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Taustaa

e Viljelymenetelma on
— Selektiivinen, mittaa vain elinkykyisia
— hidas, tyolas
— tunnistus riippuvainen kokemuksesta

* DNA-pohjaiset menetelmat
— mittaavat DNA:ta, seka elavat ja elinkyvyttomat
— nopeita, tarkkoja ja pitkalle automatisoitavissa
— vaativat paljon etukateistestausta
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Tyon tarkoitus

« STM:n ohjeet perustuvat vi

jelymenetelmaan

« Muut menetelmat taytyy va

idoida

o Tutkimuksen tarkoitus ol verrata viljelyn ja
gPCR:n antamia tuloksia rakennusmateriaall-

naytteista
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Materiaalit ja menetelmat

« 184 rakennusmateriaalinaytetta
* Viljely M2, DG18, THG
» gPCR:
— Aspergillus versicolor (www.epa.gov)
— Aspergillus fumigatus (www.epa.gov)
— Acremonium strictum (www.epa.gov)
— Chaetomium globosum (www.epa.gov)
— Cladosporium spp. (Karkkainen, 20007)
— Stachybotrys chartarum (Haugland ym., 1999)
— Trichoderma viride/atroviride/koningii (www.epa.gov)
— Wallemia sebi (www.epa.gov)
— Penicillium/Aspergillus/Paecilomyces variotii (Haugland ym., 2004)
— Streptomyces spp. (Rintala ja Nevalainen, 2006)
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gPCR menetelma

« DNA-eristys (solujen hajotus helmimyllytyksella,
DNA vapautuu liuokseen ja puhdistetaan)

« PCR-monistus (alukkeet maaraavat monistettavan
DNA-alueen ja mikrobin — esim. A. versicolor)

L

o PCR-tuotteen monistumista seurataan
fluoresolvien variaineiden avulla

Kvantitointi standardisuoran avulla

Sisaisen standardin avulla (lisataan ennen DNA-
eristysta) seurataan inhibitiota ja eristyksen
onnistumista
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gPCR menetelma

DNA-eristys (solu
DNA vapautuu liu

PCR-monistus (a

jen hajotus helmimyllytyksella,
okseen ja puhdistetaan)

ukkeet maaraavat monistettavan

L

DNA-alueen ja mi

krobin — esim. A. versicolor)

PCR-tuotteen monistumista seurataan

fluoresolvien variaineiden avulla
Kvantitointl standardisuoran avulla

Sisaisen standardin avulla (lisataan ennen DNA-
eristysta) seurataan PCR-Inhibitiota ja DNA-
eristyksen onnistumista
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Tulokset

 Tulosten analysoinnin helpottamiseksi naytteet
Jaettiin neljaan rynmaan viljelylla maaritetyn
kokonaispitoisuuden perusteella
— < 100 cfu/g
—~ 100 - 10 000 cfulg
— 10 000 - 1000 000 cfu/g
—~ > 1000 000 cfu/g
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Viljely vs. PCR - prevalenssi (%) viljelylla
<10 | 10°-10% | 10*-10° > 106
Acremonium 0 15 24 28
A. fumigatus 0 0 0 5
A. versicolor 2 32 58 48
Chaetomium 2 12 6 5
Cladosporium 2 12 9 24
Penic./Asperqg. 22 /8 /8 91
Stachybotrys 0 0 0 10
Trichoderma 0 2 9 29
Wallemia 0 7 4 0
Aktinomykeetit 2 4 60 52
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Viljely vs. PCR - prevalenssi (%) qPCR:ll&
<10 | 10°-10% | 10*-10° | >10°
A. strictum 2 2 6 @
A. fumigatus 6 7 4 0
A. versicolor 0 15 50
C. globosum 3 32 24 24
Cladosporium 6 15 4 19
PenAspPae? 63 90 95 95
S. chartarum (15 )| 22 36 29
T.vir./atrov./ko 27 29 43
W.sebi 6 17 24 24
Streptomyces 36 59 76 95




lJuokittain
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PCR-positiivisten naytteiden mediaanipitoisuudet
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Tuloksia

* Viljelynegatiivisia naytteita 44, joista PCR-
negatiivisia 13, kahdessa havaittiin melko suuria
pitoisuuksia Cladosporium-hometta

o 18%:ssa naytteita, joissa viljelyssa oli kokonais-
pitoisuus yli 10 000 cfu/g, loytyl gPCR:lla vain
pienia pitoisuuksia kaytetyilla menetelmilla

— laJi- tai sukuspesifisilla menetelmilla el saada
kokonaispitoisuutta

— taytyy kayttaa montaa eri menetelmaa
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Yhteenveto

Tassa tyossa useimmat viljelytulokset ilmoitettu

Su

Kutasolla, PCR-tulokset lajitasolla

Viljely ja qPCR antavat yleensa samansuuntaisen
tuloksen

PCR-tulos yleensa suurempi kuin viljelytulos
PCR loytaa pienetkin pitoisuudet — merkitys? —

ho

Vil

meita eslintyy luonnostaan ymparistossa

elylla loytyy materiaaleilta aktiivinen kasvusto,

PCR:lla myos kuollut
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Yhteenveto

* Viljelyyn perustuvia tulkintaohjeita (STM:n ohjeet)
el pida kayttaa PCR-tuloksille !

« Tarvitaan lisavalidointia PCR-menetelmille, ennen
kuin tulkintaohjeita niille voidaan antaa
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