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Opinnayte tehtiin Agva Finland Oy:n vesilaboratoriolle. Opinnaytety®n tavoitteena oli 16ytaa
uusi edullisempi testimenetelma E. coli -bakteerien ja koliformisten bakteerien tutkimiseen
vesinaytteista. Testimenetelmien toimivuutta, hintaeroja, vahvuuksia seka heikkouksia ver-
tailtiin ennen uuden menetelman valintaa. Vertailuun valikoituivat IDEXX Colilert*-18-, 3M
AQCC Petrifilm- ja VWR CCA-testimenetelmat. Kolmen testimenetelman kasvatusalusto-
jen soveltuvuuskokeita suoritettiin Aqvan vesilaboratoriossa.

Koliformiset bakteerit ovat gramnegatiivisia sauvabakteereita, jotka ovat fakultatiivisesti an-
aerobisia seka oksidaasinegatiivisia. Koliformisiin bakteereihin kuuluu monia eri bakteeri-
sukuja, kuten Escherichia-, Klebsiella- ja Citrobacter-sukujen lajit. Koliformiset bakteerit
voivat olla peraisin maaperasta, teollisuusjatevesista tai kasveista, lukuun ottamatta E. coli
-bakteeria, joka aina kertoo veden ulosteperaisesta saastumisesta. E. coli -bakteerit ovat
lampodkestoisia koliformisia bakteereita, joita tavataan vain ihmisten ja tasalampdéisten
elainten ulosteessa.

Testivaiheessa kasvatettiin tunnettuja bakteeripitoisuuden omaavia naytevesia eri kasva-
tusalustoilla. 3M AQCC Petrifilm-kasvatusalusta ei soveltunut uudeksi testimenetelmaksi,
koska testien aikana selvisi, etta alusta ei kestanyt kloorin neutralisointiin kaytettavaa nat-
riumtiosulfaattia. Uudeksi testimenetelmaksi valikoitui VWR-valmistajan CCA-kasva-
tusalusta, joka toimi testivaiheessa parhaiten eika alusta hairiintynyt kloorin neutralisointiai-
neesta.

CCA-kasvatusalustan tulokset olivat onnistuneita. Kasvatusalustalla kasvoi tyypillisia sini-
sind E. coli -bakteeripesakkeita sekd punaisia koliformisten bakteerien pesakkeita. Punai-
set koliformiset bakteeripesakkeet varmistettiin oksidaasitestilla virhepositiivisen tuloksen
varalta.

Aqvan vesilaboratorio paatti jatkaa CCA-kasvatusalustan lisatestauksia, jotta se voitaisiin
verifioida laboratorion uudeksi viralliseksi testimenetelmaksi. Verifioinnin jalkeen FINAS-
akkreditointipalvelu arvioi testimenetelman verifiointisuunnitelman ja hyvaksyttaa sen vaati-
mukset tayttavaksi testimenetelmaksi.

Avainsanat Escherichia coli, koliformiset bakteerit, CCA-kasvatusalusta, vesinayte
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This thesis was produced for Aqva Finland Oy's water laboratory. The aim of the thesis
was to find a new, more cost-effective test method for the study of E. coli and coliform
bacteria in water samples. The functionality, price differences, strengths and weaknesses
of the chosen test methods were compared before making an informed decision. The
IDEXX Colilert *-18, 3M AQCC Petrifilm and VWR CCA were selected for comparison. The
suitability tests of the culture media of the three test methods were performed in the Agva
water laboratory.

Coliform bacteria are gram-negative rod bacteria that are facultatively anaerobic as well as
oxidase negative. Coliform bacteria include many different genera of bacteria such as
Escherichia, Klebsiella, and Citrobacter. Coliform bacteria can be derived from soil, indus-
trial effluents, or plants, except for E. coli, which always indicates fecal contamination in
water. E. coli bacteria are heat-resistant coliform bacteria; they are found only in the feces
of humans and warm-blooded animals.

In the test phase, sample waters with known bacterial concentration levels were grown on
different culture media. 3M AQCC Petrifilm medium was found not to be suitable as a new
test method because during the tests it was discovered that the medium was not resistant
to sodium thiosulfate, which is used for neutralizing chlorine. The VWR CCA medium,
which performed best in the test phase and whose medium was not disturbed by the chlo-
rine neutralizer, was selected as the new test method.

Test results for CCA medium were successful and the medium grew typical blue E. coli
colonies as well as red coliform colonies. Red coliform colonies were confirmed by an oxi-
dase test for a false positive result.

The Aqva Water Laboratory decided to continue further testing of the CCA medium to ver-
ify it as the laboratory’s new official test method. After the verification, the FINAS accredita-
tion service evaluates the verification plan of the test method and approves it as a compli-
ant test method.

Keywords Escherichia coli, coliform bacteria, CCA medium, water sample
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Lyhenteet

AQCC Aqua Coliform Count, joka tarkoittaa vesinaytteen koliformisten bakteerei-
den maaraa.

CCA Coliforms chromogenic agar eli kromogeeninen koliformiagar-kasvatus-
alusta.

CODc: Chemical oxygen demand with dichromate eli kemiallinen hapen kulutus

dikromaattimenetelmalla.

EN Eurooppalaisen standardisoimisjarjestdn vahvistettu standarditunnus.
FINAS Finnish Accreditation Service eli Suomen akkreditointipalvelu.
ISO International Organization for Standardization on kansainvalinen standar-

disoimisjarjesto.

MCE Mixed cellulose esters eli selluloosaesterisekoitekalvot, jotka ovat tietynlai-

sia suodatinkalvoja.

MPN Most propaple number, joka on todennakdisin lukumaara.
PMY Pesaketta muodostavaa yksikkoa.

SFS Suomen Standardisoimisliitto

SYKE Suomen ymparistokeskus

TDS Total dissolved solids, joka on veden liuenneet kiintoaineet.
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1 Johdanto

Tama insin6orityd on tehty Agva Finland Oy:n vesilaboratoriolle 10.11.2019-20.10.2020.
Agva Finland Oy on Suomen ensimmainen vedensuodatuslaitteita myyva yritys, joka on
kehittdnyt oman vesilaboratorion suodatuslaitteiden myynnin tueksi. Suodatinlaitteita
osataan suositella ja myyda paremmin, kun tiedetdan tarkemmin, mitd epapuhtauksia
suodatettavat vedet sisaltavat. Laboratorion vesianalyysien valmistusaika on erittain no-
pea verrattuna muihin vesilaboratorioihin. Naytevesien tulokset valmistuvat maksimis-
saan kahden viikon aikana ja nopeimmillaan tulokset voivat valmistua jopa yhdessa pai-
vassa. Aqva tyollistaa talla hetkelld 15 henkilda, joista kaksi henkilda tydskentelee vesi-

laboratoriossa.

Taman insinGoritydn aiheena on etsia Agva Finlandin vesilaboratoriolle uusi tutkimus-
menetelma Escherichia coli -bakteerien ja koliformisten bakteerien tutkimiseen. Tyon ai-
kana selvitetdaan E. coli -bakteerien ja koliformisten bakteerien tutkimiseen kaytettavia
eri testimenetelmia ja niiden kasvatuksessa kaytettavia kasvatusalustoja. Testimenetel-
mien valmistajia, hintoja, vahvuuksia seka heikkouksia vertailtin ennen menetelman va-
lintaa. InsinGorityd sisaltaa eri kasvatusalustojen soveltuvuuskokeita, valitun menetel-
man tutkimussuunnitelman, lopulliset tulokset seka lopulliseksi tuotteeksi valikoidun me-

netelman kayttdohjeen laboratoriotyontekijdille.

Yritys haluaa uuden tutkimusmenetelman, joka on edullisempi sekd nopeampi suorittaa,
kuin nykyinen laboratorion kaytossa oleva E. coli -bakteerien ja koliformisten bakteerien
testimenetelmd. Opinnadytetydssa vertaillaan IDEXX Colilert*-18-testimenetelmaa3,
AQCC Petrifilm- sekd CCA-kasvatusalustoja. Vesilaboratoriolla on kaytéssa talla het-
kelld IDEXX Colilert*-18-testimenetelma, joka jatetdan laboratorion kayttéon likaisem-
pien vesien tutkimiseen. Kyseinen testimenetelma on melko kallis, minka vuoksi sen rin-
nalle haluttaan I6ytaa edullisempi testimenetelma puhtaiden vesien tutkimista varten.
Uuden bakteerien kasvatusmenetelman tulee olla laatustandardien tayttama, jotta se
voidaan ottaa kayttoon akkreditoinnin tayttamaksi testimenetelmaksi. Aqvan vesilabora-
toriolla on samanaikaisesti kaynnissa akkreditointiprosessi, jonka suorittaa FINAS-
akkreditointipalvelu. FINAS tarkistaa kaikkien testimenetelmien toimivuuden seka koko

laboratorion luotettavan toiminnan.
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2 Agva Finland Oy

Aqva Finland Oy on vuonna 2010 perustettu vedensuodatuslaitteistoja kehittava ja
myyva yritys, joka sijaitsee Helsingin Hermannissa. Yritykseen kuuluu vedenpuhdistus-
yksikkd, pienkoneiden huolto-osasto nimelta Aide, julkisten tilojen ratkaisuyksikkd seka

vesilaboratorio. [1.]

2.1 Vedenpuhdistusyksikko

Aqva Finlandin vedenpuhdistusyksikkd on veden puhdistusmahdollisuuksia myyva yk-
sikko, joka suosittelee laitteet asiakkaiden suodatustarpeiden mukaan. Yritys myy suo-
datinlaitteita moneen eri puhdistustarpeeseen, kuten kunnallis-, kaivo- ja luonnonvesille.
[2.] Suodatinlaitteistoja on tarjolla kymmenia erilaisia ja parhaimman kasityksen tuot-
teista saa ottamalla yhteytta vesiasiantuntijoihin tai menemalla paikan paalle yrityksen
myymalaan ja keskustelemalla omista veden suodatustarpeista. Vesiasiantuntijat osaa-
vat neuvoa oikean suodatinratkaisun vesianalyysin avulla. Vesianalyysilla selvitetaan,
mita kaikkea asiakkaan vesi sisaltaa ja mita siita olisi hyva saada suodatettua pois, kuten
E. coli -bakteerit. [1.]

