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Pseudomonas aeruginosa on ihmisen opportunistinen patogeeni, gramnegatiivinen, oksidaasi-
ja katalaasi-positiivinen seka iti6ita muodostamaton aerobinen sauvabakteeri. Pseudomonas
aeruginosa tuottaa fluoresoivaa variainetta, pyosyaniinia sekd ammoniakkia asetamidista.

Pseudomonas aeruginosa on Yyleisin Pseudomonas-suvun taudinaiheuttaja. Sitd esiintyy
kaikkialla ympéristdssd, mutta vakavia infektioita se aiheuttaa erityisesti sairaaloissa ihmisilla
joiden immuniteetti on heikentynyt. Pahimmillaan bakteerin aiheuttama infektio voi johtaa
kuolemaan.

Validoinnin tarkoituksena on osoittaa laboratorion patevyys suorittaa kyseistd analyysia.
Validoinnissa mikrobiologisen menetelmén kelpoisuus osoitetaan epavarmuustekijdiden
havainnoinnilla ja suureiden vertailuarvoilla, jotka kuvaavat menetelméan luotettavuutta.

Pseudomonas aeruginosa -bakteerin maaritysmenetelman validointi perustuu standardiin SFS-
EN ISO 16266:2008. Validoinnissa kéaytettiin kolmea vesimatriisia, joihin siirrostettiin tutkittavaa
sekd hairitsevaa kantaa.

Tavoitteena on menetelmédn validointi ja kayttéonotto laboratoriossa sekd sen lisaéaminen
akkreditoituna laboratorion analyysitarjontaan.
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PSEUDOMONAS AERUGINOSA — VALIDATION OF
MEMBRANE FILTRATION METHOD

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen, an aerobic gram negative,
oxidase and catalase positive, non-spore forming rod. Pseudomonas aeruginosa produces
pyocyanin, which is antagonistic to other proteobacteria. It also produces ammonium from
decomposition of acetamide.

Pseudomonas aeruginosa is commonly found in soil and water. It is the most common bacteria
of the genus Pseudomonas causing infections. Serious infections may occur in patients whose
immune resistance is weakened, especially in hospitals. At worst the infection may lead to
death.

The purpose of validation is to prove the competence of the laboratory. The validity of a
microbiological analysis is verified by observing the uncertainty factors and the reference values
of the quantities, which describe the reliability of the procedure.

The determination of Pseudomonas aeruginosa is based on ISO standard 16266:2008. Three
water matrices were used in the validation, which were inoculated with the target and a
disruptive bacterial strain.

The objective was to validate the procedure as an accredited method for laboratory use.
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KAYTETYT LYHENTEET

ISO International Organization for Standardization
EN-1ISO European and an International Standard
FINAS Finnish Accreditation Service

ssp. subspecies — alalajit

pmy pesakkeen muodostava yksikko

BHI Brain Heart Infusion

PC Plate Count agar

CN Pseudomonas agar



JOHDANTO

Tein opinnaytetyoni Eurofins Scientific Finland Oy:n Raision mikrobiologian la-
boratoriossa, jossa oli tarpeen tehda validointi ennen uuden Pseudomonas ae-
ruginosa -bakteerin maaritysmenetelman kayttoonottoa. Pseudomonas aeru-
ginosa on ihmisen opportunistinen patogeeni, joka voi aiheuttaa vakavia infekti-
oita henkil6ille, joiden immuniteetti on heikentynyt. P. aeruginosa tutkitaan usein
vesistd, joissa bakteeria ei saa esiintya pienindkaan pitoisuuksina. Kyseista

bakteeria voidaan pitaa veden laadun indikaattorina.

Tavoitteena oli mikrobiologisen maaritysmenetelméan validointi seka saada se
akkreditoituna osaksi laboratorion analyysitarjontaa. Taydelliseen validointiin ei
ollut tarvetta vaan validointi voitiin suorittaa suppeampana menettelyna perus-
tuen standardiin EN-1ISO 16266: 2008 (European Committee for Standardization
2008).

Validointi suoritettin 2014-2015 vuoden vaihteessa tarkoituksena, ettd uusi
menetelma ehtisi helmikuun lopussa pidettavaan akkreditointitarkastukseen.
Opinnaytetyon suoritus koostui kolmesta osasta, joista ensimmainen kasitti va-
lidointisuunnitelman kirjoittamisen, toinen validoinnin suorittamisen laboratorios-
sa ja kolmas tulosten analysoinnin seké raportoinnin. Validoinnissa maaritettiin
suureet tasmallisyys, oikeellisuus, lineaarisuus, saanto, mittausalue, maaritysra-

ja, spesifisyys ja mittausepavarmuus.

Eurofins Scientific Finland Oy on kansainvédlisen Eurofins Scientific -
laboratoriokonsernin suomalainen tytaryhtid, jonka palveluksessa tyoskentelee
talla hetkella 85 henkildd. Toimialaan kuuluvat laboratorio- ja asiantuntijapalve-
lut elintarvike-, maatalous- ja ympaéristosektoreilla. (Eurofins 2015)

Suomessa konsernin laboratoriot toimivat testaus- ja kalibrointilaboratorioita
koskevan standardin ISO 17025 mukaisesti. Raisiossa toimiva yksikkod tarjoaa
elintarvikkeiden seka rehujen kemiallisia ja mikrobiologisia analyyseja. Labora-
torio on Suomen kansallisen akkreditointielimen eli FINAS:in akkreditoima tes-
tauslaboratorio. (Eurofins 2015)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen



PSEUDOMONAS

2.1 Pseudomonas ssp.

Pseudomonas aeruginosa kuuluu proteobakteerien kahdeksanteen luokkaan eli
gammaproteobakteereihin. Se on Pseudmonas-suvun tyyppilaji, joka kuuluu
Pseudomonadales lahkoon. (Salkinoja-Salonen 2002, 371) Pseudomonas-
suvun bakteerit tuottavat muille proteobakteereille antagonistisia pyosyaniineja.
Mikrobiologiassa antagonistilla tarkoitetaan mikrobia, joka hairitsee muiden mik-
robien elamaa erittamalla ymparistoonsa yhdisteitd, joita uhrimikrobit eivat sie-
da. (Salkinoja-Salonen 2002, 533, 536)

Pseudomonas-suvun bakteerit hyodyntavat Entner-Doudoroff -mekanismia glu-
koosin hajotukseen. Mekanismissa glukoosi hajoaa pyruvaatiksi ja samanaikai-
sesti NAD":ta pelkistyy (NADH+H"):ksi. Reaktiotie on yleinen aerobisilla baktee-
reilla ja sille tyypilliset entsyymit ovat 6-fosfoglukonaatti dehydrataasi ja 2-keto-
3-deoksi-6-fosfoglukonaattialdolaasi. Reaktiotie on esitetty kuvassa 1. (Sal-
kinoja-Salonen 2002, 216, 227)

glukoosi

aTF — 4
ADP —

L J
glukoosi-6-F

Mapt — ]

