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Opinnaytety6 toteutettiin Lansi-Uudenmaan vesi ja ymparistd ry:n mikrobiologian laborato-
riossa. Opinnaytetyon tavoitteena oli verifioida laboratoriolle uusi menetelma, jonka avulla
laboratorio pystyy maarittamaéan Clostridium perfringens -bakteerin ja sen itididen esiinty-
vyytta talousvesissa. Tyon tarkoituksena oli tehda toimiva menetelméaohje, ja testata sen
toimivuutta kaytannéssa. Menetelma perustuu yleisesti kaytdssa olevaan standardiin SFS-
EN ISO 14189:2016.

Clostridium perfringens on patogeeninen bakteeri, joka tunnetaan yleisena ruokamyrkytyk-
sen aiheuttajana. Se on anaerobinen gram-positiivinen bakteeri, joka muodostaa iti6ita
lepovaiheessaan. C. perfringens -bakteeria esiintyy yleisesti maaperassa ja vesistdissa
seka ihmisten ja eldinten normaalifloorassa. Sosiaali- ja terveysministerion talousvesiase-
tuksen 683/2017 mukaan talousvedessa ei saa esiintya yhtaéan C. perfringens -bakteeria
tai sen itigita.

Menetelmaa testattiin kvalitatiivisesti ja kvantitatiivisesti. Kvalitatiivisessa tutkimuksessa
todettiin, ettd menetelma toimii sille tehdyn ohjeen mukaisesti. Kvantitatiivisessa tutkimuk-
sessa verifiointisuureina kaytettiin toistettavuutta, uusittavuutta, suhteellista oikeellisuutta
ja spesifisyyttd. Toistettavuuden ja uusittavuuden tulokset olivat selvasti hyvaksymisrajojen
sisélla. Suhteellinen oikeellisuus oli hyvaksyttavalla tasolla ja menetelma osoittautui hyvin
spesifiseksi.

Clostridium perfringens -bakteerin kalvosuodatusmenetelma todettiin toimivaksi. Laborato-
rio arvioi jatkossa ottaako se menetelméan kayttoon ja tehd&aanko sille akkreditointi. Paa-
tokseen vaikuttaa taloudellisuus, kannattavuus ja tutkimuksen luotettavuus.
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This study was carried out at the Lansi-Uudenmaan vesi ja ymparisto ry’s microbiology
laboratory. The aim was to verify the new method which can detect Clostridium perfringens
bacteria and its spores from drinking water. Purpose was to create instructions for the
method and to test its functionality. Membrane filtration method for Clostridium perfringens
is based on standard SFS-EN ISO 14189:2016.

Clostridium perfringens is pathogenic bacteria, which is one of the most common causes
of food poisoning. C. perfringens is an anaerobic, Gram-positive, rod-shaped and spore
forming bacteria. The bacteria are widely found in soil and natural water systems. The bac-
teria are also found from human and animal intestinal and feaces. According to the Finnish
Ministry of Social Affairs and Health, no C. perfringens bacteria or its spores is allowed to
be found in drinking water.

The method was tested both qualitatively and quantitatively. The instruction of the method
was proved to be functional in qualitative test. In quantitative test, selected measures for
the verification were repeatability, reproducibility, relative trueness and specificity. Results
for the measures were acceptable and clearly within the limits.

The test results showed that the membrane filtration method for the Clostridium
perfringens is effective and the instructions worked well. The laboratory will decide whether
to take the method to use and if the accreditation is needed. The decision is affected by
the economy, viability and reliability of the analysis.
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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin Lansi-Uudenmaan vesi ja ymparistd ry:n mikrobiologian laborato-
riolle. Suomen Vesiensuojeluyhdistys ry:hyn kuuluva Lansi-Uudenmaan vesi ja ympéa-
ristd ry on yhdistys, joka on edistanyt vesiensuojelua toiminta-alueellaan jo yli 40 vuo-
den ajan. Vesiensuojeluyhdistyksen tehtavana on edistaa vesiensuojelua, ympariston-
suojelua ja ihmisen elinympariston terveellisyyttd. Yhdistyksen laboratorio tutkii vesi-
naytteita, elintarvikenaytteita, puhtaus- ja sisailmanaytteitd seka tuotantotilojen uloste-
naytteita. Laboratorion keskeisilla tutkimusmenetelmilla on akkreditointi ja laboratorio
on FINAS-akkreditointipalvelun akkreditoima testauslaboratorio T147 (akkreditointivaa-
timus SFS-EN ISO/IEC 17025:2005). Laboratoriolla on my6s Elintarvikeviraston EVI-
RA:n hyvaksynté elintarvikelain, terveydensuojelulain sek& elaintautilain mukaisiin tut-
kimuksiin. [1, s. 2—4.]

Opinnaytetytdn tarkoituksena oli verifioida laboratoriolle uusi menetelma, jolla voidaan
maarittaa Clostridium perfringens -bakteerin ja sen itididen esiintymista vesissa. Tyo
suoritettiin standardia SFS-EN ISO 14189:2016 kayttden [2]. Opinnaytetydssani tein
menetelmaohjeen standardin pohjalta sekéd testasin menetelmén toimivuutta kvalitatii-

visesti ja kvantitatiivisesti.

Tyossa tutkittava bakteeri on Clostridium perfringens. Bakteeria ja sen itidita tiedetdan
esiintyvan ulosteperaisen saastumisen seurauksena muun muassa elintarvikkeissa ja
vesistoissd. C. perfringens -bakteerin tiedetdan aiheuttavan ihmiselle infektioita, kuten
ruokamyrkytyksia ja kaasukuoliota [3, s. 233]. Nama infektiot voivat olla vakavia erityi-
sesti henkiltille, joiden yleistila tai immuniteetti on heikentynyt. TAman vuoksi on erit-
tain tarkeda pystya tutkimaan bakteerin esiintyvyyttd, jotta voidaan ennaltaehkaista

mahdollisia epidemioita.

C. perfringens -bakteerin esiintymisen seuranta on osoittautunut hyvaksi ulosteperai-
sen saastumisen indikaattoriksi vesivarojen laadun arvioinnissa [2, s. 5]. Vedenpuhdis-
tuslaitokset kayttavatkin bakteerin esiintyvyyden tutkimista hyvakseen vedenkasittelyn

eri vaiheiden tarkistuksessa.



Lansi-Uudenmaan vesi ja ymparistd ry:n mikrobiologian laboratoriossa ei ole ollut kay-
tossa C. perfringens -bakteerin kalvosuodatusmenetelmaa. Tasta johtuen vesinaytteet,
joista pyydetddn maarittamaan C. perfringens, joudutaan lahettdmaan alihankintana
toiseen laboratorioon tutkittavaksi.

2 Klostridit

Klostridit ovat suuria, gram-positiivisia ja itidllisid anaerobisia sauvamaisia bakteereita.
Klostridi-bakteereita 10ytyy yleisesti niin maaperasta kuin merten pohjasta maailman-
laajuisesti [4, s. 652]. Niita esiintyy my6s ihmisten ja eldinten normaalifloorassa. Klost-
ridi-bakteerien aiheuttamat infektiot tarttuvat yleensa ruoan ja ympariston valityksell&.
Tauteja aiheuttavia klostridi-lajeja ovat muun muassa Clostridium tetani, Clostridium
botulinum, Clostridium septicum, Clostridium perfringens ja Clostridium difficile. [3, s.
228.]

Klostridit muodostavat solunsiséisia itiditd eli endospooreja, jotka bakteerin hajottua
leviavat ymparistoon. Itiiden maara ja happiherkkyydet vaihtelevat suuresti. Klostridi-
en itiét sietavat happea, kuivuutta, pakastamista sekd korkeita lampétiloja. Taman

vuoksi ne tunnetaan merkittavina elintarvikehygienian pilaajina. [4, s. 652.]

2.1 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens on itiditd muodostava sauvamainen liikkumaton bakteeri, joka
ryhmittyy helposti pareittain tai perakkain. Ne ovat gram-positiivisia bakteereita, jotka
varjaytyvat gram-varjayksessa tummanvioleteiksi (kuva 1). Silla on tyypilliset gram-
positiivisen bakteerin ominaisuudet, kuten suojaava paksu soluseind, joka koostuu
peptidoglykaanista eli mureenista. C. perfringens -bakteerin optimaalinen kasvulampo-

tila on 43 °C ja suotuisa pH-alue on 6-7. [5.]



Kuva 1. Mikroskooppikuva gram-varjatyista Clostridium perfringens -bakteereista

C. perfringens on ehdoton anaerobi, eli se ei kykene kayttamaan happea soluhengityk-
sessdan. Happi on ehdottomille anaerobisille bakteereille myrkkya, eivatkd ne selvia
pitkid aikoja hapellisissa olosuhteissa. C. perfringens ja monet muut suolistoperaiset

bakteerit tuottavat hapettomissa olosuhteissa nitraatista ammoniakkia. [4, s. 236-237.]

2.2 C. perfringens -bakteerin patogeenisyys

Clostridium perfringens on patogeeninen bakteeri, joka voi aiheuttaa pahoja infektioita
ihmisille ja elaimille. C. perfringens -bakteeri voidaan luokitella viiteen stereotyyppiin A,
B, C, D ja E niiden toksisuuden mukaan. [3, s. 233.]