2.2 Vesilaboratorio

Aqvan vesilaboratorio on perustettu Helsingin Hermannin toimipisteeseen vuonna 2015.
Laboratorio perustettiin alkujaan vedenpuhdistusyksikon myynnin tueksi, mutta nykyisin
se toimii myds omana yksikkdénaan. Yrityksen alkuaikoina vedenpuhdistuksen vesiasi-
antuntijoiden haasteena oli asiakkaiden kaivovedet, jotka haluttiin suodattaa juoma- tai
kayttdvedeksi, mutta vesien sisaltdmat epapuhtausmaarat eivat olleet tiedossa ilman ve-
sianalyysitutkimusta. Asiakkaiden tutkimusvedet saattavat sisaltaa eri maaran esimer-
kiksi rautaa tai humusta, jolloin tarvitaan tietynlaiset rautaa tai humusta suodattavat suo-
dattimet. [1.] Vesien laatu myds vaihtelee hyvin laajasti eri vuodenaikoina, jolloin asian-
tuntijoiden taytyy osata suositella tarpeeksi tehokas suodatin tai suodatinlaitteisto. Vesi-
analyysi suositellaan tehtavan kevaisin, jolloin veden laatu on likaisimmillaan. Vesiasi-
antuntijat osaavat suositella oikeanlaisen suodatinlaitteiston paremmin silloin kun he tie-

tavat tarkemmin, mita kaikkea asiakkaan vesi sisaltaa. [3.]
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Vesianalyysit tilataan yrityksen verkkosivuilta tai niitd on ostettavissa myds Hermannissa
sijaitsevassa Agqvan myymalassa. Valmistuneet vesianalyysitulokset |ahetetdan asiak-
kaan sahkopostiin pdf-muodossa. Laboratorio kirjoittaa testausselosteen tuloksiin myos
lausunnon, josta selvidaa epapuhtauksien ylittyneet laatusuositus- tai laatuvaatimusrajat.
Tulosten sahkopostiviestissd on mukana automaattinen teksti, jossa asiakasta kehote-
taan olemaan yhteydessa Aqvan vesiasiantuntijaan, jos vedessa on havaittu laatusuosi-
tus- tai laatuvaatimusrajoja ylittavia maaria epapuhtauksia. Vesiasiantuntija suosittelee
tulosten perusteella parasta suodatinratkaisua. Vesianalyysin tulokset voi myos kayda
syottdmassa yrityksen internetsivustolla olevaan suodatinhakukoneeseen, joka ehdottaa

asiakkaan epapuhtauksille sopivan suodatinlaitteiston. [4.]

Yrityksen sivuilta on tilattavissa eri laajuisia vesianalyysitesteja. Tarjolla on valmiita ana-
lyysipaketteja, kuten rengaskaivovesille tarkoitettu analyysipaketti (tuotekoodi LAB11),

joka sisaltaa seuraavat tutkittavat ominaisuudet:

e rauta

e mangaani

e sameus

e suolapitoisuus

e sahkoénjohtavuus

° pH
e variluku
e haju

e koliformiset bakteerit
e E. coli -bakteerit

e TDS

e CODc.

Yritykselld on myynnissa yksittaistesteja seka valmiita analyysipakettikokonaisuuksia.
[5]

Vesianalyysi ja sen pakkaus tilataan ja maksetaan Aqvan verkkosivuilla. Vesianalyy-
sipakkaus tulee noutaa Postin toimipisteesta, kun asiakas on vastaanottanut Postin saa-

pumisilmoituksen. Asiakas tayttda vesianalyysipullon naytevedelld naytteenotto-
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ohjeiden mukaisesti valitsemastaan vesipisteesta seka kirjaa naytetiedot pakkauksen
esitietolomakkeeseen. Aqvan naytteenotto-ohje ja esitietolomake 10ytyy liitteesta 1. Tay-
tetty analyysipakkaus on vietava Postin toimipisteeseen mahdollisimman pian naytteen-
otosta. Posti antaa asiakkaalle analyysipakkauksen seurantatunnuksen, jonka avulla
asiakas seuraa paketin toimitusta. Laboratorio suosittelee naytteen viemista Postiin al-
kuviikosta, jotta nayte saapuu vesilaboratorioon maanantain ja torstain valisena aikana.
Vesianalyysipakkaus saapuu laboratorioon 24 tunnin sisalla naytteenotosta, jos asiakas
on noudattanut vesianalyysin mukana toimitettuja toimitusohjeita. Vesianalyysinaytteen
voi vieda suoraan Aqvan toimipisteeseen, mutta naytetta ei suositella vietavan perjan-
taisin. Agvan vesilaboratorio ei ole viikonloppuisin auki, jonka vuoksi perjantaina tuotujen
naytteiden tutkimuksia ei voida aloittaa samana paivana. Tutkimusveden bakteerien
maaritys on aloitettava 24 tunnin sisalla naytteenotosta, jolloin naytteen bakteerit ovat
viela tutkimuskelpoisia ja tulokset ovat akkreditoidusti hyvaksyttyja. Taman vuoksi nayt-
teen analysointi on aloitettava heti sen saavuttua vesilaboratorioon. Asiakas saa valmis-
tuneet tulokset seka lausunnon sahkopostiin kahden viikon aikana naytteen saapumi-

sesta laboratorioon. [4.]

3 Koliformiset bakteerit

Koliformiset bakteerit ovat gramnegatiivisia sauvabakteereita, jotka ovat fakultatiivisesti
anaerobisia sekd oksidaasinegatiivisia. Koliformisiin bakteereihin kuuluu monia eri bak-
teerisukuja, kuten Escherichia-, Klebsiella- ja Citrobacter -sukujen lajit. Koliformiset bak-
teerit voivat olla peraisin maaperasta, teollisuusjatevesista tai kasveista, lukuun otta-
matta ulosteperaista E. coli -bakteeria, joka aina kertoo ulosteperaisesta saastumisesta.
[6,s.10-11.]

3.1 Koliformisten bakteerien laatuvaatimukset

Koliformiset bakteerit kuuluvat talousvesiasetuksen jatkuvaan valvontaan. Talousvesien
laatuvaatimuksen 683/2017-asetuksen on maarittanyt sosiaali- ja terveysministerid. Ky-
seisen asetuksen mukaan hyvassa talousvedessa koliformisten bakteerien laatuvaati-
musmaara tulisi olla 0 pmy/100 ml eli nolla pesakettd muodostavaa yksikkda sadassa

millilitrassa. Sosiaali- ja terveysministerion kaivovesien 401/2001-asetuksen mukaan
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koliformisten bakteerien laatuvaatimuspitoisuus tulee olla alle 100 pmy/100 ml ja kysei-

sen asetuksen laatusuositus on 0 pmy/100 ml. [6, s. 11.]

3.2 Escherichia coli

E. coli -bakteerit ovat lampdkestoisia koliformisia bakteereita, joita tavataan vain ihmis-
ten ja tasaldmpdisten eldinten ulosteessa. Sen iimentyminen tutkittavassa vedessa, ker-
too suorasta ulosteperaisesta saastumisesta. E. coli -bakteerit ovat gramnegatiivisia

sauvabakteereita. [6, s. 7-8.]

3.3 Escherichia coli -bakteerien laatuvaatimukset

Kunnallis- ja kaivovesien laatuvaatimus E. coli -bakteerien esiintyvyydelle on 0 pmy/100
ml ja pullovesien laatuvaatimusraja on 0 pmy/250 ml. E. coli -bakteerit kuuluvat myoés
talousvesiasetuksen jatkuvaan valvontaan. Jos kyseisia bakteereita esiintyy edes pie-
nissd maarin tutkittavassa vedessa, saastumisen alkupera on selvitettava ja on aloitet-

tava jatkotestien suorittaminen. [6, s. 7-8.]

4 IDEXX Colilert*-18-testimenetelma

IDEXX Laboratories on vuonna 1983 perustettu yhdysvaltalainen yritys, joka valmistaa
testimenetelmia ensisijaisesti elainladkariasemille sekd meijeri- ja vesilaboratorioiden
kayttoon [7, s. 6]. Colilert*-18-testi on yksi IDEXX-yrityksen kehittamista testimenetel-
mistd, jonka avulla selvitetdan tutkittavan veden koliformisten bakteerien seka E. coli -
bakteerien maara [8]. Testimenetelman reagenssiampullien myyntipakkaus on sopivan
kokoinen pienille tutkimuslaboratorioille. Pakkaus on tilattavissa joko sadan tai kahden
sadan ampullin pakkauksissa. Kuvassa 1 on IDEXX-valmistajan Colilert*-18-tuotteen
kahden sadan ampullin reagenssipakkaus, joka on kaytéssa Aqvan vesilaboratoriossa

koliformisten bakteerien ja E. coli -bakteerien testauksessa.
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Kuva 1. IDEXX Colilert*-18-testipakkaus [8].

4.1 Testimenetelmassa tarvittavat laitteet

IDEXX-valmistajan testimenetelmien mukana myydaan Quanti-Tray™-kuoppalevyn sul-
kija (kuva 2), joka sulkee naytevesien kuoppalevyt kuumentamalla. Valmistaja on kehit-
tanyt laitteen vain IDEXX-testimenetelmien kayttdoon, minka vuoksi laitetta ei voi hyodyn-

taa muiden valmistajien testeissa. [9.]

Kuva 2. IDEXX Quanti-Tray™ Sealer PLUS -sulkija kaytossa [9].

Menetelma vaatii myds inkubaattorin, missa naytteitd kasvatetaan tarkassa lampoti-
lassa. Inkubaattoria kayttdessa, laitteen sisalla tulee olla myds yksi referenssilampdtila-

mittari, joka tarkistaa koko inkuboinnin ajan, etta inkubaattorin lampétila pysyy stabiilina.

[8.]
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4.2 Testimenetelman tydvaiheet

IDEXX-valmistajan menetelma sopii luonnonvesille, klooria sisaltaville kunnallisvesille,
seka muille hieman likaisemmillekin tutkimusvesille. Tutkittaessa kunnallisvesia steriilin
naytepullon tulee sisaltaa kloorin neutralisointiin tarkoitettua natriumtiosulfaattijauhetta.
Kloori saattaa tuhoja tutkittavat bakteerit, mink& vuoksi veden kloori neutralisoidaan
naytteenottohetkelld natriumtiosulfaatilla. Testimenetelman tyovaiheet ovat melko yksin-
kertaiset suorittaa. Menetelman kayttdohjeet I0ytyvat liitteestd 2. Menetelma eroaa pe-
rinteisesta ravinneagaralustoista siten, etta tutkimusveden bakteerit kasvatetaan IDEXX-

valmistajan kehittdamissa kuoppalevyissa (kuva 3).

Kuva 3. IDEXX-valmistajan Quanti-Tray/2000-kuoppalevy [9].

