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1. Johdanto

Hanke keskittyi tutkimukseen, jolla luodaan valmiuksia ilmakehdssd levidvien mikrobiologisten
uhkien havaitsemiseen ja tehokkaaseen tunnistamiseen. Suuri osa biologisissa aseissa kiytetyisté
mikrobeista levidd ilmassa aerosoleina ja tarttuu ihmiseen hengityselimiston vilitykselld. Aero-
solialtistus on olennainen uhka ympéristdissd, joissa vdentiheys on suuri. Esimerkiksi SARS-CoV-2
viruksen aiheuttama pandemia levisi nopeasti mm. ilmavalitteisind tartuntoina ihmisten vililld ja on
esimerkki viruksesta, jolla esiintyy geneettistd muuntelua.

Mikrobiologisten hiukkasten tunnistaminen ilmakehésti on haastavaa, koska (a) Mikrobien ilmapi-
toisuudet ovat tavallisesti hyvin alhaisia, ja (b) kvantitatiiviset ja nopeavasteiset tekniikat yleistyvét
hitaasti (Tesson et al., 2016). Edelld mainittuihin haasteisiin voidaan vastata mm. aerosoliteknisilla
mittausmenetelmilld, joita tosin on hyddynnetty téssd kontekstissa melko véhin (Wolf et al. 2015 &
2017). Tutkimuksessa selvitettiin, millaisia havaintoja mikrobiologisista hiukkasista kyetiin teke-
miin moniulotteisilla mikrobiologian ja aerosolifysiikan havainto- ja analyysimenetelmilld erilai-
sissa, Suomelle tyypillisissd ymparistoissa.

2. Tutkimusmenetelmat ja toteutus
2.1 Menetelmit

Hankkeessa kéytettiin mikrobien tunnistusta varten erilaisia molekyylibiologian menetelmid, kuten
qPCR-teknologiaa sekd DNA:n ja RNA:n sekvensointia. Elinkykyisten biologisten aerosolien ke-
rddminen ja kerdyssaannon optimointi on oleellinen osa mééritysketjua. Kerdyksen optimointiin
testattiin erilaisia menetelmid, mukaan lukien “open face”- filtterikerdimet, Andersen- kerdimet,
kaskadi-impaktorit, nestepohjaiset biosamplerit ja BioSpot- prototyyppikeréin.

Aerosolifysiikan menetelmistd kéytettiin aerosolien kokojakaumaa mittaavia laitteita kokovélilld 10
nm — 20 um kuten DMPS (Differential Mobility Particle Sizer) ja APS (Aerodynamic Particle Si-
zer). Biologisten aerosolien kokojakaumaa vililla 0.5 - 30 pm mitattiin WIBS (Wideband Integra-
ted Bioaerosol Sensor)- laitteella. Lisdksi kdytossd oli aerosolimassaspektrometri (AMS), joka ky-
kenee médrittimiin aerosolihiukkasten kemiallisen koostumuksen.

2.2 Toteutus

Edelld mainittuja menetelmid kéytettiin kahdessa erityyppisessd tutkimusympiristdssé: laboratorio-
kokeissa ja kenttikokeissa.
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2.1 Laboratoriokokeet

Laboratoriokokeissa hyddynnettiin lasista bioaerosolikammiota (kuva 1), jolla voidaan simu-
loida vedestd vapautuvia biologisia aerosoleja (Sofieva et al,, valmisteilla). Niin voidaan tutkia,
miten aerosoleina levidvit mikrobit sdilyvét elinkykyisind vesi-ilma-rajapinnalla, ja kuinka suu-
ria médrid mikrobeja vapautuu aerosoleina ilmaan. Laitteisto koottiin Helsingin yliopiston
eldinladketieteellisen tiedekunnan BSL-3 turvalaboratorioon, ja yhteistyd mahdollisti kokeet
suunnitellun Phi6 -viruksen lisdksi myds SARS-CoV-2 -viruksella. Nama kaksi virusta muis-
tuttavat rakenteellisesti hyvin paljon toisiaan (kuva 2), joten vaaratonta Phi6 - virusta voidaan
kéyttdd surrogaattina tilanteissa, joissa halutaan simuloida SARS-CoV-2:n levidmista.
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Kuva 1. Laboratoriossa kdytetty laitteisto mikrobeja sisdltivdn liuoksen aerosolisointiin ja aero-
solien ominaisuuksien mittaamiseen
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Kuva 2. Havainnekuva tutkituista viruksista Phi6 ja SARS-CoV-2.

