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Ldhtékohta

Sosiaali- ja terveysministerié on pyytanyt allekirjoittaneita (Prof Esa Laéra ja Prof emeritus Olavi
Pelkonen, Oulun yliopisto) toteuttamaan riippumattoman asiantuntija-arvion THL:n, TTL:n, HY:n
ja TY:n yhteistydssd laatimasta TOXTEST-loppuraportista sen sisdltoon ja loppupéitelmiin
liittyvistd ristiriitaisista arvioista. Arvioijilla on ollut kdytdssidn loppuraportin lisdksi tulokset
sisdltdvd Excel-tiedosto, alkuperiisen hakemuksen liite ja tdydennys ja lisiksi loppuraportin
julkistamistilaisuudessa pidettyjen esitysten PP-tiedostot.

Mitd tutkittiin ja mitd saavutettiin

Arvioitsijoiden lyhyt tiivistelma hankkeesta ja sen tuloksista:

Tavoite:

kehittia sisiiymparistoniytteille soveltuva toksisuuden arviointimenetelmi, jota voidaan kiyttad
terveysvalvonnan tukena homevaurion vakavuuden arvioinnissa ja kosteusvauriokohteiden
korjauksen priorisoinnissa.

Suunnitelma:

Niytteenoton ja ndytteen késittelyn kehitys (vaihe 1)

Kenttikdytt6on soveltuvan toksisuustestimenetelmén valinta (vaihe 2)

Valittujen toksisuustestien soveltaminen laajassa aineistossa (vaihe 3)

Tutkimusasetelma: Vaurioympéristd (“oireileva™) vs kontrolliympéristd (“oireilematon™)
Toksisuustestaus: Néytteiden toksisuuden testaus hankkeen eri vaiheissa kaikkiaan kuudella eri
solutyypilld ja noin kahdellakymmenelld menetelmailli

Tulokset:

Analyysi ja tulkinta tapahtuivat niytekohtaisten, kohdekohtaisten ja testikohtaisten tulosten
perusteella monenlaisia vertailuja tehden.

Johtopéatokset:

Loppuraportin perusteella hankkeen varsinainen tavoite jai saavuttamatta: “huonepélyuutoksen
toksisuutta ei voida kayttii kosteusvauriokohteiden luokittelussa tai terveyshaitan
arvioinnissa”. Muutoinkin johtopaatokset ovat hyvin varovaisia. Hyodyllisti tietoa
jatkotutkimuksia varten tuotettiin runsaasti.

Raportin muodollinen ja sisdllollinen laatu

Raportti liitteineen on varsin mittava ja monessa kohdassa yksityiskohtainen, joskin paikoitellen
varsin huolimaton kielellisesti ja asiallisesti (esim lyhenteitd on jétetty selittéimittd; liitteiden
numerointia €i ole viety itse liitteisiin jne). Ilmeisesti hankkeelta on puuttunut ainakin raportin
koostamisvaiheessa vastuullinen johtaja, joka olisi pitinyt huolen raportin muodollisesta laadusta.

Lukijan kannalta suurin yksittdinen puute on taustatietouden niukkuus; raportista ei 16ydy selkedi
argumentointia, mikd on ihmisten kosteusvaurio-oireiden kausaalinen tai tilastollinen yhteys (tai




yleensd “uskottava” yhteys, jos se perusteltavissa tieteellisesti, ks alempana) erilaisiin
menetelmévalikoima valittiin ja perusteltiin. Tédssi suhteessa lukija on pitkilti muun ja muualta
hankkimansa tiedon varassa. Koska kysymyksessa on taloudellisesti valtavan mittaluokan ongelma
ja tieteellisesti kompleksinen ja haasteellinen tutkimuskohde (ja melkeinpa péivittdinen
uutisointiaihe julkisuudessa), olisimme odottaneet paljon huolellisemmin tehtyé, perusteellisesti
taustoitettua ja kriittisesti argumentoitua raporttia.

TOXTEST-hankkeen tavoitteet

Kuten loppuraportissa todetaan, TOX TEST-hankkeen tavoitteena oli kehittdd kenttikidyttoon
soveltuva toksisuustesti, jota voitaisiin hyodyntda kosteus- ja homevaurion vakavuuden
arvioinnissa. Mielestimme on selvii ja epdilyksetonti, ettd tdima tavoite sinéinsé on erittiin
merkittivi niin tieteellisesti, taloudellisesti kuin myds yhteiskunnan ja yksilén kannalta. Onko
tdmaé “suuri tavoite” realistisesti toteutettavissa hankkeen kiytdssé olevilla resursseilla ja ajalla
onkin jo varsinainen haaste, johon vastaaminen ratkaisee hankkeen onnistumisen. Voidaan myos
kysyd, onko alan tutkimus ja tietdmys edennyt sellaiseen vaiheeseen, ettd asetettu tavoite voidaan
saavuttaa. Lienee syytd muistuttaa, ettd tieteellisessd(kin) tutkimuksessa “paholainen on
yksityiskohdissa” ja siten arviointimme pd#osan muodostaakin menetelmien, ldhestymistapojen,
tulosten esittdmisen ja tulkinnan ja johtopaatGsten varsin yksityiskohtainen tarkastelu.

Hanke eteni kolmessa vaiheessa, joille oli asetettu yksityiskohtaisemmat tavoitteet:

Tavoite 1. Luoda sisdympéristondytteille soveltuva ndytteiden uuttomenetelma sekd maarittaa
varsinaisiin kokeisiin soveltuvat annokset ja altistusajat ("miten valmistaa edustavat niiytteet”).

THL:n ympéristotoksikologian laboratoriolla on pitkd kokemus erityyppisten néytteiden keruusta,
valmistelusta ja tutkimisesta. Kerdysmenetelmind kaytettiin laskeutuneen huonep6lyn kerdémistd
imuroimalla, pyyhkdisyndytteini tai kerdyslaatikkoon, sekd laskeumamaljoja, joihin kasvanut
kasvusto kerittiin talteen. Uuttoliuoksena kéytettiin etanolia, joka haihdutettiin ja sakka liuotettiin
pieneen méérain metanolia. Metanoliliuosta kéytettiin toksisuustesteihin.

Raportti siséltaa tarpeeksi yksityiskohtaista informaatiota, jonka perusteella ndytteiden kerdysta,
valmistelua ja kdyttokelpoisuutta toksisuustestauksiin on mahdollisuus arvioida. Tulosten
perusteella néytteiden siilytysaika ja sdilytysmateriaali voivat vaikuttaa tuloksiin, mutta sindnsa
niytekerdysvilineiden esikdsittely ja ndytteiden kerdys ja uutos uskoaksemme varmistavat, ettd
ndytteet edustavat lyhyen tai pidemman ajan otosta sisdilmasta tai etti esimerkiksi sekoittava
kontaminaatioriski on pieni. Koska kysymyksessé kuitenkin olivat “realistiset” néytteet, niiden
tarkempi ja yksityiskohtaisempi luonnehdinta olisi voinut tuoda lisdarvoa néytteiden edustavuuden
ja kohdentuvuuden arviointiin.

Raportissa ei pohdita pélyniytteiden edustavuutta ja koostumusta, miké on selked puute.
Niytteenkerdysvilineen sijoittamisesta vaurioldhteen 14helle ja/tai yleisempiin tiloihin 16ysimme
viittauksia asianomaisissa protokollissa (liitteet 1 ja 4), mutta ndhddksemme tdménkaltaisen
potentiaalisen paikkatekijén analysointia ei ole kdytetty hyvaksi tai sitd ei ole mainittu.
Naytteenkerdyksen aika on toinen intuitiivisesti ajatellen hyvin merkittava tekija, mutta timékin jaa
varsin lyhyelle pohdinnalle raportissa.



Yleensi altistumistutkimuksissa pyritdén tutkimaan altisteiden koostumusta ja ominaisuuksia, jotta
voitaisiin 16ytdi altistumista kuvaavia vertailukelpoisia mittareita (altistumisen markkerit).
Epiilemittd sisdilmandytteet ovat hyvin monimutkaisia seoksia ja hankalasti luonnehdittavissa,
mutta siitd huolimatta tai ehka juuri sen takia, niytteiden fysikaalinen, fysikokemiallinen ja
kemiallis-analyyttinen tutkiminen olisi ollut tirkedd (mikrobiologista ja mikrobitoksiini-
analytiikkaa tehtiin jossain méérin sen lisdksi ettd puhdasviljelmauutteita tutkittiin 3. vaiheessa).
Emme selvittineet arvioinnin kuluessa, olivatko osallistuneet ryhmaét julkaisseet analyyttisid
tutkimuksia, mutta jos tydryhmilld oli timénkaltaista tietoa olemassa, sitd olisi pitdnyt késitelld
raportissa.

Yleensikin, ndytteiden edustavuuden ja koostumuksen pohdinta vauriokohteiden laadun ja
vakavuuden ja altistuneiden akuuttien ja kroonisempien oireiden ja sairauksien yhteydessi
(yhdistettynd asianmukaiseen kliiniseen diagnostiikkaan, huom. altistumisen ja oireiden
biomarkkerit) olisi saattanut johtaa hankkeen kannalta hyddyllisiin uusiin muunneltuihin
tutkimusasetelmiin.

