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TIIVISTELMA

Uimakaudella 2006 Suomessa jérjestetyn vertailututkimuksen tarkoituksena oli testata
uuden uimavesidirektiivin (2006/7/EY) mukaista referenssimenetelméd ja vertailla,
olisiko sille vaihtoehtoisia menetelmid Escherichia coli -bakteerin toteamiseksi
suomalaisista uimavesistd. Vertailussa mukana olleet kuusi suomalaista
vesimikrobiologian alan laboratoriota toteuttivat vertailun yhteistyossd. Jotta
mahdollinen maantieteellinen vaihtelu ja sekd sisimaan vedet ettd rannikkovedet
tulisivat mukaan vertailuun, laboratoriot ja nidytteenottokohteet sijaitsivat eri puolilla
Suomea.

Vertailun referenssimenetelmédni oli ISO 9308-3 (pienen mittakaavan MPN) ja
vaihtoehtoisena menetelména testattiin Colilert-18® Quantitray menetelmad. Lisdksi
kahdessa  laboratoriossa  testattiin  kalvosuodatusmenetelmdin  sovellettua
kromogeenistd agarmenetelmidd Cromocult® Coliform ES (Enhanced Selectivity).
Vertailututkimus suorittiin menetelmien vastaavuuden testaamiseksi standardissa ISO
17994:2004 annettujen kriteereiden mukaisesti. Vertailussa kéytetyt elatusalustat
tilattiin keskitetysti Sosiaali- ja terveydenhuollon tuotevalvontakeskuksen (STTV)
kustannuksella. Osallistuvat laboratoriot vastasivat itse vertailussa tarvittujen
ndytteiden hankinnasta, ty0voiman riittdvyydestd sekd tyO0ssd tarvituista
laboratoriotarvikkeista ja -laitteista. Osallistuville laboratorioille jérjestettiin
perehdyttdmistilaisuus ennen toiden aloittamista toukokuussa 2006.

Jokainen vertailussa mukana ollut laboratorio tuotti kesén 2006 aikana itse
hankkimiensa uimavesindytteiden avulla vahintidin 40 raportointikelpoista tulosta
yhteisesti hyviksytyn tutkimussuunnitelman mukaisesti analysoituina. Kaikki
alustavat E. coli -10ydokset varmistettiin Fluorocult® LSB menetelméilld +44°C:ssa ja
lisdksi varmistettiin Colilert-18® Quantitray -menetelmastd alustavia koliformisia
16ydoksia (keltaiset kaivot, jotka eivét fluoresoi). Kaikkiaan vertailun aineisto koostui
264 néytteestd, joiden avulla verrattiin uimavesidirektiivin maérittdmaa
referenssimenetelméé (ISO 9308-3) ja Colilert-18® Quantitray menetelméi toisiinsa
ja 91 ndytteestd, joiden avulla referenssimenetelméé verrattiin Chromocult® Coliform
Agar ES pesidkemenetelmain.

Vertailun tuloksena Colilert-18® Quantitray menetelmédn saanto oli noin 9 %
matalampi kuin referenssimenetelmén. Menetelmien vélisen suhteellisen erotuksen
laboratoriokeskiarvot vaihtelivat vélilld — 24 % ja + 13 % ja my0s laboratorioiden
sisdinen vilinen vaihtelu oli suurta. Timéa kertoo suuresta vaihtelusta niytteiden
vililld. Varmistustestien perusteella selvisi, ettd vaihtoehtona testatulla Colilert -
menetelmailld todettu hivenen huonompi saanto johtui Colilert -menetelmén
virhenegatiivisista tuloksista: noin 7 % Colilertin keltaisista kaivoista, jotka eivit
fluoresoineet, sisélsivit E. coli -bakteereita. Virhenegatiivisia todettiin enemmain
luontaisesti likaisissa kuin jiatevedelld terédstetyissd ndytteissd. Virhenegatiivisten
korjaus johtaisi vidhintdin samantasoiseen saantoon kuin referenssimenetelmalla.

Tuloksia tarkasteltaessa todettiin, ettd n. 9 % ero Colilertin ja referenssimenetelmén
vililld ei ole merkitsevd, ja ettd nditd menetelmid voidaan pitdd toisiaan vastaavina.
Todettiin, ettd uimavesivertailuissa ei ole tarkoituksenmukaista kéyttda sallittuna



poikkeamana talousvesivertailuille hyvéaksyttivéé rajaa D = 10 %, muun muassa
koska verrattuna talousvesiin uimavesien raja-arvo ei ole nolla. Tdmén johdosta
tyoryhmai paatti kiyttdd tdssd vertailussa sallitun poikkeaman arvoa D = 20 %, jonka
katsottiin olevan uimavesille soveltuvampi. Témén lisdksi Colilertin nopeutta,
helppokéyttdisyytta ja referenssimenetelmid alempaa méaaritysrajaa pidettiin paatosta
tehtdessé tarkeind seikkoina menetelmén absoluuttisen E. coli —saannon liséksi.

Chromocult ES -menetelmin saanto oli keskimaarin 16 % alhaisempi kuin
referenssimenetelmén ja nidytelukumiéran alhaisuuden vuoksi vastaavuutta ei voitu
todeta tilastollisesti. Ndin ollen Chromocult ES -menetelmédé ei katsottu soveltuvaksi
vaihtoehtoiseksi menetelmaéksi.

Vertailun tulosten perusteella Suomen laboratoriot saavat kdyttda uuden
uimavesidirektiivin (2006/7/EY) mukaisille vesille uimakauden 2008 alusta lukien E.
coli -analyyseissd direktiivin mainitsemien referenssimenetelmien (ISO 9308-3 ja ISO
9308-1) liséksi Colilert-18® Quantitray menetelmdi. Kunkin tutkivan laboratorion
tulee tiyttdd standardin SFS-EN ISO/IEC 17025 vaatimukset ja hankkia ulkopuolinen
arviointi kiyttdmilleen menetelmille ennen uimakautta 2008.

Escherichia coli —bakteerin méérittamiseksi direktiivissd annettuja menetelmid ISO
9308-3 (pienen mittakaavan MPN liuosmenetelmai) ja 9308-1
(kalvosuodatusmenetelma kéayttden Laktoosi TTC Tergitol kasvualustaa) ei ole
Suomessa aiempina vuosina kdytetty varsinkaan uimarantavesitutkimuksissa ja
menetelmisté jailkimmaisen on todettu soveltuvan ainoastaan hyvin puhtaille ja
desinfioiduille talousvesille. Tdmén vuoksi on todennékoistd, ettd useat laboratorioista
ottavat kdytt0onsd nimenomaan timin vertailututkimuksen perusteella vastaavaksi
todetun Colilert-18® Quantitray menetelmén uimarantavesitutkimuksiin. Colilert -
menetelmad kéytettdessd laboratorioiden pitdéd kuitenkin olla tietoisia mahdollisesta
virhenegatiivisten esiintymisesté ja varmistua siitd, ettd heikostikin fluoresoivat kaivot
tulkitaan E. coli —positiivisiksi esim. positiivikontrollin ja menetelméa
kayttdonotettaessa tehtdvien validointien, kuten rinnakkaisluentojen, varmistustestien
ja inkubointiajan optimoinnin avulla.
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1. TAUSTAA

Uusi Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi (2006/7/EY) uimaveden laadun
hallinnasta on julkaistu ja sen kansallista tdytdntdon panoa valmistellaan parhaillaan.
Aiempi direktiivi on perdisin vuodelta 1976, joten uusi versio direktiivistd on erittdin
tervetullut ja odotettu. Uusi direktiivi on varsin edistyksellinen ja tuo tullessaan
muutoksia myds uimavesista tutkittaviin mikrobiologisiin muuttujiin. Aiemmin
lainsddddnndssd mainitut koliformiset bakteerit, fekaaliset koliformiset bakteerit,
fekaaliset streptokokit, enterovirukset, bakteriofaagit ja salmonella tulevat jadmaan
pois uudistetusta lainsdddanndsta. Jatkossa uuden uimavesidirektiivin mukaisesti
mikrobiologisista muuttujista seurataan ainoastaan suolistoperdisten enterokokkien ja
Escherichia coli —bakteerin esiintymistiheyksid (pmy/100 ml) uimavesissa.