2.2 Kenttimittaukset

2.2.1 Kontrolloitu kenttdikoe

Kontrolloidut kenttikokeet suoritettiin touko-kesdakuussa 2021 maaperin tutkimuskeskus Soili-
assa ja Sodankylin arktisessa avaruuskeskuksessa. Tutkimusasetelma kehiteltiin ensin Soilias-
sa, jonka jdlkeen se siirrettiin Sodankyldén ja skaalattiin suuremmaksi. Lopullinen asetelma
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(kuva 3) koostui tuulen suuntaan suunnatusta 75 m pitkastd mittausrivistosta ja siitd molemmil-
le puolille 90° kééntyvistd sivuriveistd (10 m). Mittausriviston O-pisteestd aerosolisoitiin Phi6 -
virusta, jota kerdttiin rivistoon aseteltujen agarmaljojen, filtterikerdinten ja Biosampler-
nestekerdinten avulla.

i

Kuva 3 boga);kj;lén kontrolloidun enttdkoké;n tit’tkimusas.telma.

Ulkoilmassa levidmisen lisdksi Sodankyldssa tutkittiin auringon UV:n vaikutusta sen selvidmi-
seen pinnalla ja aerosolissa. UV:n vaikutuksia ilmanvaraiseen levidmiseen tutkittiin suoritta-
malla kenttékokeita eri piivédnaikaan, jolloin virus altistui erilaisille UV-siteilyn miirille. Vai-
kutusta pinnalla selvidmiseen tutkittiin kuivaamalla virusta petrimaljalle ja altistamalla se joko
auringon tai UV-lampun siteilylle. Naytteistd tarkistettiin sekd viruksen viabiliteetti, ettd mah-
dolliset muutokset periméssa.

2.2.2 Aerosolimassaspektrometrin historiadata

Hankkeessa hyoOdynnettiin aiemmin tehtyjd aerosolimassaspektrometrimittauksia erilaisissa
ympadristdissd Helsingisséd (kuva 4). Mittaukset tehtiin vuosina 2008-2019 ja mittauspaikkoina
olivat kaupunkitausta-, katukuilu, kaupunkikeskusta- ja pientaloalue. Néistd datoista etsittiin
biologisille hiukkasille tyypillisid fragmentteja.
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Kuva 4. Kolme AMS historiadatan mittausasemista.

2.2.3 Ravintolakoe

Ravintolakokeet suoritettiin Ultima- ravintolassa (kuva 5) Helsingissd lokakuun 2020 ja tam-
mikuun 2021 vélisend aikana yhteistyossd Tyoterveyslaitoksen (TTL) ja Helsingin yliopistolli-
sen sairaalan (HUS) kanssa. Kokeissa aerosolisoitiin Phi6 liuosta ultraddnisumuttimella ravin-
tolatilaan. Tilassa mitattiin hiukkasten kokojakaumaa, ja kerittiin virusaerosolia aktiivisilla il-
makerdimilld sekd laskeumandytteisiin. Naistd néytteistd analysoitiin infektiivisen Phi6 -
viruksen maarét.

Kuva 5. Pohjapiirros Ultima- ravintolan kokeista. Nebulizer: ultraddnisumutin. APS: aerody-
namic particle sizer. Al, IOM, Button: ilmakerdimid. Kirjaimet viittaavat laskeumandytteiden

kerdyspisteisiin.
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2.2.4 Sairaalakoe

Sairaalakokeet suoritettiin Helsingin kirurgisessa sairaalassa heindkuun 2020 ja maaliskuun
2021 viélisend aikana yhteistydssd HUS:n ja TTL:n kanssa. Kokeissa kerittiin ilma-, laskeuma-
ja pintandytteitd korona- kohortissa (kuva 6). Yhteensd kerittiin 259 ilmandytettd ja 252 pinta-
ndytettd, mikd on muuhun kirjallisuuteen verrattuna suuri nidytemadrd. Niytteille suoritettiin
RT-PCR ja virusviljelyanalyysit SARS-CoV-2:n tunnistamiseksi.
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Kuva 6. Pohjapiirros Kirurgisen sairaalan korona- kohortista ja kdytetyistd ilmandytekerdi-
mistd. Kerdimet vasemmalta oikealle: Biospot- kerdin, Andersen- kerdin, Button-kerdin, kaska-
di- impaktori, Dekati Oy:n eFilter.