IDEXX-testimenetelman tulosten luku on myds erilainen kuin perinteisilla bakteerien kas-
vatusmenetelmilla, kuten ravintoagarmaljoilta pesékkeiden laskeminen. Ravintoagar-
maljoilta pesakkeet lasketaan merkitsemalla kynalla pisteita maljan kanteen ja lasketaan
pesakkeitd samalla kun pisteitd merkitdan. Ravintoagarmaljojen laskemiseen on myds
kehitetty laskemista helpottavia laitteita. IDEXX-menetelmassa merkitdan kuoppalevyn
kuopat, jotka muuttuvat inkuboinnin aikana keltaisiksi. Kun keltaiset kuopat on merkitty,
kuoppalevy asetetaan kuvassa 4 nakyvan UV-valon alle ja merkitdan rasti kaikkiin kel-
taisiin taskuihin, mitkd myos fluoresoivat UV-valon alla. Keltaiset taskut ovat koliformis-
ten bakteerien maara tutkimusvedessa ja UV-valon alla fluoresoivat keltaiset taskut ovat

E. coli -bakteerin maara. [10, s. 2.]
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Kuva 4. Spectroline UV-valokabinetti, jonka avulla nahdaan fluoresoivat keltaiset taskut [8].

Kuoppalevyn taskujen merkitsemisen jalkeen lasketaan keltaisten pienten ja isojen tas-
kujen maarat seka E. coli -bakteerien taskujen maarat. Katsotaan IDEXX-valmistajan
kehittdmasta testimenetelman laskentataulukosta bakteerien pesdkemaarat 100 ml:ssa
naytevetta. Tulos ilmoitetaan esimerkiksi 3,1 mpn/100 ml eli 3,1 most propaple number
in 100 ml, joka on todennakadisin lukumaara sadassa millilitrassa koliformisia bakteereita.
[10,s.2]

4.3 Menetelman vahvuudet ja heikkoudet

IDEXX-valmistajan Colilert-testimenetelma on kaytéssa Aqva Finlandin vesilaboratori-
ossa. Menetelman vahvuuksia on sen helppo ja nopea toteutus. Bakteerien laskeminen
on tehty helpoksi kuoppalevyn taskujen avulla, eikd niiden laskemiseen kulu liikaa aikaa.
Kyseisen testin vahvuus on siina, etta silld pystytdan maarittdmaan likaisempienkin ve-
sien bakteerimaaria. IDEXX-valmistajan testimenetelma jad Aqgvan vesilaboratorion
kayttoon likaisempien vesien tutkimiseen ja puhtaammille naytevesille otetaan kayttoon
kalvosuodatusmenetelma, joka ei puolestaan sovi sameille tai sakkaa sisaltaville nayte-

vesille [11, s. 7].

Menetelman huonoja puolia on, ettéd se vaatii kalliin kuoppalevyn sulkijalaitteen, jota ei
voi hyddyntda muihin kuin IDEXX-valmistajan kehittdmiin testimenetelmiin. Menetel-
massa kaytettavat kuoppalevyt, vesinaytepullot, reagenssiampullit seka vaahdonesto-
aine tekevat menetelmasta kalliin tuotteen. Kyseinen testi on noin kolme kertaa kalliimpi
kuin perinteinen petrimaljalla tehty testi. Reagenssiampullien jauheen liuottamisessa ku-
luu my0s paljon aikaa, varsinkin veden ollessa kylmaa, jolloin jauhe liukenee erittain hi-

taasti.
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5 Petrifilm AQCC-kasvatusalusta

3M-yhti6 on yhdysvaltalainen monialayritys, joka valmistaa erilaisia laboratoriotarvik-
keita, kuten Petrifilm-kasvatusalustoja. Petrifilm AQCC eli Aqua Coliform Count -alustoja
kaytetdan koliformisten bakteerien laskentaan pullovesiteollisuudessa, eika niiden kayt-
tamista suositella muille tutkittaville testivesille. Valmistaja ilmoittaa, etta tutkimukset
muilla vesilla on loppukayttdjan omalla vastuulla. AQCC-alustat eivat valikoituneet
Aqvan vesilaboratorion kayttddn, koska alustalla saa selville pelkat koliformiset bakteerit.
Kayttoon haluttiin kasvualusta, joka ilmoittaa E. coli -bakteerien ja koliformisten baktee-
rien maaran samalla kasvatusalustalla. Koliformiset bakteeripesakkeet ilmenevat
AQCC-kasvatusalustalla punaisina pesakkeina ja niiden ymparille iimenee kaasukuplia.
[12,s.1]

5.1 Testimenetelmassa tarvittavat laitteet

Petrifim-menetelmassa naytevesi suodatetaan suodatinkalvon lavitse ja bakteerit pidat-
taytyvat suodatinkalvolle. Menetelma vaatii kalvosuodatuslaitteiston, Iapivirtauspumpun
sekd pumpun jateastian. Kalvosuodatustekniikka ei sovellu sameille naytteille, koska ve-

den sakka haittaa bakteerien kasvua suodatinkalvolla. [12, s. 2.]

Kalvosuodatuslaitteessa kaytetdan MCE- eli selluloosaesterisekoitekalvoja, jotka ovat
kokovalkoisia seka niiden huokoskoko on 0,45 um. Kalvot ovat steriilisti yksittaispakat-

tuja, ja niitd kasitellessa kaytetaan steriileja pinsetteja. [12, s. 2.]

Laitteen osien sterilointiin vaaditaan autoklaavi ja naytteiden inkuboinnissa tarvitaan in-
kubaattori seka inkubaattorin lampétilan tarkistusta varten [dmpdétilamittari. Kasva-
tusalustan bakteeripesakkeiden laskemista voi helpottaa kuvassa 5 nakyvalla solulasku-
rilla. [12, s. 2.]
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Kuva 5. VWR-yrityksen myyma solulaskuri, joka on kaytdssa Aqvan vesilaboratoriossa [13].

On myos olemassa muita bakteeripesakelaskentaa helpottavia laitteita ja tarvikkeita, ku-
ten kynia, jotka laskevat pesakkeitd samalla kun kasvatusalustan kannen pintaan t6ka-

taan kynalla.

5.2 Testimenetelman tyévaiheet

Petrifilm AQCC-alustoille sopii kalvosuodatusmenetelma tai kostutusmenetelma. Kostu-
tusmenetelmassa alustalle pipetoidaan vain 1 ml naytevetta [12, s. 2]. Testivaiheessa
paadyttiin kuitenkin kokeilemaan kalvosuodatusjarjestelmaa, koska menetelmassa suo-
datetaan 100 ml naytevetta, joka on vaadittu maara monessa testimenetelman standar-

dissa.

Menetelmassa kaytettavat kalvosuodatuslaitteiston osat pestaan tiskikoneessa aina en-
nen testin aloittamista seka pesun jalkeen laitteen osat tulee steriloida autoklaavissa.
Laitteen osat kaaritdan folioon ja pakatut osat steriloidaan autoklaavissa 15 minuutin
ajan 121 °C asteen lampdtilassa. Nama puhdistusvaiheet tulee tehda aina ennen testien
aloittamista, jotta mahdolliset kontaminaatiota ja mittausepavarmuutta aiheuttavat tekijat
voidaan sulkea pois. Tyoskentelytasot pyyhitdan etanolilla ja tdman jalkeen suodatinlait-
teisto kasataan tyGskentelytasolle. Laitteeseen kytketdan kuvassa 6 nakyva Sartoriuk-

sen lapivirtauspumppu, jonka lapi vesi virtaa nopeudella 4 I/min [14].
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Microsart®e.jet

Kuva 6. Sartoriuksen Microsart® e.jet -lapivirtauspumppu [14].

Laitteen kasauksen jalkeen naytevedet suodatetaan suodatinkalvoille liitteen 3 kaytto-
ohjeiden mukaisesti. Naytteiden ja tarvikkeiden kasittelyssa tulee noudattaa hygieenisia

tyoskentelytapoja, jotta naytteet eivat kontaminoidu testivaiheiden aikana.

5.3 Menetelman vahvuudet ja heikkoudet

AQCC Petrifilm-alustat ovat hyvin ohuita kasvatusalustoja (kuva 7), jonka ansioista ne
vievat erittdin vahan tilaa esim. jaddkaapissa tai inkubaattorissa. Inkubaattoriin mahtuu

enemman naytteita samanaikaisesti kuin laboratorion kaytdssa olevia kuoppalevyja.

8
S 4

Kuva 7. Ohut AQCC-Petrifilm-kasvatusalusta ja sen myyntipakkaus [15].

Kloorin neutralisointiaine ei sovellu kyseiselle kasvatusalustalle, minka vuoksi alustaa ei
voitu valita uudeksi testituotteeksi Aqvan laboratorioon. Kyseistda menetelmaa voi kayttaa

puhtaiden vesien tutkimiseen, jotka eivat sisalla klooria, jolloin naiden tutkimusvesien
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naytepullojen ei tarvitse mydskaan sisaltda kloorin neutralisointiainetta. Kyseisella me-
netelmalla voi tutkia esimerkiksi klooraamattomia vesia, kuten kaupalliseen tarkoituk-

seen pullotettua lahdevetta. [12, s. 1.]

6 E. coli-bakteerien ja koliformisten bakteerien CCA-agaralusta

CCA-kasvatusalusta eli kromogeeninen koliformiagar on VWR International Oy -yrityk-
sen valmistama standardit tayttava valmiiksi valettu kasvatusalusta. Alusta on perintei-
nen petrimalja, joka on halkaisijaltaan 55 cm ja alustan elatusaine on variltdan kellerta-
vaa. VWR on globaali yritys biotieteiden seka teknologian ja teollisuuden aloilla. VWR
verkkokaupan kautta voi ostaa laboratoriolaitteita, kemikaaleja, huoltopalveluita seka la-

boratoriotarvikkeita. Yrityksen jakeluverkosto toimii yli 30 maassa. [16.]

6.1 Testimenetelman tarvittavat laitteet

CCA-alustojen testimenetelman suorittamisessa tarvitaan samoja laitteita kuin Petrifilm-
alustoja kaytettdessa. Aqvan vesilaboratorion naytemaarien lisdantyessa tulevaisuu-
dessa liian suuriksi saatetaan siirtya kasin kaytettavasta solulaskurista kuvassa 8 naky-

vaan automaattiseen pesakelaskuriin.

Kuva 8. INTERSCIENCE SCAN 1200 -pesakelaskuri [17].
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Automaattinen pesakelaskuri on kallis sijoitus, mutta jatkossa sitéd voidaan hyoédyntaa
muidenkin bakteerisukujen pesakkeiden laskentaan. Jos laitteeseen ostaa erillisen Petri-
film-alustoille tarkoitetun adapterin, niin talléin laite soveltuu myo6s Petrifilm-alustojen pe-

sakkeiden laskentaan. [17.]

