I, Y S Y =, = .
KKK Osaamista

‘.!.!.‘.l.i.i ja oivallusta

— - 4

SOOI  tulevaisuuden

> o> O D O D D d

‘.l‘!.l‘l‘!‘.‘l tekemiseen

- - ]

L0000 () ()]

.‘-----

0000001

»l.

llona Aittokoski

Legionella-suvun bakteerien
maaritysmenetelman verifiointi
talousvedesta

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Laboratorioanalyytikko (AMK)
Laboratorioanalytiikka
Opinnaytety®

31.10.2020

metropolia.fi ﬂfMetropolia



Tiivistelméa

llona Aittokoski

Tekija(t) Legionella-suvun bakteerien maaritysmenetelman verifiointi
Otsikko talousvedesta
Sivumaara 24 sivua + 3 liitetta
Aika 31.10.2020
Tutkinto laboratorioanalyytikko (AMK)
Tutkinto-ohjelma laboratorioanalytiikka

. lehtori Jarmo Palm
Ohjaaja(t) mikrobiologi Jaakko Pakarinen

Opinnaytetyd tehtiin Vita Laboratoriot Oy:lle. Opinnédytetydn tavoitteena oli verifioida
menetelm& Legionella-suvun bakteerien madrittdmiseen talousvedesta. Menetelma
perustui SFS-EN ISO 11731:2017 standardiin. Tybssd oli tarkoituksena tutkia valitun
menetelmén toimivuutta ja valmistaa sen perusteella tydohje laboratoriolle. Talla
varaudutaan EU talousvesidirektiivin uudistumisen sisaltamaan vaatimukseen Legionella-
tutkimusten suorittamisesta.

Legionella on ymparistobakteeri, jota esiintyy luonnon vesissa seka ihmisten rakentamissa
vesijarjestelmissa, ja sitd l0ytyy myds maaperasta. Legionella-sukuun kuuluu yli 60 lajia,
joista 26:n on todettu infektoivan ihmisia. Naista taudinaiheuttajista yleisin on Legionella
pneumophila. L. pneumophila voi aiheuttaa ihmiselle legioonalaistaudin eli legionelloosin.
Legioonalaistaudin oireet ovat keuhkokuumeen kaltaiset. Legionellat ovat pienia gram-
negatiivisia bakteereja. Legionellalle otollisin kasvulampétila on 20-42 °C ja optimaalisin pH-
arvo kasvulle on 6,8-7,0. Legionella |6ydettiin vuonna 1976 Yhdysvalloissa, kun se aiheutti
sielld keuhkokuume-epidemian.

Verifioitavan menetelman toimivuutta testattin  kdytdnntssa suorittamalla vertailevia
kokeita, vertaillen talousvesinaytteitd, joihin oli lisatty Legionella-bakteeria ja
talousvesindytteitd ilman Legionella-bakteerin lisdystd. Naisséd kokeissa kaytettiin
kylmakuivattua L. pneumophila -bakteeria. Menetelmasta tutkittin esimerkiksi sen
spesifisyyttd, toistettavuutta ja mittausepavarmuutta. Opinndytetydssd myds vertailtiin
erilaisia suodatinkalvotyyppeja.

Naistd parametreista saadut tulokset vastasivat menetelméstandardissa esitettyja
viitearvoja. Menetelmélla saatiin hyvéaksytty tulos vertailututkimuksessa. Naiden testien
lisdksi suoritettin - menetelmastandardin  mukaiset varmistustestit, joiden perusteella
arvioitin menetelman herkkyys, spesifisyys ja selektiivisyys. Varmistustestien tulokset
osoittivat menetelman erittdin toimivaksi. Verifioinnin tulokset osoittivat, ettd menetelma
tayttaa suunnitellun kayttétarkoituksen eli talousveden testauksen.

Avainsanat Legionella, L. pneumophila, kalvosuodatus, verifiointi
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This study was carried out for Vita Laboratoriot Oy. The aim was to verify a method to detect
Legionella-bacteria from drinking water. This method is based on SFS-EN ISO 11731:2017.
Purpose was to study the methods functionality and produce instructions for the laboratory.
Vita Laboratoriot Oy is preparing for the new European Union drinking water directive. which
conserns detecting the Legionella-bacteria from water.

Legionella is an environmental bacteria, which can appear in freshwater environments and
in constructed water systems. It can also be found from soil. There are over 60 Legionella
species and 26 of those can infect humans. The most common pathogen is Legionella
pneumophila. L. pneumophila can cause Legionnaires’ disease, also known as
Legionellosis. The symptoms of Legionnaires’ disease are similar to pneumonia. Legionella
is a small, gram-negative bacteria. The optimal growth temperature is estimated among 20—
42 °C. The pH optima for growth is 6.8-7.0. Legionella was discovered in 1976 after it
caused a pneumonia outbreak in the United States of America.

The method’s functionality was tested by conducting comparative testing. In testing, drinking
water with added Legionella bacteria and drinking water without adding Legionella bacteria
were compared. In these tests lyophilized L. pneumophila bacteria was used. The method
was tested for its repeatability, uncertainty in measurement and trueness. In the study, also
filtration differences were compared.

The results from the parameters matched the given result in the standard. Comparative
testing gave an accepted result. In addition to these tests, extra testing for confirmation of
identification was performed according to the standard. Method’s sensitivity, specificity and
selectivity were evaluated. The results indicated that the method is valid. The results from
verification show that the method fulfills its purpose as a test for drinking water.

Keywords Legionella, L. pneumophila, membrane filtration, verification
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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin Vita Laboratoriot Oy:lle. Vita Laboratoriot Oy on suomalainen
perheyritys, joka on 25 vuoden ajan tuottanut Kkorkealaatuisia Kkliinisia
laboratoriopalveluita kunnille, yrityksille ja sairaanhoitopiireille. Yritykseen kuuluu myos
ympaéristblaboratorio, jossa tutkitaan vesia ja elintarvikkeita. [1.]

Opinnaytetytn tavoitteena oli verifioida uusi menetelmd, jonka avulla pystytdan
maarittimaan Legionella-bakteerit talousvedesta. Ty tehtiin standardia SFS-EN SO
11731:2017 kayttdaen. SFS-standardi kuvaa useita eri vaihtoehtoja Legionellan
maaritykseen, mutta tydssa  keskityttin  talousvesindytteiden  analysointiin.
Opinnaytetydssa testattiin valittujen menetelmien toimivuutta seka aloitettiin analyysin

menetelmaohjeen laatiminen standardin pohjalta. [2.]

Tyo6ssa tutkittava bakteeri on Legionella pneumophila. Legionella on ymparistdbakteeri,
jota esiintyy luonnon vesissa seka rakennetuissa vesijarjestelmissa ja sita l6ytyy myos
maaperasta. Legionella-bakteerit lisdéntyvat lampotilan ollessa otollinen. Ihmisille niista
on vaaraa, jos ne paasevat aerosoleina hengitysteitse keuhkoihin ja sieltd kudoksiin
aiheuttamaan infektion. Legionella-bakteerin aiheuttama keuhkokuumetauti tunnetaan
paremmin nimella legioonalaistauti eli legionelloosi. [2.] Legionella-tartunnat ovat olleet

viime vuosina nousussa [3; 4].

