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MIKROBIYHTEISOJEN MAARITTAMINEN
RAKENNUSMATERIAALINAYTTEISTA KAYTTAEN NGS-
SEKVENSOINTIA

Martin Tdubel, Maria Valkonen, Pauli Tuoresmaki, Katja Saarnio, Hanna Leppanen,
Asko Vepsélainen, Pirkka Kirjavainen ja Anne Hyvérinen

Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, Ympéristoterveysyksikko

THVISTELMA

NGS-sekvensointimenetelmid (Next generation sequencing, NGS) kéytetéan jo laajasti
mikrobiston kuvaamiseen niin ymparistd- kuin ihmisperdisisté ndytteistd. Nama
menetelmat ovat mullistaneet ymmarrystdmme mikrobiyhteiséjen ekologiasta ja
dynamiikasta sek& néiden yhteydestd ihmisten terveyteen ja sairauksiin. SeRml-
tutkimuksessa oli mukana yli 400 rakennusmateriaalindytettd, joista maaritimme sienten
ja bakteerien mikrobiomia kdyttden amplicon -sekvensointitekniikkaa. Tutkimuksessa
mukana olevista naytteistd havaittiin eritasoista mikrobikasvua laimennossarjaviljelyyn
perustuen. Tutkimuksen paatavoitteet olivat i) tunnistaa kosteusvaurioituneissa
materiaaleissa esiintyvid mikrobeja; ja ii) arvioida NGS-menetelmén kayttod etsittaessd
mikrobikontaminaatiota rakennusmateriaalindytteesta.

TAUSTA

NGS-sekvensointimenetelmien kayttd mikrobiekologisissa tutkimuksissa on viimeisten
parin vuosikymmenen aikana helpottunut mm. sekvensointikustannusten nopean
madaltumisen ja bioinformatiikan tyokalujen parantuessa. Erityisesti bakteerien 16S
rRNA- geenin ja sienten ITS -alueen amplicon-sekvensointia on kéytetty ymparisto- ja
ihmisperdisten ndytteidenmikrobiyhteisdjen perusteellisen tutkimukseen. SeRmi-
tutkimuksessa hyodynsimme amplicon-sekvensointimenetelméaa sienten ja bakteerien
mikrobiyhteisdjen tutkimiseen rakennusmateriaalindytteistd. Namé menetelmat tarjoavat
mahdollisuuden ymmartaa mikrobiyhteisdjen dynamiikkaa ja monimuotoisuutta uudella
tasolla. Rakennetun ympéristén mikrobiston tutkimusten myo6ta on saatu késitys seké
rakennusten mikrobiologiasta ettd myds jossain maérin siitd, kuinka ndma rakennetun
ympadristén mikrobit vaikuttavat terveyteemme /1,2,3/. Amplicon-sekvensointi
vaikuttaa my0s lupaavalta menetelmaltd mikrobiyhteisdjen muutoksen tutkimiseen
tilanteissa, joissa esim. rakenteisiin on paassyt kosteutta /4,5,6/. NGS-sekvensointi
saattaa olla hyddyllinen menetelma i) tukemaan rakennusteknista kuntotutkimusta
kosteus- ja homevaurion osalta, ii) havaitsemaan rakennusten kosteuteen liittyvié
tekijoita, ja iii) kehittdméaan terveysvaikutusten arviointia mikrobialtistumisen osalta
kosteusvaurioituneissa rakennuksissa. NGS-sekvensoinnin toimivuutta em.
kéyttotarkoituksiin tulee kuitenkin vield arvioida /7/.

Aiempaa tutkimusta mikrobien kartoittamiseksi rakennusmateriaalindytteista NGS-
menetelmall4 ei ole juurikaan tehty. Tassa tutkimuksessa oli mukana yli 400
rakennusmateriaalindytettd, joista oli viljelymenetelmalld havaittu eritasoista
mikrobikasvua. Naytteistd maaritettiin sienten ja bakteerien mikrobiomia kayttamalla
NGS-tekniikkaa. Tavoitteenamme oli kuvata mikrobistoa vaurioituneissa
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rakennusmateriaaleissa seké arvioida NGS-menetelmén kéytettavyyttd rakennusteknisen
kuntotutkimuksen tukena.

AINEISTO JA MENETELMAT

Yhteensd 436 rakennusmateriaalindytteestd analysoitiin asumisterveysasetuksen /8/
laimennossarjaviljelyn avulla elinkykyisten sienten ja bakteerien maéarét. Naytteet
punnittiin (1-5g) ja uutettiin laimennosliuokseen. Néyte viljeltiin laimennossarjana
kahdelle sienielatusalustalle (M2 ja DG-18) ja yhdelle bakteerielatusalustalle (THG).

