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Objective of the thesis work was to create a procedure instruction for method
verification of quantitative microbiological methods for the use of Metropolia
University of applied sciences. Requirements for the instructions were ease of use,
manageable workload and clear examples of calculations involved in verification.
Verification parameters were based on standard SFS-EN ISO 13843:2017, “Water
quality - Requirements for establishing performance characteristics of quantitative
microbiological methods” and general guidelines on book "Validoinnin suunnittelun
opas” from VTT. Verification parameters chosen were repeatability and uncertainty of
counting. Optional parameters were quantities involved in colony identification and
method comparison.

Procedure instruction was tested by verifying 3M™ Petrifilm™ Aqua Plate

Method. The method is used for estimation of heterotrophic plate count in drinking
waters. It involves incubation in two different temperatures, offering estimation of total
count for heterotrophic microorganisms, as well as estimation of bacteria of human
and animal origin.

Acceptance limit for repeatability of Aqua Plate Method was 7.6 %. Repeatability for
heterotrophic microbes achieved in verification was 4.0 % and for bacteria of human
and animal origin 8.3 %. Ideal uncertainty of counting is considered 2.5 % and
acceptance limit for the verification was 10 %. Uncertainty of counting for
heterotrophic microbes achieved in verification was 4.6 % and could not be
determined for bacteria of human and animal origin because of too low bacterial
growth in samples used. Verification of heterotrophic microbes using 3M™ Petrifilm™
Aqua Plate Method was accepted in accordance with procedure instructions and
verification of bacteria of human and animal origin was rejected.

Keywords: Validation, Verification, Quantitative microbiology
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Lyhenteet

EN: European standard. Euroopassa hyvaksytty ISO-standardi.

ISO: International Organization for Standardization. Kansainvalinen

standardisoimisjarjesto.

pmy: Pesdkkeen muodostava yksikké. Suure mikrobiologisen kasvun

arvioimiseksi.

SFS: Suomen standardisoimisliitto. @ Suomalainen standardisoinnin

keskusjarjesto.



1 Johdanto

Opinnaytetyon aiheena oli menettelyohjeen luominen kvantitatiivisten
mikrobiologisten menetelmien verifiointia varten Metropolia
Ammattikorkeakoululle. Menettelyohjeen pohjaksi valittiin standardi SFS-EN
ISO 13843:2017, "Water quality - Requirements for establishing performance
characteristics of quantitative microbiological methods”. Vaihtoehtona olivat
my0s uudet 16140 -sarjan 1SO-standardit, ” Microbiology of the food chain”,
jotka kasittelevat elintarviketuotantoon liittyvien menetelmien validointia ja
verifiointia. Standardiin 13843 paadyttiin, koska vesimikrobiologiset menetelmat
kuuluivat opinnaytetyon aloitushetkella laajemmin laboratorioanalytiikan
opintoihin kuin elintarvikeanalyysit. Menettelyohjeen toimivuutta testattiin
verifioimalla menetelma "Heterotrofisen pesakeluvun maaritys juomavedesta
petrifilmimenetelmalla” (3M Petrifilm Aqua Heterotrophic Count Plate
6450/6452).

2 Kvantitatiivinen mikrobiologia

Kvantitatiivinen mikrobiologia keskittyy mikrobien maaralliseen arviointiin.
Mikrobit ovat elavia organismeja, joiden kasvuun liittyvat monet erilaiset faktorit.
Naita ovat esimerkiksi saatavilla oleva ravinto, ympariston pH-arvo ja lampdétila
[1]. Talldin kasvatusalustoilla ja naytteiden inkubointiolosuhteilla on suuri
vaikutus mikrobikasvuun. Mikrobien kasvun lisaksi kvantitatiivisiin menetelmiin
liittyy mittausepavarmuus, joka on peraisin kolmesta eri lahteesta: tekninen
epavarmuus (engl. technical uncertainty), matriisin aiheuttama epavarmuus
(engl. matrix uncertainty) ja jakaumaan liittyva epavarmuus (engl. distributional
uncertainty). Tekninen epavarmuus on peraisin laboratorion sisaisesta
vaihtelusta, matriisin epavarmuus naytteen epataydellisesta sekoittumisesta ja
jakauman epavarmuus mikrobien epatasaisesta jakautumisesta naytteeseen.
[2.] Suuren mittausepavarmuuden takia mikrobiologisten menetelmien validointi
poikkeaa esimerkiksi kemiallisten menetelmien validoinnista ja kattavan

ohjeistuksen Idytaminen ja laatiminen voi olla haastavaa [1].



3 Mikrobiologisten menetelmien validointi ja verifiointi
3.1 Validointi

Validointi on menetelmén toimivuuden osoittamista sen ilmoitetulla
kayttbalueella. Validoinnissa esitetddn menetelman tuottavan ennalta
maarattyjen validointiparametrien mukaisia tuloksia. [3.] Kayttdalueella viitataan
menetelmalle soveltuviin ndytematriiseihin, maaritysrajoihin ja kohdemikrobeihin.
Validoinnin laajuus vaihtelee tapauskohtaisesti kymmenien laboratorioiden

valisesta validoinnista yksittaisen laboratorion sisaiseen validointiin. [4.]

Koska kvantitatiivisiin mikrobiologisiin menetelmiin liittyy suuri
mittausepavarmuus, joka on lahtdisin useista eri muuttujista, validointiin ei ole
olemassa yksittdistda kattavaa ohjetta, vaan taytyy validointi suunnitella
tapauskohtaisesti [1]. Nykyisin esimerkiksi elintarvike- ja vesimikrobiologian

menetelmien validointiin on saatavilla omat standardinsa [4; 5].

Validointi vaatii aina validointisuunnitelman. Validointisuunnitelmassa kaydaan
lapi validoitava menetelma ja sen soveltamisala. Lisaksi esitellaan valitut
validointiparametrit, tulosten tulkinta seka parametrien hyvaksymisrajat. Myos
naytteenotto ja naytteiden kasittely tulee olla kuvattuna. Suunnitelmassa tulee
lisaksi olla kuvaus kaytannon suorituksesta sisaltaen aikataulut, materiaalit,

tarvikkeet ja tyovaiheet. [3.]

3.2 Verifiointi

Verifiointi on jo validoidun menetelman toimivuuden osoittamista
kayttajalaboratoriossa [3]. Verifiointi on validointia kevyempi prosessi ja
verifioinnissakin parametrit vaihtelevat tapauskohtaisesti. Esimerkiksi
kvantitatiivisen vesimikrobiologisen menetelman verifiointi pitaa sisallaan
toistettavuus- ja lukemaepavarmuusmaarityksen. Jos menetelmaan kuuluu

pesakkeiden varmistus- tai identifiointimenetelma, verifiointiparametreja voivat



lisaksi olla herkkyys (engl. sensitivity), spesifisyys (engl. specificity), vaarien
positiivisten maara (eng. false positive rate), vaarien negatiivisten maara (engl.
false negative rate) seka selektiivisyys (engl. selectivity). [5.]
Elintarvikemikrobiologisen kvantitatiivisen menetelman verifiointi taas pitaa

sisallaan ainoastaan laboratorion sisadisen toistettavuuden maarityksen [4].

Verifiointia varten tehdaan verifiointisuunnitelma. Verifiointisuunnitelma pitaa
sisallaan samat asiat, kuin validointisuunnitelma. Esimerkki

verifiointisuunnitelmasta on esitetty liitteessa 1.

3.3 Validointi- ja verifiointiparametrit

Validointi- ja verifiointiparametrit valitaan tapauskohtaisesti. Alla on kuvattu
standardiin SFS-EN ISO 13843:2017 perustuvat menetelmaohjeeseen valitut

parametrit.

3.3.1 Toistettavuus

Menetelman toistettavuus (engl. repeatability) kuvaa matriisin aiheuttamaa
vaihtelua. Talloin laboratorio-olosuhteet pidetaan mahdollisimman
muuttumattomina naytteiden rinnakkaismaaritysten valilla teknisen vaihtelun
minimoimiseksi, mutta eri naytteiden valilla saa esiintya vaihtelua. [2.]
Toistettavuusmaarityksessa kolmesta naytteesta tehdaan kymmenen
rinnakkaismittausta. Rinnakkaismaaritysten perusteella lasketaan keskiarvo (x)
(kaava 1), varianssi (s?) (kaava 2), seké suhteellinen toiminnallinen varianssi
(uo®) (kaava 3) [5]. Toistettavuutta kuvaava toistettavuuden suhteellinen
keskihajonta (Sr) (kaava 4) saadaan esitettya prosenttilukuna ottamalla
nelidjuuri naytteiden toiminnallisten varianssien keskiarvosta. [5.]
Hyvaksymisrajana toistettavuudelle voidaan kayttaa menetelman
validointidatasta saatua pieninta toistettavuusarvoa (Sr) kerrottuna kahdella [4].
Esimerkiksi opinnaytetydssa verifioitavan petrifimimenetelman validoinnissa

(Comparative Evaluation of the 3M™ Petriflm™ Aqua Plate Method vs. Multiple



Reference Methods in Bottled Water - Claims Verification Study) saavutettu

pienin toistettavuus oli 3,8 %, joten hyvaksymisrajana oli 7,6 % [6].

