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STANDARDIEN KEHITTYMINEN VESIMIKROBIOLOGIASSA

Vesimikrobiologian (ISO/TC 147/SC4) alan standardien valmistelusta ja ajan tasalla
pitamisesté vastaa Terveyden ja hyvinvoinnin laitos (Suomen Ymparistokeskus SYKE.
Ymparistbalan menetelméstandardisointi. Toimintakertomus 2009.)

Sosiaali- ja terveydenhuollon hallinnonalan laboratoriotoiminta perustuu paaosaltaan
joko kansallisiin lakeihin ja asetuksiin tai kansainvalisiin sopimuksiin, jotka on
taytettava (Sosiaali- ja terveydenhuollon hallinnonalan laboratoriotoimintaa selvittavan
tyoryhman raportti. STM 31.10.2008).

UHKAT OVAT MONIPUOLISIA, UUSIA MENETELMIA TARVITAAN !

* EPIDEMIAT, KAUKOKULKEUTUMINEN
* VESIJOHTOVERKOSTOJEN SAASTUMINEN
« UUDET PATOGEENIT, LAAKEAINERESISTENSSI



INDIKAATTORIBAKTEERIT

 ovat bakteereita, joita |6ytyy
saastuneista vesista hyvin erilaisten
kuormituslahteiden alapuolelta

* niitd on helppo rikastaa, viljella, laskea ja
kasitella

Koliformit ja enterokokit ovat ihmisten ja
lamminveristen elainten suolistobakteereja. Niita
kaytetaan yleisesti ulosteperaisen saastutuksen
osoittajina. Indikaattoribakteereja loytyy luonnosta
my0ds ymparistdista, joissa ei ole ulosteperaista
saastumista. Talloin tarvitaan kehittynytta
analytiikkaa kontaminaatiolahteen arvioimiseen.

PMEU-tekniikka auttaa Ioytamaan
indikaattoribakteerit naytteista, joissa bakteereja on
vahan tai joissa bakteerit ovat huonokuntoisia. Se on
myds yksi apukeino mikrobien alkuperan
selvittamisessa ("source-tracking”).




INDIKAATTORIBAKTEERIEN KAYTTO

 Eschericia coli

* ENTEROKOKIT

« KOKONAISKOLIFORMIT

» Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens

HETEROTROFINEN KOKONAISPESAKELUKU

PATOGEENIEN (TAUDINAIHEUTTAJAT) OSOITUS
» Salmonella

« Campylobacter
* VIROLOGISET ANALYYSIT



PERINTEISET KIIHDYTETTY MOLEKYYLI-
VILJELYMENETELMAT RIKASTUSVILJELY BIOLOGIAN

(PMEU) MENETELMAT

» kalvosuodatus

» maljaviljelyt

 MPN "most probable
number” liemiputket

* ColilertTM

* iImmunoassayt
* PCR
* bioanturit, sirut

VESIHYGIENIAN TESTAUSMENETELMAT

Lhnmanigi


http://www.obgynacademy.com/basicsciences/fetology/genetics/images/pcr.png

PMEU RIKASTUSMENETELMAN JA COLILERT™ LIEMEN
YHDISTETTY KAYTTO

E.coli ruiskut rikastumassa E.coli ruiskujen fluoresointi UV-
Colilert™-liemessa (keltainen vari valossa Colilert™-liemessa
osoittaa koliformit) (fluoresenssi spesifinen E.

colille)



KROMOGEENISET RAVINTOALUSTAT (ChromAGAR TM plates, Becton Dickinson Inc
(Invented by Alain Rambach)) OVAT YKSI MAHDOLLISUUS NOPEASSA
TUNNISTUKSESSA

E.coli

Klebsiella mobilis

Bacillus cereus
Enterococcus sp.
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HAJAUTETTU (ETA)VALVONTA, KESKITETYT TULOKSET

Forest industry

Total plate count coliformic bacteria E.coli cfu/100 ml
cfu/100 ml cfu/100 ml
1day 2days |6days |1day |3days |5 days 1 day 3 days 5 days
Sample point |0 2000 6000 |O 0 0 0 0 0
1
Sample point |0 full full 0 0 0 0 0 0
2
Sample point |0 0 0 0 0 0 0 0 0
3
Sample point |0 0 0 0 0 0 0 0 0
4
Sample point |0 10000 |10000 |0 0 0 0 0 0
5
Sample point |0 0 10000 |0 1000 1000 0 0 0
6
Sample point |0 4000 4000 0 20 20 0 0 0
7
Raw water 0 0 0 0 20 0 0 0 0
Lake water full full full full full full full full full
Purified 0 0 0 0 40 0 0 0 0
water