Samoista rakennusmateriaalindytteista kaytettiin 200ul laimennosliuossuspensiota
DNA-eristykseen. Ennen eristysta naytteet helmimyllytettiin ja eristys tehtiin kdyttden
kaupallista Chemagic DNA Plant DNA-eristyskittia (PerkinEImer chemagen
Technologie GmbH, Germany) sekd KingFisher™ mL DNA eristysautomaattia
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Finland). Bakteerien 16S rRNA ja sienten ITS-alueen
amplicon-sekvensointi tehtiin IHlumina Miseq v3 -tekniikalla, kuten on aiemmin kuvattu
Jayaprakash ym. /4/ julkaisussa. Tulosten bioinformatiikka-analysointiin kaytettiin
dada2 package -sovellusta (v 1.10.1) /9/, joka toteutettiin R ymparistdssd. Bakteerien
rRNA jasienten ITS amplicon-sekvenssivarianssien (ASV) taksonit mééritettiin
kayttden SILVA taxonomic training data dada2 (Silva v 132) /10/ ja UNITE general
FASTA release -sovelluksia. Kontaminaatiot sekvenssidatassa identifioitiin kdyttamalla
decontam package -sovellusta (v 1.1.2) /12/.

Tilastollisia analyyseja varten rakennusmateriaalindytteet jaettiin vaurioituneisiin ja
vaurioitumattomiin néytteisiin viljelyn perusteella. Bakteereille rajana kaytettiin >

100 000 pmy/g materiaalia ja/tai aktinomykeetteja > 3 000 pmy/g materiaalia THG-
elatusalustalla. Sienille rajana kéytettiin > 10 000 pmy/g materiaalia DG18 tai M2
elatusalustalla. Chi-Square testid kéytettiin bakteerien ja sienten esiintymisen (0/1 data)
vertailuun vaurioituneista vs. vaurioitumattomista naytteistd. ANCOM-analyysia /9/
kaytettiin tilastollisena tydkaluna, jonka avulla pystyttiin madrittdméan
mikrobitaksonien suhteellisten osuuksien eroja ndytteessa sen sijaan, etta olisi
madritetty pelkastadn niiden esiintymistd/puuttumista ndytteessa.

Taulukko 1. Naytteiden maarat materiaaliluokittain ja viljelyn vaurioituneiden ja

vaurigitumattomien luokissa (0= ei vauriota, 1= vaurio); * seka= sekalaiset
materiaalit.

Bakteerien sekvenssidata (n=426) Sienten sekvenssidata (n=413)
Viljelymenetelmén Viljelymenetelmén
mukaan vaurioitunut mukaan vaurioitunut
VS. vaurioitumaton Vvs. vaurioitumaton
néyte (bakteerit) néyte (sienet)

0 1 0 1
Puu 102 27 Puu 83 40
Villa 154 44 Villa 113 84

.— | Betoni 10 5 .— | Betoni 11 4

.§ Kipsilevy 7 1 .§ Kipsilevy 6 1

£ [ Muovi 25 3 £ [ Muovi 24

= Paperi 12 4 = Paperi 10 5

Seka* 26 6 Seka* 13 14
Yhteensé 336 90 Yhteensé 260 153
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TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

Rakennusmateriaalindytteet olivat pa&asiallisesti puuta tai eristemateriaaleja (Taulukko
1.) Bakteerien sekvenssidata muodostui 336 vaurioitumattomasta ja 90 vaurioituneesta
néytteestd, joiden luokittelu perustui viljelytulokseen. Sienten sekvenssidata jakaantui
seuraavasti; 260 vaurioitumatonta ndytetta ja 153 vaurioitunutta naytetta.

Naytteistd havaittiin yhteensé 869 eri bakteerisukua ja 282 sienisukua. Kaikista
néytteista havaittiin yleisimpind bakteerisukuina Pseudomonas (89 %), Sphingomonas
(59%), Caulobacter (57 %), Alcaligenes (42 %) ja Staphylococcus (42 %). Yleisimmaét
sienisuvut taas olivat Aspergillus (57 %), Penicillium (43 %), Wallemia (24 %) ja
Acremonium (15 %).

Streptomyces*
Pedobacter*
Sediminibacterium
Methylobacterium*
Nocardiopsis*
Acinetobacter
Streptococcus
Brevundimonas®

Pseudonocardia®
Nitrobacter
Bradyrhizobium
Brevibacterium*

Bacillus*
Staphylococcus
Alcaligenes
Caulobacter

Sphingomonas*

Pseudomonas*

100

Prevalenssi (%)

M vaurioituneet materiaalit vaurioitumattomat materiaalit

Kuva 1. Yleisimpien bakteerisukujen esiintyvyys (prevalenssi) vaurioituneissa ja
vaurioitumattomissa materiaaleissa (* p-arvo <0.05 Chi-Square testissd).

