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Opinnaytetyo toteutettiin MetropoliLab:in toimipisteessé, mikrobiologian laboratoriossa.
Opinnaytetyon tavoitteena oli verifioida laboratoriolle uusi menetelma, jonka avulla voidaan
maarittaa Legionella-suvun bakteerien pitoisuutta verkostovesinaytteista kvantitativiiseen
gPCR-menetelmén avulla. Menetelma tehd&én kaupallisella Legionella quantification Ly-
oKit menetelmalld, jonka valmistajan Biotecon Diagnostics on validoinut standardin ISO/TS
12869:2019 -mukaan ja laboratorion pitéda tehda menetelmalle kayttéonottoverifiointi.

Kiinteisttjen vesijarjestelmiin paasee pienid maaria mikrobeja vesilaitosten kasitteleman
veden mukana, vesijarjestelmissa mikrobit lisaantyvat. Tunnetuimpia taudinaiheuttajia ve-
sijarjestelmissa ovat Legionella-bakteerit, jotka voivat aiheuttaa infektion paastyaan muo-
dostuneen aerosolin mukana hengitysteihin. Legionella pneumophila on patogeeni, joka
voi aiheuttaa ihmisessa keuhkotulehduksia. My6s muut Legionella-suvun bakteerit voivat
aiheuttaa ihmiselle vakavia oireita.

EU:n juomavesidirektiivin muutoksiin ollaan lisdamassa ensimmaista kertaa Legionellojen
riskinarvio kiinteistoille seka raja-arvot kylmassa talousvedessa ja lampiméassa kayttove-
dessa. Legionella-suvun bakteerien maarittaminen kvantitatiivisella qPCR menetelmalla
saastaa paljon aikaa verrattuna viljelymenetelmaan, silla viljelyn inkubointiaika on kymme-
nen vuorokautta, kun taas gPCR-menetelmalla tulokset saadaan samana paivana.

Verifiointiaineiston ja referenssimenetelmavertailun perusteella viljelymenetelméan ja kvanti-
tativisen PCR-menetelman vélille 16ydettiin vastaavuus. Kaikkia parametreja ei voitu tutkia
naytteiden ja ajan rajallisuuden vuoksi. Menetelméa ei voida kayttdonottaa laboratoriossa
ennen kuin menetelman oikeellisuus on varmistettu ulkoisen vertailumittauksen avulla.
Tama maaritys jai pois opinnaytetyosta aikataulun takia.

Avainsanat gPCR, multiplex-reaktio, reaaliaikainen PCR, Legionella, verifio-
inti
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This verification study was carried out for MetropoliLab Oy. The verification concerned a
new method for laboratory determination of Legionella bacteria by using quantitative Multi-
plex gPCR method. The method is performed by commercial Legionella quantification
LyoKit, which has been validated by the manufacturer Biotecon Diagnostics according to
ISO/TS 12869:2019 and the laboratory must perform the commissioning verification of the
method.

Small amounts of microbes can enter water systems to be treated by water utilities. In wa-
ter system microbes multiply. Legionella bacteria are the most well-known pathogens in
water systems, which can cause pneumonia in humans. Other bacteria of the genus Le-
gionella can also cause severe symptoms in humans.

Determination of Legionella bacteria by the quantitative gPCR method saves a lot of time
compared to the culture method. The incubation time of culture is ten days, while the gPCR
method gives the results on the same day. For determination, water sample was filtered on
a membrane, after which DNA was isolated from the membrane with StarPrep two isolation
kit. The isolated DNA was pipetted into the PCR reaction tubes and placed to instrument for
running. The standard line gives a quantitative result on the concentration of Legionella in
the water sample. The method was tested for its repeatability and uncertainty in measure-
ment.

Based on the verification data and the reference method, conformity between the culture
method and the quantitative PCR method was found. Not all parameters could be analyzed
due to limited samples and time. The method cannot be implemented in a laboratory until
the accuracy of the method has been verified by an external reference measurement. This
parameter was left out of this thesis study due to schedule issues.

Keywords gPCR, multiplex-reaction, real time PCR, Legionella, verifica-
tion
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1 Johdanto

Opinnaytetyt toteutettiin MetropoliLab:in toimipisteessé, mikrobiologian laboratoriossa.
MetropoliLab tarjoaa laboratoriopalveluita yrityksille, laitoksille, kuntien ja valtion viran-
omaisille sekéa yksityisille henkildille. Laboratoriopalveluihin kuuluu elintarvike-, vesi- ja
ympaéristbanalyysit.

Opinnaytetydn tavoitteena oli verifioida MetropoliLab:in laboratoriolle uusi menetelma,
jonka avulla voidaan maarittdd Legionella-suvun bakteerien pitoisuutta verkostovesi-
naytteista kvantitatiivisen gqPCR-menetelman avulla. Laboratorion pitaa tehda menetel-
malle kayttéonottoverifiointi, silla menetelma tehdaan kaupallisella kitilld. Menetelma on
validoitu valmistajan Biotecon Diagnostics toimesta standardin ISO/TS 12869:2019 mu-
kaan [1].

Kvantitatiivisen PCR-menetelman verifiointiin ei ole varsinaista ohjetta, vaan se tapahtuu
yleensa validointiohjeiden soveltamisen kautta. Verifiointisuunnitelma tulee tehda aluksi,
ja siind méaaritetddn mita parametreja ja paljonko naytteita verifioinnin aikana tullaan tut-
kimaan. Verifioitavan menetelman herkkyys ja spesifisyys voidaan maarittaa esimerkiksi
vertaamalla verifioitavalla menetelmélla saatujen tulosten (positiivinen/negatiivinen)
maéaraa referenssimenetelmalléd saatuihin tuloksiin. [4.] Tassé tydssa referenssimenetel-

mané kaytettiin Legionellan viljelymenetelmaa.

Juomavesidirektiivin muutoksia ollaan viimeisteleméassa EU:ssa. Direktiiviin ollaan lisaa-
massa ensimmaista kertaa Legionellojen vuoksi tehtava riskinarvio kiinteistdille seka
raja-arvo, jota Legionella-bakteerin pitoisuus ei saisi ylittda kylmassa talousvedessa ja
lAmpimassa kayttovedessa. Legionella-bakteerit on otettu mukaan direktiiviin, silla bak-
teerin aiheuttama infektio aiheuttaa runsaasti sairastumisia. Jatkossa kiinteistdjen on mi-
tattava laajemmin Legionella-bakteerien pitoisuuksia, ja ryhdyttava torjuntatoimiin heti

raja-arvojen ylittyessd mahdollisten terveyshaittojen ehkaisemiseksi. [3]
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Direktiivin muutoksen takia monet laboratoriot haluavat laajentaa omia analyysipalvelui-
taan. Legionella-suvun bakteerien maarittaminen kvantitatiivisella gPCR-menetelman
avulla saastaa paljon aikaa tuloksien saamisessa verrattaessa viljelymenetelméaan, silla
viljelyn inkubointiaika on kymmenen vuorokautta, kun taas gPCR-menetelmalla saadaan

tulokset samana paivana.