MNADHHH' 44—

r

&-fosfog ukonaatti

N

2-keto-3-decksifosfogukonaatti

2 ATR NADH+H!
2 ADP Nap!
pyruvaatt glyseraldehydi-3-P f’\—-z------x—j--- —————— *  pyruvaatti

POy,

Kuva 1. Entner-Doudoroff'in reaktiotie (Salkinoja-Salonen 2002, 216).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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2.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa on gramnegatiivinen, oksidaasi- ja katalaasipositiivi-
nen seka itiditdA muodostamaton aerobinen sauvabakteeri. Pseudomonas aeru-
ginosa tuottaa ammoniakkia asetamidin hajotuksesta, 98 % kannoista tuottaa
fluoresoivaa variainetta ja yli 90 % kannoista tuottavaa sinivinreaa variainetta
pyosyaniinia. Kuvassa 2 on puhdasvilielmé, jossa P. aeruginosa -pesakkeet
ovat varjaytyneet sinivihreiksi pyosyaniinin vaikutuksesta. Pesakkeet fluoresoi-
vat UV-valossa aaltopituudella 36020 nm, jota esittdd kuva 3. (ISO
16266:2008, 8, 22)

Pyosyaniinia eli P. aeruginosan tuottamaa bakteriosiinia muodostuu korismaat-
tihaposta biosynteesissda monimutkaisten valivaiheiden jalkeen. P. aeruginosa
kykenee tappamaan muita samaan paajaksoon kuuluvia bakteereita pyosyanii-
nin avulla ja nain valtaamaan itselleen elintilaa. Pseudomonas aeruginosa -
infektioissa toksinen pyosyaniini on keskeisessa osassa aiheuttaen monia pa-
haenteisia vaikutuksia soluissa, kuten soluhengityksen estaminen. (Lau, G. et
al. 2004)

P aiﬁagiﬁ o5

Kuva 2. P. aeruginosa -bakteerin puhdasviljelméa CN-agarilla.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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Kuva 3. Puhdasviljelma kuvattuna UV-valossa aaltopituudella 366 nm.

Gramnegatiiviset ja grampositiiviset bakteerit eroavat toisistaan soluseinan ra-
kenteelta. Gramnegatiivisilla bakteereilla on peptidoglykaanin ulkopuolella kal-
Vo, jota grampositiivisilla ei ole. Peptidoglykaani vastaa soluseinan vahvuudes-
ta, joka on kemiallisesti lahes samanlainen sekd gramnegatiivisilla etta grampo-
sitiivisilla bakteereilla. Gramvarjayksella bakteerit voidaan jaotella edella mainit-
tuihin kahteen paaryhmaan. Varjayksessa gramnegatiiviset varjaytyvat punai-
siksi ja grampositiiviset violeteiksi. Varjayksen erottelukyky perustuu testissa
muodostuvaan kristallivioletti-jodi kompleksiin. Soluseinat kutistetaan alkoholi
tai asetonikasittelylld, jonka aikaansaamana kristallivioletti-jodi kompleksi ei

vuoda ulos grampositiivisten solujen sisalta. (Salkinoja-Salonen 2002, 99,101)

Oksidaasipositivinen  bakteeri kykenee hapettamaan N,N-dimetyyli-p-
fenyleenidiamiinia toisin kuin oksidaasinegatiivinen (Salkinoja-Salonen 2002,
234). Oksidaasitestissd bakteerimassaa maljalta laitetaan N,N-dimetyyli-p-
fenyleenidiamiinilla kyllastetylle paperiliuskalle. Oksidaasipositiivinen bakteeri
alkaa tuottaa sytokromi c:td ja muodostuu varireaktio, jossa testiliuska muuttuu

tummansiniseksi.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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Katalaasipositiivinen bakteeri taas kykenee hajottamaan vetyperoksidin vedeksi
ja hapeksi katalaasientsyymin avulla. Katalaasi voidaan osoittaa lisdamalla tip-
pa 3 % vetyperoksidin vesiliuosta peséakkeelle. Positiivisessa reaktiossa alkaa

muodostua kuplia. (Salkinoja-Salonen 2002, 206)

Bakteerien liikuntakyky perustuu ohuisiin ja pitkiin uintisiimoihin eli flagelloihin.
Flagellat mahdollistavat bakteerien likkumisen myos kosteilla pinnoilla. Flagellat
koostuvat perusrungosta, koukusta ja kierteisesta flagellavarresta. P. aeru-
ginosalla flagella on poolinen eli napaan kiinnittynyt. Bakteerien lilkke poolisten
flagellojen aikaansaamina on nopeaa, pyorivaa seka tormailevaa. Liikkumisno-
peus poolisen flagellan omaavilla bakteereilla on valilla 20-80 um/s. Pseudo-
monakset muodostavat flagelloja parhaiten l[Ampdétilassa, joka on niiden kasvu-
lampdtilan alarajalla eli huoneenlammossa. (Salkinoja-Salonen 2002, 119-123,
127)

2.3 P. aeruginosa infektioiden aiheuttajana ja infektioiden hoito

Pseudomonas-lajeista P. aeruginosa on yleisin infektioiden aiheuttaja ja resis-
tentti monille antibiooteille. Bakteeri on ihmisen opportunistinen patogeeni eli se
voi aiheuttaa infektioita henkil6ille, joiden immuunijarjestelma on heikentynyt.

(Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics inc. 2011)

P. aeruginosa on yleisin sairaalabakteeri, joka ldydetaan yli viikkon hoidossa ol-
leilta potilailta. Infektiot ovat hankalia ja voivat aiheuttaa hengenvaaraa potilaal-
le. P. aeruginosa tuottaa lukuisia toksisia proteiineja, jotka aiheuttavat vakavia
kudosvaurioita seka hairitsevat elimiston normaalia puolustusmekanismia.
Pseudomonas-infektioita voi esiintya kaikissa ruumiinosissa kuten iholla, silmis-
sa, korvissa ja virtsateissa aiheuttaen tulehduksia, hengitysteissad aiheuttaen
keuhkokuumetta seka luissa ja nivelissa aiheuttaen luuydintulehduksia. (Meds-
cape 2014)

Pseudomonas-suvun aiheuttamia infektioita voidaan hoitaa kahden ladakkeen

yhdistelmalla kuten Pseudomonasta vastustavalla beta-laktaamin ja aminogly-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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kosidin yhdistelmalla. Mikrobeille haitallisten aineiden kaytté on lahtokohta te-
hoaville hoidoille. (Medscape 2014)

2.4 P. aeruginosan esiintyminen

Pseudomonas aeruginosaa esiintyy kaikkialla ymparistossa aina vedesta ja
maaperasta ihmisen normaaliflooraan. Se on useimmin loydetty bakteeri raaka-
Oljyn kontaminoimasta ymparistosta. Bakteeri selviytyy ymparistossa hyvin va-
halla ravinnolla, mita kuvaa hyvin se, ettd bakteeri voi kasvaa jopa tislatussa
vedessa pitoisuudella 10° / ml. P. aeruginosa kykenee kayttamaan nitraattia ja
nitriittid hapen sijasta soluhengityksessa. Nitraatin pelkistymista soluhengityk-
sessa kutsutaan denitrifikaatioksi. TAama vaihtoehtoinen anaerobinen soluhengi-

tys edesauttaa bakteerin ymparistoon sopeutumista. (Chen 2005, iii, 9)