1. vaiheen niytekerdyksen kehitystyGhon valitut kohde- ja kontrollinédytteet (2 + 2) antoivat
samankaltaisia vasteita kdytetyissi toksisuustesteissd, jonka takia kerdys- ja sdilytysohjeita
muutettiin seuraavia vaiheita varten.

Tavoite 2. Osoittaa ne toksikologiset tutkimusmenetelmat, jotka ovat kayttékelpoisimpia
sisdymparistondytteiden toksisuuden testaukseen, sekd osoittaa ndiden menetelmien luotettavuus
useilla rinnakkaisilla analyyseilld (”Miten valita osuvat toksisuustestit”).

Naytteiden toksisuutta testattiin eri vaiheissa kaikkiaan kuudella eri solutyypilli ja noin
kahdellakymmenelli menetelmiilli (”potentiaalisella biomarkkerilla”, ks jiljempénd), jotka
kaikki olivat jo kdytossé osallistuvissa laitoksissa. Raportissa tai taustamateriaalissa ei kdynyt ilmi,
oliko kaytettyjen toksisuusmenetelmien valinnassa muita kriteerejd kuin se, ettd niitd oli kiytetty
vastaavantyyppisissi tai muihin tarkoituksiin tehdyissd tutkimuksissa jo aiemmin ja/tai ne kuuluivat
laitosten menetelmavalikoimiin. Alempana esitimme perusteellisemman arvion testien valinnasta ja
tutkimusasetelmasta.

Oleellisin tulos 2. vaiheessa oli se, ettd vaikka useimpien testien tulokset korreloivat toistensa
kanssa varsin hyvin, ts. ne ilmeisesti mittasivat samankaltaisia tekijoitd, testit eivit kyenneet
luotettavasti erottelemaan vaurioasuntoja kontrolliasunnoista (toisen vaiheen 4 + 4 kohdetta).

Koska toksisuustestit eivit kyenneet luotettavasti erottelemaan vaurioasuntoja kontrolliasunnoista,
ensimmadinen alustava johtopditos mielestimme on se, ettd

1) kerittivit niytteet eivit edusta niité tekijoiti, jotka johtavat ihmisilla kosteusvaurio-
oireisiin ja sairauksiin,

2) kiytetyt toksisuustestit eiviit mittaa terveyshaittojen esiintymisen kannalta tirkeiti
tekijoitd, ja/tai

3) mittausten toistettavuus on epityydyttivi.

Emme tiedd, kdytiink$ hankkeessa tdménkaltaisia keskusteluja tai pohdiskeltiinko muita

mahdollisia ndytteenottotapoja tai toksisuustestejd, mutta lopputulos kuitenkin oli, ettd jatkossa
liséttiin ainoastaan kohteita ja ndytteitd ja supistettiin menetelmévalikoimaa.
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Hankkeen toksikologista taustaa, lahestymistapoja ja menetelmien valintaa késitelldan alempana
perusteellisemmin.

Tavoite 3. Testata kiyttokelpoisimmilla toksisuustesteilld eri ndytteenkerdysmenetelmié kéyttéen,
voidaanko oireilevat vauriokohteet erottaa oireilemattomista kohteista (”Miten kehitetty ja valittu
tutkimusasetelma/menetelméiivalikoima toimii tositilanteessa).

Hankkeen kolmannessa vaiheessa valitut toksisuustestit pantiin varsinaiseen kokeeseen: niytteitd
kerittiin kuntoarvioinnin ja terveyskyselyn perusteella valituista vaurio- ja kontrollirakennuksista ja
testattiin sokkoutetusti (my0s muissa vaiheissa sokkoutus oli protokollassa) erityisesti sian
siittiGtestilld ja bakteeritestilld. Koska tima vaihe oli hankkeen tavoitteiden kannalta ratkaiseva,
késittelemme sen tuloksia ja niiden tulkintaa laajemmin alempana.

Toksikologisen taustan arviointi: TOXTEST-hanke biomarkkeritutkimuksena

Arvioijien kisityksen mukaan tutkimuksen toksikologinen 1dhestymistapa kuuluu ns
biomarkkeritutkimuksen alueelle; tillaisesta tutkimuksesta on olemassa valtava méara tieteellistd
kirjallisuutta erityisesti lddkekehityksen alueella (erityisesti ns. translationaalinen tutkimus), mutta
myds ympadristotoksikologisessa tutkimuksessa.

Sairaus/oire-suuntautuva biomarkkeri (kosteusvaurio > haitalliset tekijat > sairaus/oire) mittaa
sellaista haitallista tekijad, joka on riittdvan hyvin osoitettu olevan terveyshaitan kausaalinen
tekiji. Kausaalisuus edellyttdd taustalla olevien biologisten ja mekanististen prosessien tuntemusta
tai ainakin sité, ettd yhteys haitallisen tekijén ja sairauden tai oireen vililld on tieteellisesti
“uskottava”. Téll6in tarvitaan ns. weight-of-evidence —tyyppisté lahestymistapaa, jolloin kaiken
relevantin tutkimustietouden valossa punnitaan yhteyden uskottavuutta. Yhteyden "uskottavuus”
edellyttii, ettd tunnistetaan ja luonnehditaan ainakin tirkeimmat haitalliset tekijit (synteettiset
kemikaalit, mikro-organismien tuottamat toksiinit, mikrobit itsessddn, muut haittatekijit jne) ja
vieldp4 niin, ettd tdrkeimmistd on olemassa tutkimustietoa, miten ja kuinka paljon ne altistavat
elimistda ja mitkd ovat niiden vaiheet ja potentiaaliset vasteet elimistdssé niin lyhyelld kuin
pitkalldkin tédhtdimelld.

On syyté painottaa, ettd aikajinne toksikologisissa ilmiéissi on erds tdrkeimpid pohdittavia
tekijoitd niin altistumisen (akuutti — pitkdaikainen) kuin toksisten vasteiden (akuutti — subakuutti —
krooninen — viivdstynyt) suhteen ja aikajannettd olisi hyva tarkastella liittyen potentiaalisiin

16ydy mitid4n mainintaa lukuun ottamatta mainintoja toksiineista ja mikrobeista (ks liite 5), vaikka
oletettavasti ryhmill4 tdllaista tietoa on joko itse tuotettuna tai kirjallisuudesta kerdttyna.

Koska mahdollisia haitallisia tekijoitd on todennékdisesti lukuisia, “sisdilmaongelmien
selvittdmisessd olisi erityisen hyodyllistd kdyttdd menetelmdi, joka ottaa huomioon eri altisteiden
yhteisvaikutukset yksittdisen altisteen maarén mittaamisen sijasta.” Sindnsa tima perustelu on
jarkevéd ja myos tieteellisesti perusteltavissa, mutta se ei voi mitdtdida yksittdisten altisteiden
mittaamisen hydtya ja merkitystd. Yleensdkin kompleksisten seosten tutkimuksissa on tutkittava
sekd seosta ettd sen yksittédisid toksikologisesti merkityksellisid komponentteja ottaen huomioon
mahdolliset yhteisvaikutukset.



Valittu tutkimusasetelma

Iimeisesti kuitenkin yllikuvattu prosessi kosteusvauriosta lukuisten haitallisten tekijéiden kautta
terveyshaittoihin on niin monimutkainen ja suurelta osin huonosti tunnettu, etté tutkimuskonsortio
painottaa pdinvastaista ldhestymistapaa: voitaisiinko valittujen potentiaalisten biomarkkerien
joukosta osoittaa ne testit, jotka selvimmin ja luotettavimmin erottaisivat oireettomat
Kontrollikohteet ja oireilevat kosteusvauriokohteet. Téllaisessa ldhestymistavassa kausaalisten
yhteyksien ja mekanismien osoittaminen ei ole periaatteessa edes tarpeellista, jos kartoittavien
tutkimusten perusteella tunnistetaan spesifinen ja sensitiivinen testi, joka riittivilld luotettavuudella
erottelee ongelmakohteet ongelmattomista. Téssd tapauksessa tieteellinen arviointi pelkistyy aika
pitkiille tilastolliseen arviointiin: kuinka hyvi erotuskyky on tilastollisesti. Kuitenkin
biomarkkerin kiiyttd olisi paljon varmemmalla pohjalla, jos tieteellinen relevanssi olisi riittdvassd
madrin tutkittu ja tunnettu.