Vesijohtoverkoston bakteerikartoitus eri naytepisteista
(Hakalehto et al. 2010)

Enterokokkityyppien osuus jarvinaytteissa
(Heitto et al. 2009)



POLARIS — Vedenlaadun kokonaisjarjestelman kehittaminen

» Lahtokohta: Nykyiset vedenlaadun mittausjarjestelmat eivat kykene
havaitsemaan pohjavesien likaantumista. Valtaosassa
vesiepidemioista juomaveden likaantuminen paljastuu vasta
ensimmaisten sairastapausten tultua ilmi.

» Toteutus: Hankkeessa raakavesien riskien hallintaan sovelletaan
riskinarviointia, on-line-mittaustekniikkaa, tehokasta mallinnuksen
tukemaa tilannekuvaa ja prosessioptimointia.

* Toteutuksessa mukana kuusi suomalaista alalla toimivaa
tutkimuslaitosta, Vesi- ja viemarilaitosyhdistys, 13 alalla toimivaa
yritysta seka kolme suomalaista vesilaitosta.



PMEU-teknologia POLARIS-hankkeessa

*Naytteen rikastaminen PMEU-laitteella, mika tehostaa ja

nopeuttaa bakteerien havaitsemista
* Colilert TM -liemialustan kayttd nopeutetussa koliformien ja

E.coli:n osoituksessa PMEU-laitteessa
* Bakteerin kasvu on seurattavissa reaaliaikaisesti Internetissa

* Ymparistostressista karsineiden hygienia-indikaattorien ja
heterotrofien elpyminen

PMEU Spectrion® Polariksen palvelin Internet

S /3/” Tiedon paivitys
10 min valein

)

g.
=%
Py

PRETTRRIN



http://www.hilavitkutin.com/wp-content/uploads/2007/07/toshiba_kannettava_12.jpg

PMEU-teknologia POLARIS-hankkeessa

PMEU Tent

PMEU Tent w/net connection

Valokuvat Kevin King



PMEU toiminnassa Polaris-hankkeen vesilaitostesteissa. Ravintoalustana Colilert TM. Verrokkianalyysit perinteisella
menetelmalla suoritettiin THL:n Vesi- ja terveysyksikon Kuopion laboratoriossa. PMEU:n antamat tulokset ovat
olleet hankkeessa mukanaolevien seurattavissa internetin valityksella reaaliaikaisesti (kasvukayrat). Polaris -
hankkeen jatkon yhteydessa tavoitteena on testata Samplion Oy:n ASCS -jarjestelmaa (Automated Sample
Collection System) vesilaitosymparistossa seka vesijohtoverkostossa. Valokuva Kevin King.
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PMEU-teknologia POLARIS-hankkeessa

E.coli:n tunnistus UV-valolla Colilert™ -alustalla

Seuraavissa kayrissa alustavia tuloksia Polaris-hankkeen kenttakokeista.



00:00 03:33 07:37 12:02 16:36 20:09 00:13

Pohjavesikaivo A, naytetilavuus 100 ml jaettuna kahteen ruiskuun.
Esimerkki puhtaasta vesindytteesta, ei kasvua 24 t
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500
00:00 03:03 09:29 14:54 18:38 20:40 22:42

Pohjavesikaivo B, naytetilavuus 100 ml jaettuna kahteen ruiskuun. Toisessa
kasvua alle 20 tunnissa, lahtopitoisuus n 1 kpl/100 ml.
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500
00:00 02:22 05:45 09:19 13:13 15:45 17:47 19:59 21:51 23:32

Pohjavesikaivo C, naytetilavuus 100 ml jaettuna kahteen ruiskuun. Epatyypillinen
kasvu alkaen n 14-16 tunnin kuluttua kasvatuksen alusta
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Mikrobikasvua rinnakkaisissa jarvivesinaytteissa n 10 tunnin kuluttua kasvatuksen alusta



x"xx"xx""x_x_x_x.x..x_x

RN X KX X X KX XX KA X X AKX XK XX KKK XK KX KX XX X x X X

sameus (LED detektorin lukema)