C. perfringensin aiheuttama ruokamyrkytys johtuu yleensa tyypin A erittdmasta entero-
toksiinista. Ruokamyrkytyksen syyna on usein lihan tai lihatuotteen epatéydellinen kyp-
sentadminen, valmiiden ruokien pitkdkestoinen jaahdytys ja sailytys liian korkeassa lam-
potilassa seka tallaisen ruoan uudelleen l[Ammittaminen haaleaksi. Tyypilliset ruoka-
myrkytyksen oireet tulevat 7—-15 tunnin kuluessa ruoan syOmisesta. Téallaisia oireita
voivat olla kovat vatsakivut ja vatsan kouristelu. Ruokamyrkytyksesta toipuminen kes-
taa yleensa 2-3 paivaa. C. perfringens -bakteeri onkin Suomessa kolmanneksi yleisin

ruokamyrkytyksen aiheuttaja. [3, s. 233.]

C. perfringensin aiheuttaman infektiot voivat olla vakavia ihmisille, joiden immuniteetti
tai yleistila on heikentynyt. Erityisesti laitoshoidossa olevat vanhukset voivat saada
pitkittyneen ripulin ruoan tai ympariston kautta. Itiot itdvat ruoansulatuskanavassa sopi-

vissa olosuhteissa, jolloin bakteerit alkavat tuottaa tyypin A enterotoksiinia. [3, s. 233.]

Vakavaksi pehmytkudosinfektioksi voidaan luokitella C. perfringensin aiheuttama kivu-
lias kaasukuolio. Se etenee nopeasti ihonalaisiin kudoksiin ja lihaksiin aiheuttaen kuo-
liota ja kaasun muodostumista. Kaasukuolio tarvitsee kehittyakseen C. perfringens -
bakteerin sek& heikentyneen kudoshapetuksen, joka johtuu yleensa verenkierron heik-
koudesta. Infektio voi johtua pehmytkudosvamman tai kirurgisen toimenpiteen jalkiseu-
rauksena. Kaasukuolio voidaan tunnistaa infektioalueen muuttumisesta pronssinhar-
maaksi, lihaskudoksen kuoliosta ja kuplista, joihin on muodostunut vetya ja typpea.
Kaasukuolion diagnostiikassa kaytetaan hyvaksi myds gram-varjaysta. Infektio leviaa
nopeasti verenkiertoon, jolloin potilaan pelastaminen vaatii nopeita toimenpiteita. Kriitti-
simpia ovat muun muassa kuolleen kudoksen poisto kirurgisesti, antimikrobildakitys ja
ylipainehappihoito. Hoitamattomana tauti voi johtaa kuolemaan jopa muutamassa tun-
nissa. [6, s. 586.]

2.3 C. perfringens -bakteeri talousvedessa

C. perfringens -bakteereita esiintyy yleisesti ymparistossa seka ihmisten ja tasalam-
pdisten eldinten suolistossa. Nain ollen bakteerin esiintymistad vedessa pidetaan ulos-
teperaisen saastumisen indikaattorina. C. perfringens -bakteerin lepomuodossa esiin-
tyy itidita, jotka emosolun hajottua vapautuvat ympéristoon [7, s. 147]. Bakteerin ititt

ovat kokonsa puolesta pienia ja kestavat hyvin vaativia olosuhteita, kuten kuumuutta,



kemikaaleja, happamuutta ja sateilytysta. Ne voivat kulkeutua vesistoissa merkittavasti

kauemmin kuin varsinainen taudinaiheuttaja. [8, s. 8.]

Suurissa kaupungeissa talousveden lahteené kaytettava raakavesi on usein pintavetta,
joka puhdistetaan talousvedeksi vedenpuhdistuslaitoksilla. Esimerkiksi Helsingin seu-
dun talousvesi puhdistetaan Paijanteelta tulevasta raakavedesta Pitkakosken ja Van-
hakaupungin vedenpuhdistuslaitoksilla. Nailla laitoksilla puhdistus- ja desinfiointipro-
sessiin kuuluu kemiallinen saostus, pH:n nosto, otsonointi, hiilidioksidin sy6tto, aktiivi-

hiilisuodatus, desinfiointi UV-valon avulla ja klooraus. [9.]

C. perfringensin maaritys tehdaan yleensa vedenpuhdistuslaitokselta lahtevasta eli
puhdistetusta talousvedesta tai jakeluverkostosta. C. perfringens -bakteerin ja sen itidi-
den maarityksen avulla varmistetaan talousveden puhdistus- ja desinfiointik&sittelyjen
riittdva tehokkuus. [8, s. 8.]

Sosiaali- ja terveysministerion asetuksen 683/2017 mukaan talousveden laatusuositus
Clostridium perfringens -bakteerille on 0 pmy/100 ml itit mukaan lukien [10]. Tama
tarkoittaa sitg, ettd 100 ml:ssa talousvesinaytetta ei saa esiintya yhtaan C. perfringens -
bakteeria tai sen itiditd. Mikali tavoitetaso ylittyy, lisdselvitykset aloitetaan valittdmasti
syyn selvittamiseksi ja poistamiseksi. Verkostoa huuhdellaan ja/tai desinfioidaan ja
tarpeen vaatiessa tehdaéan tehoklooraus. Vedenpuhdistuslaitoksen puhdistus- ja desin-
fiointiprosessin tehostamista harkitaan, mikali talousvedesta loytyy C. perfringens -

bakteereita tai sen itidita. [8, s. 8.]

C. perfringens -bakteerin maarittdmisessa talousvesinaytteesta kaytetaan standardi-
menetelmaa tai direktiivissa kuvattua mPC-agar -menetelmaéd, joissa solut ja itiot maa-
ritetddn yhta aikaa. Tama tarkoittaa sitd, ettd bakteeria tai sen itidité ei voida erottaa
toisistaan pesakkeiden kasvun perusteella. Itidt pystyttaisiin erottamaan itse baktee-
risolusta kuumakasittelyn avulla, joka on kuvattu tyossa kaytettdvassa standardissa.
Naytteen kuumakasittelya ei kuitenkaan kayteta naissa menetelmissa, silla tuloksen
kannalta ei ole merkitystd, onko kasvanut pesake perdisin vegetatiivisesta solusta vai
itiosta. [8, s. 8.]



2.4 C. perfringens kalvosuodatusmenetelma SFS-EN 1SO 14189:2016

Suomen standardisoimisliitto SFS toimii Suomessa standardisoinnin keskusjarjestona.
Standardit on laadittu yhteisten toimintatapojen pohjaksi seka helpottamaan kuluttajien
ja viranomaisten toimintaa. Standardit takaavat sen, etta tuotteet, palvelut ja menetel-
mat sopivat kayttotarkoitukseensa ja toimivat luotettavasti niille tarkoitetuissa olosuh-
teissa. [11.]

ISO:n (International Organization for Standardization) tekninen komitea on laatinut
standardin ISO 14189:2013: “Water quality. Enumeration of Clostridium perfringens.
Method using membrane filtration”. CEN (European Committee for Standardization) on
hyvaksynyt sen eurooppalaiseksi standardiksi vuonna 2016. Suomen Standardisoimis-
liitto on kadantanyt standardin suomeksi, ja se on vahvistettu suomalaiseksi kansallisek-
si standardiksi. [2, s. 1-3.]

Standardissa kuvataan menetelman periaate, tarvittavat valineet, kasvualustat ja rea-
genssit, menetelméan suoritusosio seka tulosten ilmoittaminen yksityiskohtaisesti. Stan-
dardin liitteissd on kuvattu kasvualustojen ja reagenssien valmistusohjeet seké stan-

dardin luomisessa kaytetyt parametrit.

3 Mikrobiologisen menetelméan validointi ja verifiointi

3.1 Validointi

Validointi suoritetaan ennen uuden menetelman kayttddnottoa laboratoriossa. Vali-
doinnin tarkoitus on arvioida menetelméan ja laitteen soveltuvuutta, toimivuutta, luotet-

tavuutta, laatua ja tulosten oikeellisuutta [12, s. 1].

Laboratorioiden tulee kayttdad validoituja tutkimusmenetelmid, jotta voidaan varmistaa,
etta ne ovat kayttotarkoitukseensa sopivia. Validoinnilla varmennetaan, etta testin tu-
lokset tayttavat lain ja saannoksien vaatimukset. Jos laboratorio kehittda itse uuden
menetelman, se on validoitava ja dokumentoitava taydellisesti. Tutkittava analyysime-

netelmé ja sen kayttotarkoitus maarittavat validoinnin laajuuden. Uusi menetelma tai



laite voidaan ottaa kayttvon vasta sen jalkeen, kun validoinnin tulokset on hyvéaksytty.
[13,s.7]

Mikrobiologisten menetelmien validointi perustuu l&hinn& epavarmuustekijoiden ha-
vainnointiin ja niiden kuvaamiseen numeerisesti. Menetelmé&é validoitaessa tehd&éan
ennalta suunniteltuja testeja, joilla maaritetddn valittujen validointiparametrien arvot
tapauskohtaisesti. Tilastollisia menetelmid kayttamalla voidaan loytdd menetelman

kohdat, jotka ovat tulosten luotettavuuden kannalta kriittisia. [12, s. 1.]