Pseudomonas aeruginosaa voi esiintya myos elintarvikkeita pilaavana bakteeri-
na. Yleisimpia tallaisia elintarvikkeita ovat liha, kala, maito, leipa sekd muut hel-
posti pilaantuvat elintarvikkeet. Bakteerin veden aktiivisuuden vaatimus elintar-
vikkeissa on 0,97. Vesiaktiivisuus a,, tarkoittaa liuoksen hoyrynpainetta suh-
teessa puhtaan veden hdyrynpaineeseen samassa lampétilassa. Puhtaan ve-
den vesiaktiivisuus a,, on 1,00. (Salkinoja-Salonen 2000, 201-202)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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MATRIISIT

3.1 Talousvesi

Talousvedella tarkoitetaan vetta, jota kaytetdan elintarvikkeiden valmistukseen
ja juomavetenda. Talousvesi ei saa sisaltaa pieneli6ita, loisia taikka muita aineita

sellaisina pitoisuuksina, joista saattaisi olla vaaraa terveydelle. (Finlex 2015a)

Talousvetta valmistetaan yleisimmin hyvalaatuisesta pohjavedesta vahaisella
kasittelylla. Kun pohjavesivarat ovat riittamattomat, talousvesi valmistetaan pin-
tavedesta. Pintavesi tarvitsee perusteellisen ja monivaiheisen puhdistusproses-
sin, jotta sita voidaan kayttaa talousvetenda. (Salkinoja-Salonen 2000, 429,431)

3.2 Pakattu vesi

Pakatulla vedella tarkoitetaan talousvettd, kivennaisvetta seka lahdevetta, jonka
kuluttaja voi ostaa pulloon tai sailioon pakattuna. Pakatun veden ominaisuuksia,
veden kasittelya seka pakkauksen merkintéja ohjaa maa- ja metsatalousminis-
teribn laatima asetus. Pulloissa tai sailibissa myytavan veden laatuvaatimus

Pseudomonas aeruginosalle on 0 pmy/250 ml. (Finlex 2015b)

Luontainen kivenndisvesi on maanalaisesta vesikerrostumasta tai -varastosta
kerattya mikrobiologisesti puhdasta vetta, mikd maanpinnalla esiintyy lahteena.
Luontainen kivennaisvesi on erotettavissa tavallisesta juomavedesta sen omi-
naispiirteiden, kuten kivennais- ja hivenainepitoisuuksien seka alkuperaisen
puhtauden perusteella. Luontaisista kivennaisvesista voi spontaanisti vapautua
hiilidioksidia tavallisissa lampdtila- ja paineolosuhteissa. (Euroopan parlamentin
ja neuvoston direktiivi 2009/54/EY 2015, 51,53)

Nimitysta l&hdevesi voidaan kayttda ihmisten kulutettavaksi tarkoitetusta luon-
nontilaisesta vedesta, joka on pullotettu ottopaikassaan ja tayttaa kaikki vaati-
mukset, jotka ovat esitetty kivennaisvesia koskevassa direktiivissa. (Euroopan
parlamentin ja neuvoston direktiivi 2009/54/EY 2015, 49)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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3.3 Steriili vesi

Steriili vesi ei sisadlla mikro-organismeja ja se valmistetaan keinotekoisesti. Kay-
tanndssa steriiliydella tarkoitetaan, etta tutkittava tuote sisaltdd vahemman kuin
yhden nykyisin menetelmin kasvukykyiseksi todettavan mikrobin. Kaytossa ole-
villa menetelmilla ei pystya saavuttamaan absoluuttista steriiliytta, silla tietyssa
ajassa vain osa elavistd mikrobeista kuolee. (Salkinoja-Salonen 2000, 23)

Opinnaytetyossa kaytetty steriili vesi valmistettiin autoklavoimalla kaanteisos-
moosivetta 121°C/15 min. Autoklavointi tarkoittaa kuumentamista ylipaineessa
kyllastetyn vesihndyryn avulla, ja on sterilointimenetelmisté tehokkain. Tarke&aa
nesteiden steriloinnissa on, ettd hoyry syrjayttdd kaiken ilman sterilointiastian
siséltd (Salkinoja-Salonen 2000, 25). Autoklavoinnin ajaksi vesipullojen korkit
kierrettiin auki sen verran, ettd hoyry paasi pois pullosta, milla estettiin myods

astioiden sarkyminen.

Kaanteisosmoosilla vedesta voidaan poistaa epapuhtauksia, kuten bakteereita
ja suolaa. Kaanteisosmoosi on nimensa mukaisesti vastakkainen tapahtuma
luontaisesti tapahtuvalle osmoosille, jossa vesi kulkee puolilapéisevan kalvon
lapi suuremmasta pitoisuudesta pienempdaan tasoittaen pitoisuuseroja. Kaan-
teisosmoosiin perustuva vedenpuhdistus saadaan siis aikaan puolilapaisevan
kalvon seka ulkopuolisen paineen avulla. Ulkopuolisen paineen tulee olla suu-
rempi kuin luonnollisen osmoottisen paineen, jotta vesi saadaan kulkemaan
vastakkaiseen suuntaan. (Oy WatMan Ab 2015) Opinnaytetydssa steriilin veden

valmistukseen kaytetyn kaanteisosmoosiveden johtokyky oli noin 10 uS/cm.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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STANDARDI SFS-EN ISO 16266:2008

Standardien avulla pyritaan luomaan yhteisia saantoja, lisatadan tuotteiden yh-
teensopivuutta sekd helpottamaan maiden siséista etta ulkoista kauppaa. Stan-
dardit ovat standardoinnista vastaavan elimen hyvaksymia asiakirjoja, jotka ovat
kaikkien hankittavissa. Standardit ovat suosituksia, mutta ihmisen terveytta tai
turvallisuutta koskevien standardien noudattaminen voidaan maarata pakollisik-

si viranomaisten toimesta. (Finatex 2015)

Standardin nimessé SFS-EN ISO tarkoittaa, ettd kansainvélinen standardi on
hyvaksytty muuttamattomana eurooppalaiseksi standardiksi, ja lisaksi se on
vahvistettu Suomessa. Tunnusmerkin jalkeen ilmoitetaan standardin numero

seka vahvistus vuosi.

Standardi EN-ISO 16266: Water quality — Detection and enumeration of Pseu-
domonas aeruginosa — Method by membrane filtration ohjeistaa Pseudomonas
aeruginosan osoittamiseen ja lukumaaran laskemiseen pakattujen vesien nayt-
teistd kalvosuodatusmenetelmalla. Standardia voidaan kayttdaa soveltavasti
my6s muihin vesiin, joiden taustakasvusto on vahainen, kuten talousvedet seka

uima-allasvedet.

