TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND

KEEMIA INSTITUUT

Rain Laidma

Musta hallituse (Stachybotrys chartarum) maaramise voimalused

biosensoriga

Magistrito6 (30 EAP)

Juhendajad:
Toonika Rinken, PhD

Leho Tedersoo, PhD

Kaitsmisele lubatud:

Juhendaja:

Tartu 2021



Musta hallituse (Stachybotrys chartarum) méaaramise véimalused biosensoriga

Kdaesolevas t60s konstrueeriti antikeha — antigeen reaktsioonil péhinev biosensor musta hallituse
(Stachybotrys chartarum) tuvastamiseks. Must hallitus on saproftiutiline organism, mis kasvab
veekahjustusega ja korge tselluloosi sisaldusega materjalil, nagu kipsplaadi kattepaber ja puit
ning on voimeline tootma inimestele kahjulikke miikotoksiine. Kujutades ohtu inimeste tervisele
on oluline m&&rata musta hallituse olemasolu siseruumides, véltides seeldbi ohtu inimeste
tervisele. Biosensorite kasutuselevdtt voimaldab tuvastada musta hallituse kiiresti ning

selektiivselt, elimineerides aegandudvate ma&ramismeetodite kasutamise vajaduse.
Marksdnad: biosensor, Stachybotrys chartarum, antikeha, antigeen.

CERCS: T270, Keskkonnatehnoloogia, reostuskontroll.

Options for biosensing black mould (Stachybotrys chartarum)

The aim of this work was to utilise an antibody — antigen specific reaction for the detection of
black mould (Stachybotrys chartarum). Black mould, which is a saprophytic organism, grows on
materials with high cellulose content like drywall cover paper and wood, which have sustained
water damage. It is important to identify black mould presence indoors, since it is able to
produce harmful mycotoxins and therefore presents a threat to human health. The application of
biosensors enables fast and selective detection of black mould, therefore eliminating the need for

time consuming detection methods.
Keywords: biosensor, Stachybotrys chartarum, antibody, antigen.

CERCS: T270, Environmental technology, pollution control.
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Kasutatud lUhendid
BIA — Graanulsisestusanaltiiis (Bead Injection Analysis)

CD-ELISA — Konkureeriv enstium-immunosorptsioon analtitis (Competitative-Direct Enzyme-
linked Immunosorbent Assay)

ELISA — Ensutim-immunosorptsioon anallius (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

FTIR-ATR — Ndrgendatud téielik sisepeegeldus - Fourieri teisendusega infrapunaspektroskoopia
(Fourier Transform Infrared-Attenuated Reflection)

GC-MS - Gaaskromatograafia-massispektromeetria (Gas Chromatography - Mass
Spectrometry)

HPLC-MS — Kodrgefektiivne vedelikkromatograafia — massispektromeetria (High Performance
Liquid Chromatography — Mass Spectrometry)

IgY — Immunoglobuliin Y (Immunoglobulin Y)

IMB-ELISA — Immunomagneetilistel graanulitel pdhinev ensulim-immunosorptsioon analtlis
(Immunomagnetic-bead based Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

LOD — Avastamispiir (Limit of Detection)

MEA — Linnaseekstraktiga agar (Malt Extract Agar)

PBS — Fosfaatpuhver NaCl lisandiga (Phosphate-buffered saline)

PCR — Polumeraasi ahelreaktsioon (Polymerase Chain Reaction)

gPCR — Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (quantitative Polymerase Chain Reaction)
rDNA — Ribosomaalne DNA (Ribosomal DNA)

rpm — pdoret minutis (Rotations per minute)

TFC — Tartu Fungal Culture Collection



Sissejuhatus

Kuna jérjest enam veedavad inimesed aega siseruumides, siis puhta ja kvaliteetse 6hu tagamine
siseruumides on vajalik terviseprobleemide véltimiseks. Selles tulenevalt on oluline vélja
arendada metoodikad, mis vdimaldaksid kiiresti ja lihtsalt madrata 6hus leiduvaid musta hallituse
spoore.

Must hallitus kasvab korge tselluloosi sisaldusega materjalidel, nagu puit ja kipsplaadi
kattepaber, mis on omandanud veekahjustuse [1]. Musta hallituse spooride Ghku sattumisel
kujutavad need ohtu inimestele, kuna sisaldavad endas kahjulikke miikotoksiine, mis v@ivad

pdhjustada varieeruvaid terviseprobleeme.

Uks vGimalusi praegusel ajal kasutatavate Kallite ja aegandudvate protseduuride asendamiseks on
biosensorite kasutuselevott, mis vGimaldab kiiresti ja lihtsalt méarata huvipakkuvaid hendeid,
tehes sellest atraktiivse meetodi keskkonnaseirete sooritamiseks.

Kéesoleva magistritod eesmargiks on konstrueerida antikeha — antigeen reaktsioonil baseeruv
biosensor musta hallituse (Stachybotrys chartarum) maaramiseks Kiirelt ja lihtsalt, ilma et oleks

vaja rakendada kalleid ja aegandudvaid meetodeid.

Eesmarkide saavutamiseks peab valja téotama metoodika, millega kogutakse musta hallituse
spoore ning sooritatakse m@odtmisi. See hdlmab endas musta hallituse puhaskultuuride
kasvatamist ja Kkatsete labiviimist, mille abil oleks vbimalik optimeerida edaspidised

mdGbteprotsessid.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1 Seeneliik Stachybotrys chartarum

1.1.1 Perekond Stachybotrys
Kaasaegse fulogeneetilise klassifikatsiooni jargi kuulub perekond Stachybotrys hdimkonda
Ascomycota, klassi Sordariomycetes, ja seltsi Hypocreales ning on l&hedalt suguluses
perekonnaga Memnoniella [2,3]. Paljunedes aseksuaalselt, kasutades selleks mittesugulise
paljunemise eoseid ehk koniide, v0ib perekonda Stachybotrys Klassifitseerida ka
deuteromitseedina. Deuteromitseedid hdlmavad endas mitmeid liike, mille {ks tuntumatest

esindajatest on must hallitus (Stachybotrys chartarum) [4,5].

Perekonna Stachybotrys tunneb &ra tema iseloomuliku tahmase rohekas-musta vérvuse jérgi.
Kasvamiseks eelistab  Stachybotrys madalat lammastiku  kontsentratsiooni,  kdrget

niiskussisaldust ja tselluloosirikast surnud materjali [4].

1.1.2 Liik Stachybotrys chartarum
Hallitused v@ivad esineda nii eostena kui ka idanenud niidistikuna. Elukeskkonnana eelistavad
seened pinnast voi taimset materjali [6]. Siseruumides loetakse hallituse esinemiseks ja levikuks

soodustavateks teguriteks niiskust, veekahjustust ning halba ventilatsiooni [1].

Stachybotrys chartarum, tuntud ka Stachybotrys atra nime all ning tldlevinud nimetusega must
hallitus, on globaalselt laialt levinud seeneliik. Olles saprofiilitne organism, saab must hallitus
oma elutegevuseks vajaliku energia surnud tselluloosirikka orgaanilise materjali lagundamisest.
Lisaks vdimaldab vahendudlikkus temperatuuri suhtes mustal hallitusel kasvada vahemikus
15-37°C [1,7].

S. chartarum tekkeks peab substraadi niiskusesisaldus olema vahemalt 15% ning suhteline
ohuniiskus jadma vahemikku 70 - 90%. Kasvusubstraatideks on koérge tselluloosi sisaldusega
materjalid nagu hein, pdhk, puit ning isegi Kkipsplaadi kattepaber, kus liigniisked tingimused

tagavad ideaalse olukorra Stachybotrys chartarum kasvuks [1].



1.1.3 Stachybotrys chartarum morfoloogia

Fialiid

Koniidikandja

Sum

Joonis 1. Stachybotrys chartarum morfoloogia [8].

