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Ympiristoterveyden osasto
Vesi ja terveys -yksikko

Testausmenetelmat vesinaytteille Vesi ja terveys -yksikossa

Vesi ja terveys -yksikkd on FINAS-akkreditointipalvelun talousvesien mikrobiologiseen
testaamiseen akkreditoima testauslaboratorio TO77. Laboratorion patevyysalue on
nahtavissa FINAS-akkreditointipalvelun www-sivuilta: www.finas.fi.
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Taudinaiheuttajamikrobimenetelmat

Bakteerit

Vesinaytteen kampylobakteeritutkimus

Termofiiliset kampylobakteerit maaritetdan standardin ISO 17995:2005 Water quality - Detection and enumeration of
thermotolerant Campylobacter sp. mukaisesti. Naytteet suodatetaan 0,45um:n kalvoille. Tutkittu tilavuus/nayte on
yleensa 4 litraa. Menetelmd on akkreditoitu patevyysalueella talousvesi.

Raakavesi- ja uimavesinaytteitd inkuboidaan Bolton- ja Preston-rikasteliemisséa mikroaerofiilisesti +37 °C, 48 h ja
jatevesinaytteité Preston-rikasteliemissa mikroaerofiilisesti +42 °C, 24 h. Rikasteliemia viljellddn mCCDA-
alustoille mikroaerofiilisesti +42 °C, 48 h kampylobakteerien havaitsemiseksi. Menetelmaa ei ole akkreditoitu naille
matriiseille.

Kampylobakteerin identifiointi

Kampylobakteeritulos ja C. jejuni -tunnistus voidaan varmistaa seka alustava muiden kampylobakteerien tunnistus tehda
PCR-pohjaisella REA -analyysilla. Menetelméassa termofiilisille kampylobakteereille ominaista DNA-sekvessia
monistetaan tutkittavan bakteerikannan puhdasviljelmasta polymeraasiketjureaktion avulla. Mikali oikean kokoinen tuote
monistuu, sitd pilkotaan kahdella restriktioentsyymilla. Alustava lajitunnistus saadaan, kun tutkitun kannan PCR-tuotteen
pilkkoutumistuotteiden kokoja verrataan tunnettujen kantojen vastaaviin pilkkoutumistuotteisiin
agaroosigeelielektroforeesin avulla. Lajitunnistusta ei ole akkreditoitu.

Salmonella

Salmonellojen toteaminen vesinaytteista perustuu standardiin ISO 19259:2010. Menetelmassa salmonellat
konsentroidaan kalvosuodatusmenetelmalld ja kalvo siirretaan esirikasteeseen. Inkuboinnin jélkeen esirikastetta
siirrostetaan selektiivisiin rikasteliemiin, joita inkuboinnin jalkeen viljellaan erotteleville kiinteille kasvualustoille.
Menetelmé&a ei ole akkreditoitu.
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Virukset
Adenovirusanalyysi

Adenovirukset eristetdan suodattamalla vesinayte positiivisesti varatun nylonmembraanin l&pi. Nylonmembraanista
eluoidaan virukset korkean pH:n omaavaan puskuriin. Eluaatti konsentroidaan ja konsentraatista eristetdan DNA.
Jatevesindyte konsentroidaan kaksifaasi-erotusmenetelméan avulla (WHO 2003) ja konsentraatista eristetdan DNA.
Adenoviruksille spesifinen osa DNA:sta monistetaan kayttden ns. Real Time -PCR-analytiikkaa. Menetelmé&a ei ole
akkreditoitu.

Vesinaytteen norovirustutkimus

Norovirukset eristetdén suodattamalla vesindyte positiivisesti varatun nylonmembraanin Iapi. Nylonmembraanista
eluoidaan virukset korkean pH:n omaavaan puskuriin. Eluaatti konsentroidaan ja konsentraatista eristetdan RNA.
Jatevesindyte konsentroidaan kaksifaasi-erotusmenetelman avulla (WHO 2003) ja konsentraatista eristetddn RNA.
Noroviruksille spesifinen osa RNA:sta monistetaan kaanteiskopiointi-PCR-menetelmélla (RT-PCR) kayttden ns. Real
Time -PCR-analytiikkaa. Menetelmaa ei ole akkreditoitu.