Uuden uimavesidirektiivin liitteessd I on annettu suolistoperdisille enterokokeille ja
Escherichia coli —bakteerille ne pesdakelukuméirét (pmy/100ml), jotka 95-
prosenttipisteen arvioon perustuen maérittavét seurattavan uimaveden laadun joko
erinomaiseksi tai hyvaksi. Lisdksi annetaan ne pesdkelukuméérit, jotka madrittidvéat
90-prosenttipisteen arvioon perustuen uimaveden laadun riittdviksi. Edelld mainitut
lukuarvot on annettu erikseen sisdmaan vesille ja rannikkovesille.

Direktiivin liitteessd I on esitetty myos analyysin vertailumenetelmat, joita kiyttden
mikrobiologinen seuranta on suoritettava. Jdsenvaltiot voivat kuitenkin sallia muiden
menetelmien kiyton, jos ne voivat osoittaa, ettid saadut tulokset vastaavat liitteessa [
esitettyjd menetelmid. Jasenvaltioiden, jotka sallivat tillaisten vastaavien menetelmien
kayton, on toimitettava komissiolle kaikki asiaankuuluvat tiedot kiytetyista
menetelmisté ja niiden vastaavuudesta. Mikrobiologisten tutkimusmenetelmien
vastaavuutta koskevan EN/ISO —standardin mééarittdminen on direktiivissi annettu
komissiota avustavan komitean tehtéviksi.

Suolistoperéisten enterokokkien maarittimiseksi direktiivissd annetaan menetelmét
ISO 7899-1 tai ISO 7899-2. Kyseiset menetelmét ovat pienen mittakaavan MPN
liuvosmenetelma ja kalvosuodatusmenetelmai kdyttden Slanetzin ja Bartleyn
kasvualustaa. MPN menetelmdd 7899-1 ei juuri ole Suomessa aiemmin kéytetty. Sen
sijaan kalvosuodatusmenetelma ISO 7899-2 on Suomessa jo laajasti kéytetty
vesitutkimuksissa ja sen on todettu soveltuvan hyvin myds uimavesindytteille. Téstd
johtuen erityisté tarvetta vaihtoehtoisille enterokokkimenetelmille ei ole todettu.

Escherichia coli —bakteerin madrittdmiseksi direktiivissd annetut menetelmit ovat
ISO 9308-3 tai 9308-1. Kyseiset menetelmét ovat pienen mittakaavan MPN
linosmenetelma ja kalvosuodatusmenetelma kéyttden Laktoosi TTC Tergitol (LTTC)
-kasvualustaa. Standarditestin lisdksi ISO 9308-1 sisdltdd nopean testin TSA/TBA-
kasvualustoilla. MPN liuosmenetelmastd ISO 9308-3 on vain hyvin vdhin
kiyttokokemuksia Suomessa. Kalvosuodatusmenetelmén 9308-1 standarditestia
(LTTC) on taas testattu laajasti Suomen laboratorioissa talousvesitutkimuksissa. Sen
on todettu soveltuvan ainoastaan hyvin puhtaille ja/tai desinfioiduille vesille suuren
herkkyytensé takia. E. coli -menetelmien osalta tarve vaihtoehtoisille menetelmille on
koettu suureksi. Toisaalta my0s entistd laajempia kadyttokokemuksia pienen
mittakaavan MPN liuosmenetelmasti tarvitaan. Téssd esitettdvin tyon tarkoituksena
oli saada selville testatuissa Suomen olosuhteissa uimavesien E. coli -seurantaan
parhaiten sopiva menetelma.



1.1 Esikoe

Esikoe suoritettiin Kansanterveyslaitoksen ympéristomikrobiologian laboratoriossa
Kuopiossa kevéddn 2006 aikana. Kokeen tulosten perusteella valittiin ne menetelmét,
jotka siséltyvét varsinaiseen vertailututkimukseen.

Referenssimenetelménd oli SFS-EN ISO 9308-3; pienen mittakaavan MPN
linvosmenetelmd, + 44 °C, 36-72 h, johon verrattiin seuraavia mahdollisia
vaihtoehtoisia menetelmié:

1) ISO 9308-1; LTTC Tergitol-7, +44 °C,21 £3 h

2) Colilert®-18 ja 51-well Quanti-tray® (IDEXX), + 35 °C, 18 h

3) SFS 4088; mFC, +44 °C, 24 h

4) Chromocult® COLIFORM Agar ES (Merck), + 35 °C, 24 h

5) Selective E. coli / coliform chromogenic medium (Oxoid), + 35 °C, 24 h

6) Rapid’E.coli 2 (Bio-Rad), + 35 °C, 24 h

7) Chromocult® COLIFORM Agar + Selective Supplement (Merck), + 35 °C, 24 h

Ty6ssa kiinnitettiin huomiota tydjérjestykseen satunnaistamalla menetelmien
pipetointi/suodatusjérjestys. Esikokeessa tutkittiin 18 ndytettd, joista 10 oli
rinnakkaisia referenssimateriaalilla (DW2004:A, Livsmedelsverket, Ruotsi) tehtyja
validointindytteitd ja 8 jatevedelld ympittyjd avantouintindytteitd. Ty0 suoritettiin
vastaavalla tavalla, kuin jéljempénd kuvattu varsinainen vertailututkimus, ainoastaan
vaihtoehtoisten menetelmien lukumééra oli suurempi.

Esikokeessa vaihtoehtoiset menetelmit SFS 4088 (mFC) ja Chromocult®
COLIFORM Agar + Selective Supplement (Merck) antoivat merkitsevasti
alhaisempia E. coli -saantoja kuin referenssimenetelma ISO 9308-3. Sen sijaan
muiden menetelmien saantojen osalta aineisto ei ollut riittdva lopullisten
johtopéatosten tekemiseen.

Menetelma ISO 9308-1 (uimavesidirektiivin méérittelemé toinen
referenssimenetelmd) oli erittdin hankala luettava epdselvén virireaktion ja runsaan
taustakasvun vuoksi, eikd sen siksi katsottu soveltuvan lainkaan uimavesien
tutkimiseen. Merckin, Oxoidin ja Bio-Radin kromogeeniset alustat eivét poikenneet
kéaytettdvyydeltddn ratkaisevasti toisistaan. Merckin tuotteen (Chromocult ES) saanto
oli kuitenkin ndistd vaihtoehdoista paras suhteessa referenssimenetelméén ja lisidksi
pesikkeet olivat helpoimmin laskettavissa.

Todettiin, ettéd alle 200 kpl lisédnéytteitd riittdd mahdollisten menetelméivastaavuuksien
todistamiseen, mikali laajennettu epavarmuus ei kasva merkittévasti.
Laboratoriokokemusten ja esikokeessa todettujen saantojen perusteella Colilert ja
Chromocult ES —menetelmat valittiin varsinaisessa vertailututkimuksen
vaihtoehtoisiksi menetelmiksi.



2. TYON TOTEUTUS

Tutkimuksessa verrattiin uimavesille soveltuvia vaihtoehtoisia menetelmid
Escherichia coli -bakteerin madrittaimiseksi. Ty0 suoritettiin menetelmien
vastaavuuden testaamiseksi standardissa SFS-EN ISO 17994:2004 annettujen
kriteereiden mukaisesti. Referenssimenetelminé, johon vaihtoehtoisia menetelmia
verrattiin, kdytettiin pienen mittakaavan MPN liuosmenetelmédd SFS-EN ISO 9308-3.
Vaihtoehtoisena menetelména varsinaisessa vertailututkimuksessa testattiin kaikissa
osallistuvissa laboratorioissa Colilert-18® Quantitray (IDEXX) MPN
livosmenetelmaa. Alustavassa tutkimussuunnitelmassa mukana ollut SFS 4088
menetelmd (mFC) jétettiin varsinaisesta vertailusta pois, koska se antoi esikokeissa 70
% alempia tuloksia kuin referenssimenetelma. Esikokeessa testatuista
kalvosuodatusmenetelméén sovelletuista kromogeenisistd agarmenetelmista
parhaimmaksi osoittautui Cromocult Coliform ES (Merck). Kaksi vertailuun
osallistuvista laboratorioista jatkoi varsinaisen vertailukokeen rinnalla myds timén
kromogeenisen agaralustan testaamista.