2 Legionella

Legionella bakteerit ovat aerobisia, gramnegatiivisia sauvabakteereita ja bakteerin koko
on noin 2—-20 um [5, s. 175]. Legionella kayttaa energialahteend&n aminohappoja ja nii-
den ensisijainen tarvitsema kasvutekija on L-kysteiini. Legionella-sukuun kuuluu 62 lajia,
joista 28 lajia voi aiheuttaa infektiota ihmiselle. Legionella ei kuulu inmisen normaalimik-
robistoon. Legionella pneumophila -bakteerilla on 15 erilaista serotyyppia, joista yleisim-

min sairastumisia aiheuttaa serorynméén 1 kuuluvat kannat. [6; s. 5]

Legionella bakteerista voi saada tartunnan hengittdessaan bakteereja sisaltavaa aero-
solia. Legionellat padsevat vesijarjestelmistd ilmaan esimerkiksi suihkujen, hanojen ja
ilmakostuttimien aiheuttaman aerosolin mukana. Sen lisdksi Legionellaa esiintyy mm.

maaperassa. [7]

2.1 Legionella ymparistbssa

Legionella-bakteerit ovat tunnetuimpia taudinaiheuttajia vesijarjestelmissa. Liséksi bak-
teeria esiintyy pienina pitoisuuksina mm. makeissa luonnonvesissa ja maaperassa. Ver-
kostovedesta Legionella-bakteerit paasevat kulkemaan Kiinteistdjen vesijarjestelmiin,
jossa ne voivat paasta lisdantymaan. Sopiva veden lampdtila Legionellojen lisdantymi-
seen on +20...-40°C, samoin veden vahainen vaihtuvuus, putkistojen korroosio, biofilmit
ja puutteellinen lammadneritys ovat suotuisia olosuhteita bakteerille. [7.] Myds putkissa
olevan biofilmin alkueldaimet ja mikrobisto ovat Legionelloille sopiva kasvuympéristo ja
ne suojaavat veden virtauksilta ja desinfektioiaineiden vaikutuksilta. Kaikki vesijarjestel-
mat, joissa vesi on [Ammint&, ovat Legionellojen kasvupaikkoja. Nain ollen Legionellan

lisdéntymista voidaan torjua huolehtimalla veden lampdtilasta.
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Talousveden on oltava riittava kylma (<20 °C) ja lampimén veden riittdvan kuumaa (va-
hintddn 55 °C) koko vesijarjestelmassa. Samoin saanndllinen vesijarjestelman kaytto,
huolto ja puhdistus auttaa Legionellojen torjunnassa. Jatevedenpuhdistamoilla Legionel-
laa voi esiintya suurissa pitoisuuksissa, ja niiden padsya ilmaan on vaikeaa estaa. Talldin

ainoa keino estaa tartuntaa on kayttaa hengityssuojaimia. [8]

2.2 Legionelloosi

Legionella-bakteeri I6ydettiin vuonna 1976 Philadelphiassa sotaveteraanien kokoukseen
littyneen keuhkokuume-epidemian yhteydessa. Legionella voi aiheuttaa infektion, kun
bakteerin pitoisuus on riittdvan suuri, ja Legionella levidd hengitysilmaan aerosolien
avulla. Bakteerin paastya alas keuhkoputkiin asti ja sielta kudoksiin, syntyy infektio. Ih-
miselimistdssa infektio tapahtuu fagosytoivissa soluissa, ensisijaisesti keuhkojen al-
veolaarisissa makrofageissa, joissa ne lisdantyvat. Legionellat voivat aiheuttaa vakavan
keuhkokuumeen eli legioonalaistaudin. Taudin itamisaika on noin 2-10 paivaa, mutta
joissakin taudintapauksissa itamisaika on todettu jopa 16 paivaa. Vetta juomalla tartun-
taa ei voi saada, silla veden on paastava keuhkoihin pienina pisaroina. Infektiivista an-
nosta ei tunneta, mutta joissakin tartuntaldhteessa veden Legionella-bakteerin pitoisuus
on ollut noin 10 000-10 miljoonaa pmy/l. My6s pienemmatkin pitoisuudet voivat aiheut-
taa sairastumista, silla siihen vaikuttaa mm. Legionella kannan taudinaiheuttamiskyky ja
altistuneen terveydentila. Legionelloosi ei lahtokohtaisesti tartu henkiltsta toiseen eika

myo6skaan tartu eldaimista. [9]

Legionellojen aiheuttama infektiot voidaan havaita virtsan antigeenitestilla, Legionella-
vasta-ainemittauksen seka kudosnéaytteiden viljely- ja varjdysmenetelmien avulla. Luo-
tettavimmaksi menetelmaksi on todettu virtsan Legionella-antigeenien mittaaminen poti-
lasnaytteitd. Testi pystyy kuitenkin tunnistamaan vain L. pneumophila -lajin seroryhman
1 infektiot. [10]
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Legionella-bakteerin aiheuttamien keuhkokuumeiden maarat ovat kasvusuunnassa Eu-
roopassa. Vuonna 2018 oli yhteensa 11 343 Legionellojen aiheuttamaa keuhkokuume-
tapausta (ECDC 2019). Taudin lisdantymiseen on vaikuttanut mm. diagnostiikan paran-
tuminen, jolloin legionnelloosin tunnistaminen kehittyi. Suomessa vuosittain legionelloo-

sitapauksia on noin 30, joista yli puolet ulkomailta on tuotuja. [10]

Suomessa laakarin on ilmoitettava kaikki legionelloosit tartuntatautirekisteriin, samoin
laboratoriot ilmoittavat positiivisista Legionella-bakteeri 16ydoksista. Legionneloosi-ta-
pauksien kohdalla pyritadn selvittéma&an tartunnan alkuperd uusien tapausten esta-

miseksi, useimmiten tartunta on peraisin vesildhteesta. [11]

3 Kvantitatiivinen PCR

Kvantitatiivisen polymeraasiketjureaktion eli gPCR-tekniikan avulla on mahdollistaa tun-
nistaa esimerkiksi taudinaiheuttaja yhden tai useamman valitun nukleiinihapposekvens-
sin perusteella. qPCR-tekniikkaa kayttaen voidaan saman aikaisesti maarittaa tietyn
kohdegeenin pitoisuus erilaisista naytteista suurella herkkyydelld. gPCR:ssé tutkittavaa
DNA-jaksoa monistetaan ja detektoidaan samanaikaisesti. Kvantitatiivisessd menetel-
massa on ajettava standardisuora, jonka laimennossarjassa on tunnettu geenikopiolu-

kumaéard samasta kohdegeenistd, jota halutaan tutkia. [12]

Reaaliaikaisessa PCR-menetelméassa kaytetaan fluoresoivia koettimia, jotka sitoutuvat
DNA:han. Syntynytta fluoresenssia mitataan syklien aikana, ja se on verrannollinen mo-

nistuneen DNA:n maaraan (Kuva 1). Alin taso, jolla fluoresenssi voidaan luotettavasti
todeta ja erottaa taustasta, asetetaan kynnysarvoksi (threshold). Threshold cycle eli Cq-

arvo on kaantaen verrannollinen kohdegeenin lukumaaraén naytteessa. Fluoresenssia
seurataan koko PCR-prosessin ajan. Mita suurempi DNA-molekyylien maara naytteessa
on, sita aikaisemmin fluoresenssitason nousu havaitaan PCR-syklien aikana. Monistus-
kayria voidaan tarkastella maarittamalla fluoresenssi lineaarisella tai logaritmisella as-
teikolla. [13]
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Kuva 1. Naytteen laivavesi G:n kohdegeenien monistuskéayrét reaaliaikaisella Applied Biosys-
tem QuantStudio5 -PCR-laitteella. Fluoresenssi on ilmoitettu lineaarisella asteikolla.