Standardissa kuvataan menetelman periaate, tarvittavat laitteet, valineet, kas-
vualustat seka niiden valmistusohjeet ja tarvittavat reagenssit, menetelmén suo-
ritus seka tulosten ilmoittaminen yksityiskohtaisesti. Liséksi standardissa on

lisatietoja, joita voidaan hyddyntaa menetelman suorituksessa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Ellamari Kantonen
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VALIDOINTI

5.1 Mikrobiologisen menetelman validointi

Validointi suoritetaan ennen kuin uusi menetelmé voidaan ottaa kayttoon labo-
ratoriossa. Validoinnin tarkoituksena on varmistaa menetelméan toimivuus, luo-

tettavuus ja tulosten oikeellisuus.

Mikrobiologisen menetelméan validointi perustuu l&hinna epavarmuustekijéiden
havainnointiin, silla menetelmien validoimiseksi ei ole olemassa kansainvalisesti
hyvaksyttyja ohjeita eika kriteereitd tulosten arviointiin. Mikrobiologisen mene-
telman kelpoisuus osoitetaan erilaisten suureiden vertailuarvojen perusteella,
jotka kuvaavat menetelman luotettavuutta. Téallaisia suureita ovat oikeellisuus,
saanto, tasmallisyys, maaritysraja, lineaarisuus, spesifisyys, mittausepavar-

muus seka maaritysalue. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 1)

Menetelmien validointivaatimukset vaihtelevat laboratorioissa menetelméan ja
sen kayttotarkoituksen mukaisesti. Taydellisen validoinnin suorittaa menetel-
man kehittdja. Laboratorioissa validoinnit liittyvat yleensa standardimenetelmien
sekd muiden yleisesti kaytdssa olevien menetelmien kayttéonottoon, joiden va-
lidointi voidaan suorittaa taydellista validointia suppeammin. Validoinnin tarkoi-
tuksena on osoittaa, etta laboratorio hallitsee menetelmé&n. (Mikrobiologisten

menetelmien validointiohje 1997, 1)

5.2 Validoinnin vaiheet

Validointi koostuu validointisuunnitelman teosta, validoinnin suorituksesta seka

tulosten laskemisesta, arvioinnista ja raportoinnista.

Validointia suunniteltaessa tulee tarkasti pohtia validoitavaa menetelméaa ja va-
lidoinnin laajuutta. Validointia ei kannata tehda liian laajasti, silla se vie tybaikaa
ja tehty ylimaarainen tyo ei ole tarpeen. Toisaalta validointia ei tule mydskaan

jattaa lilan suppeaksi, jolloin se ei kata laboratorion vaatimuksia. Validointisuun-
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nitelmassa tulee esittaa vahintaankin validoinnin tarkoitus ja laajuus sek& mene-
telmalle asetettavat vaatimukset, periaatteet ja tehtavat toimenpiteet. Validoin-
nin suorittaa laboratoriossa tydskenteleva henkilékunta, jonka tulee hallita me-
netelméa jatkossa. Validointi suoritetaan hyvaksytyn suunnitelman perusteella

eika siité tule poiketa virheiden valttamiseksi.

Saatuja tuloksia seka validoinnin suoritusta tulee arvioida, ja mikali ne ovat hy-
vaksyttavia menetelméan kayttétarkoitus huomioiden, voidaan menetelma ottaa

kayttoon. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 15)

Dokumentointi on myo6s tarkea osa validointia jokaisessa sen vaiheessa. Do-
kumentointi takaa, etta tieto kaytetyista reagensseista seka tehdysta tyosta on

kaikkien saatavilla ja helposti ymmarrettavissa.

5.3 Mittausepavarmuus kvantitatiivisissa mikrobiologisissa maarityksissa

Mittausepavarmuus kuvaa tuloksen arvon vaihtelua, jota laboratorioiden tulee
arvioida testauslaboratorioita koskevan standardin ISO 17025 mukaan. Mitta-
usepavarmuus koostuu mikrobiologiassa osatekijoistd, joita ovat siirrostilavuu-
den epavarmuus, pesadkelukumaaran hiukkastilastollinen hajonta ja tuloksen
lukemisen epavarmuus. (Evira 2007) Keskihajonnan avulla voidaan arvioida

joidenkin tekijéiden epavarmuuksien suuruutta (Mikes 2005, 18).

Mikrobiologiset analyysit perustuvat useimmiten mikrobien tunnistukseen mate-
riaaleineen ja hairitsevine taustoineen, johon liittyy huomattavaa epavarmuutta.
Mikrobiologiassa nayte usein laimennetaan pitoisuustasolle, josta yksittaiset
pesékkeet on mahdollista laskea. Tall6in solujen muodostamien pesakkeiden
lukumaaran tulee olla kymmenistd pesakkeista enintdéan muutamiin satoihin
tutkittavassa naytteessa. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 2-
3)

Mikrobit ovat elavia organismeja, jonka takia niista on mahdotonta tehda valmis-
teita, joiden todellinen pitoisuus olisi tiedossa ja muuttumaton. Tasta johtuen

mikrobiologiassa tasmallisesti oikean tuloksen maarittaminen on hankalaa. Oi-
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keana tuloksena mikrobiologiassa pidetddn menetelmasta saadun keskiarvotu-
loksen seka referenssimateriaaleilla saadun todellisen arvon lahekkaisyytta.

(Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 4)

5.4 Validointiin liittyvat suureet

Validointi perustuu standardiin EN ISO 16266:2008, ja tahan validointiin sisally-
tettiin suureet: mittausepavarmuus, tasmallisyys, oikeellisuus, lineaarisuus ja
mittausalue, saanto, spesifisyys seka maaritysraja. Nailla suureilla validoinnin
katsottiin olevan riittavan laaja Eurofins Scientific Finland Oy:n Raision mikro-

biologian laboratoriolle ja tayttavan validoinnin vaatimukset.

5.4.1 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus koostuu usean osatekijan mittausepéavarmuudesta, jotka
yhdistamalla saadaan menetelmaélle kokonaisepavarmuus. Osatekijat tdssa va-
lidoinnissa ovat menetelmakohtainen lukemaepavarmuus sekd suodatussuppi-

loiden epavarmuus.