Naytteille lasketaan myds normaalijakaumasta poikkeavaa hajontaa kuvaava
Poissonin hajontaindeksi (engl. Poisson index of dispersion) (X?.1) (kaava 5),
joka kuvaa naytteen analyyttien hajonnasta johtuvaa vaihtelua. Poissonin
hajontaindeksin arvoa verrataan X2-jakauman kriittiseen arvoon, kun
merkitsevyystaso on 0,05 ja vapausasteet 9. Talloin saadaan arvo 16,92. Jos
X?-4-arvo on suurempi, kuin 16,92, naytteen rinnakkaismaaritysten hajonta on
tilastollisesti normaalijakaumasta poikkeavaa. Alla on esitetty kaikki

toistettavuuden maaritykseen kaytettavat kaavat. [5.]

Kaavassa 1 on esitetty keskiarvon (x) laskeminen, jossa xi on naytetulos ja n

maaritysten lukumaara.

%=1 (1)

n

Kaavassa 2 on esitetty varianssin (s?) laskeminen, jossa xi on ndytetulos ja n on

maaritysten lukumaara.
SZ — Z(xi_)_()z (2)

n-1

Kaavassa 3 on esitetty suhteellisen toiminnallisen varianssin (uo?) laskeminen.

uz =% (3)

Kaavassa 4 on esitetty toistettavuuden suhteellisen keskihajonnan (Sr)

laskeminen.

S, =vu§ (4)

Kaavassa 5 on esitetty Poissonin hajontaindeksin (X?~1) laskeminen, jossa r on

rinnakkaismaaritysten lukumaara.



2
Xy =25 - T (5)

3.3.2 Lukemaepavarmuus

Lukemaepavarmuus kuvaa menetelman tulkintaan liittyvaa vaihtelua ja on yksi
merkittava tekija kvantitatiivisiin mikrobiologisiin menetelmiin liittyvassa
epavarmuudessa. Lukemaepavarmuuden arvioimiseksi voidaan maarittaa
henkilokohtainen lukemaepavarmuus ja laboratorion sisainen

lukemaepavarmuus. [7.]

Henkildkohtaisen lukemaepavarmuuden maarittamiseksi yksi henkild tulkitsee
vahintaan 30 naytetta, joissa kasvaa yli 20 pmy. Naytteet tulkitaan toistamiseen
tunnin kuluessa ensimmaisesta tulkinnasta. Henkilokohtainen
lukemaepavarmuus lasketaan lukemaparien perusteella. Lopullinen tulos kuvaa
laskennan epavarmuutta prosentteina. Hyvana henkildkohtaisena
lukemaepavarmuutena pidetaan 2,5 % ja yleisena ylarajana 10 %. [5.]
Henkildkohtaisen lukemaepavarmuuden laskeminen on esitetty kaavoissa 6 —
8.

Kaavassa 6 on esitetty lukemaparien suhteellisen varianssin (u?welpair)
laskeminen, jossa x1 ja x2 ovat naytteesta tulkitut lukemat.

2 _ X1=X2N2
urel,pair =2X (x1+xz) (6)
Kaavassa 7 on esitetty laskennan suhteellisen varianssin (u%e;.) laskeminen,
jossa n on tulkittujen naytteiden lukumaara.

uz _ z:ufel,pair (7)

rel,L — n

Kaavassa 8 on esitetty henkilokohtaisen lukemaepavarmuuden laskeminen.
lukemaepavarmuus saadaan esitettavaan muotoon ottamalla laskennan

suhteellisesta varianssista neliojuuri.



Henkilokohtainen lukemaepavarmuus = fufel, L (8)

Laboratorion sisainen lukemaepavarmuuden maarittamiseksi vahintaan 30
naytetta tulkitsee useampi henkild. Kukin nayte tulkitaan tunnin kuluessa
ensimmaisen henkilon tulkinnasta. Laboratorion sisdisen lukemaepavarmuuden

laskeminen on esitetty kaavoissa 9 — 12. [5.]

Kaavassa 9 on esitetty useampien henkildiden laskemien tulosten
tuloskohtaisen keskiarvon (m) laskeminen, jossa a on osallistuvien henkildiden

lukumaara.

_ X1t+Xa+:+Xg
_ it (©)

Kaavassa 10 on esitetty keskihajonnan (s) laskeminen, jossa a on osallistuvien

henkiloiden lukumaara.

—m)?2 —m)24-.. —m)?

< =\/<x1 M)2+ (= m)2+ -+ (g =) (10)
a—-1

Kaavassa 11 on esitetty suhteellisen varianssin (ure,) laskeminen.

Urerr = s/m (11)

Kaavassa 12 on esitetty laboratorion sisaisen lukemaepavarmuuden

laskeminen, jossa n on naytteiden lukumaara.

Urel,le'l'Urel,Lz2+"'+Urel,Ln2 (12)

Laboratorion sisdainen lukemaepavarmuus = J -

Laboratorion sisaisen lukemaepavarmuuden vaihtelu on suurempaa, kuin
henkilokohtaisen lukemaepavarmuuden vaihtelu [7]. Jos laboratorion sisainen
lukemaepavarmuus ylittaa suositellun kymmenen prosentin ylarajan, tulisi

selvittdad onko vaihtelu tietysta naytteesta, henkilosta vai molemmista johtuvaa.



3.3.3 Suhteellinen saanto

Suhteellinen saanto on tyokalu menetelmien valiseen vertailuun. Suhteellisen
saannon maarityksessa verifioitavaa menetelmaa verrataan tunnettuun ja
luotettavaksi todettuun referenssimenetelmaan, kuten esimerkiksi ISO-sarjan
standardimenetelmiin. [8.] Opinnaytetydssa suhteellisen saannon maarityksella
pyrittiin vertailemaan kahta eri matriisia, pullovetta ja kaivovetta. Mahdollisen
matriisiefektin oletettiin nakyvan tilastollisena erona alkuperaisen

maljavalumenetelman ja verifioitavan petrifimimenetelman valilla eri matriiseilla.

Suhteellisen saannon maaritys perustuu naytteiden parittaiseen analysointiin
kahdella menetelmalla, joiden oletetaan antavan tilastollisesti samanlaisia
tuloksia. Suhteellinen saanto lasketaan standardissa SFS-EN-ISO 17994:2014,
"Water quality. Requirements for the comparison of the relative recovery of
microorgansims by two quantitative methods”, esitettyjen kaavojen mukaisesti
(kaavat 13-20). [8.]

Kaavassa 13 on esitetty menetelmien valisen suhteellisen eron logaritmisen
esityksen laskeminen kullekin tulosparille. x1 ja x2 ovat kahdella eri
menetelmalla saadut lukemat. Jos toinen lukemista on nolla, kaytetaan kaavaa
14.

x; = [In(x;) — In (x;)] x 100 (13)

Kaavassa 14 on esitetty suhteellisen eron arviointi, kun toinen tuloksista on
nolla. x on nollasta poikkeava lukema. Tuloksia, joissa kummallakaan

menetelmalla ei saada laskettua pesakkeita, ei oteta huomioon laskuissa.

x; = [In(x+ 1)] x 100 (14)

Kaavassa 15 on esitetty tulosten suhteellisten erojen keskiarvon (xi)
laskeminen, jossa n on naytteiden lukumaara.
xi1+xi2+---+xin

%, = et (15)

n



Kaavassa 16 on esitetty keskihajonnan (s) laskeminen, jossa X» on tulosparin

keskiarvo ja n on naytteiden lukumaara.

s = \[(Xil—X_1)2+(x1:2—X_2)2+"'+(Xin—x_n)2 (16)

n—-1

Kaavassa 17 on esitetty keskivirheen (engl. standard uncertainty tai standard

error) (Sx) laskeminen, jossa n on naytteiden lukumaara.
(17)

Kaavassa 18 on esitetty luottamusvalin puolileveyden (W) laskeminen, jossa k

on t-testin merkitsevyystasoa kuvaava vakio. 95 %:n merkitsevyystasolla k = 2.
W =k X sg (18)
Kaavassa 19 on esitetty luottamusvalin alarajan laskeminen.

X, = %—W (19)
Kaavassa 20 on esitetty luottamusvalin ylarajan laskeminen.

Xy =%+ W (20)

Luottamusvalin vaihteluvalin perusteella menetelmien eroa voidaan tulkita

seuraavasti:

. Jos vaihteluvali on =10 ja 10:n valilla, menetelmat ovat samanlaiset.
o Jos vaihteluvalin alaraja > 0 tai ylaraja < 0, menetelmat ovat erilaiset.

o Jos vaihteluvalin alaraja < -10 ja ylaraja > 0 tai alaraja < 0 ja ylaraja
> 10, naytemaara on liian pieni.

Tulkinta on esitetty kuvallisesti kuvassa 3.
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Kuva 3. ISO-standardin 17994 esittama tulkintatapa suhteellisen saannon
tuloksille [8].

Suhteellisen saannon tuloksia voidaan arvioida myds parittaisen
kaksisuuntaisen t-testin avulla esimerkiksi Excel-taulukkolaskentaohjelmalla.
Tallbin voidaan verrata testissa laskettua p-arvoa alfaan eli merkitsevyystasoon.
Jos p-arvo on pienempi kuin valittu merkitsevyystaso (esimerkiksi 95 %:n

merkitsevyystasolla 0,05), menetelmien valinen ero on tilastollisesti merkitseva.

