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1 JOHDANTO 

Rakennusten epäterveellisen sisäilman ajatellaan aiheutuvan 

kosteusvauriosta, jossa on saanut rauhassa kehittyä mikrobikasvusto. 

Tällaisessa vauriossa alkavat haitalliset mikrobit pikkuhiljaa vallata tilaa 

harmittomilta mikrobeilta tuottaen myrkyllisiä aineita. (1.) Aineita voivat olla 

entsyymi, peptidi, antibiootti tai joku muu proteiini. (2, s. 533.) 

Päästessään elimistöön mikrobien tuottamat haitalliset aineet ohjaavat 

elimistön reaktioita ja voivat aiheuttaa ärsytysoireita, allergiaa ja 

myrkytysoireita. On tärkeää tunnistaa kosteus- ja mikrobivaurioista aiheutuva 

sairastumisriski, ennen kuin terveydelliset ongelmat ilmenevät. Tämän vuoksi 

menetelmien kehittäminen haitallisten mikrobien ja niiden tuottamien 

yhdisteiden nopeaan havaitsemiseen on tärkeää.  (3, s. 3.)  

Taloista, joissa epäiltiin olevan kosteusvaurion aiheuttama haitallinen 

mikrobikasvusto, kerättiin laskeumapölyä. Pölystä viljeltiin TSA-agarille 

mikrobikasvusto, josta testattiin myrkyllisyys sian siittiötestillä. Myrkylliseksi 

todetut näytteet tutkittiin tarkemmin nestekromatografia-massaspektrometria 

–sovellutuksia apuna käyttäen. Tarkoituksena oli löytää uutoksen 

myrkyllisyyden aiheuttaja selvittämällä sen kemiallista rakennetta ja luoda 

pohjaa menetelmälle, jolla voitaisiin helposti ja nopeasti löytää 

myrkyllisyyden aiheuttaja.  
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2 KOSTEUSVAURIOSTA AIHEUTUVAT SISÄILMAN 

ONGELMAT 

Ihminen käyttää vuorokaudessa vähintään 15 000 litraa ilmaa, josta suurin 

osa on sisäilmaa (16, s. 4). Sisäilma koostuu  ilman perusosista. Lisäksi se 

voi sisältää hiukkasmaisia ja kaasumaisia epäpuhtauksia, jotka ovat peräisin 

eri lähteistä. (18.) Monet tekijät vaikuttavat sisäilman hyvään laatuun. 

Tärkeimmät niistä ovat kunnossa olevat rakenteet sekä toimivat ilmanvaihto- 

ja lämmityslaitteet. (16, s. 4.)  Ilman suhteellinen kosteus, lämpötila, 

materiaalin kosteus ja aika puolestaan ovat merkittävimmät tekijät, jotka 

johtavat rakenteiden homehtumisriskiin. Mitä lämpimämpää ja kosteampaa 

on, sitä nopeammin mikrobit alkavat kasvaa. (14, s. 17. ) 

Sisäilman mikrobit eli homeet, bakteerit ja hiivat ovat peräisin niin ulkoilmasta 

kuin sisäilman mikrobilähteistä, joita ovat muun muassa polttopuut, 

elintarvikkeet, huonekasvit, huonepöly, kotieläimet, ilmankostuttimet ja 

ihminen itse.  Mikrobikasvuston edellytyksenä on, että materiaali on kosteaa 

ja siinä on mikrobeja, itiöitä tai vanhaa kasvustoa. Mikrobit ovat 

vaatimattomia ravinteiden suhteen. Ne voivat käyttää lähes kaikkea 

eloperäistä materiaalia ravintonaan, ja osa mikrobeista kykenee pysymään 

hengissä ainoastaan huonepölyllä. Haitallisten mikrobien kasvun voi 

parhaiten estää pitämällä rakennus kuivana. (19.)  

Kosteusvauriossa pesivän mikrobikasvuston mikrobit ja niiden 

ainevaihduntatuotteet voivat levitä sisäilmaan ilmavirtausten mukana ja näin 

aiheuttaa sisäilman heikkenemistä ja asukkaiden oirehtimista. (17, s. 75.) 

Oireet voivat olla erilaisia ärsytysoireita, kuten ihon, silmien ja hengitysteiden 

oirehtiminen. Myös yleisoireita ilmenee, kuten lämpöilyä, väsymystä ja 

päänsärkyä. Pitkäaikaissairauksia voi myös syntyä, kuten astma. (16, s. 

14;17 s. 75.) Sosiaali- ja terveysministeriö on luokitellut 

indikaattorimikrobeita, joiden läsnäolo kosteusvaurioissa viittaa 

vakavampaan mikrobiongelmaan. Näitä mikrobeja on esitelty taulukossa 1. 

(20, s. 39.)  
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TAULUKKO 1. Kosteusvaurioon viittaavia mikrobeja (20, s. 39) 

Kosteusvaurioon viittaavia mikrobeja         

                

Acremonium*     Geomyces     

Aspergillus fumigatus*   Paecilomyces*    

Aspergillus ochraceus*   Phialophora    

Aspergillus penicillioides/A.restrictus Scopulariopsis    

Aspergillus sydowii*   Sporobolomyces   

Aspergillus terreus*   Sphaeropsidales (Phoma) 

Aspergillus versicolor*   Stachybotrys*/Memnoniella* 

Chaetomium*    Trichoderma*    

Eurotium    Tritirachium/Engyodontium 

Exophiala    Ulocladium    

Fusarium*    Wallemia    

Oidiodendron     Aktinomykeetit eli sädesienet* 

* merkatut ovat mahdollisesti toksiineja tuottavia mikrobeja. 

Julkisuudessa on paljon keskusteltu myös siitä, että mikrobimyrkyt (home- ja 

bakteeritoksiinit) voivat olla oireilun osatekijä tai jopa pääsyyllinen. 

Kosteusvaurioissa kasvaa usein mikrobeja, jotka voivat todistetusti tuottaa 

erittäin myrkyllisiä yhdisteitä. Käytännössä on huomattu, että sellaisissa 

taloissa, joissa kasvaa näitä toksiinintuottajamikrobeja, terveyshaitat ovat 

vakavampia. (20, s. 37.) 

Nykyisin käytetyillä menetelmillä mitataan mikrobien määrää, ja sen mukaan 

tehdään päätelmät siitä, onko talossa terveydelle haitallista asua. On 

tapauksia, joissa asukkaat oireilevat, mutta silti mikrobimäärien riskiarvot 

eivät ylity, ja toisin päin, mikrobeita löytyy arvot ylittäviä määriä, mutta 

asukkaat eivät siltikään oirehdi. Tällaisissa tapauksissa sairastumisen syynä 

voivat olla mikrobitoksiinit yhdessä bakteerien soluseinän osien kanssa. 

Erilaisissa solukokeissa on todettu, että näiden yhteisvaikutus aiheuttaa 

massiivisen tulehdusreaktion. Oireiden epäilläänkin olevan monen tekijän 

yhteisvaikutus. (21.) 
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3 KOSTEUSVAURIORAKENNUKSEN SISÄILMAN 

MIKROBIT 

Mikrobit ovat mikroskooppisen pieniä eliöitä, joita tavataan kaikkialla 

maapallolla. Mikrobeita ovat muun muassa bakteerit, sienet, levät, virukset ja 

alkueläimet. Mikrobien lisääntymiskyky on erinomainen, ja niillä on hyvin 

voimakas kyky sopeutua erilaisiin oloihin. Mikrobiryhmät ovat erilaisia. 

Virukset eivät kykene elämään ilman elävää isäntäsolua, toisin kuin bakteerit 

ja sienet. Sienillä on kalvon erottama tuma, jossa perimäaines sijaitsee, ja 

näin ollen ne ovat kehittyneempiä kuin bakteerit, joilla kalvon erottamaa 

tumaa ei ole. Kosteusvauriorakennuksen sisäilman mikrobeista puhuttaessa 

tarkoitetaan yleensä bakteereita ja sieniä. (36, s. 39.) 

3.1 Bakteerit 

Bakteerit ovat rakenteeltaan yksisoluisia esitumallisia eliöitä eli prokariootteja 

(kuva 1). Niiden koko vaihtelee 0.1–50 µm:iin ja niillä ei ole kalvon 

ympäröimää tumaa, vaan DNA on sytoplasmassa. Bakteerit lisääntyvät 

jakautumalla, joten kasvuvauhti voi olla ekspotentiaalinen. Bakteerit 

sopeutuvat muuttuviin olohin nopean jakautumiskykynsä vuoksi. Bakteerien 

aineenvaihdunta voi olla hyvinkin kehittynyttä, vaikka ne ovat rakenteellisesti 

yksinkertaisia. Tämän vuoksi ne voivat käyttää ravinnokseen melkeinpä mitä 

tahansa orgaanista ainesta. (4.) Sieniin, kasveihin ja eläimiin verrattuna 

bakteerit ovat muodoltaan hyvin vaatimattomia, joten niiden luokittelu 

heimoihin, sukuihin ja lajeihin tehdään muidenkin ominaisuuksien kuin 

muodon perusteella. Bakteerien tärkeimpiä luokittelutapoja ovat gram-

värjäytyvyys, elintavat, biokemialliset ominaisuudet ja DNA:n emäsjärjestys 

eli sekvenssi. (2, s. 92.) 
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KUVA 1. Prokaryoottisolun rakenne (31.)  

3.1.1 Bakteerien muoto 

Yleisimmät bakteerien esiintymismuodot ovat pallomainen kokki (coccus) ja 

sylinterimäinen sauva (bacillus) (kuva 2). Näiden kahden välimuotoja 

kutsutaan kokkobasilleiksi. Vibriot ovat käyristyneitä, pilkunmuotoisia 

sauvoja. Pitkät, kapeat ja korkkiruuvinmuotoiset bakteerit ovat spirokeettoja. 

Näistä pienempi muoto on spirilli. Mikroskoopilla katsottaessa voidaan 

huomata bakteerien ryhmittyneen tietyllä tavalla. Kokkeja, jotka esiintyvät 

kaksittain, kutsutaan diplokokeiksi. Kokit voivat myös muodostaa rykelmiä, 

jolloin niitä kutsutaan rypälekokeiksi. Ketjuja muodostavat kokit ovat 

ketjukokkeja. (32, s. 20–21.)  
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KUVA 2. Bakteerin erilaisia muotoja (37.) 