5.4.2 Toistettavuus

Toistettavuus tarkoittaa tasmallisyytta, joka kuvaa perakkaisten mittaustulosten
paikkansapitavyyttd, kun analyysi suoritetaan saman tekijan toimesta, lyhyella
aikavalilla samoissa mittausolosuhteissa. Toistettavuus maaritetaan tekemalla
useita rinnakkaismaarityksia erilaisista naytteistd useammalla pitoisuustasolla.
(Mikes 2005, 37)

5.4.3 Uusittavuus

Uusittavuus on myds tasmallisyytta, mutta kuvaa saman analyysin tulosten la-

hekkaisyyttda, kun mittaukset suoritetaan muuttuneissa olosuhteissa. Uusitta-
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vuus kuvaa satunnaisten tekijoiden vaikutusta menetelméan toistettavuuteen.
(Mikes 2005, 37)

5.4.4 Oikeellisuus

Oikeellisuus kuvaa validoitavasta menetelmasta sek& referenssimenetelmasta
saatavien tulosten vastaavuutta samoja naytteita tutkittaessa. Oikeellisuus on
suotavaa maarittaa kayttamalla sertifioituja referenssimateriaaleja, joiden ilmoi-
tettu pitoisuus on todellinen tulos. Usein kaytannossa oikeellisuus kuitenkin
maadritetddn siirrostetuilla naytteilla tai sertifioimattomilla referenssimateriaaleil-
la, kuten my06s tassa validoinnissa. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje
1997, 7-8)

5.4.5 Lineaarisuus ja mittausalue

Lineaarisella alueella menetelman tulokset korreloivat suoraan tutkittavan nayt-
teen pitoisuuteen eli mikrobipitoisuuden muuttuessa tulos muuttuu samassa

suhteessa. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 10)

Mittausalue kuvaa sitd aluetta, jolla tulos voidaan luotettavasti ilmoittaa. Nayt-
teestéa valmistettavan laimennussarjan avulla pyritaan paasemaan talle lasken-

ta-alueelle. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 10)

5.4.6 Saanto

Saannolla tarkoitetaan menetelmélla saadun analyysituloksen prosenttiosuutta
tunnetun lisdyksen laskennallisesta arvosta. Saanto kuvaa menetelméan tehok-
kuutta havaita maaritettavan analyytin kokonaismaara. Saantoon voivat vaikut-
tavat useat eri tekijat rippuen kaytettdvasta menetelmastéa eika kaikkia tekijoita
valttamatta saada selville. (Mikes 2005, 33)
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5.4.7 Spesifisyys

Spesifisyydella tarkoitetaan kvantitatiivisen ja kvalitatiivisen menetelman kykya
loytaa tutkittava mikrobi hairitsevista tekijoista. Menetelma on taydellisen spesi-
finen, jos se maarittdad ainoastaan analysoitavan mikrobin. Mikrobiologiset me-
netelmat eivat kuitenkaan ole taysin spesifisia kaytannossé, vaan validoitaessa
on opittava tunnistamaan tyypilliset pesékkeet epéatyypillisistd varmistustestien

avulla. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 10)

5.4.8 Méaaritysraja

Maaritysraja on alhaisin mikrobipitoisuus, joka pystytaan validoitavalla mene-
telmalla kvantitatiivisesti maarittamaan. Nestemaisille naytteille méaaritysraja on
yleensa < 1 pmy/ml (maljavalu) tai < 10 pmy/ml (pintalevitys) ja vastaavasti kiin-
teille naytteille < 10 pmy/g (maljavalu) tai < 100 pmy/g (pintalevitys). Maaritysra-
jaa voidaan tarpeen mukaan alentaa lisaamalla naytemdaaria ja rinnakkaisia

maarityksia. (Mikrobiologisten menetelmien validointiohje 1997, 10)

5.5 Validoinnin ja akkreditoinnin suhde

Akkreditoinnilla tarkoitetaan kolmannen osapuolen arviointia organisaation pa-
tevyydestd. Suomen kansallinen akkreditointielin on FINAS-akkreditointipalvelu,
joka toimii Turvallisuus- ja kemikaaliviraston (Tukes) alaisena. Akkreditoinnin
hakeminen on vapaaehtoista ja hakija saa méaaritella toiminta-alueen haettaval-
le akkreditoinnille. (Finas 2015)

Akkreditoiduilla ja sitd hakevilla laboratorioilla oletetaan olevan menettelyt tes-
taus- ja kalibrointitulosten laadunvarmistukselle seka selvitys vertailumittauksiin
osallistumisesta ja niissd menestymisestd omalla patevyysalueellaan. (Finas
2015) Validointi on laboratorion dokumentoitua patevyyden osoittamista, joka

on yksi vaatimus hyvaksyttyyn akkreditointiin.
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VALIDOINNIN SUORITUS

Validointi suoritettiin kolmella matriisilla, joista kullakin tehtiin kolme méaaéaritysta
aina kolmella pitoisuustasolla. Jokaista matriisia kohden suodatettiin lisaksi siir-
rostamaton vesinayte. Suodatukset kaikilla matriiseilla tehtiin kahden laborantin

toimesta.

Validointi suoritettiin kolmessa osassa. Ensin suodatettiin pakatut vesinaytteet,
toisella kerralla tehtiin suodatukset lineaarisuusmaarityksia varten ja kolmannel-
la kerralla tehtiin suodatukset talousveden ja pakatun veden osalta. Kaikille
suodatuskerroille valmistettiin ymppi ja laimennokset puhdasviljelmasta.

6.1 Maéritettavat suureet

Validoinnissa méaaritetyt suureet olivat oikeellisuus, saanto, tasmallisyys, maari-

tysraja, lineaarisuus, spesifisyys, mittausepavarmuus seka maaritysalue.

Menetelman uusittavuutta, oikeellisuutta, toistettavuutta ja saantoa arvioitiin
siirrostettujen naytteiden maaritystulosten avulla. Spesifisyys méaaritettiin matrii-
sissa olevan koekannan P. aeruginosan ja hairitsevan kannan E. colin kasvun
perusteella. Lineaarisuus vastaavasti maaritettiin talousvedesta suodatettujen
naytteiden rinnakkaisista tuloksista. Menetelman yhdistetty mittausepéavarmuus
saatiin laskettua laboratoriokohtaisen lukemaepavarmuuden seka suodatus-

suppiloiden epavarmuuden perusteella.

6.2 Matriisien valinta

Validoinnissa kaytetyt kolme matriisia olivat talousvesi, pakattu vesi ja steriili
vesi. Talousvesi ja pakattu vesi valittiin matriiseiksi, koska niista laboratoriossa
tullaan analysoimaan P. aeruginosa jatkossa. Validoinnissa pakattuna vetena

kaytettiin kotimaista lahdevetta Keski-Pohjanmaalta Multilan lahteesta. Kolman-
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neksi matriisiksi valittiin steriilivesi, jotta havaittaisiin siséltavatké muut matriisit

bakteerin kasvua héairitsevid yhdisteita tai muita aineita.

Kaikkiin matriiseihin siirrostettiin bakteerisuspensiota kolmella eri pitoisuudella.
Mikrobeita liséttiin talousveteen ja steriilin veteen siten, ettd tavoitepitoisuudet
olivat 5 pmy/100 ml, 10 pmy/100 ml ja 100 pmy/100 ml. Vastaavasti pakatulle
vedelle tavoitepitoisuudet olivat 5 pmy/250 ml, 20 pmy/250 ml ja 250 pmy/250
ml. Kussakin matriisissa kaksi pitoisuustasoista oli alhaisia sek& yksi korkeampi.
Mikrobia siirrostettiin alhaisilla pitoisuuksilla kahdella tasolla, mink& avulla var-
mistettiin kasvun havaitseminen myds pienissa pitoisuuksissa. Talousveden
seka steriilin veden osalla korkeampi pitoisuus oli 20-kertainen ja pakatun ve-

den osalla se oli 50-kertainen.