6.2 Testimenetelman tydvaiheet

CCA-alustoille voidaan kayttaa kuvassa 9 nakyvaa kalvosuodatuslaitteistoa samalla ta-
valla kuin Petrifilm-alustoille. CCA-alustan tyévaiheet ovat myos lahes samat kuin Petri-

film-alustoilla tehtaessa.

Kuva 9. 6 branch Microsart® Manifold -kalvosuodatinlaitteisto testivainheessa.

CCA-alustan kasvatuslampdtila ja -aika ovat erilaiset kuin Petrifiim-alustoilla. Alustaa
kasvatetaan yl6salaisin ja sitd inkuboidaan 36 + 2 °C:ssa 21-24 tunnin ajan. Menetelméan
tarkemmat kayttoohjeet ja tydvaiheet I0ytyvat liitteesta 4. Petrimaljoja pinotaan enintdan
10 kappaletta paallekkain inkuboinnin ajaksi. Koliformiset bakteerit kasvavat alustalla

punaisina pesakkeina ja E. coli -bakteerit tummansinisina tai violetteina pesakkeina.

Inkuboinnin jalkeen koliformiset bakteerit on varmistettava oksidaasitestilla. Kaikkien ko-
liformisten bakteerien punaiset pesakkeet on varmistettava negatiivisella oksidaasireak-
tiolla, koska alustalla saattaa kasvaa monia eri suvun bakteereita, jotka voivat aiheuttaa
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virhepositiivisia tuloksia. Tallaisia virhepositiivisia tuloksia antavia bakteereita ovat esim.
Aeromonas-suvun bakteerit, jotka saattavat myds kasvaa alustalla punaisina pesak-
keina. Oksidaasipositiiviset bakteerisuvut aiheuttavat kuvan 10 mukaisen sinisen vari-

muutoksen oksidaasitestille. Tarkemmat oksidaasitestin tydvaiheet |0ytyvat liitteesta 5.

Kuva 10. Virhepositiivista antavan bakteeripesédkkeen positiivinen oksidaasireaktio [oma
kuval.

Koliformiset bakteerit ovat oksidaasinegatiivisia bakteereita, joten naille pesakkeille ei
synny oksidaasireaktiota, jolloin liuskalle ei my6s muodostu varimuutosta. Varmistustesti
suositellaan tehtavaksi kaikille alustalla punaisina kasvaville pesakkeille tai vahintaan
kymmenelle pesakkeelle. Jos oksidaasireaktio ilmenee tummansinisena, talléin on kyse

oksidaasipositiivisista bakteereista, kuten Aeromonas-suvun bakteereista. [11, s. 8.]

6.3 Menetelman vahvuudet ja heikkoudet

CCA-alustojen vahvuus on, ettd ne tayttavat monet eri standardivaatimukset sekd me-
netelman saa validoitua akkreditoiduksi testimenetelmaksi laboratorioon myéhemmassa
vaiheessa. Alusta ei hairiinny kloorin neutralisointiaineesta eli natriumtiosulfaattijau-
heesta. Alustan tyovaiheissa kaytettava kalvosuodatuslaitteisto on perinteinen laborato-
riolaite, joka on ollut jo kauan kaytéssa eri tutkimuslaboratoriossa, ja sen vuoksi siita
I6ytyy paljon tutkimusdataa sekd hyvaksyttyja standardimenetelmia. Kalvosuodatusme-
netelma on myo6s helppo ja nopea suorittaa. Kasvatusalustojen huonoja puolia on val-
mismaljojen lyhyt sailyvyysaika. CCA-petrimaljat vievat myds enemman tilaa kuin esim.
Petrifilm-alustat, mutta toisaalta ne vievat vahemman tilaa kuin talla hetkella kaytossa
olevat IDEXX-valmistajan kuoppalevyt. Petrimaljojen pesakkeita on myos hieman hi-
taampi laskea kuin IDEXX-valmistajan menetelman kuoppalevyn kuoppia, mutta
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myoéhemmin investoitava automaattinen pesakelaskuri tulee laskemaan pesakkeet het-

kessa ja se ilmoittaa havaitut pesakkeiden maarat tietokoneella.

7 Standardivaatimukset

Mikrobiologisia tutkimuksia varten tulee noudattaa SFS-EN ISO 19458 -standardia,
jossa eritelldan mikrobiologisten vesinaytteiden naytteenottoon liittyvat vaatimukset, ku-
ten vesinaytepullojen materiaalit. [18, s. 12.] Uuden menetelman kayttéonotossa kay-
daan lapi myds monia muita standardeja, jotka asettavat vaatimuksia menetelmassa

kaytettavien laitteiden ja kasvatusalustojen osalta.

7.1 Kasvatusalustat

CCA-kasvatusalusta ostettiin VWR International Oy -valmistajalta. Maljat ovat sertifioi-
tuja ja niiden mukana toimitettiin laatusertifikaatti, joka loytyy liitteestd 6. CCA-kasva-
tusalusta on SFS-EN ISO 9308-1 -standardin ehdottama kasvatusalusta. Myos oksi-

daasitesti on valittu kyseisen standardin pohjalta. [11, s. 9.]

7.2 Nayteastia

SFS-EN ISO 19458 -standardin vaatimukset nayteastialle ovat, etta pullon taytyy olla
steriili tai vaihtoehtoisesti se taytyy pystya steriloimaan, joko autoklaavissa, gammasatei-
lytyksella tai etyleenioksidilla. Useimmissa tapauksissa nayteastian kooksi riittaa 500 ml,
mutta tiettyjen bakteerien tutkimiseen voidaan vaatia isompikin naytepullo esim. Le-

gionella-bakteerin tutkimiseen tarvitaan yhden litran pullo. [18, s. 12.]

Naytepullon materiaalin tulee olla lasia tai myds erilaiset muovit, kuten polystyreeni, po-
lypropyleeni, polyetyleeni tai polykarbonaatti soveltuvat kayttéon. Uudelleen kaytettavat

pullot ovat yleensa lasia ja kertakayttoiset pullot ovat muovia. [18, s. 12.]

Kloorilla desinfioidut kunnallisvesindytteet tulee inaktivoida naytteenoton yhteydessa

esim. natriumtiosulfaatin avulla. Eri toimittajilta saa valmiiksi natriumtiosulfaatilla
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annosteltuja steriileja pulloja, jotka on tarkoitettu vain klooripitoisille naytevesille. Kloorin
toiminta tulee pysayttaa heti naytteenoton yhteydessa, jotta se ei tuhoa tutkittavia bak-

teereita ennen kuin mikrobiologinen testi paastaan aloittamaan. [18, s. 14.]

7.3 Laitteet

Kalvosuodatusmenetelmaa kayttdessa tulee noudattaa SFS 3950- sekd SFS-EN ISO
8199 -standardien asettamia vaatimuksia. SFS 3950 -standardi kertoo kalvosuodatus-
menetelman periaatteen veden mikrobiologisessa tutkimuksessa ja SFS-EN I1SO 8199 -
standardissa esitetaan vyleiset testin aikana toteutettavat standardivaatimukset vesien

mikrobiologisissa tutkimuksissa.

Monikanavaista suodatinyksikkda ja sen pumppua tulee kayttda SFS 3950 -standardin
mukaisesti esim. suodatinlaitteiston osat taytyy steriloida autoklaavissa 15 minuutin ajan
ja 121 °C:ssa [19, s. 1].

Laboratorioon taytyi tehda kalliita hankintoja, ja yksi niistd hankinnoista oli autoklaavi.
Autoklaavin vaatimuksia 16ytyi eri standardeista ja siihen vaadittuja ominaisuuksia tuli
paljon esiin prosessin edetessa. Autoklaavin taytyy sisaltda sisdanrakennettu héyrynke-
hitin, raportointitulostin, joka sisaltda autoklavoinnin aikaiset tiedot, kuten ajan, lampdti-
lan seka paineen. Vaadittavia ominaisuuksia on myds bakteerien tappoon soveltuvat
ominaisuudet seka instrumenttien sterilointiin tarvittava kuivausominaisuus. [20, s. 11—
12.]

8 Uuden menetelman vaatimat hankinnat ja toimenpiteet

Menetelman kayttdédnotossa tuli ilmi paljon vaatimuksia, jotka akkreditoidun laboratorion
tulee tayttaa. Bakteerimenetelman kayttédnoton aikana Aqvan laboratoriossa oli saman-
aikaisesti kaynnissa akkreditointiprosessi ja kaikki mikrobeihin liittyvat vaatimukset tuli
tarkistaa ennen uusien laitteiden ja tarvikkeiden valintaa ja ostoa. Laboratorioon joudut-
tiin ostamaan vaatimukset tayttavat laitteet ja testimenetelmaa varten tarvittavia tarvik-
keita, kuten Sartoriuksen kalvosuodatinlaitteisto, suodatinkalvojen pyéreapaiset pinsetit,

vahvaa etanolia, sytytin, autoklaavi sekd monia muita eri hintaluokkaa olevia laitteita ja
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tarvikkeita. Laboratorioon tilattin my6s uudet jadkaapit, koska vanhojen jaakaappien
lampdtila ei pysynyt tarpeeksi stabiilina. Bakteerien kasvatusalustoja tulee sailyttda 5 +
3 °C:ssa ja jaakaappien lampétilavaihtelut tulisi minimoida, koska lampétilojen vaihtelu

aiheuttaa bakteerien kasvua haittaavaa kondenssivetta kasvatusalustoihin.

Laboratoriohenkildkunnan tulee verifioida uusi testimenetelma standardien mukaisesti,
ennen kuin se voidaan ottaa kayttdon laboratoriossa akkreditoiduksi menetelméaksi. La-
boratoriohenkilokunta kirjoittaa CCA-kasvatusalustan verifiointisuunnitelman ennen la-

boratorion akkreditointia, joka luultavasti ajoittuu vuoden 2021 kevaalle.

8.1 Uusi vesinaytepullo

Aqva Finlandilla on ollut aikaisemmin kaytdssa kuvan 11 mukainen vesianalyysipussi,
joka ei tayttanyt kaikkia SFS-EN ISO 19458 -standardin asettamia materiaalivaatimuk-
sia. Vanhan vesianalyysipussin tilalle jouduttiin etsimaan uusi vaatimukset tayttava ve-

sinayteastia.

agva

Kuva 11. Agva Finlandin vanha vesianalyysipussi ja -pakkaus.