Joillakin bakteereilla on ulokkeita, joiden tehtävänä voi esimerkiksi olla 

tarttuminen elottomiin pintoihin tai toisiin eliöihin. Bakteerisolujen erilainen 

muoto ei ole sattumanvaraista, vaan niillä on ekologinen peruste. Kokit ovat 

pallomaisen muotoisia  ja sietävät paremmin kuivuutta kuin sauvat. Sauvoilla 

puolestaan on enemmän pintaa yksikkötilavuutta kohden, ja näin ollen 

kykenevät nopeammin ottamaan ravinteita laimeista liuoksista. (2, s. 97–98)  

3.1.2 Prokaryoottien soluseinä 

Prokaryoottisoluilla on solukalvon ulkopuolella kerroksia, joita kutsutaan 

solukuoreksi tai -seinäksi. Soluseinän tarkoituksena on antaa solulle muoto 

ja mekaanista lujuutta. (2, s. 98) Peptidoglykaanipolymeeri eli mureiini on 

bakteerien soluseinän keskeisin materiaali. Vuorottelevien N-

asetyyliglukosamiin (NAG)- ja N-asetyylimuramiinihappoyksiköiden (NAM) 

muodostama ketju toimii peptidoglykaanin perusrunkona. Ketjujen välillä on 

ristisidoksina peptidiosia. Tavanomaisesta poikkeavat aminohapot tekevät 

sillat resistenteiksi proteaaseille, kuten diaminopimeelihappo. Gram-

positiivisilla bakteereilla on peptidisilloissaan usein viidestä glysiinistä 

koostuva jakso. Tämä jakso yleensä puuttuu gram-negatiivisilta bakteereilta. 

(6, s. 11–12.) 
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3.1.3 Gram-negatiivisen ja -positiivisen bakteerin soluseinä 

 

Gram-positiivisten bakteerien soluseinä koostuu paksusta peptidoglykaani 

kerroksesta. Sen lisäksi soluseinässä on teikohappoa ja lipoteikohappoa. 

(Kuva 3.)  

 

KUVA 3. Gram-positiivisen bakteerin soluseinä  (38.) 

Gram-negatiivisten bakteerien soluseinä on monimutkaisempi rakenteeltaan 

ja kemialtaan. Gram-negatiivisilla bakteereilla peptidoglykaanikerros on ohut. 

Kerros sisältää runsaasti Braunin lipoproteiinia, joka kiinnittää 

peptidoglykaanikerroksen ulkokalvoon. Kalvojen väliin jää suhteellisen paljon 

tilaa. Tätä tilaa kutsutaan periplasmiseksi tilaksi. (Kuva 4.) (6, s.11–12)  
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KUVA 4. Gram-negatiivisen bakteerin soluseinä (38.) 

Gramvärjäyksessä kristalliviolettijodikompleksi ei pysty vuotamaan ulos 

gram-positiivisesta bakteereista, kun alkoholi- tai asetonikäsittelyllä 

kutistetaan peptidoglykaanisoluseinät. Gram-negatiivisten bakteerien 

soluseinät sen sijaan sisältävät enemmän lipidiä kuin peptidoglykaania. 

Tästä johtuen liuotinpesun aikana libidi irtoaa soluseinästä ja solusta tulee 

vuotava. Lopuksi solut jälkivärjätään punaisella väriaineella, joilloin punainen 

väri tarttuu gram-negatiivisiin bakteereihin. Mikroskopoinnilla voidaan havaita 

värjäytyvyyserot. (Kuva 5.) (2, s. 101.) 

KUVA 5. Gram-negatiivisen (vasen) ja gram-positiivisen bakteerin 

värjäytyvyyserot (39.) 
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3.1.4 Bakteerien itiöt 

Muutamat bakteerit pystyvät muodostamaan solunsisäisiä itiöitä eli 

endosporeja. Itiöt vapautuvat ympäristöön emosolun hajottua, ja niistä 

kehittyy sopivissa oloissa uusi bakteeri. Itiöllä on useita kuorikerroksia, mikä 

selittää niiden kyvyn sietää kemikaaleja, kuumuutta, säteilytystä ja 

happamuutta. Itiöt kykenevät selviämään hengissä hyvinkin pitkiä aikoja, ja 

niitä on vaikea tuhota. Useimmiten itiönmuodostajabakteereja tavataan 

maaperässä. Gram-värjäyksellä värjättäessä itiöt näkyvät valkoisina, koska 

ne eivät värjäydy normaaleilla värjäystavoilla (kuva 6). 

Itiönmuodostajabakteereita ovat muun muassa bacillus-suvun bakteerit. (2, 

s. 147 - 148, 152)  

 

KUVA 6. Itiöllinen bakteeri gram-värjättynä (40.) 

3.1.5 Aktinobakteerit 

Aktinobakteerit eli sädesienet ovat laaja maaperäbakteerien ryhmä. Ne ovat 

gram-positiivisia bakteereita (kuva 7), jotka kykenevät muodostamaan itiöitä 

ja rihmastoa. (25.) Näin ollen aktinobakteerit luokiteltiin aiemmin kuuluvaksi 

sieniin, josta sädesieni nimitys on peräisin. Nykyään ne luokitellaan 

kuuluvaksi maaperäbakteereihin, joilla on yhteneväisiä ominaisuuksia 

homeiden kanssa. ( 26.)  
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KUVA 7. Streptomykeetti gram-värjättynä (41.) 

Aktinobakteerit voivat aiheuttaa allergiaa ja alveoliittia eli homepölykeuhkoa, 

mikä johtuu  niiden hyvin pienestä itiökoosta.  Aktinobakteerit viihtyvät 

märässä ja tuottavat bakteeritoksiineja. Niitä pidetään 

kosteusvaurioindikaattoreina. (42.) Yleisimpiä kosteusvaurioon viittaavia 

aktinobakteereja ovat Streptomyces-suvun lajit, joita kutsutaan 

streptomykeeteiksi ( 26). Streptomyces-bakteereiden on havaittu olevan 

tiettyjen homeiden kanssa yhteisvaikutukseltaan haitallisempia kuin 

kumpikaan mikrobi yksinään (42). 

3.2 Sienet  

Sieniä jaotellaan monella eri tavalla. Sienien jaottelu voidaan tehdä 

kehittymisasteen ja lisääntymiselinten mukaan levä-, lima-, kanta- ja 

kotelosieniin sekä epätäydellisiin sieniin.  Rihmaston värin perusteella sienet 

voidaan jakaa tummiin ja vaaleisiin sekä rihmaston muodostuksen 

perusteella rihmasieniin, hiivoihin ja dimorfisiin sieniin eli ne esiintyvät sekä 

rihma- että hiivamuodossa. Sienet muodostavat rihmastoa ja rihmastot 

muodostavat pesäkkeitä, joissa itiöt kehittyvät. Sienet lisääntyvät suvullisesti 

tai suvuttomasti itiöiden avulla. (36, s. 39–40)  

Home  on yleiskielinen nimitys sienelle, joka muodostaa rihmastoa ja kasvaa 

nukkamaisena pesäkkeenä kasvualustalla (kuva 8). Suurin osa homeista on 
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epätäydellisiä sieniä, ja ne lisääntyvät suvuttomasti kuroumaitiöiden avulla 

(kuva 9). Homeiden itiöt ovat kirkkaan värisiä, esimerkiksi vihreitä, sinisiä tai 

punaisia, mistä johtuu homeiden huomattava värin muutos itiöinnin alkaessa.  

 

KUVA 8. Homepesäkkeitä elatusalustalla (43.) 

Homeiden pääasiallinen tehtävä luonnossa on toimia  materiaalin 

kierrättäjinä. Sen vuoksi ne omaavat vertaansa vailla olevan 

entsyymijärjestelmän, joka kykenee hajottamaan pysyviksi luonnehdittuja 

yhdisteitä. (36, s. 39–40)  

 

KUVA 9. Homeiden muoto ja kuroumaitiöt (37.) 
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Kasvaakseen homeet vaativat ehdottomasti happea, mutta vettä ne 

tarvitsevat vain vähän. Homeita tavataan hyvinkin kuivissa olosuhteissa, ja 

sen vuoksi ne ovat laajalle levinneitä luonnossa. (37.) 
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4 MIKROBIEN TUOTTAMIA MYRKYLLISIÄ 

YHDISTEITÄ 

Mikrobien on havaittu tuottavan toksiineja yhdessä kasvaessaan. Tällöin 

mikrobit taistelevat ravinteista ja vedestä toistensa kanssa ja tuottavat 

myrkkyjä eliminoidakseen kilpailijansa. (21.) Mikrobit, jotka valtaavat tilaa 

muilta mikrobeilta, kutsutaan antagonisteiksi.  Antagonismi perustuu 

aineisiin, joita toinen mikrobi ei kestä ja joita valtaajamikrobi tuottaa. (2, s. 

533.) Bakteriosiineiksi kutsutaan bakteerien tuottamia aineita, jotka ovat 

antimikrobisia peptidejä. Tällöin aineen tuottaja on bakteeri ja uhri bakteeri. 

Suurin osa bakteriosiineista on amfifiilisia eli niillä on hydrofiilinen ja 

lipofiilinen pää. Antibiootit ovat mikrobien tuottamia aineita, jotka estävät 

toisten mikrobien kasvua tai tappavat niitä. Antibiootteja tuottavat bakteerit ja 

tumalliset mikrobit. Antibiootit ovat laajakirjoisia, kun taas bakteriosiinit 

kapeakirjoisia. (2, s. 518, 537.) Mykotoksiinit ovat sienten tuottamia 

myrkyllisiä aineita. (26.) 