Euroopan unionin uusi juomavesidirektiivi pyrkii turvaamaan talousveden laadun ja se
sisdltdd Legionellan tutkimisen talousvedesta. Legionella-bakteerin valvonta on tullut
osaksi juomavesidirektiivid uusien suositusten ja tietojen takia. Uusi direktiivi astuu
voimaan vuonna 2020, ja EU:n jdsenmailla on kaksi vuotta aikaa ottaa direktiivi osaksi
lainsdadantoa. [5.] Vita Laboratoriot on joutunut kayttama&an alihankintalaboratoriota
Legionella-bakteerin analysointiin. Naiden edella mainittujen syiden takia analyysin
verifiointi aloitettiin Vita Laboratoriot Oy:ssa.
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2 Legionella-suvun bakteerit

Legionellat ovat pienia gram-negatiivisia bakteereja, joilla on erittain nirsot elintarpeet.
Legionellat kayttavat ravintonaan proteiinia ennemmin kuin hiilihydraatteja, ja ne vaativat
aerobisen kasvuympariston. Legionella-bakteerit ovat sauvamuotoisia ja ne ovat 0,3-0,9
mikrometria leveydeltaan ja noin 1,3 mikrometrid pituudeltaan. Legionellalle otollisin
kasvulampétila on 20-42 °C ja optimaalisin pH-arvo kasvulle on 6,8—7,0. Legionella
selviytyy kovissakin olosuhteissa. Veden lampdétilan laskiessa alle 20 °C Legionella
pysyy elinvoimaisena, mutta horroksessa. [6; 7, s. 107-108; 8, s. 3—4.]

Legionella-bakteerit pystyvat elamaan alkueldinten, kuten amebojen, sisdlla. Tama
mahdollistaa Legionellan kasvun ja myds suojaa bakteeria [2; 8, s. 10]. Legionella-
bakteeri lisaantyy lampimissa ja kosteissa olosuhteissa; otollisia kasvupaikkoja ovat
vesijarjestelmat, kompostit ja multa. Naissa kasvupaikoissa Legionella-pitoisuudet voivat

kasvaa suuriksi ja tama voi vaikuttaa esimerkiksi ty6turvallisuuteen. [6; 7, s.107-108.]

Legionella on ymparistbbakteeri, jota esiintyy maaperassa ja vesistbissa. Yleisimmin
Legionella-bakteeria [6ytyy luonnon makeista vesista ja ihmisen rakentamista
vesijarjestelmista, joissa lampdotila on otollinen Legionella-bakteerille. [5.] Téallaisista
vesijarjestelmista ovat esimerkkeind muun muassa poreammeet, suihkulahteet ja vetta

sisaltavat jaahdytysjarjestelmat [9].

Helpoiten taudilta valttyy, kun huolehtii, ettd vesijarjestelmat puhdistetaan tietyin
valiajoin. Havittddkseen Legionella pneumophilan vedestd voi kayttaa esimerkiksi
kemiallista puhdistusta, UV-sateilya tai kloorausta. Mikdan néaistd menetelmista ei

kuitenkaan havita Legionellaa taysin vedesta. [8 s. 32-33; 10.]

2.1 Legionella pneumophila

Legionella-sukuun kuuluu ainakin 61 I6ydettya lajia, ja uusia lajeja I6ydetaan jatkuvasti.
26 lajin tiedetaan tarttuvan ihmiseen ja niiden on todettu infektoivan inmisia [2; 11 s. 94].
Tauteja aiheuttavia Legionella-lajeja ovat muun muassa Legionella pneumophila,
Legionella micdadei, Legionella longbeachae, Legionella feelei ja Legionella anisa [11,
S.94.]
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Legionella-sukuun  kuuluva Legionella pneumophila aiheuttaa 70-90 %
legioonalaistaudeista [2]. Legionella pneumophilaa on |6ydetty myods erittéin vaativista
olosuhteista. Sita on loydetty kylmista vesista, joiden lampdtila on ollut 0 °C ja myds
happopitoisista sekéd kuumista vesistoistd, joiden lampdtila on ollut yli 60 °C. Muihin
gram-negatiivisiin bakteereihin verrattuna L. pneumophila kestaa kuumuutta hyvin. [8, s.
6; 12 s.125]

2.2 Legionellan I6ytyminen

Legionella l6ydettin  vuonna 1976, kun se aiheutti keuhkokuume-epidemian
Philadelphiassa Yhdysvalloissa jarjestetyssa kokouksessa [2; 4]. Kokoukseen
osallistujilla todettiin keuhkokuumetta, joka mydhemmin nimettiin Legionella-bakteerin
aiheuttamaksi legioonalaiskuumeeksi. Bakteeri paasi leviamaan ilmastointilaitteiden
valityksella hotellissa, jossa kokous jarjestettiin. Legionella-bakteerin 16ytymisen jalkeen
todettiin my6s, ettd sama bakteeri oli aiheuttanut Pontiac-kuumetta Yhdysvaltojen
Michiganissa vuonna 1968. [4.] Bakteerin mydhainen I6ytyminen johtuu siita, ettei sita
saada kasvamaan tavallisella bakteeriviljelylla [13].

2.3 Legionella-bakteerin patogeenisyys

Legionella-bakteeri voi aiheuttaa infektion, jos se paasee aerosoleina hengitysteitse
keuhkoihin ja sieltéa kudoksiin. Legionellasta ei voi saada infektiota juomalla Legionella-
bakteeria sisdltavaa vettd, koska bakteerin pitaa paasta suoraan keuhkoihin. Tautia ei
voi mydskaan saada elaimesta eika tauti tartu inmisesté toiseen. [12 s. 125; 13; 14, s.72—
73]. Suomessa todetuissa tapauksissa tartuntalahteet ovat sisaltaneet Legionella-
bakteeria noin 10 000-10 000 000 pmy/l. Tartunnan voi saada myds pienemmasta
Legionella-pitoisuudesta. Sairastumiseen vaikuttaa ihmisen ika, yleisterveys seka

mahdolliset keuhkosairaudet. [15.]

Legionella voi aiheuttaa legioonalaistaudin eli legionelloosin. Legioonalaistaudin oireet
ovat keuhkokuumeen kaltaiset. Oireina ovat muun muassa yska, hengitysvaikeudet,
kuume, lihaskivut ja paansarky. Myds ripulia, sekavuutta ja pahoinvointia voi ilmeta. [6;
17.] Taudin oireet ilmenevat yleensa 2-5 paivan sisélla, pisimmillaan parissa viikossa.
Vain 5 % sairastuneista saa keuhkokuumeen. Miehet sairastuvat tautiin herkemmin kuin

naiset, ja lapsilla tauti on harvinainen. Taudin rajuuteen ja vakavuuteen vaikuttavat
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korkea ika, krooniset keuhkosairaudet ja immuunipuutokset. Tupakointi ja diabetes

vaikuttavat myos taudin vakavuuteen. [12 s. 125; 13.]

Legioonalaistautia hoidetaan antibiootein, siihen ei ole olemassa rokotetta. Kymmenes
kaikista sairastuneista kuolee legioonalaistaudin oireisiin ja joka neljas sairastunut, joka
tarvitsee sairaalahoitoa, kuolee legioonalaistaudin aiheuttamiin tauteihin. Aiemmin

sairastettu legioonalaistauti ei suojaa uudelta tartunnalta. [13; 17.]

Legionella voi aiheuttaa myds Pontiac-kuumeen. Tama on harvinaisempi kuin
legioonalaistauti, ja sen oireet alkavat nopeasti, noin muutamasta tunnista muutaman
paivan sisélla. Pontiac-kuumeen oireina ovat korkea kuume ja lihaskivut seka paansaryt.
Oireet ovat yleensa lievempid kuin legioonalaistaudissa, eika kuume yleensa kehity
keuhkokuumeeksi. Potilas selvida taudista yleensé ilman antibioottihoitoa. [13; 17.]

2.4 Legioonalaistaudit Suomessa ja ulkomailla

Suomessa sairastetaan vuosittain noin 30 legioonalaistautia. Naista yli puolet on
ulkomailta tuotuja. Suomessa sairastuneet ovat saaneet taudin muun muassa
uimahallista, teollisuusvesisté tai kodin talousvesista. Suomessa sairastetaan vuosittain
noin 50 000 keuhkokuumetta, joten t&h&n verrattuna legioonalaistautitapausten maara

on pieni. [13.] Legioonalaistautia kuitenkin pidetdan Suomessa alidiagnosoituna tautina

[5].