Vanhan vesianalyysipakkauksen hyva ominaisuus oli, ettd pakkauksen pystyi lahetta-
maan asiakkaalle kirjeena suoraan asiakkaan kotiin, jolloin asiakkaan ei tarvinnut hakea
pakkausta Postin toimipisteestd. Tama postitusetu jai pois, kun siirryttiin standardivaati-
mukset tayttaviin steriileihin naytepulloihin. Uusien vesinaytepullojen pakkaus ei ole tar-
peeksi ohut lahetettavaksi kirjeend asiakkaalle, vaan se toimitetaan pakettina Postin

kautta. Vesianalyysipussin huono puoli oli se, ettd asiakkailla oli hankaluuksia sen
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tayttdmisessa ja usein laboratorioon saapui vajaita vesindytepusseja. Tutkittava vesi

saattoi loppua kesken analysoinnin, jolloin asiakkaalta taytyi pyytaa uusi vesinayte.

Vesianalyysipullojen hintavertailuita tehtiin monille eri laboratoriovalineita toimittaville yri-
tyksille ja lopuksi paadyttiin tilaamaan kuvan 12 mukaisia 500 ml:n steriileitd vesinayte-

pulloja [21].

Kuva 12. Steriili vesinaytepullo eri kokoluokissa [21].

Vesinaytepullojen hyva puoli on, ettd ne ovat steriileja ja ne on helppo tayttaa suuren
naytteenottoaukon vuoksi. Pullo pysyy hyvin muodossaan asiakkaan ottaessa vesinay-
tettd esim. jarvesta, jolloin pullo taytyy upottaa veden alle naytteenotto-ohjeiden mukai-
sesti (liite 1), pussilla otettu jarvivesinayte oli asiakkaiden mukaan hyvin haastava toteut-

taa.

8.2 Tydohje uudella CCA-kasvatusalustalla

Uusille laboratoriotestimenetelmille tulee aina laatia tyoohje laboratorion tyontekijoita
varten. Laboratoriohenkilokunta voi laatia myos tiivistetyn kayttdohjeen testivaihetta var-
ten, mutta ennen menetelman kayttéénottoa se taytyy verifioida tarkemmin. Kayttdohjei-
den tulee olla helppolukuisia ja tarkkoja, jotta henkildkunta pystyy tarkistamaan testime-
netelmien kayttéohjekansiosta kyseisen testimenetelman tyévaiheet aina ennen testin
aloittamista. Uudelle E. coli -bakteereita ja koliformisia bakteereita kasvattavan alustan
tiivistetty kayttdohje on liitteessa 4 ja varmistustestin oksidaasitestin kayttdohje 16ytyy

litteesta 5.
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9 CCA-kasvatusalustan soveltuvuuskokeet

Insindoritydn testiosuuden aikana suoritettiin monien eri kasvatusalustojen testauksia.
Tassa kappaleessa kdydaan l1api lopulliseksi valikoidun menetelman tydésuunnitelma, to-

teutus seka tulokset.

9.1 Tybsuunnitelma

Testi toteutettiin 10.6.—16.10.2020 Aqvan vesilaboratoriossa liitteiden 4 ja 5 tydéohjeiden
mukaisesti. Testin tarkoituksena oli testata kalvosuodatusmenetelmaa CCA-kasva-
tusalustoilla tunnetuilla bakteeripitoisuuksilla. Testi sisalsi 30 kpl CCA-alustoja, joille val-
mistettiin erilaisia laimennoksia valmistetuista bakteeriliuoksista. Tutkittiin myds kunnal-
lisveden E. coli- ja koliformiset bakteeripitoisuudet pelkastd mielenkiinnosta, vaikka ky-
seisia bakteereita ei pitaisi I0ytyd kunnallisvesiverkostosta. Suoritettiin myds kasvatus-
testi kahdelle asiakkaan toimittamalle naytevedelle, jotka sisalsivat suuria maaria bak-
teerikasvua hairitsevia ominaisuuksia, kuten rautaa ja humusta. Testattiin, kuinka likaisia
naytteitd voi suodattaa suodatinkalvolle ja milloin kalvon pinnalle jaa liikkaa bakteerikas-

vustoa hairitsevaa epapuhtautta.

9.2 Tyobssa kaytettavat bakteerit

Soveltuvuuskokeissa kaytettiin IDEXX-yritykselta tilattuja sertifioituja bakteeriampulleja,
joiden sertifikaattitodistus 16ytyy liitteesta 7. Yritykselld oli toimitusvaikeuksia koliformis-
ten bakteerien positiivikontrolliampullien kanssa, ja tdman vuoksi testivaiheeseen ei
saatu tilattua tunnettua pitoisuutta sisaltavia koliformisten bakteerien ampulleja. Saata-
vuusongelman vuoksi tydssa tutkittiin asiakkaan toimittamia vesinaytteita, joiden tiedet-

tiin sisaltavan koliformisia bakteereita seka E. coli -bakteereita.

CCA-kasvatusalustan testeihin saatiin tilattua E. coli -bakteerien positiivikontrolli, jonka
tuotekoodi on Escherichia coli ATCC 11775. Ampullin bakteerien hyvaksyttava pitoisuus
oli 15-369 mpn/100 ml. Testia varten tilattin myds kasvatusalustan negatiivikontrollibak-
teeri, joka suunnitellusti ei menestynyt alustalla. Negatiivikontrollibakteeriksi valikoitui

Enterococcus faecalis, joka oli mainittu kasvatusalustan sertifikaatissa liitteessa 6
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alustan inhiboivaksi bakteeriksi. Liitteesta 6 kavi ilmi, ettd Pseudomonas aeruginosa -
bakteeri kasvaa alustalla varittdbmina pesakkein, joita ei kuulu laskea koliformisiksi pe-
sakkeiksi. Kyseisella bakteerilla pystyy kuitenkin suorittamaan oksidaasitestin toimivuus-
kokeen, jonka vuoksi Pseudomonas aeruginosa -bakteeri valittiin testin yhdeksi testibak-

teeriksi.

Bakteeriampullien tuotekoodit ja tunnetut bakteeripitoisuudet:

o CCA-alustan positiivikontrolli: Escherichia coli ATCC 11775, 15-369 mpn/100 ml

e CCA-alustan negatiivikontrolli: Enterococcus faecalis NCTC 775, 73-223
mpn/100 m|

e oksidaasitestin positiivikontrolli: Pseudomonas aeruginosa NCTC 12951, 301—
1925 mpn/100 ml.

Tunnetuille bakteeripitoisuuksille valmistettiin omat kasvatusalustat ja asiakkaan toimit-
tamat naytevedet kasvatettiin omilla kasvatusalustoilla. Tehtiin myds yksi testikasvatus
Pseudomonas-bakteereille ravinneagarmaljalla, koska ei tiedetty, kuinka hyvin kyseinen
bakteeri menestyy CCA-kasvatusalustalla. Oksidaasitestin toimivuutta testaavaan testiin
tarvittiin selkeita Pseudomonas-bakteeripesakkeita ja niitd saatiin kasvatettua kummal-

lakin kasvatusalustalla.

9.3 Tarvittavat valineet

Suurin osa testivaiheen tarvikkeista tilattin VWR-toimittajalta.

Testivaiheessa tarvittavia valineita:

e autoklaavi
e kalvosuodatuslaitteisto

e |apivirtauspumppu
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o sytytin

e etanoli

e ultrapuhdas vesi

o 30 kpl CCA-agaralustoja

o 31 kpl 0,45 ym suodatinkalvoja
o 1 kpl ravinneagaralusta

e permanenttitussi

e inkubaattori

[ampdotilamittari.

9.4 Tulosten ilmoittaminen

Lopulliset tulokset lasketaan varmistuneiden pesakkeiden laskentakaavalla. Testeissa
lasketut ja varmistetut bakteeripesakkeiden maarat sijoitetaan kaavan 1 mukaiseen las-
kentakaavaan.

Lopullinen tulos (pmy/100ml) = —-A-L, (1)

=| <

V on varmistuneet pesakkeet
N on tutkitut pesakkeet
A on alustava pesakeluku

L on laimennoskerroin

Kaavalla saadut tulokset ilmoittavat bakteeripesakkeiden maaran 100 millilitrassa.
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Aseptiset tydskentelytavat varmistetaan valmistamalla steriilikontrollialusta ja inkuboin-

nin jalkeen alustalla ei ilmennyt bakteerikasvustoa. Kunnallisvesinaytteiden kasvualus-

toissa ei myodskaan ilmennyt bakteerikasvustoa. Taulukossa 1 on ilmoitettu naytevesien

naytetiedot, kaytettyjen bakteeriampullien tiedot, bakteeriampullien bakteeripitoisuudet,

naytteiden laimennoskertoimet, alustojen lasketut bakteeripesakkeet seka lopulliset bak-

teeripesakkeet 100 millilitrassa.

Taulukko 1.  E. coli- bakteerivesien tulokset CCA-kasvatusalustalla

o Naytteen bakteeri- B.ak!een- Laimennos- Las_k etut Lopullinen
Naytetiedot ampullin tiedot pitoisuus —— pesdkkeet tulos
(mpn/100 ml) (pry) (pmy/100 ml)
1.  Steriilikontrolli - - 1 0 0
2.-6. Kunnallisvesi - 1 0 0
7. E.coli-ndytevesi Escherichia coll 15-369 5 51 255
T ATCC 11775
8. Enterococcus faecalis Enterococcus
. . faecalis NCTC 775 73283 5 0 0
[negatiivikontrolli)
. Escherichia coli
9. E. coli+ ATCC 11775 + 15-365 10 34 340
Enterococcus
Enterococcus fascalis NCTC 775 73223 10 0 0
. Escherichia coli ; ;
10. E.coli+ ATCC 11775 + 15-365 10 32 320
Enterococcus ]
Enterococcus faccalis NCTC 775 73223 10 0 0
. Escherichia coli
11. Ecoli+ ATCC 11775 + 15-369 10 33 330
Enterococcus
Enterococcus faecalis NCTC 775 73-223 10 0 0
. Escherichia coli ; ;
12. Ecoli+ ATCC 11775 + 15-369 20 10 200
Enterococcus
Ent: 73-223 20 0 0
nterococcus faecalis NCTC 775
. Escherichia coli
13. E.coli+ ATCC 11775 + 15-369 20 13 260
Enterococcus
Enterococcus faecalis NCTC 775 73-223 20 0 0
. Escherichia coli ; ’
14. E.coli+ ATCC 11775 + 15365 20 17 340
Enterococcus
Enterococcus fascalis NCTC 775 73-223 20 0 o]
15. Pseudomonas
aeruginosa Pseudomonas
3 - aeruginosa NCTC 301-1925 5 123 615
(oksidaasitestin
e . 12951
positiivikontolli)
Pseudomonas
16. Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa NCTC 3011925 5 121 603
B 12951
Escherichia coli
17. E.coli+ ATCC 11775+ 15-365 20 16 320
Enterococcus
Enterococcus + faecalis NCTC 775+ 73223 20 0 0
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa NCTC 3011925 20 37 740
12551
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Escherichia coli
18. E. coli + ATCC 11775 + 15-369 20 20 400
Enterococcus
Enterococcus + faecalis NCTC 775+ 73-223 20 0 0
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa NCTC 301-1925 20 42 840
12951
Escherichia coli
19. E. coli + ATCC 11775+ 15-369 10 32 320
Enterococcus
Enterococcus + faecalis NCTC 775+ 73-223 10 0 0
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa NCTC 3011925 10 62 620
12951
Escherichia coli
20. E.coli + ATCC 11775 + 15-369 10 26 260
Enterococcus
Enterococcus + faecalis NCTC 775+ 73-223 10 0 0
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa NCTC 301-1925 10 67 670
12951
21. Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa, aeruginosa NCTC 301-1925 5 99 495
ravintoagaralustalla 12951

CCA-kasvatusalustoilla kasvoi tyypillisia E. coli -bakteerien sinisia pesakkeita. Kuvassa

13 on kymmenesosa laimennoksella valmistettuja E. coli -naytevesien kasvatusalustoja.