Tutkittaessa myrkyllisyyden aiheuttajaa on hyvä tietää, mitä mikrobimyrkkyjä 

on jo löydetty. Ne antavat suuntaa siitä, mitä näytteessä mahdollisesti voisi 

olla. Taulukossa 2 on esitelty olemassa olevia mikrobien tuottamia toksisia 

aineita ja niiden molekyylimassoja. 
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TAULUKKO 2. Mikrobien tuottamia myrkyllisiä aineita (7, s. 17–18) 

Myrkky Molekyylimassa Myrkky Molekyylimassa 

        

Akreboli A, B 1726, 1740 Kereulidi 1152 

Amoebiens, 
fungicin M4 770-3400 Kurstakins 878-906 

Amylosiini 1197 Likenysiini A 992-1034 

Antimysiini A 548,6 LI-F 947 

Azoxybacilin 161 Longibraktiinit 1937-1965, 1197 

Bacilysocin 470 Microcystins 994,5 

Bacitracin A 
(B,C) 1423 Monensiini 670,4 

Butirosin A 555 Mycobacillin 1528 

Cispentacin 129 Mycocerein 1000 

Cytochalasin J 451,2 Mycosubtilin 1030, 1044 

Fengycins 1449-1505 Narasiini 764,5 

Fusaricidin A-D 886-960 Nigerisiini 724,4 

Macrolactin A 402 Oligomysiini A-D 790,5/804,5/774,5/776,5 

Gramicidin 
(dubois) 1930 Peptaiboli ES 39 1719-1775 

Gramicidin 
(A,B,C,D) 1882,3 Polymyxin B 1203 

Gramicidin S 1141 
Polymyxin M 

(Mattacin) 1157 

Tyrocidine 1309, 1271 Pumilacidin 1035-1077 

Halobacillin 1035 Roridiini A, D 532, 530 

Homocereulide 1166 Rhizocticin A 351,13 

Ionomysiini 709 Salinomysiini 751 

Isohalobacillin B 1035 
Satratoksiini 

H,G  529, 545 

Iturin A 1030, 1044 Surfaktiini 993-1035 

Kalsimysiini 523,2 Valinomysiini 1111 

Kanosamine 179 Zwittermicin A 396 

 

4.1 Valinomysiini  

Valinomysiinin tuottajia ovat aktinobakteerit Streptomyces griseus ja 

Streptomyces anulatus. Valinomysiini on rengasmainen peptidi ja 

kaliumkuljetin (kuva 10). Peptidit ovat alle viidestäkymmenestä 

aminohaposta koostuvia aminohappoketjuja.  
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KUVA 10. Valinomysiinin rakenne (34.) 

Valinomysiini hakeutuu mitokondrioihin ja käynnistää apoptoosin eli solun 

itsetuhon. Se aiheuttaa myös luontaisten tappajasolujen itsetuhon 

käynnistymisen. Lisäksi valinomysiinille altistuminen aiheuttaa 

nisäkässolujen värekarvojen liikkeen pysähtymisen, mistä muun muassa 

keuhkot ja haima kärsivät. (1, s. 8.)  

4.2 Kereulidi 

Kereulidi on Bacillus cereuksen tuottama rengasmainen pieni peptidi. (kuva 

11) Se on samankaltainen aine kuin valinomysiini. Bacillus cereus on 

yleisesti luonnossa esiintyvä bakteeri, ja vain jotkut sen kannoista tuottavat 

kereulidia. Bacillus cereus -bakteerissa kereulidin tuotto on suurikokoisen 

plasmidin koodittamaa, ja tätä plasmidia tavataan vain harvoissa kannoissa. 

Näitä myrkyllisä kantoja esiintyy yleisesti hometaloissa, vaikka ne ovat 

harvinaisempia muualla. (1, s. 8 ; 8.)  
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KUVA 11. Kereulidin rakenne (35.)  

Tunnetuista stabiileista mikrobimyrkyistä kereulidi on myrkyllisin. Se on 

tunnettuja mykotoksiineja, kuten okratoksiini, aflatoksiini tai patuliini, 10–100 

kertaa myrkyllisempi. Se kestää kuumennusta, desinfiointiaineita, 

autoklavointia ja entsyymejä. (8.) Kereulidi on rasvaliukoinen ja tekee 

nisäkässolun kaliumioneja läpäiseväksi. Se aiheuttaa ensin mitokondriotuhon 

tuhotessaan solun kaliumionigradientit. Tästä seuraa energiakriisi, ja sen 

jälkeen solu käynnistää apoptoosin. Kereulidi kykenee pysäyttämään 

immuniteetista huolehtivien tappajasolujen toiminnan. (1, s. 8.) 

4.3 Amylosiini 

Bacillus amyloliquefaciens -bakteeri tuottaa amylosiinia. Se on osoittautunut 

yleiseksi myrkyksi kosteusvauriorakennuksissa. Amylosiini muodostaa 

biologisiin kalvoihin kalsium-, natrium- ja kaliumioneja läpäisevän kanavan 

peptidin toisessa päässä olevalla polyeenihännällä. Luontaisen järjestelmän 

ohittava ylinmääräinen kanava sekoittaa kalium- ja natriumpitoisuuksien erot. 

Ionigradienttien tuho saa aikaiseksi solujen sisäisen ja ulkoisen 

viestiliikenteen tuhon. Amylosiinin oletetaan vaikuttuvan hermoimpulssien 

kulkuun ja sydämen toimintaan, mutta vaikutuksia elimistöön ei vielä 

paremmin tunneta. (1, s. 8.) 
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4.4 Bacillus-toksiinit  

Bacilluksien itiöt leviävät ilmateitse samaan tapaan kuin toksisten sienten 

itiöt. Itiöt toimivat toksiinien levittäjinä (7, s. 77). Monet Bacillus-lajit tuottavat 

yhdessä kasvaessaan myrkyllisempiä yhdisteitä kuin yksin kasvaessaan. 

Myös yksi basillus-laji voi tuottaa yhtä aikaa erilaisia myrkyllisiä yhdisteitä. 

Esimerkiksi ituriinin, surfaktiinin ja fengysinin yhtäaikainen tuotto samalla 

basillus-lajilla on yleistä. (7, s. 38.) 

Monet Bacillus-lajit tuottavat erilaisia lipopeptidejä. Bacillusten lipopeptidit 

koostuvat 7–11 aminohapon peptidiosasta, joka on syklinen tai lineaarinen 

tai näiden yhdistelmä. β-hydroksi- tai β-aminorasvahapot muodostavat 

lipidiosan, joka on liittynyt peptidin selkärankaan. Lipopeptidit ovat sekä 

hydrofobisia että hydrofiilisiä yhdisteitä ja voimakkaita biosurfankteja eli 

pinta-aktiivisia aineita. Aminohapon ja rasvahapon hiilivetyketjun pituus sekä 

se, miten lipopeptidi vaikuttaa kohteeseen, vaihtelee riippuen bakteerin 

ravinteista. Peptidin syklinen muoto suojelee lipopeptidiä entsymaattiselta 

hajoamiselta ja ylläpitää yleistä tasapainoa. Monilla lipopeptideillä on 

antimikrobisia tai antiviraalisia ominaisuuksia. Ne vaikuttavat nisäkässolun 

toimintoihin. Lipopeptidit pystyvät tunkeutumaan soluihin lipofiilisellä 

hiilivetyketjulla vaikuttaen plasmamembraanin lipidien komponenttina 

samalla, kun peptidiosan polaarinen aminohappo vaikuttaa komponenttina 

polaarisessa fosfatidyylifosfaattiosassa. Lipopeptidit kykenevät 

vahingoittamaan plasmamembraanin eheyttä tai luomaan ioniselektiivisiä 

huokosia riippuen lipopeptidin luonteesta ja membraanin 

fosfatidyylifosfaateista. (7, s. 26.) 

Bacillus-lipopeptideihin kuuluvat esimerkiksi surfaktiiniperheen ja iturin-

perheen lipopeptidit. Surfaktiiniperheeseen kuuluvat lipopeptidit surfaktiini 

(kuva 12), lichenysin ja pumilacidin.  
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KUVA 12. Surfaktiinin rakenteet (49;50.) 

Iturin perheeseen kuuluvat muun muassa ituriinit (kuva 13), basillomysiinit  ja 

mycosubtilin. Osa edellä mainituista yhdisteistä ovat sen verran uusia, että 

niille ei ole olemassa vakiintunutta suomenkielistä nimeä. (7, s. 26, 28) 

 

KUVA 13. Ituriinin rakenne (51.) 

4.5 Mykotoksiinit ja peptaibolit 

Mykotoksiinit ovat ihmisille ja eläimille myrkyllisiä sienten tuottamia aineita. 

Myrkkyä tuottavia sieniä voi syntyä kosteusvauriosta kärsiviin rakennuksiin. 

(2, s. 550.) Stachybotrys chartarum  on eniten tutkittu kosteusvauriohome ja 

se tuottaa monia eri mykotoksiineja. Stachybotrys chartarum voi olla 

myrkyllinen sekakasvustona Streptomyces-kantojen kanssa ja tuottaa 
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valinomysiiniä. Molekyylitason haittamekanismeja ei kuitenkaan vielä 

tunneta. (1, s. 9.) 

Hypocreales-lahkon sienet tuottavat peptaiboleja. Ne ovat 5–20 aminohapon 

pituisia lyhyitä ja hydrofobisia peptidejä. Hometaloissa esiintyvistä 

peptaiboleista parhaiten tunnetaan Trichoderma harzianum -sienen tuottama 

ES 39:n peptaiboli. Kyseessä oleva peptaiboli tekee ihmisen keukosoluihin 

kaliumioneja läpäiseviä kanavia ja pystyy näin tappamaan ne. Toinen vasta 

löydetty peptaiboli on akreboli, jota tuottaa Acremonium exuviarum -sienilaji. 

Se estää mitokondriossa tapahtuvan hapenkulutuksen. Eniten akrebolista 

ennustetaan olevan haittaa niille elimistön osille, jotka tarvitsevat 

mitokondriossa tapahtuvaa hapetusta, esimerkiksi sydämelle. (1, s. 9.) 
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5 MIKROBINÄYTTEEN KÄSITTELY- JA 

TUTKIMUSMENETELMIÄ 

5.1 Puhdasviljelmän teko 

Mikrobiviljelynäytteissä on yleensä toisiinsa sekoittuneina eri mikrobilajeja ja 

-kantoja. Mikrobien, yleensä bakteerien, erottelemiseksi toisistaan tarvitaan 

puhdasviljelytekniikkaa. Sen periaatteena on laimentaa bakteerinäyte niin 

laimeaksi, että kiinteän elatusaineen pinnalle saadaan yksittäisiä pesäkkeitä, 

joissa on vain yhden bakteerin edustajia. Puhdasviljelmän laimentaminen 

tehdään niin kutsutulla hajotusmenetelmällä. Alkuperäistä näytettä levitetään 

vain pienelle osalle elatusmaljaa ja viljelysauvaa apuna käyttäen asteittain 

koko maljalle. Viimeisessä hajotusalueessa on vain murto-osa näytteen 

bakteereista. (Kuva 14.) (32, s.23) 

A B

A

A

B

C

A

B

C

D

 

KUVA 14. Hajotustekniikka. (10, s. 6.) 
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5.2 Elatusaineet 

Mikrobien kasvatus tapahtuu elatusaineissa, jotka voivat olla kiinteitä maljoja 

tai nestemmäisiä liemialustoja. Elatusmaljojen koostumus vaihtelee paljon 

riippuen viljeltävästä mikrobista ja siitä, mitä ylipäänsä tutkitaan. 