Siirrostuksessa kantoina kaytettiin koekantana Pseudomonas aeruginosaa ja
hairitsevana kantana Escherichia colia. Liséksi jokaista matriisia kohden analy-

soitiin siirrostamaton vesinayte.

6.3 Laimennussarjat ja niiden valmistus

Maarityksia varten valmistettiin bakteerisuspensio siirrostamalla puhdasviljel-
mista 1 ul silmukalla bakteerikasvustoa 10 ml:aan BHI-rikastuslientda (=ymppi).
Putkia inkuboitiin +37 °C lampdétilassa 24 tuntia. Inkuboinnin jalkeen baktee-

risuspensioiden tavoitepitoisuudet olivat noin 10°~10° pmy/ml.

BHI-liemikasvatuksista ~ valmistettin  laimennussarja  10'-10®  peptoni-
suolaliemeen (MAX). P. aeruginosan laimennoksista 10, 107 ja 102 viljeltiin
rinnakkaiset kasvatukset PC-agar ja CN-agar maljoille ja E. colin vastaavat lai-
mennukset viljeltin PC-agarille. Viljely CN-agarille tehtiin pintalevityksena ja
PC-agarille maljavaluna (Kuva 4). Maljoja inkuboitiin + 37 °C lampdotilassa. PC-
agar maljoilta kasvu tutkittiin vuorokauden kuluttua ja CN-agar maljojen kasvu
tutkittiin 22+2 seké 44+4 tunnin kuluttua. Maljoilla esiintyvan kasvun perusteella

saatiin laskettua valmistetun ympin tarkka pitoisuus.
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Kuva 4. Ympin valmistus, laimennus ja viljely.

Liitteessa 1 on esitetty kaikkien tydssa kaytettyjen elatusaineiden seka rikastus-

ja laimennusliuosten koostumukset.
6.4 Naytteiden valmistus ja suodatus

Naytteisiin pipetoitiin tietty maara bakteeriliemikasvatuksen laimennosta siten,

ettd saavutettiin haluttu tavoitepitoisuus naytteelle. Tavoitepitoisuudet on esitet-
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ty kohdassa 6.2 Matriisien valinta. Naytteisiin lisattavan bakteeriliemikasvatuk-
sen maara seka laimennus laskettiin maaritysta varten valmistetun ympin pitoi-

suuden perusteella. Jokaisen naytteen tilavuus oli 2000 ml.

Naytteiden suodatuksessa kaytettiin 0,45 pum kalvosuodatinta, jonka lapi suoda-
tettiin vesinaytetta seka korkeissa pitoisuuksissa naytteen laimennusta. Talous-
veden seka steriilin veden naytteistd suodatettiin aseptisin valinein ja tydtavoin
100 ml erét ja pakatusta vedesta 250 ml erat standardin ohjeistuksen mukaises-
ti. Suodatuskalvo asetettiin selektiiviselle CN-agar alustalle ja maljoja inkuboitiin
+ 37 °C lampétilassa kahden vuorokauden ajan. Taulukossa 1 suodatustilavuu-
det on esitetty ndytekohtaisesti, jossa talousvetta, pakattua vetta ja steriilia vetta

on kuvattu kirjainkoodein T, S ja P.

Taulukko 1. Suodatettavat tilavuudet naytekohtaisesti.

Nayte Tavoitepitoisuus Suodatusmaara

1T-3T 5 pmy/100 ml 100 ml

AT-6T 10 pmy/100 ml 100 ml

7T-9T 100 pmy/100mi 100 ml + 1/10 laimennos
10T 0 -kontrolli 100 ml

1S-3S 5 pmy/100 ml 100 ml

4S-6S 10 pmy/100 ml 100 ml

7S-9S 100 pmy/100mi 100 ml + 1/10 laimennos
10S 0 -kontrolli 100 ml

1P-3P 5 pmy/250pmy 250 ml

4P-6P 20 pmy/250pmy 250 ml

7P-9P 250 pmy/250pmy 250 ml + 1/10 laimennos
10P 0 -kontrolli 250 ml

Laboratoriossa kaytettdva suodatuslaitteisto on suunniteltu péaaasiassa vesi-
naytteiden mikrobiologiseen laaduntarkkailuun. Laitteisto koostuu steriloinnin
kestavasta suodatusosasta seké erillisestd elektronisesta steriilisti pakattuja

kalvosuodattimia annostelevasta osasta. Laitteistoon kuuluu liséksi polypro-
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peenista valmistettuja 250 ml suppiloita, jotka voidaan steriloida autoklavoimalla
noin 50 kertaa. Validoinnissa k&aytetyn suodatuslaitteiston valmistaja on
Schleicher & Schuell ja malli MBS I. (Schleicher&Schuell, 24)

6.5 Lineaarisuusmaaritys

Lineaarisuusmaarityksia varten suodatukset tehtiin talousvedesta. Suodatustila-
vuus oli 100 ml ja maarityksessa kaytettiin edella mainittuja kantoja. Lineaari-
suuteen otettiin mukaan nollanaytteen lisdksi kuusi muuta pitoisuutta valilla 5
pmy/100 ml — 200 pmy/100 ml. Lineaarisuutta varten valmistettiin yksi litran
nayte, jonka pitoisuus oli noin 200 pmy/100 ml ja tasta laimentamalla saatiin
kaikki muut pisteet. Kuvassa 5 on esitetty lineaarisuusmaaritysta varten tehty
suunnitelma, jossa on kuvattu naytteen laimentaminen suodatuksen yhteydes-
sa. Maaritysta varten ymppi valmistettiin ja liemikasvatukset viljeltin PC-agarille

kuvan 4 mukaisesti.

25 ml vetta
150 omv/100ml

+75 ml
| .
+50 ml 50 ml vetta
100 omv/100ml
+25 ml —
75 ml vetta
50 omv/100ml
w*
\ ) +2,5 ml 95 ml vetta
10 omv/100ml
1l
200 pmy/100mi
97,5 ml vetta
5 omv/100ml

Kuva 5. Lineaarisuuden laimennuskaavio.
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6.6 Maljojen lukeminen

Maljoilla tutkittiin kasvu 22+2 h ja 44+4 h jalkeen. Pesakkeiden lasku tulee suo-
rittaa 22+2 h jalkeen, jos maljoilla nayttdd olevan liikakasvua tai pesakkeiden
yhteensulautumista. Nain ei kuitenkaan ollut, joten tulokset luettiin 44+4 h jal-
keen. Tyypilliset pyosyaniinia tuottavat P. aeruginosa peséakkeet kasvavat CN-
agarilla sinivinreind pesakkeina eika niita tarvitse varmistaa. Varmistettavia pe-
sakkeita ovat kaikki muut fluoresoivat tai punaruskeat pesakkeet. Kuvassa 6 on
esitetty pesakkeita, jotka eivat ole varjaytyneet pyosyaniinin vaikutuksesta sini-

vihreiksi, mutta kuitenkin fluoresoivat UV-valossa. Maljat, joilla kasvoi korkein-

taan 100 peséaketta, otettiin mukaan laskentaan.

Kuva 6. Varmistettavia P. aeruginosa pesakkeita CN-agarilla.