Musta hallituse konidofoorid ehk koniidikandjad on valimuselt rohekas-musta Vvérvi.
Konidofoorid paiknevad pustisena kas uUksikult vdi rihmiti ning on hargnemata voi
ebakorrapéraselt hargnenud. Koniide tekitavad rakud, teisisonu fialiidid, on ellipsoidse kujuga,
oliivjat varvi ning 9-14 um pikad. Fialiidid on koniidikandjatele kinnitunud ménnasjalt, tekitades
seetdttu silmapaistva krae-taolise moodustise. Koniidid tekivad thekaupa fialiide Umbritsevasse
limatilgakesse [9]. Musta hallituse koniidide suurused v@ivad olla varieeruvad, tldjuhul jaévad

need suurusvahemikku 7-12 x 4-6 um ja on valimuselt tumepruuni vdi musta varvi [2].

Stachybotrys chartarum spoorid vabanevad juhul kui neid m@jutatakse mehaaniliselt vdi juhtudel
kus neid Umbritsev limakest on &ra kuivanud ning spoorid kinnituvad tolmuosakestele [10].

Stachybotrys chartarum osad koos nimetustega on toodud joonisel 1.



1.1.4 Stachybotrys chartarum ja teised hallitused
Kdige sagedamini levivad hoonetes hallitused, mis kuuluvad perekondadesse Cladosporium,
Penicillium ja Aspergillus [11]. Joonistel 2 — 4 on toodud hoonetes kdige sagedamini esinevad
hallitused. Sobivate kasvutingimuste korral v8ib hoonetes samuti esineda perekonna

Stachybotrys esindajad (joonis 5).

Joonis 2. Cladosporium cladosporioides [12] Joonis 3. Aspergillus niger [13]

|

Joonis 4. Penicillium chrysogenum [14] Joonis 5. Stachybotrys chartarum

S. chartarum esineb peamiselt koos teiste hallitusseente perekondade esindajatega nagu
Cladosporium, Aspergillus ja Penicillium, mis eelistavad kasvupinnana samuti tselluloosirikast
substraati. S. chartarum tuvastamist raskendab selle liigi aeglane kasvukiirus. Vorreldes

Cladosporium, Aspergillus ja Penicillium esindajatega, mis on primaarsed ja sekundaarsed



koloniseerijad, on S. chartarum tertsiaarne koloniseerija, st hallituse kasvu alustamiseks on vaja
spetsiifilisemaid tingimusi. Tertsiaarsete koloniseerijate kasv sOltub vaba vee olemasolust
keskkonnas ehk vee aktiivsusest, mida defineeritakse kui vee osalise aururdhu ja vee normaalse
aururdhu jagatist [15]. S. chartarum kasvu aktiveerimiseks peab peale sobiliku substraadi ja

Ohuniiskuse olema vee aktiivsuse vaartus suurem kui 0,9 [16,17].

115 ,Haige maja siindroom*
Veekahjustustega hoonetes, kus on intensiivne hallitusseente kasv vdivad tekkida bio-aerosoolid,
mis vOivad mdjutada elanike tervist [18]. Lisaks otsesele miikotoksikoosile on t&hendatud
hallituste negatiivset mdju tervisele ka labi mittespetsiifiliste simptomite [19] mis mdjutavad
nende tervist vOoi mugavustunnet ja mida tuntakse kui ,.haige maja sindroomi‘. Simptomiteks
loetakse peavalu, uimasust, iiveldust, arritust silmades v6i hingamisteedes ning kuiva ja
stigelevat nahka. Ebamugavustunne voi stimptomid ei teki Uhe spetsiifilise teguri tdttu, vaid

mitme erineva teguri koosmdjul [20].

1.1.6 Stachybotrys chartarum esinemine ning piirméarad
S. chartarum spoorid satuvad hoonetesse peamiselt 1abi avatud akende ja uste vdi kantakse
siseruumidesse koos riietega [7]. Lisaks on vdimalikud mehhanismid spooride sattumiseks
siseruumidesse Uleujutuste ajal pinnasest valjauhtumine, tolmu ja mustuse kanne vdi spooridega
saastunud ehitusmaterjalide paigaldamine. Hallituse kasvu aktiveerimiseks on vaja liigniiskeid
tingimusi, mille pdhjused vbivad olla Uleujutused, katkine veetorustik, kondensatsioon voi
lekked seintes ja katustes. Lisaks on kasvu soodustavateks teguriteks vigased
ventilatsiooniseadmed ja  Kkittesusteemid [21]. Spooride emissiooni  madravateks

keskkonnatingimusteks peetakse nii suhtelist niiskust kui ka ventileeritava 6hu Kiirust [22-24].

Hallitusseente piirmaarad siseruumide 0Ghus sdltuvad hallitusseente liigist. Piirméaarade
kehtestamisel vdetakse arvesse hallitusseente poolt toodetavaid toksiine ning nende spooride

suurust ja kaalu.

Ohus leiduvatele S. chartarum spooride kontsentratsioonile otsest piirmaara ei ole. Mdnede
allikate alusel loetakse ebatavaliselt kdrgeks kontsentratsiooniks juba 48 spoori/m® kuna S.
chartarum spooridele pole omane 6hku sattumine [22]. Teiste allikate alusel on lubatud piiriks
413 spoori/m®, erinedes eelnevalt mainitud piirmaarast ligi 9 korda [23]. Musta hallituse spoorid

on kujutatud joonisel 6.
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Joonis 6. Stachybotrys chartarum koniidid [25].
1.1.7 Toksiinide sattumine organismi
S. chartarum-i poolt toodetavaid mukotoksiine on tuvastatud kdikides hallitusseente osades
[26,27]. Miikotoksiini kGrgemat kontsentratsiooni on taheldatud hallituse spoorides, mis satuvad
organismi peamiselt saastunud pdllumajandustoodete tarbimisel, ehkki toksiinide sattumine

organismi ei ole valistatud sissehingamisel ja ka nahaga kokkupuutel [24,28,29].

Tanapédeval on tuvastatud 300-400 erinevat miikotoksiini, mis erinevad oma struktuurilt ning
toksilisuselt. Enamiku toksiinide mdju organismile on kas olematu v&i minimaalne, mistottu ei
poorata neile erilist tadhelepanu. Po&hjalikumalt on uuritud kantserogeenset VvOi

immunosupressiivset méju omavaid toksiine [28,29].

1.2 Stachybotrys chartarum toksiinid
S. chartarum on v@imeline tootma mitmeid erinevaid mikotoksiine, mis pdhjustavad
varieeruvaid stimptomeid [23,30]. Hoonetest on eraldatud viis erinevat S. chartarum poolt
toodetavat toksiini, milleks on: roridiin E; satratoksiin H; sporidesmin G; trihhoveriinid ja

verrukariin [16]. Satratoksiin, roridiin E ja verrukariin kuuluvad trihhotetseenide hulka [31].

Miikotoksiinid on sekundaarsed metaboliidid, sest need ei ole otseselt seotud seente kasvamise
ega paljunemisega [32,33]. Mikotoksiinide m@ju ulatus teistele organismidele nii inimestele kui
ka loomadele sdltub nende vanusest, toitumisest, kokkupuute perioodist antud miikotoksiiniga

ning erinevatest kemikaalidest millega antud organism kokku puutub [33].

Lisaks vdivad mikotoksiinid inhibeerida teiste hallitusseente liikide kasvu, tagades endale

seelabi paremad vB@imalused kasvamiseks ja paljunemiseks [34].
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1.2.1 Trihhotetseenid
Trihhotetseenid on mukotoksiinid hélmates tile 150 analoogse toksiini [35]. Analoogia tuleneb
nende molekulides paiknevast tri-tsuklilisest 12,13-epoksitrihotek-9-een pdhistruktuurist.
Struktuuriliselt vGivad trihhotetseenid esineda nii lihtsate kui ka makrotstkliliste molekulidena
[36]. Lisaks mustale hallitusele voivad trihhotetseene sunteesida ka perekondade Myrothecium,
Trichoderma, Fusarium, Trichodecium, Cephalosporium ja Verticimonosporium esindajad [37].