Elatusmaljojen tulee sisältää kaikki tarvittavat ravinteet, joita mikrobi tarvitsee 

lisääntyäkseen (taulukko 3). (44.) 

TAULUKKO 3. Mikrobien ravinteet (44.) 

Hiilen lähde 
 
 
 

tavallisimmin glukoosi 

tai jokin muu sokeri, toimii myös 
energia lähteenä 
 
 

Typen lähde 
 
 

joko orgaaninen tai epäorgaa 

ninen lähde esimerkiksi nitraatti tai 

aminohapot 
 

Fosforin lähde 
 

 
KH2PO4/K2HPO4 säätää samalla pH 
kasvatuksen aikana 
 
 

Alkuaineet tarvitsevat jonkin verran muitakin 
alkuaineita rikki, kalium, 
magnesium, kalsium 

Hivenaineet Fe, Mn, Co, Zn ja Mo 

 Elatusmaljat valmistetaan agarista ja erilaisista elatusaineista. Agar on 

polysakkaridiseos (kuva 15), joka on eristetty valtamerilevistä. Koostumus on 

70 % agaroosia ja 30 % agaropektiiniä. Hyvin harvat bakteerilajit kykenevät 

hajottamaan agaria, joten se soveltuu hyvin maljojen jähmettämiseen. (2, s. 

57.) Agar sulaa 100 celsiusasteessa ja hyytyy jälleen noin 50 

celsiusasteessa. (44.) 
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KUVA 15. Agaroosin rakenne (45.)  

Elatusalustat voidaan jaotella kolmeen eri ryhmään. Ne voidaan jaotellaan 

koostumuksen perusteella synteettisiin ja ei-synteettisiin alustoihin. Toiseksi 

ne voidaan jaotella käyttötarkoituksen perusteella, jolloin alustan valintaan 

vaikuttaa se, mitä halutaan tietää bakteerista; on esimerkiksi olemassa 

yleisalustoja, jotka sopivat lähes kaikille bakteereille, ja toisaalta selektiivisiä 

alustoja, joilla kykenevät lisääntymään vain tietyt bakteerilajit. Kolmanneksi 

jaottelu voi tapahtua sen mukaan, onko alusta kiinteä, puolikiinteä vai 

nestemäinen. (44.) 

Jaottelu koostumuksen mukaan 

Synteettiset elatusalustat koostuvat kemiallisesti puhtaista aineista, ja niiden 

koostumus tiedetään tarkalleen. Ei-synteettiset elatusalustat puolestaan 

koostuvat biologisesta materiaalista valmistetuista uutteista, joiden tarkkaa 

koostumusta ei tunneta. Käytettyjä uutteita ovat esimerkiksi lihauute, 

hiivauute ja mallasuute. Lihauute sisältää sellaisenaan kaikki mikrobin 

tarvitsemat ravinteet. Hiivauute sisältää paljon B-ryhmän vitamiineja ja 

aminohappoja. Mallasuute sisältää runsaasti hiilihydraatteja, ja sitä käytetään 

hiivojen ja homeiden elatusalustoissa. (44.) 

Jaottelu käyttötarkoituksen mukaan 

Kun halutaan tietää, sisältääkö näyte mikrobeja ollenkaan, käytetään 

yleisalustoja. Näillä alustoilla pystyy kasvamaan mahdollisimman monet 

mikrobilajit, ja kasvusto on yleensä eri mikrobilajistoilla hyvin samannäköistä. 
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Yleisalustojen ravintosisältö vastaa mikrobien luonnollista ympäristöä. 

Esimerkiksi taulukossa 4 on yhden yleisalustan koostumus. (44.) 

TAULUKKO 4. TSA-agarin koostumus 

Selektiiviset eli valikoivat alustat suosivat tiettyjä mikrobiryhmiä tai -lajeja. 

Elatusmaljojen selektiivisyys saadaan aikaiseksi esimerkiksi valitsemalla 

sellainen energianlähde tai typenlähde, jota vain tietty mikrobi voi käyttää 

hyväkseen. Elatusalustan pH voidaan myös säätää sellaiseksi, että vain 

tietyt mikrobit menestyvät siinä. Kasvunestoaineilla saadaan myös vain tietyt 

mikrobiryhmät kasvamaan. Kasvunestoaineita ovat esimerkiksi natriumatsidi, 

sappisuolat ja natriumseleniitti. (44.) 

Indikaattorialustoilla pystytään erottamaan mikrobilajit toisistaan. 

Tunnistaminen tapahtuu esimerkiksi alustaan lisätyn happo-

emäsindikaattorin avulla. Tällä havaitaan ne mikrobit, jotka muuttavat alustan 

pH:n. Alustaan voidaan myös lisätä sellaisia yhdisteitä, jotka saostuvat 

mikrobitoiminnan vaikutuksesta, esimerkiksi munankeltuaissuspensio. (44.) 

Jaottelu olomuodon mukaan 

On olemassa nestemäisiä, kiinteitä ja puolikiinteitä alustoja. Nestemäisissä 

alustoissa mikrobien kasvu havaitaan liemen samentumisena. Sameus 

mitataan spektrofotometrillä aallonpituudella A600. Kiinteät elatusmaljat 

kiinteytetään agarilla, jota tulee olla 15 g/l vesipohjaisessa seoksessa. Näin 

kiinteisiin alustoihin saadaan hyvä koostumus. Tätä elatusalustamuotoa 

käytetään yleisimmin, kun halutaan tunnistaa mikrobeja. Puolikiinteät alustat 

valmistetaan lisäämällä agaria vain 0,3 %. Näitä alustoja käytetään 

esimerkiksi tutkittaessa mikrobien liikkuvuutta. (44.) 

TSA (Tryptic Soy Agar) / 1l g 

    

Kaseiini 15 

Soijaproteiini 5 

Natriumkloridi 5 

Agar 15 
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5.3 Mikrobien värjäys  

5.3.1 Gram-värjäys 

Tunnistettaessa tuntemattomia bakteereita ja viljelmän puhtautta 

gramvärjäys on välttämätön esitesti. Sen perusteella bakteerit voidaan 

luokitella kahteen pääryhmään: gram-positiivisiin ja gram-negatiivisiin. 

Gramnegatiiviset bakteerit värjäytyvät punaisiksi ja gram-positiiviset 

violetinsinisensävyisiksi. (2, s. 99.) Gramvärjäyksen suoritus tapahtuu 

seuraavasti: Aluksi bakteerit kiinnitetään objektilasille esimerkiksi 

kuumentamalla. Tämän jälkeen bakteerit käsitellään emäksisellä 

kristalliviolettiliuoksella, joka värjää solut violetiksi. Värin kiinnitys tapahtuu 

jodi-kaliumjodidiliuoksella, minkä jälkeen preparaatti huuhdellaan asetoni-

alkoholiseoksella. Tässä vaiheessa gram-positiiviset bakteerit säityttävät 

violetin värinsä paksumman peptidoglykaanikerroksen vuoksi. Gram-

negatiivisista bakteereista violetti väri huuhtoutuu pois. (Ks. s. 11–13.)  

Lopuksi näyte värjätään safraniinilla, joka on punaista. Näin saadaan 

näkyviin myös gram-negatiiviset bakterit. (32, s. 22.) (Kuva 16.) 

 

 

 

 

 

 

KUVA 16. Gram-negatiivisen ja gram-positiivisen bakteerin värjäytyminen 

(9.) 
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5.3.2 Muita värjäysmenetelmiä 

Aivan kaikki bakteerit eivät värjäydy gram-värjäyksellä, esimerkiksi hyvin 

lipidipitoiset mykobakteerit. Tällöin käytetään aggressiivisempaa 

happovärjäysmenetelmää. Ennen liuotin-happokäsittelyä mykobakteerit 

käsitellään detergentteillä tai kuumennuksella, jolloin väri ei huuhtoudu pois 

käsittelyssä. Perinteisesti käytetyt menetelmät happovärjäyksessä ovat 

Ziehl-Neelsenin ja Kinyounin menetelmät.  (32, s. 23.)  

Itiöt värjäytyvät huonosti tavallisilla menetelmillä paksun kuorensa vuoksi. 

Itiöitä värjättäessä menetelmän täytyy myöskin olla aggressiivisempi, jotta 

väri saataisiin menemään solun sisään. Yhtenä tapana on objektilasiin 

kiinnitettyjen bakteerisolujen kuumentaminen vesihauteella. Tällöin solukon 

päälle tiputetaan malakiittivihreäliuosta ja haudutetaan preparaattia niin, ettei 

se pääse kuivamaan. Jälkivärjäys suoritetaan safraniinilla, jolloin itiöt 

havaitaan vihreinä mikroskoopissa ja kasvullinen solu punaisena. (44.) 

5.4 Valomikroskopointi 

Bakteerien havaitseminen paljain silmin on mahdotonta niiden pienen koon 

vuoksi. Valomikroskooppi (kuva 17) on tärkein apuvälinen bakteerien 

tarkastelussa. Valomikroskoopilla saavutetaan noin 1000–1200-kertainen 

suurennos. (32, s. 20.)  

