOXT-940 43 1 0 OH Kylla vahdinen
TOXT-941 | 43 1 1 KHH kylla vahainen
TOXT-942 43 1 1 KHH Kylla vahdinen
TOXT-943 | 43 kenttablank | kenttdblank | kenttablank kylla vahainen
TOXT-952 44 0 0 OH El lieva
TOXT-953 44 0 0 OH El lieva
TOXT-954 44 0 0 AT El lieva
TOXT-924 46 1 0 OH Kylla

TOXT-925 46 1 1 MH kylla

TOXT-926 46 1 1 MH kylla

TOXT-936 | 48 1 0 OH Kylla

TOXT-937 | 48 1 0 OH kylla

TOXT-938 | 48 1 1 pukuhuone kylla

TOXT-992 metodiblank | metodiblank

TOXT-993 metodiblank | metodiblank




TOXTEST vaihe 3
Naytteenotto ja —kasittelymenetelmat

PYYHINTANAYTTEET

PYYHINTALIINOJEN PESU

Tyévaiheet suoritetaan vetokaapissa, kdytetddn metanolia kestdvid suojakdsineitd.

1.

LNV R WN

[EY
o

11.

12.

13.

Sini staattinen liina leikataan kokoon 5 cm x 20 cm, yhdesta paketista saa noin 200 kpl
liinoja.

Puhdas iso lasiastia huuhdellaan metanolilla.

Liinat kastetaan metanolissa ja laitetaan lasiastiaan.

Lisdtdaan metanolia riittdva maara, etta liinat peittyvat hyvin.

Lasiastia suljetaan ja pannaan vesihauteeseen + 50 ¢C, 1 h.

Kun lampétila on saavutettu, sonikoidaan 30 min.

Metanoli kaadetaan jateastiaan ja laitetaan uusi metanoli tilalle.

Lasiastia suljetaan ja pannaan vesihauteeseen + 50 ¢C, 1 h.

Kun lampétila on saavutettu, sonikoidaan 30 min.

. Viimeinen pesu-metanoli valutetaan puhtaaseen taarattuun 50 ml dekkaan,

haihdutetaan kuiviin + 50 9C Ilampoblokilla, dekka punnitaan ja liuotetaan
haihtumisjaannos pitoisuuteen 10 mg/ml metanoliin, siirretddn lasiampulliin, sailytys -
20 2C, tutkitaan toksisuus.

Puristetaan ylimaara metanoli liinoista pois metallipihdeilld ja liina kuivatetaan
metallialustan paalld puhtaassa tarkoitukseen varatussa lampokaapissa, + 50 2C
poistoimu paalla.

Kuiva puhdas liina laitetaan metallipinseteilld puhtaaseen steriloituun lasipulloon, 1
liina/ pullo (100 ml Schott-pullo, teflontiivisteelld varustettu kierretulppa).

Liinat sailytetaan yksitellen suljetuissa lasipulloissaan, kunnes kaytetdaan kentalla.

PYYHINTAPOLYNAYTTEIDEN OTTO

Kentdllé liinojen kdsittelyssd kdytetddn metallipinsettejéd ja suojakdsineitd. Lasisauvat ja
metalli-pinsetit puhdistetaan etanolilla jokaisen ndytteenoton vdlilld. Kussakin kohteessa
kéytetddn eri vilineitd.

1. Puhdas liina otetaan pullosta.

. Liina kaaritaan lasisen viljelysauvan paalle ja kiinnitetaan siihen metallipuristimella.

Pyyhitaan ylatasolta (>1-1.5 m) pélya, pyyhintapinta-ala max. 0,25 m?/liina (50 cm x 50
cm).

Kirjataan pyyhitty pinta-ala ja pyyhityn tason materiaali. N3ytteitd otetaan 3 kpl /
asunto, olohuoneesta aina vyksi ja kaksi naytettd asukkaiden vaikeimmiksi
ongelmatiloiksi  kokemista  huoneista. = Naytteenottolomakkeeseen kirjataan
naytteenottohuone.

Naytteet koodataan TOXT XX_PP1/PP2/PP3, josta PP1 on aina olohuone. (XX =
kaksinumeroinen kohteen numero)

Irrotetaan pyyhe telineestd, pannaan samaan lasipulloon ja suljetaan pullo.
Naytetunnus kirjataan seka lasipulloon etta korkkiin.

Sailytetaan pullo suljettuna -20°C pimedssa, kunnes uutetaan. Uutto tehddaian samassa
pullossa.



TOXTEST vaihe 3
Naytteenotto ja —kasittelymenetelmat

PYYHINTALIINOJEN UUTTO

1.