Trihhotetseene on tuvastatud nii spooridel kui ka hallituse teistel osadel [26].

Trihhotetseenid on vB@imelised teistesse organismidesse absorbeeruma labi naha, seedestisteemi
vOi labi kopsude limaskesta. Metaboliseerimine toimub tsiitokroom P-450 vdi trihhotetseenide-
spetsiifilise karbokstulesteraasi abil peamiselt maksas, aga on téheldatud ka neerude, p&rna ning
soolestiku vbimet trihhotetseene metaboliseerida [37]. Makrotsukliliste trihhotetseenide hulka

kuuluvate satratoksiin H, roridiin E ja verrukariini keemiline struktuur on toodud joonisel 7.

0.

b o #° N e
l'. D
0
4 A
Satratoksiin H Roridiin E
0 f
. ‘ 0~ h
P o 0
Lat |
i = ~=0
0\
_ . v
r o~ ]-_-_'_ y '
0 I
Verrukariin

Joonis 7. Satratoksiin H [38], Rodriin E [39] ja Verrukariin [40] keemiline struktuur.
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Trihhotetseenide peamine toimemehhanism seisneb proteiini sunteesi inhibeerimises, mille tdttu

esinevad varieeruvad sekundaarsed mdjud, sealhulgas RNA ja DNA slinteesi inhibitsioon [41].

1.2.2 Stahhiraas A
Lisaks miukotoksiinidele, mis tekivad musta hallituse elutegevuse kaigus, on leitud ka
kiimotrupsiini sarnane proteoludtiline ensutdm stahhiiraas A [42]. Antud proteaas on vdimeline
I6hkuma mitmeid bioloogiliselt aktiivseid valke, ja kollageeni [42,43]. Samuti on leitud, et
stahhlraas A suudab lagundada ka mitmeid erinevaid kollageeni vorme, soodustades sellega

hallituse kasvu kopsudes [42].

1.2.3 Mukotoksiinide poolt pdhjustatud haigusnahud
Mikotoksikoosi sumptomid voivad olla nii neuroloogilised kui ka seotud hingamissiisteemiga
[44].

Neuroloogilisteks stimptomiteks peetakse uimasust, keskendumisvdime kadu, maluprobleeme,
magamisraskusi, tasakaaluprobleeme ja hallutsinatsioone [44]. Hingamissiisteemi stimptomiteks
on ninakinnisus, arritus ja pdletustunne ninas, kéha, vilistav hingamine ja pigistustunne rinnus
[45]. Lisaks neuroloogilistele ja hingamissiisteemi simptomitele v@ib mikotoksikoos pdhjustada

ka 166beid ja pdletikku nahal ning oksendamist [46].

Trihhotetseenide oraalsel manustamisel vdi kokkupuutel nahaga vib esineda kiiresti esinev naha
vOi soolestiku limaskesta arritus, stigelus ja pdletustunne, paistetus voi villid ning veritsemine
[37]. Trihhotetseenide kokkupuutel silma limaskestaga voib jargneda valu voi pdletustunne
silmas, konjunktiviit ning halvenenud nagemisvdime kuni Uheks nadalaks [37]. Teised levinud

stimptomid trihhotetseenide miirgituse korral on iiveldus, oksendamine, vasimus voi Sokk [37].

1.3 Meetodid hallitusseente tuvastamiseks
Mikotoksiinide poolt p6hjustatud haiguste véltimiseks on vajalik hallitusseente varajane
tuvastamine. Meetodid hallitusseente tuvastamiseks peaksid olema lihtsasti kasutatavad, kiired ja
tundlikud. Meetodid hallitusseente tuvastamiseks vdib jagada kaheks — mikroorganismide
tuvastamine ja hallituse elutegevuse kaigus tekkivate orgaaniliste Uhendite tuvastamine. Enamik
tdnapaeval hallitusseente tuvastamiseks kasutatavaid meetodeid vajavad Kkallist aparatuuri,

spetsiifilisi hoiustamistingimusi reagentidele ning kvalifitseeritud t66joudu [47-49].
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1.3.1 Mikroskoopia
Hallitusseente mikroskoopiliseks tuvastamiseks on vajalik uuritavat kultuuri eelnevalt kasvatada
ja keemiliselt vérvida, peale mida saab kasutada valgusmikroskoopi seenekultuuride
morfoloogiliste tunnuste madramiseks. Hallitusseente proovide kogumiseks kasutatakse tavaliselt
steriilseid vatitikke kui ka spetsiaalseid pumpasid [50]. Hallitusseene liigi tuvastamisel
pooratakse téhelepanu koniidide vdi spooride kujule ning paiknemisele, seeneniidistiku

paiknemisele ning suurusele [51].

Mikroskoopia eelisteks loetakse laialdast kasutust, odavust ja v@imalust tuvastada uksikuid
rakke. Puudusteks peetakse suurt ajakulu, tootajate pikaajalist véljadpet ning ohtu sarnaste

morfoloogiliste tunnustega liikide valesti identifitseerimiseks [51].

1.3.2 Hallitusseente tuvastamine geneetilise materjali alusel
PCR ehk polimeraasi ahelreaktsioon pdhineb uuritava mikroorganismi tuvastamisel selle
geneetilise materjali alusel [47]. Selle meetodi puhul paljundatakse uuritava organismi geneetilist
materjali, mis v@imaldab seda sekveneerida, geel-elektroforeesi abil visualiseerida vdi mingil
muul meetodil tuvastada [52]. Hallitusseente identifitseerimiseks kasutatakse ribosomaalses

DNA-s olevaid liigile unikaalseid regioone [51].

PCR eelisteks loetakse metoodika kiirust, kuna analiilisiks vajalik aeg on dldjuhul 3 — 4 tundi
[49], kvantifitseerimisv@imet ning sensitiivsust (10 spoori /ml). Puudusteks saab pidada kalleid
instrumente, vajadust valjadppinud personali jarele, keerulisi preparatiivseid protsesse ning

vBimalike PCR inhibiitorite olemasolu proovis [47,53].

1.3.3 Voolutsiitomeetria
Voolutstitomeetria seisneb rakkude, molekulide voi teiste osakeste tuvastamisel lahuses,
kasutades selleks fluorestsentsi v@i hajutatud valgust [54]. Osakeste tuvastamine toimub
voolurakus, kus fokuseeritud laserkiir tuvastab ikshaaval voolurakus liikuvaid osakesi ning selle
kaigus emiteeritud vdi hajutatud valgus registreeritakse. Fikseeritud valguse intensiivsuse abil on
voimalik madrata proovi geomeetrilised (pindala, ruumala) ja fisioloogilised (rakumembraani

potentsiaal) omadused [55].

Selle meetodi kasutamise eelisteks saab pidada madalat detekteerimispiiri (100 rakku/ml), Kiirust

ja erinevate parameetrite (pindala, ruumala, rakumembraani potentsiaal) (heaegset
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registreerimist. Meetodi rakendamiseks on see-eest vaja kalleid instrumente ning kvalifitseeritud
t06joudu. Lisaks vdib mdotprotsessi ajal tekkida ummistusi, mis takistavad uksikute rakkude
sattumist mootealasse [56].

Kokkuvdtlik llevaade hallitusseente tuvastamiseks kasutatavatest meetoditest on toodud tabelis
1.