Euroopassa sairastetaan vuosittain noin 6 500 legioonalaistautia. Kaksi kolmasosaa
naista tartunnoista on paikallisia, 20 % hotelleista ja 10 % sairaaloista saatuja. Vuonna
2019 Suomessa todettiin 44 Legionella-bakteerin aiheuttamaa legionelloosia. Naista
tartunnoista 59 % oli saatu ulkomailta ja 41 % Suomesta. Kodin vesijarjestelmista, kuten
porealtaasta ja jaahdytysjarjestelmista, oli sairastunut kahdeksan ihmisté ja tyoperaisia
sairastumisia oli kolme. Tydperaisia sairastumiset oli aiheuttanut kaivosteollisuuden

vesijarjestelma, laivan kylma vesi ja jddhallin lammin ja kylmé vesi. [3; 13.]

Esimerkiksi  Yhdysvalloissa legioonalaistaudit ovat lisdantyneet vuosittain.
Sairastuneiden maarad on siella noussut vuodesta 2000 Ilahtien. Vuonna 2000
sairastuneiden mé&ara oli 1 000 ja vuonna 2018 maara oli 10 000. Tutkijat eivat ole
varmoja, mista vuosittain kasvava sairastuneiden maéra johtuu. Syyna tédhén voivat olla

esimerkiksi lisdantyneet testausmaarat. Myos ihmisten tietoisuus Legionella-bakteerin
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aiheuttamista oireista sekd mahdollisista paikoista, joissa Legionella-bakteerille voi
altistua, on kasvanut. Legionella-bakteerin lisddntyminen vesijarjestelmissa voi myos

olla syyna kasvaviin tartuntamaariin. [4; 18 s. 23.]

2.5 Standardi Legionellan maarittamiseen, SFS-EN 1SO 11731:2017

Suomen Standardisoimisliitto SFS on Suomessa standardisointijarjestelman
keskusjarjestd. SFS julkaisee satoja standardeja joka vuosi, ja osa naistd on
maailmanlaajuisia tai eurooppalaisia standardeja. Kansainvaliset standardit voidaan
tarpeen mukaan kaantad suomeksi. Standardien kayttd, hyédyntaminen ja laadinta on
avointa kaikille. Standardit on luotu helpottamaan viranomaisten ja kuluttajien elamaa.
Standardien sisaltamilla yleisesti hyvaksyttyjen kasitteiden ja maaritelmien avulla on

pystytty nopeuttamaan ja helpottamaan esimerkiksi tutkimustyota. [19.]

SFS-EN ISO 11731:2017: "Water quality. Enumeration of Legionella” on vahvistettu
suomalaiseksi kansalliseksi standardiksi vuonna 2017 ja silloin se korvasi edeltavan
standardin SFS-EN ISO 11731-2:en:2008. Standardi on englanninkielinen. [2.]

Standardissa SFS-EN ISO 11731:2017 on esitettyna menetelman periaate ja erilaiset
toimintatavat riippuen naytteesta. Standardissa on esitettyna myds kaikki tarvittavat
valineet, kasvatusalustat ja reagenssit. Menetelman toteutusosiossa on kuvattu
kasvatusajat, lampdtilat ja tulosten tulkinta. Standardista 10ytyy verifiointiin liittyvat
hyvaksymisrajat.

3 Mikrobiologisen menetelmén validointi ja verifiointi

3.1 Validointi

Validoimalla menetelma osoitetaan sen soveltuvuus ja luotettavuus. Validoinnissa
laboratorio tuottaa vertailuarvoja, joilla mahdollisesti pystytdén osoittamaan menetelméan
epavarmuustekijat. Tallaisia vertailuarvoja mikrobiologisessa validoinnissa on
esimerkiksi suhteellinen oikeellisuus, toistettavuus, uusittavuus, mittausepavarmuus,

spesifisyys ja herkkyys. [20 s. 1-3.]

Taydellinen validointi on suoritettava aina kun laboratorio ottaa kayttdon uuden itse

kehittdméansd menetelmén. Menetelméa voidaan ottaa kayttdon laboratoriossa vasta, kun
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validoinnin tulokset on hyvaksytty. Tallainen laaja validointi vaatii useiden laboratorioiden
valisia tutkimuksia. Jos kyseessd on esimerkiksi standardimenetelméan kayttéénotto,
laboratorio voi suorittaa suppeamman validoinnin, jossa tarkoituksena on osoittaa
menetelmén hallitseminen. Laboratoriot, niiden asiakkaat tai viranomaiset voivat
maarittaa validoinnin tavoitteet. Edelld mainitut voivat maaréta, kuinka tarkkoja tulosten
pitda olla. [20; 21.]

Validointiin kuuluu kaikki tutkittavan testauksen osa-alueet, naytteenotosta raportointiin
seka tulosten tulkinta. Validoitua menetelm&é tulee seurata kayttoonoton jalkeen,
esimerkiksi laadunvarmistustoimilla. [20; 21.]

3.2 Verifiointi

Verifiointi on validointia suppeampi menettelytapa. Verifiointi tehdaan, kun laboratoriolle
uusi, mutta jo muualla kaytdssa oleva validoitu menetelmd otetaan kayttdéon.
Tutkimuksin ja dokumentein laboratorio osoittaa hallitsevansa kayttddnotettavan
menetelman. Verifiointi tulee suorittaa myds silloin, jos laboratoriossa jo validoituun
menetelmdan tulee muuttujia. Nama voivat olla esimerkiksi muutokset
analyysimenetelméassa, naytematriisissa tai naytteen kasittelyssa seka silloin, jos laite
siirretdan toiseen kayttotilaan. [20; 21.]

3.3 Mikrobiologisiin menetelmiin liittyva epavarmuus

Mikrobiologiassa analysoitava nayte on elava, joten todellista pitoisuutta ei pystyta
koskaan maarittdmaan niin, ettd se pysyisi muuttumattomana. Tasta syysta
rinnakkaisanalyysien tulokset voivat vaihdella, eikd kyseessa silti ole virhe.
Epavarmuutta menetelmiin tuovat myos suuret laimennuskertoimet, joita on kaytettava,
ettd paastddn laskettaviin tuloksiin. Naytteiden homogenointi on merkittédva
epavarmuustekija, koska se saattaa tuhota tutkittavia mikrobeja, varsinkin jos nayte on
kiinted. Myos analyysin tekijoiden tydskentelyerot voivat vaikuttaa tulosten hajontaan,

tastéa esimerkkina pesakkeiden tulkintaerot. [20 s. 2-3.]

3.4 Validointiin ja verifiointiin liittyvat suureet

Validointiin ja verifiointiin liittyy suureita, joiden maaritelmat poikkeavat hieman

toisistaan. Maaritelmi&d on yritetty saada yhdenmukaisiksi seka kansallisesti etta
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kansainvalisesti, koska eri merkityksessd on saatettu kayttdd samaa suuretta.
Seuraavassa on esitetty suureita, joita kaytetdan mikrobiologisten menetelmien

validoinnissa ja verifioinnissa. [20 s. 6.]

3.4.1 Spesifisyys

Spesifisyydella tarkoitetaan menetelman kykya loytaa tutkittava mikrobi, naytteen
hairitsevista tekijoistd huolimatta. Menetelm& on spesifinen, jos se maarittdd vain
analysoitavan mikrobin. [20; 21.] Useinkaan menetelmét eivat tuota taydellista

spesifisyyttd, koska esimerkiksi pesakkeiden tunnistaminen on aina subjektiivista [21].