Tyo toteutettiin yhteistydssd vesimikrobiologian alan laboratorion kesken Suomessa.
Mukana vertailussa oli kuusi laboratoriota, joista kullakin oli tavoitteena tutkia noin
40 itse omalta alueeltaan hankkimaansa uimavesindytettd tdssd suunnitelmassa
esitetylld tavalla vuoden 2006 uimakauden aikana. Tarvittavien raportoitujen
vertailumittauksien tarkkaa lukumééraa ei vertailun suunnitteluvaiheessa viela
pystytty arvioimaan, koska tarve riippuu siitéd, kuinka paljon vertailtavien
menetelmien suhteelliset erot vaihtelevat ndytteiden ja vertailulaboratorioiden vélilla.
Vertailussa katettiin koko kyseessd oleva maantieteellinen alue (Suomi) ja seké
rannikko- ettd sisimaan vedet. Suomen uimarannoista 99 kpl on merivesid ja 280 kpl
sisdmaan vesid. Tdma jakauma nidkyi my0s timén vertailun aineistossa: suurin osa
tutkittavista ndytteistd oli sisdmaan vesii ja ainoastaan kahdessa laboratoriossa osa
tutkittavista vesisté oli rannikkovesié.

Vertailuun osallistuvien laboratorioiden oli ennen tyon aloittamista sitouduttava
suorittamaan analyysit yhteisesti sovittujen ja jadljempana tissé raportissa esitettyjen
sadntdjen mukaisesti. Kaikilla laboratorioilla oli kdytossd laatujdrjestelmi. Vertailuun
osallistuvien laboratorioiden edustajille jirjestettiin ennen vuoden 2006 uimakauden
alkua Helsingisséd koulutuspdivi, jonka aikana yhtendistettiin kdytetyt tyotavat
mahdollisimman pitkille. Aineiston tilastollisesta késittelystd vastasi Seppo L.
Niemeld. Vertailun tuloksista tiedotettiin kansallisesti tammikuussa 2007 ja
osallistuvat laboratoriot saivat tuottamansa aineiston kayttoonsa.

2.1 Tyoryhma

Tamin menetelmien vertailututkimuksen suunnittelusta, toteutuksesta ja
raportoinnista vastasi tydryhma, joka koostui osallistuvien laboratorioiden ja
kansallisten viranomaistahojen edustajista. Tyoryhméén kuului myos tilastollinen
asiantuntija.



2.2 Perehdyttamistilaisuus

Perehdyttdminen jarjestettiin keskiviikkona 24.5.2006 klo 9-16 Helsingin
ympéristokeskuksen mikrobiologian laboratoriossa. Kustakin osallistuvasta
laboratoriosta oli tissa tilaisuudessa ldsné viahintiddn kaksi edustaja: seka tulosten
laskennasta vastaava mikrobiologi ettd tyon kdytdnnon toteutuksesta vastaava
laborantti. Kukin laboratorio vastasi itse matkakustannuksista. Pdivén aikana
osallistujille esiteltiin vertailun tydvaiheet, joita kukin pédsi itse laboratoriotiloissa
harjoittelemaan. Keskustelujen, kysymysten ja vastausten avulla muodostettiin
yhteinen toimintamalli vertailun toteuttamiseksi.

2.3 Niytteiden hankinta, laimennokset ja ymppéykset

Naytteind kdytettiin laboratorioihin saapuneita tai keréttyjd uimarantavesindytteita,
joita tarvittaessa terdstettiin paikallisilta jdteveden puhdistamoilta keratyilla
jatevesindytteilld. Samasta ndytepisteestd otettuja erillisid ndytepulloja pidettiin tdssé
vertailussa erillisind ndytteind. Verrattavat analyysit tehtiin aina samasta
ndytepullosta. Tarkoituksena oli tutkia niin monta naytetta, ettd raportointikelpoisia
naytteitd kertyy jokaisesta osallistuvasta laboratoriosta mahdollisuuksien mukaan
véahintddn 40 kappaletta.

Laboratorioiden vélisen hajonnan minimoimiseksi pyrittiin siithen, ettd laboratorioista
raportoidut ndytemairit eivit poikkeaisi paljon toisistaan. Poikkeamien valttimiseksi
laboratorioita pyydettiin ilmoittamaan sekd kesdkuun ettd heindkuun 2006 loppuun
mennessi saamiensa raportointikelpoisten ndytteiden lukuméaarit seké sen hetken
arviot tulevista ndytemééristd vertailututkimuksen koordinaattorille.

Tutkittavana tilavuutena kaytettiin 10 ml (referenssimenetelma: 9,6 ml) ndytevetta.
Toivottavaa oli, ettd tutkittavat ndytteet jo luontaisesti antaisivat tulokseksi noin 5 —
20 positiivista kuoppaa/kaivoa/pesiketti téssd tilavuudessa (50-200 pmy/100ml).
Mikili tdma ei toteutunut, ndytteesti riippuen, sopivaan positiivisten mddraan pyrittiin
joko laimennosten tai ymppéysten avulla. Liian paljon bakteereita sisdltdneet niyte-
erdt hyldttiin liian suuren tyotaakan vuoksi, koska tydssd varmistettiin kaikki
positiiviset 10ydokset. Toisaalta my0s sellaiset ndytteet, joissa molemmat tai toinen
testattavista menetelmisté ei antanut yhtdén positiivista kuoppaa/kaivoa/pesiketta,
hylattiin.

Ennalta tuntemattomia néytteitd tutkittaessa meneteltiin siten, ettd ndytteen saapuessa
laboratorioon, tehtiin analyysi vain yhdelld menetelmélla (alkutestaus). Laboratoriot
kayttivat alkutestausmenetelmina joko téssé vertailussa varmistustestialustana
kaytettyd Chromocult Coliform Agar (CC) -alustaa, Chromocult Coliform Agar ES
(CC-ES) -alustaa tai laboratoriossa tilaajan pyynnon vuoksi joka tapauksessa
tehtdaviksi tullutta muuta menetelmad, kuten Colilert -menetelméda. Menetelmaén tuli
joka tapauksessa olla sellainen, jolta alustava E. coli -tulos oli mahdollista saada
yhden vuorokauden inkuboinnin jélkeen.

Seuraavana pdivina saadut alkutestauksen tulokset kirjattiin ja niiden perusteella
paétettiin,



1) onko néyte kelvollinen vertailuun sellaisenaan. Mikili nédyte oli kelvollinen (ts.
tuotti noin 5 — 20 alustavaa E. coli -pesékettd tai kaivoa / 10 ml), analysoitiin
ndyte uudelleen kdyttden kaikkia vertailussa mukana olevia menetelmid
samanaikaisesti (vaikka alkutestaus olisi tehty Colilert-menetelmailla, vertailuun
kelvollinen Colilert -analyysi oli tehtdva uudestaan aloittamalla se samanaikaisesti
referenssimenetelméin kanssa);

2) hylédtadnko nayte;

3) tarvitseeko ndytettd laimentaa. Jos laimennoksia tarvittiin, tirkeinté oli, ettd
molemmat testattavat menetelmat laimennetaan samalla tilavuudella samaan
laimennosveteen. Laimennosvetend oli kdytettdva mielelladn samalla viikolla
otettua ja kylmaissi sdilytettyd sellaisen rannan uimavettd, jossa E. coli —bakteereja
esiintyi vain vahan. Kyseeseen tullut suurin tarvittava laimennos oli 1/10 eli
pienin kéytettdva ndytetilavuus oli 1 ml. Laimennosvetend ei saanut kayttaa
puskuroituja “normaaleja” laimennosvesia.

4) tarvitseeko nédytteeseen ympétd jitevettd. Mikdli tillaista mahdollisuutta epdiltiin,
jatevedesti tehtiin ensimmaéisend paivand ndytteiden saapuessa laboratorioon
laimennossarja pintalevityksend CC-alustoille. Téll6in seuraavana pédivind samaan
aikaan uimavesien alkutestauksen tulosten kanssa saatiin jitevesien alustava E.
coli -lukumééra. Sen perusteella laskettiin ymppitilavuus ja tehtiin tarvittaessa
jatevedestd vililaimennokset tuoreeseen uimarantaveteen tai steriiliin veteen.

2.4 Verrattavat menetelmiét

Téssé tutkimuksessa referenssimenetelmidn SFS-EN ISO 9308-3 tuottamia
uimarantavesien E. coli -tuloksia verrattiin mahdollisen vaihtoehtoisen menetelmén
Colilert-18® Quantitray antamiin E. coli -tuloksiin. Molemmissa menetelmissd E. coli
-bakteerin havaitseminen perustuu fluorogeeniseen reaktioon (B-glukuronidaasi-
positiivisuus, MUG). Colilert-18 menetelmai siséltda lisédksi kromogeeniseen
reaktioon perustuvan koliformisten bakteerien havaitsemisen (p-galaktosidaasi-
positiivisuus, ONPG+) siten, ettd positiivinen E. coli -tulos Colilert-18 menetelméllad
vaatii sekd kromogeenisen ettd fluorogeenisen reaktion tapahtuneeksi ja havaituksi
samassa kaivossa (MUG+ ja ONPG+). Menetelmélld 9308-3 ei saa miiritetyksi
koliformisia bakteereita.