Tabel 1. Enamlevinud meetodid hallitusseente tuvastamiseks

Meetod Eelised Puudused Detekteerimis- | Viide
piir
Mikroskoopia | Odav, laialdaselt Aegandudev, kvalifitseeritud | 1 rakk [27,51]
kasutatav tootajad
PCR Kiire, sensitiivne, hea Kallid instrumendid, 10 spoori/ml [47,49,57]

kvantifitseerimisvéime | kvalifitseeritud to6tajad,
keerulised preparatiivsed
protsessid, PCR inhibiitorite
olemasolu vBimalus

Vooluts(ito- Kiirus, Uksikute Ummistused, kallid 10 rakku/ml [58]
meetria osakeste tuvastamine, instrumendid
geomeetriliste ja
flisioloogiliste omaduste
samaaegne madtmine

1.3.4 ELISA
ELISA ehk ensulm-immunosorptsioon analiiis pdhineb spetsiifilisel antikeha-antigeen
reaktsioonil. Antikeha-antigeen reaktsiooni spetsiifilisus vdimaldab tuvastada huvipakkuvat
analliiti bioloogilistes maatriksites, kartmata proovi maatriksi segavat méju tulemusele [59].

ELISA saab jaotada neljaks peamiseks kategooriaks: otsene, kaudne, ,,sandwich* ja konkureeriv

[60].

Otsese meetodi puhul kasutatakse uuritava molekuli tuvastamiseks markeriga konjugeeritud
antikeha. Kaudsel meetodil tuvastatakse pinnale immobiliseeritud analult kasutades selleks
kahte erinevat antikeha. Esmalt analltdile Kinnituva primaarse antikeha kiilge seotakse
markeriga antikeha, mida kasutatakse signaali tuvastamiseks. ,,Sandwich® meetodi puhul
paikneb uuritav analtlt primaarse markeriga konjugeerimata antikeha ja sekundaarse markeriga
konjugeeritud antikeha vahel. Konkureerival ELISA meetodil konkureerivad uuritavad ja

referentsmolekulid proovis leiduvate markeriga konjugeeritud antikehade sidumiskohtadele [60].
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ELISA eelisteks loetakse korget spetsiifilisust, lihtsust, kvantitatiivsust ja vdimalust mdota
proove erinevates maatriksites [59]. Puudusteks peetakse antikehade tootmise maksumust,

meetodi todmahukust ning signaali stabiilsust [59,61].

1.3.5 Kromatograafilised analtdsid
Lisaks hallitusseente otsesele maaramisel kasutatakse nende tuvastamiseks ka nende poolt
toodetud toksiine. Uheks olulisemaks toksiinide mairamise meetodiks on kromatograafia.
Kromatograafiline meetod pd&hineb proovi komponentide erineval interaktsioonil
kromatograafilise kolonni statsionaarse faasiga, mis vdimaldab eraldada proovis olevad
komponendid ning need Ukshaaval tuvastada [62]. Molekulaarmass, adsorptsioon ja afiinsus on

vaid mdned faktorid mis mdjutavad Uhendite eristamise efektiivsust [63].

Kromatograafiliste meetodite eelisteks peetakse vOimet tuvastada vaga madalaid
kontsentratsioone [64], efektiivsust ja tapsust, puudusteks aga susteemi k&rget maksumust ja
komplekssust ning véljadppega personali olemasolu vajadust [65]. Kokkuvdte hallitusseente

tuvastamisest nende poolt toodetavate toksiinide alusel on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Enimlevinud meetodid hallitusseente tuvastamiseks nende poolt toodetud

toksiinide alusel

Meetod Eelised Puudused Detekteerimis-piir | Viide
ELISA Spetsiifiline uuritava Antikehade maksumus, Toksiine tuvastatud | [48,66,
molekuli suhtes, tédmahukas, signaali kontsentratsioonist 61]
lihtne, voimalik mddta | stabiilsus alates 0,1 ng/ml
otse proovi
maatriksist,
kvantitatiivsus
Kromatograafia | Madal tuvastamispiir, | Susteemi maksumus, Toksiine tuvastatud | [64,67]
jarjestikused komplekssus, véljadppega | alates 0,1 ng/g
mAootmised, personal
varieeruvad meetodid,
efektiivsus,
kvantitatiivsus
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1.4 Biosensorid Stachybotrys chartarum maaramiseks
Biosensorid on analittilised seadmed, mis vdimaldavad selektiivselt tuvastada ja kvantifitseerida
erinevaid analliite nende tavapérases keskkonnas. Valdkondi, kus biosensoreid on vdimalik
rakendada on mitmeid, alates haiguste jalgimisest ning Idpetades keskkonnamonitooringute- ja
seirete labiviimisega [68].

Biosensor koosneb pdhimdtteliselt kolmest erinevast komponendist: bioretseptorist, signaali
detektorist ja signaali analliiisi siisteemist (joonis 8) [69]. Bioretseptor tunneb selektiivselt ara
uuritava bioloogilise komponendi ning signaali detektor muudab selle bio-tuvastuse signaali
moddetavaks fulsikaliseks signaaliks [69]. Biosensori oluline element on ka signaali analus,

mis vBimaldab detektori signaali alusel maarata analutdi kontsentratsiooni [69].

Biotuvastus Signaali tuvastus
£ % Antikeha :>
O ' Optiline
Aptameer
Kolorimeetriline
« }}._, =
o9 Ensiiiim . Sionaal
:> Elektrokeemiline ighaa
[
é):,- DNA
e ] ” Piesoclektrilne
Nanoosakesed :>
© }/M_,

Joonis 8. Biosensori lihtsustatud skeem [70].

Biosensorite eelisteks vorreldes traditsiooniliste meetoditega peetakse nende kdrget selektiivsust
analtitdi suhtes, kiirust, odavust, stabiilsust ja aparatuuri kompaktsust [71]. Biosensorite laialdast
rakendamist raskendavad proovide ettevalmistamise protsessid ning proovi maatriksi

potentsiaalne mdju mddtmistulemustele [72].
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Musta hallituse ja selle poolt toodetud metaboliitide tuvastamiseks on loodud mitmeid
biosensoreid, mis varieeruvad oma avastuspiiride poolest. Loetletud stisteemidega on saavutatud
vdga madalaid avastamispiire erinevate metaboliitide m&aramisel - 0,1 ng/ml satratoksiin G
madramisel ning on ka suudetud tuvastada proovidest madalaid mikroorganismide
kontsentratsioone - 102 spoor/ml. Samuti varieeruvad meetodid analiiiisiaegade labiviimise
poolest, alates 5 tunnist ning ldpetades 1 minutiga on vdimalik tuvastada musta hallituse
metaboliite. Konstrueeritud biosensorite pdhilised karakteristikud on toodud tabelis 3. Loetletud
biosensorsisteemid mé&dravad erinevaid musta hallituse elutegevuse kaigus tekkivaid

metaboliite.

Tabel 3. Biosensorid Stachybotrys chartarum méaéaramiseks.

Metaboliidi Proovi Signaali Avastamispiir Analidsi | Viide

tuvastusmeetod keskkond detekteerimise (LOD) aeg (min)
meetod

S. chartarum H.O Kolorimeetriline 10% spoori/ml 1 [53]

proteaasi stahhiraas

A spetsiifiline

substraat

Poliiklonaalne anti- | PBS Makrotsukliliste 0,1 ng/ml >180 [73]

satratoksiin G trihhotetseenide

antikeha spetsiifiline ELISA

Indium-tina NaCl/ Elektrokeemiline 2*10° mol/ml - [74]

oksiidiga kaetud naatriumtsitraat

klaaselektrood DNA

jarjestuse

tuvastamiseks

Monoklonaalne PBS Konkureeriv - 7,43 ng/ml 300 [75]

anti-verrukariin A ELISA

antikeha

Monoklonaalne PBS FTIR-ATR 0,002 ng/ml 30 [75]

anti-verrukariin A

antikeha

Poliiklonaalne anti- | MeOH/PBS IMB-ELISA 2,53 ng/ml >150 [76]

T-2 miikotoksiin

antikeha

Anti-satratoksiin G | H.O/MeOH CD-ELISA 0,1 ng/ml >60 [66]

hemisuktsinaat-

albumiin konjugaadi

antikeha
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2.