3.4 Heterotrofisen pesakeluvun maaritys

Verifioitavaksi menetelmaksi valittiin heterotrofisen pesakeluvun maaritys
petrifilmilla. Heterotrofinen pesakeluku kuvaa naytteen kokonaismikrobimaaraa.
Heterotrofisia mikrobeja ovat kaikki mikro-organismit, jotka kayttavat hiilta
ravintonsa lahteena eli eivat kykene tuottamaan itse tarvitsemaansa energiaa
[9, s. 2]. Menetelma antaa kvantitatiivista tietoa laajasta mikro-organismien
joukosta, joten sita kaytetaan indikaattorina lisaantyneesta mikrobikasvusta
[10].

Erilaisia standardoituja menetelmia heterotrofisen pesakeluvun maaritykselle on

useita, joissa esimerkiksi inkubointiparametrit vaihtelevat ja talloin myos
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havaittavat mikrobit vaihtelevat [9, s. 2]. Opinnaytetyossa kaytetaan standardiin

SFS-EN ISO 6222, "Veden laatu. Viljeltavien mikro-organismien lukumaaran

laskeminen. Pesakelasku siirrostamalla agar-ravintoalustaan.” perustuvaa

menetelmaa, jossa naytteet inkuboidaan kahdessa eri lampdétilassa. Talloin

saadaan arvio kokonaismikrobimaarasta ja ihmis- tai elainperaisten mikrobien

maarasta [11]. Taulukossa 1 on kuvattu menetelman inkubointiparametrit ja

kohdeorganismit.

Taulukko 1. Heterotrofisten mikrobien inkubointiolosuhteet standardin SFS-EN
ISO 6222 mukaisesti [11]. Vaihtoehtoisissa menetelmissa kokonaismikrobeja
voidaan inkuboida jopa seitseman vuorokautta [9].

Inkubointilampaotila Inkubointiaika (tuntia) Kohdeorganismit
(°C)
22+2 68 £ 4 bakteerit, hiivat ja
homeet
362 44 + 4 Ihmis- ja eldinperaiset
bakteerit

Pesakeluvun maaritysta kaytetdaan hyoddyksi esimerkiksi talousvesien ja

pullotettujen vesien laadunvalvonnassa. Hyvaksyttavat rajat pesakeluvulle

vaihtelevat kohteen mukaan. [10.] Suomen lainsaadanndssa kayttdvesien

pesakeluvulle ei ole saadetty raja-arvoa, vaan tulosta verrataan veden

tavanomaisiin pesakeluvun arvoihin ja lainsaadannon nakokulmasta tulos on

hyvaksyttava, kun siina ei ole epatavallisia muutoksia [12].

4 Tyon toteutus

Verifioinnin suoritus tehtiin Metropolia ammattikorkeakoulun mikrobiologian

laboratoriossa. Naytteiksi valittiin sopivia kaivovesinaytteita vesianalyysiprojekti-

kurssin opiskelijoiden tulosten perusteella.
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4.1 Kaytetyt reagenssit ja kasvatusalustat

Taulukossa 2 on esitetty tyossa kaytetyt reagenssit.

Taulukko 2. TyOssa kaytetty hiivauuteagar valmistettiin ISO-standardin 6222
mukaisesti. Myos valmiiden kaupallisten ravinneagarien kayttd on mahdollista.

Reagenssi Valmistaja | Tuotenumero Kayttokohde
Peptonijauhe VWR 84600.0500 Peptonivesi
Agarjauhe Neogen NCMO0238A Hiivauuteagar
Kaseiini/tryptoni Neogen NCMO0120A Hiivauuteagar
Hiivauute Neogen NCMO0218A Hiivauuteagar
Heterotrophic Sigma VT025046 Naytteiden
Organisms Aldrich kontaminointi
Vitroids

Lisaksi kaytettiin 3M Petrifilm Aqua -petrifilmeja (tuotenumero 6450/6452)

petrifilmimenetelman verifiointiin.

4.2 Kaytetyt mittavalineet ja laboratoriolaitteet

TyoOssa kaytettiin seuraavia mittavalineita ja laitteita:

o analyysivaaka, Mettler Toledo MS 105

o autoklaavi, Systec VE-65

o inkubaattoreita, Memmert IF 110 Plus

o pesakelaskuri (automaattinen), Interscience Scan 4000

o pesakelaskuri (manuaalinen), Interscience Scan 100.

4.3 Menettelyohje

Menettelyohje ilman esimerkkilaskuja on esitetty liitteessa 2. Menettelyohje
luotiin valmiiseen Metropolian menettelyohjepohjaan. Ohjeen luomiseen

kaytettiin apuna jo olemassa olevia ohjeita, jotta sisaltd saatiin pidettya linjassa
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muiden menettelyohjeiden kanssa. Verifioinnin parametrit ja suoritus, seka
valinnaiset parametrit ja maaritykset verifioinnin tueksi perustuivat
vesimikrobiologiastandardiin SFS-EN ISO 13843:2017 [5]. Verifioinnin
hyvaksymisrajat perustuivat toistettavuuden osalta
elintarvikemikrobiologiastandardiin SFS-EN 1SO 16410-3:2021 ja muiden
parametrien osalta em. vesimikrobiologiastandardiin [4; 5]. Verifiointiohjeen
yleiset ohjeet perustuivat VTT Validoinnin suunnittelun opas -kirjaan, [3] seka

omaan kokemukseen laboratoriotyoskentelysta.

Ohjetta muutettiin koulun kayttoon sopivammaksi lisaamalla
vesimikrobiologiastandardissa mainitut suorituskyvyn mittarit valinnaiseksi
osaksi verifiointia, koska kaikkien pesakkeiden tunnistaminen ja varmistaminen
lisaisi tybmaaraa huomattavasti eika ole myodskaan kaikissa tapauksissa
mahdollista. Ohjeeseen lisattiin myds valinnainen maaritys, suhteellinen saanto,
avuksi menetelmien vertailuun ja uusien matriisien sopivuuden arviointiin.
Uuden naytematriisin lisdaminen vaatisi usein lahtékohtaisesti validoinnin,

mutta koulun kayttéon haluttiin saada toinen vaihtoehto verifioinnin tueksi.

Ohjetta testattiin verifioimalla heterotrofisen pesakeluvun maaritys
petrifilmimenetelmalla. Verifioinnin tuloksista tehtiin esimerkkilaskut

verifiointiohjeen tueksi.

4.4 Verifiointisuunnitelma

Verifiointisuunnitelmassa (liite 1) kuvattiin kokonaispesakeluvun maaritys
petrifiimimenetelmalla, sekd menetelman kayttobkohde osana Metropolia
ammattikorkeakoulun opetussuunnitelmaa. Kuvattiin verifiointiparametrit,
maaritysrajat ja hyvaksymisrajat, seka suhteellisen saannon maaritys
ylimaaraisena analyysina. Lisaksi kuvattiin sopivien naytteiden hankkiminen ja

valinta, tydmaara, aikataulu ja tarvikkeet.

Hyvaksymisraja toistettavuudelle saatiin petrifimimenetelman validointidatasta,

joka perustui vertailututkimukseen, jossa verrattiin useita petrifiimimenetelmia
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tunnettuihin referenssimenetelmiin [6]. Tutkimuksen tuloksissa oli esitetty
toistettavuusarvoja ainoastaan korkeammassa lampaétilassa suoritetulle
inkuboinnille. Toistettavuusarvojen uskottiin kuitenkin patevan myos
matalammassa lampdétilassa, koska valmistajan mukaan petrifilmit oli
suunniteltu kaytettavaksi molemmissa inkubointilampdtiloissa. Taman vuoksi
paatettiin kayttaa toistettavuudelle samaa hyvaksymisrajaa, 7,6 %, molemmissa

inkubointilampdtiloissa.

4.5 Laboratorion sisainen toistettavuus

Toistettavuusmaaritykseen valittiin kolme verifioinnin mittausalueelle sopivaksi
arvioitua naytetta. Kustakin naytteesta viljeltiin kaksikymmenta
rinnakkaismaaritysta (verifioinnin vaatimusten mukaisesti 10 rinnakkaista
jokaista inkubointilampdtilaa varten) petrifilmille valmistajan ohjeiden mukaisesti
[13]. Naytetta annosteltiin yksi millilitra automaattipipetilla petrifilmille

kasvatusalustan ja suojamuovin valiin (kuva 4).
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Kuva 4. Petrifilmille annostellaan yksi millilitra naytetta.

Suojamuovi laskettiin filmin paalle ja nayte levitettiin painamalla petrifilmia 3M:n
levitystyOkalulla (kuva 5).
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Kuva 5. Naytteen levitys tapahtuu painamalla filmia kevyesti levittimella.

Naytteet inkuboitiin kahdessa inkubaattorissa pinottuna alle 20 filmin pinoihin
valmistajan ohjeen mukaisesti. Inkubointi suoritettiin valmistajan ohjeiden
mukaisesti kahdessa lampétilassa, inkuboimalla puolet naytteistd 68 tuntia 22
°C:ssa ja puolet 44 tuntia 36 °C:ssa. [13.]
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Inkuboinnin jalkeen naytteet tulkittin manuaalisella pesakkeenlaskijalla, seka
automaattisella pesakkeenlukijalla tulosten tulkintaa varten. Uutta automaattista
pesakkeenlaskijaa haluttiin testata opinnaytetyon yhteydessa ja verrata tuloksia
kasikayttoiseen pesakkeenlaskijaan. Kaikki tydssa esitetyt tulokset (pl.
laboratorion sisaisen lukemaepavarmuuden maaritys) on saatu kayttaen

automaattista pesakkeenlaskijaa.