Regulatorisen biomarkkerin kehittdminen

Tavoitellun arviointimenetelmén kehittiminen on analoginen regulatorisen biomarkkerin kehittelyn
kanssa ja sisiltdi tekstilaatikossa kuvatut vaiheet soveltuvin osin. Arvioijien késityksen mukaan
taustan kisittely oheisen vaiheluettelon (TextBox) tai vastaavan rakenteen avulla olisi hyvin
hyédyllisti ja kertoisi eksplisiittisesti, minkalaista tutkimustietoutta on olemassa kunkin valitun
potentiaalisen biomarkkerin taustalla. Tama liittyy biomarkkerin tieteelliseen relevanssiin (kohdat
1-3(4) oheisessa tekstilaatikossa), joka on selkeidsti eri asia kuin biomarkkerin kvalifikaatio
(luotettavuus, toistettavuus jne, kohdat (4)5-7). Nyt tieteellisen relevanssin pohdinta puuttuu ldhes

TextBox. Crucial steps to be taken into consideration when creating biomarkers for regulatory
purposes (based on the biomarker qualification exercise as described in Dieterle, F., Sistare, F.,
Goodsaid, F., Papaluca, M., Ozer, J.S., Webb, C.P., et al., 2010. Renal biomarker qualification
submission: a dialog between the FDA-EMEA and Predictive Safety Testing Consortium. Nature
Biotechnology 28, 455-462.)

1) Identification of biomarkers from non-clinical or clinical setting

2) Prioritization of identified biomarkers (on the basis of potential biomarker sets created in point
1)

3) Characterization of biomarkers

4) Validation of biomarkers

5) Preliminary exercise with prioritized biomarkers

- Linking to non-clinical or clinical endpoint or biological process

6) Qualification/verification of biomarkers

- Reproducibility and transferability of assays between laboratories and processes

- Suitability of an assay: accuracy, precision, limit of quantification (LoQ), stability of an analyte,
etc

7) Acceptance of biomarkers for regulatory use

kokonaan raportista.

Tieteellisen relevanssin pohdinnan puute tulee erityisesti ilmi solumallien ja
toksisuusindikaattorien valinnassa. Ilmeisesti tutkijat ovat olettaneet a priori, ettd valitut solut ja
piitevasteet ovat asianmukaisia ja merkittavid kosteusvauriondytteiden toksikologisten
ominaisuuksien mittaamisessa ja oikeastaan tarkein tavoite oli tutkimusten perusteella valita
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“toksisuustesteistd edullisimmat ja nopeimmat”. Jos taas a priori oletus on puutteellinen tai
virheellinen, ei “edullisuudella ja nopeudella” ole kovin suurta tieteellisti relevanssia.

Toksisuustestien tulokset ja tulkinta

Toksiset vasteet (niin kuin biologiset vasteet yleensdkin) ovat kvantitatiivisia ja ilmaistavissa
havainnollisimmin annos/pitoisuus—vaste —suhteina. Se ettd regulatorisissa yhteyksissi kiytetdan
usein erilaisia raja-arvoja ja toksisten aineiden luokittelua, ei vahimmassikadn madrin mititdi
annos-vaste-suhteiden selvittdmistd. Sdatelyn tavoite on riskinhallinta ja raja-arvot toksisille aineille
ja altistumisille kuvaavat riskinarvioinnille perustuvia “turvallisiksi uskottuja” annoksia tai
altistumisia, jotka taas perustuvat annos-pitoisuus-vaste-suhteitten selvittelyyn.

Useimmat hankkeessa kdytetyt toksisuustestit ovat perimmaltdén kvantitatiivisia eivitka
dikotomisia ja perustuvat ainakin muutamaan pitoisuus-vaste-pisteeseen. Téllaisten tulosten
tarkistaminen ja arviointi eivét aiheuttaneet arvioijille ongelmia (paitsi aineiston tilastollisen
késittelyn osalta, ks alempana). Ehk& eniten meitd himmensi siittiGtestin tulosten kisittely ja
tulkinta, jossa esiintyi epdjohdonmukaisuuksia ja puutteita, joiden taustasta oli vaikea saada selkoa
(ks alempana). My®s siittiGtesti on kvantitatiivinen ja tulosten perusteella voitiin laskea esim.
ECS50-arvot néytteille. Ryhmai kéytti raportissa myds luokittelua, jossa merkittdvin raja-arvo oli 40
ng/ml, jonka alapuolella olevat arvot edustavat “merkittdvii toksisuutta”. Miksi timi
nimenomainen arvo oli valittu luokituksen perustaksi, jii meille epaselviksi. Lisdksi timan raja-
arvon maédrittelyssé esiintyi epdjohdonmukaisuutta, koska raportista 16ytyy kaksi raja-arvoa: <40 ja
<40. Kovin suurta merkitystd lopputulokset kannalta raja-arvon valinnalla ei varmaankaan ole,
mutta osaltaan timikin epajohdonmukaisuus osoittaa loppuraportin viimeistelyn puutetta.

Polyniytteiden toksisuuden luokittelu on erityisen ongelmallista, koska ne ovat kompleksisia
seoksia, joiden komponentit ovat useimmiten tuntemattomia ja koska ei ole mitdin yhteismitallista
toksisuusasteikkoa johon kyseinen arvo voitaisiin asettaa. Kyseessa on lisdksi in vitro —menetelma,
Jjonka tulosten ekstrapolaatio in vivo —tilanteeseen tai ihmiselle aiheutuvan vaaran ja riskin
arviointiin on nykytiedon valossa hyvin vaikeaa tai jopa mahdotonta, eika télld hetkelld ole
nékyvissé sellaista tutkimuksellista perustaa, ettd validaatio olisi mahdollista. Tdssd yhteydessi on
syytd painottaa, ettd in vitro —testitulos osoittaa harvoin muuta kuin terveydelle aiheutuvaa
potentiaalista “hypoteettista” vaaraa (hazard), jonka todellista suuruutta on vaikea arvioida ja joka
nimenomaan €i ole riski; tuloksen “jalostaminen” méaérélliseksi riskiksi (ihmiselle) edellyttds in
vitro-in vivo —ekstrapolaation validaatiota, joka taas on yleensi vuosia kestdvi kansainvélinen
tutkimushanke (esim. ECVAM:in koordinoimat validaatiohankkeet).

Raja-arvo nayttdd olevan merkittdvisséd osassa tutkijoiden kehittdimaissi “toisen tason”™
riskinarviointiluokittelussa, joka nojaa elintarviketurvallisuuden ajatteluun (liite 11, kohdat 11.2.4 ja
11.3.1). Téssd "toisen tason” luokittelu perustuu paitsi ylldmainittuun raja-arvoon myos kustakin
kohteesta méadritettyjen naytteiden luokitteluun raja-arvojen suhteen (ks. alempana). Luokittelulla ei
ole mitddn syvallisempai tieteellistd perustaa, lisdksi sen perusteella hylatddn merkittdvai aineistoa
(vain kolmen ndytteen kohteet hyvéksyttiin, ks. alempana) ja lopuksi se ndyttdd kuuluvan enemmin
riskinhallinnan puolelle. Viimeinen kohta on hyvin merkittdva, koska riskinhallinnassa astutaan
tieteellisen tutkimuksen ulkopuolelle ja mukaan tulevat monet yhteiskunnalliset, poliittiset ja
arvostukselliset asiat. Mielestimme riskinhallinnan perustelu kyseenalaisilla tieteellisilla
argumenteilla ei aja sen enempéé riskinarvioinnin kuin riskinhallinnankaan asiaa.



TOXTEST-hankkeen tilastotieteellinen arviointi

Siirrymme nyt tarkastelemaan raportin tilastollista osuutta varsin yksityiskohtaisesti, koska valittu
tutkimusasetelma edellyttdd asianmukaisia tilastollisia ty6kaluja ja niiden péitevaa kiyttamisti, ja
itse asiassa hankkeen tulokset ja johtopditokset perustuvat (1dhes) tdysin tilastolliseen kasittelyyn.

Toksisuustestien tilastollisen arvioinnin periaatteista

Toksisuustestien hyvyyden tilastollinen arviointi nojautuu pédosin samoihin periaatteisiin ja
menetelmiin kuin diagnostisten ja seulontatestien ominaisuuksien arviointi lddketieteen piirissa.
Perusteellisen johdatuksen aihepiiriin tarjoaa esim. Margaret Sullivan Pepen monografia (Pepe MS.
The Statistical Evaluation of Medical Tests for Classification and Prediction. Oxford University
Press, Oxford, 2003.)

Arvioinnissa kiytettivin aineiston havaintoyksikét (kuten ihmiset tai talot) muodostavat
parhaimmillaan edustavat osajoukot niisti testattavan kohdehdirion (tietty sairaus tai kosteusvaurio)
esiintymisen suhteen erilaisiksi luokiteltavista kohdepopulaatioista, joiden erotteluun arvioitavaa
testimenetelmii suunnitellaan kaytettaviksi. Testimenetelmén alkuvaiheen tutkimuksissa on
kuitenkin usein hyddyllistd valita havaintoyksikot yhtdaltd “sairaista sairaimpien” ja toisaalta
“terveistd terveimpien” populaatioista. Jatkotutkimuksiin ja -kehittelyihin kannattaa kelpuuttaa vain
ne menetelmit, joiden erottelukyky ndin selvésti poikkeavien ryhmien kesken on ldhes tiydellinen.