©® N O v ks

9.

Naytteet otetaan huoneenlampddn, pulloon annostellaan metanolia niin paljon etta
liina peittyy (max. 50 ml). Sekoitellaan heiluttamalla tai lasisauvalla.

Naytteet laitetaan vesihauteeseen +50°C 2 h, tdman jalkeen vesihauteessa sonikointi
2x30 min. Naytteet jatetddn yon yli huoneenlampdon vetokaappiin (korkit kiinni).
Kaadetaan neste lasisuppilon avulla 50 ml sentrifuugiputkeen, metallipihdeilla
rutistellaan ratista metanolit talteen. Huuhdellaan sailopulloa ja lasisuppiloa
metanolilla (yht. n. 4x 1ml).

Putket sentrifugoidaan 2000 rpm (~700xg) 20 min ilman jarrua.

Taarataan dekat.

Kirkas neste siirretddn pipetoimalla taarattuun pieneen lasidekkaan.

Haihdutetaan kuiviin lampoblokilla +50°C vetokaapissa.

Kun dekka on kuiva, lisatddn metanolia noin 2-3 ml niin ettd dekan pohja ja vdhan
reunoja peittyy. Kuumennetaan +50°C lampolevylla, pyoritetdan liuotinta lasipipetilla
dekan reunoja pitkin jotta sisdseinamat puhdistuvat.

Kun dekka on kuiva, punnitaan se.

10. Lisdtdan metanolia niin ettd liuenneen aineen pitoisuus 10 mg/ml, jaetaan eriin (200

ul/ lasiampulli varustettuna kierretulpalla (teflontiiviste), korkit + parafilmit ymparille).

11.Dekka punnitaan viela tyhjana, katsotaan paljon ainesta on jaanyt dekkaan ja korjataan

ilmoitettu pitoisuus.

12. Sailytys pimedassa -20°C.



TOXTEST vaihe 3
Naytteenotto ja —kasittelymenetelmat

LAATIKKONAYTTEET

MILLIPORE-SUODATTIMIEN ESIKASITTELY
(Fluoropore Membrane, PTFE, hydrophobic, 0.45 um, 37 mm, white).

Tyévaiheet suoritetaan vetokaapissa, kdytetéiéin metanolia kestéivié suojakdsineitd.

W

L N o

Lampokaappi +50°C, poistoilmakanava auki ja virtausnopeus taysilla.

Pyyhi pinsetit, spaattelit ja metallitarjottimet etanolilla, kuivaa hyvin.

Kaada puhdasta metanolia kahteen lasiastiaan n. 2 cm.

Poista suodattimien pakkauksesta siniset suojapaperit ja nosta pinseteilld suodatin
pois pakkauksesta. Valtd koskemasta suodattimiin hanskoilla. Kddnna suodatin niin
etta siled puoli on yldspain.

Kayta suodatinta ensimmaisessad lasiastiassa ja sitten toisessa, niin ettd kastuvat
kauttaaltaan (ei liotusta). Pida lasiastioiden jarjestys samana kaikille filttereille.

Nosta marka suodatin tarjottimelle siled puoli ylospain.

Aseta suodattimien reunoille spaatteleita painoiksi

Laita tarjottimet lampdkaappiin, kuivuu n. 2 h.

Kaada kdytetty metanoli jateastiaan.

. Laita kuivat suodattimet siled puoli ylospdin niille tarkoitettuihin puhtaisiin

PetriSlideihin (esim. Millipore Petri Slide without pad 100 kpl/pkt cat.num.
PD1504700).

LAATIKKOPOLYNKERAYS

1.

Laatikot koodataan seuraavasti: TOXTXX-2012 LTK1-LTK4_oloh./vaurioh.
(vertailukohteissa oloh./vertailuh.). (XX = kaksinumeroinen kohdenumero)

8 kpl laatikoita vieddan jokaiseen vaurio- ja vertailukohteeseen. Laatikot ovat
kartonkia, 20 cm x 45 cm x 5 cm kokoisia ja niissa on kiinted kansi.

Laatikoista 4 kpl sijoitetaan olohuoneeseen ja 4 kpl huoneeseen, jota
asukkaat/kenttdhenkilokunta  pitdvdt vaikeimpana ongelmatilana. Jokaiselle
vauriokohteelle on valittu mahdollisimman samankaltainen vertailukohde, jossa
laatikot sijoitetaan my6s samoihin huoneisiin.