Edelld esitettyjen menetelmien liséksi kahdessa vertailuun osallistuvassa
laboratoriossa verrattiin referenssimenetelmédn ndhden myos kalvosuodatus-
menetelmdin SFS-EN ISO 9308-1 sovellettua kromogeenistd agarmenetelmai
Cromocult Coliform ES (Enhanced Selectivity, CC-ES). Talld menetelmilld E. coli -
bakteerin havaitseminen perustuu kromogeeniseen reaktioon (p-glukuronidaasi-
positiivisuus). CC-ES —alustalta voidaan maarittdad E. coli -bakteerin lisdksi myos
koliformisten bakteerien pesidkelukumééri niinikdén kromogeenisen reaktion (3-
galaktosidaasipositiivisuus) avustamana.

Tarvikkeet

Kullekin laboratoriolle hankittiin keskitetysti seuraavat reagenssit:
Bio-Rad 53782 Microplate E. coli mug transparent

Bio-Rad 53784 Diluant special microplate

IDEXX 98-08876-00 Colilert-18 reagenssi

IDEXX 98-21378-00 Quanti-tray liuskat



IDEXX 98-21904-00 Antifoam

Oxoid CMO0131B Tryptone Soya Agar

Merck 1.12588.0500 Lauryl Sulfate Fluorocult

Merck 1.10426.0500 Coliform Agar Chromocult

Merck 1.00850.0500 Coliform Agar Chromocult ES (vain kahdelle laboratoriolle)

Laboratorioilla tuli itselldédn olla seuraavat tarvikkeet/laitteet:
Mikrotiitterilevyjen pipetointiin soveltuva 8-kanavainen pipetti
Steriileja pipetinkérkié

UV-lamppu ja suojalasit

Colilert sulkijalaite

Tyhjid petrimaljoja

0,45 pm kalvosuodattimia (esim. Millipore HAWG 047 S1)
Koeputkia esim. Tamro SWG2613111

Durham —putkia esim. Tamro SCP024300

Koeputkitelineitd

Steriloituja Eppendorf tai vastaavia putkia (esim. 4 0,5 ml tilavuudeltaan)
Steriilejd neuloja ja ruiskuja (esim. 1 ml:n insuliiniruisku)
Kertakdyttoisid viljelysauvoja

Inkubaattori 36£2°C

Inkubaattori 44+ 0,5 °C

Reagenssit ja tarvikkeet oksidaasitestin suorittamista varten
Kovac’sin reagenssia

Tyon suoritus

Ty06ssa kiinnitettiin huomiota tydjarjestykseen. Laimennossarjat testattavia
menetelmid varten valmistettiin erikseen juuri ennen kéyttod. Joka toisella ndytteelld
ensin suoritettiin referenssimenetelma (9308-3) ja joka toisella ndytteelld ensin
tehtivéksi tuli vaihtoehtomenetelmé (Colilert). Niissd kahdessa laboratoriossa, jotka
testasivat myos kolmatta menetelmééd (CC-ES), kéytetty pipetointijérjestys on esitetty
liitteessd 1. Analyysit suoritettiin laboratoriossa verrattavilla menetelmilld kustakin
tutkittavasta ndytteestd vélittomasti perdkkain, ilman minkaanlaisia taukoja.
Inkuboinnit aloitettiin yhtd aikaa, vélittomasti levyn (9308-3) ja liuskan (Colilert)
sulkemisen (sekd suodattamisen (CC-ES)) jilkeen.

Pienen mittakaavan MPN liuosmenetelmissé kéytettiin néytteistd /2 laimennosta
(valmistajan ohjeissa ja standardissa esitettyd 1/20 laimennosta ei kiytetty téssa
vertailututkimuksessa). Yhdella laimennoksella kokonaisen kuoppalevyn
pipetoiminen vaati nestettd 96 x 200 ul = 19,2 ml, josta ndytteen osuus oli puolet: 9,6
ml. Laimennos Y2 saatiin, kun sekoitettiin sama tilavuus (esim. 25 ml) tutkittavaa
naytettd (luontainen/laimennettu/ympétty) vastaavaan tilavuuteen (25 ml)
erikoislaimennosvettd (synteettinen merisuola). Kuoppalevyt suljettiin tiiviisti
muovikalvolla ja inkuboitiin + 44 + 0,5 °C:ssa. Pédllekkidin inkuboitiin korkeintaan
kaksi levyd, elleivit kaikki levyt mahtuneet vierekkéin inkubaattoriin.

Colilert tehtiin valmistajan ohjeiden mukaisesti. 10 ml niytettd (samasta pullosta kuin

referenssimenetelméé varten; luontainen/laimennettu/ympatty) sekoitettiin 90 ml:aan
steriilid deionisoitua vettd. Tdmén jdlkeen liséttiin Colilert-reagenssi, antifoam-tipat ja
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sekoitettiin uudelleen. Téytetty ja suljettu 51-kaivoinen Quantitray -liuska inkuboitiin
+36 £ 2 °C:ssa.

CC-ES menetelmassé suodatettiin 10 ml nédytettd 0,45 um kalvosuodattimelle
lisddmalla suodatussuppiloon n. 100 ml steriilid deionisoitua vettd kantovedeksi,
jonka paille ndyte pipetoitiin. Suodatuksen jilkeen kalvo siirrettiin pintakuivatulle (n.
30 min laminaarissa kansi raollaan) CC-ES -alustalle ja inkuboitiin +36 £ 2 °C:ssa.

Levyjen/liuskojen/maljojen laskenta

1) 9308-3: Kaikki fluoresoivat kuopat ovat positiivisia kuoppia (MUG+), joiden
lukumaaré laskettiin 48 + 3 ja 69-72 tunnin kuluttua. Jatkoviljelmét
varmistustestejd varten voitiin ottaa jo 48+ 3 h inkuboinnin jédlkeen, jolloin 69
- 72 tunnin inkuboinnin jdlkeen jatkoviljelmit otettiin vain sellaisista
fluoresoivista kuopista, jotka eivit vield edellisend pdivana fluoresoineet.

2) Colilert: Keltaiset kaivot, jotka my0s fluoresoivat, ovat alustavasti E. coli —
positiivisia. Laskenta tehtiin 18 - 21 tunnin inkuboinnin jélkeen, jonka jilkeen
tehtiin jatkoviljelmét. Laskentalomakkeeseen merkittiin erikseen a. keltaisten
ja fluoresoivien (ONPG+ ja MUG+), b. vain keltaisten (ONPG+ ja MUG-) ja
c. vain fluoresoivien (ONPG- ja MUG+) kaivojen lukumaira.

3) CC-ES: Sinivioletit pesdkkeet ovat alustavia E. coli -pesdkkeitd. Laskenta
tehtiin 21 & 3 tunnin inkuboinnin jélkeen, jonka jidlkeen tehtiin jatkoviljelmaét.
Laskentalomakkeeseen merkittiin a. siniviolettien ja b. punaisten pesidkkeiden
lukumaird. Muun viristen pesdkkeiden méérd arvioitiin asteikolla: 1 = ei
taustaa, 2 = muutamia tausta pesédkkeitd ja 3 = runsas/héiritsevé tausta.

Kaytettivit laskenta- ja varmistustestikaavakkeet sekd MPN-taulukot on esitetty
liitteessé 2. Kaikki alustavat positiiviset E. coli -10ydokset (fluoresoiva kuoppa/kaivo
tai sinivioletti pesidke) varmistettiin.

Koska Colilert -menetelmééin kuuluu myo6s koliformisten bakteerien mééritys, myds
keltaisista kaivoista, jotka eivit fluoresoi, otettiin mahdollisten virhenegatiivisten
lasndolon poissulkemiseksi/toteamiseksi vahintdédn 5 kaivoa /liuska
varmistustesteihin. Samoin CC-ES —maljoilta otettiin vahintédén 5 punaista pesédketté
/malja varmistuksiin. Mikéli kaikkia alustavia koliformipesdkkeiti ei otettu
varmistuksiin, kyseessd oli osittainen varmistus, ja valinta jatkoviljelmiin
satunnaistettiin. Colilert -menetelmén satunnaistaminen toteutettiin siten, etta
aloitettiin vain keltaisten kaivojen poimiminen liuskan vasemmasta alakulmasta ja
otettiin sieltd lukien jérjestyksesséd véhintddn nuo 5 kpl jatkoihin. CC-ES:1td punaisten
pesdkkeiden poimiminen satunnaistettiin siten, ettd piirrettiin maljan pohjaan side,
josta ldhdettiin myotipdivadn kiertden ottamaan jirjestyksessd vahintdén nuo 5 kpl
jatkoviljelmia.