3.4.2 Toistettavuus

Olosuhteiden, tekijan, naytteiden, laitteiden, laboratorion ja menetelmén ollessa samat,
pystytddn maaratyn aikavalin sisdlla testaamaan menetelman toistettavuus.
Toistettavuus kuvaa tulosten valistd samanarvoisuutta, ja sitd voidaan testata joko

kvalitatiivisesti tai kvantitatiivisesti. [21.]

3.4.3 Uusittavuus

Uusittavuus on tulosten valistd yhtapitavyyttd. Maaritykset tehdddn samalla
menetelmalla, mutta yhdella tai useammalla muuttujalla. Muuttujina voivat olla
esimerkiksi tutkimuksen tekija, suorituspaikka, mittauslaite tai muu oleellinen tekija.
Maaritettaessa uusittavuutta voidaan mittaukset tehda myds pitkalla aikavalilla, verraten
yksittdisen mittauksen kestoaikaan. Menetelmén uusittavuutta kuvaa keskihajonta, joka
lasketaan rinnakkaisten erotuksen perusteella. Todellisten naytteiden tai
vertailututkimukseen osallistumisen avulla voidaan tutkia menetelméan uusittavuutta.
[21.]

3.4.4 Mittausepévarmuus

Menetelmiin  liittyy epavarmuustekijoitda, joita ovat esimerkiksi epatarkkuudet
naytteenotossa, naytteen sailytyksessa ja laitteissa. Epatarkkuutta voi esiintya myos
analyysin eri vaiheissa. Mittausepavarmuus maaritelladn virherajojen avulla ja silla
kuvataan mittaustulosten vaihtelua. Maaritykseen vaikuttavat tekijat on kirjattava

mahdollisimman tarkasti, jos menetelmén mittausepavarmuutta ei pystyta laskemaan.
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On hyva erottaa mittausvirhe ja mittausepavarmuus toisistaan. Mittausvirhe on
yksittdinen arvo ja mittausepavarmuus taas on vaihteluvali, jota voidaan soveltaa kaikkiin

mittausmenetelman tuloksiin. [21.]

3.4.5 Oikeellisuus

Oikeellisuus on yhta kuin suureen mitattujen arvojen keskiarvojen ja suureen
vertailuarvon yhtapitavyys. Oikeellisuuden maarittamiseksi tarvitaan mahdollisimman
paljon toistoja, joiden tuloksista oikeellisuutta voidaan mitata. Mittauksia on suoritettava
mahdollisimman pitkalla aikavalilla, jotta pystytdan selvittaméaan muuttujien mahdolliset
vaikutukset. Haggin [21] mukaan oikeellisuus kuvaa analyysituloksen ja tuntemattoman
tosiarvon laheisyyttd. Tulosten oikeellisuutta eika todellista pitoisuutta pystyta
varmuudella maarittamaan, koska mikrobiologiassa analyytti on elavaa materiaalia.
Oikeellisuutta arvioidessa voidaan validoitavaa menetelméaéa verrata myos hyvaksyttyyn
referenssimenetelmaan. Naiden menetelmien tulosten perusteella voidaan maarittaa

suhteellinen oikeellisuus analysoitaessa samoja naytteita. [20 s. 6-7.]

Hagg [21] mé&arittelee virhepositiivisuuden tarkoittavan validoitavan menetelman
antamaa positiivista tulosta silloin, kun néyte ei sisalla tutkittavaa analyyttia.
Virhenegatiivisuus tarkoittaa sita, etta tutkittava nadyte sisaltdd analyyttia, mutta

validoitava menetelma antaa negatiivisen tuloksen [20; 21].

4 Menetelman kayttéonotto ja suoritus

Menetelmén verifioinnista  tehtiin  verifiointisuunnitelma yhdessa laboratorion
asiantuntijan kanssa (lite 1). Verifioitaviksi parametreiksi valittiin pesakelaskennan
epavarmuus, toistettavuus ja oikeellisuus. Naiden parametrien avulla maaritettiin myos
menetelman mittausepavarmuus. Myds menetelman kategorisia suoritusominaisuuksia
eli herkkyyttd, spesifisyytta ja selektiivisyytta testattin varmistustestien avulla.
Kaytannossa verifiointi toteutettiin analysoimalla talousvesinaytteitda, joihin oli lisatty
Legionella-bakteeria ja vertaamalla tuloksia talousvesinaytteisiin, joihin ei ollut lisatty

Legionella-bakteeria.

SFS-standardin EN ISO 11731:2017 sisaltamista useista vaihtoehtoisista menetelmista
valittiin talousvesimatriiseille sopivimmat vaihtoehdot, joiden pohjalta aloitettin myds

tyoohjeen laatiminen. Ty6ohje sisaltaa tarkasti kaikki tyon vaiheet (liite 2).
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4.1 Bakteerikannat

Verifiointikokeissa kaytettiin kylmakuivattua Legionella pneumophila (serogroup 1)
WDCM 00205 Vitroids -bakteerikantaa (kuva 1). Ulkoisessa laadunarvioinnissa
vertailututkimusnaytteena oli LGC WT-423 Legionella-bakteeri, jolla osallistuttiin kevaan

2020 vertailututkimukseen.

Kuva 1. Legionella pneumophilan kasvu BCYE-agarilla

4.2 Menetelmassa kaytetyt maljatyypit

Legionellan nirsouden takia menetelmassad kaytettiin Legionellalle suunniteltuja
selektiivisia kasvatusalustoja, eli BCYE-agareita (buffered charcoal yeast agar, Oxoid,
PO5315A). Selektiivisyyden lisaamiseksi kaytettin my6s kaupallisia BCYE+AB-

kasvatusagareita (Oxoid, PO5072A), joissa on lisattyna antibiootteja (vankomysiini,
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polymyksiini, anisomysiini). Antibioottien tarkoituksena on vahentdaa ei-haluttujen
bakteerien kasvua agarilla. BCYE-agarit sisaltavat myds Legionelloille tarpeelliset
ravinteet seka hiiltd, jonka avulla harmaat pesédkkeet erottuvat helposti mustasta
agarista. Legionellan varmistamiseen kaytettiin veriagarmaljoja, joissa Legionella-

bakteerit eivat pysty kasvamaan, koska veriagarit eivat sisalla L-kysteiinia.

4.3 Naytteiden valmistaminen

Naytteend oli talousvesi. Tassa tydssa verrattiin tavallista talousvettd talousveteen,
johon oli lisatty Legionella-bakteeria. Kylmakuivattu bakteeria sisaltdva putki otettiin
huoneenlampodn sulamaan. Putkessa oleva bakteerikiekko siirrettiin  steriiliin
koeputkeen ja liuotettin 9 millilitraan steriilia kasvatuslienta. Vesihanasta otettiin
talousvesinaytetta 100 millilitraa natriumtiosulfaattia sisaltéavaan steriilin naytepulloon.
Natriumtiosulfaattia kaytettiin talousveden kloorin pelkistamiseksi. Valmistetusta
bakteerisuspensiosta (9 millilitraa) pipetoitin 0,1 millilitraa 100 millilitraan
talousvesindytettd. Taman naytteen tiedettiin siséltavan noin 500 pmy/ml pitoisuuden
Legionella-bakteeria. Toisena ndytteend toimi samasta vesihanasta otettu nayte, johon
ei lisatty Legionella-bakteeria.

4.4 Naytteiden happokasittely

Talousvedessa on paljon ei-haluttua taustakasvua. Naytteita kasiteltiin, jotta taustakasvu
vahenisi ja Legionella-bakteeri havaittaisiin selkeammin. Menettelytavassa suodatettu
nayte happokasiteltin SFS-standardin ohjeen mukaisesti. Kasittely tapahtui
suodatuksen jalkeen suodatussuppilossa, johon happoliuos jatettiin viideksi minuutiksi

suodatinkalvon péaalle ja huuhdottiin sitten steriililla vedella.