Ldysimme useita bakteerisukuja, jotka olivat tilastollisesti merkitsevasti yleisempia
vaurioituneissa materiaaleissa verrattuna vaurioitumattomiin materiaaleihin, kun
luokittelu perustui viljelyyn. Kuvassal on esitetty lista yleisimmista tdssa tutkimuksessa
havaituista bakteerisuvuista. Osa kuvan 1 bakteerisuvuista esiintyi l&hes samalla tavoin
(esim. Caulobacter, Alcaligenes, Staphylococcus, Bradyrhizobium, Streptococcus)
vaurioituneissa ja vaurioitumattomissa naytteissé. Joidenkin bakteerisukujen osalta
tilastollisesti merkitsevét erot olivat verrattain pienid (esim. Pseudomonas). Suurin osa
sekd vaurioituneista ettd vaurioitumattomista naytteista havaituista bakteereista
tunnetaan yleisesti olevan ihmisperaisia tai yhteydessa ulkoilmaléhteisiin, kuten
maaperaan tai ulkoilmaan. Téllaiset mikrobihavainnot rakennusmateriaalindytteessa
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viittaavat ennemmin pintakontaminaatioon tai ajan saatossa tapahtuneeseen kertymiseen
kuin mikrobikasvuun. Suurimpia eroja vaurioituneiden ja vaurioitumattomien
naytteiden valill4 havaittiin mm. seuraavilla mikrobeilla: Pseudonocardia,
Streptomyces, Actinomycetospora, Nocardiopsis, Nocardioides, Mycobacterium ja
Devosia, jotka fylogeneettisesti kuuluvat luokkaan Actinobacteria ja
Alphaproteobacteria. Myds ANCOM-analyysi toi esiin monia edell4 mainituista
taksoneista. Useat em. mikrobeista tuottavat rihmamaista kasvua elatusalustalla ja
tunnistetaan viljelylla aktinomykeeteiksi pesakemorfologian perusteella. Taméa
molekyylibiologisin menetelmin tehty havainto Actinobacteria-luokan mikrobeista on
yhteneva viljelymenetelman morfologisen tunnistamisen kanssa ja voi taten toimia
hyvéana indikaattorina rakennusmateriaalin mikrobikasvulle. Toisaalta tutkimuksemme
osoittaa myds, ettd bakteerien esiintyminen rakennusmateriaaleissa vauriotilanteissa on
monimuotoista. Havaitsimme yli 70 bakteerisukua, joita esiintyi vahintdan 20 %
vaurioituneissa materiaaleissa, kun taas vastaavasti 14 bakteerisukua havaittiin vain ei-
vaurioituneissa materiaaleissa. Yli 100 sukua oli vahinta&n 10-kertaisesti yleisempia
vaurioituneissa kuin vaurioitumattomissa materiaaleissa. Ndmé& mikrobit kuuluvat
erilaisiin fylogeneettisiin linjoihin, joita ei yleisesti esiinny rakennusmateriaaleissa ja
ovat siksi erityisen harvinaisia vaurioitumattomissa materiaaleissa. Téllaiset mikrobit
voivat myos osoittautua kosteusvaurioindikaattoreiksi yleisesti tunnettujen
aktinobakteerisukujen liséksi. Talla hetkella pyrimme tunnistamaan sekvensointidatan
avulla mikrobikasvuun liittyvid indikaattorimikrobeja ja luomaan sellaisia malleja, jotka
voisivat luotettavasti ennustaa rakennusmateriaalindytteiden mikrobivaurion.