3. Tutkimuksen tulokset
3.1 Laboratoriokokeet

Laboratoriossa mitattiin Phi6:ta ja SARS-CoV-2:ta sisdltdvien liuosten kuplituksesta syntyvien
aerosolien ominaisuuksia. Kokeissa my0s varioitiin erilaisia muuttujia kuten liuoksen viruspi-
toisuutta, kuplituksen voimakkuutta ja ndyteilman suhteellista kosteutta.

Aerosolikokojakaumamittausten perusteella (kuva 7) voidaan todeta, ettd tutkitut virukset eivit
erotu muista aerosolisoiduista hiukkasista, vaan ovat todenndkoisesti sisdisesti sekoittuneita
muuhun hiukkaspopulaatioon. Tdmad myds implikoi, ettd hiukkasten ominaisuudet seuraavat
voimakkaasti puskuriliuoksesta aiheutuvia ominaisuuksia. Mitatut aerosolikokojakaumat ja pi-
toisuudet olivat hyvin samankaltaisia kuin hengittimisesta ja laulamisesta kirjallisuudessa esi-
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tetyt (Gregson et al. 2021).
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Kuva 7. a) Bioaerosolikammiolla tuotetun aerosolin kokojakauma Phi6 + puskuriliuokselle (K-
phosphate + MgCl) ja b) SARS-CoV-2 + puskuriliuokselle (MEM, HEPES).
*) Laulamisesta ja hengittdmisestd syntyvien aerosolien kokojakauma (Gregson et al. 2021).

Bioaerosolikokojakaumaa mittaavan WIBS- laitteen mittauksista erottui viruksista aiheutuva
signaali sekd Phi6:n ettd SARS-CoV-2:n tapauksessa. Mittausten perusteella esim. SARS-CoV-
2 virus havaittiin n. 1-3 pm:n hiukkasissa (kuva 8). Yli 5 pm:n hiukkasissa ei ndy endi biolo-
gista materiaalia (Hyvdrinen et al, valmisteilla).
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Kuva 8. WIBS mittaus SARS-CoV-2 + HEPES puskuriliuoksesta ja pelkdstd HEPES- puskuri-
liuoksesta. Viruksia sisdltdvdt hiukkaset erottuvat etenkin laitteen mittauskanavissa B ja AB.

Phi6 virukselle mitattu massaspektri on esitetty kuvassa 9a. Siitd voidaan ndhda, ettd Phi6 vi-
rusta sisdltdvat hiukkaset koostuvat ldhinné hiilivetyfragmenteista (merkitty vihredlld) (Saari-
koski et al. valmisteilla). Kuitenkin, kun massaspektrid tutkitaan tarkemmin, huomataan, etti
noin 7% kokonaissignaalista muodostuu typped sisdltdvistd fragmenteista. Néistd fragmenteista
korkein signaali on CHN" (massa/varausluvulla 27) ja C2HsN' (massa/varausluvulla 44) frag-
menteilla, mutta nditd fragmentteja syntyy my0s polttoperdisistd prosesseista. Sen takia valit-
simmekin tutkittaviksi typped siséltiviksi fragmenteiksi C4HsN' (massa/varausluvulla 70) ja
CsH12N" (massa/varausluvulla 86), joiden on jo aiemmassa tutkimuksessa havaittu olevan spe-
sifisid biologiselle materiaalille (bakteereille) hiukkasissa (Wolf et al. 2015 & 2017). Kuvasta
9b voidaankin havaita, ettd CsHsN" ja CsH12N" fragmenttien osuus Phi6 hiukkasissa on selvisti

suurempi kuin puskuriliuoksesta muodostuneissa hiukkasissa. AMS ei ollut kéytettdvissa
SARS-CoV-2 -mittauksissa.
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Kuva 9.a) Massaspektri Phi6 virusaerosolille ja b) C4HsN"™ ja CsH12N" fragmenttien osuudet
puskuriliuksesta ja Phi6 viruksesta muodostuneissa aerosoleissa.