Eksperimentaalne osa

2.1 Kasutatud reagendid ja materjalid

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Naatriumhudroksiid (NaOH) (AppliChem, min 99%)

Naatriumkloriid (NaCl) (Sigma-Aldrich, min 99,8%)
Naatriumkarbonaat (Na2COs) (AppliChem, min 99,5%)

Sephadex G50 Medium geel (Pharmacia Fine Chemicals, @=50-150 um)
Vesinikkloriidhape (HCI) (Sigma Aldrich, 30-50%)
Kaaliumdivesinikfosfaat (KH2PO4) (AppliChem, min 99.5%)

IgY poliklonaalne kana Anti-Stachybotrys chartarum antikeha (Antigenes, 1 mg,

ABYM2000)
Etanoolamiin (C2H7NO) (Sigma-Aldrich, min 99.5%)
Epiklorohtdriin (CsHsCIO) (Acros Organics, 99%)

10) Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad, 99%)

11) Stachybotrys chartarum puhaskultuur TFC 202504

12) Stachybotrys chartarum puhaskultuur TFC 202505

13) Stachybotrys chartarum puhaskultuur TFC 202513

14) Kasvuplaat MEA 2% agar

15) Lightning-Link® Rapid Dylight 650 Labelling Kit 200 pg (Expedeon)
16) Spectra/Por dialiisi membraan, 6-8 kDa (Spectrum Laboratories)

17) Linnaseekstrakt LP0039 20 g/L (Thermo Fisher Scientific)

18) Agar Bios Special LL 20g/L (Biolife)

2.2 Kasutatud aparatuur

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Voogsisestusanalulsi siisteem FlAlab 3500B (FIAlab)

Spektrofotomeeter USB2000+ (Ocean Optics)

Valgusallikas DH-2000 UV-VIS-NIR (Ocean Optics)

Tsentrifuug Microfuge 16 (Beckman Coulter )

Anallutiline kaal XS105 Dual Range, tapsusega +0,01mg (Mettler Toledo)
Anallutiline kaal PB602-S/FACT, tépsusega +0,01g (Mettler Toledo)
pH-meeter, tdpsusega 0,2 thikut (Mettler Toledo)

Loksuti Orbital shaker DOS-20L (ELMI)
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9) Soojakapp Cooled Incubator MIR-554 (Panasonic)

10) Laminaarkapp Biowizard (Kojair)

11) UV spektrofotomeeter UV-180 (Shimadzu)

12) Akustiline fokuseeriv tstitomeeter Attune NxT (Thermo Fisher Scientific)
13) Tsentrifuug Allegra X-15R (Beckman Coulter)

2.3 Kasutatud metoodikad
2.3.1 Seenekultuuride kilv

Seenekultuuride kiilv sooritati laminaarkapis. Seenekultuuride kiilvamiseks kasutati MEA (malt
extract agar) kasvuplaate 2% agari sisaldusega, mis olid eelnevalt valmistatud TU miikoloogia
osakonnas. Kasvuplaatidele asetati kolm 1-3mm ld4bimddduga puhta seenekultuuri tikki,
initsieerimaks S. chartarum kasvu. Kasutatud kultuurid olid tahistatud TU miikoloogia osakonna
seenekultuuride andmebaasis koodidega TFC 202504; TCF 202505 ning TFC 202513. lgast
kultuurist valmistati kolm erinevat plaati, millele igalihele pandi 3 kilvipunkti (joonis 9).
Puhaskultuurist tikkide ldikamiseks kasutati ndela, mida eelnevalt puhastati gaasipdletiga.
Kilvatud agarplaadid muudeti 6hukindlaks kasutades parafiini. Kasvuplaadid paigaldati
piiritusega puhastatud plastkarpi, mis asetati 45 paevaks soojakappi inkubeerima temperatuuril
23°C.

Joonis 9. Kasvuplaadile seenekultuuri kiilvamine.
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2.3.2 Spooride kogumine
Spooride kogumine MEA 2% agarplaatidelt teostati eelnevalt valja to6tatud juhendi jargi, mis
kohendati antud t06 tarbeks [77]. Spooride kogumiseks mdjutati neid mehhaaniliselt [10],
kasutades selleks PBS puhverlahust (10mM; 0,15 M NaCl, pH 7,2).

Puhaskultuuride s60daplaate pesti 3x10 ml PBS puhvriga kogudes erinevate puhaskultuuride
suspensioonid eraldi, saades 90 ml suspensiooni igast puhaskultuurist, mis jagati kahte 50 ml
tsentrifuugi konteinerisse, mida tsentrifuugiti 5 min 4750 rpm (5250xG) juures eraldades tahke
faasi suspensioonist. 35 ml supernatanti eemaldati konteinerist, sade ja 10 ml supernatanti jaeti
konteinerisse, mida tsentrifuugiti 5 minutit 4750 rpm (5250xG) juures. Supernatant dekanteeriti
ja spoorid suspendeeriti 6 ml PBS puhvris koguti kokku 15 ml tsentrifuugi tuubidesse. Spooride
eraldamiseks tsentrifuugiti spoore 5 minutit 4750 rpm (5250xG) juures, supenatant eemaldati
ning spoorid suspendeeriti 1 ml PBS puhvris. Spooride kontsentratsioon lahuses maéarati

tsutomeetri abil. Spooride kogumise 16pp-produkt on toodud joonisel 10.

Joonis 10. S. chartarum spooride suspensioon.

2.3.3 Spooride kontsentratsiooni maaramine

Spooride kontsentratsiooni maaramiseks kasutati akustilist fokuseerivat tsutomeetrit Attune NxT.
Kontsentratsiooni mdotmiseks tehti algsest lahusest 100 kordne lahjendus. Enne madramist
segati suspensiooni 10 sekundit kasutades selleks vortex segajat. Méaaramiseks vdeti lahusest 150
pl, mis voolutati siisteemis Kiirusega 100 pl/min, lugedes proovist 100 pl kontsentratsiooni
madramiseks. Esmalt voolutatud 50 pl on vajalik stisteemi stabiliseerimiseks. Suspensioon
asetati hoiustamiseks 4°C juurde. Osakeste madramise ning suuruste graafikud on toodud
Lisades 1 — 2.
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2.3.4 Antikehade dialts ning immobiliseerimine graanulitele
Antikehade immobiliseerimiseks kasutati eelnevalt vélja té6tatud metoodikat [78].

Esmalt kaaluti 47,3 mg Sephadex G50 Medium graanuleid 1,5 ml Eppendorfi tuubi, lisati 1 ml
MilliQ vett ning jéeti graanulid punduma 24 tundi, 4 °C. Pundumise 16ppedes lisati 400 pl NaOH
(0,4 M), loksutati ettevaatlikult ja lisati 100 pl epiklorohlrdiini (99%). Suspensioon asetati
loksutile ja inkubeeriti 3 tundi, 300 rpm. Graanulite pesemiseks tsentrifuugiti suspensiooni 5
minutit 2450xG juures, peale mida pesti kaks korda 685 pul MilliQ veega ning ihe korra 685 pl
Na;COsz puhvriga (0,5 M, pH 9,5). Graanulite eraldamiseks tsentrifuugiti suspensiooni
igakordselt peale lahuse lisamist (5 minutit, 2450xG).

Enne antikehade immobiliseerimist viidi labi dialtiis antikehade puhverlahuse vahetamiseks.
Dialtiisi kaigus asendati Tris (trisaminometaan) puhverlahus Na.COz (0,5 M pH 9,5)

puhverlahusega.