4.5 Suodatus ja inkubointi

Tassa tyossa verifioitin menetelma talousvesimatriisille siten, ettd viljely suoritetaan
maljan pinnalle siirretylla suodatinkalvolla rinnakkain BCYE-agarilla (Procedure 5) seka
happokasittelyn jalkeen BCYE+AB-agarilla (Procedure 7). Nama Procedure 5 ja
Procedure 7 valittin SFS-standardista (liite 3).

Vesinaytteen sisdltamat bakteerit kerattiin @ suodattamisen avulla  steriilille
kalvosuodattimelle (Millipore, HAWP04700), jonka huokoskoko oli 0,45 mikrometria.
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Kalvo siirrettiin steriilisti pinseteilla BCYE-agarille. Rinnakkainen samansuuruinen koe-
era suodatettiin uuden suodatinkalvon lapi ja kalvo kasiteltiin SFS-standardin mukaisella
happoliuoksella suodatinsuppilossa. Suodatinkalvo huuhdeltiin steriililla vedella ja

siirrettiin selektiiviselle BCYE+AB-agarille (kuva 2).

talousvesi A talousvesi A + Legionella

%{ %,
%, %,
v 50 (N
&
happokasittely § ha ppoka5|ttely

BCYE+AB . BCYE+AB

Kuva 2. Menetelméassa kaytetty naytteiden viljelytapa

(./

Maljoja inkuboitiin 362 °C:ssa seitsemasta paivasta jopa kymmeneen paivaan. Pitkan
inkubaatioajan takia maljat suositeltiin laittamaan pussiin, jotta kuivumista ei paasisi

tapahtumaan.

4.6 Maljojen lukeminen

Pitka kasvatusaika johti siihen, ettd maljoja luettiin useita kertoja. Maljat tutkittiin
ensimmaisen kerran kahden vuorokauden jalkeen kasvatuksen aloituksesta. Alustavat
Legionella-pesékkeet pystyttiin eristdmaan ja tutkimaan varmistustesteilla jo talla
ensimmaisella tutkimuskerralla. Lopullinen tulos saatiin kuitenkin vasta kasvatusajan

lopussa.

Tyypilliset Legionella-pesékkeet ovat vaaleanharmaita, ja joidenkin lajien pesakkeet
fluoresoivat UV-valossa. Maljoja tutkittin UV-valossa mahdollisimman vahan aikaa,
kasvatusajan ollessa kesken, jotta valtyttaisiin bakteerin vaurioitumiselta tai

kuolemiselta.
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Seitsemantena paivana tyypillisten Legionella-pesakkeiden maara laskettiin. Alustavat
Legionella-pesakkeet siirrostettin  BCYE-agarille seka veriagarille. Naitd maljoja
kasvatettiin 36+2 °C:ssa 2-5 vuorokauden ajan. Varmistetuiksi Legionella-pesékkeiksi
laskettiin ne, jotka kasvoivat BCYE-agarilla ja eivat kasvaneet veriagarilla (kuva 3). EU-

juomavesidirektiivin ohjeen mukaisesti Legionellan enimmaistiheys saa olla 1000

pmy/1000 ml [5].
2 Wl" ‘

Kuva 3. Legionella-bakteerin kasvu BCYE-maljalla verrattuna kasvuun verimaljalla

(¢

3

4.7 Alustavien tulosten varmistuksia

Pesakkeille suoritettin  SFS-standardin  mukainen varmistustesti, jossa epaillyt
Legionella-pesakkeet viljeltin BCYE- ja veriagarmaljoille. Legionella kasvaa BCYE-
agarilla, mutta ei veriagarilla, koska se tarvitsee L-kysteiinia. Jos bakteeri kasvoi

molemmilla kasvatusmaljoilla, voitiin todeta, etté se ei ole Legionella-suvun bakteeri.
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Lisavarmistuksena suoritettin  kaupallinen Legionellan tunnistamiseen tarkoitettu
pikatesti, Legionella Dry Spot vasta-aineagglutinaatiotesti (Oxoid). Testissa Legionella
tunnistetaan Legionellan soluseindn vasta-aineista, kun ne reagoivat testin vasta-
aineelle herkistettyjen sinisten lateksipartikkelien kanssa muodostaen nékyvaa sakkaa.
Nama pikatestit on kehitetty tunnistamaan patogeeniset Legionella-lajit. Dry Spot -
testikitteja oli kolme erilaista Legionellan tunnistamiseksi: Legionella pneumophila
serogroup 1 latex agglutination test (Oxoid, DR0200M), Legionella pneumophila
serogroup 2-14 latex agglutination test (Oxoid, DR0210M) ja Legionella species latex
agglutination test (Oxoid, DR0220M).

5 Tuloksia

5.1 Suodatinkalvojen vertailu

Eri suodatinkalvomateriaalien soveltuvuutta Legionella-viljelyyn tutkittin vertaamalla
Legionella-pesékesaantoa vertailumateriaaliliuoksesta suhteessa
pintalevitysmenetelmalla saatuun maaritystulokseen. Vertailu suoritettin kolmea eri
suodatinkalvoa kayttaen (Millipore, Whatman, Pall). Kaikista kolmesta erilaisesta
kalvosta  suoritettin  neljd  rinnakkaista  maaritystd.  Tuloksia  verrattiin
pintalevitystekniikalla maaritettyyn Legionella-pitoisuuteen. Paras saanto saavutettiin
Millipore-nitroselluloosasuodatinkalvolla. Eri suodatinkalvojen saannot on esitetty

taulukossa 1.

Taulukko 1.  Suodatinkalvojen (0,45 um huokoskoko) vertailu.

Menetelma | Suodatin- Materiaali N | Pesékeluku, pmy/malja | Saanto
valmistaja
Keskiarvo Keski-
hajonta
Kalvo- Millipore, nitroselluloosa 4 79,8 9,5 84 %
suodatus | (AWP04700)
Whatman, selluloosaesteri 4 38,8 6,2 41 %
(ME25/21 ST)
Pall, selluloosaesteri 4 74,8 6,4 79 %
(GN-6 Metricel)
Pintalevitys 2 94,5 10,6 100 %
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5.2 Naytteen kasittelyn vaikutus menetelman herkkyyteen

Verifiointikokeissa kaytetty happokasittelymetodi valittin vertaamalla kahta naytteen
kasittelyvaihtoehtoa. Happokasittelyn liséksi testattiin lampokasittelyn vaikutusta
Legionellaan ja ei-toivottuun taustakasvuun. Molemmat menetelmat ovat SFS-
standardista [2]. Lampd&kasittely toteutettiin ohjeen mukaisesti laittamalla nayte steriilissa
putkessa +50 asteiseen vesihauteeseen 30 minuutiksi. Taman jalkeen nayte suodatettiin

steriilisti suodatinkalvon lavitse.

Naytteenad kaytettiin talousvetta, johon oli lisatty Legionella-bakteeria ja sita verrattiin
talousveteen, johon ei ollut lisatty Legionella-bakteeria. Liséksi tutkittiin myos steriili vesi,
johon oli lisatty Legionella-bakteeria (kuva 4). Vertailun vuoksi kaikki kolme naytetta

suodatettiin myds kayttamatta kumpaakaan kasittelymetodia.