Yksittdisen testimenetelmin erottelukykyi mitataan asianmukaisilla parametreilla eli maarallisilla
tunnusluvuilla. Keskeisille parametreille lasketaan ja raportoidaan paitsi piste-estimaatit niin myos
estimaattien tilastollista epdvarmuutta kuvaavat virhemarginaalit eli lnottamusvilit.

Kun kohdehiiri6 on dikotominen (“sairas™ vs. terve”), ja testin antamat tulokset on selvésti
jaettavissa positiivisiin ja negatiivisiin, niin erottelukykya on tapana kuvata sellaisilla parametreilla
kuin sensitiivisyys (Se), eli oikean positiivisen tuloksen todennikdisyys, ja spesifisyys (Sp), eli
oikean negatiivisen todennékoisyys. Spesifisyyden asemesta voidaan yhtapitévisti tarkastella
viirin positiivisen riskii (false positive risk, FPR = 1 — Sp). On yleisesti perusteltua odottaa, ettd
niin sensitiivisyys kuin spesifisyys ovat kumpikin vahintdén 50 % ja mieluummin kauempana tistd
arvosta kuin ideaalitasosta, joka on 100 %. Mielekkaalla testilld sensitiivisyys on joka tapauksessa
huomattavasti suurempi kuin vaéréan positiivisen riski, ja vddrén negatiivisen riski on reilusti
pienempi kuin spesifisyys. Sen sijaan ei ole mahdollista asettaa yleispétevid kynnysarvoja sille,
millaiset sensitiivisyyden ja spesifisyyden arvot ovat tarpeeksi suuret. Kussakin sovelluksessa
riittdvyyttd koskeva harkinta perustuu saatavilla olevaan informaatioon ao. paétoksentekotilanteen
muista piirteistd, kuten (a) kuinka suuri on testattavan kohdehéirion todellinen yleisyys eli
vallitsevuus (prevalence, Pr), ja (b) kuinka vakavia haitallisia seurauksia on yht4altd vaaristd
negatiivisista ja toisaalta vaarista positiivisista tuloksista.

Sensitiivisyys ja vadran positiivisen riski voidaan tiivistdd yhteen parametriin esim. laskemalla
niiden pohjalta Youdenin indeksi: /= Se + Sp — 1 = Se — FPR. Youdenin indeksin viitepisteend on
0, joka kuvastaa tiydellistd erottelukyvyn puutetta (vrt. lantin- tai nopanheitto). Kayttokelpoiselta
testiltd on perusteltua odottaa, ettd Youdenin indeksi on selvisti ldhempéna 1:t4 kuin 0:aa. Jos
arviointiaineistosta laskettu Youdenin indeksin luottamusvali kattaa seka negatiivisia ettéd
positiivisia arvoja, niin aineisto ei anna ainakaan riittdvésti ndyttdd sen puolesta, etta testillé olisi
minkéénlaista erottelukykya.



Kaksiarvoisen testin erottelukykya voidaan mitata vaihtoehtoisesti my6s uskottavuusosaméaérilla.
Positiivisen tuloksen uskottavuusosamaiiri LR+ ja negatiivisen tuloksen uskottavuusosamiiri
LR— médritelldén sensitiivisyyden ja vddrin positiivisen riskin pohjalta seuraavasti: LR+ = Se/FPR
jaLR— =(1-Se)/( 1- FPR). Aiemman tarkastelun perusteella LR+:n pitd4 olla reilusti 1:tid
suurempi ja LR—:n selvisti alle 1:n. Jos ndiden arvot olisivat LR+ = LR— = 1, niin testi antaisi
kohteen todellisesta tilasta tdysin riippumattomia tuloksia (kuten lantin- tai nopanheitto). Jos taas
LR-luvun luottamusvilin alaraja on ykkdsen alapuolella ja yldraja 1:n yldpuolella, voidaan sanoa,
ettd toksisuustestin erottelukyvysti ei ole mitddn ndytt6d. Uskottavuusosaméirien etuna on mm. se,
ettd ne yleistyvat moniluokkaiselle tai jatkuvalle testimuuttujalle.

Testin positiivinen ennustearvo PV+, eli ehdollinen todennékéisyys sille, ettd positiivisen
testituloksen saanut havaintoyksikko on todella sairas tai vaurioitunut, riippuu vallitsevuudesta ja
positiivisen tuloksen uskottavuusosamadristd Bayesin kaavan mukaan. Samoin negatiivinen
ennustearvo PV— riippuu vallitsevuudesta ja negatiivisen tuloksen uskottavuusosaméairéista.

Kun testimenetelmaén erilaiset mahdolliset tulokset muodostavat joko moniluokkaisen
jarjestysasteikollisen muuttujan tai mittayksik6lld varustetun kvantitatiivisen muuttujan 7, niin
sensitiivisyys Se(?) ja védrén positiivisen riski FPR(#) on periaatteessa madriteltdvissd kullekin
mahdolliselle kynnysarvolle tai katkaisupisteelle ¢, joka sisdltyy testimuuttujan 7 vaihtelualueeseen.
Téllaiseen testimenetelmén kokonaisvaltaista erottelukykyé voidaan arvioida ja verrata muiden
samaan tarkoitukseen ajateltujen testien kanssa, joiden asteikot ja mittayksikot voivat olla toisistaan
hyvinkin poikkeavia, kdyttden ROC-kayrini (Receiver Operating Characteristic curve) tunnettua
kuviota. Se konstruoidaan piirtdméalld murtoviiva eri katkaisupisteiden ¢ kohdalla estimoitujen
FPR(?) ja Se(f)-lukujen muodostamien x-y-koordinaattien kautta. Kdyrd lihtee yksikkonelion
vasemmasta alakulmasta ja pédtyy nelion oikeaan yldkulmaan, ja hyvalli testilld se kulkee 1aheltd
nelidn vasenta yldkulmaa. Kédyrén alle jadvé pinta-ala AUC (area under curve) on suoraviivaisin
tapa mitata testin erottelukykya yhdelld parametrilla, ja sen estimointiin liittyvédn virhemarginaalin
suuruutta arvioidaan asianmukaisen luottamusvélin avulla. Taydellisell4 testilld AUC = 1, kun taas
taysin erottelukyvyttoman testin kdyré kulkee pitkin nelion lavistdvad diagonaalia, jossa Se(r) =
FPR(?) jokaisella ¢, ja sen AUC = 0.5.

Uskottavuusosamadriét yleistyvit moniluokkaisen tai kvantitatiivisen testimuuttujan 7T asetelmaan
seuraavasti. Olkoon nyt p(¢ | D) arvon T = ¢ todenndkdéisyys tai todennakdisyystiheys sairaiden
yksikdiden osapopulaatiossa D, ja vastaavasti p(¢ | H) yhtd kuin arvon ¢ todenndkoisyy(stihey)s
terveiden osapopulaatiossa H. Mink& tahansa mahdollisen testituloksen ¢ uskottavuusosamaira
médritellddn ndistd: LR(?) = p(¢ | D) / p(t | H). Uskottavuusosamaéran voidaan odottaa olevan
testimuuttujan arvojen f monotoninen funktio. Se on kasvava, jos suuret testimuuttujan 7 arvot ovat
tavallisempia sairailla kuin terveill, ja viheneva pédinvastaisessa tapauksessa. Uskottavuusosamaéra
on hyddyllinen yksittiistd kohdetta koskevassa diagnostisessa paéitostilanteessa. Se kuvaa
testituloksen ¢ antaman suhteellisen ndyton voimakkuutta diagnostisen hypoteesin D = "kohde on
sairas" puolesta hypoteesia H = "kohde on terve" vastaan. Kun on saatu testitulos 7 = ¢, niin
kohteen todellista tilaa koskevan posterioritodennikoisyyden

PV(¢) = "todennikdisyys sille, ettd kohde on sairas, kun testin 7 tulos on ¢"
arvo médrdytyy prioritodennikoisyydesté Pr ja uskottavuusosamaérista LR(f) Bayesin kaavan
yleistyksen nojalla.

Diagnostisten ja seulontatestien yksi tirked ominaisuus on myos konsistenssi eli toistettavuus. On
toivottavaa, ettd samasta kohteesta tehdyt rinnakkaiset mittaukset antaisivat mahdollisimman
samanlaiset eli konsistentit tulokset. Toistettavuus on huono, jos ndiden toistojen vélinen hajonta



olisi suuri. Tdmd nimittdin vaikuttaisi negatiivisesti kaikkiin erottelukykyé kuvaaviin
parametreihin, jos lopullinen testi perustuisi vain yhteen mittauskertaan. Néissd olosuhteissa
toistoista saatavien tulosten sopivalla yhdistelmélld pédstaisiin kohentamaan konsistenssia ja sitd
kautta my®ds erottelukykyd, edellyttéden ettd useamman rinnakkaismittauksen suorittaminen ei kdy
liian tydlaiksi ja/tai kalliiksi. Kategorisen testimuuttujan konsistenssia mitataan kappakertoimen
tapaisilla tunnusluvuilla. Jatkuvan muuttujan konsistenssia arvioidaan varianssianalyysin
menetelmin erottamalla kohteiden viliset ja kohteiden sisdiset vaihtelukomponentit toisistaan.
Kohteiden sisdisen varianssin suhde mittausten kokonaisvaihteluun antaa reliabiliteettikertoimena
tunnetun tunnusluvun testimuuttujan suhteelliselle konsistenssille.