Naytteiden 9-11 tulokset olivat hyvin Iahella toisiaan, ja ne olivat onnistuneita kasvatuk-

sia.

Kuva 13. Naytteiden 9—11 kasvatusalustat, joilla kasvaa E. coli -bakteeripesakkeita.

E. coli -bakteeriampullien bakteeripitoisuudeksi oli ilmoitettu 15-369 mpn/100 ml. Nayt-

teiden 9-11 tulokset olivat tuon tavoitellun pitoisuuden sisalla, joten testiveden laimen-

nokset ja testin suoritus oli tehty onnistuneesti ja alustat toimivat halutunlaisesti E. coli -

kasvatusten osalta. Naytteiden 9—11 nayteveteen oli E. coli -bakteerin lisaksi lisatty ne-

gatiivikontollibakteeria, joka oli Enterococcus faecalis -bakteeri. Enterococcus faecalis -

bakteeripesakkeita ei ilmennyt alustalla, joten negatiivikontrollitesti oli onnistunut.
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Naytevesien, joihin oli lisatty E. coli-, Pseudomonas aeruginosa- seka Enterococcus

faecalis -bakteeriliuoksia, kasvatusalustat onnistuivat melko hyvin. Tuloksissa oli hieman

enemman hajontaa, ja naytteen 18 pesakkeiden maara meni yli tavoitellun bakteeriam-

pullipitoisuuden. Naytteiden 17, 19 ja 20 lopulliset bakteeripitoisuudet olivat halutun pi-

toisuuden sisalla.

Taulukossa 2 on naytteiden 699 ja 670 testitulokset. Naiden testivesien avulla saatiin

kasvatettua koliformisia bakteeripesakkeitd CCA-alustoille, virallisten bakteeriampullien

sijasta. Jokaisesta kasvatusalustasta varmistettiin vahintdan kymmenen punaista pesa-

ketta, ja kaikilta varmistetuilta alustoilta I10ytyi yksi oksidaasipositiivinen bakteeripesake,

joka miinustettiin tutkittujen koliformisten bakteerien pesakeluvusta.

Taulukko 2.  Koliformisten bakteerien testikasvatusten tulokset.

L Lopullinen
Nayte- Laimennos- E. coli Koliformiset | Pesdke- . p kolifi
tiedot kerroin dkk pesakk varmi E. coli + koliformiset bakteerien tulos
tulos
(pmy/100 mi)

22. 1 0 <300 ¥li madritysrajan
Nayte 699
23. 4 i} <300 ¥li maaritysrajan
MNayte 699
24. 4 0 < 300 ¥li maaritysrajan
Nayte 699
25 10 0 < 300 fli madritysrajan
Nayte 699
26, 10 o < 300 ¥li madritysrajan
Nayte 699

1 -

2 -

3 -

4 -
7. . 5 - _ _
Nayte 670 1 2 A0 5 R 2+40=42 378=38

7 +

8 -

] -

10 -

1 N

2 -

3 +

4 -
28. 13x4 5 =
Nayte 670 4 o 52 5 B 0+52=52 187,2 =187

7 -

- -

a -

10 =

1 +

2 -

3 -

4 -
29, 1x4 Oxd 5 -
Nayte 670 4 -1 =35 6 - 4+36=40 144

7 -

a -

a -

10 -

1 -

2 -

3 -

a -
30. 2x10 8x10 5 -
Nayte 670 10 =20 —80 e _ 20+80=100 500

7 -

8 -

9 +

10 =
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Asiakkaan toimittamasta naytteestd 699 saatiin kasvatettua koliformisia bakteereita,
mutta alustalla kasvoi myds paljon virhepositiivista tulosta antavia bakteeripesakkeita,
jotka eivat olleet koliformisia bakteereita. Naytteen 699 tutkimusvesi sisalsi liikaa bak-
teereita seka suodatinkalvolle pidattaytyvaa bakteerien kasvua hairitsevaa sakkaa, jonka
vuoksi alustojen koliformisia bakteeripesakkeitd ei voitu testata oksidaasitestilla. Ku-
vassa 14 on naytteen 699 kasvatusalustat eri laimennoksilla ja kuvassa nakyy suodatin-

kalvolle kerdantynytta keltaista sakkaa.

Kuva 14. Naytteen 699 22—-26 kasvatusalustat eri laimennoksilla.

Naytevesi 670 sisalsi E. coli -bakteereita seka koliformisia bakteereita. Kuvassa 15 on

naytteen 670 laimentamaton naytevesi, josta pesakkeet erottuivat selkeasti.
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Kuva 15. Naytteen 670 kasvatusalusta, jossa on koliformisia bakteeripesakkeitad seka kaksi E.
coli -bakteeripesaketta.

Kasvatusalustalta varmistettiin oksidaasitestilla 10 punaista bakteeripesaketta, joista
yksi osoittautui oksidaasipositiiviseksi pesakkeeksi, jolloin varmistettuja pesakkeita oli 9
kappaletta. Sijoitettiin varmistetut, tutkitut, alustavat pesakkeet seka laimennoskertoimet
laskentakaavaan 1, jolloin saatiin lopulliseksi tulokseksi 37,8 pmy/100 ml koliformisia

bakteereita sekd 2 pmy/100 ml E. coli -bakteereita.
. 9
Lopullinen tulos (pmy /100 ml) = 0 42 -1 =37,8pmy/100 ml

Tulokset tulee ilmoittaa kokonaislukuina, joten naytteen 27 lopullinen tulos oli 38

pmy/100 ml koliformisia bakteereita.
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11 Yhteenveto

Opinnaytetydn tarkoituksena oli vertailla E. coli -bakteerien ja koliformisten bakteerien
tutkimiseen kaytettyja testimenetelmia. CCA-kasvatusalustan todettiin olevan sopivin

seka edullisin testimenetelma puhtaiden vesien tutkimiseen.

Laboratoriohenkilokunta paatti, etta tutkittavien vesien variluvun ollessa yli 10 mg P/,
tulee naiden testivesien bakteeritestit suorittaa jatkossa IDEXX-testimenetelmalla. Vari-
luvun avulla ndhdaan, kun tutkimusvesi sisaltda liikaa suodatinkalvolle pidattaytyvaa
kasvua hairitsevida ominaisuuksia, kuten humusta. IDEXX-testimenetelmallad jatketaan
siis likaisempien vesien bakteeritutkimuksia ja puhtaille tutkimusvesille kaytetaan CCA-

kasvualustaa.

Opinnaytetydn aikana suoritetut testikasvatukset olivat onnistuneita ja CCA-kasvualus-
toilla saatiin kasvamaan tavoiteltuja selkeitéd bakteeripesakkeita. E. coli -testivesien kas-
vatukset olivat onnistuneita, ja alustoilta lasketut bakteeripitoisuudet asettuivat baktee-

riampullien tunnettujen pitoisuuksien tavoitelluille alueille.

Koliformisten bakteerien testivesien pienimmat laimennokset aiheuttivat melko suurta
hajontaa verrattuna laimentamattomaan naytteeseen. Voi olla, ettd laimentamaton nay-
tevesi 670 sisalsi liikaa bakteerien kasvua inhiboivia ominaisuuksia, jolloin koliformisten
bakteerien tulos oli melko matala. Naytteelle suoritettiin laimennoksia ja voi olla, etta
laimennoksien avulla saatiin vahennettya nayteveden kasvua hairitsevia tekijoita ja ta-
man vuoksi laimennoksien tulokset olivat suurempia kuin laimentamattoman. Koliformi-
sille bakteereille tullaan suorittamaan jatkotutkimuksia tunnetuilla bakteeripitoisuuden
omaavilla naytevesilla seka aiotaan tehda IDEXX-testimenetelman ja CCA-kasvualustan
valisia testeja. Tullaa my0Os testaamaan asiakkaiden naytevesia kummallakin testimene-

telmalla ja tuloksia vertaillaan keskenaan.

Laboratoriohenkilékunta aikoo jatkaa CCA-kasvualustan testeja tunnetuilla bakteeripitoi-
suuksilla ja suorittaa vielda enemman toistoja kyseiselle testimenetelmalle. Ennen kuin
menetelméa saadaan FINAS-akkreditoiduksi menetelméaksi, tulee laboratorion osallistua

kansainvalisiin SYKE-organisaation jarjestamiin interkalibrointeihin, joilla varmistetaan
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laboratoriohenkildkunnan yhtendinen seka osaava toiminta testin suorittamisen aikana.

Laboratorion tulee osallistua akkreditoinnin jalkeenkin tietyin valiajoin interkalibrointeihin.

Laboratoriohenkilékunta tulee laatimaan tarkan verifiointisuunnitelman ja kirjoittaa tarkan
tybohjeen testimenetelmalle. Tama opinnaytetyd auttoi selvittdmaan, mista testimene-
telmassa olisi kannattavaa lahted tekemaan verifiointisuunnitelmaa seka onko testime-

netelmaa kannattavaa akkreditoida FINAS-yrityksella.
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Kuvaus

Olet vastaanottanut wesingytepullon (1 kpl) postitukseen kaytettavassd pahvipaketissa. Kaytéd samaz
pahvipakettia ndytteen ldhettdmisessa laboratorioon. Taytetyn wvesingytepullon pahvipaketin voi sulkea
esimerkiksi teipills.