Viruksia myds kerittiin soluviljelyd ja qPCR- koetta varten. Phi6 -viruksella tehtiin testisarja,
jossa varioitiin eri kerdysparametreja parhaan metodiikan (saannon) loytdmiseksi. Tatd par-
haaksi 10ytynyttd menetelmid (kerdys selluloosa-asetaattifiltterille 2 tunnin kerdysajalla) hyo-
dynnettiin kokojaotelluissa kerdyksissd SARS-CoV-2-aerosolille. Ndiden mittausten perusteella
SARS-CoV-2:ta sisdltdvien hiukkasten pitdd olla kooltaan n. 2 um tai suurempia séilydkseen
infektiivisind (kuva 10) (Hyvdrinen et al. valmisteilla). Tehdyt qPCR- testit puolestaan osoitta-
vat, ettd jo n. 2 um leikkausrajalla kootut hiukkaset siséltdvét yhtd paljon virusta kuin ilman
leikkausrajaa kerityt hiukkaset; tosin nédihin kokeisiin siséltyy tulosten perusteella isoa epéavar-
muutta.
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Kuva 10. SARS-CoV-2 kerdyksistd analysoidut tulokset virusaerosolin infektiivisyydestd ja
RNA- mddrdstd. Aerosol diameter on kokoraja, jota pienemmdit hiukkaset kuhunkin mittaustu-
lokseen kerdttiin. WET: RH=75%, DRY: RH=25%.

3.2 Kenttiikokeet
3.2.1 Kontrolloitu kenttdikoe Soiliassa ja Sodankyldssd

Kontrolloitujen kenttikokeiden tirkein 16ydos oli Phi6 -viruksen kyky levitd ulkona infek-
tiokykyisend suhteellisen pitkdn matkan, jopa 50 m (kuva 11) (Malmgren et al. valmisteilla).
Agarmaljoilta 10ydettiin useassa kokeessa muutamia (1-5) plakkeja jopa 50 m pééstd. Plakit
olivat hyvin pienid verrattuna lyhyemméan matkan levinneisiin viruksiin, joka viittaisi niiden
kdrsineen jonkin verran pitkdstd matkasta aerosolissa. Biosampler-nestekerdimillé kerdtessé vi-
ruksia saatiin kiinni 50 m:std jopa yli 100. Biosampler-nestekerdinten todettiinkin olevan ensi-
luokkaisia eldvien virusten kerddmiseen ilmasta. Kenttidkokeissa ei havaittu merkittdvdd eroa
viruksen levidmisen ja UV-siteilyn voimakkuuden vélill4, mahdollisesti siksi, ettd Phi6 kestda
hyvin UV-siteilyd ja, koska aerosoli ei altistu edes 50 m matkalla kovinkaan suurelle UV-
sdteilyn miirélle Sodankyldn olosuhteissa.
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Kuva 11. Kontrolloidut kenttikokeet. a) Infektiivisten virusten pitoisuus depositio- ja ilmandyt-
teistd etdisyyden funktiona. b) ja c) kokonaishiukkaslukumddrdn muutos virussumutuksen aika-

na. d) ja e) WIBS mitattu biologisten hiukkasten kokojakauma ennen sumutusta ja sumutuksen
aikana.

UV-pintakokeissa huomattiin, etti Phi6 vaati noin 4 h, tai > 15 J/m?, altistuksen auringon UV-
sateilylle ennen kuin merkittdvdad laskua viruskonsentraatiossa alkoi ndkyd. UV-siteilyn peri-
méén aiheuttaman vahingon tutkimus on vield kesken, mutta alustavasti Phi6:n iséntidbakteeris-
ta on 10ytynyt 3 potentiaalisesti UV-siteilylle altista lokaatiota.

3.2.2 Ulkoilmasta kerdtyn aerosolimassaspektrometridatan analyysi

Kirjallisuuden ja Phi6 viruksella tehtyjen laboratoriokokeiden perusteella potentiaalisimmiksi
merkkiaineiksi mikrobeille valittiin C4HsN" ja CsH12N" fragmentit. Nédiden fragmenttien esiin-
tyvyyttd ulkoilmassa mitatuista hiukkasista tutkittiin seitsemén aiemmin kerdtyn mittausdatan
avulla. Kuvasta 12 voidaan huomata, ettd C4HsN"* fragmentin osuus hiukkasissa oli hyvin sa-
mankaltainen eri kuukausina ja eri mittauspaikoissa, kun taas CsHi2N" fragmentin osuus oli
korkeimmillaan pientaloalueella talvella ja kevidilld sekd kaupunkitausta-asemalla kevéalla.