Tilastolliset menetelmdit ja niiden kdytto TOXTEST-hankkeessa

Hankesuunnitelmassa (28.10.2010) kommentoidaan tutkittavien toksisuustestien tilastollisen
arvioinnin toteutusta:
- ... yhteydet analysoidaan tilastollisin menetelmin”,
“Kiyttokelpoisuuden kriteerind on mm. se, kuinka hyvin mitattava parametri korreloi
raportoitujen terveyshaittojen ja rakennusta koskevan tiedon kanssa.”
Tésté saa sen vaikutelman, etti tutkijoilla ei vield siind vaiheessa olisi ollut mitéédn tdsmallista
kasitysti siitd, milld erityisillé tilastomenetelmilld nditd yhteyksid ja korreloitumisia pitdd
analysoida.

Kiinnitimme huomiota my®0s siihen, ettd hankkeessa ei ole lainkaan ollut mukana ammattitaitoista
tilastotieteilijad, joka olisi aktiivisesti osallistunut jo tietojenkeruun asetelman ja aineistonhankinnan
suunnitteluun sen lisdksi, ettd hin olisi vastannut saatujen tulosten analyysin patevyydesti. Ketdédn
alan ammattilaista ei mydskain liene missddn vaiheessa edes konsultoitu, vaikka tilastotieteellista
asiantuntemusta olisi tarvittaessa mitd todennakoisimmin 16ytynyt jokaisen hankeorganisaatiossa
edustettuna olevan taustayhteison piirista.

Hankkeen kolmannen vaiheen tutkimusaineiston muodostamisessa noudatettiin sitd edelld mainittua
periaatetta, jonka mukaan vauriokohteet valittiin "sairaista sairaimpien" joukosta ja vertailukohteen
puolestaan "terveisti terveimpien" kohteiden populaatiosta. Taméa menettelytapa on hyvin perusteltu
ottaen huomioon tutkittavien menetelmien arvioinnin vaihe. Vaurio- ja vertailukohteiden lukumaéra
niyttid madriytyneen ensisijaisesti muista ndkokohdista kuin esimerkiksi tilastollisen tarkkuuden
vaatimuksista.

Tulosten analyysissé sovellettujen tilastollisten menetelmien dokumentaatio on kdytinndssa
olematon loppuraportin metodisissa osissa. Tdma puute on huomattavassa kontrastissa mm. sen
kanssa, ettd raportissa ja sen liitteissd on varsin seikkaperdisesti kuvattu ndytteiden keruun ja
kisittelyn laboratorio- ym. tekniset yksityiskohdat Joissakin tuloksia esittelevissd yksittéisissd
taulukoissa (Liitteen 3 taulukot 1,2 ja 5) on lyhyt, joskaan ei yksikasitteinen maininta mahdollisesti
kiiytetyisti tilastollisista testeistd (jad epéselviksi kaytettiinkd Fisherin tarkkaa vai Pearsonin khiin
neliotestid). Enimmakseen "merkitsevyyksid" kuitenkin raportoidaan ilman, ettd eksplisiittisesti
mainitaan ao. testisuuretta saati etté itse testattavan nollahypoteesin yleistd mielekkyyttd, tai ettd
testin oletusten realistisuutta millddn lailla kriittisesti arvioidaan (kuten esim. Liitteen 7
numeroimattomat kuviot ja Liitteen 12 teksti)

Tilastollinen analyysi nayttddkin paljolti painottuvan vauriokohteiden ja vertailukohteiden vélisten
erojen "tilastollisen merkitsevyyden" testaamiseen. Téssd suhteessa hankkeessa on toimittu
noudattaen monilla tieteenaloilla vallitsevia konventionaalisia mutta tilastotieteelliseltd ja
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sisdlldlliseltd kannalta perustelemattomia rituaaleja. Tilastollisen testaamisen ja P-arvojen
raportoinnin mielekkyys ja informatiivisuus voidaan tdssékin yhteydessé asettaa yleisesti
kyseenalaiseksi. Se on sité erityisesti, kun testaamisen kohteena ovat keskimadariiset erot erilaisten
oireiden esiintyvyydessa kuin my0s esiintyvyyttd kuvaavissa summamuuttujissa vaurio- ja
vertailukohteiden vililla (ks. Liitteen 3 taulukot 1, 2 ja 5, sekd Liitteen 7 numeroimaton kuvio), jos
kerran ndma osajoukot alun perin muodostettiin silld periaatteella, ettd ne olisivat mahdollisimman
erilaisia oireiden esiintymisen suhteen!

Tilastollinen testaus ei ylipdatdan anna hyodyllisid ja kdyttékelpoisia vastauksia kysymyksiin, jotka
koskevat diagnostisen tai seulontatestin (joihin toksisuustestit ovat rinnastettavissa) erottelukykyd ja
ennustearvoa. Niiltd osin raportissa ollaan enimmékseen oikeilla linjoilla, koska "tilastolliseen
merkitsevyyteen" vedotaan vain liitteessd 12, jossa verrataan kuolleiden bakteerien tiheyksien eroja
vaurio- ja vertailukohteiden muodostamien ryhmien vélilla. Téssd kohdassa valitun kuvaus- ja
analyysitavan perusongelmana on, ettd siind ei ole mitenkdén otettu huomioon kohdemuuttujan
jakauman merkittdvaa nollainflatoitumista: vertailuryhmaéssé suurin osa lukuarvoista oli nollia, ja
nollien osuus oli huomattava myds vauriokohteiden joukossa. Mikdin tavanomainen #-testi tai
Mannin—Whitneyn testi ei ole péatevd — ei edes yksittédisten oudokkien poistamisen jdlkeenkdin —
nollainflatoituneen aineiston analyysiin, vaan siihen tarvitaan toisenlaista menettelytapaa. Lukijalle
jai myo0s epaselviaksi, onko keskiarvon rinnalla operaattorin + jalkeen annettu luku keskihajonta
(SD) vai keskivirhe (SE), joskaan kumpikaan niisti ei olisi erityisen informatiivinen
nollainflatoidussa aineistossa.

Raportin keskeiset tulokset ja niiden arviointi

Raportin keskeiset tulokset on tiivistetty taulukkoon 2. Siini on periaatteessa asianmukaisesti
raportoitu piste-estimaatit eri menetelmien niytekohtaisille sensitiivisyyksille ja spesifisyyksille
nojautuen valittuihin kynnysarvoihin sekd yksinkertaistaviin oletuksiin eri ndytteiden taydellisestd
keskindisestd riippumattomuudesta ja samanarvoisuudesta. Kuitenkaan siina eikd muuallakaan ole
dokumentoitu néille piste-estimaateille mink&é4nlaisia virhemarginaaleja. Lisdksi olisi ollut
hyodyllistd raportoida esimerkiksi Youdenin indeksit ja niiden luottamusvalit antamaan vield
tilviimpi ja havainnollisempi kuva tutkimustulosten antaman tilastollisen ndyton vahvuudesta — tai
ldhinnd sen puuttumisesta.

On yht&alta todettava, ettd kun kustakin kohteesta keritdén ja analysoidaan useampi kuin yksi
ndyte, niin aineisto on ldhtokohtaisesti luonteeltaan hierarkkisesti ryvéstynytta siten, ettd saman
kohteen eri ndytteiden tulosten voidaan odottaa olevan jossain mairin keskendin korreloituneita
mutta riippumattomia muiden kohteiden tuloksista. Tdman ryvistymisen huomioonottaminen
johtaisi monimutkaisempaan analyysiin, jonka seurauksena todennikoisesti ainakin erottelukykya
kuvaavien parametrien estimaattien virhemarginaalit levenisivat verrattuna yksinkertaiseen
estimointiin, jossa sisdkorrelaatiota ei oteta huomioon. Toisaalta yksinkertainen analyysi kohtelee
saman kohteen eri ndytteitd yhtildisesti ja tdysin symmetrisesti. Se ei ota huomioon mm. siti
mahdollisuutta, ettd niytteiden keruupisteet kohteen sisilld olisi valittu jotenkin
harkinnanvaraisesti, eli esim. yksi niistd erityisen ldheltd todennakoista vauriokohtaa ja toinen
selvasti kauempaa.