Polynkerdys lopetetaan 8 viikon kuluttua. Asukkaat itse sulkevat laatikon varovasti
hanskat kddessa, ja teippaavat sen ulkopuolelta kiinni maalarinteipilld annettujen
ohjeiden mukaisesti. Laatikot noudetaan kohteesta 5 viikon kuluessa kerayksen
paattymisestd. Laatikot sdilytetdan noutamiseen asti huoneenlammadssa kohteessa.
Laatikot tuodaan koodattuina Kuopioon THL/YMIK:iin, jossa niitd sailytetdan
huoneenlammaossa kasittelyyn asti.

Poly imetdan laatikosta Millipore-suodattimille (Millipore, FSLW03700 fluoropore
Membrane, PTFE, hydrophobic, 0.45 um, 37 mm, white), jotka on esipesty. Imuna
kaytetaan Neuberger-pumppua. Neljan laatikon sarja imetdaan samalle suodattimelle
tai jos usealle, suodattimet yhdistetdadan samaan lasiputkeen.

Suodattimet siirretaan lasiputkiin, joissa niita sdilytetaan jatkokasittelyyn asti -20°C
[ampdotilassa.



TOXTEST vaihe 3
Naytteenotto ja —kasittelymenetelmat

LAATIKKONAYTTEIDEN UUTTO

©® N o vk

10.
11.

12.

Jatkokasittely tapahtuu THL/YTOK:ssa. Suodattimet peitetdan lasiputkissaan
metanolilla (20 ml?) ja sonikoidaan 30 min. Metanoli siirretdan kaatamalla steriiliin
lasipulloon, ja suodattimen paalle lisatddn uusi metanoli. Sonikointi toistetaan ja
metanoli siirretddan samaan lasipulloon kuin ensimmainen lisdys.
Metanoli-poly-suspensiota lammitetdan tiiviilla korkilla suljetussa pullossa +50 °C 2 h
ajan, jonka jalkeen suspensiota pidetaan huoneen lammaossa yon yli.
Metanoli-poly-suspensio siirretadan sentrifuugiputkeen, huuhdellaan pulloa metanolilla
(yht.n. 4 x 1 ml)

Putket sentrifugoidaan 2000 rpm (~700xg) 20 min ilman jarrua.

Taarataan dekat

Kirkas neste siirretdan taarattuun pieneen lasidekkaan.

Haihdutetaan kuiviin lampoblokilla +50°C vetokaapissa.

Kun dekka on kuiva, lisatddan metanolia noin 2-3 ml niin ettd dekan pohja ja vdhan
reunoja peittyy. Kuumennetaan +50°C lampdlevylla, pyoritetdan liuotinta lasipipetilla
dekan reunoja pitkin jotta sisdseindmat puhdistuvat.

Kun dekka on kuiva, punnitaan se.

Liuotetaan aines metanoliin aina 1 ml/4 laatikon sarja

Jaetaan eriin (200 pl/ lasiampulli varustettuna kierretulpalla (teflontiiviste), korkit +
parafilmit ymparille). Sailytys pimedssa -20°C.

Dekka punnitaan vield tyhjana, katsotaan paljon ainesta on jadnyt dekkaan ja korjataan
punnittu massa.
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Laatikkopdlyn ja uutoksen maaran jakautuminen Control vs Case
ja korrelaatio
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pg/ml

pg/ml

Analysointi jatkuvana muuttujana — laatikkopolyn toksisuus
Tyoterveyslaitos

IL-1 beta 10 ul (muoviputki)

IL-1 beta 10 ul (lasiputki)

TNF 10 ul (muoviputki)

TNF 10 ul (lasiputki)
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P value (two-tailed) < 0.0001 P value (two-tailed) <0.0001 -
P value summary B value summary = P value (two-tailed) < 0.0001
Is the correlation signi (alpha=0.05) | Yes Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes P value summary -
R squared 0.8571 R squared 0.4907 Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes
R squared 0.4935
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% kuolleita

Analysointi jatkuvana muuttujana — laatikkopolyn toksisuus

ltasuomen-yliopisto

MTT
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40+
20
0
Number of XY Pairs 32
Pearsonr 0.5475
95% confidence interval 0.2457 to 0.7526
P value (two-tailed) 0.0012
P value summary ”
Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes
R squared 0.2998
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x 10* kuollutta bakteeria

[ ul naytetta
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Analysointi jatkuvana muuttujana — laatikkopolyn toksisuus
Turun yliopisto

Uutoksen maara

Number of XY Pairs 43
Pearson r -0.2709
95% confidence interval -0.5284 to 0.03208
P value (two-tailed) 0.0789