Mikrobiologisen menetelman kelpoisuus osoitetaan suureilla, jotka kuvastavat mene-
telman luotettavuutta vertailuarvojen perusteella. Téllaisia suureita ovat muun muassa
oikeellisuus, toistettavuus, uusittavuus, maaritysraja, spesifisyys, herkkyys ja lineaari-
suus. [12,s. 1.]

3.2 Verifiointi

Laboratoriossa otetaan yleensa kayttoon valmiiksi standardisoituja ja muita yleisesti
kaytdssa olevia menetelmia. Suomen Standardisoimisliitto SFS suorittaa usein taydelli-
sen validoinnin, joka edellyttda laajoja laboratorioiden vélisia tutkimuksia. Kun laborato-
rio ottaa valmiiksi standardisoidun menetelma kayttdon, sen toimivuus osoitetaan kayt-
tokelpoiseksi verifioinnilla. Verifiointi on nain ollen suppeampi menettelytapa kuin vali-
dointi. Verifiointi tarkoittaa sitd, etta laboratorio varmistaa menetelman sopivuuden ja
osoittaa hallitsevansa kayttéonotettavan menetelméan. Laboratorio osoittaa verifioinnil-
la, ettd menetelma toimii ohjeen mukaan ja on yhteensopiva muiden laboratorioiden
kanssa. [12, s. 2; 13, s. 7-8.]

Menetelméa verifioitaessa laboratorio voi testata menetelman toimivuutta kvalitatiivi-
sesti eli laadullisesti ja kvantitatiivisesti eli maarallisesti. Kvalitatiivisen menetelman

osalta tarkastellaan, todettiinko analysoitava mikrobi. [12, s. 9-10.]

Kvantitatiivisessa menetelméassé tarkastellaan, vastaavatko tulokset ennalta tunnettuja
mikrobipitoisuuksia. Menetelmaa verifioidessa valitaan testattavat suureet, jotka méaari-
tetdan tapauskohtaisesti menetelméan luotettavuuden arvioimiseksi. Standardimenetel-
mien ja virallisten menetelmien verifiointi vaatii yleensa referenssimateriaalin, jossa

mikrobipitoisuus on tunnettu seka matriisin, jolla suodatettavia naytteita tutkitaan. Tu-



loksissa tulee ilmeta kaytetty referenssimateriaali, matriisit, tutkittu mikrobipitoisuus,
naytteiden maarad seka tutkimustulokset ja johtopaatokset. [12, s. 9-10.]

3.3 Mikrobiologisiin menetelmiin liittyva epavarmuus

Kemialliset ja mikrobiologiset menetelmét eroavat toisistaan merkittavasti. Kemiallises-
sa analytiikassa analyytti pyritddn erottamaan matriisista muun muassa liuottamalla,
uuttamalla tai saostamalla. Nain paastaan eroon mittausta hairitsevista tekijoista. Mik-
robiologiassa analyysia hairitsevista tekijoista kuten mikrobeista ja materiaaleista ei
paasta eroon. Analyytti erottuu vasta kasvualustalla, joka méaarittelee menetelméan spe-
sifisyyden. Spesifisyyteen vaikuttavia tekijoitd ovat liséksi kasvualustan koostumus ja
kasvatusolosuhteet. [12, s. 2.]

Mikrobiologiassa kvantitatiivista maaritystd varten ndyte laimennetaan sellaiselle pitoi-
suustasolle, jossa yksittdisista soluista muodostuneet pesakkeet on viela mahdollista
laskea. Tutkittavassa naytteessa solumdaara tulee olla kymmenista enintédn muuta-
maan sataan. Rinnakkaisissa analyyseissa pesakemaarat voivat vaihdella paljonkin
ilman, etta sita voidaan pitaa virheend. Nain ollen tasmallisesti oikean tuloksen eli oi-
keellisuuden maarittaminen on vaikeaa. Mikrobiologisen menetelméan oikeana tulokse-
na voidaan pitaa usean toiston keskiarvotuloksen ja referenssimateriaalissa ilmoitetun

todellisen arvon lahekkaisyytta. [12, s. 2—-3.]

Mikrobiologiassa epavarmuustekijoitéa ovat kiintean naytteen homogenointi, joka saat-
taa tuhota tutkittavat mikrobit naytteesta, tydntekijakohtaiset tyéskentelyerot, matriisin
ominaisuudet, mikrobiston luonne ja muut vaikeasti maariteltavat tekijat. Nama tekijat

aiheuttavat hajontaa samasta naytteesta tehtyihin rinnakkaismaarityksiin. [12, s. 3.]

3.4 Validointiin ja vefiriointiin liittyvia suureita

Validointiin ja verifiointiin liittyvia testattavia suureita tunnetaan useita ja niista [0ytyy

hieman toisistaan poikkeavia maéritelmia. [12, 13.]



3.4.1 Maaritysraja

Méaaritysraja on pienin pitoisuus tutkittavaa bakteeria, joka voidaan luotettavasti todeta.
Nestemaisia naytteita tutkittaessa maaritysrajana kaytetaan yleensa < 1 pmy/ml malja-
valutekniikalla tai < 10 pmy/ml pintalevitystekniikalla. Kiinteité naytteita tutkittaessa vas-
taavasti < 10 pmy/g maljavalutekniikalla tai < 100 pmy/g pintalevitystekniikalla. M&aari-
tysrajaa voidaan tarvittaessa alentaa lisaéamalla ndytemaaria seka rinnakkaisia mitta-
uksia. Menetelman selektiivisyys, spesifisyys ja mikrobin vahvuus vaikuttavat maaritys-
rajaan. [12, s. 8.]

3.4.2 Toistettavuus

Toistettavuus on tulosten valista yhtalaisyytta, jota voidaan testata kvalitatiivisesti tai
kvantitatiivisesti. Tulosten toistettavuutta voidaan arvioida, kun maarityksessa kayte-
tdan samanlaisia olosuhteita, samaa naytettd, samaa menetelmaa, tehdaan saman
henkilon toimesta, samoilla laitteitta, samassa laboratoriossa ja maaratyn aikavalin
sisélld. Toistettavuutta testataan yhden laborantin tekemien rinnakkaisnaytteiden avul-
la. [13, s. 31.]

3.4.3 Uusittavuus

Uusittavuus on tulosten vdlista yhtalaisyytta, kun maarityksessa muutetaan yhta tai
useampaa tekijaa. Tallaisia tekijoitd voivat olla muun muassa suodatuslaite, suoritus-
paikka, suorittaja ja maarityksen aikavali. Menetelman uusittavuutta voidaan arvioida
analysoimalla oikeita naytteita, vertailumateriaaleja tai osallistumalla vertailukokeisiin.
Kokonaishajonnalla voidaan kuvata menetelman uusittavuutta. Laboratorion sisaista
uusittavuutta voidaan testata pitkalla aikavalilla kayttden vertailumateriaalia tai valvon-

tanaytteitd. Keskihajonta lasketaan rinnakkaisten tulosten erotuksesta. [13, s. 32.]

3.4.4 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus kuvaa koetulosten vaihtelua, ja se méaaritellaan virherajojen avulla.
Kaikkiin menetelmiin liittyy epé&varmuustekijoita, jotka johtuvat muun muassa virheista
naytteenotossa, naytteen virheellisesta sailytyksesta, laitteista tai analyysin eri vaiheis-
sa tapahtuvasta epatarkkuudesta. Mikrobiologisessa méaaéarityksessé tuloksen mittaus-

epavarmuus riippuu mittaustuloksesta, joten epavarmuus arvioidaan erikseen kunkin
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tuloksen osalta. Laboratorion tekninen epévarmuus koostuu tilavuusmittausten, lai-
mennuskertoimen, tulosten laskennan sekéa pesékkeiden varmistuksen virheista. [13, s.
23-24.]

3.4.5 Suhteellinen oikeellisuus

Menetelmassa saatujen tulosten oikeellisuuden tutkiminen edellyttaa tietoja analysoita-
van mikrobin todellisesta pitoisuudesta. Oikeellisuutta voidaan maarittéa sertifioitujen
referenssimateriaalien avulla, joissa ilmoitettua pitoisuutta voidaan pitd& oikeana tulok-
sena. Mikrobiologisessa méaarityksessa tulosten oikeellisuutta ei pystytda varmuudella
maarittamaan, silla analyytit ovat elavdd materiaalia. Tasta syystd mikrobiologisessa
tutkimuksessa kaytetdan usein suhteellisen oikeellisuuden maaritelmaé. Se tarkoittaa
tulosten lahekkaisyytta ja vastaavuutta tutkittaessa samoja naytteita validoitavalla me-

netelmalla ja referenssimenetelmalla. [12, s. 27.]

3.4.6 Spesifisyys

Spesifisyys tarkoittaa kvalitatiivisen ja kvantitatiivisen menetelméan kykya l6ytaa tutkit-
tava mikrobi naytteessa olevista hdiritsevista tekijoista. Jos menetelma toteaa vain
analysoitavan mikrobin, sitd voidaan pitda taydellisen spesifisena. Kaytanndssa nain ei
kuitenkaan ole, vaan tyypilliset pesakkeet on opittava tunnistamaan analyysia héiritse-
vista pesakkeistd. Pesékkeiden tunnistamiseen kaytetaan varmistustesteja, joilla lopul-

linen tunnistaminen tapahtuu. [12, s. 8.]