Tuntemattoman naytteen DNA-pitoisuus voidaan maarittaa kohde-DNA:sta valmistetun
standardisuoran avulla (Kuva 2). Standardisuoran asteikkona kaytetaan standardinayt-
teiden pitoisuutta ja niiden saamia Cqg-arvoja. Standardisuora on ajettava aina, kun ote-
taan kayttéon uusi PCR-kittiera. Myos jokaisella laitteella on ajettava oma standar-
disuora. Yksittdisten PCR-ajojen onnistumista seurataan ajamalla jokaisessa ajossa
kohde-DNA:ta sisaltamattomia ja sisaltavia kontrollindytteitd. Jokaisessa ajossa on ol-

tava vahintaan yksi positiivinen kontrolli, negatiivinen kontrolli ja eristyskontrolli. [14]
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Kuva 2. Standardisuora 25-25000 GU/ reaktio, Legionella Quantification LyoKit reaaliaikaisella
Applied Biosystem QuantStudio5 -PCR-laitteella.
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Perinteiseen PCR-menetelmaan verrattuna qPCR-menetelman hyva puoli on moniste-
tun DNA:n havaitseminen samaan aikaan kun PCR-reaktio tapahtuu, ja tulos saadaan
muutamassa tunnissa. Perinteisessa PCR-menetelméssa taas tulokset pitda jalkikateen
tarkistaa agaroosigeelielektroforeesilla. Huonona puolena on gPCR-menetelman kus-
tannukset, koska menetelmén laitteet seka reagenssit ovat kallimmat kuin perinteisella
PCR-menetelmalla. [13]

4 Materiaalit ja menetelmat

4.1 Naytteet ja matriisit

Verifioinnissa tutkittiin rinnakkain viljelymenetelmalla GVPC-maljoilla ja kvantitatiivisella
PCR-menetelmalld yhteensa 31 vesinaytettd (Kuva 3.). Rinnakkaiset naytteet analysoin-
tiin aina samasta esikasittelyvaiheen vesinaytepullosta. Verifioinnissa analysoitiin luon-
nollisia sek& bakteerilla siirrostettuja vesinaytteitd. Menetelman matriisina oli mm. ver-
kostovedet, talousvedet, laivavedet seka vesinaytteitd, joihin oli siirrostettu maljalla kas-
vavaa Legionellaa. Luonnolliset naytteet olivat laboratorioon tulleita asiakasnaytteita.
Suurimmasta osasta naytteiden viljelytulokset olivat selvilla ennen DNA:n eristamista, ja
naytteet valittiin viljelytuloksen perusteella mikrobipitoisuudet huomioiden.

Bakteerilla kontaminoituja vesinaytteita valmistettiin itsenaisesti laboratoriossa mm. ver-
kostoveteen ja steriiliin veteen. Kontaminoituvana bakteereina kaytettiin erilaisia Le-
gionella-lajeja mm. Legionella SG 1, Legionella pneumophila SG 2, Legionella bozemani
ja Legionella anisa. Legionellaa sisaltavia luonnollisia naytteitd oli rajoitettu maara labo-
ratoriossa. Luonnolliset vesinaytteet olivat suurimmaksi osaksi laivavesia, silla verkosto-

vesissa harvemmin havaitaan isoja legionellapitoisuuksia.
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Vesinayte
¥'/ Sa

Naytteen suodatus Viljely GVPC-maljalle

DNA:n eristédminen Inkubointi + 37 °C

suodatuskalvolta 10 vrk

(StarPrep Two Kit l

Legionella, Biotecon .

Diagnostics) Pesikkeiden

l laskeminen

pakastaminen / qPCR- l
ajo samana péaivana Pesidkkeiden

varmistaminen

|

Reaaliaikainen PCR -ajo

(Legionella Quantification
LyoKit, Biotecon Diagnostics)

Kuva 3. Menetelméan toimintaprosessi

4.2 Legionellabakteerin kvantitatiivinen maarittdminen vesinaytteista

GVPC on puskuroitu hiiliagaralusta, joka sisaltdd muiden mikrobien kasvua estavia an-
tibiootteja, rauta (lll) suoloja ja L-kysteiini-aminohappoja, jotka ovat valttamattémia Le-
gionella-suvun bakteerien kasvulle. GVPC-agaralustaa on kaytetty tassa tydssa viljely-

menetelmassa. [6]

Tyypilliset Legionella -bakteerin pesakkeet GVPC-agarilla ovat melko litteitd, valkoisia,
harmaita, sinertavid tai jopa vihertavia. Pesdkkeiden kasvua voidaan havaita maljoilla
noin kolmen vuorokauden inkuboinnin (+37 °C) jalkeen. Legionella -lajit ja erityisesti L.
pneumophila ovat hidaskasvuisia, joten kasvatusta jatketaan aina 10 vuorokauteen asti.
Legionella -bakteerin maarittdminen puhtaista vesinaytteista perustuu kalvosuodatus-
menetelmaan ja kalvon inkuboimiseen kasvatusalustalla, silla puhtaan veden Legionella
pitoisuus voi olla pieni, jolloin suodatuksella saadaan konsentroitua suurempi vesinayte-

maara kerralla. [6.]
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Likaisempien vesinaytteiden maaritys tapahtuu pintaviljelymenetelmalla, jossa naytetta
vilielldaan (esimerkiksi 0,1 ml) suoraan kasvatusalustalle. Tallainen vesinayte on esimer-

kiksi laivavesi.

Tyypilliset peséakkeet varmistetaan veriagarmaljoilla. Jos veriagarmaljoilla ei havaita kas-
vua, suoritetaan lopullinen varmistus Legionella pneumophila- tai Legionella spp. -bak-
teeriksi kayttden PCR- menetelmaa. Legionella spp. -bakteeri on fluoresoiva GVPC-mal-
jalla UV-valossa (Kuva 4.), mika helpottaa bakteerin tunnistamista selektiiviseltd maljalta
muiden Legionella-bakteerien joukosta. [6]

Kuva 4. Legionella spp. (L. bozeman) -pesékkeita GVPC-maljalla UV-valon alla.

4.2.1 DNA:n eristaminen vesinaytteista

Naytteen kasittely ja DNA:n eristys suoritettiin StarPrep Two Kit (Biotecon Diagnostics)
-ohjeiden mukaan [15]. Vesinaytteet sdilytettiin jadkaapissa ennen analysointia. Nayte

sekoitettiin varovasti ennen analysointia tydturvallisuus huomioiden.

Nayte suodatettiin suodatuskalvon (Pall corporation supor 0,2 pm, 66143) lapi vesi-imu-
jarjestelman avulla. Analyysiin kaytetty suodatuskalvo oli PES-kalvo eli polyeetterisulfoni
kalvo. Suodatuskalvo taitettiin 5 ml:n kierrekorkkiputkeen, jossa oli huuhtelupuskuria.
Huuhtelupuskurina kaytettiin Biotecon Diagnosticsin valmistamaa Rinse Buffer -pusku-
ria. Naytteitd sekoitetiin vorteksilla, jolloin solut huuhtoutuivat kalvolta puskuriin, minka

jalkeen nayte sentrifugoitiin.
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Sentrifugoinnin tarkoitus oli kuivata puskurilla huuhdeltu filtteri ja saada solut putken poh-
jalle. Suspensiosta siirrettiin 700 pl:n eppendorf-putkeen. DNA:n eristys tapahtui koko-

naan yhdessa eppendorf-putkessa, mikd minimoi ristikontaminaatiota.

Vesinaytteet voivat siséltaé isoja maaria kuolleita soluja seké vapaata DNA:ta, mika voi
aiheuttaa vaaria positiivisia tuloksia ja vaaristaa kvantitatiivisen PCR-maérityksen. En-
nen varsinaista DNA-eristystd eppendorf-putkeen liséttiin D-reagenssi ja inkuboitiin D-
Light -inkubointilaitteessa. Inkubointi tapahtui 10 minuuttia huoneenlammgossa ja pime-
assa, jonka jalkeen inkuboitiin 5 minuuttia D-light -valon kanssa. D-reagenssin ja D-light
-inkuboinnin tarkoituksena on erottaa DNA kuolleista ja elavista soluista. Nakyvélle va-
lolle altistuminen johtaa reagenssin kovalenttiseen sitoutumiseen kuolleista soluista va-
pautuneeseen DNA:han ja estda DNA:n monistumisen PCR:ssa (Kuva 4). D-reagenssin
inkuboinnin jalkeen nayte sentrifugoitiin, jolloin solut kerattiin putken pohjalle pellettiin ja
D-reagenssi poistettiin pipetoimalla. [16]

3. Real-Time PCR Run

dead cell and free DNA

i=Feggont D Treatmont Sus 2. After DNA Extraction

™
VY

s
.