Erityisesti pientaloalueella CsHi12N" fragmenttia syntyy luultavasti kuitenkin my6s puunpoltos-
ta.
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Kuva 12. C4HsN™ (a) ja CsHi2N* (b) fragmenttien osuudet ulkoilmasta mitatuissa hiukkasissa

eri kuukausina.

3.2.3 Ravintolakoe

Ravintolakokeessa todettiin Phi6 -virusten levidvén tartuntakykyisend koko kaytdssd olleeseen
tilaan (kuva 13) (4Atanasova et al., valmisteilla). Viruspitoisuuden todettiin laskevan huomatta-
vasti ilmavaihdon ansiosta jo minuuttien kuluessa tartunnan ldhteen poistuessa tilasta. Ander-
sen- kerdimilld kerétyistd ilmandytteistd havaittiin, ettd infektiivisten virusten huippupitoisuus
osui hiukkaskokovdilille 2-3 pm, mika on yhtenevai tulos laboratoriokokeiden kanssa.
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Kuva 13. Ravintolakokeessa kerdttyjen laskeumandytteiden virusmddrdt, APS- laitteella mitattu
hiukkaskokojakauma ja Andersen- kerdimeltd analysoidut infektiiviset virusmdcdrdt. Laskeuma-
ndytteiden kirjaintunnisteet viittaavat kuvassa 5 esitettyihin sijainteihin.

3.2.4 Sairaalakokeet

Sairaalakokeissa kerdtyistd ndytteistd havaittiin, ettd koronavirusta 16ytyi potilaiden ympéris-
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tosséd aerosolikokoluokissa 0.65 — 4.7 um ja 7 - <100 um (Oksanen et al. 2021). PCR positiivi-
sia depositio- ndytteitd kerattiin yli 4 m pééstd potilaista. PCR-positiivisia pintoja olivat usein-
kosketut pinnat ja esineet, lattia ja wc- istuin. Infektiivisid viruksia ei kuitenkaan 16ydetty il-
masta eikd pinnoilta. Tulos on linjassa kirjallisuudessa esitettyjen tulosten kanssa, ja osoittaa,
ettd infektiivisten SARS-CoV-2 -virusten kerddminen on monesta syysti hyvin vaikeaa.

4. Yhteenveto, tieteellinen merkittivyys ja tulosten hyodyntimismahdollisuudet

Projektissa suoritettiin havaintoja mikrobiologisista aerosoleista laboratoriossa ja kenttdolosuh-
teissa. Havainnot ndissd eri ympéristdissd tukevat toisiaan ja auttavat tulosten tulkinnassa.
Tyossd tutkittuja viruksia (Phi6, SARS-CoV-2) voidaan konventionaalisten mikrobiologisten
analyysimenetelmien liséksi periaatteessa havaita reaaliaikaisilla laitteilla kuten AMS tai
WIBS. Téama on kuitenkin haastavaa muualla kuin laboratoriossa johtuen mm. virusten pienisti
pitoisuuksista, sisdisestd sekoittumisesta muun aerosolin kanssa, ja mittausvasteen peittymises-
td muista vastaavista aerosoleista.

Kenttidkokeissa havaittiin, ettd mikrobiologiset menetelmit ovat herkkid virusten kvalitatiivi-
seen havaitsemiseen, ja infektiokykyisitd Phi6 -virusta 10ytyi jopa 50 m pddstd ldhteestd
Biosampler-nestekerdimilld kerattdessd. Sisidtiloissa tehokas ilmanvaihto auttoi puhdistamaan
ilman nopeasti (alle 30 min) ldhteen poistumisen jalkeen.

Sairaalakokeiden perusteella infektiivisen SARS-CoV-2:n havaitsemista aerosoleista hankaloit-
taa tilaisuuksien puuttuminen optimaaliseen kerdyshetkeen seki aktiivisissa kerdimissé ja ndy-
tekasittelyssé tapahtuvat haviot.