Rotavirusanalyysi

Rotavirukset eristetddn suodattamalla vesindyte positiivisesti varatun nylonmembraanin lapi. Nylonmembraanista
eluoidaan virukset korkean pH:n omaavaan puskuriin. Eluaatti konsentroidaan ja konsentraatista eristetdan RNA.
Jatevesindyte konsentroidaan kaksifaasi-erotusmenetelméan avulla (WHO 2003) ja konsentraatista eristetdan RNA.
Rotaviruksille spesifinen osa RNA:sta monistetaan kaanteiskopiointi-PCR-menetelmalla (RT-PCR) kayttéden ns. Real
Time -PCR-analytiikkaa. Menetelm&a ei ole akkreditoitu.

Alkuelaimet

Giardia ja Cryptosporidium

Alkueldinten maaritys perustuu standardiin ISO 15553. Giardia kystat ja Cryptosporidium ookystat konsentroidaan
suuresta vesindytetilavuudesta kayttden menetelmaan soveltuvaa patruunasuodatinta. Suodattimelta kystat ja ookystat
eluiodaan ja erotetaan muusta materiaalista kayttden IMS-tekniikkaa. IMS-tekniikka perustuu immunomagneettiseen

erotteluun. Lopuksi ndytteessd mahdollisesti olevat kystat ja ookystat leimataan spesifisella merkkiaineella ja voidaan
tdman jalkeen tunnistaa mikroskopoimalla epifluoresenssimikroskopiaa hyédyntden. Menetelmaa ei ole akkreditoitu.

Indikaattorimenetelmat

Koliformisten bakteerien ja E. coli -bakteerin herkistetty analyysi vedesta

Koliformiset bakteerit ja E. coli maaritetdan standardin SFS 3016 Veden laatu. Koliformisten bakteerien kokonaismaaran
maaritys kalvosuodatusmenetelmalla mukaisesti kéyttden Les Endo-alustaa seka niin ikdan kalvosuodatusmenetelmalla
kromogeenisella Chromocult-kasvualustalla. Naytteitéd suodatetaan yleensa 100 ml ja 1 000 ml kummallekin alustalle.
Tutkittu tilavuus on siis yhteensa 2 200 ml/nayte. Menetelma on akkreditoitu.

Suolistoperaisten enterokokkien herkistetty analyysi vedesta

Suolistoperaiset enterokokit maéritetdan standardin SFS-EN ISO 7899-2 Veden laatu. Suolistoperéisten enterokokkien
laskeminen. Osa 2: Kalvosuodatusmenetelma mukaisesti. Tutkitut tilavuudet ovat yleensd 100 ml ja 1000 ml. Menetelma
on akkreditoitu.

Heterotrofisten bakteerien laajennettu tutkimus vedestéa

Heterotrofinen pesakelukuméaara maaritetdan standardin SFS-EN ISO 6222 mukaisesti maljavalaen TH -alustoilla ja
lisaksi pintaviljelynd R2A-alustoilla kdyttden 7 vuorokauden kasvatusaikaa (+22°C). R2A-alustalla saadaan talousveden
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mikrobeille edullisen ravinnekoostumuksen seka pitkan inkubointiajan ansiosta suurempia pesakelukumaaria kuin
standardin SFS-EN ISO 6222 mukaisesti maaritettyna. Menetelmat ovat akkreditoituja.

Clostridium perfringens

Klostridit analysoidaan standardiluonnoksen ISO/CD 6461-2 mukaisesti TSC-alustalla anaerobisesti. Vegetatiiviset solut
testataan ndytteesta ennen esikasittelya ja itididen testaamista varten naytetta lampoékasitellaan 60 °C 15 minuutin ajan.
Sulfiittia pelkistavat klostridit kasvavat TSC-alustalla mustina pesékkeind. C. perfringens varmistetaan hapan-
fosfataasitestilla. Menetelm&a ei ole akkreditoitu.

Kolifaagit

Somaattiset ja F-spesifiset kolifaagit maaritetdan kansainvalisia standardimenetelmia (EPA Method 1601, EPA Method
1602) soveltaen kvantitatiivisesti plakkitekniikalla tai kvalitatiivisesti rikastustekniikan avulla. Menetelmia ei ole
akkreditoitu.

Homeet, hiivat ja aktinomykeetit (sédesienet)
Homeet ja hiivat

Homeiden ja hiivojen lukumaard maaritetddn membraanisuodatuksen (steriili Millipore EZ-Pak, 0.45 um) jalkeen
kayttden 2 % mallasuute (M2)-kasvatusalustoja (Anon 1994)). Suodatetut ndyteméaarat ovat valilla 1 - 200 ml. Maljoja
inkuboidaan 7 vrkin ajan +25 °C lampdtilassa ennen pesakkeiden laskentaa. Tulokset ilmoitetaan muodossa:
homepesake/100ml (pesakeluku / 100 millilitrassa). Menetelma ei ole akkreditoitu.