 

KUVA 17. Valomikroskooppi (46, hakusana: valomikroskooppi) 
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Valomikroskooppi eli kirkaskenttämikroskooppi on monimutkainen optinen 

instrumentti. Se sisältää lukuisia linssejä. Ennen näytettä olevien linssien 

tehtävä on kohdistaa valo yhdensuuntaisiksi säteiksi. Säteet kulkevat 

näytteen läpi. Näytteen jälkeen tulevat linssit puolestaan muodostavat 

vahvasti suurennetun kuvan näytteestä. Objektiivi luo kuvan, ja sitä 

tarkastellaan okulaarin läpi. Kokonaissuurennus on mikroskoopissa 

objektiivin ja okulaarin suurennuskertoimien tulo. Esimerkiksi kun 

mikroskoopissa on 40X-objektiivi ja käytetään 10X-okulaaria, on 

kokonaissuurennus 400X. (6, s. 4.) 

5.5 PCR-tekniikka 

Polymeraasiketjureaktio (PCR) on menetelmä, jossa voidaan monistaa 

mikrobin genomista geeni tai geenin osa. Monistaminen tapahtuu 

polymeraasientsyymin avulla DNA-ketjun ollessa kahden 

emäsjärjestykseltään tunnetun DNA-jakson välissä. Polymeraasientsyymillä 

on kyky rakentaa uutta DNA-ketjua malliketjun eli templaatin mukaisesti. 

PCR:llä saadaan monistettua miljoonia molekyylejä lyhyessä ajassa. Reaktio 

tapahtuu tietyssä lämpötilassa tarvittavien aineiden läsnä ollessa. 

Emäsjärjestyksestä eli sekvenssistä voidaan päätellä mikrobin laji, 

mikrobilääkeresistenssi ja virulenssi. (47, s.17) 

PCR-reaktio tapahtuu toistuvissa kolmivaiheisissa sykleissä. Sykli sisältää 

vaiheet denaturaatio, annealing ja ekstensio, jotka saadaan aikaiseksi 

reaktiolämpötilan muutoksella (kuva 18). 
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KUVA 18. PCR-reaktio (47, s. 20) 

Yksi sykli kestää yleensä alle viisi minuuttia. Denaturaatio on aloitusvaihe, 

jossa DNA denaturoidaan nostamalla lämpötilaa yli 90 ºC:seen. Tällöin 

vastinjuosteet irtoavat toisistaan. Denaturaatiovaihetta seuraa annealing-

vaihe, jossa alukkeet sitoutuvat yksijuosteisen templaatti-DNA:n 3’-päihin. 

Tämä saadaan aikaiseksi laskemalla hetkellisesti lämpötilaa 40–60 ºC:seen. 

Ekstensio- eli pidennysvaiheessa lämpötila nostetaan 72 °C:seen, jolloin 

DNA-polymeraasi alkaa templaatin mallin mukaan liittää 3’-päähän 

reaktioseoksessa olevia nukleotideja. Tämän seurauksena molemmille 

templaatin nauhoille syntyy vastinnauha. PCR:n monistustuotteita tutkitaan 

agaroosigeelielektroforeesilla. (47, s. 17.) 
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6 MIKROBIMYRKKYJEN TUTKIMUSMENETELMIÄ 

6.1 Solutestit 

Solutesteillä altistetaan erilaisia soluja mikrobitoksiineille. Näin voidaan tutkia 

kuinka erilaiset aineet vaikuttavat soluihin, ja päätellä mahdollisia vaikutuksia 

ihmiseen. Käytetyt solut voivat esimerkiksi olla siittiösoluja, lymfosyyttejä, 

NK-soluja tai bakteerisoluja. Mitä enemmän testaukseen otetaan mukaan eri 

solufunktioihin vaikuttavia testejä, sitä varmemmat tulokset saadaan. 

6.1.1 Siittiötesti 

Liikkuvuus on sian siittiöillä sidoksissa energiaan, jota mitokondriot tuottavat, 

joten mitokondriossa tapahtuvat häiriöt näkyvät nopeasti liikkuvuuden 

alenemisena. Siittiösolussa puolestaan ei tapahdu proteiinisynteesiä tai 

DNA- ja RNA-synteesiä, joten ensisijaisesti makromolekyylisynteeseihin 

vaikuttaviin myrkkyihin siittiö ei reagoi. Siittiötestiä käytetäänkin 

mitokondriofunktion mittaamiseen. Siittiöiden reaktioita voidaan tutkia 

mikroskoopilla. (23, s. 53.) 

Sian siittiötesti on kehitetty Helsingin yliopiston soveltavan kemian ja 

mikrobiologian laitoksella. Karjun siittiöiden liikkuvuuden inhibitiotestin eli 

siittiötoksisuustestin avulla voidaan todeta mitokondrioille ja solukalvolle 

haitalliset myrkyt. Kuitenkaan yhdellä toksisuutta mittaavalla testillä ei voida 

kattavasti arvioida mikrobin myrkyllisyyttä, joten testin rinnalla on usein hyvä 

olla muitakin vaikutustapoja mittaavia testejä. Näin tieto näytteiden 

myrkyllisyydestä ja biologisista vaikutuksista on monipuolisempaa. (3, s. 4.) 

Siittiötestin suoritus 

Siittiötestiin voidaan tehdä uutos pölystä, erilaisista materiaaleista tai 

mikrobimassasta. Haluttu materiaali uutetaan metanoliin, minkä jälkeen 

uutos suodatetaan tai sentrifugoidaan riippuen uutetusta materiaalista. 

Tämän jälkeen metanoli haihdutetaan pois uutoksesta esimerkiksi 
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evaporoimalla.  Haihdutuksesta jäljelle jäänyt aines punnitaan ja liuotetaan 

haluttuun pitoisuuteen, esimerkiksi 100 mg/ml.  Tästä perusliuoksesta 

tehdään halutun vahvuinen laimennossarja, jolla altistetaan siittiöitä 3 päivää 

huoneenlämmössä. Siittiöiden liikkuvuus arvioidaan ennen altistusta, jotta 

testi olisi totuuden mukainen. Yli 50 % siittiöistä tulisi uida vilkkaasti, jotta 

siittiöliuosta voidaan käyttää testissä. Altistuksen jälkeen siittiöiden 

liikkuvuutta seurataan mikroskopoimalla joka päivä tai ensimmäisenä ja 

kolmantena päivänä. (3, s. 5) 

Kuoppalevyllä kontrollinäytteinä käytetään pelkkää siittiöliuosta, siittiöliuosta 

johon on lisätty metanolia, varmasti myrkyllistä uutosta ja ei-myrkyllistä 

uutosta. Myrkyllisiä ovat ne uutokset, jotka pysäyttävät siittiöiden uinnin 

pienissä pitoisuuksissa.  EC50 (effective concentration eli tehoava pitoisuus) 

on se pitoisuus, joka pysäyttää siittiöiden liikkeen 50 %:sta siittiöitä 

verrattuna pelkällä metanolilla altistettuihin siittiöihin. Tulos ilmoitetaan EC50-

arvona. Esimerkiksi EC50 5–50 μg/ml merkintä tarkoittaa, että myrkyllisyys on 

pitoisuusvälillä 5–50 μg/ml. Siittiötestillä voidaan myös tehdä nopeampi, 

yhden vuorokauden testaus. Näissä tapauksissa uutokselle ei määritetä 

ollenkaan kuivapainoa ja pitoisuutta. (3, s. 5.) 

6.1.2 Lymfosyyttitestaus 

Lymfosyytit ovat ihmisen perifeerisen veren imusoluja, ja niillä voidaan tutkia 

ihmisen immunologisten puolustusreaktioiden toimintakykyä. Testissä 

määritetään sytotoksista aktiivisuutta eli tappamistarmoa, kun kohteena on 

leukemiasolut. Lymfosyytit altistetaan myrkylle, ja tutkitaan aleneeko niiden 

kyky tappaa vierassoluja. Testinäytteeseen lisätään myrkkyä ja 

nollanäytteeseen ei. Tämän jälkeen mitataan nollanäytettä verrokkina 

käyttäen kuinka, paljon lymfosyytit ovat altistetussa näytteessä tappaneet 

syöpäsoluja. (23 s. 52, 65.) 

6.1.3 Indikaattoribakteerilajit 

Tiettyjä indikaattoribakteerilajeja voidaan käyttää toksisuustestauksissa. 

Tällöin tutkitaan indikaattoribakteerien kasvun inhiboitumista, kun ne 
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altistetaan tutkittavalle toksiinille. Bakteerien kasvun estymistä käytetään 

yleisesti esimerkiksi antibioottien analysoinnissa. Bakteeri voi olla 

Corynebacterium renale, jota yleensä käytetään indikaattorina stafylokokkien 

tuottamalle myrkylle stafylokokkiini BacR1:lle. Micrococcus luteus toimii 

indikaattoribakteerina monelle peptidiantibiootille esimerkiksi 

streptomykeettien tuottamille  depsipeptidiantibiooteille. (23, s. 54.)  

6.2 Toksiinien analysointimenetelmiä 

Mikrobitoksiinit ovat biomolekyylejä ja yleensä peptidejä, joten niiden 

puhdistamiseen, fraktiointiin ja näytteissä olevien yhdisteiden erottamiseen 

solveltuvat hyvin nestegromatografiset menetelmät. (12, s. 182.) 

Massaspektrometri, joka on varustettu ESI-ionisaatiotekniikalla, soveltuu 

detektointiin, koska se on liitettävissä helposti nestekromatografiin ja sillä voi 

määrittää kaikenlaisia molekyylejä. (27, s. 1.) Sähkösumutus toimii samalla 

LC:n ja MS:n liitososana ja ionisointitekniikkana. Kun halutaan enemmän 

tietoa rakenteesta, voidaan käyttää esimerkiksi tandem-

massaspektrometriaa. (27, s. 19.) 

6.2.1 Nestekromatografia 

Nestekromatografia perustuu liikkuvan faasin eli mobiilifaasin, paikallaan 

pysyvän faasin eli stationäärifaasin ja näytekomponenttien välisiin 

vuorovaikutuksiin. Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (high 

performance liquid chromatography, HPLC) (kuva 19) on 

nestekromatografian alalaji jossa mobiilifaasi pakotetaan kulkemaan painetta 

vastaan tiukasti stationäärifaasilla pakattuun kolonniin. Näyteseos 

injektoidaan näytteensyöttösilmukkaan, minkä jälkeen mobiilifaasi syötetään 

silmukan läpi ja näyte kulkeutuu mobiilifaasin mukana kolonniin ja 

detektoitavaksi. (11. s. 22, 29.) 
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KUVA 19. HPLC-laitteisto (11. s. 22.) 