4.6 Lukemaepavarmuus

Lukemaepavarmuuden maaritysta varten kolmekymmenta
toistettavuusmaaritykseen kaytettya petrifilmia tulkittiin automaattisella
pesakkeenlaskijalla yhden tunnin aikana kahdesti. Automaattisen
pesakkeenlaskijan tuloksia seurattiin ja korjattiin manuaalisesti selkeat
virheelliset tai puuttuvat pesakkeet. Kuvassa 6 on esimerkki manuaalisesti

korjatusta petrifilmin tuloksesta.
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Kuva 6. Automaattisen pesakelaskijan resoluutiota pystyi saatamaan, mutta
talloin yksittaisia pesakkeita hylattin enemman.

Esimerkkikuvassa automaattisesti laskettu tulos on levinneen pesakkeen takia
20 pmy. Manuaalisesti korjattuna tulos on 7 pmy. Kuvassa 7 on esitetty
manuaalisesti lasketut pesakkeet samalta petrifilmilta.
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Kuva 7. Levinneet pesakkeet laskettiin yhtend pesakkeena.

Henkilékohtainen lukemaepavarmuus laskettiin kolmenkymmenen tulkitun
petrifilmin perusteella. Laboratorion sisdisen lukemaepavarmuuden maaritysta

varten filmit laskettiin myds kasin ja laskettiin tulos kayttden manuaalisesti ja
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automaattisesti tulkittuja pesakkeita. Taman oletettiin antavan vaihtelevia, mutta

samankaltaisia tuloksia.

4.7 Suhteellinen saanto

Menetelmien vertailua varten valmistettiin referenssimenetelmalle sopiva
elatusaine standardin SFS-EN ISO 6222 mukaisesti [11]. Elatusaineen
koostumus on kuvattu taulukossa 3. Elatusainetta valmistettiin 2,5 litraa. Lisaksi
valmistettiin puoli litraa peptonivetta kaupallisesta peptonijauheesta valmistajan
ohjeiden mukaisesti liuottamalla 10 g:a peptonia puoleen litraan ionivaihdettua

vetta. Seka agar etta peptonivesi autoklavoitiin ennen kayttda.

Taulukko 3. Hiivauuteagarin ainesosat referenssimenetelmana toimineelle
maljavalumenetelmalle.

Ainesosa Maara (g/l)
Tryptoni 6,0
Kuivattu hiivauute 3,0
Agar 15,0

Pullovesinaytteiksi hankittiin viisi kaupallista lahdevesipulloa eri valmistajilta.
Lahdevesien pesakeluvuksi oletettiin alle 10 pmy/ml, joten naytteet
kontaminoitiin kaupallisella heterotrofimikrobiseoksella (taulukko 2). Matriisien
valista eroa haluttiin tutkia koko pitoisuusalueella, joten pullovedet

kontaminoitiin kolmella eri pitoisuudella. Pitoisuudet on esitetty taulukossa 4.

Heterotrofi-seos rehydratoitiin peptonivedella valmistajan ohjeiden mukaisesti,
liuottamalla kymmenen heterotrofivitroidia 35 ml:aan peptonia [15]. Valmistetun
referenssinaytteen (Referenssi A) pitoisuus oli talldin valmistajan ilmoittaman
pitoisuusarvion perusteella noin 1 000 pmy/ml. Referenssi A:ta siirrettiin 20 ml:a
Falcon-putkeen ja laimennettiin kaksinkertaisesti lisaamalla 20 ml:a peptonia.
Laimennetun referenssindytteen (Referenssi B) pitoisuus oli talléin noin 500
pmy/ml. Referenssi B:ta siirrettiin 20 ml:a Falcon-putkeen ja laimennettiin
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kaksinkertaisesti lisdamalla 20 ml peptonia. Laimennetun referenssinaytteen
(Referenssi C) pitoisuus oli talldin noin 250 pmy/ml. Kuvassa 8 on esitetty

laimennosten valmistaminen.

A B C

1000 500 250
pmy/ml pmy/ml pmy/ml
L liuvosta A [0 liuostaB 0
— +20mla  fum +20mla  Jom
’ peptonia peptonia

10 heterotrofi-vitroidia
liuotettuna 35 ml:an

Kuva 8. Lopullisten kontaminoitujen naytteiden pitoisuuden haluttiin olevan n.
20 —150 pmy.

Pullovesinaytteet kontaminoitiin kolmella tasolla. Kaikki naytteet valmistettiin
lisdamalla 5,5 ml:aan naytetta 0,5 ml soveltuvaa referenssinaytetta. Pullovesien

kontaminointitasot on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Pitoisuuden vaihteluvali perustui naytteen valmistajan ilmoittamiin
heterotrofivitroidien pitoisuuksiin.

Kontaminaatiotaso | Referenssindyte | Pitoisuus | Pitoisuuden
(pmy/ml) | vaihteluvali

(pmy/ml)
Matala C 25 11-56
Keskitaso B 50 23-113

Korkea A 100 46-226
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Jokainen kontaminoitu nayte viljeltiin rinnakkaisena verifioitavalla menetelmalla

ja referenssimenetelmalla. Jokaisesta naytteesta viljeltiin talldin kaksi petrifilmia

ja kaksi maljaa. Naytteita inkuboitiin 68 tuntia 22 °C:ssa ja tulkittiin

automaattisella pesakelaskurilla. Inkubointi suoritettiin vain yhdessa

ldmpdtilassa tydmaaran vahentamiseksi.

5 Tulokset ja tulosten kasittely

5.1 Toistettavuus

Toistettavuusmaarityksen tulokset kokonaismikrobeille on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Lasketut pesakemaarat kolmen naytteen rinnakkaismaarityksille.
Inkubointi suoritettu 22 °C:n lampdtilassa.

Mittaus Nayte 1 (pmy/ml) | Nayte 2 (pmy/ml) | Nayte 3 (pmy/ml)
1 100 40 15
2 124 32 22
3 103 28 18
4 95 40 11
5 141 26 17
6 99 34 16
7 92 26 11
8 104 21 13
9 118 30 14
10 119 30 19

Toistettavuusmaarityksen tulokset inmis- ja elainperaisille bakteereille on

esitetty taulukossa 6.
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Taulukko 6. Lasketut pesakemaarat kolmen naytteen rinnakkaismaarityksille 37

°C:n lampdtilassa.

Rinnakkaismaarit Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3

ys (pmy/ml) (pmy/ml) (pmy/ml)
1 21 4 9
2 30 2 4
3 18 4 8
4 33 3 12
5 7 3 4
6 20 2 3
7 22 0 5
8 20 5 11
9 16 3 9
10 16 2 7

Tuloksille laskettiin luvussa 3.3.1 esitetyt parametrit. Tilastolliset parametrit

kokonaismikrobimaaritykselle on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Kokonaismikrobien toistettavuusmaarityksen tilastolliset parametrit
pesakelukujen perusteella.

Ndyte | Keskiarvo, | Varianssi, | Suhteellinen Poissonin
X (pmy/ml) s? toiminnallinen | hajontaindeksi,
varianssi, uoy? X4
1 109,5 2394 0,01 19,7
2 30,7 36,9 0,007 10,8
3 15,6 12,5 0,011 10,2

Kolmen naytteen perusteella heterotrofisen pesakeluvun

kokonaismikrobimaarityksen toistettavuudeksi (S;), (kaava 4), saatiin 3,9 %.

Tilastolliset parametrit ihmis- ja elainperaisten bakteerien maaritykselle on

esitetty taulukossa 8.



Taulukko 8. Ihmis- ja eldinperaisten bakteerien toistettavuusmaarityksen
tilastolliset parametrit pesakelukujen perusteella.

Nayte | keskiarvo, | varianssi, | suhteellinen Poissonin
X s? toiminnallinen | hajontaindeksi,
varianssi, uo? X?.q
1 20,3 53,1 0,08 23,6
2 2,8 2,0 -0,01 6,3
3 7,2 9,7 0,007 12,2
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Kolmen naytteen perusteella ihmis- ja elainperaisten bakteerien heterotrofisen

pesakeluvun toistettavuudeksi (Sr), (kaava 4), saatiin 8,3 %.

5.2 Lukemaepavarmuus

Toistettavuusmaarityksessa kaytettyjen petrifilmien pesakeluku laskettiin

kahdesti. Taulukossa 9 on esitetty kokonaismikrobimaarityksen lukemaparit.

Taulukko 9. Kokonaismikrobimaarityksen petrifilmit tulkittiin kahdesti
automaattisella pesakkeenlukijalla.

Nayte | Lukema 1 (pmy) | Lukema 2 (pmy)
1 100 101
2 124 121
3 103 102
4 95 94
5 141 138
6 99 93
7 92 94
8 104 123
9 118 118
10 119 116




Nayte | Lukema 1 (pmy) | Lukema 2 (pmy)
11 40 37
12 32 31
13 28 34
14 40 39
15 26 24
16 34 33
17 26 25
18 21 22
19 30 29
20 30 28
21 15 15
22 22 22
23 18 19
24 11 11
25 17 18
26 16 14
27 11 11
28 13 13
29 14 14
30 19 21

Taulukossa 10 on esitetty ihmis- ja elainperaisten bakteerien maaritykseen

kaytettyjen petrifiimien lukemaparit.
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Taulukko 10. Ihmis- ja eladinperaisten bakteerien maaritykseen kaytetyt
petrifilmit tulkittiin kahdesti automaattisella pesakkeenlukijalla.