Arvioimme myds sienten sekvensointituloksia indikaattorilajien tunnistamiseksi
vertaamalla viljelymenetelméalld méaritettyjen vaurioituneiden ja vaurioitumattomien
naytteiden sekvensointituloksia. Bakteeriaineistoon, verrattuna, havaitsimme ylipaatéan
vahemman sukuja ja lisdksi vahemman sukuja, jotka olivat yleisié kaikissa ndytteissa.
Havaitsimme yhdeksén sienisukua, jotka olivat yleisempid vauriondytteisséa kuin
vaurioitumattomissa nédytteissa. Naiden esiintyvyys oli yli 10 % (kuva 2). Naité
sienisukuja olivat Aspergillus (havaittiin 85% vauriondytteistd), Penicillium (67%),
Wallemia (38%), Acremonium (28%), Talaromyces (24%), Microascus (20%),
Cladosporium (17%), Bannoa (16%) ja Naganishia (14%) (naist& kaksi viimeista ovat
hiivoja). Myds ANCOM -analyysilla havaitsimme Penicillium, Aspergillus,
Cladosporium ja Naganishia -sukujen olevan yleisempid vaurioituneissa kuin
vaurioitumattomissa naytteissa. Sienisekvenssitietoaineistossa havaitsemme myos
sekvenssityyppejd, jotka eivét ole merkittavasti yleisempid vaurioituneissa
materiaaleissa verrattuna vaurioitumattomiin rakennusmateriaaleihin. Téllaisia ovat
esimerkiksi hiivasuvut Cryptococcus, Rhodotorula ja Vishniacozyma, jotka ovat
todennékdisesti perdisin ihmisista tai ulkoa (maaperastd), sek& Botrytis-, Cortinarius- ja
Trametes-sekvenssit, joiden lajeihin kuuluu tavallisia metsasienié sekd ruokaa ja puuta
madattavia sienid (kuva 2). Tamanhetkiset tavoitteemme ovat syvemman taksonomisen
ymmarryksen hankkiminen niista sienilajeista, jotka liittyvat mikrobikasvuun
rakennusmateriaaleissa, sekd ennakoivien mallien kehittdminen seka sienille etta
bakteereille.
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Kuva 2. Yleisimpien sienisukujen esiintyvyys (prevalenssi) vaurioituneissa ja
vaurioitumattomissa materiaaleissa seka esimerkkina prevalenssit hiivoista
(Cryptococcus, Rhodotorula, Vishniacozyma) ja muista ei-rakennukseen liittyvista
sienista (esim. Botrytis, Cortinarius, Trametes). (* p-arvo <0.05 Chi-Square testissa).

Tama tutkimus on ensimmadinen, jossa NGS-menetelméaé kéytetdan kosteusvaurioihin
liittyvan mikrobikasvun maarittdmiseen, yhdistamalla yli 400
rakennusmateriaalindytteen sekvensointi- ja viljelytulokset. Tutkimus tullaan
julkaisemaan kokonaisuudessaan tieteellisessé julkaisussa siséltden sekvenssidatan.
Tunnistimme tutkimuksessa useita bakteeri- ja sienilajeja, jotka olivat yleisempia
vaurioituneissa materiaaleissa verrattuna vaurioitumattomiin. Osa ndista lajeista voi
osoittautua hyddyllisiksi kosteusvaurioindikaattoreiksi, joiden tunnistaminen onkin
meneilladn olevien tutkimustemme yksi keskeinen tavoite. Toisaalta on tarkeda tietaa,
ettd materiaalindytteista 16ytyy lajeja, joiden esiintyvyys ei eroa vaurioituneissa ja
vaurioitumattomissa néytteissa. Onkin todennakdista, ettd ndmaé lajit ovat peréisin
ihmisestd itsestéan tai ulkoilmalahteistd. DNA-sekvensoinnilla saatu tieto
materiaalindytteiden bakteeri- ja sienikoostumuksesta auttaa selvittdmaén
mikrobikontaminaation l&hteet sek& arvioimaan mahdollisen mikrobikasvun
esiintymista.

Tieteellisesti kiinnostavaa tassa tutkimuksessa on mikrobiston muutoksen arviointi
suoraan vaurioituneesta rakennusmateriaalista. Havaitsemalla tiettyja kosteusvaurioihin
yhteydessé olevia mikrobitaksoneja, voidaan tata tietoa kayttaa jatkossa mahdollisesti
myds muiden ndytetyyppien, kuten ilma- tai pdlynéytteiden tutkimiseen. T&ma
puolestaan mahdollistaisi havaittujen kosteusvaurioindikaattoreiden terveysvaikutusten
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merkityksen arvioinnin epidemiologisissa tutkimuksissa. On tarkeda korostaa, etta
tutkimuksessa l6ydetyt bakteeri- ja sienitaksonit ndyttévét olevan yhteydessa
mikrobivaurioon ja rakennusmateriaalin muutokseen, mutta niiden mahdollinen
potentiaali terveysvaikutusten syntyyn jaé vield selvittdmétta.

KITOKSET

Haluamme kiittd4 Sosiaali- ja terveysministeriéta (STM) tutkimuksen taloudellisesta
tukemisesta. Tutkimus kuuluu osana REMEDIAL konsortiotutkimusta, jota Suomen
Akatemia rahoittaa (hankkeet 296587 ja 296724).
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