Näyteseos hajoaa komponenteikseen stationäärifaasin ja mobiilinfaasin 

vuorovaikutuksessa siten, että polaariset osat jäävät mieluummin 

polaariseen faasiin ja polaarittomat polaarittomaan faasiin, ja näin ne 

saapuvat eri aikaan detektorille. Mitä enemmän yhdisteiden tasapaino on 

stationäärifaasin puolella, sitä hitaammin ne tulevat detektorille, ja sitä 

pitempi on retentioaika.  Vuorollaan jokainen komponentti saapuu 

ominaisuuksiensa määrittämän ajan kuluttua detektorille, ja tämä signaali 

mitataan. (13, s. 154.) Kohdassa A analyytit ovat samassa lähtötilanteessa 

stationäärifaasin alkupäässä, ja kohdassa B on tilanne ajanhetkellä t; 

jälkimmäinen yhdiste sitoutuu stationäärifaasiin tiukemmin ja näin ollen 

liikkuu hitaammin. Erottuminen tulostetaan kromatogrammina ajan suhteen. 

(Kuva 20.)  

KUVA 20. Analyyttien erottuminen ja kromatogrammi 

Mobiilifaasina toimii erilaiset nesteet, joita kutsutaan yleisemmin eluenteiksi, 

ja stationäärifaasina kolonnin pintaan sidotut partikkelit. Partikkelien koko ja 
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materiaali määrää pitkälti, kuinka tehokasta erottuminen on. Mitä pienempiä 

partikkelit ovat, sitä enemmän niitä mahtuu kolonniin ja sitä suurempi on 

aktiivinen pinta-ala. (13. s. 154.) 

Kummankin faasin ominaisuudet määrää se, mitä tekniikkaa käytetään ja 

minkälainen on analysoitava näyte. Tekniikoita ovat esimerkiksi 

normaalifaasinestekromatografia, käänteisfaasinestekromatografia, 

ioninvaihtokromatografia ja ekskluusiokromatografia. Näistä 

käänteisfaasinestekromatografia eli RPLC on yleisimmin käytetty.  

RPLC 

Käänteisfaasinestegromatografiassa stationäärifaasi on polaariton ja eluentti 

vahvasti polaarinen. Eluentti koostuu yleensä vedestä ja 

polaarittomammasta orgaanisesta liuottimesta, esimerkiksi asetonitriilistä tai 

metanolista. (11, s. 35.) Stationäärifaasina on yleisimmin käytetty silikaan 

sidottua oktadekyyliä eli C18 tai ODS. Erottuminen perustuu hydrofobiseen 

retentioon eli liikkuvan faasin hylkimiseen poolittomia analyyttejä kohtaan. 

Poolittomat analyytit suorastaan työnnetään liikkuvasta faasista 

stationäärifaasin pinnalle. Tätä hylkimistä voidaan vähentää lisäämällä 

orgaanisen liuottimen määrää. (12, s. 168 – 170.) 

Analyysi voidaan tehdä, joko isokraatisesti tai gradienttisysteeminä. 

Isokraattisessa analyysissä ajo-olosuhteet eli virtausnopeus, 

eluenttikoostumus ja lämpötila pysyvät muuttumattomina koko ajon ajan. 

Gradienttisysteemissä puolestaan parametreja voidaan muuttaa ajon aikana. 

(11, s. 29.) 

Gradienttisysteemissä ajon aikana muutetaan jotain parametria portaittain tai 

jatkuvasti. Tämä mahdollistaa monikomponenttisten näytteiden analyysin, 

koska muuttamalla parametrejä  saadaan lähellä toisiaan eluoituvat 

komponentit erottumaan ja kromatogrammin piikit ovat terävämpiä.  Ajot ovat 

myös nopeampia verrattaessa isokraattiseen ajoon, koska gradienttiajossa 
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eluutiovoimakkuutta kasvatettaessa retentioaika lyhenee. Liuotinseos voi 

koostua kahdesta, kolmesta tai neljästäkin eri liuottimesta. (12, s. 143) 

6.2.2 Massaspektrometria 

Massaspektrometriassa analysoitavat molekyylit saatetaan kaasufaasiin, 

minkä jälkeen ne ionisoidaan positiivisiksi tai negatiivisiksi molekyyli-ioneiksi.  

Ionit sisältävät ylimääräistä energiaa, jonka johdosta sidokset katkeavat ja 

molekyylit pilkkoutuvat pienemmiksi osiksi, massafragmenteiksi. Ionit 

erotellaan tyhjiössä ja detektoidaan massa/varaus-suhteen (m/z) mukaan. 

Saatu massaspektri ilmoittaa varautuneet ionit. Spektristä saadaan tärkeää 

informaatiota tunnistettaessa yhdistettä. (13, s. 122 ; 11, s. 4.) 

Massaspektrometrin komponentit ovat näytteensyöttösysteemi, 

vakuumipumppu, ionisaatiolähde, massa-analysaattori, detektori ja 

tietojenkäsittelylaitteisto (kuva 21). 

 

KUVA 21. MS-laitteisto (11, s. 4.) 
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Ionisaatiolähde 

Ionisaatiolähde muuttaa näytemolekyylit kaasumaisiksi ioneiksi, jotta 

massaspektrometri kykenee mittaamaan ne. Näin ollen ionisaatiolähde on 

merkittävä osa massaspektrometriä. Yleisimpiä käytettyjä tekniikoita ovat 

esimerkiksi kaasukromatografian yhteydessä käytetyt 

elektronipommitusionisaatio ja kemiallinen ionisaatio. (11, s. 5.) 

LC-MS-liitäntöjen yhteydessä käytetään pehmeitä ilmanpaineessa tapahtuvia 

ionisointitapoja, API (Atmospheric Pressure Ion Source), jotka ovat 

yleistyneet vasta viime vuosikymmenien aikana ja soveltuvat hyvin kyseessä 

olevaan tekniikkaan. Näitä ovat muun muassa sähkösumutusionisaatio, ESI 

ja normaali-ilmanpaine-kemiallinen-ionisaatio, APCI. (11, s. 5, 6.) 

ESI-tekniikka eli sähkösumuionisaatio sopii sellaisille analyyteille, jotka 

voidaan saattaa liuoksessa ionimuotoon. Sähkösumuionisaatio siis siirtää 

valmiiksi varautuneet ionit nestefaasista kaasufaasiin ja samalla 

ilmanpaineesta tyhjiöön. (11, s. 6.) Ionisoituminen tapahtuu suhteellisen 

pienille 3000 Da (molekyylimassan yksikkö) polaarisille molekyyleille. 

Isommat peptidit ja proteiinit näkyvät, koska ne voivat varautua useamman 

kerran. (28.) 

 Aerosolisumu syntyy, kun varautuneet analyytit sisältävä neste ajetaan 

korkeajännitteisen kapillaarin läpi. Kapillaarin kanssa vastakkain varautuneet 

ionit jäävät kapillaariin ja saman varauksen omaavat työnnetään ulos, jolloin 

muodostuu kartio, ja lopulta ionit purkautuvat ulos hienona sumuna, joka 

sisältää pieniä varauksellisia pisaroita.  Pisarat pienenevät koko ajan 

liuottimen haihtuessa ja ionien purkautumisen vuorotellessa. Lopulta jäljellä 

on vain kaasufaasissa olevat ionit, jotka ohjataan vastaelektrodin kautta 

tyhjiöön ja massa-analysaattoriin. (Kuva 22.) (11, s. 7 ; 13, s. 211 ; 12, s. 43.)  
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KUVA 22. ESI-tekniikka (11, s. 7.)  

LC-ESI/MS-spektri 

ESI:n ionisaatiotekniikka on pehmeä ionisointitapa. Molekyyli pysyy 

todennäköisimmin ehjänä ionilähteessä. Massaspektrometri mittaa ionien 

määrää eli "ion countia". Siihen vaikuttavat analyysiolosuhteet. Ion count on 

erilainen eri massaspektrometreillä. Tämän vuoksi ion count ei ole 

toistettava, ja sitä ei voi käyttää kvantitointiin. (28.) Massaspektrometri mittaa 

koko halutun massa-alueen esimerkiksi sekunnin välein. Tällöin saadaan 

kokonaisionikromatogrammi, joka voidaan hajottaa tietokoneen avulla useiksi 

ionikromatogrammeiksi. Tämä tarkoittaa sitä, että kromatogrammissa näkyy 

tällöin vain yhden ionin esiintyminen. (27, s. 5.) 

 Molekyylit näkyvät protonoituneina eli [M+H]+-, tai esimerkiksi natrium-, 

kalium- ja ammoniumaddukteina. Liuottimen valinnalla voidaan vaikuttaa 

siihen, millaisena addukti ilmenee. Massaspektrissä näkyy atomien 

isotooppijakauma. Tätä voidaan käyttää hyväksi molekyylin tunnistuksessa ja 

tarkan massan eli monoisotooppisen massan määrityksessä. (28.) 
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Massa-analysaattorit 

Massa-analysaattori erottelee ionisaatiolähteestä tulevat ionit m/z-suhteiden 

perusteella, mikä tapahtuu tyhjiössä. Ionit voidaan erotella liikemäärän, 

nopeuden tai energian perusteella. Massa-analysaattoreita on olemassa 

muun muassa kvadrupoli-, lentoaika- ja ioniloukkuanalysaattorit. Näistä 

yleisimmin käytetty on kvadrupolimassa-analysaattori. 

Kvadrupolimassaspektrometrit ovat edullisia, helppokäyttöisiä ja paineen 

sietokyky on hyvä, joten niillä voi ajaa suurilla analyyttivirtauksilla. Resoluutio 

sen sijaan on matala. (11, s. 12.) 

Lentoaika-analysaattorilla eli TOF (time of flight) -analysaattorilla (kuva 23) 

puolestaan on korkea erotuskyky ja melkeinpä rajaton massa-alue. 