. talousvesi + I
talousvesi a Olfs es steriilivesi +
Legionella Legionella
happokasittely lampokasittely happokasittely lampokasittely happokisittely lampokasittely

BCYE+AB BCYE+AB BCYE+AB BCYE+AB BCYE+AB BCYE+AB

Kuva 4. Suoritettu viljelytapa, kun verrattiin lampé- ja happokasittelya

Inkubointiajan jalkeen maljoilta laskettiin alustavat Legionella-pesékkeet. Tulokset ovat
nakyvilld alla olevassa taulukossa (taulukko 2). Taulukossa ndkyy myo6s rinnakkaiset

tulokset.
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Taulukko 2.  Vertailun tulokset ilmoitettuna kuinka monta tyypillistd Legionella-pesaketta
kasvaa maljalla. Taulukossa nékyy myds rinnakkaiset tulokset.

IIman kasittelya Happokasittely Lampokasittely
BCYE-malja BCYE+AB-malja BCYE+AB-malja
Talousvesi 0,0 0,0 0,0
Talousvesi + 107, 92 121,104 0,0
Legionella
Steriili vesi + 17, 26 30, 32 0,0
Legionella

Tuloksista huomattiin, etta lampokasittely oli inaktivoinut lisédtyt Legionella-bakteerit
taysin. Taman takia taustakasvun vahentamiseksi valittiin happokasittely. Tuloksissa

nakyy myos se, ettei Legionella-bakteeri viihdy steriilisséd vedessa.
5.3 Menetelméan oikeellisuus

Menetelman oikeellisuuden arvioimiseksi osallistuttiin vertailututkimukseen LGC QWAS
kierros 287, nayte 423. Maaritystulokseksi saatiin 20 pmy/1000 ml ja kierroksen
vertailuarvo oli 28 pmy/1000 ml, mika tuotti Z-arvon -0,29. Z-arvo kuvastaa oman
tuloksen ja vertailuarvon suhdetta kaikkien tulosten keskihajontaan. Jotta tulos olisi
hyvaksyttava, Z-arvo ei saa olla alle -2 eika yli 2. Vertailututkimuksen tulos siis taytti

vertailututkimuksen hyvaksymiskriteerit.

Ulkoisen laadunarvioinnin tuloksen perusteella pystyttiin laskemaan menetelman
oikeellisuus. Menetelméan oikeellisuudeksi saatiin 28,6 %. Alla on esitettyna kaava 1

oikeellisuuden maarittamiseen.

Maaritystulos

Menetelman oikeellisuus = (1 ) x 100 % Q)

Vertailuarvo

20
Menetelman oikeellisuus = (1 - %) X 100 % = 28,6 %
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5.4 Toistettavuus

Menetelmén toistettavuutta testattin talousveteen tai laimennusliemeen lis&tyn
Legionella-bakteerin rinnakkaismaaritysten perusteella (taulukko 3). Maaritystuloksissa
esiintyi enintddn 11 %:n ylihajontaa, suhteessa otosten hajontaan. Taulukossa 3
esitettdva p-arvo kuvaa tilastollista merkittavyytta. Jos p-arvo on <0,05, on se
tilastollisesti merkittava ero. Tulosten ylihajonta ei siis ollut X2testin perusteella

tilastollisesti merkittéava, koska p-arvo ei ole alle 0,29 yhdessakaan otoksessa.

Henkildiden valistd toistettavuutta tutkittin vertaamalla kahden henkilon saamia
maaritystuloksia. Naytteind oli laboratorion talousvesi sekad steriili vesi, johon
kumpaankin oli lisatty Legionella-bakteeria (taulukko 4). Maaritystulosten hajonnan
keskiarvo oli 11,7 %. Tulos vastaa menetelmastandardin esitettya laboratorion sisdisen

uusittavuuskokeen tulosta (11,86 %) [2].
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Taulukko 3.
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Menetelman toistettavuus yhden henkilén suorittamissa rinnakkaismaarityksissa.

Menetelma: Kalvosuodatus, BCYE-agar

Matriisi

Maéaritystulokset
pmy/malja

Ylihajonta

p-arvo
(X2-testi)

Peptonisuolavesi
+ Legionella

keskiarvo:
keskihajonta

80

92

69

78
79,75
11,90 %

6 %

0,34

Laboratorion talousvesi
+ Legionella

keskiarvo:
keskihajonta

75

60

59

77

76

69,4
13,10 %

9%

0,31

Laboratorion talousvesi
+ Legionella

keskiarvo:
keskihajonta

28
21
25

28,7

8%

-62 %

0,61

MENETELMA: kalvosuodatus, happokaésittely, BCYE+AB-ag

Matriisi

Maaritystulokset
pmy/malja

Ylihajonta

p-arvo
(X2-testi)

Laboratorion talousvesi

+ Legionella

keskiarvo:
keskihajonta

168
164
192
156
173
170,6
8%

3%

0,37

Laboratorion talousvesi
+ Legionella

keskiarvo:

keskihajonta

70
54
48
64
59
59
14 %

11 %

0,29

keskiarvo:

11,00 %
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Taulukko 4. Henkildiden vélinen toistettavuus

Menetelma: Kalvosuodatus, BCYE-agar

Matriisi Henkild 1 Henkild 2 | Keskihajonta %
Maaritystulos Maaritystulos
pmy/malja pmy/malja
Laboratorion talousvesi + 62 75 13%
Legionella 67 60 8%
57 59 2%
56 77 22 %
58 76 19%
Steriili vesi + Legionella 19 20 4%

Menetelma: Kalvosuodatus, happokasittely, BCYE+AB-agar

Matriisi Henkild 1 Henkild 2 Keskihajonta %
Maaritystulos Maaritystulos
pmy/malja pmy/malja

Laboratorion talousvesi + 180 168 5%

Legionella 160 164 2%
164 192 11%
166 156 4%
183 173 4%
65 70 5%
50 54 5%
37 48 18 %
38 64 36 %
40 59 27 %

Keskiarvo 11,7 %
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5.5 Pesakelaskennan epavarmuus

Alustavan Legionella-pesékelaskennan epévarmuutta arvioitiin rinnakkaislaskennan
perusteella (taulukko 5). Naytteena oli talousvesi, johon oli lisatty Legionella-bakteeria.
Otanta oli nelja maljaa ja kaksi henkil6a tulkitsi n&itd maljoja.

Taulukko 5.  Maljojen rinnakkaislaskennan tulokset

Malja| Henkil6 1 Henkilo 2 ka s Uz uz?
1 28 27 27,5 0,707107 0,025713 0,000661
2 21 25 23 2,828427 0,122975 0,015123
3 25 24 24,5 0,707107 0,028862 0,000833
4 163 163 163 0 0 0
summa uz?= 0,016617

Taulukossa 5 on esitetty rinnakkaisten laskentojen keskiarvo, ka ja keskihajonta, s.
Naiden arvojen avulla laskettiin uz-arvo eli yhden maljan pesdkesumman epavarmuus.
us-arvo laskettiin jakamalla keskihajonta keskiarvolla. Naista u.-arvoista laskettiin uz-

arvo, eli usean maljan pesdkesumman lukemaepavarmuus, alla olevan kaavan 2 avulla.

z 2)

Taman jalkeen uz-arvo kerrotaan sadalla, jotta tulos voidaan ilmoittaa prosentteina.

. . ) 0,016617
usean maljan pesikesumman lukemaepavarmuus % = |[————— X 100 % = 6,44%
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Lukemaepavarmuudeksi saatiin 6,44 %. Lukemaepavarmuuden tavoitearvo on 5 % [21].
Tuloksena 6,44 % on hieman korkea, mutta hyvaksyttavd, koska otanta oli pieni.

Rinnakkaislaskenta-aineiston keraamista tullaan jatkamaan menetelman kaytdn ohessa.