Laskennan jidlkeen néyte oli hyléttdvd ennen jatkoviljelmid, mikéli ndytteen
bakteeritiheys oli liian pieni (toinen tai molemmat menetelmisté eivit antaneet yhtaan
positiivista kuoppaa/kaivoa/pesékettd). Harkinnanvaraisesti ndytteen sai hyldtd myos
litan suuren bakteeritiheyden takia (liian suuri tyotaakka varmistettavaksi).
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Varmistustestit

Varmistukset koostuivat seuraavista vaiheista:

- Jatkoviljelmd Chromocult -alustalle

- Puhdasviljelmi TSA -alustalle

- Oksidaasitesti

- Fluorocult -testi (kasvu, indoli, fluoresenssi ja kaasu)
- Mahdollinen kantojen talteenotto ja edelleen ldhetys

Kuopista (9308-3) ja kaivoista (Colilert) tehtiin jatkoviljelmét selektiivisille
Chromocult coliform —alustoille (CC), joita inkuboitiin + 36 + 2 °C, yon yli. Kustakin
positiivisesta kuopasta/kaivosta otettiin kalvon/taustapaperin lépi neulalla liuosta
pieneen eppendorf-putkeen, josta viljely tehtiin 1 pl:n silmukalla. Yhdelle
pintakuivatulle (30 min laminaarissa tai yon yli valolta suojattuna huoneenldimmassé)
CC:lle (halkaisija 90 mm) viljeltiin 4 viljelméé. Seuraavana pédivénai kirjattiin
viljelmien véri (sinivioletti/punainen/seka/muu). Mikéli pesédkkeitd ei ole
muodostunut, kirjattiin ei kasvua”. Testattavien kantojen puhtauteen kiinnitettiin
huomiota ja pyrittiin tekeméédn puhdasviljelmat erillispesdkkeestd. Mikéli oli aihetta
epdilld sekakasvua tai CC-alustalta ei ollut mahdollista saada erillispesdkkeiti
jatkoon, kannat viljeltiin puhtaaksi uudelle CC-alustalle. Sinivioleteista ja punaisista
erillispesdkkeistd CC -alustalla jatkettiin viljelyd TSA-alustalle (+ 36 £2 °C, yon yli).
Mahdollisista muun virisista pesdkkeistd (keltaiset, valkeat, turkoosit, ruskeat) ei
tehty jatkotestejé.

CC-ES -alustoilta tehtiin puhdasviljelmét suoraan TSA-alustoille, mikali pesdkkeet
olivat hyvin erilldén toisistaan eikd maljoilla esiintynyt pesdkkeiden puhtauden
kannalta héiritsevdd taustakasvua.

TSA -alustalta tehtiin oksidaasitesti ko. laboratoriossa kiytdssé olevan normaalin
kéytinnon mukaisesti, kiinnittden erityistd huomiota viljelmien puhtauteen. Positiivi-
ja negatiivikontrollikantojen kéytto jokaisella testikerralla oli suositeltavaa.

Oksidaasinegatiiviset viljelmat siirrostettiin esilimmitettyihin Fluorocult® Lauryl
Sulfate Broth (Merck) -putkiin, joiden sisdlld oli durham-putki kaasunkerdysté varten.
Jokaisella testikerralla inkuboitiin testattavien kantojen lisdksi putket positiivi- ja
negatiivikannoista. Putkista luettiin inkuboinnin (+ 44 + 0,5 °C, 21 + 3 h) jilkeen
fluoresenssi UV-valossa, tarkasteltiin onko muodostunut kaasua ja tehtiin indolikoe
Kovac’sin reagenssilla. Inkuboinnissa oli huomioitava, ettd kayttaa tehokasta
inkubaattoria ja ettei tdytéd inkubaattoria liiaksi kerralla, jotta ldimpdtila saavuttaa
halutun arvon mahdollisimman nopeasti. Vaihtoehtoisesti voitiin kdyttdd myos
vesihaudetta inkubaatioon.

Taulukossa 1. on esitetty mahdolliset varmistustestien tulosyhdistelmat (1-8).
Varmistetuiksi E. coli -bakteereiksi tulkittiin ne kannat, jotka olivat olleet
oksidaasinegatiivisia, indolipositiivisia ja fluoresoineet Fluorocult —putkissa, eli
vaihtoehdot 1 ja 2. Kaasunmuodostus + 44 °C:ssa ja sinivioletti véri CC -alustalla
tukivat titd tulkintaa, mutta eivét olleet edellytyksend E. coli -bakteeriksi
tulkitsemiselle.

12



Taulukko 1. Mahdolliset varmistustestien tulosyhdistelmat (biotyypit).

Oks-, ind44+, fluor44+ ja kaasu44+ 5 | Oks-, ind44-, fluor44+ ja kaasu44+
Oks-, ind44+, fluor44+ ja kaasu44- 6 | Oks-, ind44-, fluor44+ ja kaasu44-
7
8

Oks-, ind44+, fluor44- ja kaasu44+ Oks-, ind44-, fluor44- ja kaasu44+
Oks-, ind44+, fluor44- ja kaasu44- Oks-, ind44-, fluor44- ja kaasu44-

HBWOIN =

Mikali tulos jdi varmistustestien jdlkeen vield epédselviksi, otettiin kanta talteen
jatkotutkimuksia varten. Epéselvid tuloksia olivat taulukon kohtien 3 — 8 antamat
tulosyhdistelmat, mikéli ko. testattava kanta oli alun perin ollut alustava E. coli eli
fluoresoinut 9308-3:1la, ollut keltainen ja fluoresoinut Colilertilla tai ollut sinivioletti
CC-ES:114. Kantoja séilytettiin TSA-maljoilla noin 1 kk:n ajan kylmidssi ja pidempéé
sdilytystd varten kanta pakastettiin — 70 °C:een lihaliemessd, johon oli lisdtty 15 %
glyserolia. Vaihtoehtoisesti ainoastaan DNA-méérityksid varten kannat voitiin sdiloa
— 20 °C:een steriiliin deionisoituun veteen.

Laadunvarmistus

Osallistuvalla laboratoriolla tuli olla kdytossdén laatujérjestelma. Vertailussa
kéaytettdvat mikrotiitterilevy-, Colilert- ja CC-ES -reagenssierit oli testattava ennen
tyon aloittamista tunnetulla niytteelld. Varmistustesteissd kéytettdvien elatusalustojen
(CC, TSA, Fluorocult) sekd CC-ES -alustojen jokainen keittoerd tuli testata tunnetulla
Escherichia coli -kannalla ja lisdksi tunnetulla ei-fekaalisella koliformisella
bakteerikannalla ennen kayttdd. Chromocult ja Fluorocult -alustojen testaamiseen
voitiin kdyttdd esimerkiksi kantoja Escherichia coli ATCC 8739 (CC ja CC-ES:
sinivioletti; Fluorocult: gas+, fluor+, ind+) ja Enterobacter cloacae ATCC 13047 (CC
ja CC-ES: punainen; Fluorocult: gas-, fluor-, ind-). Mikéli laboratoriolla ei ollut
kiytossddn em. kantoja, my0s muita ulkoisen arvioijan hyviksymid ao. tarkoitukseen
sopivia bakteerikantoja voitiin kdyttaa.

Laboratorioiden tuli dokumentoida edelld esitetyt elatusalustojen
laadunvarmistustoimet jiljitettavéasti.

2.5 Tulosten kisittely

Laboratoriot tallensivat tuottamansa raportointikelpoiset tulokset tulostiedostoon
(LIITE 3) ja lahettivdt nima tiedostot sekéd kopiot laboratoriossa taytetyisté laskenta-
ja varmistustestikaavakkeista syyskuussa 2006 vertailukokeen koordinaattorille.
Tulokset yhdistettiin ja tarkastettiin Kansanterveyslaitoksen ympéristomikrobiologian
laboratoriossa ja ldhetettiin edelleen Seppo I. Niemelélle, joka vastasi aineiston
tilastollisesta kisittelysta ja standardin 17994:2004 mukaisten tunnuslukujen
laskemisesta.