6.7 Pseudomonas aeruginosa varmistustestit

Varmistuksia varten jatkoviljeltiin viisi ei-tyypillistéa P. aeruginosa -pesaketta Nut-
rient-ravintoagarille. Vuorokauden inkuboinnin jalkeen pesakkeiden kyky muo-
dostaa fluoresoivaa variainetta tutkittin UV-lampun alla aaltopituudella 366 nm.

Fluoresoivista pesakkeistd testattin ammoniakin muodostuminen asetamidi-
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liemessa lisaéamalla muutama tippa Nesslerin reagenssia asetamidiputkeen,
johon pesaketta oli siirrostettu edeltdvana paivana. Varinmuodostumisreaktion
tapahtuessa peséakkeet todettiin varmistuneiksi P. aeruginosa -pesékkeiksi. Re-
aktiossa muodostuvan varin voimakkuus vaihtelee keltaisesta tilenpunaiseen
riippuen ammoniakin pitoisuudesta (Kuva 7). Varmistustesteissa positiivisena
kontrollina kaytettiin P.aeruginosaa ja negatiivisena kontrollina E.colia.

Kuva 7. Varireaktio Nesslerin reagenssin lisdyksen jalkeen.

Kalvosuodattimella voi kasvaa myds punertavanruskeita ei-fluoresoivia pesak-
keita. Tallaiset pesakkeet varmistetaan asetamiditestin lisdksi oksidaasitestilla.
Lisaksi oksidaasipositiiviset pesékkeet jatkoviljellaan King B - alustalle ja mah-

dollista fluoresointia tarkkaillaan viiden vuorokauden ajan.

6.8 Osallistuminen vertailututkimuksiin

Validoitavalla menetelmalla osallistuttin - Eurofins  Proficiency Testing -
vesikierrokseen, joka sisalsi kaksi naytettd A ja B. Nayte A sisélsi Pseudo-
monas aeruginosa -bakteeria, kun taas nayte B ei. Laborantit eivat tienneet en-

nen tulosten laskemista, kumpi naytteisté oli positiivinen. Laboratorio menestyi
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vertailututkimuksissa. Saaduista tuloksista lasketut z-arvot olivat hyvaksyttavasti
rajan (z=+/- 2) sisalla.

Tulosten vertailussa kaytetd&dn apuna z-arvoa, jotta vertailumittaustuloksia voi-
daan verrata keskendén. z-arvo saadaan laskettua kaavalla z = % missa s on

keskihajonta, x vertailumittauksesta saatu mittaustulos ja X vastaavasti hyvak-
sytty vertailuarvo. (Mikes 2005, 48)
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TULOKSET

Tulosten laskemisessa kaytettiin luonnollista logaritmia, jolloin keskihajonnat
kuvaavat alkuperaisten mittausten suhteellisia keskihajontoja (Kentta E. 2009,
66).

Validointia seka saatuja tuloksia pidettiin hyvaksyttavina, silla ne kattoivat labo-
ratorion laatuvaatimukset eika validoinnin suorituksen aikana havaittu epavar-
muustekijoitd. Laboratorio asettamat kriteerit menetelmaélle tayttamaan laatu-
vaatimukset olivat seuraavat: menetelman todetaan olevan tarpeeksi herkka ja
spesifinen verrattuna laboratorion kaytdssa oleviin menetelmiin, laboratorion
henkilokunta hallitsee menetelman suorittamisen itsenaisesti ja laboratorio me-
nestyy hyvin vertailututkimuksissa. Laboratoriolla ei asettanut numeerisia kritee-

reita suureille.

7.1 Toistettavuus

Toistettavuudessa laskettiin laboranttien tekemien rinnakkaismaarityksen paik-

kansapitavyys tekijakohtaisesti jokaisella matriisilla. Tuloksista laskettiin keski-

— 2
hajonta kaavalla s = F(’;_kla) , jossa saadun tuloksen logaritmista arvoa kuva-

taan x-kirjaimella, ka on tulosten logaritminen keskiarvo ja n tulosten lukumaara.

Toistettavuuden keskihajonnat vaihtelivat hyvaksyttavasti valilla s = 0,05 — 0,17

riippuen tekijasta ja matriisista.
7.2 Uusittavuus

Uusittavuus laskettiin kahden eri laborantin tuloksista, jotka tekivét toisiaan vas-

taavat rinnakkaiset suodatukset. Saaduista tuloksista laskettiin laboranttien pa-

- 2
rittaisten tulosten keskihajonta kaavalla s = /%. Kaavassa A ja B ovat
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laboranttien saamat tulokset ja n laborantin tekemien suodatusten lukumaara

yhté pitoisuustasoa kohden.

Uusittavuudelle lasketut arvot olivat valilla s = 0,08-0,23. Tuloksiin otettiin mu-

kaan kahden alimman pitoisuustason tulokset kaikilla kolmella matriisilla.
7.3 Oikeellisuus

Oikeellisuus méaaritettiin siirrostetuilla vesinaytteilld, joiden mikrobipitoisuus tun-

nettiin. Tulos laskettiin matriisikohtaisesti keskihajonnan kaavalla

— 2
s = f%. Laskennassa kaytettiin logaritmisia arvoja, jolloin kaavassa A ja

B ovat laboranttien saamat tulokset ja n laborantin tekemien suodatusten luku-

maara yhta pitoisuustasoa kohden.

Oikeellisuudeksi Pseudomonas aeruginosalle talousvedessa laskettiin 0,18,
pakatussa vedessa 0,33 ja steriilissa vedessa 0,09. Oikeellisuus oli parempi
steriilissa vedessa kuin talousvedessa ja pakatussa vedessa, mika todennakoi-
sesti johtuu talousveden ja pakatun veden sisaltdmistd kemikaaleista seké

muista aineista.

Oikeellisuutta pakatun veden osalta ei voida pitaa taysin luotettavana, silla tu-
losta laskettaessa ympin pitoisuutena kaytettiin PC-agarilla ja CN-agarilla kas-
vaneiden pesakkeiden prosentuaalista eroa, joka méaaritettiin kolmen PC/CN -
parin avulla. P. aeruginosa ympin pitoisuutta ei saatu méaaritettyd PC-agarilta
pesékkeiden levinneisyyden takia. Tasta johtuen maarityksissa saadut tulokset
olivat huomattavasti suuremmat kuin PC-maljojen perusteella niiden teoreetti-

nen arvo.
7.4 Saanto

Menetelm&n matriisikohtaiset saannot saatiin analyysituloksen suhteesta matrii-

siin lisatyn tunnetun bakteeripitoisuuden laskennallisesta arvosta.
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Saantoprosentit talousvedessa vaihtelivat valilla 61- 92 % ja steriilissa vedessa
valilla 82- 95 %. Matriiseihin siirrostetuilla naytteilla lasketut saannot olivat hy-
vaksyttavia ja enimmakseen lahellda 85 % - 95 %:ia. Poikkeamat tasta johtuivat

todennakoisesti pienista siirrostusmaarista.