Kuva 5. D-reagenssin toimintaperiaate, Biotecon Diagnostics [16]

Varsinaisessa DNA-eristysvaiheessa solut hajotettiin mekaanisesti helmihajotuksella
sekd kuumennuskasittelylla. Soluhajotuksen eli lyysauksen jalkeen nayte sentrifugoitiin,
jonka jalkeen DNA on supernatantissa ja kayttévalmis gPCR-ajoa varten. Tarvittaessa
eristetty DNA voidaan pakastaa myohempaa kayttoa varten. TAma varmistettiin standar-

din vaatimusten mukaisesti myds verifiionnin yhteydessa.
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4.2.2 Legionellan kvantitatiivinen maarittaminen PCR:ll&a

Microproof® Legionella quantification LyoKit (R 602 45-1) on menetelma Legionella-su-
vun bakteerien DNA:n nopeaan kvantitatiiviseen maaritykseen (Kuva 5). Kuolleiden bak-
teerien DNA:n monistuminen PCR-ajossa voidaan estaa kayttamalla DNA:n eristyk-
sesséd D-reagenssia [16]. Menetelma on validoitu ISO / TS 12869: 2019 -standardin mu-
kaan. Kitti siséltaa negatiivisen ja positiivisen kontrollin seka, 4 valmista standardiliuosta,

joista tehd&én standardisuora. Standardinliuoksien maaritysraja on 25-25000 GU. [1]

Kitissa on kaikki tarvittavat reagenssit ja kontrollit luotettavia tuloksia varten. Luotetta-
vuuden varmistamiseksi reaktioputket sisaltavat siséisen kontrollin (IC), jolla seurataan
DNA-naytteessa mahdollisesti olevia inhibiittoreita. Sisdinen kontrolli monistuu samassa
PCR-ajossa Legionella-spesifisten alukkeiden kanssa. Sisdinen kontrolli on leimattu
fluoresoivalla Cy5 -leimalla, Legionella preumophila -FAM-leimalla, Legionella spp. -
HEX/VIC-leimalla ja Legionella pneumophila seroryhmé 1 -ROX-leimalla. [1]

Sisainen kontrolli monistuu aina silloin, kun reaktio-olosuhteet ovat kunnossa. Mikéali si-
sainen kontrolli ei ole monistunut, naytteen monistusreaktiossa on tapahtunut inhibitio.
Inhibitiota voivat aiheuttaa mm. naytteen sisaltamat suolat, rasvat ja proteiinit. Inhibition

havaittaessa nayte-DNA:ta laimennetaan PCR-ajoa varten. [15]

Kuva 6. Microproof Legionella Quantification LyoKit, BIOTECON Diagnostics [1]
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PCR-kitti sisdltaa kaikki Legionella DNA:n havaitsemiseen tarvittavat PCR-reagenssit
kylmakuivattuna yhdessa reaktioputkessa. PCR-reaktion suorittamiseen riittda nayte-
DNA:n lisddminen reaktioputkiin, mika vahentaa pipetointivirheen riskida PCR-reak-

tioseoksen koostamisessa seka kontaminaatioriskia.

4.2.3 Laitteisto ja tulosten analysointi

gPCR-laitteen ohjelmiston avulla maaritetaan mitattujen fluoresenssien perusteella fluo-
resenssikayrat ja monistetuista DNA-naytteistd Cg-arvot. Threshold cycle- eli Cq- arvo

on kéantaen verrannollinen kohdegeenin lukumaaraan naytteessa. Naytteen sisaltaméa

kohdegeenin maara maaritetddn lineaarisen standardisuoran avulla.[13]

Naytteiden PCR-reaktiot ajettiin reaaliaikaisella QuantStudio 5 -PCR-laitteella. PCR-
ajossa kaytettiin reaktioseoksille valmistajan optimoimaa ajo-ohjelmaa (Kuva 7).

T e ——— Pre-incubation: 1 cycle
‘ 0 Step 1: 37 °C for 4 min
23 g Amplification 50: cycles

Step 1 :95 °C for 5 sec
Step 2*: 60 °C for 60 sec
Step 3 : 72 °C for 60 sec

*
4 min | 5 min S5sec |60 sec |60 sec

1 cycle 50 cycles

* Fluorescence detection

Kuva 7. gPCR-ajo-ohjelma, Legionella Quantification LyoKit BIOTECON Diagnoctics [17].

PCR-ajossa saadut Cg-arvot jokaiselle kohdegeenille siirrettiin Biotecon Diagnosticsin
kehittamaan laskentapohjaan, joka ottaa huomioon standardisuoran seké ajon kontrol-
lien tulokset (Kuva 8). Laskentapohja on kehitetty 1ISO 12869:2018:n vaatimusten mu-
kaisesti [1]. Laskentapohja ilmoittaa heti mahdollisista inhibitioista ndytteessa. Lopullinen
pitoisuus saadaan laskentapohjasta suoraan Cg-arvojen ja naytetietojen syottadmisen jal-

keen.
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Quantification Standard GU / Reaction

Notes:
1 10 100 1000 10 000
P ) : ’
+ Standard Curve
L. pneumophia
g
g 4 Standard Curve
2 - Lp. Serogroup 1
> 30 L i i
8’ e & -~ ~Regression L pneu
PPN i "
36 e ”:}’ 4 ~ —Regression L.spp
Volume ﬁ.:;;:hrl‘:z([;r:llllshould be | 100 | | ““7:«/ - A - Regresson S61
! %0/* 2 J
Experiment: Instrument: LyoKit Lot: [ 2012001 | Date: [ 27-0ct2020 | g’lcuhlion T:::::::‘:::::::%t::;:;:cm"‘(R 02
starPrep| Sample | ONA | 1Dp | LDpesn | LOmen Result for Legionella spp. Result Legionella pneumophila Resuit Lrgionalle prscroptile Ssoprady
Sample Two | volume | extract MEX] | (FAMROX] [HEX] [FAM] [ROX]
Method diluted
[mI] [GUM00mI] | [GUM00mI] | [GUMOOMI] | [GURet] W Expression of Results | [GU/Rct] [GUM00mI]  Expression of Results | [GU/Rct] W Expression of Result
A 100 2 % 180 68 quanttatively uﬂeaad 3 detected below the LQ not detected
4 A 100 2 3% 180 134 6 detected below the LQ not detected
8 07 2100 3600 18 000 3 detected below the LO not detected not detected
b 8 07 2100 3600 18000 | a4 | detected below the LQ not detected not detected
A 100 2 % 180 12 quantitatively detected 2 detected below the LQ not detected
A 100 2 % | 180 ) detected 1 detected below the LQ not detected
B 07 2100 3600 18 000 3 detected below the LQ not detected not detected
Kuva 8. Laskentapohja tuloksille, Legionella Quantification LyoKit Calculation Template, Bio-
tecon Diagnostics
Taulukko laskee automaattisesti tulokset yksikdssd genomiyksikkda reaktiota kohden
(Kuva 9). Lopullisen pitoisuuden yksikdn saa méaaritettya itse, tassa tydssa kaikki tulok-
set haluttiin laskea genomiyksikk6a / 100 ml. Maaritysrajan ulkopuolella olevat tulokset
taulukko huomioi myds ja merkitsee ne eri varilla.
Calculation Template microproof® Legionella Quantification LyoKit
ISOITS 12869:2019 - Version 2.0 - 5'Nuclease - -
March 2020 R 602 45 ® BIOTECON Diagnostics
Experiment: | Legonla_kvantt0me? Instrument: LyoKit Lot [ 2012001 ] Date: I 27-Oce-2020 | T
Standard curve calculation Additional information when using
Quantification Standard HEX channel Quantification Standard ROX channel P curve data
Standard Curve Sample |;;“';|;;|;;;‘;q ;; i 0 [l Standard Curve Experiment;
Juantifioation Standard A ; a3 00 L i =10 ey iml e |
Quantification Standad B 2151 2745 , 2323 .
Juantilication Standard C 250 ¥ 33;”&22 o Standard Curve Date:
...... [ 27-Oct-2020 |
s Standard Curve LyoKit Lot:
| |
h,“ ...;.d..: = passed Enter CONTROLS data in orange fields!
aalibi ation Faotor s
S0 passed | o e ot 17 Enter SAMPLE data in green fields!
oL Tia Crusntih Lyokit - 5 Nuclease - A 602
Experimont (Tegmtmmzone ] : Dot "
Ca [HEX] | Ca (ROX] | Ca [CyS]
— Sample: Sampling e
g CAIE el e I Lo Date s
i} bacil
Al 00 EERE] 0,00 34,52 valid
B1 00 az0 0,00 33,93 valid
[5] o 38,14 000|305 uhd
i} LE] ar T fif