Tulosten laskenta
Menetelmien vertailussa tarvittavien testimuuttujien laskemiseksi MPN-menetelmissa

(ISO ja Colilert) havainnoista laskettiin jokaisessa niytteessi erikseen varmistetut
positiiviset kuopat/kaivot kaavalla
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1) P =F

N
Pp.s= alustavasti positiivisten varmistettu maara
F = alustavasti positiivisten (fluoresoivien) kuoppien/kaivojen lukumaéra
N = onnistuneesti varmistukseen eristetty kuoppien/kaivojen lukumaira
K = E. coli -bakteeriksi varmistuneiden kuoppien/kaivojen lukumééra

Péadosassa ndytteistd kaikki alustavasti positiiviset onnistuttiin testaamaan (N=F),
jolloin P,os=K.

Pesdkemenetelmadssd (Chromocult ES) varmistetut pesdkemaérit laskettiin samalla
periaatteella.

k
(2) C,. =2 —

n

pos

Cpos= alustavasti positiivisten varmistettu pesakemaédri

z= alustavasti positiivisten pesdkkeiden (sinivioletit) lukuméaéra
n= onnistuneesti varmistukseen eristetty pesikemadri

k= varmistunut pesdkemaéra

Virhenegatiivisten viljelmien arvioitu mééra saatiin korvaamalla kaavoissa 1 ja 2
alustavasti positiivisten lukuméara alustavasti negatiivisten lukuméaréalla.

3) P, =Y =

P,.,= alustavista negatiivisista varmistettu positiivisten miéra

Y = alustavasti negatiivisten (’vain keltaisten’) kasvukennojen lukumaira
N = onnistuneesti varmistukseen eristetty kasvukennojen lukumaara

K =E. coliksi varmistuneiden kasvukennojen lukumaéra

Vastaavasti pesdkemenetelméssa

@) (=7 &

n
Cneg = alustavasti negatiivisten joukosta varmistunut lukumééira
y= alustavasti negatiivisten pesdkkeiden (punaiset) lukumiéra
n= onnistuneesti varmistukseen eristettyjen viljelmien lukumééra
k= E. coliksi varmistuneiden viljelmien lukumééra

Menetelmissd, missd sekd alustavasti positiiviset ettd alustavasti negatiiviset tulokset
varmistettiin (Colilert ja Chromocult ES), tuli mahdolliseksi laskea my6s korjatut
pitoisuusestimaatit. Niiden pohjana olivat korjatut perushavainnot, jotka olivat

Colilert menetelmassa

(5) Pcorr = Ppos + Pneg

14



ja Chromocult ES menetelmisséd vastaavasti

(6) CCOI"}" = chS + Cneg

Koeannosten yhteenlaskettu tilavuus luontaisen tai valmistetun nédytteen tilavuutena
ilmaistuna oli eri menetelmisséi: ISO 9,6 ml, Colilert 10 ml, Chromocult ES 10 ml.
Tulosten vertailukelpoisuuden saavuttamiseksi perusmuokatuista havainnoista
laskettiin mikrobipitoisuuden estimaatit 100 millilitraa kohti.

MPN-menetelmissi se tarkoitti alustavan, varmistuneen tai korjatun tuloksen (£, P
tai P, sijoittamista MPN-kaavoihin. Chromocult ES-menetelmissé tarvittiin
ainoastaan alustavan, varmistetun tai korjatun pesikemééran kertominen kymmenella.

Positiivisten muuntaminen mikrobipitoisuudeksi referenssimenetelmésséd (ISO 9308-
3)

(7) R =1000 ln£ % j
96 - P

R= referenssimenetelmédn MPN estimaatti 100 ml kohti (kokonaisen tarkkuudella)
P=posititvisten kasvukennojen (alustava, varmistettu tai korjattu) lukumééra

Positiivisten muuntaminen mikrobipitoisuudeksi Colilert-18 menetelméssa

(8) A=510 ln( o1 ]
51-P

A= Colilert-tulos 100 ml kohti (kokonaisen tarkkuudella)
P=positiivisten kasvukennojen (F, Py, tai Py ) lukumééra

Varmistettu tai korjattu Chromocult ES-tulos 100 ml kohti kokonaisen tarkkuudella
laskettiin kaavasta

(9) B=10 ¢

¢ = E. coliksi varmistuneiden pesikkeiden lukumaira (c,os tai ccor)

Menetelmien ISO 17994 standardin mukaista vertailua varten muodostettiin
testisuure: suhteellinen erotus (x), tavoitteesta riippuen joko alustavista, varmistetuista
tai korjatuista tuloksista.

Colilert-18 verrattuna referenssimenetelméin

(10) X, =100 In(A4) - In(R)]

(R ja 4 kaavojen 7 ja 8 mukaan)

15



Chromocult ES verrattuna referenssimenetelméian
(11)  xz =100 In(B) - In(R)]
(R ja B kaavojen 7 ja 9 mukaan)

Tilastollinen kdsittely

Suhteellisten erotusten jatkokdsittelyssé oli kolme pddvaihetta: aineiston
normaalisuuden tutkiminen, laboratorioiden vilisten erojen tutkiminen ja
menetelmien vélisten erojen tutkiminen.

Suhteellisten erotusten normaalisuuden tutkimisessa kaytettiin Wilk-Shapiro/Rankit
Plot proseduuria ja frekvenssijakaumien silmdméaéardistd arviointia.

Laboratorioiden vilisid suhteellisten erotusten keskiarvojen eroja tutkittiin
yksisuuntaisella varianssianalyysilla.

Menetelmien vastaavuusvertailu perustui standardin ISO 17994:2004 ohjeeseen, jota
tuettiin yhden otoksen t-testilld (one-sample t-test). Tulokset analysoitiin ensisijaisesti
standardin ISO 17994:2004 ohjeita seuraten, mutta syy-yhteyksien, korrelaatioiden ja
selitysten tutkimiseksi tarkasteltiin liséksi joitakin standardimenettelyn ulkopuolisia
taustatekijoita.

Raportointi

Tyo6ryhmé raportoi vertailututkimuksen tulokset kansallisella tasolla laboratorioita
yksiloimattd joulukuussa 2006. Jotta laboratoriot tunnistaisivat omat tuloksensa
raportista ja voivat hyodyntii itse tuottamansa aineiston, kukin laboratorio sai
tietoonsa sen numeron, jolla heidén tuloksensa on raportissa koodattu.

3. TULOKSET
3.1 Aineisto

Néytevalikoima eri laboratorioissa koostui vaihtelevasti luontaisista, laimennetuista
tai jatevedelld ympétyistd sisimaan ja rannikkovesistd. Sisdvesindytteet voidaan
tarvittaessa luokitella tarkemmin jdrvi-, joki- ym. ndytteisiin. Koska laimentaminen ei
muuta populaation rakennetta, laimennettujen nédytteiden voitiin katsoa kuuluvan
luontaisten ndytteiden luokkaan. Laboratorioiden néyteprofiilit erosivat huomattavasti
(Taulukko 2.).
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Taulukko 2. Laboratorioiden tutkimat naytteet luokiteltuina kuuteen tyyppiin.

Niytetyyppi Lab 1|Lab2|Lab3|Lab4|Lab5|Lab 6| Yht.
1 Sisavesi, luontainen | 35 8 1 16 21 4 85
2 laimennettu | 14 1 7 3 25
3 ympatty 26 46 8 35 115
4 Merivesi, luontainen 1 25 26
5 laimennettu 9 2 11
6 ympatty 5 5
Yhteensa 49 49 48 43 36 42 267
% luontaisia ndytteitd* | 100 37 4 100 78 17 55

*Luontaisten ndytteiden ryhméén siséltyvit sekd laimentamattomat ettd laimennetut néytteet.

ISO 9308-3-menetelmén perushavainto Escherichia coli-bakteerin havaitsemiseksi oli
fluoresoivien (MUG-positiivisten) kuoppien lukumiiré. Colilert-18 menetelmén
perushavainto oli keltaisten, fluoresoivien (ONPG- ja MUG-positiivisten) kaivojen
lukumééard. Chromocult-menetelmin perushavainto oli siniviolettien (MUG-
positiivisten) pesidkkeiden lukumaara.