3.4.7 Lineaarisuus

Lineaarisuus tarkoittaa kvantitatiivisen menetelman antamia tuloksia, jotka ovat suo-
raan verrannollisia mikrobipitoisuuteen naytteessa. Kun mikrobipitoisuus muuttuu, tu-
lokset muuttuvat samassa suhteessa. Yleensd mikrobiologisessa menetelméssa maini-

taan pienin ja suurin pesédkemaara, jolla tulos voidaan luotettavasti esittéda. [12, s. 8.]
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4 Menetelman kayttoonotto ja suoritus

4.1 Testattavien suureiden valinta

Verifiointia varten tehtiin suunnitelma (liite 1), johon valittiin yhdessé laboratorion edus-
tajan kanssa testattavat suureet. Suureiksi valittiin toistettavuus, uusittavuus, suhteelli-
nen oikeellisuus ja spesifisyys. Nailla suureilla verifioinnin katsottiin olevan riittavan

laaja yhdistyksen laboratoriolle.

Suureita analysoidaan Sveriges Livsmedelsverketin (SLV:n) jarjestamien vertailukokei-
den avulla, joissa mukana on Clostridium perfringens -bakteeri. Menetelméan verifioin-
tiin kaytettiin edellisen vuoden ampulleja, joiden tuloksiin voitiin verrata saatuja tuloksia.

Menetelman verifiointiin osallistui yhdistyksen mikrobiologian laboratorion henkilékunta.

4.2 Menetelmaohjeen teko laboratoriolle

Menetelman kayttdonoton ensimmainen vaihe oli menetelméaohjeen luominen standar-
din SFS-EN ISO 14189:2016 [2] pohjalta. Menetelméaohije (liite 2) kasittelee Clostridium
perfringens -bakteerin pesédkemaéran maarittamista kalvosuodatusmenetelmalld talo-
usvedesta otetuista naytteista. Kaytin menetelméohjeen tekemiseen yhdistyksen labo-

ratorion omaa tiedostopohjaa, jotta ohje vastaisi laboratoriossa vaadittua sisaltoa.

Menetelmaohjeessa on kuvattu kalvosuodatusmenetelmén periaate C. perfringes -
bakteerista. Ohjeessa on kerrottu menetelmassa kaytettavista laitteista ja valineista,
kasvualustoista ja reagensseista seka naytteenotosta ja sailytyksesta. Suoritus ja tulos-

ten ilmoittaminen on kuvattu ohjeessa tarkasti vaihe vaiheelta.

4.3 Tyossa kaytetyt bakteerit

Menetelman toimivuutta testattiin kvalitatiivisesti kylmakuivatun Clostridium perfringens
-bakteerikannan avulla ja sen jalkeen kvantitatiivisesti SLV:n ampullien avulla. SLV:n
ampulleja oli yhteensa kolme (taulukko 1), joista kahdessa oli sama pitoisuus C. per-
fringens -bakteeria ja yhdessa Clostridium bifermentans -bakteeria. C. perfringensia

siséltavat ampullit olivat vuodelta 2016 maaliskuun kierrokselta. C. bifermentans -
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bakteeria sisaltava ampulli oli 2017 maaliskuun kierrokselta. Ampulleissa tiedettiin ole-
van myos E. coli -bakteereita seka koliformisia ja heterotrofisia bakteereita.

Ampulli, joka sisélsi C. bifermentans -bakteeria, valittiin vertailukohteeksi, silla se kas-
vaa TSC-agar-alustalla samalla tavalla kuin C. perfringens, mutta antaa negatiivisen

tuloksen happaman fosfataasin osoittamassa varmistustestissa.

Taulukko 1. SLV:n ampullit

Suodatettu

Sisaltaa Pitoisuus (pmy/100 ml) Kierros Bakteeriseos (pvm)
C. perfringens 33-610 March 2016 C 15.5.2017
C. perfringens 33-610 March 2016 C 10.1.2018
C. bifermentans 69-5600 March 2017 B 10.1.2018

4.4 Kvalitatiivisen naytteen valmistus ja laimennus

Kvalitatiivinen menetelmén toimivuuden testaus tehtiin kylmakuivatun C. perfringens -
bakteerikannan avulla, jossa bakteerin pitoisuutta ei tunneta. Testaus aloitettiin baktee-
rikannan elvyttamiselld ja viljelemalla sita veriagar-maljalle pintalevitystekniikalla. Malja

laitettiin kasvamaan anaerobisiin olosuhteisiin 36 °C:n lampdétilaan 24 tunnin ajaksi.

Inkuboinnin jalkeen valmistettiin bakteerisuspensio, johon siirrostettiin 1 ul:n siirrostus-
silmukalla C. perfringens -bakteeria, E. coli -bakteeria seké B. cereus -bakteeria. Talla
bakteerisekoituksella haluttiin testata menetelmén spesifisyyttd. Suspensiossa kaytet-
tiin 90 ml peptonisuolaliuosta. Laimennussarja 10"-107 tehtiin 9 ml peptonisuolaliuosta
sisaltaviin steriileihin koeputkiin (kuva 2). Jokaisesta laimennuksesta suodatettiin 1 ml

suodatinkalvolle.



1 ml { ml

9 ml

90 ml

1 ml

9 ml

Sundams 1 ml

Kuva 2. Laimennussarja kylmékuivatusta bakteerikannasta

4.5 Kvantitatiivisten naytteiden laimennussarjat

9 mil
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Kvantitatiiviseen menetelmén testaukseen kaytettiin kolmea SLV:n ampullia. Ensim-

maisen suodatuksen suoritti tekija 1 toukokuussa 2017 ampullista, joka sisélsi C. per-

fringens -bakteeria. Suodatettavat tilavuudet valittiin vaihteluvéalin perusteella, joka oli

ilmoitettu olevan 33—610 pmy/100 ml. Ampulli liuotettiin 800 ml:aan peptonisuolaliuosta

ohjeiden mukaisesti. Suodatinkalvoille suodatettiin tilavuudet 100 ml, 10 ml ja 1 ml,

joista tehtiin myos rinnakkaiset maaritykset (kuva 3).
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800
ml

100 ml 10 mil 1mi

/D C—3 C=
=T =1 =

Kuva 3. Laimennussarja ampullista March 2016 C. Suodatuksen on tehnyt tekija 1 15.5.2017.

Toinen suodatus tehtiin tammikuussa 2018 kahdesta ampullista, jotta saatiin menetel-
man spesifisyyteen vertailukelpoisia tuloksia. Ampullit olivat vuoden 2016 ja 2017 maa-

liskuun kierroksilta.

Vuoden 2016 ampulli sisélsi saman pitoisuuden C. perfringens -bakteeria kuin ensim-
maisesséa suodatuksessa oleva eli 33—610 pmy/100 ml. Vuoden 2017 ampulli piti sisal-
l[&&n 69-5600 pmy/100 ml C. bifermentans -bakteeria. Ampullit liuotettiin steriileihin 800
ml peptonisuolaliuosta siséltaviin lasipulloihin ohjeiden mukaisesti. Suodatukset tehtiin
kolmen tekijan kesken. Vuoden 2016 ampullista suodatetut tilavuudet ndkyvat kuvassa

4 ja vuoden 2017 ampullista suodatetut tilavuudet kuvassa 5.
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800
ml

100 ml 10 mi 1ml 10 mi 10 mi

=2 B2 B e B2
—
—

Tekija 1 Tekija 2 Tekija 3

Kuva 4. Laimennussarja ampullista March 2016 C. Suodatukseen osallistui kolme tekijaa.

A

800
ml

Tekija 1 Tekija 2 Tekija 3

Kuva 5. Laimennussarja ampullista March 2017 B. Suodatukseen osallistui 3 tekijaa.
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4.6 Suodatus ja inkubointi

Naytteet suodatettiin steriloidulla suodatinsuppilolla suodatinkalvolle, jonka huokoskoko
oli 0,45 um. Mikali suodatettava tilavuus oli alle 20 ml, suodatinsuppilon pohjalle lisattiin
steriilia peptonisuolaliuosta ennen naytteen lisdamista, jotta bakteerit jakautuvat tasai-
sesti kalvolle. Kalvo siirrettiin aseptisesti TSC-agar-maljalle niin, etta kalvon alle ei saa-
nut jaada ilmakuplia. Samasta naytteesta voitiin suodattaa laimeimmasta pitoisuudesta
suurimpaan pitoisuuteen samalla suodatinsuppilolla ilman suodatinsuppilon sterilointia
naytteiden valisséd. Maljat laitettiin inkuboitumaan anaerobisesti 44+1 °C:n |Ampdtilaan
21+3 tunnin ajaksi.

C. perfringens -bakteeria maarittdessad kaytetddn tyypillisesti tryptoorisulfiittisyk-
loseriiniagaria eli TSC-agaria, joka luo optimaaliset olosuhteet bakteerin kasvulle. Pe-
sakkeet, jotka tuottavat rikkivetya, muuttuvat maljalla tummiksi sulfiitin pelkistyessa
sulfidiksi ja raudan suolojen reagoidessa sulfidien kanssa [14, s. 428]. TSC-agar val-
mistettiin valmistajan antamien ohjeiden mukaisesti (Perfringens agar base CM0587,
Oxoid).