Tutkimussuunnitelmassa esitetyt keskeiset tutkimuskysymykset, ja miten tutkimus edisti nii-

den ymmidirrystii

1) Mitkdi ovat ne menetelmdit, joiden avulla ilmasta voidaan havaita ja tunnistaa mikrobeja tai

niiden osia tehokkaasti, nopeasti ja luotettavasti?
Tutkimuksen perusteella mikrobiologiset menetelmédt ovat ylivertaisia luotettavuudeltaan,
mutta vaativat paljon manuaalista niytevalmistelua ja analyysityotd. Aerosolilaitteistoista
testatut WIBS ja AMS osoittavat potentiaalia, mutta kehitystyoti on jatkettava, jotta ymmaér-
retdéin, miten erilaiset biologiset hiukkaset voidaan erottaa toisistaan.

2) Miten havainto- ja analyysimenetelmid voidaan optimoida ja yhdistdd, jotta ne ovat nopeas-

ti kdytettdvissd haastavissakin kenttdolosuhteissa?
WIBS- ja AMS- laitteet voivat havaita tilanteen, jossa ilmassa on selkeitd ylimdérid biologi-
sia hiukkasia, mikd on mahdollinen skenaario esim. mikrobiologisten uhkien tahallisessa le-
vityksessd. Uhan tarkempi méadrittiminen tulisi ensiviitteen jélkeen toteuttaa mikrobiologi-
sen analyysin avulla. Tutkimuksessa laitteistoja kdytettiin my0s kenttékokeissa, ja niiden
adoptoiminen haastavampiin olosuhteisiin on periaatteessa ennen kaikkea tekninen kysymys
(laitesuoja + séhkdistys).

3) Millaisia mikrobien taustapitoisuuksia tdssd kehitettdvillid menetelmilld voidaan havaita eri-
laisissa ympdristoissd, kuten Suomelle tyypillisilli tausta-alueilla, kaupungeissa tai metro-
asemilla
WIBS- laitteistolla havaittiin laboratoriokokeissa taustasta erottuva signaali, kun hiukkaspi-
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toisuudet olivat samaa luokkaa hengityksestd ja laulamisesta syntyvien hiukkasméiérien
kanssa. My0s ulkoilmasta pystyttiin havaitsemaan vastaava signaali laitteen ollessa 2 metrin
padstd ylimddrdd hiukkasia tuottavasta ldhteestd. Alustavien tulosten perusteella AMS ei
puolestaan kyennyt erottelemaan mikrobiologisia hiukkasia taustasignaalista kaupunki-
ilman historiadatasta, joten taustapitoisuuksien mittaamiseen tillainen laitteisto ei vield suo-
raan sovellu. Sisdtiloissa havainnot molemmilla laitteilla olisi luonnollisesti helpompaa pie-
nemmén laimenemisefektin takia.

Tieteellinen merkittivyys

Tutkimus on edistdnyt sekd havaintomenetelmien kehitysti ettd ymmaérrystd mikrobien (etenkin
virusten) ilmalevitteisyydestd ja sithen liittyvéstd aerosolifysiikasta ja mikrobiologiasta. Tie-
teellisid artikkeleita seké laboratorio- ettd kenttdkokeista on julkaistu tai valmisteilla vahintdén
kahdeksan kappaletta. Yksi liittyva artikkeli on lisdksi késitellyt mikrobien jddnukleaatioaktii-
visuutta (Adams et al. 2021), milli on relevanssia ilmakehétieteiden kannalta.

Tutkimuksen tulosten loppukiiyttijirelevanssi ja hyodyntimismahdollisuudet

Tutkimuksessa tehty menetelmitestaus mahdollistaa ilmanvaraisesti levidvien biologisten hiuk-
kasten paremman havainnoinnin ja menetelmien jatkokehityksen. Etenkin viruksiin liittyvat il-
mavdlitteisyyden periaatteet tunnetaan tarkemmin, mikd mahdollistaa tehokkaiden suojautu-
mismenetelmien kehityksen. Projekti on jo lisdnnyt tietoisuutta sairaalapuolella viruksen ilma-
levitteisyydestd, vaikuttaen mm. HUS- koronavuodeosaston ilmavaihdon huomioimiseen ja
suojainohjeiden tarkentamiseen.
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