Kun tarkastellaan loppuraportin yhteenvedon taulukossa 2 esitettyja paatuloksia tdydentden niitd eri
menetelmien Youdenin indeksien piste-estimaateilla ja niiden 95% luottamusvileilld, jotka on
laskettu edelld mainittuihin yksinkertaistaviin oletuksiin nojautuen (ks. Kuva 1), voidaan tehda
mm. seuraavia havaintoja:
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(1) kaikkien laatikkondytteista tehtyjen testien estimoitu sensitiivisyys jaa alle 50 % samoin kuin
pyyhintaniytteiden E.coli -kuolleisuustestin,

(2) védrien positiivisten osuus on yli 50 % useiden menetelmien kohdalla,
(3) Youdenin indeksien piste-estimaatit ovat joko negatiiviset tai 1ahelld O:aa,

(4) kaikkien em. estimaattien virhemarginaalit ovat levedhkdja.
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Youdenin indeksi

Kuva 1. Raportin taulukon 2 sisdltdmien testimenetelmien Youdenin indeksien piste-estimaatit ja
likiméaardiset 95% luottamusvailit annettujen sensitiivisyys- ja spesifisyyslukujen pohjalta.
Testimenetelmit on koodattu taulukon 2 mukaisessa jirjestyksessd, jossa ensin ovat

tulehdus (TNFa-tuotanto).

Kuva 1 osoittaa, ettd Taulukon 2 pohjalta lasketut Youdenin indeksien arvot ovat joko "vadralla
kaistalla" tai "keskiviivalla", kun hyvien testimenetelmien kohdalla niiden pitdisi sijoittua tiukasti
kuvion oikeaan laitaan.

Niiden tulosten nojalla raportin padosassa esitetyt tulkinnat ja loppupditelmét vaikuttavat erittdin
perustelluilta sikali kuin taulukon 2 luvut on laskettu asianmukaisista mittaussarjoista. Mitkd4n
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hienojakoisemmat analyysit, jotka paremmin hyodyntéisivat kdytettyjen mittausten kvantitatiivisen
luonteen tai ottaisivat huomioon aineiston ryvistymisen ja siitd aiheutuvan sisdkorreloitumisen,
eivit todennakdisesti johtaisi olennaisesti toisenlaisiin lopputuloksiin.

Virhemarginaalien leveys on luonnollinen seuraus aineiston pienuudesta. Yksittdisen
luottamusvilin leveys on kddntden verrannollinen aineiston koon nelidjuureen. Nyrkkisddntona
voidaan siis sanoa, ettd jos luottamusvili halutaan puolittaa, niin aineisto pitdé nelinkertaistaa.
Talloin informatiivisempaa on lisdté toisistaan riippumattomien vaurio- ja vertailukohteiden
lukumaarad kuin kasvattaa keskendén korreloivien kohdekohtaisten ndytteiden maaraa.

Koska Helsingin yliopiston sekd Turun yliopiston edustajat ovat ilmaisseet raportin paitulosten ja
johtopaatosten osalta joiltakin osin eridvid mielipiteitd, on syyta tarkastella yksityiskohtaisemmin
heiddn laatimiaan liitteitd raportissa.

Helsingin yliopiston osuus — Liite 11

Hankeorganisaatiossa Helsingin yliopistoa edustavien tutkijoiden ryhmén vastuulla oli sian

Ryhmaé dokumentoi Liitteessd 11 oman osuutensa toteutusta, siind kdytettyja laboratoriotekniikoita,
mittausarvojen tulkinnan periaatteita, tilastollisen analyysin menetelmid, analyysien tuloksia ja
lopuksi omia johtopaatoksidan. Padhuomio suuntautuu pyyhkdisynéytteistd mitattuihin EC50-
EC50-arvoilla on paitsi kohteiden vauriostatuksen niin myds niiden asukkaiden keskimaériisten
oirepistemédrien kanssa.

Téman liitteen sisdllossd meitd askarruttavat erityisesti seuraavat kaksi seikkaa HY :n ryhmén
omaksumassa metodisessa paradigmassa: (1) aineiston valikointi ja usean kohteen poissulkeminen
analyyseistd, ja (2) EC50-lukujen ja kohteista saatujen oirepisteméadrien valista tilastollista yhteytta
kuvaavien tunnuslukujen valinta ja niiden pohjalta tehtyjen padtelmien osuvuus. Néiden lisdksi
kiinnitimme huomiota liitteen erdisiin sisdisiin epdjohdonmukaisuuksiin ja esityksen huomattavaan
viimeistelemattomyyteen.

Aineiston valikointi

HY :n ryhma4 péétyi valikoimaan analyyseihinsi vain sellaisia kohteita, joiden kaikille kolmelle
pyyhkaisypolynéytteelle onnistuttiin tekeméin tuloksellinen toksisuusmittaus. Siten kaikkiaan 10
vauriotalosta, joista oli saatavissa ainakin yhden naytteen tulokset, analyysiin kelpuutettiin vain
puolet eli niiden 5 talon aineisto (n:ot 14, 22, 27, 46, 48), joista kaikkien kolmen néytteen tulokset
saatiin. Todettakoon, ettd analyysien ulkopuolelle jii vield 2 vauriotaloa (n:ot 19 ja 41), joiden
yhdestdkédidn ndytteestd ei kyetty saamaan onnistunutta toksisuusmittausta. Liséksi, periaatteessa
kaytettavissa olleista 11 verrokkikohteesta suljettiin analyysien ulkopuolelle jostain
julkilausumattomasta syysté kohteet 5 ja 35, vaikka my®ds niisté 16ytyy dokumentoituna ao.
testimenetelmaén perustuva EC50-arvo kolmesta eri naytteestd (ks. saamamme Excel-tiedoston
vililehti "Pyyhintindytteet, lukuarvot") .

Tekemalleen valikoinnille ei HY:n ryhmaé anna liitteen tekstissd ndhddksemme mitdédn patevaa
perustelua. Koko raportissa kauttaaltaan (ml. liitteet 11 ja 12) on eri testimenetelmien erottelukykyd
kuvaavana parametrina ensisijaisesti kdytetty yksittdisen ndytteen toksisuumittauksen
sensitiivisyyttd ja spesifisyyttd. Tdssd hengessd myds HY :n ryhmé esittdd omia tuloksiaan sian
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siittividen EC50-lukuihin perustuvan testin osalta Taulukossa 2-11. Naytekohtaisen sensitiivisyyden
ja spesifisyyden estimoinnissa periaatteessa yhtd informatiivisia ovat nimittéin kaikki patevit
mittaustulokset my®s niistd kohteista, joissa toksisuustestin tuloksia on saatavilla vain 1 tai 2
ndytteesta.

Aineiston valikoinnilla ja siniinsi kelpoisten havaintojen poissulkemisella on ainakin seuraavat ei-
toivotut seuraukset: (a) estimaattien virhemarginaalien leveneminen, ja (b) mahdollinen harha
estimoinnissa, jos mittaustulosten puuttuminen ja poissulkeminen korreloivat kohteen statuksen
ja/tai potentiaalisen mutta saamatta jiéneen mittaustuloksen kanssa. Jalkimmaisen huolen
herddminen on tdssd yhteydessi luonnollista, ottaen huomioon naytteitd kohdanneessa kadossa
havaitun suuren kontrastin vaurio- ja vertailukohteiden vililla. Toisaalta, jos toksisuustestilld on
sellainen ominaisuus, etti terveissi kohteissa se enimmaikseen onnistuu, mutta yli puolella
vauriokohteista (tdssi aineistossa 7/12) niytteiden kerd@minen ei tuota hyddynnettévissi olevia
mittausarvoja, niin menetelmén yleinen kenttakelpoisuus ei vaikuta kovin hyvalta.

Liitteen 11 taulukossa 2-11 raportoidaan HY :n tutkijoiden laskemat piste-estimaatit (mutta ei
virhemarginaaleja) valikoimastaan 14 kohteen aineistosta sekd siittidtestin ettd TY:n E.coli-lux-
testin yksittdisen ndytteen sensitiivisyydelle (Se) ja véirien positiivisten osuudelle (FPR) kuin myds
niiden suhteelle eli positiivisen tuloksen uskottavuusosamadrélle (LR+, ks. edelld), kun positiivisen
tuloksen eli toksisuuden kriteerind on EC50 < 40 pg/ml. Kun tarkistimme laskelmat nojautuen
EC50-lukuarvoihin, jotka on dokumentoitu em. Excel-taulukon vililehden "Pyyhinténaytteet,
lukuarvot" ao. sarakkeissa, niin saimme siittiotestin osalta hieman erilaiset toksisen polyn
esiintyvyysluvut vaurio- ja vertailukohteissa sekd HY :n ryhmén valikoimasta aineistosta etta
kaikkien kelvollisten niytteiden aineistosta [suluissa 95% luottamusvili]:

parametri valikoitu aineisto kaikki kelvolliset naytteet
Se 10/15 = 0.67 [0.41, 0.85] 14/24 = 0.58 [0.39, 0.75]
FPR 6/27 = 0.22 [0.10, 0.41] 8/33 = 0.24 [0.13, 0.41]
J 0.44 [0.13, 0.68] 0.34 [0.08, 0.56]
LR+ 3.0 [1.5, 6.6] 2.4 [1.3, 4.8]

Valikoidusta aineistosta saadut piste-estimaatit ndyttévét siis antavan hieman paremman kuvan
siittidtestin erottelukyvysti kuin valikoimattomasta aineistosta lasketut, joskin havaittavat erot
aineistojen vililld mahtuvat hyvin tavanomaisen virhemarginaalin sisddn. Joka tapauksessa, vaikka
valikointi ei sisiltdisikifin mitddn systemaattista virhettd, niin valikoidunkaan aineiston antama
niyttd siittidtestin erottelukyvystd ei naiden lukujen valossa ole ldhimainkaan niin hyvé, kuin
haluttuun tarkoitukseen kiyttokelpoiselta menetelmaltd voidaan odottaa.