Immobiliseerimiseks mdeldud antikehad dialtlsiti kasutades Na>COsz puhvrit. Diallusi
membraanist (Spectra/Por 6-8 kD) Idigati 10 cm pikkune riba, mis asetati 40 ml Na,CO3
puhvrisse paisuma. 2 minuti méddumisel suleti membraani Uks ots ning teisest osast sisestati
1500 pl antikeha, millest 1400 ul oli glitseroolis ning 100 ul PBS puhvris. Membraani teine ots
suleti klambriga ning dialtdsiti 3 tundi 8°C juures. Dialulsi 16ppedes kasutati spektrofotomeetrit

antikehade kontsentratsiooni maaramiseks 280 nm juures.

Antikehade immobiliseerimiseks pipeteeriti graanulid 10 ml klaasndusse, lisati 3.4 ml antikeha
lahust (kontsentratsiooniga 0,42 mg/ml) Na,COz  puhvris, ja inkubeeriti 24 tundi
toatemperatuuril, samal ajal loksutades 200 rpm. Inkubatsiooni I6ppedes tsentrifuugiti 5 minutit,
2450xG. Supernatandist vdeti 100 pl lahust ning méddeti spektrofotomeetrit kasutades lahusesse
jaédnud antikehade kontsentratsioon 280 nm juures. Suspensioonil lasti settida, antikeha lahus
eemaldati ning graanulid pesti 685 pl NaCOs puhvriga. Peale pesu lisati etanoolamiini ja
Na>COz lahust (85 pl/ml) ning suspensiooni inkubeeriti 2 tundi toatemperatuuril. Seejérel lasti
suspensioonil settida, eemaldati etanoolamiini lahus ning graanuleid pesti kaks korda 685 pl
MilliQ veega. Peale teist MilliQ pesu pipeteeriti graanulite suspensioon 1,5 ml Eppendorf tuubi
ning pesti suspensiooni kuus korda 685 pl PBS puhvriga. Iga pesukorra l6ppedes tsentrifuugiti

suspensiooni (5 minutit, 2450xG) graanulite eraldamiseks ja supernatandi eemaldamiseks.
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Pesutsuklite 10ppedes lisati graanulitele 685 pl PBS puhvrit ning asetati 4°C juurde

hoiustamiseks.

Antikehade kinnitumine graanulitele toimub jargmise reaktsiooniskeemi alusel (joonis 11).

3 (e O +R-NH,
oH+cl AN — g AN— ro/\l/\Nn/R

OH
Joonis 11. Antikeha immobiliseerimine [78].

2.3.5 Antikehade konjugeerimine fluoresentsmarkeriga
Méargistamiseks mdeldud antikehad (300 ul) dialtiusiti kasutades Spectra/Por dialliisimembraani
(6-8 kDa). Dialtis viidi 1abi 8°C juures 2 tunni jooksul PBS puhvris.

Detekteerimiseks kasutatud antikehad margistati Lightning-Link® Rapid Dylight 650 Labeling

Kit’i abil. Antikehade margistamine viidi l&bi vastavalt tootja poolt soovitatud protokollile.

200 pl antikeha lahusele PBS puhvris (1 mg/ml) lisati 20 ul Lightning-Link® Rapid Modifier
lahust. Saadud lahus lisati Lightning-Link® Rapid Dylight 650 peale, mis oli piisav 200 pg
antikeha margistamiseks ning inkubeeriti toatemperatuuril 50 minutit. Inkubeerimise l6ppedes
lisati 20 ul Lightning-Link® Rapid Quencher lahust ja 120 ul glitserooli ning hoiustati -20°C

juures.

2.3.6 Biosensoriga labiviidavate mddtmiste protokoll
Biosensoriga sooritavatel mddtmistel rakendatakse BIA silsteemi p&himdtet, mille lihtsustatud
skeem on toodud joonisel 12. Mikrokolonni moodustamise jargselt (A) sisestatakse sisteemi
uuritav proov (B). Inkubeerimisaja I18ppedes pestakse kinnitumata analliit valja ning sisestatakse
stisteemi fluorestsentsmarkeriga konjugeeritud antikeha, mida ergastatakse lainepikkusel 652 nm

ning seejarel mdddetakse signaali intensiivsus (C).
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Detektor

672 nm

Joonis 12. Lihtsustatud BIA ststeemi ulevaade [79].

Mdo6tmiseks sisestati mootealasse 30 pL bioaktiveeritud geeli kiirusega 2 ul/s. Enne graanulite
sisestamist suleti osaliselt mddteraku Uks ots, et takistada graanulite labipddsu modterakust.
Jérgnevalt sisestati mikrokolonni pakkimiseks 30 pl (2 pl/s) PBS puhvrit. Peale kolonni
moodustumist lisati 150 pl Stachybotrys chartarum spooride lahust kiirusega 1 pl/s, seejarel vool
peatati ning lahust inkubeeriti kolonnis (5 minutit), et tagada musta hallituse seondumine
kolonnile. Inkubeerimise l6ppedes pesti seondumata proov maha, kasutades selleks 150 ul PBS
puhvrit kiirusega 2 pl/s. Seondunud musta hallituse detekteerimiseks sisestati 30 pl
fluorestsentsmarkeriga konjugeeritud antikeha, (0,02 pg/ul) ning inkubeeriti 5 minutit.
Spooridele mittekinnitunud materjal eemaldati stisteemist 150 pl (2 ul/s) PBS puhvri abil ning

lasti signaalil 3 minutit stabiliseeruda.

Iga mdotmise jarel pesti mdbtekanal labi kaks korda 1000 ul (100 ul/s) PBS puhvriga ning tihe
korra 1000 pl 70% etanooli lahusega (50 pul/s). Etanooli jaagid kanalist puhastati kasutades 1000
puL PBS puhvrit (50 pl/s).

2.3.7 Biosensori signaali maaramine
Fluorestsentssignaali saamiseks ergastati detekteeriva antikehaga konjugeeritud Dylight 650
markerit lainepikkusel 652 nm. Selle fluorestsentssignaali detekteeriti lainepikkusel 672 nm enne
ja parast fluorestsentsmarkeriga konjugeeritud antikeha lisamist ning biosensori signaal, mida
kasutati ststeemi kalibreerimiseks, defineeriti kui nende intensiivsuste vahe. Né&ide biosensori

valjundsignaali muutumisest mootmisprotsessi k&igus on toodud joonisel 13.
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Graanuli sisestamisel mddterakku tekib signaali muutus, mis on p&hjustatud graanulite pinnalt

valguse peegeldumisest. Graanulite pakkimise tagajarjel baasjoon uhtlustub, sest graanulite

liilkumine on minimaalne. Proovi sisestamisel tekib samuti muutus signaali baasjoones, see on

pohjustatud esmalt hidraulilisest Sokist, mis tekib vedeliku voolutamisel, aga ka proovis

paiknevatest osakestest, mis mdjutavad valguse peegeldumist kanalis.

1050

950
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550

Signaal, AU

450

350

250

150
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Inkubeerimiseg|Gpp,
Pestud graanul,
markeraine
sisestamine,
inkubeerimine l
R l — Al
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400T

Aeg, s

Joonis 13. Biosensori signaali muutumine mddtmisprotsessi kaigus.