Nayte | Lukema 1 (pmy) Lukema 2
(pmy)
1 21 18
2 30 24
3 18 21
4 33 13
5 7 13
6 20 15
7 22 11
8 20 12
9 16 14
10 16 11
11 4 5
12 2 2
13 4 2
14 3 3
15 3 3
16 2 2
17 0 0
18 5 5
19 3 4
20 2 2
21 9 11
22 4 5
23 8 11
24 12 7
25 4 4
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Nayte | Lukema 1 (pmy) Lukema 2
(pmy)
26 3 3
27 5 5
28 11 11
29 9 9
30 7 9
31 14 14
32 19 21

Lukemaepavarmuuden laskemisessa ei huomioitu petrifiimeja, joissa kasvoi alle
20 pesakkeen muodostavaa yksikkoéa. Henkildkohtaisen lukemaepavarmuuden
tilastolliset parametrit laskettiin luvussa 3.3.2 esitetylla tavalla. Taulukossa 11
on esitetty henkilokohtaisen lukemaepavarmuuden tilastolliset parametrit

kokonaismikrobimaaritykselle.

Taulukko 11. Henkilokohtaisen lukemaepavarmuuden parametrit kahdesti
tulkittujen petrifilmien perusteella.

Kohdemikrobit Laskennan suhteellinen Lukemaepavarmuus
varianssi, U?ri. (%)
Kokonaismikrobit 0,02 4,6

Taulukosta 10 havaitaan lahes kaikkien ihmis- ja eldinperaisten bakteerien
lukemaparien sisaltavan alle 20 pmy:n lukemia. Matalien tulosten takia
lukemaepavarmuutta ei pystytty maarittamaan 37 °C:n inkubointilampdétilassa.
Taulukossa 12 on esitetty laboratorion sisaisen lukemaepavarmuusmaarityksen

tulokset kokonaismikrobeille.
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Taulukko 12. Petrifilmit luettiin kahdesti kasin ja kahdesti automaattisella
pesakkeenlukijalla. Taman oletettiin vastaavan useamman ihmisen tulkintaa.

Nayte Lukema 1 Lukema 2 Lukema 3 Lukema 4
automaattisella | automaattisella | kasin (pmy) | kdsin (pmy)
laskurilla (pmy) | laskurilla (pmy)

1 122 114 100 101
2 134 136 124 121
3 114 125 103 102
4 108 110 95 94
5 153 150 141 138
6 95 101 99 93
7 97 104 92 94
8 147 146 104 123
9 126 135 118 118
10 119 119 119 116
11 45 44 40 37
12 62 65 32 31
13 64 61 28 34
14 67 73 40 39
15 37 36 26 24
16 49 48 34 33
17 40 41 26 25
18 36 35 21 22
19 41 41 30 29
20 41 36 30 28
21 15 14 15 15
22 27 23 22 22
23 20 20 18 19
24 12 14 11 11
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Nayte Lukema 1 Lukema 2 Lukema 3 Lukema 4
automaattisella | automaattisella | kasin (pmy) | kdsin (pmy)
laskurilla (pmy) | laskurilla (pmy)

25 16 16 17 18
26 12 12 16 14
27 13 12 11 11
28 14 14 13 13
29 17 16 14 14
30 26 30 19 21

Laboratorion sisaisen lukemaepavarmuusmaarityksen pesakeluvut ihmis- ja

elainperaisille bakteereille on esitetty taulukossa 13.

Taulukko 13. Ihmis- ja eldinperaisilla bakteereilla kasvu jai hyvin matalaksi.

nayte lukema 1 lukema 2 lukema k1 lukema k2
1 21 18 16 17
2 30 24 10 11
3 18 21 9 9
4 33 13 11 12
5 7 13 8 9
6 20 15 10 8
7 22 11 9 9
8 20 12 13 13
9 16 14 8 8
10 16 11 14 13
11 4 5 4 4
12 2 2 2 2
13 4 2 2 2
14 3 3 3 3
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15 3 3 2 1
16 2 2 2 2
17 0 0 0 0
18 5 5 6 7
19 3 4 4 4
20 2 2 2 2
21 9 11 7 7
22 4 5 4 4
23 8 11 7 7
24 12 7 7 7
25 4 4 4 4
26 3 3 3 3
27 5 5 5 5
28 11 11 9 9
29 9 9 9 9
30 7 9 8 7

Tulosten tilastollinen kasittely suoritettiin kappaleessa 3.3.2 esitetylla tavalla.

Kokonaismikrobimaarityksen laboratorion sisaisen lukemaepavarmuuden

tilastolliset parametrit on esitetty taulukossa 14.

Taulukko 14. Laboratorion sisaisen lukemaepavarmuuden maarityksen tulos.
Kahden eri laskentamenetelman kayttaminen nakyy korkeana

lukemaepavarmuutena.
Kohdemikrobit Laskennan suhteellinen Lukemaepavarmuus
varianssi, U?rei. (%)
Kokonaismikrobit 0,09 30,0
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Taulukosta 13 havaitaan Iahes kaikkien ihmis- ja eldinperaisten bakteerien
lukemien olevan alle 20 pmy. Matalien tulosten takia mydskaan laboratorion
sisadista lukemaepavarmuutta ihmis- ja elainperaisille bakteereille ei pystytty

maarittamaan.

5.3 Suhteellinen saanto

Taulukossa 15 on esitetty suhteellisen saannon tulokset pullovesinaytteille.

Taulukko 15. Naytenimen ensimmainen kirjain (P) kuvaa pullovesinaytetta ja
numero ndytenumeroa. Toisen osan kirjain (A, B tai C) kuvaavat
kontaminaatiotasoa taulukon 4 mukaisesti ja numero (1 tai 2) kuvaavat
rinnakkaismaaritysta kontaminoidusta naytteesta.

Ndyte | Lukema petrifilmi Lukema maljavalu
(pmy/ml) (pmy/ml)

P1-A1 122 407
P1-A2 115 218
P2-A1 127 109
P2-A2 124 109
P3-A1 145 99
P3-A2 133 118
P4-A1 147 125
P4-A2 140 103
P5-A1 107 73
P5-A2 124 97
P1-B1 49 271
P1-B2 37 222
P2-B1 47 35
P2-B2 39 39
P3-B1 42 42




Ndyte | Lukema petrifilmi Lukema maljavalu
(pmy/ml) (pmy/ml)

P3-B2 34 35
P4-B1 59 39
P4-B2 46 41
P5-B1 44 36
P5-b2 45 37
P1-C1 22 589
P1-C2 25 495
P2-C1 23 23
P2-C2 19 23
P3-C1 25 21
P3-C2 14 18
P4-C1 28 18
P4-C2 19 21
P5-C1 20 21
P5-C2 22 17

Taulukossa 16 on esitetty suhteellisen saannon tulokset kaivovesinaytteille.

Taulukko 16. Naytenimen ensimmainen kirjain (K) kuvaa kaivovesinaytetta ja
numero nadytenumeroa. Toisen osan kirjain (A, B tai C) kuvaavat
kontaminaatiotasoa taulukon 4 mukaisesti ja numero (1 tai 2) kuvaavat
rinnakkaismaaritysta kontaminoidusta naytteesta.

Nayte | Lukema petrifilmi Lukema maljavalu
(pmy) (pmy)

K1-B1 41 70

K2-B1 47 56

K3-B1 48 52

K4-B1 39 44
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Ndyte | Lukema petrifilmi Lukema maljavalu
(pmy) (pmy)

K5-B1 49 51
K6-B1 38 53
K7-B1 43 31
K8-B1 42 190
K9-B1 50 183
K10-B1 40 201
K1-C1 20 43
K2-C1 29 27
K3-C1 31 27
K4-C1 17 28
K5-C1 22 28
K6-C1 29 27
K7-C1 34 39
K8-C1 26 174
K9-C1 29 457
K10-C1 27 178

Suhteellisen saannon tulokset kasiteltiin kappaleen 3.3.3 mukaisesti. Naytteita

joiden parittaisissa tuloksissa oli selkea poikkeama, kuten taulukossa 15

naytteissa P1-B1 ja P1-B2, ei otettu laskuissa huomioon. Suhteellisen saannon

tilastolliset parametrit on esitetty taulukossa 17.
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Taulukko 17. Suhteellisen saannon tilastolliset parametrit ovat menetelmien
suhteellista eroa kuvaavia arvoja. Esimerkiksi keskiarvo (Xi) kuvaa menetelmien
valisten suhteellisten erojen keskiarvoa logaritmisella asteikolla.