Jotta epdiltyd virhenegatiivisten esiintymistd voitiin tutkia, alustavien positiivisten
(MUGH) liséksi Colilert ja Chromocult ES menetelmissé laskettiin my0ds alustavat
negatiiviset (MUG-ONPG+) kaivot ja pesidkkeet. Alustavan oletuksen mukaan ne
sisdltdvat muita koliformisia bakteereita kuin E.coli -bakteeria. Niistékin eristettiin
viljelmid varmistettavaksi. ISO-menetelméssd virhenegatiivisia ei etsitty, koska
menetelma ei sisdlld muiden koliformisten bakteerien kuin E.colin havaitsemista.

ISO 17994 standardin periaatteet edellyttivit viljelymenetelmien vertailun perustuvan
varmistettuihin lukumééariin. Kaikki alustavasti positiiviset kuopat, kaivot ja pesidkkeet
pyrittiin varmistamaan, eli toteamaan sisélsivitko ne sovitun kriteerin mukaisia E. coli
-bakteerisoluja.

Eristykset onnistuivat ldhes tdydellisesti. ISO menetelmén havaituista 2543
positiivisesta (fluoresoivasta) putkesta testaamatta jéi vain 10 viljelmad. Colilert
menetelmin 2203:sta fluoresoivasta viljelmasté jai kasvamatta yksi. Lasketuista
sinivioleteista Chromocult ES-pesédkkeistd (yht. 820) onnistuttiin testaamaan 817 kpl.

Escherichia coli -bakteerina pidettiin viljelmii, joka on ensinnékin oksidaasi-
negatiivinen ja sen liséksi sekd indoli-positiivinen +44 °C:ssa (IND+) ettéd B-
glukuronidaasipositiivinen +44 °C:ssa (MUG+). IND ja MUG tulosten lisdksi
Fluorocult LSB putkista luettiin kaasunkehitys +44 °C:ssa (GAS).

Kolmen ryhmittelytestin (IND, MUG, GAS) perusteella viljelmat jaettiin kahdeksaan
(2*) *biotyyppiin’ (Taulukko 1). Niistd (IND+MUG+)-tyypit kaasun muodostuksesta
riippumatta katsottiin E. coli -bakteeriksi. Alustavasti positiivisten viljelmien tulokset
on yksityiskohtaisesti esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3. Eri biotyyppien (taulukko 1.) frekvenssit ISO ja Colilert menetelmien
alustavasti positiivisissa (fluoresoivissa) kasvukennoissa laboratorioittain
ryhmiteltyind.

ISO 9308-3 biotyypit Colilert-18 biotyypit
Lab. |1 2 |3 |4|5 |6]/7|8|yht. |1 2 |3/4 |5 |6 |7]8]|yht.
1 477 |3 |5 |1 486 |398 1 10| 2411
2 402 |43]2 9 |4]2]2]464 372 [19]|2]|1 |9 |1 2406
3 362 [26]1 5 13| |1]398 |303 (22|11 |4 |1 2334
4 549 |2 3 211|557 |423 |10 2 435
5 154 |14 |8 |1 167 [152 |4 9 1 166
6 407 |3 410 {396 |1 397
yht. [2351|81|16|2|17|7|4|4|2482|2044|56|3|12|15|13| |6|2146

Virhenegatiivisten etsimiseksi alustavasti negatiivisia (Colilert menetelmédssa ’vain
keltaisia’, Chromocult ES menetelmissé punaisia) eristettiin varmistettavaksi.
Néytettd kohti pyrittiin testaamaan viisi satunnaisesti valittua viljelmaa. Alustavia
negatiivisia oli useimmissa niytteissd enemmén kuin viisi, joten varmistus oli
enimmaikseen osittaista. Colilert-menetelmélld yhteensé lasketusta 5706:sta *vain
keltaisesta’ (ONPG+MUG-) kaivosta testattiin 1257 kpl (22 %). Chromocult ES-
menetelmassé testattujen osuus oli pienempi. Yhteensé lasketuista punaisista
pesédkkeistd (4083 kpl) testattiin 345 kpl (8 %). Viljelmét luokiteltiin kahdeksaan
biotyyppiin kuten alustavat positiivisetkin. Kootut tulokset on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Eri biotyyppien frekvenssit Chromocult ES ja Colilert-18 menetelmien
alustavasti negatiivisissa tuloksissa ryhmiteltyné laboratorioittain.

Chromocult Agar ES Colilert-18 Quanti Tray
Lab [N |1/2/3 |4 |5|6/7 |8 |yht.|N 1 [2/3 |4 [5/6 |7 |8 |yht
1 239 128|1|1 |15 |0]2 |2 |115|164
2 [228|4]0|4 |15/0[6]3 |93 |119]233 |13|0[2 [25 |1|1 |8 |145]195
3 238 |7 |0]5 [28 |0]3 |9 |149]201
4 180 |20|1]3 |26 |0]6 |1 |90 |147
5 176 |6 |0]6 |10 |[3]3 [2 |75 |105
6 [132]/5/0/6 |[11]1]0[10]61 |94 [191 |14|0]|1 |6 |2]|6 |1 |64 | 94
Yht.[360/9[0(10(26|1]|6|13|154[213 |1257|88|4|18/110/6|21|23|638|906

N= testattujen viljelmien lukumaara

3.2 Menetelmien herkkyys

Tulosten varmistuvuutta eli menetelman herkkyyttd (SFS-ENV ISO 13843) mitataan
varmistuneiden osuudella testatuista alustavasti positiivisista viljelmistd. Kaikilla

menetelmilld tulosten varmistuvuus oli korkea (Taulukko 5.).
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Taulukko 5. Varmistettavaksi onnistuneesti eristettyjen, alustavasti positiivisten ja
sovitun kriteerin mukaan E.coli -bakteeriksi varmistuneiden, kuoppien, kaivojen ja
pesdkkeiden mairat eri menetelmilla.

Menetelméi Eristetty (kpl) | Varmistunut (kpl) | Herkkyys (%)
ISO 9308-3, 72h 44°C 2533 2482 98.0
Colilert, 18h 35°C 2202 2149 97,6
Chromocult ES, 24h 35°C 817 798 97,7

Testatuilla menetelmilld E. coli -bakteerien varmistuvuus (herkkyys) oli niin korkea
(n. 98%), ettd sen mukaan paivittiisessd rutiinityoskentelyssé ei tarvita varmistuksia
vastaavissa naytetyypeissd. Menetelmien véliset pienet herkkyyserot selittyvit tdysin
itse varmistusmenettelyn epavarmuudella. Koska kaikkien menetelmien herkkyys oli
suunnilleen sama, menetelmien suhde toisiinsa ei voi ndyttdd kovin erilaiselta
perustuipa arvio varmistettuihin tai varmistamattomiin tuloksiin. Menetelmien
vertailu olisi voitu perustaa pelkkiin alustaviin tuloksiin.

3.3 Virhenegatiivisten miirit ja varmistuvuus

Colilert-18 ja Chromocult ES menetelmien yhteydessé eristetyt alustavat negatiiviset
viljelmat testattiin samojen varmistuskriteerien (IND, MUG, GAS) suhteen kuin
alustavasti positiiviset. Varmistustyon maara nékyy taulukossa 6 ja testattujen
viljelmien yksityiskohtainen biotyyppijako laboratorioittain on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 6. Virhenegatiivisten osuus. Varmistettavaksi onnistuneesti eristettyjen,
alustavasti negatiivisten, mutta sovitun kriteerin mukaan E.coliksi varmistuneiden,
kasvukennojen ja pesdkkeiden méarét eri menetelmill.

Menetelmi Alustavat | Eristetty Varmistunut | Virhenegatii-
negatiiviset | (kpl) (kpl) visten osuus
(kpl) (%)
Colilert, 18h 35°C 5706 1257 92 7,32
(22%)
Chromocult ES, 24h | 4083 345 9 2,61
35°C (8,5%)

Virhenegatiivisten osuus oli epdilyksittd suurempi Colilert-18 menetelméssi kuin
Chromocult ES menetelméssa. (Nelikenttitestissd ylitystodenndkoisyys alle 1%.)

3.4 Colilert-18 — ISO 9308-3 vertailu
ISO 17994 standardin mukainen vertailu perustuu suhteelliseen erotukseen x4z (kaava
10). Silloin kyseessd on suhteellisen erotuksen painottamaton keskiarvo. Se laskettiin

varmistamattomista, varmistetuista ja korjatuista tuloksista.