Anaerobiseen inkubointiin kaytettiin kahta eri menetelmaa, joilla saatiin luotua hapet-
tomat olosuhteet bakteerin kasvua varten. Yhden bakteerimaljan inkuboimiseen kaytet-
tiin anaerobipussia (kuva 6) (Microbiology Anaerocult P 113807, Merck), johon laitettiin
maljan lisdksi kehitin, 3 ml steriilia vetta ja inkubointinauha (Mikrobiologie Anaerotest
115112, Merck).
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Kuva 6. Puhdasviljelma veriagar-maljalla inkuboinnin jéalkeen anaerobipussissa

Usean maljan inkubointiin kaytettiin kaasukammiota, johon laitettiin suurempi kehitin
(Microbiology Anaerocult A 113829, Merck), 35 ml steriilia vetta ja inkubointinauha (ku-
va 7). Molemmat menetelmét osoittautuivat toimiviksi inkubointinauhan perusteella,
jonka sininen paa muuttui valkoiseksi anaerobisten olosuhteiden vallitessa. Inkubointi-
nauhan varieron voi huomata vertaamalla kuvia 6 ja 7, jotka on otettu ennen inkuboin-

tia ja sen jalkeen.



Kuva 7.

Suodatetut naytteet kaasukammiossa ennen inkubointia
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4.7 Maljojen lukeminen

Anaerobisen inkuboinnin jalkeen tarkistettiin, kasvaako TSC-agar-maljalla C. perfrin-
gens -bakteerille tyypillisia pesakkeitd. Pesakkeet tuli laskea 30 minuutin kuluessa in-
kuboinnin lopettamisesta, silla pesakkeille tyypillinen musta véri haalistuu nopeasti.

Maljalta laskettiin kaikki pesakkeet, jotka olivat véarin haaleudesta riippumatta mustia,

harmaita tai keltaruskeita (kuva 8).

Kuva 8. C. perfringens -pesakkeita TSC-agarilla
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4.8 Varmistus

Pesédkkeiden varmistus oli kaksivaiheinen, johon kuului jatkoviljely ja hapan fosfataasi -
testi. Jatkoviljelya varten TSC-agar-maljalta otettiin standardin mukaan vahintaan 10
satunnaisesti valittua pesaketta. Mikali maljalla kasvoi alle 10 pesakettd, kaikki pesak-
keet oli varmistettava. Valitsin poikkeuksellisesti vain viisi peséketta jokaiselta maljalta,
jotta laboratoriolta saastyy resursseja myohempia tutkimuksia varten. Maljalta pyrittiin
valitsemaan kaiken tyyppisia pesakkeitd. Pesakkeista tehtiin puhdasviljelma veriagar-

maljalle, jota inkuboitiin anaerobisesti 36+2 °C:n lampdtilassa 21+3 tunnin ajan.

Hapan fosfataasi -testi tehtiin veriagar-maljalla kasvaneista pesakkeista. Tutkittavaa
peséketta levitettiin suodatinpaperille ja sen paalle tiputettiin kolme pisaraa happaman
fosfataasin osoittavaa reagenssia. Pesdkkeen vari muuttui muutaman minuutin sisalla
tummanpunaiseksi, mik& on osoitus positiivisesta reaktiosta. Negatiivisena kontrollina

kaytin E.colia, joka ei muuttanut reaktiossa varidan (kuva 9).

Kuva 9. Hapan fosfataasi -testi suodatinpaperilla
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5 Verifioinnin tulokset

5.1 Kvalitatiivinen tulos

Kvalitatiivinen tulos saatiin kylmakuivatusta C. perfringens -bakteerikannasta, jolla ha-
luttiin testata menetelm&aohjeen toimivuutta. Kvalitatiivisesti tutkittavasta naytteesta
laskin TSC-agar-maljalta 189 alustavaa pesaketté laimeimmasta laimennoksesta 107,
Valitsin varmistustestiin viisi pesaketta maljalta, joista kaikki pesékkeet antoivat positii-
visen tuloksen. Laskin tuloksen varmistuneiden pesdkkeiden laskentakaavalla, jolla
saatiin laskettua lopullinen tulos.

%4
Lopullinen tulos (pmy/100 ml) = N A-L,

jossa V on varmistuneiden pesakkeiden lukumaaré, N on tutkittujen pesakkeiden luku-

maara, A on alustava pesakeluku ja L on laimennuskerroin.

Lopullinen tulos laskettiin sijoittamalla arvot edella mainittuun kaavaan.
5
=+ 189-100 = 18900 pmy/100 ml

Lopulliseksi tulokseksi 107 laimennoksessa tuli 18900 pmy/100 ml, joka osoittaa sen,
ettd menetelmdohjeen mukaan suoritettu menetelma toimii ja C. perfringens -bakteeri

pystyttiin toteamaan.

5.2 Kvantitatiivinen tulos

Kvantitatiivisia tuloksia tarkasteltiin toistettavuuden, uusittavuuden, suhteellisen oikeel-
lisuuden ja spesifisyyden avulla. Tutkittavana naytteend kaytettiin kolmea SLV:n am-
pullia, joiden tuloksia vertailtin keskenaan. Ampullista March 2016 C luotettavimmat
tulokset saatiin 10 ml:n laimennoksesta. Taulukossa 2 on listattu tulokset myds 100
ml:n ja 1 ml:n tuloksista. 100 ml:n tuloksia ei pystytty laskemaan maljoilta, silla pesak-
keiden kasvu oli liilan tihea. 1 ml:n tulosta voidaan pitdd epéluotettavana, silla optimaa-

linen tulos katsotaan olevan valilla 20-200 pmy. Taulukosta 2 10 ml:n laimennuksista
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voidaan laskea keskiarvo, joka on 600 pmy/100 ml. Tulos on hyvéksyttava, silla ampul-

lissa ilmoitettu hyvaksymisraja on 33-610 pmy/100 ml.

Taulukko 2. Kuvan 3 laimennussarjan tulokset.

Suodatettu 15.5.2017

Ampulli | Tilavuus (ml) Laskettu (pmy) Tulos (pmy/100 ml)
100 Ei laskettavissa -
SLV 100 Ei laskettavissa -
March 10 68 680
2016 10 52 520
C 8 800
5 500

5.2.1 Toistettavuus

Toistettavuutta arvioitiin yhden henkilon tekemista rinnakkaisista suodatuksista, jotka

on tehty samasta naytteesta lyhyen aikavalin sisélla. Toistettavuuden maarittamiseen

valittiin ampullit March 2016 C, jonka suodatus tehtiin toukokuussa 2017 (taulukko 3) ja

tammikuussa 2018 (taulukko 4) tekijan 1 toimesta. Taulukossa 3 ja 4 suodatettava tila-

vuus oli rinnakkaisnaytteissa 10 ml, joista varmistetut pesakkeet on ilmoitettu 100 ml

kohden.

Toistettavuutta maaritettiin variaatiokertoimella CV % (Coefficient of variation). Variaa-

tiokerroin kuvaa tulosten valista vaihtelua prosentteina.

S
CV%=—
% ka

- 100,

jossa s on tulosten keskihajonta ja ka on tulosten keskiarvo.



Taulukko 3. Ampullin March 2016 C suodatuksen tulokset 15.5.2017.

Suodatettu 15.5.2017
Ampulli Tilavuus (ml) | Tulos (pmy/100 ml)
SLV 10 680
March 2016 C 10 520
ka 600
s 80
CV % 13
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Ampullissa ilmoitettu variaatiokerroin CV % on varmistetulle Clostridium perfringens -

bakteerille 33 %. Tulos on hyvaksyttava, mikali CV % on < 33 %.

Toukokuussa suodatetusta ndytteesta variaatiokertoimeksi saatiin 13 %, joka on am-

pullissa ilmoitetun maksimirajan 33 % alapuolella.

Taulukko 4. Ampullin March 2016 C suodatuksen tulokset 10.1.2018.

Suodatettu 10.1.2018

Ampulli | Tilavuus (ml) Tulos (pmy/100 ml)

SLV 10 280

March 10 340

2016 C 10 340

ka 320

s 28

CV % 8,8

Tammikuussa suodatetusta naytteesta laskettu CV % on 8,8 %, joka huomattavasti

sallitun maksimirajan alapuolella.

Kummankin ampullin osalta toistettavuutta voidaan pitdd hyvaksyttavana.
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5.2.2 Uusittavuus pitkalla aikavalilla

Uusittavuutta maaritettiin kahdella vastaavanlaisella ampullilla, joissa oli C. perfringens
-bakteeria. Tekija 1 maaritti uusittavuutta pitkalla aikavalilla toukokuussa 2017 (tauluk-
ko 3) ja tammikuussa 2018 (taulukko 4).

Uusittavuutta kahden ampullin valilla maaritettiin yhdistetylla variaatiokertoimella, jossa
ampullien CV % tuloksista lasketaan keskiarvo. Keskiarvo maaritetaan taulukoiden 3 ja
4 variaatiokertoimista.

13+ 8,8
Yhdistetty CV % = % =109% = 11%

Kahden ampullin yhdistetyksi variaatiokertoimeksi saatiin 11 %. Uusittavuus kahden
saman pitoisuuden siséltaman ampullin valilla oli hyvéksyttava, silla se alitti maksimiar-
von 33 %.