Kuva 9. Laskentapohja tulokS|IIe Leglonella Quantlflcatlon LyoKlt Calculation Template, Bio-
tecon Diagnostics
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5 Tulokset

5.1 gPCR-tulosten vertailu viljelymenetelmaan

Yhteensa 24 naytteesta saatiin positiivinen tulos seka viljely- ettd gPCR-menetelmaa
kayttaen. Kahdesta naytteestd saatiin "vaara positiivinen” tulos PCR-menetelmalla,
koska naytteen viljelytulos oli negatiivinen. Molemmat naytteet olivat luonnollisia vesi-
naytteita, yksi niista oli kraanavesi ja toinen laivavesi. PCR-menetelma on herkempi vil-
jelymenetelmaan verrattuna, mista vaara positiivinen tulos voi johtua. PCR-tulos nailla
naytteilla jai kuitenkin alle maaritysrajan, joten Legionellan maara naytteissa oli todella
pieni. Naytteiden viljelymaljoilla oli myds paljon taustakasvua, joka saattoi myds peittaa
alleen legionellapesakkeiden kasvua.

Rinnakkaisten viljely ja gPCR- tulosten pitoisuuksissa oli myds eroja. Tamé johtui toden-
nakoisesti siitd, ettd PCR-menetelma on herkempi kuin viljelymenetelmé. gPCR-mene-
telm& myds mittaa hieman eri asiaa kuin perinteinen viljelymenetelmé. gPCR-menetelméa
mittaa tietyn kohdegeenin maaraé naytteessa, kun taas viljelymenetelma mittaa mikrobin

kasvua tietyissa olosuhteissa ja havaitsee vain kasvuun pystyvat mikrobit.

5.2 Spesifisyys ja herkkyys

Verifioitavan menetelman spesifisyys ja herkkyys- eli sensitiivisyys maaritetddn suh-
teessa referenssimenetelméén. Sensitiivisyys voidaan laskea esimerkiksi gqPCR-mene-
telmalla positiiviseksi osoitettujen naytteiden osuutena kaikista viljelylla positiivisiksi
osoitetusta naytteistd. Menetelméan spesifisyys voidaan laskea gPCR-menetelmalla ne-
gatiiviseksi osoitettujen naytteiden osuutena kaikista viljelyssa negatiivisiksi osoittautu-
neista naytteista (Taulukko 1.). [4]

Taulukko 1.  Tulosten yhtenevyyden vertailu. PA=positiivisten yhteensopivuus, PD= positiivinen
poikkeama, ND=negatiivinen poikkeama, NA= negatiivinen yhteensopivuus.

Referenssi menetelmi pos. (+/) | Referenssi menetelmi neg. (-/)
Verifioitava menetelma pos. ( /+) | +/+ 24 (PA) -/+2 (PD)
Verifioitava menetelmi neg. (/-) | +/-0 (ND) -/- 5 (NA)
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Verifioitavan ja referenssi menetelmien positiivisista ja negatiivisista tuloksista
(Taulukko 1.) lasketaan seuraavien kaavojen 2 ja 3 mukaan menetelman herkkyys, spe-

sifisyys ja tarkkuus [19].

Suhteellinen herkkyys= ——"—x 100% (1)
Suhteellinen spesifisyys= NiAPD x100% 2

Menetelman laskettu suhteellinen herkkyys ja spesifisyys on esitetty Taulukossa 2.

Taulukko 2. Menetelman herkkyys, spesifisyys ja tarkkuus.

Suhteellinen herkkyys % Suhteellinen spesifisyys %
100 72

Valmistaja on validoinut kattavasti kaytettavan kaupallisen kitin alukkeiden selektiivisyy-
den ja spesifisyyden 1SO-standardin vaatimusten mukaan. Menetelma on testattu 119
eri Legionella-kannalla, sek& 40 muulla mikrobilla, joista osa on lahisukua Legionellalle.
Kaikista testatuista kannoista on saatu oikeat tulokset. Menetelméan spesifisyys ja sensi-

tiivisyys oli valmistajan validoinnin perusteella 100%. [18]

5.3 Lineaarisuus

Lineaarisuuden avulla saadaan kuvattua kvantitatiivisen menetelméan kykya antaa tulok-
sia, jotka ovat suoraan verrannollisia tutkittavan mikrobin pitoisuuteen. Standardisuora
saadaan analysoimalla laimennossarjaeri pitoisia standardinaytettd, joiden kohdegeenin
maara tunnetaan. Suoran korrelaatiokertoimen- eli R?-arvon on oltava mahdollisimman
lahella yhta. [6.] Lineaarisuus on laskettu kahden erillisen gqPCR-ajon standardisuorien
keskiarvoina kahdella eri qPCR-laitteella ajettuna. Kvantitatiivisen PCR-menetelmén li-

neaarisuus on esitetty Taulukossa 3.
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Legionella spp. Legionella pneumophila Legionella pneumophila SG1
Slope -3,49 -3,61 -3,50
Monistustehokkuus (%) 93,50 89,00 93,50
R? 0,990 1,00 0,990
Y-intercept 38,425 39,675 41,025

Standardin ISO/TS 12869:2019 mukaan menetelman standardisuoran slope-arvon on
oltava -4,115:n ja -2,839:n valilla, monistustehokkuus 75-125 %. [18]

5.4 Toistettavuus

Toistettavuus kuvaa menetelman tulosten vaihtelua, kun samoja naytteita analysoidaan

useammalla rinnakkaisella samassa tai eri ajossa [6]. qPCR:n toistettavuusmaarityksia

varten sama henkild analysoi naytteita viidella rinnakkaisella gPCR-reaktiolla aiemmin

eristetyistd DNA-uutteista.

gPCR-menetelman toistettavuus S, laskettiin kaavalla 3 [19]:

jossa x= tulos (log), -x = keskiarvo (log), n = tulosten lukumaara.

sr=JEx-/0-1

Toistettavuus on hyvaksyttava, jos S;-arvo on alle 0,15.[4]

(3)

Taulukko 4.  Toistettavuus tulokset yhdella naytteella viidella rinnakkaismaarityksella.

Nayte

Laivavesi A
Laivavesi A
Laivavesi A

Kohdegeeni

Legionella pneumophila
Legionella SG1
Legionella spp.