Mittauksen alussa ionien on oltava täysin samalla energiatasolla ja paikalla, 

jotta saavutettaisiin korkea erotuskyky. Lentoaikamassaspektrometrian idea 

on mitata erimassaisten ionien nopeuseroja. Ionit saavat saman kineettisen 

energia, kun niitä kiihdytetään yhtäaikaisesti vakiojännitteellä. Tällöin 

samanaikaisesti lähtevät raskaammat ionit lentävät kevyitä hitaammin, ja 

näin ollen ionit saapuvat detektorille eri aikaan. Toisin sanoen eri massaiset 

ionit saapuvat detektoitavaksi eri aikaan ja tästä voidaan laskea m/z-suhde 

lentoajan perusteella. (11, s. 14–15) 
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KUVA 23. TOF-laitteisto (11, s. 15.) 

6.2.3 Tandem-massaspektrometria 

Tandem-massaspektrometrialla tarkoitetaan kahta tai useampaa 

massaspektrometria yhdistettynä toisiinsa. (12, s. 54). Kolmoiskvadrupoli on 

yleisin tandem-laitteisto. Siinä on kolme kvadrupolia peräkkäin. 

Kolmoiskvadrupolin ensimmäisessä kvadrupolissa tapahtuu massa-analyysi, 

jonka perusteella valitaan törmäytettävä äiti-ioni. Toisessa kvadrupolissa 

tapahtuu törmäytys, eli valitut ionit frakmentoidaan törmäyttämällä ne inerttiin 

kaasuun.  Kolmannessa kvadrupolissa analysoidaan syntyneet ionit. (Kuva 

24.) (11, s. 19 ; 13, s. 214.) 

 

KUVA 24. Kolmoiskvadrupoli (11, s. 20) 

Toinen viime aikoina yleistynyt laitteisto on kvadrupoli-lentoaika-

analysaattori, jossa yksi kvadrupoli on korvattu TOF-analysaattorilla. TOF-

MS/MS -menetelmä on yleisesti käytetty tuntemattomien proteiinien 

tutkimuksessa. Sen herkkyys on hyvä, ja sillä saa tytärioneista 

korkearesoluutioisen massaspektrin ja tarkan massan. (Kuva 25.) (11, s. 20.) 
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KUVA 25. TOF-MS/MS laitteisto (11, s. 21.) 
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7 LASKEUMAPÖLYNÄYTTEIDEN TUTKIMINEN 

Laskeumapölynäytteet on kerätty kohteissa, joissa arvellaan olevan 

kosteusvauriosta johtuva mikrobiongelma. Eri näytteitä viljeltiin ja testattiin 

siittiötestillä paljon, mutta lopulta tutkimukseen otettiin mukaan kaksitoista 

(12.) siittiötestillä myrkylliseksi todettua näytettä. Kaikki nämä näytteet 

analysoitiin ESI/LC-MS:llä, mutta lopulta rakennetutkimukseen otettiin 

mukaan vain näyte 11. 

7.1 Näytteenkäsittely ja -testaus siittiötestillä 

Laskeumapölynäytteestä tehtiinn sekaviljelmä TSA-elatusalustalle. Viljely 

suoritettiin laminaarikaapissa pinseteillä, jotka on steriloitu etanolilla ja 

kuumentamalla. Pinseteillä otettiin pieni määrä steriilisti säilytettyä 

pölynäytettä, ja siveltiinn TSA-maljan pintaan. Viljelmän annettiin kasvaa 

huoneenlämmössä kolme vuorokautta. Elatusmaljoilla kasvatetut 

sekakasvustot ovat yleensä täynnä eri mikrobipesäkkeitä, joten niistä tehtiin 

laimentaminen hajotustekniikalla (ks. s. 25) Kun pesäkkeet oli saatu 

laimentamalla erilleen, niistä tehtiin uutos. Uutos valmistettiin keräämällä 

kaikki elatusalustalta irtilähtevä mikrobimassa.  

Mikrobimassaa uutettiin metanolissa 50 celsiusasteessa 10 minuutista 15 

minuuttiin. Tämän jälkeen uutosta käsiteltiin ultraäänihauteessa 30 minuuttia, 

jotta solukko hajoaisi ja kaikki aines saataisiin liukenemaan uutokseen. 

Lopuksi sentrifugoitiin uutos ja siirrettiin kirkasliuos säilytyspulloon. 

Uutosnäytteet testattiin vuorokauden kestävällä siittiötestillä, jolla määritettiin 

myrkyllisyys vain kvalitatiivisesti (ks. s. 33–34). Testaus suoritettiin siten, että 

kuoppalevylle pipetoitiin 1 ml siittiöliuosta. Siihen lisättiin haluttu määrä 

mikrobiuutosta ja annettiin vaikuttaa vuorokauden. Tulokset tutkittiin 

mikroskoopilla. Testillä myrkyllisiksi todetut pesäkkeet viljeltiin 

puhdasviljelmiksi. Puhdasviljelmien annettiin kasvaa 14 vuorokautta. 

Puhdasviljelmästä tehtiin uutos ja se testattiin vielä siittiötestillä 

myrkyllisyyden varmentamiseksi. Lopulta kaikista testatuista uutosnäytteistä 
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valittiin kaksitoista myrkylliseksi todettua näytettä jatkoanalyysiin. 

Mikrobiuutokset nimettiin 1–12. 

7.2 LC-ESI/MS –analyysi  

Mikrobimyrkkyjen ensimmäiseen analyysiin käytettiin LC-ESI/MS-

yhdistelmätekniikkaa. Nestekromatografi (Waters 626) on gradientti-HPLC-

laitteisto, joka on varustettu UV- ja diodirividetektoreilla sekä 

näytteensyöttäjällä. Kolonnina toimi silikapohjainen käänteisfaasikolonni. 

Laitteistoon voidaan liittää näytteenkeräysyksikkö, jolloin nestekromatografi 

erottelee näytteen komponenteikseen ja keräyslaitteisto kerää komponentit 

näyteputkiin määrätyillä poiminta-ajoilla. Massaspektrometri (Micromass 

LCT) on TOF-MS-laite eli lentoaika-analysaattoritekniikkaan perustuva 

korkean erotuskyvyn massaspektrometri. Ionisaatiotekniikkana käytettiin 

sähkösumutusta (ESI). Sisäänsyöttö nestekromatografista 

massaspektrometriin tapahtuu kapillaarin välityksellä. Kyseessä olevalla 

massaspektrometrillä voidaan myös määrittää molekyylille tarkka massa 

jotain referenssiainetta verrokkina käyttäen. 

Analyysit suoritettiin gradienttiohjelmalla, joka on esitetty taulukossa 5. 

Ajoliuokset olivat 0,1-prosenttinen muurahaishappo (HCOOH) ja asetonitriili 

(ACN). Näytteen injektiotilavuus vaihteli 20–50 µl:aan. Virtausnopeus oli 1 

ml/min. Kolonnia tasapainotettiin ennen ajo-ohjelman alkua huuhtelemalla 

sitä ajoliuoksella niin kauan, että vastapaineen vaihtelu tasaantui.  

TAULUKKO 5. Gradienttianalyysin olosuhteet 

Aika 
(min) 

Asetonitriili 
(%) 0,1 % HCOOH (%) 

      

0 5 95 

5 50 50 

15 100 0 

25 100 0 

25,10 5 95 

31 5 95 
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Massoille 1036,6903 - 1050,7034 - 1078,7394  määritettiin tarkkamassa α-

syklodekstriinia verrokkina käyttäen. α-syklodekstriini (kuva 17) valittiin sen 

vuoksi, että sen molekyylipaino oli lähellä määritettäviä massoja. 

 

KUVA 26. α-syklodekstriinin rakenne (48.) 

7.3 LC-ESI/MS –analyysin tulokset 

Suurimmaksi osaksi näytteiden kromatogrammien piikit olivat epäselviä ja 

massapiikkejä esiintyi lukuisia määriä yhdellä kromatogrammin piikillä. 

Näytteistä 2–5 ja 7 löydettiin yhtäläisiä ominaisuuksia. Ne sisälsivät 

yhteneviä massapiikkejä. Näytteiden yhteneväiset massapiikit on esitelty 

taulukossa 6. 

TAULUKKO 6. Näytteiden 2–5 ja 7 yhteneviä massoja 

Näyte                 

  m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z m/z 

2 699,4 1036,6 1050,4 1058,5 1064,6 1072,4 1078,6 1100,5 

3 699,4 1036,4 1050,4 1058,4 1064,6 1072,4 1078,6 1100,4 

4   1036,6 1050,6 1058,6   1072,5   1100,5 

5   1036,3   1058,2   1072,9   1100,1 

7 699,4 1036,6 1050,4 1058,5 1064,6 1072,4 1078,6 1100,6 

Näitä tuloksia pystyttiin arvioimaan vain käytössä olleiden artikkeleiden 

perusteella. Yhteneväisyyttä löytyi surfaktiiniin kanssa seuraavilla massoilla 

1058.9 [M+Na]+, 1072 [M+Na]+, 1036 [M+H]+ ja 1050 [M+H]+. Tarkat massat 
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määritettiin osalle taulukossa 6 esiintyvistä massapiikeistä. Talukukossa 7 

esiintyy määritetyt tarkat massat. 

TAULUKKO 7. Tarkat massat 

Tarkka massa Kaava Epälty aine 
      

1036,6903 [M+H]+ C53H94N7O13 
C15 

Surfaktiini 

1050,7034 [M+H]+ C54H96N7O13 
C16 

Surfaktiini 

1078,7394 [M+H]+ C56H100N7O13 
ei 

vastaavuutta 

Tarkan massamäärityksen perusteella voitiin melko varmasti sanoa, että 

näytteissä esiintyy surfaktiinin C15- ja C16- muotoa. C15- ja C16- nimitykset 

tulevat hiilivetyketjujen pituudesta, mitkä ovat liittyneet surfaktiinin 

rengasrakenteiseen peptidiin. (Ks. s. 24)  

7.4 Näyte 11 

Näytteen 11 kromatogrammi oli selkeä muihin näytteisiin verrattuna (kuva 

27). Fraktioiden kerääminen selkeästä kromatogrammista on 

keräyslaitteistolla helpompaa, joten päädyttiin jatkamaan tutkimista 

ainoastaan näytteestä 11.  

preppi nayte 11

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

%

0

lct-23855 TOF MS ES+ 

TIC

7.87e4

14.03

13.71

5.33

5.03

0.64

1.94

13.23

13.03

5.83

12.2311.93
6.97

6.17

7.33

8.17
11.43

14.31

15.11

15.71

17.33

KUVA 27. Näyteen 11 kromatogrammi 
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Näytteen 11 bakteerit olivat gram-negatiivisia sauvoja. Kuvassa 28 on 

esitelty näytteen 11 kaksi eri pesäkettä, jotka on viljelty puhtaaksi. 