5.2.3 Uusittavuus eri tekijoiden kesken

Uusittavuutta méaaritettiin kolmen eri tekijan kesken samasta naytteesta lyhyella aikava-
lilla. Suodatuksessa kaytettiin SLV:n March 2016 C -ampullia, josta luotettavimmat tu-
lokset saatiin 10 ml:n laimennuksesta. Eri tekijoiden valistad uusittavuutta tutkitaan vari-

aatiokertoimella CV %. Eri tekijdiden vélinen CV % on laskettu taulukossa 5.

Taulukko 5. Ampullista March 2016 C suodatukset kolmen eri tekijan kesken.

Suodatettu 10.1.2018

Ampulli | Tekija | Tilavuus (ml) Tulos (pmy/100 ml)

1 10 280

SLV 1 10 340

March 1 10 340

2016 C 2 10 360

3 10 380

ka 340

s 33

CV % 9,8
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Variaatiokertoimeksi saatiin 9,8 %, joka on ampullissa ilmoitetun 33 % alapuolella. Uu-
sittavuutta eri tekijoiden kesken samasta naytteesta voidaan pitda hyvana.

5.2.4 Suhteellinen oikeellisuus

Suhteellinen oikeellisuus maaritettiin vertaamalla laboratorion keskiarvotulosta muiden
laboratorioiden saamiin tuloksiin. Tulokset saatiin tammikuussa suodatetusta March
2016 C -ampullista, jotka on kuvattu taulukossa 5. Laboratorion eri tekijoiden keskiar-
votulos ka on 340 pmy/100 ml.

Oikeellisuutta voidaan mitata z-arvon avulla, jolloin vertailumittaukseen osallistuneiden
laboratorioiden tuloksia verrataan keskenaan. Taulukossa 6 esitetddn laboratorion tu-

los verrattuna muiden laboratorioiden tuloksiin.

Tutkimuksen onnistumista ja suhteellista oikeellisuutta arvioidaan z-arvojen ja normaa-
liarvojen avulla. Tulos saatiin laskettua sijoittamalla laboratorion keskiarvotulos tauluk-

koon 6, josta laskettiin z-arvo.

x—-%
z=—"7
s

jossa x on vertailumittauksesta saatu mittaustulos, X on asetettu vertailuarvo ja s on

keskihajonnan tavoitearvo.

Tuloksen katsotaan olevan hyvaksyttava kun |z | < 2, arveluttava kun 2 < |z | < 3ja
hylattava kun | z | > 3 [15,s.72].

Taulukko 6. Laboratorion tulosten vertaaminen muiden laboratorioiden tuloksiin z-arvon avulla.

Tulos Tulosten lkm
(pmyi100 | (laboratoriciden | Hyvdksy- | Tulosten | Tulosten
Matriisi mil) osallistumis lkm) | misrajat | mediaani mean | CV% x X 8 z
March 2016 C alustava
C. perfringens 40 47 33...610 370 33 27 | 1544 [ 17,65 [478 ] 0,16

March 2016 C varmistunut
C. perfringens 340 39 33._610 270 254 33 | 1544 (1594 (532 | 0,47
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Laskettu z-arvo alustavalle C. perfringens -bakteerin tulokselle on 0,16 ja varmistetulle
C. perfringens -bakteerille 0,47. Nain ollen suhteellisen oikeellisuuden katsotaan ole-
van hyvaksyttava silla | z | < 2. Mikali laboratorio olisi osallistunut naihin vertailumitta-

uksiin, se olisi menestynyt.

5.2.5 Spesifisyys

Menetelmassa kaytettavan TSC-agarin selektiivisyytta C. perfringens -bakteerille tutkit-
tiin kvalitatiivisessa kokeessa bakteerisuspensioilla, jossa hdiritsevind kantoina kaytet-
tiin E. coli- ja B. cereus -bakteereita. Inkuboinnin jalkeen maljalla kasvoi vain C. per-
fringens -bakteerille tyypillisia pesakkeita (kuva 8). Varmistustestissa maljalta valittiin
kaiken tyyppisid pesékkeitd, jotka varmistuivat C. perfringens -bakteereiksi. Todettiin,
ettd menetelma I6ysi tutkittavat mikrobit naytteen hairitsevista tekijoista huolimatta.

Varmistustestissa kaytettiin kolmesta ampullista suodatettuja maljoja, joista kahdessa
tiedettiin olevan C. perfringens -bakteeria ja yhdessé C. bifermentans -bakteeria. Naméa
klostridit kasvavat TCS-agar maljalla samanné&koisind pesékkeind, joten ne voidaan
erottaa toisistaan vain happaman fosfataasin osoittavalla testilld. Hapan fosfataasi -
testiin valittiin alustavista pesakkeista viisi niilta maljoilta, joissa pesakemaéara oli 20—

200 tulosten luotettavuuden perusteella.

Hapan fosfataasi -testin tuloksista laskettiin lopullinen C. perfringens -bakteerin tulos,
joka ilmoitettiin 200 ml kohden. Lopullinen tulos laskettiin varmistuneiden pesakkeiden

laskentakaavalla. Tulokset on esitetty taulukossa 7.



27

Taulukko 7. Hapan fosfataasi -testin tulokset kolmella eri ampullilla

Laimennus | Alustavat | Pesdke | Hapan | Lopullinen tulos
Pvm Ampulli (ml) (pmy) nro. |fosfataasi| (pmy/100 ml)
1 +
March 2 +
17.5.2017 | 2016 C 10 52 3 + 520
4 +
5 +
1 +
March 2 +
12.1.2018 | 2016 C 10 34 3 + 340
4 +
5 +
1 -
March 2 -
12.1.2018 | 2017 B 1 26 3 - 0
4 -
5 -

Hapan fosfataasi -testissa kahdesta ampullista pesékkeet varmistuivat positiivisiksi ja
yhdesta negatiivisiksi. Tulos oli odotettavissa, silld tiedettiin ennalta, ettd March 2017 B
-ampullissa on C. bifermentans -bakteeria. Voidaan todeta, etta hapan fosfataasi -testi

on taydellisen spesifinen tutkittavalle mikrobille.



28

6 Johtopaatdkset ja pohdinta

Opinnaytetyodn tarkoituksena oli verifioida laboratoriolle kalvosuodatusmenetelma, jolla
voidaan maarittdd Clostridium perfringens -bakteeria talousvesista. Tyohon kuului me-
netelméohjeen teko laboratoriolle sopivaksi. Tama menetelméaohje todettiin toimivaksi

useiden maaritysten avulla.

Menetelm&ohjeen toimivuus osoitettiin kvalitatiivisella testauksella, jossa tutkittavana
mikrobina kaytettiin kylmékuivattua C. perfringens -bakteerikantaa seka hairitsevina
tekijoin& E. coli- ja B. cereus -bakteerikantoja. Testauksen tulos osoitti, ettd tutkittava
bakteeri todettiin ja menetelma toimii ohjeen mukaisesti.

Menetelman verifioimiseksi valitut suureet: toistettavuus, uusittavuus, suhteellinen oi-
keellisuus ja spesifisyys antoivat erinomaisia tuloksia. N&ita suureita tarkasteltiin SLV:n
vertailukokeen avulla, jossa analysoitavan bakteerin pitoisuus ampulleissa oli ennalta
tiedossa. Toistettavuus ja uusittavuus sekd saman tekijan tekemana eri aikoina etta
kolmen eri tekijan valilla oli erittdin hyva, silla variaatiokerroin jai selvasti hyvaksymisra-
jan sisalle. Nain ollen menetelmalla saadut tulokset eivat ole riippuvaisia suoritusker-
rasta tai tekijastd. Uusittavuuden osalta kahden ampullin pesakemaéaarissa oli lahes
kaksinkertainen ero. Mikrobiologiassa tulokset voivat kuitenkin vaihdella suuresti ilman,
ettd sitd pidetaan virheena. Verrattaessa omaa tulosta eri laboratorioiden tuloksiin suh-
teellinen oikeellisuus oli hyvéksyttavalla tasolla. Menetelman spesifisyys osoitettiin

varmistustestilla taydellisen spesifiseksi.

Verifioinnissa saadut tulokset osoittivat menetelman toimivaksi, mutta tulosten luotetta-
vuutta olisi voitu lisata tekemalla enemman rinnakkaisia suodatuksia ja laskemalla niita
rinnakkain monen eri lukijan kesken. Suunnitteluvaiheessa (Liite 1) olisi voinut tarkem-
min kuvata suodatusten maarda ja tulosten esittamista. Lisaksi maaritysraja, mittaus-

epavarmuus ja lineaarisuus olisi voitu suunnitella tehtavaksi.

Mittauksen epavarmuustekijoind voidaan pitdd bakteerin anaerobisuutta, naytteenoton
ja maarityksen aikavalid, pesakkeiden riittdvan nopeaa laskentaa ja kasvualustan sai-
lyvyytta. C. perfringens -bakteerin tiedetdan olevan herkka hapelle, joten ndytteenoton
ja maarityksen aikavéli ei saa ylittaa 18 tuntia. Menetelmassa kuvattuja kasittelyaikoja

tulee noudattaa, jotta tutkimusta voidaan pitéda luotettavana.
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Menetelma todettiin toimivaksi, ja verifiointi on valmis laboratorion arvioitavaksi. Labo-
ratorio arvioi jatkossa otetaanko menetelméa kayttoon ja akkreditoidaanko se. P&a&atok-
seen vaikuttaa taloudellisuus ja kannattavuus, silla naytteita laboratoriolle tulee melko
vahan ja menetelma on melko ty6las toteuttaa. Tulosten luotettavuus on tdman hetki-
sessa tilanteessa arveluttava, silla naytteiden kasittelyyn menee aikaa yli 24 tuntia, kun
se lahetetdan toiseen laboratorioon tutkittavaksi.