Sr Tulosten lukumaara

0,13
0,13
0,17
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Luotettavien toistettavuusmaaritys tuloksia varten tarvittaisiin ainakin nelja naytetta vii-
della rinnakkaisella gPCR-reaktiolla aiemmin eristetystda DNA-uutteista [4]. Toistetta-
vuusmaarityksessa (Taulukko 4.) on laskettu vain yhden luonnollisen vesinaytteen S;-
arvot jokaiselle kohdegeenille erikseen. Legionella pneumophila ja Legionella SG1:n Si-
arvot olivat alle 0,15, joka on hyvaksyttava. Kuitenkin Legionella spp:n. S,-arvo jai hie-

man yli sallitun arvon 0,15.

5.5 Oikeellisuus

Oikeellisuus maarittaa menetelmalle mitattujen seka oikeiden naytepitoisuuksien valisen
eron. Menetelmén oikeellisuus varmistetaan ulkoisen vertailumittauksen osallistumisen
kautta, mutta se ei osunut taméan opinnaytetyon aikatauluun. Oikeellisuusmaaritys ulkoi-
sen vertailumittauksen kautta tarvitaan ennen kuin menetelma voidaan hyvaksya kayt-

to6on laboratoriossa. [19]

5.6 Maadritysrajat ja toteamisrajat

Menetelma pystyy havaitsemaan myos maaritysrajaa pienempia pitoisuuksia, mutta saa-
dut arvot eivat ole menetelman lineaarisella mittausalueella. Kaavan 3 avulla voidaan
laskea pitoisuudet myds naytteille, joiden pitoisuus on alle lineaarisen mittausalueen.
gPCR-ajon tuloksista saadaan naytteille tulos yksikdssa GU/reaktio, joka voidaan muun-

taa yksikkdon GU/100 ml laskemalla manuaalisesti seuraavan kaavan 4 avulla.[14]

GU ] tulos[reg:tio x eluutiotilavuus [ul]x saantokerroin x Y

tulos [ , jossa 4)

100 ml PCR reaktion tilavuus [pl]x nidytteen tilavuus [ ml]
PCR reaktion tilavuus = 25 pl

eluutiotilavuus = 125 pl

saantokerroin = 1000p! / 700 pl Rinse Buffer = 1,44

Y= 100 ml
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Jokaiselle kohdegeenille on laskettu toteamis- ja mé&aéaritysraja. Teoreettisen toteamisra-

jan avulla maaritetaan pienin pitoisuus, joka voidaan luotettavasti analysoida. Maaritys-

raja kertoo naytteen pitoisuusalarajan, jolle voidaan esittda epavarmuusarvio [4]. Maa-

rityksia varten pienin standardiliuos (25 GU) laimennettiin suhteessa 1:10. Laimennettu

standardiliuos ajettiin kolmella rinnakkaisella naytteella. Tuloksista laskettiin jokaiselle

kohdegeenille erikseen pitoisuus GU/100 ml kaavan 3 mukaan.

Toteamis- ja maaritysraja lasketaan rinnakkaisten naytteiden keskiarvon ja keskihajon-

nan tulosten avulla [19]. Toteamisraja maaritettiin laskemalla laimennetun standardiliu-

oksen keskiarvo kerrottuna kolme kertaa keskihajonnalla. Menetelméan méaaritysraja las-

kettiin laimennetun standardiliuoksen keskiarvo kerrottuna kuusi kertaa keskihajonnalla.

Taulukossa 5 on esitetty jokaiselle kohdegeenille lasketut maaritys- ja toteamisrajat.

Taulukko 5.  Maaritys- ja toteamisrajat kohdegeeneille gPCR-menetelméassa.
GU/100

Kohdegeeni: ml GU/100ml GU/100ml
Std 2,5 GU Legionella spp. 22 Keskiarvo 24 Toteamisraja 57
Std 2,5 GU Legionella spp. 36 Keskihajonta 11 Maaritysraja 90
Std 2,5 GU Legionella spp. 14

Std 2,5 GU Legionella pneumo. 22 Keskiarvo 19 Toteamisraja 52
Std 2,5 GU Legionella pneumo. 29 Keskihajonta 11 Madritysraja 85
Std 2,5 GU Legionella pneumo 7

Std 2,5 GU Legionella SG1 22 Keskiarvo 19 Toteamisraja 53
Std 2,5 GU Legionella SG1 29 Keskihajonta 11 Madritysraja 85
Std 2,5 GU Legionella SG1 7

Valmistaja on méaarittanyt menetelman maaritysrajaksi vahintaan 10 GU/reaktio. [18]
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5.7 Mittausepavarmuus

Menetelméan mittausepéavarmuus maaritettiin tassa tydssd SFS-EN 1SO 19036:2019—-
standardin mukaisesti kullekin kohdegeenille erikseen.

Menetelméan tekninen epavarmuus Uecn madritettiin laboratorion sisaisen toistettavuu-
den keskihajontana (Sir) globaalin periaatteen mukaisesti, jolloin analysoidaan naytteita
mahdollisimman erilaisissa olosuhteissa.[20] Valituista naytteista tehtiin 2-4 rinnakkaista

maaritysta, joista oli rinnakkaisesti tehty DNA:n eristaminen seka gPCR-ajo.

Mittausepavarmuutta menetelmissa aiheuttavat mm. naytteen esikasittelyn sekéa DNA-
erityksen eri vaiheet. Myds PCR:n monistumiseen liittyvéat ongelmat voivat vaikuttaa huo-
mattavasti mittausepavarmuuteen. Mittausepavarmuutta aiheuttavia tekijoitd voidaan

minimoimaan huolellisella tydskentelylla. [16]

Menetelmén kohdegeenien epavarmuudet Uech laskettiin laboratorion sisdisen uusitta-
vuuden keskihajonnan laskukaavan avulla ja laajennettu tekninen epavarmuus laskettiin

kertomalla tekninen epdvarmuus Sir kahdella. [20]

Laboratorion sisaisen toistettavuuden keskihajonta kaava on

Sip = YEE="x?) (5)

S (D ’
jossa lasketaan keskihajonta analyysituloksista ja jaetaan vapausasteella. [19]

Menetelman mittausepéavarmuuden maarittamiseen kaytettiin 26 naytteen tuloksia, joista
16 oli laivavesia ja 10 bakteerilla kontaminoituja vesinaytteitd. Menetelman kohdegee-
nien mittausepavarmuuden ja laajennettu teknisen epavarmuuden tulokset on esitetty

seuraavassa taulukossa (Taulukko 6).
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Taulukko 6. Menetelméan kohdegeenien mittausepavarmuudet.

ol Tekninen epavarmuus (Sir) [Laajennettu tekninen epavarmuus (k=2)
Legionella spp. 0,16 0,32
Legionella pneumophila 0,14 0,28
Legionella pneumophila SG1 10,15 0,30

Laboratorion sisaisen uusittavuuden keskihajonnan (Sir) tulee olla alle 0,4 [19]. Saadut
mittausepavarmuudet kaikille kohdegeeneille ovat hyvaksyttavia.

6 Tulosten tarkastelu

Verifiointiaineiston ja referenssimenetelmavertailun perusteella viljelymenetelméan ja
kvantitatiivisen PCR-menetelman valille 16ydettiin vastaavuus. Kaikkia verifioinnin para-
metreja ei kuitenkaan voitu tutkia ajan puutteen ja vahaisen naytemaaran vuoksi. Mene-
telmaa ei voida kayttéonottaa laboratoriossa ennen kuin menetelmén oikeellisuus on
varmistettu ulkoisen vertailumittauksen avulla. Tama maaritys jai pois opinnaytetydstani

aikataulun vuoksi.