Naytematr | Keskiar | Keskihajo | Keskivir | Luottamusv | Luottamus
iisi VO X nta, s he, sx alin vali
puolileveys,
w
Pullovesi 18,2 15,3 3,4 6,8 [11,4;25,0]
Kaivovesi -16,6 29,3 7,8 15,7 [-32,3;-0,9]

Taulukossa 17 esitetyt luottamusvalit on esitetty kuvassa 9.

el Pyllovedet

e ® ® @ i 3ivovedet
e [\enetelmdt samanlaiset

==g== menetelmat erilaiset

=== \lenetelmdt erilaiset

e TUl0s epdselva

=== Tulos epdselva

-35,0 25,0 -15,0 -5,0 5,0 15,0 25,0

Luottamusvali (%)

Kuva 9. Menetelmien suhteellisen eron keskiarvon vaihteluvali eri
naytematriiseille on kuvattu sinisella varilla kuvaajan vaaka-akseleilla kohdissa
"Pullovedet” ja "Kaivovedet” . Tulosten tulkinta on kuvattu vaaka-akseleilla

kohdissa "Menetelmat samanlaiset’, "Menetelmat erilaiset” ja "Tulos epaselva”.

Suhteellisen saannon tuloksia tutkittiin myds kaksisuuntaisen parittaisen t-testin
avulla. Taulukossa 18 on esitetty tilastollisen testin tulokset molemmille

naytematriiseille yksin ja yhdistettyna.
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Taulukko 18. Parittaisen t-testin avulla saatiin nopea arvio menetelmien
valisesta erosta eri naytematriiseilla.

Naytematriisi | p-arvo t-kriittinen t-laskettu | Vapausasteet
Pullovesi 0,000212 2,093 4,563 19
Kaivovesi 0,04656 2,160 2,211 13
Yhdistetty 0,0498 2,035 2,036 33

Parittaisen kaksisuuntaisen t-testin tulosten perusteella menetelmien valilla ei
havaittu eroa kaivovesilla. Pullovesilla menetelmien valinen ero oli tilastollisesti
merkitseva. Molemmat matriisit yhdistettyna menetelmien valinen ero ol

tilastollisesti melkein merkitseva.

6 Lopputulokset

6.1 Toistettavuus

Toistettavuuden hyvaksymisraja oli 7,6 % [6]. Kokonaismikrobimaarityksen
toistettavuus osana heterotrofisen pesakeluvun maaritysta
petrifilmimenetelmalla oli 3,9 %. Ihmis- ja eldinperaisten bakteerien
toistettavuus osana heterotrofisen pesakeluvun maaritysta
petrifilmimenetelmalla oli 8,3 %. Toistettavuus hyvaksyttiin kokonaismikrobien

osalta ja hylattiin ihmis- ja elainperaisten bakteerien osalta.

Poissonin hajontaindeksin ylaraja normaalijakautuneille rinnakkaismaarityksille
oli 16,92. Naytteelle numero yksi laskettu poissonin hajontaindeksi oli 22 °C:ssa
inkuboiduilla naytteilla 19,2 ja 36 °C:ssa inkuboiduilla naytteilla 23,6, joten
hajonnan todettiin poikkeavan normaalijakaumasta. Kahden muun naytteen
osalta rinnakkaismaaritysten hajonta oli normaalijakautunutta, joten hajontaan
liittyvalla epavarmuudella ei todettu olevan merkittavaa vaikutusta

toistettavuuteen.
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6.2 Lukemaepavarmuus

Lukemaepavarmuuden ideaali ylaraja oli 2,5 % ja hyvaksymisraja 10 % [5].
Kokonaismikrobien osalta henkilékohtainen lukemaepavarmuus oli 4,6 % ja
laboratorion sisainen lukemaepavarmuus 30,0 %. lhmis- ja elainperaisten
bakteerien osalta henkildkohtaista lukemaepavarmuutta tai laboratorion sisaista
lukemaepavarmuutta ei pystytty maarittamaan liian alhaisten pesakelukujen
takia. Lukemaepavarmuus hyvaksytaan kokonaismikrobien osalta
henkilokohtaisen lukemaepavarmuuden perusteella ja hylataan

kokonaisuudessaan ihmis- ja eldinperaisten bakteerien osalta.

6.3 Suhteellinen saanto

Kuvassa 9 havaittiin menetelmien eroavan toisistaan tilastollisesti merkitsevasti
molempien naytematriisien osalta. Kaivovesien osalta tulos on myds lahella
"epaselvad”, joka tarkoittaa naytemaaran olevan riittamaton. Parittaisen
kaksisuuntaisen t-testin perusteella kaivovesilla ei havaittu tilastollisesti
merkittavaa eroa menetelmien valilla ja pullovesissa havaittiin tilastollisesti

erittdin merkitseva ero.

Riippumattoman laboratorion vertailututkimuksen perusteella menetelmissa ei
ole havaittu tilastollisesti merkittavaa eroa pullovesien osalta [13].
Opinnaytety6ssa havaittua eroa voidaan selittaa silla, etta lopulliset
naytemaarat olivat huomattavasti pienemmat, kuin standardin SFS-EN ISO
17994 mukaan tarvittavat viitteelliset naytemaarat suhteellisen saannon
maaritykseen [8]. My0s parittaisessa t-testissa naytemaaran olisi hyva olla yli
30, johon ei paasty kummankaan yksittaisen matriisin osalta. Taman perusteella
suhteellisen saannon tulosta ei voida pitaa luotettavana myoskaan kaivovesien
osalta. Edella mainittujen seikkojen takia suhteellisen saannon tuloksia ei otettu

verifioinnissa huomioon.
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6.4 Verifiointi

Verifioinnin katsotaan onnistuneen heterotrofisen pesakeluvun maaritykselle
kokonaismikrobimaarityksen osalta. Lukemaepavarmuus tulisi kuitenkin uusia
laboratorion sisaisen toistettavuuden osalta kayttaen vain automaattista

pesakkeenlaskijaa.

Verifioinnin katsotaan epaonnistuneen ihmis- ja elainperaisten bakteerien osalta
seka toistettavuudessa, etta mittausepavarmuudessa. Verifiointi suositellaan
uusittavaksi kayttaen laboratoriossa kontaminoituja naytteita riittavan

mikrobikasvun takaamiseksi.

7 Yhteenveto

Opinnaytetyossa onnistuttiin luomaan selkea ja yksinkertainen menettelyohje
kvantitatiivisen mikrobiologisen menetelman verifiointiin Metropolia
Ammattikorkeakoulun kayttéon. Opinnaytetyon tavoitteiden mukaisesti saatiin
pidettya tydmaara varsinaisen verifioinnin osalta hyvin maltillisena. Suhteellisen
saannon lisdaminen verifioinnin tueksi ei suuren tydmaaran takia osoittautunut
niin kaytannolliseksi ideaksi, kuin aluksi oletettiin, ja uutta matriisia lisatessa
saattaisi olla mielekkaampaa suorittaa varsinainen validointi kyseiselle
matriisille. Validointi voitaisiin suorittaa esimerkiksi standardin SFS-EN ISO
16140-4, "Microbiology of the food chain. Method validation. Part 4: Protocol for

method validation in a single laboratory”, mukaisesti.

Verifioinnin suoritus osoittautui haasteelliseksi 37 °C:n inkubointilampétilassa,
eika naytteista saatu verifioinnin maaritysalueelle sopivia tuloksia. Vaikka
naytteet oli valittu opiskelijoiden aiempien tulosten perusteella, jaatiin silti alle
vaaditun 20 pmy:n pitoisuuden. Toisaalta oli jo aiemmassa tiedossa, etta
kyseisessa lampdtilassa saadaan alhaisempia tuloksia, kuin 22 °C:ssa
suoritettavassa kokonaismikrobimaarityksessa, koska korkeampi
inkubointilampdtila suosii ihmis- ja eldinperaisia bakteereja, joita juomavesissa

ei yleisesti ole lainkaan tai niitd on huomattavasti vahemman. Ongelma olisi



37

voitu ratkaista kontaminoimalla naytteet tunnetulla pitoisuudella
kohdeorganismeja, kuten suhteellisen saannon kohdalla paadyttiin tekemaan.
Standardissa SFS-EN ISO 13843:2017, ” Water quality. Requirements for
establishing performance characteristics of quantitative microbiological
methods” suositellaan kuitenkin mahdollisuuksien mukaan valttamaan
kontaminointia kaupallisilla referenssikannoilla ja sen sijaan kontaminoimaan
mahdollisuuksien mukaan nayte sille ominaisilla, luonnollisista lahteista peraisin
olevilla mikrobeilla. Talléin toinen mahdollisuus olisi ollut jatevedella
kontaminointi. Tata ei kuitenkaan opinnaytety6ta varten tehty, silla
opinnaytetydssa verifioinnin lapaisya tarkeampaa oli esitella verifiointi oikeilla,
koulun laboratoriossa saaduilla esimerkeilla ja tuloksilla. Tallaisia tuloksia
saatiin matalammassa inkubointildampdtilassa, joten tarvetta tydmaaran

lisdamiselle ei nahty tarpeelliseksi.

Kokonaismikrobimaarityksen naytteet soveltuivat hyvin verifiointiin. Tuloksista
saatiin kayttokelpoista dataa, josta pystyttiin luomaan verifiointiohjeeseen
esimerkit tulosten kasittelyn tueksi toistettavuutta ja lukemaepavarmuutta
varten. Verifiointi itsessaan onnistui myds hyvin toistettavuuden osalta, seka
lukemaepavarmuusmaaritysten osalta yksittaisille analyytikoille. Laboratorion
sisaisen lukemaepavarmuuden maarityksessa ongelmaksi muodostui kahden
eri laskentamenetelman, manuaalisen pesakkeenlukijan ja automaattisen
pesakkeenlukijan kaytto. Molemmilla menetelmilla yksittaisen analyytikon
lukemaepavarmuus oli hyva, mutta tulokset eivat olleet tarpeeksi
vertailukelpoisia keskenaan. Laboratorion sisainen lukemaepavarmuus olisi
voitu maarittaa uudelleen kayttaen vain jompaakumpaa laskentamenetelmas,
mutta opinnaytetyon kannalta tarkeampaa oli jalleen saada esitettavaa dataa
esimerkkilaskuja varten. Koska yksittaisen tyontekijan lukemaepavarmuus
saatiin hyvaksytysti lapi molemmilla laskentamenetelmilla, ei nahty syyta uusia

verifiointia ja tdman perusteella verifiointi myos nailta osin voitiin hyvaksya.