Todettakoon tissi yhteydessd havaitsemamme epdjohdonmukaisuus koskien tulososassa (s. 4)
viitattua Taulukkoa 1/11. Sen voisi asiayhteydesté paétellen odottaa siséltivin valikoitujen 5
vauriokohteen ja 9 vertailukohteen toksisuusmittausten tulokset. Kuitenkin seuraavalla sivulla oleva
Taulukko 11-1 (ei siis nimeltddn Taulukko 1/11!) kattaa vain osan ndistd 14 kohteesta. Siitd
erityisesti puuttuu vauriokohde 22 eikd siind my6skéén ole vertailukohteita 5, 9, 17, 21, 29, 34 ja
35. Toisaalta tissi taulukossa on mittaustuloksia myos kohteista 7, 15, 19, 32, 37, 41, 43, jotka
eivit sisdltyneet em. 14 kohteen valikoituun osajoukkoon. Lukijalle jad epéselviksi, mitd
tarkoitusta tima taulukko palvelee.
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Toksisuustestin tulosten ja oirepistemddrien tilastollisen yhteyden tarkastelu

Taulukossa 2-11 on edelld mainittujen tulosten liséksi raportoitu oirekyselyistd saatujen
kohdekohtaisten keskiméériisten oiresummapisteméirien (per asukas) ryhmittiiset keskiarvot
erikseen vauriokohteissa ja vertailukohteissa sekd ndiden ryhmékeskiarvojen osaméirit vaurio- ja
vertailuryhmien vililld. Néiden keskiarvojen suhteellisella vertailulla voi parhaimmillaan olla
jonkin verran lisdarvoa aineiston kuvailevassa analyysissd. HY :n tutkijat kuitenkin kiyttivit titd
suhdelukua ja sen samanlaisuutta estimoidun LR+:n kanssa vahvana argumenttina oman
testimenetelménsi hyvyyden puolesta. Tallaista menetelmd4 emme kuitenkaan ole tihin mennessi
nihneet esiteltdvin missdén tuntemassamme diagnostisten testien arvioinnin tilastollisia menetelmii
kisittelevissi kirjallisessa lahteessd. Oiresummien keskiarvojen ryhmien vilisten osaméérien ja
positiivisten uskottavuusosaméirien keskindinen vertailu ei nimittdin anna minké#énlaista relevanttia
ja kéyttokelpoista kvantitatiivista arviota tutkittavien toksisuustestien erottelukyvysti. Tdméi johtuu
siitd, ettd sekd vaurio- ettd vertailukohteiden osapopulaatioissa on merkittivissid mairin ryhmien
sisdistd vaihtelua niin oirepistemaérissd kuin toksisuustestin tuloksissa, jota ryhmikohtaiset
suhdeluvut eivit milldn tavoin ota huomioon.

Osuvampi analyysi on sellainen, jossa kohdekohtaisten oirekeskiarvojen tilastollista yhteytti
tarkastellaan kohde- ja jopa ndytekohtaisten testitulosten kanssa. Kuvassa 2 on tdmén ajatuksen
mukainen sirontakuvio, jonka x-akseli edustaa hengitysoireiden summapisteméiirien keskiarvoja
kohteittain ja y-akseli ndytekohtaisia EC50-arvoja. Kustakin kohteesta on siis 1-3 EC50-havaintoa,
jotka on merkitty pienella avopallolla, ja kohdekohtaisten lukujen geometriset keskiarvot isommalla
mustalla pallolla.
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Kuva 2. Siittidtestien EC50-arvot kohdekohtaisten keskimééréisten hengitysoirepisteméaérien
kanssa. Kustakin kohteesta on 1-3 EC50-arvoa. Esimerkiksi kohteen 27 havaintopisteiden x-
koordinaatti on 25, kohteen 22 x-koordinaatti on 33.7 ja kohteen 43 x-koordinaatti on 43. Avopallot
kuvaavat ndytekohtaisia tuloksia ja mustat pallot ovat kohdekohtaisten EC50-arvojen geometristen
keskiarvojen kohdalla.
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Tamén sirontakuvio antaa monenlaista kiinnostavaa informaatiota. Ensinndkin, EC50-mittauksen
konsistenssista saa alustavan kuvan tarkastelemalla arvojen vaihtelua y-akselin suunnassa niiden x-
akselilla erotettavien arvojen kohdalla, jotka kukin liittyvit vain yhteen kohteeseen ja joista on yhté
useampi mittaustulos. Todettakoon, ettd menetelmén konsistenssin arviointi vaatisi oman erillisen
analyysinsi, mutta mitdin dokumentaatiota tallaisesta analyysistd ei 16ydy liitteestd 11. Toiseksi,
oirepistemidrien ja EC50-lukujen vilisen tilastollinen riippuvuus ei niytd kovin vahvalta, mitd
kuvastaa EC50-lukujen suurehko hajonta (pieni konsistenssi?) kullakin oirepisteméérin tasolla.
Kolmanneksi, tilastollisen yhteyden systemaattinen muoto vaikuttaa myds epdjohdonmukaiselta.
Lineaarista monotonista yhteyttd (katkoviivan mukainen regressiosuora) paremmin aineiston kanssa
sopusoinnussa on 2. asteen regressiokdyrd (yhtendinen viiva). Kiinnitimme erityisesti huomiota
sithen, etti (a) kohteella 27, josta saatiin kaikkein pienimmét EC50-arvot, asukkaiden
keskimidriinen hengitysoirepistemaara oli 25, joka oli vauriokohteista kaikkein pienin, ja (b)
kohteen 43, jonka asukkaiden oirepistemaérd 43 oli kaikkein korkein, onnistuneet kaksi
toksisuusmittausta tuottivat EC50-arvot, jotka eivit mitenkédin eronneet vertailutalojen tyypillisistd
ECS50-arvoista. Pelkistiin timi sirontakuvio osoittaa, kuinka heikosti siittiétestin tulos auttaa
luokittelemaan kohteita sen mukaan, millaisia terveyshaittoja asukkaat kokevat.

Niytekohtaisten tulosten yhdistely ja kvantitatiivisuuden huomioon ottaminen

HY:n ryhmi on mielestimme sikali oikeilla jdljilld, ettd jos yksittdisen ndytteen toksisuudella on
loogisen suuntainen tilastollinen yhteys siihen, onko kohde vaurioitunut vai ei, niin kolme
toksisuuden kriteerin tayttivaa ndytettd samasta kohteesta antaa vahvemman nédyton vauriosta kuin
kaksi tai yksi. Tdmén ajatuksen voi pukea kvantitatiivisempaan muotoon esimerkiksi seuraavasti.
Merkitiin symbolilla T positiivisten niytteiden lukuméaarad yksittdisessé kohteessa, jolloin 7' voi
saada arvot 0, 1, 2 tai 3, edellyttden ettd kaikkien kolmen néytteen toksisuus on mééritettavissa.
Niytekohtaisten Se- ja FPR-estimaattien pohjalta voidaan nyt laskea binomijakaumaan
(indeksiparametrilla N = 3) nojautuen muuttujan 7 mahdollisten arvojen ¢ = 0, ..., 3 estimoidut
todennikdisyydet p(¢ | D) ja p(¢ | H) erikseen vauriotalojen ja vertailutalojen osapopulaatioissa D ja
H. Niisti saadaan estimoiduksi uskottavuusosamaérd LR(f) = p(¢ | D) / p(t | H) kullekin
mahdolliselle positiivisten ndytteiden lukuméarille ¢. Seuraavassa taulukossa on ndiden parametrien
piste-estimaatit ja LR:ien likim&aaraiset 95% luottamusvilit (CI), jotka on johdettu edelleenkin
erittdin yksinkertaistaviin riippumattomuusoletuksiin nojautuvalla mallilla.

t 0 1 2 3
p(t|D) 0.075 0.31 0.42 0.195
t|H) 0.42 0.42 0.144 0.016

R(t) 0.18 0.75 2.8 11.8

95° CI [0.03,0.68] [0.33,1.2] [1.3,9.5] [1.8,105]

Vaikka kolmen positiivisen niytteen uskottavuusosaméird LR(3) = 11.8 néyttadkin vaikuttavalta
verrattuna yksittdisen ndytteen positiivisesta uskottavuusosaméiréstd laskemaamme estimaattiin
LR+ = 2.4, niin siti ei voi sellaisenaankaan pitd4 erityisen suurena LR-arvona. Se ei my6skéin ole
tdimin menetelmin yleisen erottelukyvyn kannalta ratkaiseva tilanteessa, jossa vauriokohteistakin
vain 20%:1la kaikki kolme niytettd olisivat valitun kynnysarvon perusteella positiivisia, ja 40%:1la
vihintiin kaksi ndytettd kolmesta olisi negatiivisia, kun taas vertailuryhmaén taloista 1ahes 60%:1la
ainakin yksi ndyte olisi positiivinen. Huomattakoon liséksi LR(3):n kuin kaikkien muidenkin LR-
lukujen leveit luottamusvilit, joten myds niitd koskeva tilastollinen epdvarmuus on varsin suuri.