Reaaliaikaisen multiplex gPCR-menetelman avulla saadaan monistettua useita tutkitta-
via kohdegeeneja samaan aikaan. Multiplex-reaktiota suositellaan monien helpottavien
tekijoiden takia mm. kontaminaatioriski pienenee, silla naytekasittelya on vahemman.
Tulosten luotettavuutta parantaa se, etta jokaisesta naytteestd monistetaan samassa re-
aktiossa myds sisainen kontrolli. Tarkein tekija on kuitenkin se, etta eri kohdegeenien
monistaminen samassa reaktioputkessa saasta aikaa ja vahentaa laboratorion kuluja ja
resursseja. qPCR-reaktiot tapahtuvat kuoppalevylla, jossa kaikki reaktiot ovat yhdessa

putkessa ja lampdétilaa saadellaan qPCR laitteen lampoblokin avulla.[21]

Reaaliaikaisessa PCR-analytiikassa laitteen ja reagenssien oikea toiminta on oleellista
luotettavien tulosten saamiseksi. PCR-menetelma on herkka, joten kontaminaatioriskia
seka laitteen ja menetelmén toimivuutta tarkkaillaan laadunvarmistustoimenpiteilla.
gPCR:n toimivuuden ja tulosten luotettavuuden maarittdmistd varten ajossa oli mukana

useita kontrolleja. [13.]
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Positiivisena kontrollina PCR-ajossa kaytettiin kitin sisaltdmé standardi-DNA:ta. Negatii-
visena kontrollina kaytettiin PCR-vetta. Kontrollien tulosten perusteella voidaan saatuja
tuloksia pitda onnistuneina ja luotettavina. PCR-analyysin aikana on oltava my6s eris-
tyskontrolli puhtauden laadunvarmistukseen. Eristyskontrolli eristetddn saman aikaan
varsinaisen naytteen kanssa. Eristyskontrolli on tehtéva jokaisella eristyskerralla. Eris-
tyskontrollindytteen tuloksen ollessa negatiivinen voidaan olettaa, ettei kontaminaatiota
ole tapahtunut eristyksen eik&d PCR-ajon aikana. Reagenssipakkaukset sailytettiin ohjei-
den mukaisesti, ja kaikkien reagenssien paivaykset olivat asianmukaisesti voimassa.
Kaikki eristyskontrollindytteet pysyivat puhtaina, joten voidaan olla varmoja, ettei analy-
soituihin naytteisiin tullut DNA-eristyksen aikana kontaminaatioita. [1; 15]

Eristetty DNA voidaan myf6s pakastaa ennen varsinaista PCR-ajoa. Pakastus testattiin
muutamalla rinnakkaisella naytteelld, eikd naytteiden pitoisuuksissa havaittu eroa pa-
kastuksen jalkeen. Legionella standardissa oli maininta DNA:n pakastamisen mahdolli-
suudesta, mutta DNA:n pakastaminen taytyi standardin mukaan verifioida laboratoriossa
kuitenkin erikseen. [15]. Mielenkiinnosta testattiin myds vesinaytesuodattimen pakasta-
mista ennen DNA:n eristdmista, mutta DNA-pitoisuus pienenee huomattavasti pakasta-
misen takia. TAman testauksen perusteella vaikuttaa silta, etteivat Legionellat kesté suo-
dattimen pakastamista, ja DNA-eristys tulee tehda aina valittbmasti naytteen suodatuk-

sen jalkeen.

gPCR-analyysissa oli haasteita joidenkin ndytematriisien takia, sill osassa naytteista ol
havaittavissa ndytematriisista johtuva inhibitio. Yksi ndista naytteista oli laivavesi, jossa
oli paljon ruosteen pigmenttid. Tama havaittiin DNA:n eristyksessa oranssina pellettin,
joka luultavasti hairitsi analysointia. Naytteet, joissa inhibitiota havaitaan, tulee analy-
soida PCR-menetelmalla uudelleen laimennetusta DNA-naytteesta.

Verifioinnin laskuissa kaytettiin myos tuloksia, jotka jaivat alle menetelman maaritysra-
jan. Nama tulokset laskettiin manuaalisesti kaavan 3 avulla. Tuloksissa otettiin huomi-
oon kuitenkin vain yli 3 GU/reaktio sisdltaneet naytteet, koska todettiin etta 2,5 GU sisal-
taneet standardiliuokset monistuivat luotettavasti. Myds kitin validointiraportissa valmis-
taja on maininnut, ettd menetelman havaitsemisrajan tulisi olla vahintdaadn 5 GU/reaktio

[18]. Kaikkien naytteiden tulokset ovat nakyvissa liitteessa 1.

metropolia.fi WM etropolia



21

Menetelméan spesifisyys ja sensitiivisyys olivat verifioinnin perusteella hyvat. Omat tulok-
set erosivat valmistajan ilmoittamista tuloksista, silla valmistaja oli maarittanyt menetel-
man spesifisyyden ja herkkyyden erilaisia mikrobikantoja kayttamalla, kun taas labora-
torion verifioinnissa verrattiin kahdella rinnakkaisella menetelmalla saatuja tuloksia kes-
kendan. Lisdksi varsinaisten nollanaytteiden maara analyysissa oli erittéain pieni, mika
alensi merkittdvasti menetelman suhteellista spesifisyyttd. Valmistajan validoinnin pe-
rusteella menetelman spesifisyys ja sensitiivisyys oli 100%, kun taas verifioinnin aikana
saatiin sensitiivisyydelle tulokseksi 100 % ja spesifisyydelle 72 % (Taulukko 2).

Oikeellisuusmaaritysta ei ole suoritettu verifioinnin aikana. Valmistaja on suorittanut oi-
keellisuusmaarityksen ulkoisen vertailumittauksen avulla neljalla eri pitoisuudella. Oi-
keellisuusmaarityksen tulokset olivat standardin ISO/TS12869:2019 mukaan hyvéksyt-
tyja.[18] Laboratorion tulee tehda oikeellisuusmaaritys viela ennen menetelmén kayt-

toonottoa.

Legionella-menetelman standardissa (SFS-EN I1SO 11731:2017) menetelman sallittu
monistustehokkuus on laaja 75-125%. Verifioinnin aikana saatu monistustehokkuus me-
netelméalle oli noin 89-94%. Standardisuoran kulmakertoimeksi saatiin -3,50, mik& oli

my6s menetelman validointiraportin sallimien arvojen -4,115 ja -2,839 valilla. [18]

Mittausepavarmuutta maaritettdessa useampien henkildiden olisi hyva tehda naytteita
rinnakkain, mika ei onnistunut ajanpuutteen vuoksi. Koska naytteita tulisi maarittdd myos
mahdollisimman erilaisissa oloissa, olisi hyva vertailla my6ds esimerkiksi eri LOT:ien ja
PCR-laitteiden aiheuttamia eroja. Verifioinnin mittausepavarmuuden tulokset olivat stan-
dardin ISO/TS 12869:2019 mukaan hyvaksyttyja [18; 19]
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7 Johtopaatokset

Verifiointiaineiston ja menetelmavertailun perusteella viljelymenetelma ja kvantitatiivinen
PCR-menetelméa vastasivat hyvin toisiaan, vaikka ne lahtokohtaisesti mittaavatkin eri
asioita. Kaikkia verifioinnin parametreja ei voitu tutkia ndytteiden ja ajan rajallisuuden
vuoksi. Menetelméaa ei voida kayttbonottaa laboratoriossa ennen kuin menetelmén oi-
keellisuus on varmistettu ulkoisen vertailumittauksen avulla. Opinnaytetydni tulokset voi-
daan kuitenkin hyddyntaé laboratorion verifiointiraportissa, ja ottaa menetelma kayttoon,

kun menetelméan oikeellisuus on varmistettu.