1500

Proovi inkubeerimisel 5 minuti jooksul moodustub antikeha — antigeen kompleks, peale mida

pestakse seondumata materjal kolonnist valja. Markeraine inkubeerimine toimus 5 minuti

jooksul, peale mida pesti seondumata markeraine mddterakust vélja. Markeraine valjapesu

elimineerib olukorra, kus spooridele seondumata markeraine emiteerib signaali. Markeraine

valjapesu l6ppedes lastakse signaalil 3 minutit stabiliseeruda ning arvutatakse biosensori signaal

kui valjundintensiivsuste vahe Al.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1 Musthallituse spooride kontsentratsioon kultuuris
Kasutades akustilist fokuseerivat tsitomeetrit Attune NXT saadi spooride kogumise kaigus
puhaskultuuride TFC202513 ning TFC202505 kontsentratsiooniks 107 spoori/ml ning 10°
spoori/ml puhaskultuuri TFC202504 puhul. Lisaks spooridele vdivad antigeenid esineda ka
seeneniidistiku osadel [80], seetbttu voeti t00s sooritatud katsete jaoks kasutusele puhaskultuur
TFC202513. Antud puhaskultuuris oli summaarne osakeste kontsentratsioon suurim, mis

suurendas antikeha — antigeen reaktsiooni tekkimise tdendosust.

Joonisel 14 on néitena toodud katseteks kasutatava puhaskultuuri TFC202513 spooride
kontsentratsiooni mé&aramise tulemused. Spooride kontsentratsiooni maaramise tulemused
kultuurides TFC202504 ja TFC202505 on toodud vastavalt Lisas 1 ja Lisas 2.

Referentsvaartusteks mdddeti eelnevalt 2 um labimédduga osakesi sisaldavat lahust, mille
tulemus on kujutletud graafikul A punase réngaga. Proovi mdotmisel registreeriti samaaegselt nii
osakeste jaotumine signaali intensiivsuse kui ka pindala alusel. Signaali intensiivsus sdltub
uuritava osakese kujust. Joonisel 14A on toodud laserkiire otse- ja killghajuvuse omavaheline
s6ltuvus proovis, kus x telg FSC-H iseloomustab laserkiire intensiivsuse otsehajuvust ning y telg
SSC-H kiilghajuvust. Osakeste jaotumine pindala jargi on toodud joonisel 14 B. Graafiku teljed

FSC-A ja SSC-A iseloomustavad osakeste pindalalist jaotumist otse ning kulghajumise jargi.
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Agregaadid: 7453
102 102 S.C: 20774
10° 0 10 10° 10° 10° 10° 10° 10 10°
FSC-H FSC-A
Parameters: FSC-A vs SSC-A
Gate: All Events
Experiment: R.Laidma S.chartarum
Sample: S.chartarum 513 100x
Time Recorded: 11:44:10
Name Gate Count %Total %Gated X Mean X Median
.AII Events All Events 63,014 100.000 100.000 N/A N/A
O 2um 2um 25  0.040 0.040 11,234 11,256
[ spoorid Spoorid 27,824 44.155 44.155 80,322 76,138
D S.C S.C 20,774 32.967 32.967 91,089 86,811

DAgr'egaadid Agregaadid 7,453 11.828 11.828 261,237 238,643

Joonis 14. Puhaskultuuri TFC202513 osakeste médaramine.

Intensiivsuse graafikult (graafik A) selgub, et proovis olevad osakesed on jaotunud kahte
suuremasse riihma. Roheliselt imbritsetud tulemus vdeti spooride kontsentratsiooni méaramise
aluseks, sest mdddetud osakeste signaali intensiivsus oli koérgem Kkui referentsvaartusena
mbddetud 2 pm labimb6duga osakeste signaal’. Osakesed mis jaid Umbritsetud alast vilja ei
loetud spooride kontsentratsiooni hulka, sest neid iseloomustav signaal on madalama
intensiivsusega kui rohelise joonega Gmbritsetud ala. Sellest tulenevalt v@ib tegemist olla proovi

kogumisel tekkinud seeneniidistiku tikkidega.

Pindala jargi (graafik B) signaali registreerimisest selgus, et rohelise joonega Umbritsetud
tulemus jagunes kaheks, sest sellel alal esines kaks erinevat kdrge intensiivsusega punkti.
Graafikul B punase joonega téhistatud ala tulemus voeti Uksikute spooride arvuks pindala
signaali alusel. Sinise joonega tahistatud tulemusest jareldati, et kuna antud ala signaal on
kdrgem Uksikute spooride signaaliks vdetud alast, siis v@ib tegemist olla lahuses agregeerunud

spooridega.
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3.2 Biosensorsusteemi disain ja konstrueerimine Stachybotrys chartarum maaramiseks
Antud t66s loodud biosensorsusteemis musta hallituse (Stachybotrys chartarum) méaramiseks
kasutati immunobioaratundmisstisteemi, kus musta hallituse tuvastamiseks kasutati
fluorestsentsmarkeriga konjugeeritud anti-Stachybotrys chartarum antikeha. Konstrueeritavas
biosensoris  kasutatakse proovide voolutamiseks BIA sisteemi, kus mikrokolonni
moodustamiseks kasutatavatele dekstraanist graanulitele immobiliseeriti IgY anti-Stachybotrys
chartarum antikeha. Sisestades analliidi mddterakku tekib spetsiifiline antikeha — antigeen
reaktsioon, mille kdigus kinnitub uuritav analiiut proovist graanulitel oleva spetsiifilise antikeha
kiillge. Seondunud analuldi tuvastamiseks kasutatakse sama anti-Stachybotrys chartarum
antikeha, mis on konjugeeritud fluorestsentsmarkeriga. Sooritades modtmisi erinevate
Stachybotrys  chartarum  spooride  kontsentratsioonidega on  vdimalik  koostada
kalibreerimisgraafik signaali intensiivsuste muudu alusel, vdimaldades seelabi mé&rata tundmatu

kontsentratsiooniga proove. Biosensorsusteemi disain on toodud joonisel 15.

F
f h

| G50 ""l S. chartarum @ .8

Joonis 15. Biosensorsusteemi disain.

3.3 Mdbdteprotokolli optimeerimine
Sobivate mddtetingimuste, mille korral méddetav signaal oleks véimalikult suur, leidmiseks viidi

esmalt labi mddteprotokolli optimeerimine.

Esmalt  kontrolliti  signaali  sdltuvust  fluorestsentsmarkeriga  konjugeeritud antikeha
kontsentratsioonist, sooritades mdotmised kahel erineval kontsentratsioonil — 0,02 pg/ml ja 0,05
pg/ml. Mddtmistulemustest selgus, et kontsentratsioonil 0,02 pg/ml tekkinud 1000 dhikuline

muutus signaalis on piisav mddtmiste sooritamiseks.

Jargnevalt optimeeriti proovis sisalduva analiiiidi sidumist kolonnile, inkubeerides proove 5, 15,
30 ja 60 minutit. Signaali intensiivsus ei muutunud, kui analtdti inkubeeriti 5 v6i 15 minutit,

inkubeerides proovi 30 minutit oli signaali intensiivsus 3,6 thikut kdrgem, vorreldes lihemate
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inkubatsiooniaegadega. Inkubeerides proovi 60 minutit oli signaal algsest 5 minutilisest
inkubeerimisajast 7,3 Uhikut kérgem. Nende tulemuste pdhjal voeti edaspidi sooritavateks
katseteks inkubatsiooniajaks 5 minutit, mis tagas musthallituse detekteerimiseks piisava signaali

muutuse.

3.4 Stachybotrys chartarum kontsentratsiooni maaramine
Disainitud biosensorsisteemi kalibreerimiseks moddeti biosensori valjundsignaali S. chartarum
kontsentratsioonidel 10> — 10° spoori/ml. Biosensori kalibreerimisgraafik koostati
poollogaritmilises teljestikus (joonis 16). Madalamatel kontsentratsioonidel ei olnud md&tmist
vBimalik teostada, sest kontsentratsioonil 10? spoori/ml saadud signaali véartus ei erinenud
slisteemi taustsignaalist. Mootes kdrgemaid kontsentratsioone tekkis olukord, kus kinnitumata
analutdi téielik eemaldamine ning tegelikult mikrokolonnile seondunud analutdi osakaalu

maaramine ei olnud voimalik.