Edelli tehtyyn analyysiin ja siitd saatuihin estimaatteihin on syytd suhtautua muutenkin varauksella.
Siindhin 1dhtokohtaisena oletuksena on, ettd kustakin kohteesta hankitaan kolme rinnakkaista
néytettd, joista kaikista saadaan onnistunut mittaustulos. Jos kuitenkin kato on niin suurta kuin tdssa
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aineistossa niytti olevan, eli EC50-arvo saadaan mitatuksi kaikista kolmesta néytteestd vain alle
puolella vauriokohteista, niin em. laskelmien relevanssi on varsin viitteellinen. On tosin
periaatteessa mahdollista rikastaa kdytettyi tilastollista mallikehikkoa siten, ettd estimoidaan
positiivisten testitulosten lukumairin 7 eri arvojen 7 todenndkoisyydet ja LR:t my0s sellaisissa
skenaarioissa, joissa mitatuksi saadaan vain yksi tai kaksi ndytett.

Siittidtestin kokonaisvaltaista erottelukykya voidaan yksittdiseen kynnysarvoon sitoutumisen
asemesta arvioida ROC-kéyrén ja sen pinta-alan AUC avulla hyddyntéden saatuja kvantitatiivisia
EC50-arvoja. Yksittaisen testin EC50-luvuista johdetun ROC-kdyrin estimoiduksi pinta-alaksi
saimme 0.67 [95% CI 0.51, 0.81]. Kun yhdistelimme kohdekohtaiset testitulokset laskemalla niiden
geometriset keskiarvot, saimme tdmén menetelmidn ROC-kéyrin pinta-alan estimaatiksi myos 0.67
[0.43, 0.89]. Olisi voinut odottaa geometristen keskiarvojen kiyton tuottavan yksittdiseen
ndytteeseen verrattuna jonkin verran paremman AUC-arvon. Se, ettei ndin nyt kiynyt, voi osaltaan
johtua siitd, ettd kadon takia vauriokohteiden joukossa iso osa keskiarvoista saattoi perustua vain
yhteen tai kahteen mittaukseen.

Mitkddn ndihin siittitestin kvantitatiivisempiin analyyseihin perustuvat tulokset eivit
nikemyksemme mukaan ole vieldkdan niin hyvia ja lupaavia, kuin tarkoitukseen soveltuvan
menetelman erottelukyvyltd on perusteltua odottaa, ottaen huomioon sen ldhtokohdan, ettd ne ovat
perdisin "sairaista sairaimpien" vauriokohteiden ja "terveisti terveimpien" vertailukohteiden
muodostamasta aineistosta.

Liitteen sivulla 6 olevan tekstin viimeisen kappaleen pohdinta ei ole mielestimme kaikilta osin
kovin vakuuttavaa. On totta, ettd jos ndytteitd kerdttdisiin kolmen asemesta 10-20 kpl per kohde,
niin asianmukaisella ndytekohtaisten tulosten yhdistelmalla voitaisiin tietenkin teoriassa saavuttaa
huomattavasti parempi kvantitatiivinen mittaustarkkuus kuin yhdella mittauksella, minka
seurauksena yhdistelmaéstrategian erottelukyvyn voisi odottaa olevan jonkin verran paremman kuin
1 tai 3 ndytteeseen perustuvan menetelmén. Jos taas "tilastollisella varmuudella" tdssd yhteydessa
tarkoitetaan testimenetelmén erottelukyvyn populaatiotasoisen arvioinnin tilastollista tarkkuutta,
niin titd tarkkuuden lajia ei voi kovin paljoa parantaa ndyteméairidn moninkertaistamisella, josta
suuri osa olisi itse asiassa luonteeltaan pseudoreplikaatiota. Tilastollisen tarkkuuden kannalta
informatiivisempi vaihtoehtoinen tutkimusstrategia olisi kasvattaa arviointiaineistoa lisddmalla
mieluummin toisistaan riippumattomien vaurio- ja vertailukohteiden lukumiiraa mutta pitdimalla
kohdekohtaiset ndytemaarit pienind. — Herda myos kysymys, kuinka kdyttokelpoinen ja
kustannustehokas sellainen testimenetelma ylipdatdin voi olla, joka vaatisi yli 10 nédytteen
kerdéimiseen kustakin kohteesta.

Turun yliopiston osuus — Liite 12

Hankeorganisaatiossa Turun yliopistoa edustavien tutkijoiden ryhma esittda Liitteessd 12 tuloksiaan
analyyseistddn, jotka kohdistuvat pyyhkiisy- ja laatikkonéytteille tehtyjen E.coli -lux-testien
korjattuihin mittaustuloksiin, jotka esitetdén liitteen Taulukoissa 1 ja 2 samoin kuin saamamme
Excel-taulukon ao. vililehdilla. TY:n ryhma ei ole toteuttanut samanlaista aineiston valikointia kuin
HY:n ryhma vaan on siséllyttdnyt analyyseihinsé kaikki kelvolliset mittaustulokset riippumatta
siitd, kuinka monta sellaista onnistuttiin saamaan kustakin kohteesta.

Téll4 aineistolla saatiin kummallekin menetelmaélle jonkin verran parempaa erottelukykyd kuvaavat
tulokset verrattuna raportin yhteenveto-osan taulukossa 2 esitettyihin lukuihin. Pyyhintidndytteistd
estimoitu E.coli -menetelmin sensitiivisyys oli Se = 0.69 [95% CI 50, 84], vadrien positiivisten
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osuus FPR = 0.27 [0.15, 0.44] ja Youdenin indeksi J = 0.42 [0.16, 0.62]. Laatikkondytteistd
vastaavat estimaatit olivat Se = 0.58 [0.39, 0.75], FPR = 0.35 [0.18, 0.57], jaJ = 0.23 [-0.06, 0.49].
Tekstissi viitataan myos tehtyyn ROC-analyysiin, jonka numeerisia tuloksia ei kuitenkaan
dokumentoida. Trapetsimenetelmaa kiyttden saimme yksittdisen pyyhintdndytteen kvantitatiiviseen
tulokseen perustuvan ROC-kéyrén alle jddvén pinta-alan estimaatiksi 0.70 [0.52, 0.88].

Mybskiin ndmi tulokset eivit ndkemyksemme mukaan ole edes pyyhintdndytteiden osalta
vieldkadn niin hyvii ja lupaavia, kuin tarkoitukseen soveltuvan menetelmén erottelukyvyltd on
perusteltua odottaa, ottaen huomioon arviointiaineiston luonteen: "sairaista sairaimmat"
vauriokohteet ja "terveistd terveimmat" vertailukohteet. E.coli -pyyhintdndytteiden kvantitatiivista
analyysid voitaisiin periaatteessa laajentaa samalla tavoin kuin edelld tehtiin siittitestille. Koska
yksinkertaisemmista analyyseisti lasketut tunnusluvut eivit ndyté olevan E.coli -menetelmille
olennaisesti suotuisempia kuin siittiétestille, niin tallaisista analyyseisti saatavat tulokset tuskin
muuttaisivat lopullista arviota E.coli -menetelmin kayttokelpoisuudesta.

Arvioitsijoiden johtopddtokset

Toxtest-hankkeen tavoitteena oli “kehittdi sisdiympdaristoniytteille soveltuva toksisuuden
arviointimenetelmad, jota voidaan kiyttds terveysvalvonnan tukena homevaurion vakavuuden
arvioinnissa ja kosteusvauriokohteiden korjauksen priorisoinnissa”. Loppuraportin tiivistelmén
johtopdatos on yksiselitteinen: “huonepdlyuutoksen toksisuutta ei voida kiyttii
kosteusvauriokohteiden luokittelussa tai terveyshaitan arvioinnissa”. Toisaalla raportissa
(liitteet 11 ja 12) paddytdan paljon positiivisempiin paatelmiin. Arviointitehtdivimme mukaan
olemme perehtyneet hankkeen tavoitteisiin, menetelmiin, tulosten kasittelyyn ja tulkintaan ja myds
liitteissé esitettyihin osin ristiriitaisiin johtop&atoksiin. Esitimme tissé arviointiraportissa myos
joitakin perustavanlaatuisia ndkokohtia hankkeen 1dhtokohdista, menetelmistd ja aivan erityisesti
tulosten tilastolliseen késittelyyn liittyvistd tavoista. Arviointimme mukaan loppuraportin
tiivistelmiin johtopiiitos on oikea, eiki ole mitiiiin tieteellisiéi perusteita lieventia tai muuttaa
titid johtopaitosta.
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