On erittain tarkeaa pystya toteamaan C. perfringens -bakteeri talousvedesta luotetta-
vasti, jotta sdastytaan mahdollisilta epidemioilta. Yksikin pesake voi kertoa ulosteperai-

sestd saastumisesta, ja syy on aina selvitettava.
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VERIFIOINTISUUNNITELMA,

CLOSTRIDIUM PERFRINGENSIN MAARITTAMINEN KVANTITATIIVISESTI,
SFS-EN ISO 14189:2016

Tarkoituksena on validoida laboratoriolle uusi menetelmd, jolla voidaan maarittda
Clostridium perfringens -bakteerin esiintymista vesissd. Menetelmaohje luodaan stan-
dardin SFS-EN ISO 14189:2016 pohjalta.

Menetelmaa varten tilataan uusia reagensseja ja tarvikkeita ammattilaisen toimesta.
Tyon suoritus voidaan aloittaa vasta tarvikkeiden saavuttua. Menetelméassa kaytetaan

muuten tavanomaisia mikrobiologian valineita.

Tyon suoritus aloitetaan TSC-agarin (tryptoosisulfiittisykloseriiniagar) valmistamisesta
ja Clostridium perfringens -bakteerin elvyttamisestd. Pesakkeestd tehdaan laimennos-
sarja, josta suodatetaan haluttu tilavuus kalvolle kalvosuodatusmenetelmalld. Kalvoa
inkuboidaan valikoivan agarkasvualustan (TSC:n) paalla anaerobisesti (44 = 1) °C:n
lampédtilassa (21 £ 3) tunnin ajan. C. perfringens muodostaa yleensa mustia, harmaita
tai keltaruskeita pesékkeita sulfiitin pelkistyessa sulfidiksi, joka reagoi kasvualustassa
olevan rautapitoisen suolan kanssa. Tyypilliset pesdkkeet lasketaan, minka jalkeen

tehdaan varmistustestit.

Menetelm& voidaan osoittaa toimivaksi tilattavan ampullin avulla, jossa bakteerin pitoi-

suus tunnetaan.

Mikali aikatauluun sopii, tehdaan SLV:n vertailukoe, johon osallistuu kolme eri henkil6a.
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Testattavat suureet:

Toistettavuutta testataan rinnakkaisnaytteiden avulla (saman henkilon rinnakkaiset

naytteet).

Uusittavuutta testataan eri laboranttien suorittamien analyysien yhteensopivuudella.

Oikeellisuutta tutkitaan tulosten keskiarvon yhtapitéavyydella todellisen tai hyvéaksytyn

arvon kanssa (onnistuminen vertailukokeissa).

Spesifisyytta tutkitaan elatusaineen ja varmistustestin osalta.



Liite 2
1(8)

Veden laatu. Clostridium perfringensin pesakemaaran maarittaminen. Kal-

vosuodatusmenetelma.

1 YLEISTA

Clostridium perfringens tiedetdan yleisesti tarkeadksi ulosteperdisen saastumisen indi-
kaattoriksi. Naméa gram-positiiviset bakteerit muodostavat eldinten ja ihmisten suolisto-
kanavassa itiditd, jotka kestavat kuumennusta paremmin kuin kasvulliset solut. C. per-
fringens esiintyy suolistossa seké itidina, ettd kasvullisina soluina. Itidita havaitaan
myds ymparistonaytteissa. C. perfringens -itit sailyvat vedessa kuukausia eli paljon
kauemmin kuin kasvulliset ulosteperaiset indikaattoribakteerit, joten itididen esiintymi-
nen voi ilmentda kaukaista tai ajoittaista ulosteperaista saastumista. C. perfringensin
esiintymisen seuranta on osoittautunut hyddylliseksi vesivarojen laadun arvioinnissa ja
vedenkasittelyn vaiheiden tarkistuksessa, kun arvioidaan kasittelylaitoksen toimintaa.

Tavanomaiset desinfiointimenettelyt (esim. klooraus) eivat aina inaktivoi naita itiéita.

1.1 Soveltamisala

Tassd menetelméohjeessa maaritelladn kalvosuodatusmenetelmd, jolla maaritetédan
Clostridium perfringensin kasvullisten solujen ja itididen lukum&éaré talousvedesta ote-
tuista naytteistd. Menetelmaa voidaan soveltaa kaikentyyppisiin vesinaytteisiin, paitsi

sellaisiin, jotka sisaltavat suodatusta haittaavia hiukkasia tai kolloidista ainetta.

1.2 Velvoittavat viittaukset

Tassa asiakirjassa viitataan seuraaviin asiakirjoihin tai niiden osiin, jotka ovat valtta-
mattomia, jotta taté asiakirjaa voidaan kayttaa. Jos viittaus on paivétty, tata asiakirjaa
koskee vain siind mainittu painos. Jos viittaus on paivaamaton, sovelletaan sen vii-

meisinta painosta seka muutoksia.

ISO 8199%), Water quality — General guidance on the enumeration of micro-organisms

by culture.
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ISO/TS 11133-1, Microbiology of food and animal feeding stuffs — Guidelines on
preparation and production of culture media — Part 1: General guidelines on quality
assurance for the preparation of culture media in the laboratory.

ISO 194582), Water quality — Sampling for microbiological analysis.

ISO/IEC Guide 2:2004, Standardization and related activities — General vocabulary.

1.3 Termit ja maaritelmat

Alustavat Clostridium perfringensit ovat bakteereja, jotka tuottavat vaihtelevan savyisia
mustia, harmaita tai keltaruskeita peséakkeitd tryptoosisulfiittisykloseriiniagarilla, kun
niitd inkuboidaan (44 + 1) °C:ssa (21 + 3) tunnin ajan.

HUOM. Toisin kuin suoraan agaralustalla kasvavat pesakkeet, kalvolla kasvavat pesékkeet
eivat aina mustu selvasti, joten myos vaaleansavyiset pesékkeet otetaan huomioon laskennas-

sa.

Varmistetut Clostridium perfringensit ovat bakteereja, jotka tuottavat tyypillisia pesak-
keita tryptoosisulfiittisykloseriiniagarissa ja joilla on hapan fosfataasientsyymi.

1.4 Periaate

Mitattu naytetilavuus tai naytteen laimennos suodatetaan kalvolle, jonka huokoskoko
(0,45 um) on riittava pidattamaan klostridi-itiditd. Kalvoa inkuboidaan valikoivan tai erot-
televan agar-kasvualustan (tryptoosisulfiittisykloseriiniagar) paalla anaerobisesti (44 +
1) °C:n lampdtilassa (21 = 3) tunnin ajan. C. perfringens muodostaa yleensa mustia,
harmaita tai keltaruskeita pesékkeita sulfiitin pelkistyessa sulfidiksi, joka reagoi kasvu-
alustassa olevan rautapitoisen suolan kanssa. Tyypilliset pesékkeet lasketaan, minka
jalkeen tehddan varmistustestit. Tulos lasketaan pesakkeiden lukumaardnd naytteen

tilavuutta kohti.

HUOM. 1. Kasvualusta sisaltdd sykloseriinid valikoivana aineena, joka estéda Bacillus-suvun

lajien kasvun.

HUOM. 2. Inkubointi 44 °C:ssa parantaa testauksen selektiivisyytta C. perfringensin suhteen.
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2 LAITTEET JA VALINEET

Vélineet steriloidaan standardin ISO 8199 mukaisesti, paitsi jos kyseessé ovat steriilei-
na toimitetut kertakayttoiset lasi- tai muoviastiat. Kaytetadén tavanomaisia mikrobiologi-
an vélineita ja erityisesti seuraavia valineita:

1. Kalvosuodatuslaitteisto, joka on standardin ISO 8199 mukainen.

2. Steriileja suodatussuppiloita. Laitteisto, jossa on kolme suppiloa. Suppiloissa on
merkit 100 ja 50 ml kohdissa. Metalliset suppilot liekitetddn ennen kayttéa ja
naytteiden valilla.

3. Steriilejd kalvosuodattimia, joiden ilmoitettu huokoskoko on 0,45 pm. Kal-
vosuodattimien laatu saattaa vaihdella eri merkkien valilla ja jopa erasta toi-
seen. Taman vuoksi on suositeltavaa tarkistaa niiden laatu séanndllisesti.

4. Lampokaapit, jonka lampdétilaksi voidaan asettaa (36 + 2) °C ja (44 £ 1) °C.

5. Autoklaavi, jonka lampétilaksi voidaan asettaa (121 + 3) °C.

6. Steriilit pinsetit.

7. Anaerobisia astioita tai vastaavia valineita.

8. Anaerobinen kaasugeneraattori, jolla tuotetaan kaasuseos, joka sisaltda noin
90 % vetya ja 10 % hiilidioksidia.
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3 KASVUALUSTAT JA REAGENSSIT

Elatusaine valmistetaan elatusainerekisterissé annettujen ohjeiden mukaisesti.
Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd kaupallisesti saatavilla olevia valmiita kuivatettuja
kasvualustoja ja reagensseja, jotka valmistetaan ja joita kaytetdan valmistajan ohjeiden

mukaisesti. Muita kemikaalilaatuja voidaan kayttaa, mikali niiden voidaan osoittaa an-

tavan samoja tuloksia.