P value summary

ns

Is the correlation significant? (alpha=0.05) | No

R squared

0.07341
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suurin laimennos jossa

toksinen vaste

Analysointi "suurin laimennos jolla saatiin toksinen vaste" muuttujana

— laatikkopolyn toksisuus
Helsingin yliopisto

Number of XY Pairs 43
Pearsonr 0.8042
95% confidence interval 0.6643 to 0.8897
e P value (two-tailed) < 0.0001
Siittio P value summary ok
Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes
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Toksisuuden/tulehduksen korrelaatio eri tutkimusryhmilla

TTL/LDH

Number of XY Pairs 43 Number of XY Pairs 43 Number of XY Pairs 43
Pearson r -0.1662 Pearsonr -0.4614 Pearsonr -0.2711
95% confidence interval -0.4444 t0 0.1413 85% confidence interval -0.6690 to -0.1868 95% confidence interval -0.5285 to 0.03186
P value (two-tailed) 0.2869 P value (two-tailed) 0.0018 P value (two-tailed) 0.0786
P value summary ns P value summary ” P value summary ns
Is the correlation significant? (alpha=0.05) | No Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes Is the correlation significant? (alpha=0.05) | No
R squared 0.02761 R squared 02129 R squared 0.07352
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P value (two-tailed) 0.0002 P value {two-tailed) < 0.0001 P value (two-tailed) <0.0001 P value (two-tailed) <0.0001
P value summary e P value summary i P value summary B P value summary e
Is the correlation significant? {alpha=0.05) | Yes Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes
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Laatikkopdlyn gradeeratun toksisuuden jakautuminen Control vs Case
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Pyyhintanaytteiden toksisuuden jakautuminen Control vs Case
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x 10* kuollutta bakteeria

Gradeeraus 1-4

Pyyhintanaytteiden toksisuuden jakautuminen Control vs Case
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Pyyhintanaytteiden toksisuuden korrelaatio eri menetelmien kesken

Number of XY Pairs 25
Pearsonr -0.6767
95% confidence interval -0.8457 to -0.3843
P value {two-tailed) 0.0002
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P value summary
Is the correlation significant? (alpha=0.05) | Yes
R squared 0.4579
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Talokohtaiset pyyhintanaytteiden toksisuustulokset (siittio ja Ecoli) seka
talokohtaiset laatikkonadytteiden toksisuustulokset (LDH ja TNF)
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Helsingin yliopisto, siittitesti X Helsingin yliopisto, siittiotesti
Turun yliopisto, E. coli -testi gin yliopisto, gin yliopisto,