'1400 T T T T T I T T T T I T I I I I UL T

0:00 0:30 1:00 1:30 2:00 2:30 3:00 3:30 4:00 4:30 5:00 5:30 6:00 6:30 7:00 7:30 8:00 8:30 9:00 9:30 10:0
0

ajoaika (hh:mm)

=#=ruisku 1 <® ruisku 2 -+ ruisku 3 ~*- ruisku 4 == ruisku 5 * neg kontrolli

37°C:ssa ajoissa ruiskuihin numero 5 laitettiin kasvatuksen aloitusvaiheessa
vahvinta néytelaimennosta, jolloin ruiskuissa oli 10° mikrobia/ml ja ajon lo-
pussa mikrobipitoisuus naissa ruiskuissa oli 10® mikrobia/ml ja ruiskuihin
numero 1 laitettiin kasvatuksen aloitusvaiheessa laimeinta naytelaimennosta,
jolloin ruiskuissa oli 2-4 mikrobia/ml ja ajon lopussa mikrobipitoisuus néissé
ruiskuissa oli 10° mikrobia/ml.



Campylobacter coli - KASVATUKSET PMEU-
MENETELMALLA
(FINNOFLAG Oy:n laboratorio, 2005)

» Kampylobakteerimaarityksia PMEU:lla vuodelta 2005
(Campylobacter coli)

» Ylin kdyra osoittaa rikastusviljelyn tuloksen, jossa bakteeripitoisuus
oli kasvatuksen lopussa jopa 100 miljardia yksikkda millilitrassa

» PMEU-menetelman tuloksen saantia nopeuttava vaikutus myos
nahtavissa

» Naiden esikokeiden perusteella tehtiin vesien kampylobakteerien
maaritysmenetelméan validointi yhdessa THL:n (ent.KTL) kanssa

o Taman tieteellisen tutkimustyon tulokset on raportoitu v.2009
Canadian Journal of Microbiology -julkaisusarjassa.



Campylobacter coli - KASVATUKSET PMEU-MENETELMALLA
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(FINNOFLAG Qy:n laboratorio, 2005)

C. coli rikastuskoe 16.12.2005

[ ~ X
E
£ ’
C /
L /
/
At
C ,/ /7
C ‘ P
‘7
E [4 7/
E /v
- / 7/
- / /
VA
’
2 7
/
Ltz oy
(7

N

i P ) R

T R S S R R R ?\T\jf\>\.' r 1 ¢ " rr p ¢ p ¢ p ¢ p ¢ p ¢ ¢ ¢ p ¢ p ¢ p ¢ oy rq.
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

rikastusaika (h)

—m—aerobi, liemiputki a aerobi, liemiputki b mikroaerofiili, liemiputki a
—¥—mikroaerofiili, liemiputki b —@—aerobi, kuplitettu a —S—aerobi, kuplitettu b
—e—mikroaerofiili, kuplitettu a mikroaerofiili, kuplitettu b mikroaerof, kuplitettu, CCDB




Puunjalostusteollisuuden jatevesien
leviamisen seuranta bakteerien avulla

Ylempi rivi: Viljelymenetelméa (48 t) ilman
esirikastusta

Alempi rivi: PMEU esirikastus 6 t+ 24 t
viljely DryCult™ —alustalla (Orion
Diagnostica)
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VESIMIKROBIOLOGIAN MITTAUSTEKNIIKAN HAASTEET

* NAYTTEENOTON KEHITTAMINEN SEKA JATKUVAAN SEURANTAAN (ASCS)
ETTA TAVALLISEEN VALVONTANAYTTEENOTTOON

* YHDISTETTY INDIKAATTORIBAKTEERIEN, PATOGEENIEN JA
HETEROTROFISEN KUORMITUKSEN OSOITTAMINEN

« VEDENLAADUN ETASEURANTA JA NOPEAN VAROITUSJARJESTELMAN
("EARLY-WARNING”") KEHITTAMINEN

* UUSIEN UHKIEN (ML. ANTIBIOOTTIRESISTENTIT BAKTEERIT) IDENTIFIOINTI

« KUORMITUKSEN ALKUPERAN SELVITTAMINEN ("SOURCE-TRACKING")

* YMPARISTOSTRESSISTA KARSINEIDEN JA PIENTEN SOLUMAARIEN
HAVAITSEMINEN

« JATKUVA MENETELMIEN KEHITYS ON VALTTAMATON

BIOLOGISESSA MONITOROINNISSA YKSIKIN SOLU, ITIO TAI
VIRUSPARTIKKELI ON POTENTIAALINEN UHKA
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