40
y=(11,7/+0,5)x
30+
-
qr\.
T 20-
c
2
n_.. .

I I I I I
10 10" 102 10° 10* 10> 105
Kontsentratsioon, spoor/mil

Joonis 16. Biosensori signaali sdltuvus Stachybotrys chartarum kontsentratsioonist.

Jooniselt 16 selgub, et Stachybotrys chartarum kontsentratsiooni ning signaali s6ltuvus
poollogaritmilises teljestikus on kontsentratsioonivahemikus 10° — 10° spoori/ml lineaarne.
Biosensorsiisteemi tundlikkust iseloomustavaks kalibreerimisgraafiku tdusuks saadi 11,7+0,5
AU, siisteemi taustsignaaliks saadi 5,9+3 AU. Musta hallituse avastamispiir on kdrge, 103

spoori/ml ning samuti ka kvantifitseerimispiir — 10* spoori/ml. Siisteemi avastamispiiri
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arvutamiseks liideti taustsignaalile kolmekordne tOusu standardhdlbe véartus. Susteemi
kvantifitseerimispiiriks liideti taustsignaalile kiimnekordne tdusu standardhélbe véartus. Nende
tulemuste pdhjal voib eeldada, et konstrueeritud biosensorsisteemi, mis pdhineb antikeha-
antigeen interaktsioonidel on v@imeline mddrama musta hallitust, kill aga véga korgetes

vaartusvahemikes.

Vorreldes kirjanduses toodud biosensorststeemidega, on antud t60s konstrueeritud biosensori
avastamispiir kdrgem ning analulisi aeg pikem. Samas on védhe biosensoreid mis v8imaldavad
madrata musta hallitust terviklikuna, sest enamik siisteeme on loodud madrama musta hallituse

poolt toodetud metaboliite.

Konstrueeritud biosensori maaramispiir 10° spoori/ml tahendab seda, et kasutatud proovi
ruumala 150 pl korral on analulsitavas proovis keskmiselt 150 spoori. Vorreldes seda spooride
arvu Ghus kehtestatud piirmaaraga 413 spoori/m® [23] on see ligikaudu 3 korda vdiksem, mis
tdhendab et S. chartarum biosensoriga oleks médtmiseks vaja minimaalselt ligikaudu 300 liitrit
uuritavat 8hku, juhul kui musthallituse spooride kogumise efektiivsus 6huproovidest on 100%.

Kui piirmadra vaartus on erinev, siis muutub vastavalt ka vajamineva dhuproovi suurus.

Uuritava biosensorstusteemi korral on kdige lihtsam vdimalus maaramispiiri alandamiseks
suurendada anallisitavate proovide ruumala, mis tagab suurema hulga analiiidi seondumise
kolonnile. Biosensori madramispiiri on vdimalik alandada ka optimeerides mdd&teprotokollis
kinnitumata proovi ja fluorestsentsmarkeri véljapesu kogust ning Kiirust, samuti sisestatava
fluorestsentsmarkeri ~ kogust. ~ Slsteemi  vdimaldab  muuta  tundlikumaks  lisaks
inkubatsiooniaegades suurendamine proovi ja mikrokolonni ning proovi ja markeraine vahel

tekkiva kompleksi moodustamiseks.

Musta hallituse méaéaramiseks Ghuproovidest on antud biosensorsusteemi vbimalik tdiendada
seadmega, mis vBimaldab koguda dhust musta hallituse spoore ning seeneniidistiku fragmente.
Lisaks spooride kogumisele on téhtis tuvastada ka seeneniidistiku fragmendid, mis samuti vGivad

endas sisaldada tervisele kahjulikke mukotoksiine [27].

Kuna musta hallituse spooridele pole omane 6hku sattumine [22], siis kindlasti on vajalik muuta
antud meetod tapsemaks, et dhuproovides oleks vdimalik md6ta ka madalamaid musta hallituse

kontsentratsioone.
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Kokkuvote
Kéesolevas magistrito6s konstrueeriti musta hallituse (Stachybotrys chartarum) tuvastamiseks
biosensorsisteem, mille biodratundmissusteemina kasutati spetsiifilist antikeha — antigeen

reaktsiooni ning proovide voolutamiseks graanulsisestusanaliisi platvormi.

To0s konstrueeritud biosensorsusteemiga tdestati, et Stachybotrys chartarum terviklik
madramine, kasutades selleks antikeha — antigeen reaktsiooni, on v@imalik. Selle slsteemi
eeliseks saab pidada selektiivsemat musta hallituse madramist, kuna mukotoksiinide pdohjal
baseeruvad biosensorid ei suuda eristada erinevaid hallituse liike, mis toodavad samu toksiine.
Selektiivsele madramisele aitab kaasa antigeenide olemasolu nii musta hallituse koniididel, kui
ka seeneniidistikul [80].

Biosensori lineaarne téopiirkond 10° - 10° spoori/ml tdestab, et konstrueeritud
biosensorsusteemiga on musta hallituse méaaramine kdrgematel kontsentratsioonidel vdimalik.
Stisteemi avastamispiir ning kvantifitseerimispiir on kdrge, vastavalt 10 spoori/ml ja 10*
spoori/ml. Antud meetodi eeliseks lisaks selektiivsele maaramisele saab pidada musthallituse
suhteliselt kiiret tuvastamist proovidest, sest biosensoriga analulsi labiviimise aeg oli ainult 20

minutit.

Kuna varem ei ole t66grupis hallitusseente maaramiseks kasutatavat biosensorsiisteemi uuritud,
siis esines meetodi véljatodtamisel mitmeid valjakutseid. Vaga oluline oli mddteprotokolli
optimeerimine.  Biosensorsusteemi  suurimad  valjundsignaalid  saadi  siis,  kui
inkubatsiooniaegadeks vdeti 60 minutit. Analliiside kiirendamiseks valiti inkubatsiooniaegadeks
5 minutit, mis tagas piisava signaali muutuse. Edaspidi on oluline optimeerida spooride

kogumise metoodikat Ghust, et oleks voimalik maarata S. chartarum ka Ghuproovidest.
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Summary

Options for biosensing black mould (Stachybotrys chartarum)

Black mould grows on materials with high cellulose content, such as drywall and wood, which
have sustained water damage. Stachybotrys chartarum can propose a threat to human health by
producing mycotoxins, which can cause neurological and respiratory diseases. For the most part
mycotoxicosis occurs through digestion, although obtaining it through inhalation or contact with
bare skin is also possible. One of the families of mycotoxins are trichothecenes, which comprises

over 150 mycotoxins, with a common tricyclic 12,13-epoxytrichothec-9-ene core structure.

The methods used for mould detection can be divided into two - identification of
microorganisms, such as conidia or mycelium and identification of organic compounds, that are

produced during the growth of the organism, such as mycotoxins.

The aim of this Master’s thesis was to develop a biosensing system for the detection of black

mould (Stachybotrys chartarum) by using specific antibody — antigen biorecognition reaction.

It was shown that the constructed biosensor was able to detect Stachybotrys chartarum using the
specific antibody — antigen reaction. The advantage of this system is its selectivity towards black
mould, since currently available biosensors detect mycotoxins and are not able to differentiate
between the species that produce the mycotoxins. The presence of antigens on the conidia as well

on the mycelium help with the selectivity of the system [80].

Another advantage besides the selectivity of the system is the duration, with which it is possible
to detect the presence of the mould in the sample. Needing only 20 minutes, it is possible to
obtain the result from the sample. The linear range of this biosensing system is high — 10° - 10°
spores/ml, as is the limit of detection and the limit of quantification, respectively 10° and 10*

spores/ml.

For the detection of black mould spores in air samples, the constructed biosensor can be
additionally integrated with a sample collection system. In addition, for its practical applications,

it is necessary to improve the sensor performance in terms of detection limits and sensitivity.
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