(EC50, menetelma P) (laimennoskerroin, menetelma P)
1=vauriokohde Toksisuus asteikolla 1-4 Toksisuus asteikolla 1-4 Toksisuus asteikolla 1-4
n a yte ko 0 d | 0=verrok/Naytekoodi K 3[4 Naytekoodi | 1 2 3 4 Néytekoodi 1 2 3 4
1{TOXT-900 X [ TOoXT-900 X [TOXT-900 X
1 =vau r-i lo) kO h d e 1[ToxT-901 X TOXT-901 X [TOXT-901 X
1[TOXT-902 x TOXT-902 X TOXT-902 X
0=Ve rro kkl kO h d e 1{ToXT-904 X [ToxT-904 TOXT-904 X
1[ToxT-905 X TOXT-905 [ TOXT-905 X
1[ToxT-906 X [ToxT-906 [ TOXT-906 X
FB[TOXT-907 X TOXT-907 TOXT-907 X
1[ToxT-008 x [ToxT-908 X [ToXT-908 X
1[ToxT-900 x TOXT-909 X [TOXT-909 X
1[TOXT-910 X TOXT-910 X TOXT-910 X
1[Toxr-912 X [ToxTo12 X ToxT-012 X
1[ToxT-013 X TOXT-013 X TOXT-913 X
Pyy h | n t a n a ytte et 1{TOXT-914 x TOXT-914 TOXT-914 X
1[ToxT-016 X TOXT-916 X TOXT-916 X
1[ToxT-917 x TOXT-917 X ToXT-917 X
1[ToxT-018 X TOXT-018 TOXT-918 X
o[ToxT-920 x TOXT-920 XX TOXT-920 XX
0|TOXT-921 X TOXT-921 X [ TOXT-921 X
o[ToxT-922 X TOXT-022 X TOXT-022 X
1[ToXT-924 X [ ToXT-924. X [TOXT-924 X
1[ToxT-925 X TOXT-925 X TOXT-925 X
1[ToXT-926 X TOXT-926 X TOXT-926 X
1[ToxT-928 X TOXT-928 TOXT-928 X
1[ToxT-929 x TOXT-929 TOXT-929 X
1[ToxT-930 X [ToxT-930 [ TOXT-930 X
1[TOXT-932 X TOXT-032 TOXT-932 X
1[ToXT-933 X [ToxT-933 X TOXT-933 X
1[ToxT-934 X TOXT-034 TOXT-934 X
1[ToxT-936 x TOXT-936 X TOXT-936 X
1[ToxT-937 x [TOXT-037 X [TOXT-937 X
1[ToxT-938 X TOXT-038 X ToXT-938 X
1[ToXT-940 X [ToxT-940 X [TOXT-940 X
1[TOXT-941 X TOXT-041 X TOXT-941 X
1[ToxT-942 X [ToxT-942 TOXT-942 X
FB[TOXT-943 X TOXT-043 TOXT-043 X
1[ToXT-924 X TOXT-944 X TOXT-044. X
1[ToxXT-945 X TOXT-045 [TOXT-945 X
1[TOXT-946 x TOXT-046 [ TOXT-946 X
0|TOXT-948 X TOXT-948 X [ TOXT-948 X
o[TOxT-949 x TOXT-049 X TOXT-049 X
o[ToxT-950 X TOXT-950 X TOXT-950 X
o[ToxT-952 X TOXT-952 X TOXT-052 X
o[ToxT-953 x TOXT-953 X TOXT-953 X
o[TOXT-954 X TOXT-954 X [TOXT-954 X
o[TOxT-956 X TOXT-956 X TOXT-056 X
0|TOXT-957 X TOXT-957 X [ TOXT-957 X
o[TOxT-958 X TOXT-958 X TOXT-058 X
o[ToxT-960 x TOXT-960 X [ TOXT-960 X
o[TOXT-961 X TOXT-961 X TOXT-961 X
o[ToxT-962 X TOXT-962 X TOXT-962 X
o[ToxT-964 X TOXT-964 X [TOXT-964 X
o[ToxT-965 X TOXT-965 X TOXT-965 x
0|TOXT-966 X TOXT-966 X [ TOXT-966 X
1[ToxT-968 X TOXT-968 X TOXT-968 X
1[TOXT-969 x [TOXT-969 X [ TOXT-969 X
1[Tox-970 X TOXT-970 X TOXT-970 X
o[ToxT-972 X ToXT-972 X ToxT-972 X
o[ToxT-973 X TOXT-973 X TOxT-973 X
o[ToxT-974 X TOXT-074 X TOXT-074 X
0|TOXT-976 X TOXT-976 X [ TOXT-976 X
o[ToxT-977 X ToXT-977 X TOXT-977 X
o[Toxr-978 X ToXT-978 X ToxT-978 X
o[ToxT-980 X TOXT-980 X [TOXT-980 X
o[ToxT-981 x TOXT-981 X TOXT-981 X
o[ToxT-982 X TOXT-982 X [TOXT-982 X
o[ToxT-984 X TOXT-984 X TOXT-084 X
0|TOXT-985 X TOXT-985 X [ TOXT-985 X
o[TOxT-986 x TOXT-986 X TOXT-086 X
o[ToxT-088 x TOXT-988 X TOXT-988 X
o[TOT-989 X TOXT-989 X TOXT-089 X
o[ToxT-990 X TOXT-990 X TOXT-990 X
MB|TOXT-992 X TOXT-992 TOXT-992 X
MB|TOXT-993 x TOXT-993 TOXT-993 X




nadytekoodi
1 (tummennetut) =vauriokohde
0 (valkoiset) =verrokkikohde

Itd-Suomen yliopisto, MTT-tes

Turun yliopisto, E. coli -testi

1kk laatikkoon laskeutunut poly

Helsingin yliopisto,
siittiotesti
(laimennoskerroin,
menetelm3 B)

Helsingin yliopisto,
siittiotesti
(laimennoskerroin,
menetelmi A)

Tyoterveyslaitos, TNF-a

Tyoterveyslaitos, IL-8

Tyoterveyslaitos, LDH

Toksisuus asteikolla 1- Toksisuus asteikolla 1- Toksisuus asteikolla 1- Toksisuus asteikolla 1- Toksisuus asteikolla 1- Toksisuus asteikolla 1- Toksisuus asteikolla 1-
4 4 4 4 4 4 4