Merkitse tilaamasi vesianalyysin tuotekoodi (esim. LABD2) ndytteenotiokyselylomakkeeseen kohtaan "Ostetiu
analyysi®. Voit tarkistaz tilaamasi vesianzlyysin tuotekoodin verkkokaupastamme (wwe.agvafil kohdasts
vesianalyysit. Mikali tilasit wseamman analyysin, merkitse kalkki tuotekoodit lomakkeessen. Tilatessasi
omavalintaisen yksittalsanalyysin, kirjoita tuotekoodin [LABSE] lisdksi sanallisesti valitsemasi  tutkittava
ominaisuus (esim. rauta). Jos tilasit pelkdn analyysipakkauksen (tuotekoodilla LABS9), sinun tules vield ostaz
verkkosivuiltarmnme haluamasi vesianalyysi (esim. LABD]L kaivovesianalyysi).

Maytteenotto kannattaa ajoittaa siten, ettd naytteet ehtivat laboratorioon samana paivana tai enintaan 24 tunnin
kuluessa naytieenotosta. Normaalisti esimaksettu analyysipakkaus ehtii postitettuna laboratorioon vaaditun ajan
sisdlla. Nayttesnoton ja tutkimuksen vlisen viiveen pitkittyminen (yli 24 tuntiza) voi heikentad tutkimustulosten
luctettavuutta bakteerien osalta. Kayttaessasi postilahetystd, selvita toimipaikkasi mydhadisin toimitusaika, jolla
analyysipakkaus ehtii saman paivén kuljetuksean. Néytetta ei suositella [shetettdvaksi postitse to—su tai arkipyhaa
edeltévand kahtena arkipdivana. Lahetys on ennzalta maksettu ja analyysipaketii tulee wiedd Postin
toimipisteeseen. Saat Postilta analyysipaketin seurantatunnuksen, joka tulisi s3ilyttda siihen asti, kunnes saat

vesianalyysin valmistunest tulokset.

Halutessasi voit tuoda analyysipaketin Agvan toimipistessesn. Toimita nayte ma—to valisend aikana, néytetta ei
suositella tuotavan perjantaisin. S3ilytd naytettad jaakaapissa, jos sitd el voida toimittaa toimipisteeseen heti
naytteenoton jalkeen.

Maytteenotto-chjeita noudattamalla minimoidaan mahdolliset analyysitulokseen vaikuttavat ulkoiset tekijat.
Esimerkiksi selsoneeseen veteen livenneiden yhdisteiden madard sekd putkistoista irtoavien partikkeleiden
vaikutus analyysituloksiin.

Agvan laboratorion vastuu vesianalyysista ja vesianalyysin tulosten cikeellisuudesta alkaa vesindyttesn saavuttuz
laboratorioon.

¥leiset ndytteenotto-ohjeet

1. VValise, minka vesipisteen kylmavesilinjasta haluat ottaa naytteen. Huomioi mahdollisten suodattimien tai
vedenpuhdistimien sijaintl. Jos haluat tarkistaa sucdattimen toiminnman, ota ndyte sen jdlkeisesid
vesipisteesta. Mikali ndyte halutaan raakavedests, otetaan nayte ennen suodattimia.

kun otat ndytteen, toimi sivun 3 ohjeen "Naytteenoton lisdohjest”™ mukaisesti.

Pese kadet huolellisesti saippualla ja kuivaa ne hyvin.

Irrota ndytepullon sinett ja avaa pulle. 13 koske ndytepullon suuosaan tai korkin sisapintzan.
Taytd pullo ja jata sinne pieni ilmatilz (hieman yii 500 millilitran merkkivitvan ylapuolelle).
Sulje korkki tiukasti, kuivaa pullo ja tarkista ettei korkki vuoda.

Téytd ndytteenattokyselylomake (sivu 4).

e T

Lzita pullo ja naytteenottokyselylomake takaisin pahvipakettiin. Sulje paketti esimerkiksi teipilld
ulkopuolelta niin, ettei osoitekentat peity.

9. Vie paketti Postin toimipisteeseen tai postitoimistoon.

10. Saat vesianalyysin tulokset sahkdpostiisi 14 pdivan sisalla naytieen saapumisesta laboratoriocon.
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Naytteenoton lisdohjeet

AQVAR vesilaboratorio tutkii ainoastzan talouskayttoon tarkoitettuja vesia, ei esim. jate- tai hulevesia.
Waytteenotto kylmavesihanasta (kunnallisvesi):

Mikali tarkoituksena on tutkia veden mikrobiclogista laatua, poistetaan mahdollinen poresuutin ja suljetun hanan
suu steriloidaan kuumentamalla sita liekilld esim. sytyttimella 5—10 sskunnin ajan. Steriloinnin jalkeen vettd
valutetzan n. 5 sekunmnin ajan ennen ndytteenottoa. Huomaa, ettd mikrobicloginen ndyte kunnallisvedesta tulee
ottaa erilliseen, siihen tarkoitettuun naytepulloon. Naytepullo on noudettavissa Agqvan myymalasta.

Pelkastaan kemiallisten ominaisuuksien, kuten raskasmetallien analysointi ei edellyta hanan sterilointia. Hana
avatzan ja kylmaa vettd juoksutetaan normaalilla kdyttdvoimakkuudella n. 5 sekunnin ajan, jonka jalkesn
vesinaytepullo taytetadn suoraan virtaavasta vedests.

Pulloon jatetaan pieni ilmatila Ja korkki suljetaan. Naytteenotto kannattaa ajoittaa aamuun, jolloin vettd ei ole
vield valutettu.

MNaytteenotto kaivovedesta:

Mayte otetaan aina kylmavesilinjasta, ellei ole tarkoitus tutkia nimenomaan kuumavesilinjaston tai esimerkiksi
IEmminvesivaraajaan lityvid ominaisuuksia vedesta.

Mikali kaivossa on pumppu, vettd [asketaan hanasta niin kauan, etta pumpussa, kalvopainesdilidssa ja putkessa
seissyt vesi on varmuudellz saatu pois ja vaihdettua (n. 5-10 minuuttia). Taman jalkeen naytepullo taytetaan ja
suljetaan korkki.

Jos nayte otetaan suoraan avokaivosta, kaytetddn naytteenottoon normaalia kyseisen kaivon vedenottamiseen
kdytettavad puhdasta valinetid (esim. ampari). Lasketiaessa vedenottovalinettd kaivoon on huolehdittava siita,
ettei pohja-zinesta tai kaivon reuneilla olevaa ainesta joudu nayttesseen.

Naytteenotto léhteesta:

Naytieenotto pyritddn ensisijaisesti tekemdan virtaavasta vedesta. Valtetddn veden sekoittumista ja pohja-
aineksen joutumista pulloon. Virtaavassa vedessa pullon suu upotetaan 20— 30 cm sywyyteen ja kdannetadn pullo
vastavirtaan. Taytetaan pullo siten, etta sinne j3a pieni ilmatila. Suljetaan korkki ja tarkistetaan ettei se vuoda.

los virtausta ei ole, naytepulloon tartutaan pohjasta ja pullo painetaan nopeasti pinnan alle kohtisuorassa pullon
suu alaspain ja téytetaan pullo. Kadnnetdan pullo vaakasuoraan ja kuljetetaan veden alla suu edell. Jatetaan
pulloon pieni ilmatila ja suljetaan korkki.

MNaytteenotto jarvesta tai joesta:

Mayte otetaan sekoittamatta vetta tai pohja-ainesta esim. laiturin paasta tai veneesta. Naytepulloon tartutaan
pohjasta ja pullo painetaan nopeasti pinnan alle kohtisuorassa pullon suu alaspain noin 20-30 om syvyyteen.
kaannetadn pullo vaakasuoraan ja kuljetetaan veden alla suu edella.

Jos nayte otetaan virtaavasta jokivedesta, pidetdan pullon suuta vastavirtaan. Valta mahdollisten veden pinnalla
olevien roskien joutumista pulloon.

Linjasuodatinpaketin seuranta-analyysi:

L- ja XL-koon linjasucdatiimien seurantangytteencttoon suositellzaan kaytettavaksi naytteenottchanasettia
{tuctekoodi: L5-NAYTE), joka asennetaan painemittarien kinnikekierteisiin painemittarin sijaan.

Laske vetta yhdestd vesipisteestd (esim. keittion hanasta) 5-10 |/min vauhdillz, 5-10 min ajan. Téman jalkesn
nayie otetaan suodatetusta vedesta, pysaytiamattad tai muutiamatta veden virtausta. Toinen nayte otetazan
suocdattamattomasta vedestd vastaavalla tavalla heti edellisen naytteenoton jalkeen.
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agva

MNaytteenotiokysely M L AND

.aytd selkeitd kirjaimia tai tekstaustapaa

Ostettu analyysi [tuctekoodi esim. LABDZ): LABE & LAB & LAB B LAB & LAB

Agvan tilausnro. (|Ehetteeltd):

tai olen ostanut analyysin j@lleenmyyjalta (esim. Allergiakauppal):

NaEytteenottopdivamaard ja kellonaika:

M3ytteen kuvaus:

[esim. jarvivesi, merivesi, kunnallisvesi, pora- tai rengaskaivovesi)

Asziakkaan yhteystiedot

Mimi:

Maksajan nimi {jos eri hlé.):

Dsoite;

MNaytteen postinumero:

Puhelinmumero:

Sdhkoposti:

Haluan tietoa tarjouksista: Kylla: 0O B: O

Tiedot ratkaisuehdotusta varten

Veden kdyttajien madra: Vesipisteiden madra:

Olemme kiinnostuneet
puhdistamaan: Kayrtiveden O Juomaveden 0O Molemmat O

Kayttokohde: Kesdajan loma-asunte [ Ymparivuotinen loma-asunto [0

Omakotitalo ] Muu, mika:

Onko vesindyte otettu jo olemassa clevan sucdattimen jélkeen, jos kylla, minkd tyyppisen:

Havaitut ongelmat, onko valittomassa |3heisyydessa jdrved tai peltoa, muita lisatistoja:

Olen lukenut ja ymmartanyt
naytteenotiocon liittyvdt ohjeet, allekirjoitus:

MNeuwvontanumero: 010 321 5080

metropolia.fi WMetropolia



Liite 2
1(1)

IDEXX-bakteeritestin kayttoohje

Koliformiset bakteerit ja Escherichia coli

Colilert*-18

Esivalmistelu:

e Muista aseptinen tydskentely
e Desinfioi tyéskentelytaso etanolilla
e Laita hanskat ja desinfioi ne etanolilla

Koliformiset bakteerit ja Escherichia coli:

1. Laita inkubaattori ja Quanti-Tray sulkija paalle

2. Merkitse steriiliin 100 ml:n pulloon asiakkaan koko nimi

3. Kaada 100 ml naytetta steriiliin pulloon

4. Lisaa pulloon yksi Colilert*-18 ampulli ja kaksi tippaa vaahdonestoainetta
5. Ravista, kunnes reagenssi on kokonaan liuennut

6. Merkitse kuoppalevyyn asiakkaan nimi, testin paivamaara, inkuboinnin
aloitus- ja lopetusaika

7. Kaada nayte kuoppalevyyn ja sulje kuoppalevy Quanti-Tray sulkijalla
8. Laita inkuboitumaan + 35 (+ 0.5) °C 18—22 tunniksi
9. Merkitse ovessa olevaan lampétilaseurantalomakkeeseen tarvittavat tiedot

10.Tulosten luku: merkitse tussilla jokaisen keltaisen kuopan kohdalle poikkiviiva.
Katso kuoppalevya UV-valon alla, merkitse fluoresoiviin (sinisiad UV-valon alla)
kuoppiin rasti.

o Keltaiset kuopat ovat koliformisten bakteerien maara

e Keltaiset ja fluoresoivat kuopat ovat E. colin maara
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Petrifiim AQCC-alustan kayttoohje

1. Kootaan kalvosuodatuslaitteisto ja asetetaan suodatinsuppiloiden alle suodatin-

kalvot pinsettien avulla.