Menetelma tunnisti tehtyjen testien perusteella oikein testatut Legionella-suvun baktee-
rikannat. Vaikka menetelméssa on paljon vaiheita naytteen esikasittelyssa, DNA:n eris-
tamisessa ja PCR.ssd, se on kuitenkin merkittavasti nopeampi viljelymenetelméaan ver-
rattuna. TAma nopeuttaa tuloksien saamista ja Legionellan torjuntatoimenpiteisiin ryhty-

mista huomattavasti.

Verifioitu kitti on hyvin helppokayttdinen, ja onnistunnutta PCR-ajoa voidaan seurata
kontrollien avulla. Tuloslaskenta on nopeaa Biotecon kehittaman taulukon avulla, johon
riittaa naytteiden ja kontrollien Cg-arvojen syottdminen tulosten saamiseksi. Menetelmé-
todettiin toimivaksi analysoitujen parametrien tulosten perusteella. Naitd parametreja oli-
vat mittausepavarmuus, maaritysrajat, toistettavuus, lineaarisuus, spesifisyys ja herk-
kyys. Menetelmé voidaan ottaa kayttéon laboratoriossa, kun menetelmén oikeellisuus

on saatu varmistettua.
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Naytteiden tulokset

Liite 1
1(3)

Tulokset Legionella
Tulokset Legionella pneumophila
Néytteen Tulokset Legionella spp pneumophila Seroryhma 1 SrarPrep
tilavuus Two
Nayte (ml) [GU/reaktio]|[GU/100mI]|[GU/reaktio]|[GU/100mI]|[GU/reaktio][[GU/100mI]] Method
Laivavesi A 10 1 72 * ei havaittu ei havaittu A
Laivavesi A 1. 100 694 5000 358 2600 358 2600 A
Laivavesi A 1. 2. 100 1120 8000 628 4500 628 4500 A
Laivavesi A 1. 3. 100 415 3000 391 2800 379 2700 A
Laivavesi A 1. 4. 100 477 3400 397 2800 397 2800 A
Laivavesi A 1. 5. 100 474 3400 282 2000 282 2000 A
Laivavesi B 1. 100 68 490 3 21* ei havaittu A
Laivavesi B 2. 100 134 960 6 43%* ei havaittu A
Laivavesi C 1. 100 122 870 2 14* ei havaittu A
Laivavesi C 2. 100 99 710 1 7* ei havaittu A
Laivavesi D 1. 100 159 1100 4 28* ei havaittu A
Laivavesi D 2. 100 168 1200 4 28* ei havaittu A
Laivavesi E 1. 100 PCR inhibitio PCR inhibitiolPCR inhibitio PCR inhibitiofPCR inhibitio PCR inhibitio| A
Laivavesi E 2. 100 PCR inhibitioPCR inhibitiZIPCR inhibitio PCR inhibitioPCR inhibitio PCR inhibitio A
Laivavesi E 1. 2 100 292 2100 36 260 ei havaittu A
Laivavesi E 2. 2 100 PCR inhibitio PCR inhibitiofPCR inhibitio PCR inhibitiolPCR inhibitio PCR inhibitioj A
Laivavesi F 1. 200 1632 5800 6 21* ei havaittu A
Laivavesi F 2. 200 886 3200 4 14* ei havaittu A
Laivavesi G 1. 50 234 3300 2 28* 2 28* A
Laivavesi G 2. 50 96 1400 2 28* 2 28* A
LaivavesiH 1. 50 238 3400 1 14* 1 14* A
Laivavesi H 2. 50 181 2600 1 14* 1 14* A
Laivavesil 1. 50 279 4000 3 43* 3 43* A
Laivavesil 2. 50 332 4700 3 43* 3 43* A
LaivavesiJ 1. 50 232 3300 2 28* 2 28* A
LaivavesiJ 2. 50 129 1800 2 28* 2 28* A
Laivavesi K 100 280 2000 ei havaittu ei havaittu A
Laivavesi L 100 584 4200 ei havaittu ei havaittu A
Laivavesi M 100 443 3200 4 28* ei havaittu A
Vesindyte N 50 2 28* ei havaittu ei havaittu A
Vesindyte O 1. 100 16 115* ei havaittu ei havaittu A
Vesindyte O 2. 100 23 165* ei havaittu ei havaittu A
Ymppi A 50 raja-arvon yli raja-arvon yli ei havaittu A
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YmppiB 1.
Ymppi B 2.
Ymppi B 3.

YmppiB 4.

Ymppi B 5. suod. Pak.

Ymppi B 6. suod. pak
YmppiC 1.
Ymppi C 2.
Ymppi C 3.

Ymppi C4.

Ymppi C 5. suod. Pak.

Ymppi C 6. suod. pak
YmppiD 1.
Ymppi D 2.
Ymppi E 1.
YmppiE 2.
Ymppi E 3.
Ymppi F 1.
Ymppi F 2.
Ymppi F 3.
YmppiG 1.
Ymppi G 2.
Ymppi G 3.
YmppiH 1.
YmppiH 2.
YmppiH 3.
Ymppil 1.
Ymppil 2.
Ymppil 3.
Ymppil 1.
Ymppil 2.

Ymppil 3.

50

50

100

100

50

100

50

50

100

100

50

100

50

50

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

56

61

47

45

13

364

776

1441

1218

131

573

460

300

250

57

66

44

63

37

26

285

399

652

91

74

63

27

32

44

800
870
340
320
72%
93*
5200
11000
10000
8700
1900
4100
72*
115*
3300
2100
1800
410
470
320
450
270
190
2000
2900
4700
650
530
450
190
230

320

1
4
ei havaittu
1
2
ei havaittu
2
2
ei havaittu
1
5
1
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
285
399
652
73
66

49

43*
43*
7*

28*

7*

28*

14*

14*

7%
72*

14*

2000

2900

4700
520
470
350
36*
21*

50*

ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu

2

ei havaittu
5

ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu
ei havaittu

285

399

652

61

58

48

28*
43*
14*

14*

72%*

2000
2900

4700
440
420
340
36*
21*

50*

Liite 1
2(3)

A
A
A

* Tulokset jaivat alle maaritysrajan, mutta laskettiin kaavan 3. avulla pitoisuus.
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Liite 1

3(3)
Tulokset Legionella Tulokset Legionella
Néytteen Tulokset Legionella spp pneumophila pneumophila Seroryhma 1 SrarPrep
tilavuus Two

Nayte (ml) [GU/reaktio] [[GU/100ml]| [GU/reaktio] | [GU/100ml] | [GU/reaktio]| [GU/100mI] | Method
Laivavesi A 0,7 25 18000 22 15700 * 22 15700 * B
Laivavesi B 3. 0,7 3 3085* ei havaittu ei havaittu B
Laivavesi B 4. 0,7 4 4114% ei havaittu ei havaittu B
Laivavesi C 3. 0,7 3 3085* ei havaittu ei havaittu B
Laivavesi C 4. 0,7 4 4114* 4 4114 ei havaittu B
Laivavesi D 3. 0,7 3 3085* ei havaittu ei havaittu B
Laivavesi D 4. 0,7 5 5140* ei havaittu ei havaittu B
Laivavesi E 3. 0,7 10 10285 1 1028 ei havaittu B
Laivavesi E 4. 0,7 8 8228 ei havaittu ei havaittu B
Ymppi A 102 1. 0,7 124 89000 124 89000 ei havaittu B
Ymppi A 10° 2. 0,7 125 89000 125 89000 ei havaittu B
Ymppi A 10* 0,7 15 15429* 15 15430 ei havaittu B
YmppiA10'5 0,7 PCR inhibitio PCR inhibitio] PCR inhibitio PCR inhibitio |PCR inhibitio PCR inhibitio B

* Tulokset jaivat alle maaritysrajan, mutta laskettiin kaavan 3. avulla pitoisuus.
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