Naytekoodi 1 2 3 4 Naytekoodi 1 2 3 4 Naytekoodi 1 2 4 Naytekoodi 1 2 3 4 Naytekoodi 1] 2] 3] 4 Naytekoodi 1] 2 3 4 Naytekoodi 1 2 3 4
1 [TOXT-600+601 X  TOXT-600+601 X TOXT-600+601 | x  TOXT-600+601 X [TOXT-600+601 | x TOXT-600+601 | x [TOXT-600+601 | x
1 [TOXT-602+603 X  TOXT-602+603 X TOXT-602+603 | x  TOXT-602+603 X [TOXT-602+603 | x TOXT-602+603 | x TOXT-602+603 | x
FB |TOXT-604 X TOXT-604 X TOXT-604 X  TOXT-604 X TOXT-604 X TOXT-604 X TOXT-604 X
1 [TOXT-605+606 X  TOXT-605+606 X TOXT-605+606 | x  TOXT-605+606 X  TOXT-605+606 X TOXT-605+606 X [TOXT-605+606 | x
1 [TOXT-607+608 X  TOXT-607+608 X TOXT-607+608  TOXT-607+608 X TOXT-607+608 | x TOXT-607+608 X [TOXT-607+608 | x
0 |TOXT-610+611 X TOXT-610+611 X TOXT-610+611 X TOXT-610+611 X TOXT-610+611 X TOXT-610+611 X TOXT-610+611 X
0 |TOXT-612+613 X TOXT-612+613 X TOXT-612+613 | x TOXT-612+613 X TOXT-612+613 X TOXT-612+613 X TOXT-612+613 X
1 |[TOXT-616 X TOXT-616 X TOXT-616 X  TOXT-616 X TOXT-616 X TOXT-616 X TOXT-616 X
1 ([TOXT-618 X TOXT-618 X TOXT-618 X TOXT-618 X TOXT-618 X TOXT-618 X TOXT-618 X
1 ([TOXT-619 X TOXT-619 X TOXT-619 X [ TOXT-619 X TOXT-619 X TOXT-619 X TOXT-619 X
1 [TOXT-620 X  TOXT-620 X TOXT-620 X  TOXT-620 X  TOXT-620 X TOXT-620 X TOXT-620 X
1 [TOXT-621 X TOXT-621 X TOXT-621 X [ TOXT-621 X TOXT-621 X TOXT-621 X TOXT-621 X
1 |[TOXT-622 X TOXT-622 X TOXT-622 X TOXT-622 X TOXT-622 X TOXT-622 X TOXT-622 X
1 |[TOXT-623 X TOXT-623 X TOXT-623 X TOXT-623 X TOXT-623 X TOXT-623 X TOXT-623 X
1 ([TOXT-624 X TOXT-624 X TOXT-624 TOXT-624 X TOXT-624 X TOXT-624 X TOXT-624 X
1 [TOXT-625  TOXT-625 X TOXT-625 X  TOXT-625 X  TOXT-625 X TOXT-625 X  TOXT-625 X
0 |TOXT-626 X  TOXT-626 X TOXT-626 X TOXT-626 X TOXT-626 X TOXT-626 X TOXT-626 X
0 |TOXT-627 X TOXT-627 X TOXT-627 X TOXT-627 X TOXT-627 X TOXT-627 X TOXT-627 X
1 [TOXT-628 X TOXT-628 X TOXT-628 X [ TOXT-628 X TOXT-628 X TOXT-628 X TOXT-628 X
1 |[TOXT-629 X TOXT-629 X TOXT-629 X TOXT-629 X TOXT-629 X TOXT-629 X TOXT-629 X
1 |[TOXT-630 X  TOXT-630 X TOXT-630 X TOXT-630 X TOXT-630 X TOXT-630 X  TOXT-630 X
1 ([TOXT-631 X TOXT-631 X TOXT-631 [ TOXT-631 X TOXT-631 X TOXT-631 X TOXT-631 X
1 ([TOXT-632 X TOXT-632 X TOXT-632 [ TOXT-632 X [ TOXT-632 X TOXT-632 X  TOXT-632 X
1 ([TOXT-633 X TOXT-633 X TOXT-633 [ TOXT-633 X TOXT-633 X TOXT-633 X TOXT-633 X
1 [TOXT-635 X  TOXT-635 X TOXT-635 X [ TOXT-635 X [ TOXT-635 X TOXT-635 X  TOXT-635 X
1 |[TOXT-636 X  TOXT-636 X TOXT-636  TOXT-636  TOXT-636 X TOXT-636 X  TOXT-636 X
0 |TOXT-637 X TOXT-637 X TOXT-637 X [ TOXT-637 X TOXT-637 X TOXT-637 X TOXT-637 X
0 |TOXT-638 X TOXT-638 X TOXT-638 X TOXT-638 X TOXT-638 X TOXT-638 X TOXT-638 X
0 |TOXT-639 X  TOXT-639 X TOXT-639 TOXT-639 X TOXT-639 X TOXT-639 X TOXT-639 X
0 |TOXT-640 X TOXT-640 X TOXT-640  TOXT-640 X TOXT-640 X TOXT-640 X TOXT-640 X
1 [TOXT-641 X TOXT-641 X TOXT-641 TOXT-641 X TOXT-641 X TOXT-641 X TOXT-641 X
1 |[TOXT-642 X  TOXT-642 X TOXT-642  TOXT-642 X  TOXT-642 X TOXT-642 X TOXT-642 X
0 |TOXT-643 X TOXT-643 X TOXT-643 TOXT-643 X TOXT-643 X TOXT-643 X TOXT-643 X
0 |TOXT-644 X TOXT-644 X TOXT-644 X TOXT-644 X TOXT-644 X TOXT-644 X TOXT-644 X
0 |TOXT-645 X  TOXT-645 X TOXT-645 X TOXT-645 X  TOXT-645 X TOXT-645 X TOXT-645 X
0 |TOXT-646 X  TOXT-646 X TOXT-646 TOXT-646 X  TOXT-646 X TOXT-646 X TOXT-646 X
0 |TOXT-647 X TOXT-647 X TOXT-647 X  TOXT-647 X  TOXT-647 X TOXT-647 X TOXT-647 X
0 |TOXT-648 X TOXT-648 X TOXT-648 X TOXT-648 X TOXT-648 X TOXT-648 X TOXT-648 X
0 |TOXT-649 X  TOXT-649 X TOXT-649 X TOXT-649 X TOXT-649 X TOXT-649 X TOXT-649 X
0 |TOXT-650 X  TOXT-650 X TOXT-650 X  TOXT-650 X  TOXT-650 X TOXT-650 X TOXT-650 X
0 |TOXT-651 X TOXT-651 X TOXT-651 [ TOXT-651 X TOXT-651 X TOXT-651 X TOXT-651 X
0 |TOXT-652 X  TOXT-652 X TOXT-652 X TOXT-652  TOXT-652 X TOXT-652 X TOXT-652 X
0 |TOXT-653 X TOXT-653 X TOXT-653 TOXT-653 X TOXT-653 X TOXT-653 X TOXT-653 X
0 |TOXT-654 X  TOXT-654 X TOXT-654 [ TOXT-654 X  TOXT-654 X TOXT-654 X TOXT-654 X
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TY:n E.coli-lux-testin tulkinta (taulukko 2 loppuraportti) tehtiin prospektiivisesti vaarien
pitoisuuksien perusteella johtuen lahetyslistan véaarésta tulkinnasta. Kun tulokset tulkittiin
retrospektiivisesti uudestaan oikeiden pitoisuuksien perusteella, saatiin tamén liitteen taulukko 1:n ja
taulukko 2:n esittdmaét tulokset. Kun naiden tulosten perusteella arvioitiin menetelman suorituskykyd,
saatiin seuraavat tulokset:

Vauriotalojen keskiarvo 7,3+10,1 x10* kuollutta bakteeria/ug uutetta (n=25). Vastaava
kontrollitalojen keskiarvo on 1,2+2,3 x10* kuollutta bakteeria/ug uutetta (n=32). Ero on merkittava
arvolla 0,0018. Tama tulos on saatu poistamalla Chauvenetin kriteerin mukaisesti molemmista
populaatioista yksi taysin poikkeava arvo (95,65 vaurio ja 137,86 kontrolli). Jos ndin ei tehdd, niin
vauriotalojen ka. on 10,7+£20,0 (n=26, 10 ndytetta ei sisaltanyt lainkaan pélyndytetta ja jatetty
huomiotta) ja kontrollien 5,4+23,9 (n=33). Talldin merkitsevyys on 0,37. Vauriotaloista otetuista
naytteistd oikeita positiivisia on 18/26 eli 69%. Kontrollitaloista otetuista ndytteisté oikeita
negatiivisia on 24/33 eli 73%. Menetelmén sensitiivisyys ja spesifisyys on siis n. 70%. Jos lasketaan
vauriotalot, joista olemme saaneet vahintdén yhden néytteen positiiviseksi, on luku 10/12 eli 83%.
Kontrollitaloja, joissa kaikki naytteet olivat negatiivisia, oli 6/11 eli 55%. Tall6in siis sensitiivisyys on
n 80% ja spesifisyys n 60%. ROC-analyysin perusteella testi on toiminut kohtalaisen ja hyvén
rajamailla. Rakennus 27 oli selvasti toksisin.