Suurin ongelma verifiointiohjetta laatiessa oli kaytettavien standardien
valitseminen, seka paatosten tekeminen sen suhteen, milloin itse standardista

voitiin poiketa. Erilaisia standardeja, ohjeita ja muita lahteita yleiseen validointiin
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ja sen suunnitteluun 16ytyi hyvin paljon. Aiheen rajaaminen mikrobiologiaan ja
erityisesti kvantitatiivisiin maarityksiin kuitenkin rajasi vaihtoehdot kahteen ISO-
standardiin. Elintarvikemikrobiologiaan keskittyva standardisarja SFS-EN ISO
16140 oli luotu nimenomaan vaatimuksesta saada yhtenaisempia
standardoituja menetelmia validoinnin ja verifioinnin tueksi mikrobiologisille
analyyseille. Toisaalta vesimikrobiologiastandardi SFS-EN ISO 13843 sopi
paremmin opinnaytetyota varten valikoidulle petrifilmimenetelmalle ja myos
yleisesti laboratorioanalytiikan opintokokonaisuuteen kuuluville muille
mikrobiologisille analyyseille. Taman perusteella valittiin ISO-standardi 13843,
mutta 16140-sarjan standardeista oli suuri apu verifioinnin kaytannon

suorituksen suunnittelussa ja toteutuksessa.

Verifioinnin poikkeamatilanteissa, kuten validoimattomien matriisien
verifioinnissa, olisi standardinmukaisesti tullut suorittaa varsinainen validointi.
Tasta paatettiin kuitenkin verifiointiohjeessa joustaa. Tata perusteltiin silla, etta
eri standardeissa ja lahteissa oltiin valmiita hyvaksymaan uusi, samankaltainen,
matriisi osaksi menetelmaa pelkan verifioinnin perusteella tai jopa taysin ilman

verifiointia [4; 3].
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Verifiointisuunnitelma

Menetelman "Heterotrofisen pesakeluvun maaritys juomavedestd”

verifiointisuunnitelma.

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Laboratoricanalytiikka
18.3.2023 loonas Myllyla

Verfiointisuunnitelma

Soveltamisala

Verifioinnin kohteena on heterotrofisen pesakeluvun madritys juomavedestd (kaivovesi)
petrifilmimenetelmalld (3M Petrifilm Agua Heterotrophic Count Plates) . Verifiointi suoritetaan
ktandardin SF5-EN 150 13843:2017 mukaizesti. Menetelma on valmistajan toimesta verifioitu
pullotetuille vesille. Koska kaivovettd ei matriisina ole validoitu petrifilmimenetelmalle, tutkitaan
matriisin sopivuutta suhteellisen saannon (Relative Recovery) avulla vertailemalla
standardimenstelman [SFS-EN 150 6222:1858) ja verificitavan menetelman tuloksia validoidulle ja
validoimattomalle matriisille soveltaen standardia SF5-EN (50 17594

Menetelms

3M Petrifilm Aqua Heterotrophic Count Plates
MNaytteet

Verifiointi:

Toistettavuuden maaritykseen kelme kaivovesinaytettd. Voidaan kayttad Metropolian
ammattikorkeakoulun vesianalyysiprojektia varten kerattyja ndytteita.

Laskemisen epavarmuuden (uncertainty of counting) maadritykseen kaytetdan ym. naytteita.
Suhteellinen saanto:

Kaivovesindytteitd, sekd pullovesindytteitd. Voidaan kayttad ym. ndytteitd.

Pullovesien hankinnasta vastaa verifioinnin toteuttaja.

Verifioinnin toteutus

MNaytteenotto: Metropolian ammattikorkeakoulun oman chjeen mukaisesti opiskelijoiden toimesta.
Mittausalue: 1-300 pry,/ml

Toistettavuus: Kolmesta ndytteestd viljelladn kymmenen rinnakkaizmaaritystd (pitoisuusalueella 20—
B0 pmy,/mil). Yksi analyytikko viljelee kaikki naytteet samalla kerralla toistettavissa olosuhteissa.
Toistettavuutta arvicidaan laskemalla tuloksille: keskiarvo (arithmetic mean), varianssi (variance),
suhteellinen varianssi [relative operational variance). Tuloksia verrataan validointidatassa esitettyyn
pienimpain toistettavuuden arvoon ja tuloksen tulee olla pienempi, kuin validointidatan toistettavuus
kerrottuna kahdella. Hyvaksymisraja 7.6 %.

Sopivat ndytteet valitaan vesianalyysiprojektin tulosten perusteella.
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Metropolia Ammattikorkeakoulu
Laboratorioanzalytiikka
18.3.2023 loonas Myllyla
Laskennan epavarmuus: Yksi analyytikke laskee 30 maljaz (20-300 pmy) kahdesti tai useampi
analyytikko laskee 30 maljaa yhden kerran. Tulosten erotusten perusteella madritetddnn laskennan
toistettavuuden suhteellinen standardiepavarmuus [relative standard uncertainty of the repeatability
of counting). Laboratorion sisainen lukemaepavarmuus lasketaan yhden analyytikon ja
pesakkeenlaskijan rinnakkaisista tuloksista. Yieisesti pesakkeet tulisi laskea useamman henkildn
toimesta. Hyviksymisraja 10 %.

Suhteellinen saanto: Viljellddn vihintddn kolmekymmenté ndytettd verifioitavalla menstelmalld ja
standardimensatelmalld. Parittaisia tuloksia tutkitaan t-testin avulla jJa madritetaan ercavatko saadut
tulokset tilastollisesti menetelmizn valillE. Naytteiden pitoisuusalue saa olla valilld 1-300 pmy/mi,
mutta tulosten laskukaavan takia hyvin matala pitoisuustase lisaa tarvittavien naytteiden madraa.

Vahimmaismadrad naytteille on 30 [SF5-EN 150 13843:2017]), mutta standardin SF3-EN 150 17994
mukaisesti tarvittavien naytteiden maard on usein yli 200. Opinndytetydtd varten ndytemdarad
kewennetdan n. 120 ndyttecseen, josta 60 on kontaminoituja pullovesia, 30 kentaminoituja kaivovesid
ja 30 toistettavuuden madritykseen kaytetty]a rinnakkaismaarityksia luonnollisesti kontaminoidusta
kaivovedestd.

Suhteellinen saanto lasketaan kéyttaen kahta eri ndytematriisia; menetelmalle validoitu pullovesi ja
verifizsinnin kohteena oleva kaivovesi. Laskemalla suhteellinen saanto tarvittaessa erikseen eri
matriiseille, voidaan arvioida matriisin mahdollista vaikutusta.

Pullovesindytteet kontaminoidaan referenssimateriaalilla pitoisuuksille 20, 50 ja 100 pmy/mil
[pitoisuus arvioidaan valmistajan ilmoittaman pitoisuuden perusteella). Myds kaivovesindytteista
valmistetaan referenssimateriaalilla kontaminoituja nadytteitd pitoisuuksille 20 ja 50 pmy/ml, jotta
saadaan lisda datapisteitd luonnollisesti kontaminoituneiden naytteiden lisdksi. Kontaminointia varten
referenssimaterizalista valmistetaan sopiva laimennossarja. Myds referenssimateriaali viljellaan eri
laimennoksilla, jotta referenssimateriaalin todellista pitoisuutta voidaan tarvittaessa arvioida.

Suhteellista saantoa verrataan menetelmien valilla tilastollisesti ja tuloksia kdytetddn suuntaa-
antavina.

Poikkeama I50-standardiin 13843

Kategoriset suorituskyvyn mittarit (Categorial performance characteristics): Standardin SF5-EN 150
13843:2017 mukaiseen verificintiin kuuluvat lisaksi menetelman suorityskykyyn [iittyvat suureet
herkkyys [sensitivity), spesifisyys (specificity), vadrien positiivisten maara (false positive rate),
vadrien negatiivisten maara (false negative rate) seks selektiivisyys (selectivity). Edelld mainitut
suureet lasketaan varmistettujen pesakkeiden avulla vertaamalla menetelmalls tutkittavien mikrobien
madrda muihin menetelmalld maaritettyjen mikrobien miarain. Tassd tapauksessa kaikki
verifioitavan menetelman kasvatusalustalla kasvaneet mikrobit lasketaan heterotrofeiksi, joten edelld
mainittuja suureita el menetelmalle lasketa. Talldin myodskadn tarvetta pesdkkeiden varmistamiseen
eiale.