Saantoprosentit pakatun veden osalta olivat yli 100 % eika niita voitu pitaa luo-
tettavina. Saantoa laskettaessa jouduttiin ympin pitoisuus maarittamaan vas-

taavasti kuin kohdassa 7.3 Oikeellisuus on kuvattu.

7.5 Maaritysraja

Maaritysraja maaritettiin laboranttien suodatusten perusteella. Alhaisin pitoi-
suus, josta bakteeri saatiin toistettavasti esiin, oli noin 1,07 pmy/100 ml. Usei-
den rinnakkaisten maaritysten perusteella rajaksi voitiin luotettavasti ilmoittaa 1
pmy/100 ml.

7.6 Lineaarisuus

Lineaarisuus maaritettiin talousvedesta rinnakkaisin maarityksin ja korrelaa-
tiokertoimeksi saatiin R? = 0,98. Korrelaatiokerroin kuvaa tulosten riippuvuutta
naytteiden pitoisuuteen, joka tassa tapauksessa oli lahes taydellista.

7.7 Spesifisyys

Selektiivisyys on hyvd Pseudomonas agarilla, joka on suunniteltu erityisesti P.
aeruginosan tunnistukseen. Menetelmassa hairitsevana kantana kaytettiin

E.colia, mutta sen kasvua ei maljoilla havaittu.

Pseudomonas-agarilla saattaa kasvaa joitakin enterobakteeri-suvun lajeja. Aga-
rin spesifisyys P. aeruginosaa kohtaan perustuu magnesiumkloridiin ja kalium-

sulfaattiin, jotka tehostavat sinivihrean pigmentin tuottoa. (Oxoid. 2015.)
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7.8 Mittausepavamuus

Yhdistetyn mittausepavarmuuden arvoksi maaritettiin 21 %, joka on hyvaksytta-
va, ja samaa tasoa muiden laboratoriossa suoritettavien analyysien mittausepa-
varmuuksien kanssa. Kokonaismittausepavarmuus laskettiin suodatussuppiloi-

den epavarmuuden ja laboratorion lukemaepévarmuuden avulla.
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YHTEENVETO

Opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida menetelma liittyen Pseudomonas ae-
ruginosa- bakteerin havainnointiin ja lukumaaran maaritykseen kalvosuodatus-
tekniikalla. Validointi oli tarpeellista suorittaa, koska uusi menetelma haluttiin
lisatd laboratorion tarjontaan akkreditoituna menetelména. Validoinnissa 0soi-
tettin Pseudomonas aeruginosa -bakteerin SFS-EN I1SO 16266:2008 -
maaritysmenetelman toimivuus talousveden ja pakatun veden analysoinnissa
Eurofins Scientific Finland Oy Food & Agro:n Raision mikrobiologisessa labora-

toriossa.

Validointi suoritettiin nopeassa aikataulussa, mutta osaavan laboratoriohenkil6-
kunnan avulla ty6 saatiin suoritettua aikataulun puitteissa ja menetelma ehti
seuraavaan akkreditointitarkastukseen, josta saatu palaute oli p&&osin positii-
vista. Kalvosuodatusmenetelméa oli laboranteille jo entuudestaan tuttu, joten
haastavaksi validoinnin suorituksessa koettiin P. aeruginosan tunnistus ja tulos-
ten laskeminen. Pesakkeilla on taipumusta levitd maljalla, mikd hankaloittaa
laskemista. Pesakkeiden mahdollisen levidmisen tai ylikasvun kannalta on tar-
keda kayda maljat Iapi vuorokauden inkuboinnin paasta vaikka lopulliset tulok-
set laskettaisiinkin 48 tunnin jalkeen. Pesakkeet kasvoivat maljalla kellertavasta
varista vihredan ja siksi pesakkeiden varin tulkinta yhdenmukaisesti oli vaativaa.
Osittain my6s taman takia uusittavuuden ja toistettavuuden tuloksissa on ha-

vaittavissa vaihtelua.

Validointi jouduttiin toistamaan yhden matriisin osalta pesékkeiden heikon kas-
vun takia. Ratkaisuna puhdasviljelmat uusittiin, jonka jalkeen bakteerien elin-
voimaisuus oli huomattavasti parempi. Validoinnissa saatiin hyvaksyttavia tu-
loksia kaikille suureille eika maaritetty vaaria positiivisia tai negatiivisia tuloksia.
Siirrostetuilla vesinaytteilla ja maaritetyilla suureilla validoinnin todettiin taytta-
van laboratorion laatuvaatimukset, ja laboratorio osoitti olevansa pateva kayt-

tAdmaan menetelmaa.
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Opinnaytetyon aikataulun puitteissa menetelma saatiin validoitua, jolloin sille
voitiin hakea akkreditointia. FINAS-akkreditointipalvelusta esitettiin muutama
poikkeama, jotka vaaditaan hyvaksyttyyn akkreditointiin. Validointia jatketaan
opinnaytetyon jalkeen ottamalla maarityksiin mukaan toinen Pseudomoas-
suvun bakteeri. Talloin voidaan todentaa, ettda CN-agar on spesifinen vain P.
aeruginosalle. Lisaksi voidaan olla varmoja, ettei elatusaineella kasva muita
Pseudomoas-suvun bakteereita. Suodatukset on riittdvaa tehda suppeammin

vain yhdella matriisilla.
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Elatusaineiden sekéa rikastus- ja laimennusliuosten
koostumukset

Plate Count Agar (PC-agar)

Reagenssi Maara (g/l)
Tryptoni 5,0
Hiivauute 2,5
Glukoosi 1,0
Agar 9,0

pH 7,0 £ 0,2 (25°C)

Pseudomonas agar (CN-agar)

Reagenssi Maara (g/l)
Liivatepeptoni 16,0
Kaseiinihydrolysaatti 10,0

KSO, 10,0
MgCl, 1.4

Agar 11,0

pH 7,1 £ 0,2 (25°C)

Nutrient agar

Reagenssi Maara (g/l)
"Lab-Lemco” jauhe 1,0
Hiivauute 2,0
Peptoni 5,0

NaCl 5,0

Agar 15,0

pH 7,4 £ 0,2 (25°C)
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Maximum Recovery Diluent (MAX)

Reagenssi Maara (g/l)
Peptoni 1,0
NacCl 8,5

pH 7,0 £ 0,2 (25°C)

Brain Heart Infusion Broth

Reagenssi Maara (g/l)
Brain heart solids 12,5

Beef heart infusion solids 50
Proteose peptone 10,0
Glucose 2,0

NacCl 5,0
Na;HPO4 2,5

pH 7,4 + 0,2 (25°C)

Asetamidiliuos

Reagenssi Maara (g/l)
KH,PO, 1,0

MgSO4 0,2
Asetamidi 2,0

NacCl 0,2
NaMoO-2HO 0,005
FeSO-7HO 0,0005

pH 7,0 £ 0,5 (25°C)
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King B
Reagenssi

Peptoni
KoHPO,
MgSQOg4-7H,0
Agar

pH 7,2 £ 0,2 (25°C)

Maara (g/l)

20,0
15
15
15,0
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