Aktinomykeetit (séddesienet)

Aktinomykeettien lukumaara maaritetddn membraanisuodatuksen (steriili Millipore EZ-Pak, 0.45 um) jalkeen kayttaen
tarkkelys-kaseiini-kasvatusalustoja (Kuster and Williams 1964) Suodatetut ndytem&arat ovat valilla 1-200 ml. Maljoja
inkuboidaan 7 vrk:n ajan + 25 °C lampdtilassa ennen pesakkeiden laskentaa. Maljat luetaan uudelleen 14vrk:n
inkuboinnin jélkeen. Tulokset ilmoitetaan muodossa: aktinomykeetit / 100ml (pesékeluku / 100 millilitrassa). Menetelma
ei ole akkreditoitu.

Mikrobiravinteet
AOC, assimilable organic carbon

AOC:lla tarkoitetaan sita orgaanisen hiilen maaraé joka on suoraan mikrobien kaytettavissa energian ja solujen hiilen
lahteena (van der Kooij ym. 1982). AOC maaritys tehdaan kayttden standardimenetelméan (APHA ym. 1992)
modifikaatiota, jossa naytteisiin lisdtdan 100pl ravinneliuosta ravinnetasapainon (N, P ym.) yllapitamiseksi. AOC mittaus
aloitetaan naytteiden kuumasteriloinnilla +60 °C:ssa 30 minuutin ajan. Rinnakkaisiin naytteesiin lisatdan kahta
bakteeripuhdasviljelmaa: Pseudomonas fluorescens P17 ja Aquaspirillum NOX, joiden maaran kasvua seurataan R2A-
agar viljelyilla. AOC:n méaara maaritetddn nayteveden aikaansaaman maksimaaliseen bakteerien pesakelukumaéaran
perusteella. Menetelmaa ei ole akkreditoitu.

Mikrobeille k&ytettévissa olevan hiilen méaréa arvioidaan kahdella laskentatavalla:

A. AOC- tulos lasketaan siten, ettad sekd Pseudomonas P17 ja Aquaspirillum NOX bakteerien kasvu on standardoitu
kayttdmalla ainoastaan natriumasetaattia mallisubstraattina (van der Kooij 1984).

B. AOC-tulokset lasketaan my6s siten, ettd Pseudomonas P17 bakteerien kasvu on standardoitu kayttamalla
natriumasetaattia mallisubstraattina ja Aquaspirillum NOX kasvu on standardoitu lisdksi natriumoksalaattin kanssa
(APHA ym. 1992). Lopullinen AOC:n pitoisuus ilmoitetaan téssa tapauksessa seka asetaatti- ettd oksalaattihiilta
vastaavana orgaanisen aineen pitoisuutena: ug AOC/I (APHA 1992).
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Mikrobeille kayttokelpoinen fosfori (MAP)

Mikrobeille kayttokelpoisella fosforilla (MAP) tarkoitetaan sité ndyteveden sisdltdmaa epaorgaanista ja orgaanista
fosforia, jonka testiorganismi kykenee vedesta ottamaan omien solujensa muodostamiseen ja metabolian yllapitamiseen.
MAP:n méaéritys aloitetaan naytteiden kuumasteriloinnilla +60 °C:ssa 30 minuutin ajan. Rinnakkaisiin naytteesiin lisataan
bakteeripuhdasviljelmaa: Pseudomonas fluorescens P17, jonka lukumaaran maaran kasvua seurataan R2A-agar
viljelyilla. Koeolosuhteet sdadetdan epaorgaanisen (N, K, Ca jne) seké orgaanisen (asetaatti) ravinneliuosten avulla
siten, etta ainoastaan fosforin pitoisuus rajoittaa testiorganismin kasvua. MAP:n maara maaritetdan nayteveden
aikaansaaman maksimaaliseen bakteerien pesékelukumaaran perusteella. Analyysin mittausherkkyyys on 80 ng PO 4-
P/l (Lehtola ym. 1999).

MAP- tulos lasketaan siten, ettd Pseudomonas P17 bakteerin kasvu on standardoitu kayttdmalla dinatrium-vetyfosfaattia
(Na 2HPO 4) substraattina (0-10 ug PO 4-P/I'). Lopullinen tulos ilmoitetaan fosfaatti-fosforia vastaavana fosforin
pitoisuutena (Lehtola ym. 1999). Menetelm&a ei ole akkreditoitu.
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