Tydmasrd

Pdasdantoisesti viljelyt sucritetaan rinnakkaisina kahdessa inkubointildmpdatilassa. Tastd voidaan
poiketa, jos se ndhdadn perustelluksi ndytemaaran vihentdmiselle. Varsinaiset analyysimdarat on
esitetty alla, laskettuna kahdelle eri inkubointilampotilalle:

20 pullovesingytetts

Tydvaihe Naytemasdra Analyysien maard Analyysien maard
[petrifilmi) [maljavalu)

toistettavuus (10 toistoa) | 3 ksivovesindytettd &0 50

suhteellinen szanto 15 kaivowesinaytetts 1z0* 130+

*Kaivovesindytteet kahdella eri pitoisuudella. Pullovesinaytteet kolmella eri pitoisuudella. {30 + 60)*2.
Viljglyjen miaras voidaan vahentaad puoleen, jos suhteellinen saanto madritetdan vain yhdell2

inkubointilEmpdtilalla.

Aikataulu

Esivalmistelut

Paivd 1

Pdiva 2

Paiva 3 ja 4

Tarvittavien
slatusainesiden

Tarvittavien vdlinziden
ja elatuzzingiden
autoklavointi.

NaEytteiden valinta (20-
BD pmy/ml)
vesianalyysiprojektin
tulzsten perusteella.

referenszimaterizalin
lzimentaminen jz viljely
petrifilmil 5.

inkubainti

44 h@3s8C
sEh@zzcC

Pullowesi- ja
kzivovesingytteiden
kontamingint.

agarin sulattarninen
valmistus/hankkiminen. | Toistettzvuus, 30

44 h @36 C
8Eh@22¢C

Suhteellinen s3anto, 80

SEh@22cC

petrifilmig, 30
maljzvaluz
inkubainti

petrifilmig, 50
maljavaluz
inkubainiti

Agarin sulattaminen.

Suhteellinen s3anto, 80
petrifilmig, 30 maljavaluz
inkubainti

dh@3IEC

petrifilmien tulkinta

I3tteiden havitt3minzn

los suhteellisen saannon osalta halutaan vahentda analyysimaarad, j3tetddn sen osalta viljelyt pois

pdivalta 1 tai 2.

1]
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Metropolia Ammattikorkeakoulu

atorioanalytiikka
18.3.2023 Joonas Myllya

Tarvikkeet

- Heterotrophic Organisms Vitroids™ (1000-10000 prmy / disc)
- peptonvettd (kontrollikantojen laimennokset)

- Petrifilm Aqua

- Hiivauuteagar [n. litra / 50 maljaa)

- automaattipipetti 2000 pl

- pipetinkarkia

- koeputkisekeoittaja

Kaytettdvat vilineet steriloidaan asianmukaisesti autoklaavissa.
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Menettelyohje

Kvantitatiivisen mikrobiologisen menetelman verifiointi -menettelyohje.

Dk

MENETTELYOHJE

Tavoite

Evantitztitvisen mikrobiologizen menetelman verifiointiohje Metropolian
ammattikorkeakoulm kiyitoon.

Vastuu

Vastun on venfioinnin suerittajalla. Verifiomnin suorittajan ollessa opiskelija, verrfioinnm
hyviksymisestd vastaa myds ohjaava vastunopettaja.

Toiminta
Yleistd

Kaikki verifioinnissa tehtZvat mikrobiclogiset viljelyt tulee suorittaa mahdollisimman
tolstettavizssa olosuhteissa. Mahdollisuuksien mukaan kailda viljelvt tulee suorittaz saman
emalyyiikon tolmesta, samana paiving, kivitien samoja elatusaine-erii ja inkubomtikaappeja
kaikille n#ytteille. Verifioinnin suorittajalla tulee olla tarvittava kokemns ja tistimys
laboratoriotydskentelystd ja aseptisistz tydtavolsta.

Ennen verifioinmn suorittamista laaditaan verifioinbsmmmnitelma. Verifiointisunnitelmasza
tulee olla kuvathma suoritettavat znalyysit ja mittaukset esivalmistelumesn, sekd tulosten
hyvvakeyttavat rajat. Lisaks: verifioinnin aikataulu ja tarvittavat materiaalit ja valineet kirjatazn
verifiointisuunnitelmaan.

Menetelmaverifiommissa mazritetiin aina toistettavius ja lukemaespavarmmuns. Verifioinnin
tueksi voidaan maarittas lisaksi kategorizet suorituskyvyn mittarit, seks matriisin
soveltuvuuita voidaan tutkia subteellizen sasnnon avulla. Verifioinnin vaiheet on esitetty
Intteessd 1.

Toistettavuns

Naytteeks: valitaan kolme verifiotavalle menetelmille tyypillistd niytetts, joiden prtoisuns on
noin 20-20 pmy/ml Naytteenotto suoritetazn Metropolian ohjeiden mukaisesti. Ensisyjzisests
tulisi suosia lnonnollizesti kontaminoituneita névtteits. Jos sopivia ndytteitd el ole saatavilla,
voldaan tutkittavaan ndyvtematriisiin lisétd kohdeorganismeja haluttu maara esimerkiksi
kaupallizesta referenssindytteesta.

Jokaizesta naytteestd viljelldzn kymmenen rinnalkaismaaritysta, jotka inkuboeidaan
verifipitavan menetelman chjeiden mukaisesti. Naytteet tulee tulldita heti inkuboinnin jalkeen
tal 581158 kovlmassd tullintaan asti, jos tullinta el heti ole mahdollista. Tuleksille lasketaan

Tekniikka ja likenne' LABORATORIOALA
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Dk

MENETTELYOHJE

Poissonin hajontaindeksi . ja toistettavius S, jota verrataan menetelmén validointidatasta
laytyviin toistettavuusarvoon. Liitteessd 2 on esitetty tolstettavuusmEarityksen tulosten
kzsittely ja tullinta. [1]

Lukemaepivarmuus

Lukemaepivammuuden mairitykseen tulisl varata 30 nZytetts, joissa pitolsuns on yli 20
pmy/ml. Tahin voidasn kayttas esimerkikel toistettzvumden misntykseen kivtetty)d
rimnakkaismaintyksid. HenkilGkohtaizen lukemasp&vamuuden miarittamiseksn vk
analyvtikko tulkitsee kasvatusalustat kashdesti vhden tunnin zikana. Parittaisten tulosten
perusteella lasketaan subteellinen lukemaep@vanmuns, jonka tulisi yksittiselle analyytikolle
olla alle 2 %, eikd sza ylittZ3 arvoa 10 % Liitteess3 3 on esitetty lukemaepavarmuuden
maaritys, seka tulosten kisittely. [1]

Laboratorion sisfisen lukemzepdvanmunden mainttimiseksi voldaan kivttis samoja
néytteits, kuin henkaldkohtaizen lukemaspivarmuuden masntimizeen. Useampl analyytikko
lukee jokaisen kasvatusalustan kerran ja tulosten perusteella lasketaan jokaizelle névttealle
keskiarvo ja varianssi, joiden perustezlla lasketaan menetelmille laboratorion sisdinen
Tukemaepdvarmuns (liite 3). [1]

Valinnaiset mairitykset

Lisatietoz verifioitavan menetelman suorituskyvysta saadaan magrittamalla kategoriset
sucrituskoyvyn mittarit (herkkoyys, spesifisyys, selektiivisyys, teholdons sekd vEarien
positiivisten ja vairien negatiivisten suhde) perustuen pesildeeiden varmistamiseen ja
tunnistamizeen. Liitteessd 4 on esitetty menetelmEn suoritusloyvyn mittarien masntys.

Jos verifioinnin kohteena on matriisi. joka el kunlu menetelmén validortuun soveltamisalaan,
tules tarkastella matriizin mahdollisia mikrobikasynm vaikuttavia tekijditd. Uust matriis
voldaan hvvikevi osana kivittGonottoverifiomta, jos mikrobikasiuun vaikuttavia tekl)Gitd el
havaita. Eri matriisien sopivuutta menetelmille voidaan tutkia masrittamillE suhteellinen
saanto matriizeille vertaamalla vaihtoehtoista (venfioitavaa) menetelmas
standardimenetelmain. Liitteessd £ on esitetty subteellisen saannon maarittamimen. [1, 2]

Muntoshiztoria

Viitteet
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Liitteet

Liite 1, Verifioinnin vatheet

= Walitse verifioitava menetelma.

= Tutustu menstelmadan,

= Landi verificintisuunnitelma,

& Valmista tandttavan elatusainsel ja stenlod valingal.

= Hanki kolma verificitavalle menetelmalle ominaista naytettd, joiden pitoisuus on
20-80 pmyimil. Suorita ndytteenatto Metropolian ohjelstuksen mukalzesti.

* Viljele jokaisesta nayiteests kymmenen rinnakkaismasritysta, yhteensa 30 viljelyd

= Sunrita nayttaiden inkubointl verifieitavan menetelman ohjelden mukalsest.

= Tulkitsa inkuboldut nayttest,

yhden tunnin kuluessa.

* Lukemaegavarmuutta maaritettaesss, kaikkien osallistujien tulisi tulkita naytteet

walidointidataan.

* Laske tulesten perusteella menetelmén tolstettavuus ja vertas sita menetelmén

= Laske menatelmalla lukemaspavarmuus.

* Hywaksy tai hylkia verifisinti,

warnhointia.

= Jos verifiointi hylitaan, tuloe virheldhteet solvittda ja tunnistaa ennen uutta

€E€L£CIE£ELCLLLL1515<1«

il

f Metropolia
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