5.6 Kategoriset suoritusarvot

Menetelméan herkkyytta, spesifisyytta ja selektiivisyyttd testattiin varmistustesteilla.
Naytteena oli talousvesi, johon oli lisatty Legionella-bakteeria. Varmistustesteihin valittiin
99 pesaketta. Naista 64 oli alustavia Legionella-peséakkeita ja loput 35 pesaketta olivat

mahdollista muuta kasvua, eivétka Legionella-bakteeria.

Pesékkeille suoritettin menetelmastandardin mukainen alustava varmistustesti (viljely
BCYE- ja veriagarmaljalle) seka lisdvarmistuksena Legionella Dry Spot vasta-

aineagglutinaatiotestit. Tulokset on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6.  Varmistustestin verifiointi ja menetelman kategoriset suoritusarvot

Alustava tunnistus
(kysteiinivaatimustesti)

+ - Summa

Varmistettu * o4 0 o4
pesdkeluku - 0 35 35
Summa 64 35 99

Kategoriset suoritusarvot Hyvaksymisrajat
Herkkyys (64/64) 100 % 99,0 %
Spesifisyys (35/35) 100 % 95,3 %
Vaarien positiivisten osuus (0/64) 0% 3,3%
Vaarien negatiivisten osuus (0/35) 0% 1,4%
Selektiivisyys (64/99) 65 % 57,2%

Tulokset tayttivat SFS-standardin mukaiset hyvaksymisrajat [2]. Varmistustesti todettiin

erittdin toimivaksi naiden tulosten perusteella.
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5.7 Mittausepavarmuus
Menetelman yhdistetty ja laajennettu epavarmuus maadritettin pesakelaskennan
epavarmuuden, toistettavuuden ja oikeellisuuden perusteella arvoista, jotka ovat

esitettyna taulukossa 7.

Taulukko 7. Menetelmasta saadut tulokset ja niista lasketut epavarmuudet

Pesakelaskennan epavarmuus 6,44 %
Toistettavuus 11,0 %
Henkildiden vélinen toistettavuus 11,7 %
Oikeellisuus (vertailututkimus) 28,6 %
Yhdistetty epavarmuus 33,4 %
Laajennettu epavarmuus 66,9 %

Yhdistetty epavarmuus laskettiin neljastd saadusta tuloksesta kaavalla 3.

Yhdistetty epavarmuus = \/(6,442 + 112 + 11,72 + 28,62) = 33,43 3)

Yhdistetyksi epavarmuudeksi saatiin siis 33 %. Tasta tuloksesta laskettiin laajennettu
epavarmuus kattavuuskertoimen ollessa kaksi. Laajennetuksi epavarmuudeksi saatiin
taten 67 %. Suuret epavarmuusluvut ovat normaaleja mikrobiologiassa, koska

epavarmuustekijéita on useita.
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6 Johtopaatokset

Opinnaytetytn tavoitteena oli verifioida Vita Laboratoriot Oy:lle menetelm4, jonka avulla
pystyttin - maarittamaan  Legionella-bakteerien  pesdkemdard  talousvedesta.
Menetelmasta tehtiin myos tydohje, joka tuli kayttéon laboratoriolle. Menetelma valittiin
vertailemalla erilaisia suodatusmenetelmid, joista valittiin laboratoriolle paras vaihtoehto.

Tama valittu menetelma todettiin toimivaksi tehtyjen kokeiden perusteella.

Legionellan pitkd kasvatusaika tuotti aikataulujen venymisia ja toi lisdhaasteita
aikatauluttamiseen. Legionellan kasvatus kylmakuivatusta bakteeriampullista osoittautui
aluksi vaikeaksi, eivatka pesdkemadrat vastanneet odotettua maaraa. Lopulta alun
virheet huomattiin ja korjattiin, jolloin pesdkemaarat vastasivat annettuja pitoisuuksia.
Tybssa vertailtin kalvosuodatuksen tuloksia suoraviljelyn tuloksiin, jolloin huomattiin
saannin olevan vahaisempi suodatinkalvolla. Taman takia paadyttiin testaamaan kolmea
erilaista suodatinkalvoa, joista paras saanti todettiin kuitenkin olevan jo kaytdssa olevalla

kalvolla.

Talousvesien taustakasvun vahentamiseksi kokeiltiin kahta erilaista metodia, lampo- ja
happokasittelya. Lampokasittely oli paljon helpompi ja nhopeampi tapa, mutta aiheutti
lisatyn Legionella-bakteerin inaktivoitumisen. Happokasittely, joka valittiin lopulta osaksi
menetelmaa, oli paljon tydldadmpi ja aikaa vievampi tapa. Happokasittely todettiin

kuitenkin erittain toimivaksi metodiksi taustakasvun vahentamiseen.

Legionellan tunnistaminen maljalta osoittautui melko helpoksi, koska Legionellalle
suunnitellut kasvatusmaljat olivat selektiivisid ja musta vari helpotti harmaiden
pesdkkeiden erottumista (kuva 1). Varmistukset alustavista Legionella-pesékkeista
tehtiin siirrostamalla bakteerimassaa BCYE-agarmaljalle ja veriagarmaljalle. Koska
Legionella-bakteeri ei kasva veriagarmaljalla, tdma oli helppo ja nopea tapa varmistaa

Legionella-pesékkeet.

Menetelm& todettiin toimivaksi valittujen parametrien avulla. Naitd parametreja olivat
laskentaepdvarmuus, toistettavuus ja oikeellisuus. Jos aikaa olisi ollut enemman, olisi
lisdksi voitu valita viela useampia parametreja. Koska menetelma verifioitiin yhden
laboratorion kayttoon, parametrejd ei vaadittu enempé&éd. Taten menetelmén tulokset
osoittivat, ettd menetelma tayttda suunnitellun kayttétarkoituksen, talousveden

testauksen, mukaiset vaatimukset.
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Verifiointisuunnitelma

Verifiointisuunnitelma- Veden laatu. Legionella.
Kalvosuodatus- ja pintalevitysmenetelma.
SFS-EN 1SO 11731:2017

Tausta:

Verifioidaan SFS-EN 150 11731:2017 standardin mukainen menetelmdn Legionella-bakteerien pesikeluvun
mé&arittamiseen talousvedestd. Talld varaudutaan EU talousvesidirektiivin uudistumisen sisaltamaan
vaatimukseen Legionello-tutkimusten suorittamisesta.

K&ytinndn toteutus:

Verifiointi toteutetaan analysoimalla talousvesindytteitd, joihin lisdtddn Legionella-bakteereita (Vidroids
vertailumateriaali).

Lizaksi tutkitaan naytteitd ilman Legionella-lisgysta.
Toistettavuuteen tehdaan kymmenen rinnakkaismaljausta kahden eri tyéntekijan toimesta.
Lisdtyn talousvesindytteen valmistus (Vitroid Legionella m&3rd n. 500 000 cfu/putki)

Siirrd Vitroids ampulli pakastimesta huoneenlampddn ja anna [ammetd 5-10 minuuttia.

Avaa Vitroid putki ja siirrd punainen bakteerikiekko steriiliin koeputkeen ja lisd3d 1 ml Dilucup lienta.
Liuota pelletti pipetilld sekoittaen. Lisd3 putkeen loppu Dilucup liemi (yht 9 ml)

Ota vesihanasta talousvesindytettd (esim. laboratorion) 100 ml natriumtiosulfaattia sisdltavaan
steriiliin naytepulloon.

5. S5iirrd 0,1 ml bakteerisuspensiota Vitroid-putkesta 100 ml vesindytepulloon.

6. Saadun lisdtyn vesingytteen sisiltdd n 500 pmy/mil lisittyd Legionella -bakteeria.

Lo

Legionellandytteen valmistus peptonisuclaveteen
(Vitroid Legionella m33ra n. 500 000 cfu/putki)

Siirra Vitroids ampulli pakastimesta huoneenlampdon ja anna lammetd 5-10 minuuttia.