Laatikkondytteissa vauriotalojen ka on 4,8+5,9 x10* kuollutta bakteeria/ul uutetta (n=24) ja
kontrollitalojen ka on 3,7+6,6 (n=20). Eron merkitsevyys on tasolla 0,54. Positiivisia ndytteitd
vauriotaloissa oli 14/24 eli 58% ja negatiivisia naytteita kontrollitaloissa oli 13/20 eli 65%. Nain ollen
laatikkonaytteissa sensitiivisyys ja spesifisyys oli n 60%. Taloista vastaavasti oikeita positiivisia oli
9/12 eli 75% ja kontrolleista oikeita negatiivisia 4/10 eli 40%.

Naéista tuloksista voidaan paatelld, ettd meidan toksisuusmenetelmallamme pyyhkaisynaytteet toimivat
vahan paremmin kuin laskeumanéytteet, joissa erityisesti kontrollitalojen naytteet olivat yllattavan
toksisia. Osaltaan tulos voi johtua siita, ettd pyyhintandytteiden pélymaara tunnettiin.



Taulukko 1. pyyhkaisynaytteet

Naytekoodi E.coli
0| TOXT-920 0
0| TOXT-921 0
0| TOXT-922 0
0| TOXT-948 5,85
0| TOXT-949 7,17
0| TOXT-950 0
0| TOXT-952 0
0| TOXT-953 0
0| TOXT-954 0
0| TOXT-956 0
0| TOXT-957 0
0| TOXT-958 0
0| TOXT-960 2,8
0| TOXT-961 4
0| TOXT-962 0
0| TOXT-964 0
0| TOXT-965 0
0| TOXT-966 6,12
0| TOXT-972 2,71
0| TOXT-973 6,77
0| TOXT-974 0
0| TOXT-976 0
0| TOXT-977 0
0| TOXT-978 0
0| TOXT-980 0
0| TOXT-981 137,86
0| TOXT-982 4,31
0| TOXT-984 0
0| TOXT-985 0
0| TOXT-986 0
0| TOXT-988 0
0| TOXT-989 0
0| TOXT-990 0
1| TOXT-900 33,83
1| TOXT-901 95,65
1| TOXT-902 16,17
1| TOXT-904 *0
1| TOXT-905 *0
1| TOXT-906 12,04

1| TOXT-908 0
1| TOXT-909 0
1| TOXT-910 5,74
1| TOXT-912 35,52
1| TOXT-913 0
1| TOXT-914 *0
1| TOXT-916 0
1| TOXT-917 0
1| TOXT-918 *0
1| TOXT-924 3,3
1| TOXT-925 1,99
1| TOXT-926 0
1| TOXT-928 16,9
1| TOXT-929 *0
1| TOXT-930 *0
1| TOXT-932 7,8
1| TOXT-933 3,18
1| TOXT-934 *0
1| TOXT-936 2,69
1| TOXT-937 3,54
1| TOXT-938 20,95
1| TOXT-940 0
1| TOXT-941 4,74
1| TOXT-942 *0
1| TOXT-944 0
1| TOXT-945 *0
1| TOXT-946 *0
1| TOXT-968 4,36
1| TOXT-969 6,94
1| TOXT-970 2,06
FB | TOXT-907 0
FB | TOXT-943 0
MB | TOXT-992 0
MB | TOXT-993 0

HUOM: * Tahdelld merkityissa naytteissa
naytteenotto on epdonnistunut siten etté ne
eivat sisalla lainkaan polya! Niitd ei
tietenkdan ole otettu laskuissamme
huomioon!



Taulukko 2. laskeumamaljanaytteet

TOXT-630 0
TOXT-631 0
Naytekoodi | E.coli ‘ TOXT-632 874
TOXT- Eep—
610+611 3,98 TOXT633 81
ToxT. TOXT-635 17
612+613 0 TOXT-636 14,2
TOXT-626 18,5 TOXT-641 0
TOXT-627 0 TOXT-642 3,58
TOXT-637 0 TOXT-604 5,6
TOXT-638 3,64
TOXT-639 0
TOXT-640 0
TOXT-643 0
TOXT-644 18,58
TOXT-645 0
TOXT-646 3,12
TOXT-647 0
TOXT-648 0
TOXT-649 0
TOXT-650 0
TOXT-651 0
TOXT-652 0
TOXT-653 16,8
TOXT-654 9,2
TOXT-
600+601 3,74
TOXT-
602+603 3,5
TOXT-
605+606 0
TOXT-615 13,8
ToxT-
607+608 0
TOXT-616 16,8
TOXT-618 0
TOXT-619 0
TOXT-620 3,37
TOXT-621 0
TOXT-622 0
TOXT-623 3,54
TOXT-624 0
TOXT-625 3
TOXT-628 4,18

TOXT-629 12,5
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