Puhdasviljelmien bakteerimassat yhdistettiin, ja tehtiin vain yksi uutos 

näytteen vähyyden vuoksi.  

 

KUVA 28. Näyteen 11 pesäkkeet ja gram-värjäykset 

Näytteellä 11 ja näytteillä 2–5 ja 7 ilmeni kolmea yhtenevää massaa (vrt. 

taulukko 5). Massat on esitelty taulukossa 8. Kromatogrammit ja massat 

löytyvät liitteistä 5–6. 

TAULUKKO 8. Näytteessä 11 ilmeneviä massoja 

Näyte 11   

    

m/z m/z 

1008,517 1057,365 

1008,89 1058,292 

1018,451 1072,145 

1022,471 1076,6 

1032,473 1086,42 

1043,283 1090,461 

1044,421 1100,4 
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7.4.1 Näytteen 11 fraktioiminen ja fraktionkäsittely 

Näyte 11 fraktioitiin luvussa 7.2 esitellyllä nestekromatografilla (Waters 626), 

johon on liitetty näytteenkeräysyksikkö. Kolonni, olosuhteet ja näytemäärä 

pysyvät samoina kuin kappaleessa 7.2, koska näytteen täytyy retentoitua 

mahdollisimman samalla tavalla, jotta halutut piikit saadaan talteen. 

Näytteenkeräysyksikkö ohjelmoidaan keräämään tietyllä retentioajalla 

eluoituvat piikit näyteputkiin. Detektorina toimii UV-detektori. Keräysyksikköä 

käytettäessä virtausnopeus on huomattavasti suurempi noin 20 ml/min. 

Tästä johtuen suurin osa kerätystä näytteestä on liuotinta. Yhtä fraktiota 

saattaa kertyä jopa kymmeniä millilitroja. Ylimääräinen liuotin ja vesi 

poistetaan kylmäkuivauksella ja pyöröhaihduttimella. Kuvassa 29 on esitelty 

kromatogrammista kerätyt kymmenen (10) piikkiä. 

KUVA 29. Fraktiointiin valitut 10 piikkiä 
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Kylmäkuivauksen periaate on poistaa liuoksen liuotin, yleensä vesi, niin 

että liuotin saatetaan kiinteään muotoon ja poistetaan sublimaation avulla. 

Kylmäkuivausprosessi tapahtuu kolmessa vaiheessa: jäädytys, primääri- ja 

sekundäärikuivaus. Kylmäkuivauslaitteisto koostuu kuivauskammiosta, 

höyryn tiivistyskammiosta, vakuumipumpusta ja jäädytyslaitteistosta. (29, s. 

2.)  

Pyöröhaihdutusta käytetään orgaanisten liuottimien pois tislauksessa. Se 

vastaa nopeutettua alipainetislausta mutta, on hellävaraisempi tapa poistaa 

liuotin reaktiotuotteesta. (30.) 

7.4.2 Näytteen 11 fraktioiden testaus siittiötestillä 

Kuivatut fraktiot liuotettiin metanoliin niin, että lopullinen tilavuus oli kullakin 

fraktiolla noin 50 µl. Fraktiot testattiin yhden vuorokauden kestävällä 

kvalitatiivisella siitiötestillä. Myrkylliset fraktiot on esitelty taulukossa 9. 

 

TAULUKKO 9. Fraktioiden toksisuus 

Näyte Toksisuus 

    

4 Vähiten toksinen, tappoi siittiöitä vuorokauden testissä 

6 Toksinen  

7 Toksisin, tappoi siittiöt 10 minuutissa 

10 Toksinen  

 

7.5 Rakenteen määritys LC-ESI/TOF-MS/MS:lla 

TOF-MS/MS (Micromass QToF I) on lentoaika-analysaattorin ja 

kolmoiskvadrupolin yhdistelmälaitteisto. Laitteistolla saadaan tarkka massa 

yhdisteen pilkkoutumistuotteille sekä alkuainekoostumus. Laitteistoa voi 

käyttää erityisesti peptidien tunnistamiseen ja aminohapposekvenssien 

määrittämiseen. Näytteensyöttö suoritettiin nestekromatografilla (Waters 

626), joka oli liitetty kapillaarilla tandem-massaspektrometriin. 
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Ionisaatiotekniikkana käytetään sähkösumutusta. Nestekromatografin 

olosuhteet, kapillaari ja ajoliuokset ovat samat kuin luvussa 7.2 on esitetty. 

7.6 LC-ESI/TOF-MS/MS -analyysin tulokset  

Laitteistolla määritetyt fraktiot olivat fraktio 6 (liite 1), fraktio 8 (liite 2) ja fraktio 

9, koska muut fraktiot loppuivat kesken. Siittiötestillä myrkylliseksi todettiin 

vain fraktio 6. Analyysissä havaittiin, että fraktioissa 8 ja 9 

aminohappojärjestys oli osittain sama kuin pumilacidinilla. 

Aminohappojärjestyksiä verrattiin artikkelin (liite 4) arvoihin. Yhtäläisyyksiä 

olivat massat 1050,8 (fraktio 8) ja 1065 (fraktio 9). Myös määritetty massa 

1023 (fraktio 6) mainitaan artikkelissa, mutta sitä ei ole tunnistettu 

pumilacidiksi. 

 Fraktioiden 8 ja 9 aminohappojärjestys sen sijaan sopii pumilacidiniin 

määritetyiltä osilta. Varmasti ei kuitenkaan voida sanoa fraktioiden olevan 

pumilacidinia. Pumilacidinin aminohappo järjestys on seuraava: Glu – Leu – 

Leu – Leu – Asp – Leu –X, jossa X on isoleusiini, leusiini tai valiini. Massojen 

1050,8 ja 1065 osittainen aminohappo järjestys on Leu – Leu – Asp – Leu – 

Leu. Fraktion 6 aminohappojärjestys on Leu-Leu-Glu-Leu-Leu ja massa 

1023. Kyseinen molekyylimassa löytyy artikkelin spektristä, mutta sitä ei ole 

tunnistettu pumilacidiniksi. Sama molekyylimassa esiintyy myös surfaktiinilla. 

Fraktion 6 molekyylimassalle ei ole määritettyä aminohappojärjestystä eli 

tämä voisi olla uusi yhdiste. Sama molekyylimassa löytyy fraktiolle 6 myös 

aikaisemmasta LC-ESI/MS-analyysistä. Kuvassa 30 on esitetty aikaisemman 

LC-ESI/MS-analyysin fraktion 6 retentioaika 13,29 ja molekyylimassa 

vastaavalle  fraktiolle on 1022,471 Da.  

KUVA 30. LC-ESI/MS-analyysi näytteen 11 fraktiolle 6. 
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8 POHDINTA 

Tutkimuksen tarkoituksena oli luoda menetelmää mikrobitoksiinien 

määrittämiseksi ja määrittää mikrobiuutoksesta mahdollinen myrkyllisyyden 

aiheuttaja, tutkimalla uutoksen kemiallista rakennetta. Menetelmän kehitys jäi 

alkeelliselle tasolle. Kehitykseen tarvittaisiin enemmän aikaa, tutkimusta ja 

erikoisosaamista. Kahdesta mikrobiuutoksen fraktiosta löydettiin 

aminohapporakenne, joka mahdollisesti voisi kuulua pumilacidinille sekä 

yhdestä fraktiosta aminohapporakenne, jota ei ollut nykyisten tietojen 

mukaan määritetty tiedossa oleville aineille. Nämäkin tulokset jäivät 

alkeellisiksi, ja mikäli haluttaisiin varmempia tuloksia, tutkimukseen 

tarvittaisiin jälleen enemmän aikaa ja erikoisosaamista. 

Tutkimuksessa käytettiin myrkyllisyyden testaamiseen vain sian siittiötestiä, 

joten alkuvaiheista lähtien joitain myrkyllisiä pesäkkeitä on saattanut jäädä 

huomaamatta. Tämän vuoksi olisi hyvä ottaa mukaan myös muita testejä, 

jotka kertovat mahdollisesta myrkyllisyydestä. Nestekromatografian ja 

massaspektrometrian lisäksi rakenneanalysointi voitaisiin suorittaa myös 

NMR:llä. 

Bakteeriviljelyksistä olisi voitu tehdä erilaisia bakteerin tunnistustestejä. 

Esimerkiksi olisi voitu käyttää selektiivisia kasvatusalustoja ja biokemiallisia 

testejä. Näin olisi saatu enemmän tietoa bakteerista, ja se olisi rajannut 

paljon sitä, minkälaisia myrkyllisiä yhdisteitä lajilta olisi mahdollisesti 

odotettavissa. PCR-menetelmä olisi hyvin varma tapa tunnistaa bakteeri. 

Tällöin olisi voitu keskittyä yhteen tiettyyn bakteeri sukuun tai lajiin, 

esimerkiksi Bacilluksiin.  

Ensimmäisissä analyyseissä toistui samanlaisia molekyylimassoja ja 

molekyylimassaryhmiä monilla eri näytteillä. Näitä toistuvia 

molekyylimassaryhmiä olisi kannattanut mielestäni tutkia enemmän. 

Näytteiden loppuminen osoittautui tutkimusta haittaavaksi tekijäksi liian 

usein, joten viljelmiä samasta näytteestä pitäisi valmistaa huomattavasti 

enemmän. 
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Tutkimus oli irrallisesti toteutettu, jotta siitä olisi saanut edes mainittavan 

arvoisia tuloksia. Mikäli mikrobitoksiineille halutaan joskus saada aikaiseksi 

kunnollinen standardien mukainen määritysmenetelmä, tulisi sen 

työstämisessä olla mukana eri alan osaajia, jotka työskentelisivät tiiviisti 

yhdessä ja loisivat toimivan kokonaisuuden. Tällä hetkellä menetelmät 

tarvitsevat vielä paljon kehitystä.  
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