Avaa Vitroid putki ja siirrd punainen bakteerikiekko steriiliin koeputkeen ja lisdd 1 ml Dilucup lienta.
Liuota pelletti pipetilld sekoittaen. Lisd3 putkeen loppu Dilucup liemi (yht 9 ml) ja sekoita.

Valmista liuoksesta 1:10 laimennos siirtdmalld 1 ml liuosta uuteen Dilucuppiin.

Mittaa 100 ml peptonisuolavettd ndytekuppiin ("Colilert"-kuppi).

Siirrad 0,1 ml bakteerisuspensiota Dilucup-laimennoksesta 100 ml:aan peptonisuolavetts.

Liuos siséltdad n 50 pmy/mil lisattyé Legionella -bakteeria.

Nown e wn e
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Tyodohje

Vesimikrobiologia. Legionella- kalvosuodatusmenetelma (1SO 11731)

Yleists

lampimissa talousvesijarjestelmissa. Legionellan maaralle on maaritelty raja-arvot laivojen
talousvesijarjestelmissd WHO:n toimesta sekd EU:n juomavesidirektiivissa.

Menetelma

Tyoohje kuvaa standardin SFS-EN 1SO 11731:2017 mukaisen menetelman Legionella -bakteerien
madrittdmiseksi talousvedests kalvosuodatusmenetelmalld.

Periaate

Vesindytteen (10 ... 1000 ml) sisdltamat bakteerit kerdtdan kalvosuodattimelle vakuumin avulla. Kalvo
asetetaan BCYE-agarille. Toinen samansuuruinen koe-erd suodatetaan kalvon 1api, kalvo kisitellaan
happoliucksella, huuhdellaan ja asetetaan selektiiviselle BCYE+AB-agarille. Molempia maljoja inkuboidaan
37 "C:ssa 10 vuorokauden ajan, Tyypilliset Legionella-pesikkest lasketaan ja varmistetaan
kystelinivaatimuksen perusteella.

Nayte

Talousvesi. Tutkimus sucritettava 24 h kuluessa ndytteenotosta. Naytteen sdilytys 5 £ 3°C:ssa ndytteenoton
ja tutkimuksen vilisen3 aikana. Klooratusta vedestd nayte otetaan pulloon, joka sisiltaa
natriumtiosulfaattia kloorin pelkistamiseksi.

Suoritus
Maytteen suodatus ja kasvatus

1. Suodata 10 ml (tai muu sopivaksi oletettu tilavuus) vesindytettd kalvosuodatustydohjeen
mukaisesti.

2. Siirrd suodatuskalvo BCYE-agarille.

3. Suodata sama naytetta toinen samansuuruinen koe-er3 ja lisé8 suodatuksen jalkeen lisaa kalvon
paalle noin 30 ml happoliuosta ja jata livos 5 suppiloon 5 + 0,5 min ajaksi, minka jalkeen poista liuos
imusuodatuksen avulla. Huuhtele suodatinkalvo vahintaan 20 mi:lla fosfaattipuskuria, siten ettd
puskuriliuos ei huuhtele suodattimen sitd osaa, joka ei ollut kosketuksissa happoliuoksen kanssa.

4. Siirrd happoliuoksella kasitelty suodatinkalvo BCYE+AB-agarimaljalle

5. Pakkaa maljat muovipussiin (kuivumisen estamiseksi) ja inkuboi ylésalaisin k&3nnettynd 36 +2 °C
lampdtilassa 7-10 vuorckauden ajan.
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Maljojen tulkinta

1. Tutki maljat ensimmaisen kerran 2, 3, 4 tai 5 vuorokauden inkuboinnin jalkeen ja uudestaan
inkubointiajan lopussa.

2. Alustavia legionellapesdkkeitd voidaan eristd ja tutkia varmistustestilld ensimmadiselld
tutkimuskerralla, mutta lopullinen analyysitulos saadaan vasta inkubointiajan lopussa.

3. Tyypilliset legionellapesdkkeet ovat vaaleanharmaita ja joidenkin lajien pesakkeet fluoresoivat Uv-
valossa. Maljaa tulee tutkia UV-valossa mahdollisimman vahan aikaa bakteerien kuolemisen tai
vaurioitumisen valttamiseksi.

4, Laske tyypillisten Legionella-pesikkeiden maara. Mikali maljoilla esiintyy useita erilaisia alustavia
legionellapesdketyyppejd, tallenna kunkin pesaketyypin lukumaara tydlistalle. Siirrosta vahintaan
yksi pesdke jokaista alustavaa Legionella-pesiketyyppid BCYE-agarille ja veriagarille.

5. Inkubei BCYE- ja verimaljaa 36 +2 °C l[ampaotilassa 2-5 vuorokauden ajan. Varmistetuiksi
legionellapesdkkeiksi katsotaan ne, jotka kasvavat BCYE-agarilla ja eivat kasva veriagarilla.

6. Laske Legionella -pesdkeluku varmistuskokeen tulosten pe}’usteella tutkitussa ndytemadrassa
tuloslaskenta ohjeen mukaisesti.

Viitearvot

Enimmdistiheys 1000 pmy / 1000 ml WHO, EU-juomavesidirektiivi.
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Tamd jubksisu on ladatty SFS Online-paivelusta (sop. nro ) 28.10.2020.

Lataaja: IP-kiyttad Vain Metropolia Ammattikorkeakou b kiyttoon

SUOMEN STANDARDISOIMISLIITTO SFS
FINNISH STANDARDS ASSOCIATION SFS

SFS-EN 1S0 11731:2017
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Step 1
Water or water derived from water
related matrices
&5, swabs, biofilm, sediments
Matrix A Matrix B Matrix C
Water with low Water with high Water with
background background extremely high
(see B2 and B.4.3) (see B.h4) background:
(see BAS)
e potable water e cooling tower, e wWaste water,
process waler, water surface water
from air washers
chambers, water from
dental units
Step 4
Culture media
Step 2 Step 3 Procedure | A | B | c [ a c | a]s]ec
Without treatment 1 R R 0 0 R
Heat treatment 2 ] 0 0 V] R
Direct
plating | Acid treatment 3 0 0 0 0 R
Combination of 4 0 (1] 0 R
heat/acid treatment
Without treatment 5 R 0 1]
filter on | Heat treatment 6 0 o V] 0 o
plate
Acid treatment 7 0 R* 0 i}
Filtration | Without treatment 8 R* 0 R
wi.‘!' Heat treatment 9 R R* 0 R
g
procedure | Acid treatment 10 R R* 0 R
Without treatment 1 o o o R
Plating | Heat treatment 12 o || o o> R
after Acid treatment 13 [ [ o o R
dilution
Combination of 14 0 3 o | R
heat/acid treatment
Culture media
A: BCYE agar (see B.1).
B: Selective BCYE agar [BCYE+AB agar (see B.3)).
C: Highly selective culture media [GYPC agar or MWY agar [see B4 or B.5)).
Key
R required
0 optuonal
+ For this type of water, both methods (direct plating and plating alter dilution) are requined,
* Choloe of cubture media B or C,
With dilution 1:10,
I With dilution 1:10 and 1:100,
ROTE 1 For the different matrices above, some examples are described (eg potable water). It is possible, based on the

experience of the laboratory, that the examples can be covered by another matrix using one or more pre-treatment methods.

NOTE 2 For the different matrices, the shorter expression is used above: “water with low background” (= an expected low
concentration of interfering microorganivms), “water with high background™ (= an expected high concentration of interfering
) and “water with extremely high background™ (= an expected extremely high concentration of interfering
microonganisms).

NOTEZ  Th Rrey L way this (150 11731)
[Jh-&mnua-tu

Figure ].1 Decision matrix
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