2. Kaadetaan 100 ml vettd suppiloihin, kuvan 1 mukaisesti ja kaynnistetaan

imupumppu, joka pumppaa nayteveden suodatinkalvojen lavitse.

Kuva 1. nayteveden lisddminen kalvosuodattimen suppiloihin

3. Steriloidaan pinsetit etanolin ja liekin avulla. Kun pinsetit ovat jaadhtyneet, noste-
taan suodatinkalvo varovaisesti Petrifilm-alustalle kuvan 2 mukaisesti, siten ettei

suodatinkalvon ja alustan valiin jaa ilmakuplia.

Kuva 2. Suodatinkalvon asettaminen Petrifilm-alustalle
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4. Lasketaan Petrifiim-alustan suojamuovi alas ja painellaan hieman kalvoa, kuten

kuvassa 3 voi ndhda, nain kalvon alle ei jaa ilmakuplia.

Kuva 3. Kasvatusalustan ilmakuplien poisto

5. Kirjoitetaan Petrifiim-alustan ylareunaan tarvittavat naytetiedot. Valmistetaan
myos Yyksi steriilikontrolli, jolla varmistetaan hygieeniset tyoskentelytavat seka

tyossa kaytettyjen valineiden ja alustojen steriiliys.
6. Laitetaan alustat inkuboitumaan 35 °C £ 1 °C:n lampdétilaan 24 tuntia + 2 tuntia,
alustan kirkas puoli yléspain aseteltuna. Petrifilmeja voi asettaa enintdan 20 kap-

paletta paallekkain inkuboitumaan.

7. Lasketaan alustan punaiset pesakkeet inkuboinnin paatyttya.
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Kayttoohje uudelle CCA-kasvatusalustalle
1. Ota CCA-kasvatusalustat huoneen lampéon
2. Laita inkubaattori paalle ja aseta lampétilaksi 36 + 2 °C astetta

3. Kasaa autoklavoidut suodatinlaitteiston osat tydtasolle ja liita imupumppu seka

jateastia laitteistoon
4. Steriloi pyoreapaiset pinsetit etanolilla ja liekilla

5. Aseta steriili suodatinkalvo kalvosuodattimen suppilon alle py6reapaisilla desinfi-

oiduilla pinseteilla
6. Kaada naytevetta suppilon 100 ml:n viivaan asti
7. Laita pumppu paalle

8. Sammutetaan pumppu heti kun kaikki ndytevesi on mennyt suodatinkalvon |a-

vitse

9. Nostetaan suppilo suodatinkalvon paalta ja siirretdan suodatinkalvo steriloiduilla

pinseteillda CCA-kasvatusalustalle siten, ettei kalvon ja agarin valiin jaa ilmakuplia

10. Merkitdan alustan pohjaan naytteen tiedot, paivamaara ja inkuboinnin aloitus- ja

lopetusaika
11. Asetetaan kasvatusalusta inkubaattoriin yldsalaisin

12. Merkitaan testin aloituspaivamaara, -aika ja -lampdtila inkubaattorin seurantalo-

makkeeseen
13. Merkitdan asiakkaan testausselosteeseen testin aloitusaika ja -paivamaara
14. Inkuboidaan nayteta 21-24 tunnin ajan

15. Merkitdan testin lopetuspaivamaara, -aika ja -lampdotila inkubaattorin seurantalo-

makkeeseen
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Oksidaatitestin kayttoohje

PESAKKEIDEN VARMISTUS OKSIDAASITESTILLA

1. Lasketaan kaikki punaiset ja vaaleanpunaiset pesakkeet alustaviksi koliformisiksi

bakteereiksi

2. Lasketaan tummansiniset ja violetit pesakkeet, jotka ovat E. coli -bakteereita

3. Suoritetaan punaisten pesakkeiden varmistustesti oksidaasitestilla. Kaikki alus-

tan punaiset pesakkeet tulee testata tai vahintaan 10 pesaketta:

- Poimi suodatinkalvolta yksi punainen bakteeripesake siirrostussilmukalla

- Levita bakteeripesake siirrostussilmukalla oksidaasitestin liuskan varilliselle

osalle

- Odota 20-60 sekuntia, jos tdman ajan jalkeen liuskan vari ei ole muuttunut
siniseksi, niin talldin on kyse oksidaasinegatiivisesta koliformisesta bakteeri-
pesakkeesta. Jos sininen varireaktio syntyy niin talloin pesaketta ei lasketa

koliformisten bakteerien pesakkeiden yhteenlaskettuun tulokseen.
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CCA-kasvatusalustan sertifikaattitodistus

VWR @Lﬂﬂﬂ'
CHEMICALS Il
CERTIFICATE OF ANALYSIS

PREODUCT DATA COMPOSITION ing/ L
Description CCA COLIFORMS CHROMOGENIC || Composition {g):
AGAR (15Q) Enzymatic digest of casein...._......._ 1.00
Yeastextract ..o 200
Product code 17545224 Sodium chlode. oo 500
Batch 02382 Di-sodium hydrogen phosphate......_......2.70
Presentation 30 Prepared Plates/55 mm Plates for Sodium dibydrogen phosphate
filtration purposes dihydrate. . ... 220
Tryptophan......ecec e 100
Expiry 201002017 ?Ddll..lm PYTUVELE. e 1.00
i ergitol®7 ... |
Manufacturing oume/etT L 1.00
PHYSICAL-CHEMICAL TEST G-Chloro-3-indoayl-
i-D-galactopyranoside.......................020
Color Pale yellow E-Bromo-4-chioro-3-
pH 6.7 (8.8 £0.2) ndoxyl-E-D-glecaronic acid..................0.10
- [ 1 c S ..0.10
QE+2G
WEIQ ht ( ' Agar.... 13.00
Micsotigionl contisl aecnding o 10 11153 2074 Result: Satisfactory
STERILITY TEST
Incubation 43 hours at 20-15°C and 48 hours at 20-25°C: NO GROWTH Result: Satisfactory

Check at 7 days after incubation in same conditions

FERTILITY TEST

Inoculate Practical range 10020 CFU; Min. 50 CFU {Productivity).
Microbiclogical control according to 150 1113322014

Aerobiosis. Incubation at 38 £ 2°C, reading at 18-24 h

Microorganism Specification CFU Recovery
Escherichiz coll ATCC® 8730 Gaod (=70%) Dark-tiue 1o vioket colanias E1 100%
Eschenchis coil ATCC® 25022 Good (=70%) Dark-biue to viokst colonles BS 100%
Citrobacter frewndd ATCC® 43654 Good (=70%) Salman to red colonies =1 100%
Pseudomaonas aenginosa ATCC® 10745 Good - Colouriess T4 100%
Enterococous faecals ATCC® 16433 Inhinited o 0%
Enferobacter aerogenss ATCC 13045 Zood - Mauve ED 100%
"Microbiciogical qually oriterda acconding bo Eurcpean Priammacoposias. Mavimum acceptable count = 200 CFU Result: SEtiSfﬂCT_Dry'

This cerficate (s an slechonic copy of Me czmficate
awailable in our faboradory and does not reguine sionate.

AR Il national by bl spr
Husrexds Fosmarch park Zone 3

uderasiaatuen st =~ Quality release date: 07/06/2017
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Tyossa kaytettavien bakteerien sertifikaattitodistus

IDEXX Laboratories, lnc.
One IDEXX Drive
Westbrook, ME 04092 USA
Email: watertmidexx.com

CERTIFICATE OF ANALYSIS
IDEXX-QC COLIFORM & E. COLI

Part # 98-29000-00 Lot # 0502149 Kit Expires: 30-Nov-2020
Catalogue # WOQC-TCEC

Escherichia coli ATCC 11775 Lot # 030819 Expires: 30-Mov-2020
Preudomonas aeruginosa NCTC 12951 Lot # 061319 Explres: 31-Dee-2020
Enterovovews foecalis NCTC 775 Lot # 110218

Lot Activity:

Escherichia coli: 149 MPN/T00 mL with Colilert* and Colisure® Quanti-Tray*/ 2000
Verified by Quanti-Tray/2000 with n=55; Acceptable Range = 15 - 369

Psendomonas aeruginosa: 1113 MPN/AOD mL with Pseudalert® Quanti=Tray/ 2000
Verified by Quanti-Tray/ 2000, Acceptable Range = 301 - 1925

Enterococcus faecalis: 148 MPN/1 mL with IDEXX SimPlate* for HPC
Verified by SimPlate for HPC with n= 30; Acceploble Range = 73 - 223

Other methods may give results outside of the ranges stated above.

Storage Conditions: Frozen (=-10°C)

This product was performance tested and has met all guality control specifications reguired for release,
This information is released by NSIL
Name: Lawren Decse

Signltnrtm&-m Leeae

Date: 080319
Ouality Assurance

Technical Support Inguiries:
IDEXX

1-207-356-4496

1-800-32 1-0207 (US/CAM)

DO-800-4313-M11 (Rucopa) Tested Under: Produced Under:
Manufactured by: g

NS Lab Solutions, Inc. L, AI’AH A‘AB
7212 ACC Blvd ilacwms ANADB
Raleigh, NC 27617 USA oy — -

=iy —

MThis CRM was proshused and cortaficd tmder o quality systom scoraditod 1o 150 Clukle M08 (Certalicale 8AR-1571) s ISOVIEC | 7028 0005 (Certificate # AT-1690)

*Colilert, Colisure, Quanti-Tray and Pseudalert are trademarks or registered trademarks of IDEXX Laboratories, Inc. or
its affiliates in the United States and/or other countries.
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