3.1 Tryptoosisulfiittisykloseriiniagar (TSC-agar)
3.2 Veriagar tai muu sopiva ravintoagar esimerkiksi tryptonisoija-agar
3.3 Happaman fosfataasin osoittava reagenssi

HUOM. 1. Reagenssi on myrkyllista ja voi aiheuttaa sytpéaa.

4 NAYTTEIDEN OTTO JA SAILYTYS

4.1 Naytteenotto

Naytteenotto-ohjeet mikrobiologista tutkimusta varten on esitetty standardissa 1SO
19458.

HUOM. 1. Jos tutkittava vesi on kloorattua, jaljelle jaanyt vapaa tai sitoutunut kloori
inaktivoidaan lisddmalla natriumtiosulfaattiliuosta (3.3) naytepulloihin ennen sterilointia.
500 millilitran naytepulloon lisatdan 0,5 millilitraa natriumtiosulfaattiliuosta, joka inaktivoi
vahintdén 5 mg klooria.

HUOM. 2. Tayta naytepullo piripintaan, niin ettéd sinne ei jad yhtaan ilmaa.

4.2 Naytteiden kuljetus ja sailytys
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Tutkimus aloitetaan mahdollisimman pian naytteenoton jalkeen. Kuljetuksen ajaksi
naytteet olisi mieluiten jadhdytettava (5 + 3) °C:seen. Kasvullisten bakteerien pisin suo-
siteltava sailytysaika on 12 tuntia. Sailytysaika kuljetus mukaan luettuna ei saa ylittda

yli 18 tuntia.
5 SUORITUS
5.1 Suodatus

1. Pinsetit steriloidaan kastamalla etanoliin ja polttamalla niihin jaanyt etanoli lie-
kissd. Suodatinkalvo asetetaan jaahdytetyilla pinseteilla steriloidun suodatinlait-

teen huokoiselle levylle.

2. Nayte sekoitetaan ravistamalla pulloa voimakkaasti. Tarvittaessa nayte laimen-
netaan menettelytapaohjeen MTO 302, Vesien mikrobiologiset maaritykset:

naytteiden laimentaminen ja tulosten laskeminen mukaan.

3. Tutkittavan naytteen maaréa riippuu oletetusta bakteeritiheydesta. Yleensa talo-

usvedet tutkitaan 100 tai 50 ml:n eréat.

4. 100 ja 50 millilitran tilavuus katsotaan suodatinsuppilon sisapuolen viivoista.10

ja 1 millilitran maéara pipetoidaan.

5. Mikali suodatettava naytetilavuus on alle 20 millilitraa, suodatinsuppilon pohjalle
lisataan steriilia laimennusvettd ennen naytteen pipetointia, jotta bakteerit ja-

kautuvat tasaisesti koko kalvolle.

6. Vesi saadaan virtaamaan kalvon I&pi imun avulla. Kun kaikki vesi on lapéissyt
kalvon, kalvo siirretdan steriileilla pinseteilla kasvualustalle (3.1) sama puoli

ylospéin kuin suodatuksen aikana. Kalvon alle ei saa jaada ilmakuplia.

7. Suodatussuppilo steriloidaan naytteiden valilla polttamalla siina etanolia 20-30

sekuntia. Suppilo jadhdytetddn suodattamalla sen lapi steriilia vetta.
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5.2 Laadunvarmistus

Tryptonisulfiittisykloseriiniagarin (TSC-agar) testaus positiivisen kontrollin avulla. Posi-
tiivisena kontrollina kaytetaan C. perfringens -suspensiota. Suodatettava tilavuus vali-
taan siten, ettd se sisaltdd 10-80 pmy (pesakettd muodostavaa yksikkda) ja kontrolli-
nayte kasitellaan kuin nayte. Tulosta verrataan valikoimattomalla agarilla, esimerkiksi
veriagarilla, saatuun tulokseen. C. perfringensin suspension sijaan voidaan myds kayt-

taé vertailumateriaaleja.

Jokaiseen analyysierddn on sisallytettdva nollakoe. Suodatetaan 100 ml steriilid vetta
tai muuta sopivaa standardin ISO 8199 mukaista laimennusliuosta ja jatketaan sen
kasittelya samalla tavoin kuin naytettd kasiteltdessd, mutta pastéroimatta sitd. Inku-
boinnin jalkeen ei saisi olla pesakkeita.

Oikeat anaerobiset olosuhteet tarkistetaan kontrollimenetelmalla (esim. anaerobisella
indikaattorinauhalla) aina, kun tehdéaén anaerobinen inkubointi (anaerobisessa astiassa

tai inkubaattorissa).

Viljele kerran viikossa vahintaan yhdesta naytteesta rinnakkaisnayte. Rinnakkaismaari-

tyksia tehdaan satunnaisesti kaikista vesityypeista (talousvesi, vesistd, jatevesi).

53 Inkubointi

Suodatinkalvon TSC-agarille asettamisen ja inkuboinnin aloittamisen vélisen ajan olisi

oltava mahdollisimman lyhyt, eika taméa aika saa olla yli tunnin pituinen.

Maljoja inkuboidaan anaerobisesti (44 £ 1) °C:n lampétilassa (21 £ 3) tunnin ajan

yldsalaisin kdannettyin, jotta tiivistyva vesi ei aiheuta hairiota.
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5.4 Pesakkeiden laskeminen

Kasvatuksen jalkeen maaritetdén alustava C. perfringens -maara laskemalla kaikki
pesadkkeet, joissa nakyy varin haaleudesta rippumatta mustaa, harmaata tai keltarus-
keaa TSC-kasvualustan varjaytymista, kun sité tarkastellaan joko kalvosuodattimen
yla- tai alapuolelta.

HUOM. Maljat taytyy laskea 30 minuutin kuluessa anaerobisen inkuboinnin lopettami-

sesta, silla pesakkeiden musta vari haalistuu nopeasti.

55 Varmistus

5.5.1 Jatkoviljely

Varmistusta varten jatkoviljellaan kaikki pesakkeet (jos niiden lukumaara on 1-10) tai
vahintddn 10 satunnaisesti otettua pesakettd veriagarmaljoille. Jos tama ei ole kay-
tanndssa mahdollista, olisi tarkastettava jokainen tyypillinen pesake suodatinkalvon
osa-alueelta. Positiivisena kontrollina kaytettavad C. perfringes -kantaa viljellaén ve-

riagarmaljalle tdssa vaiheessa.

Maljoja inkuboidaan anaerobisesti (36 + 2) °C:n lampétilassa (21 £ 3) tunnin ajan.

5.5.2 Hapan fosfataasi -testissa kaytettavat kontrollit

Varmistustestissa kaytetdaan positiivisena kontrollina Clostridium perfringens ATCC
13124 -kantaa. Negatiivisena kontrollina on kaytettdva kantaa Escherichia coli ATCC
25922.

5.5.3 Hapan fosfataasi -testi

Anaerobisesti veri- tai ravintoagarmaljoilla kasvatettuja pesakkeitd levitetd&n suodatin-
paperille ja pesakkeille tiputetaan 2-3 pisaraa happaman fosfataasin osoittavaa rea-

genssia. Purppuranpunaisen varin kehittyminen 3—4 minuutin kuluessa katsotaan posi-

tiiviseksi reaktioksi.
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6 TULOKSET

Tulokset lasketaan menettelytapaohjeen MTO 302, Vesien mikrobiologiset maari-

tykset: Naytteiden laimentaminen ja tulosten laskeminen mukaan.
Varmistetuiksi Clostridium perfringens pesakkeiksi voidaan tulkita variltdan mustat,
harmaat, keltaruskeat ja hailakanvariset pesdkkeet TSC-agarissa ja silla taytyy olla

hapan fosfataasi -entsyymi.

Tulokset ovat luotettavimmillaan, kun tyypillisten pesakkeiden maara kalvoa kohti on
10-100 peséaketta.

Pesédkkeiden kokonaismaarasta ja varmistettujen pesakkeiden lukumaarasta lasketaan
alustavien C. perfringens -peséakkeiden ja C. perfringens -pesakkeiden lukumaara suo-
datettua 100 ml:aa kohden standardin ISO 8199 mukaisesti.

Tarvittaessa koetulosten hajonta olisi arvioitava standardin 1ISO 29201 mukaisesti.
Tulos ilmoitetaan 100 millilitraa kohti (pmy/100 ml). Tuloksen yhteydessa ilmoitetaan
inkubointilampdtila ja -aika. Mineraalivedelle, lahdevedelle ja muille pakatuille vesille
tulos ilmoitetaan 250 ml kohti (pmy/250 ml).

[Imoitustarkkuus

Tulokset ilmoitetaan seuraavasti:

pesékkeiden lukumé&éara pmy ilmoitustarkkuus

0 0

1-99 kokonaislukuna

>100 kahdella merkitsevalla numerolla

(esim. 120, 1100)