Testimuuttujan normaalisuus oli kaikissa tapauksissa tyydyttava, tirkeimpana
esimerkkind varmistetut tulokset (kuvat 1 ja 2), joihin standardin ISO 17994:2004
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mukainen standardianalyysi perustui. Alustaviin tuloksiin perustuvan jakauman
normaalisuus oli hiukan parempi kuin varmistetuilla tuloksilla.

VARMISTETUT TULOKSET

90 o

60 o

FREKVENSS[

30 o

= /%

f f [
270 -230 -190 -150 -110 70 -30 10 50 90 130 170 210

SUHTEELLINEN EROTUS XA

Kuva 1. Varmistetun suhteellisen erotuksen (Colilert vs. ISO 9308-3) arvojen
jakauma verrattuna normaalijakaumaan (kayra).

Wilk—Shapiro / Rankit Plot of XA
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Approximate Wilk-Shapiro 0.9817 263 cases

Kuva 2. Varmistettujen suhteellisen erotuksen (Colilert vs. ISO 9308-3) arvojen
jakauman normaalisuus rankit-plot-kdyrédn ja Wilk-Shapiro kertoimen perusteella.
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Standardin ISO 17994:2004 mukaiset analyysit yksittdisten laboratorioiden ja
kaikkien laboratorioiden yhteisilld tuloksilla antoivat taulukon 7 osoittamat tulokset.
Luotettavan yleiskuvan saamiseksi siitd, miten varmistukset ja korjaukset vaikuttivat
ISO ja Colilert menetelmien suhteelliseen saantoon, vertailu oli rajoitettava
ndytteisiin, joilla kaikki kolme vertailua olivat mahdollisia. Sen vuoksi vertailussa oli
neljd ndytettd vihemmin kuin aineistossa oli kaikkiaan (vrt. Taulukko 2).

Taulukko 7. Colilert-18 ja ISO 9308-3 menetelmien E. coli tulosten suhteellisten
erotusten kvantitatiivinen vertailu laboratorioittain ISO 17994:n mukaan.

Laboratorio N |Alustava Varmistettu | Korjattu Kasvu
KA SD | KA SD KA |SD
1 48 |-20,41%*|54,30(-23,67*|55,77| 5,90 |57,11|29,56
2 47 | -2,95 [65,26| -2,10 |64,82|13,35 |77,38|15,45
3 48 |-11,16 [68,50(-11,30 |71,62| 3,63 |79,31|14,93
4 43 |-24,04* 68,11 |-24,05*|66,99|-4,50 |70,83 /19,55
5 36 | 12,61 |80,52| 12,12 |80,27|18,09 |86,71| 5,97
6 41 | -0,58 [64,90| -0,58 |64,90|13,68 |53,95|14,26
Keskiarvojen ero, F-arvo | 1,69 1,84 0,55
todennédkoisyys 0,137 0,105 0,737

N= niytteiden lukumiird, KA= keskiarvo, SD= keskihajonta, Kasvu= keskiarvon muutos, kun
varmistetut tulokset korjattiin virhenegatiivisten suhteen.
*Keskiarvo nollasta poikkeava alle 5 % erehtymisen riskill.

Varianssianalyysin mukaan laboratorioiden keskiarvojen viliset erot eivit olleet
laboratorioiden sisdiseen vaihteluun verrattuna merkitsevid Colilert ja ISO vertailun
missddn sarjassa (alustavat, varmistetut, korjatut). Sattuma riittéisi selittiméén erot ja
menetelmien yleistd vastaavuutta voidaan sen mukaan arvioida laboratorioiden
yhteisten tulosten perusteella (Taulukko 8.).

Taulukko 8. Colilert-18 ja ISO 9308-3 menetelmien E. coli tulosten kvantitatiivinen
vertailu standardin ISO 17994:2004 mukaan. Kuuden laboratorion yhteinen tulos.

Aineisto N |KA |SD [SE |U LO HI vastaavuus®

alustava [263]-8,58 |67,2]4,14|8,28|-16,86|-0,30 | kylld

varmistettu | 263 |-9,12 67,8 4,18 |8,36|-17,48|-0,76 | ei

korjattu 263 |+7,99|71,2(4,39|8,78|-0,79 |+16,77| kylla

N= ndytemadrd, KA= keskiarvo (painottamaton), SD= keskihajonta, SE= keskiarvon keskivirhe, U=
laajennettu mittausepdvarmuus, LO= alempi n. 95% luottamusraja, HI= ylempi n. 95% luottamusraja.
*Menetelmien vastaavuutta arvioitaessa tdssé vertailussa kaytettiin sallitun poikkeaman arvoa D =20
% ja menetelmid arvioitiin 2-suuntaisesti. 2-suuntaisessa tarkastelussa menetelmaét ovat toisiaan
vastaavia, jos kumpikaan menetelmisti ei anna merkittévasti korkeampia tai matalampia tuloksia kuin
toinen. Pyoristyssdantdjen mukaisesti arvon -0,30 katsottiin olevan yhtd suuri kuin nolla ja arvojen -
0,76 ja -0,79 pienempié kuin nolla.

ISO 17994 analyysin mukaan Colilert menetelmén E. coli saanto oli kaikkien
laboratorioiden yhteisissé tuloksissa keskiméérin noin 9 % matalampi kuin
referenssimenetelmin. Alustavien E. coli-pitoisuuksien osalta ero ei ollut tilastollisesti
merkitsevd, joten Colilertin ja ISO 9308-3:n tuloksia voidaan keskiméérin pitda
vastaavina. Sen sijaan varmistettujen E. coli -pitoisuuksien osalta verratuilla
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menetelmilld saadut tulokset poikkesivat toisistaan juuri ja juuri merkittivésti. Tulos
oli sama t-testin mukaan (t.n.< 5%).

Kun Colilertin tulokset korjattiin siten, ettd virhenegatiivisetkin huomioitiin, tilanne
kddntyi pdinvastaiseksi. Colilertin keskimdardinen tulos oli suurempi (+8%) kuin
referenssimenetelmén. Virhenegatiivisten korjaus aiheutti siis noin 17
prosenttiyksikon nousun suhteellisen erotuksen arvoon.

Koska laboratorioiden viliset erot pienenivit virhenegatiivisten korjauksessa
(Taulukko 7.), oli tilastotestin tuloksesta huolimatta kiinnostavaa tutkia 16ytyisiko
edes viitteitd syy-yhteyksistd laboratorioiden varsin huomattavien erojen ja
taustatekijoiden vililla.

Jokainen virhenegatiivinen vdhentdd yhden oikean positiivisen. Virhenegatiiviset
tulokset vaihtoehtoisessa menetelmaissa (tdssd tapauksessa Colilert-18) johtavat
véistimattd siithen, ettd sen saanto niyttad alentuneelta vertailumenetelmédan (ISO
9308-3) ndhden. Sen seurauksena keskiméirdinen suhteellisen erotuksen arvo tulee
véistimattd negatiiviseksi.

Edellé (Taulukko 6.) kuvaillut suorat havainnot virhenegatiivisista Colilert tuloksissa
ovat siis oletettavasti selityksend Colilert ja ISO menetelmien suhteellisen erotuksen
negatiivisille arvoille.

Mahdollisten syy-yhteyksien etsimiseksi taulukkoon 9 on koottu laboratoriokohtaisia
eroja kuvaavia, 1dhinné virhenegatiivisiin ja tulosten varmistuksiin liittyvia lukuja.

Taulukko 9. Virhenegatiivisuuteen ja varmistuksiin liittyvien muuttujien arvoja
laboratorioiden mukaan ryhmitetyssé aineistossa verrattuna havaittuun suhteelliseen
erotukseen ja laboratorioiden tutkimien néytteiden jakaumaan..

Muuttuja Lab1|Lab2|Lab3|Lab4 |Lab5|Lab 6
Varmistuvuus (herkkyys) % 96,5 96,3 (974 (99,1 [94,3 |100,0
Virhenegatiivisuus % (a) 11,9 | 5,8 2.9 12,8 | 3,4 7,3
Piilopositiiviset % (b) 21,8 |13,5 9,2 [156 | 11,6 |72
Keltaisia kaivoja levya kohti 29 35 30 36 25 22

Keltaisia kaivoja yhtd fluoresoivaa | 2,34 |3,08 (3,21 (2,48 [4,14 |1,30
kaivoa kohti

Suhteellinen erotus % (c) 20,4 | -2,9 [-11,2 |-24,0 | 12,6 | -0,6

Luontaisten ndytteiden osuus % 100 37 4 100 78 17

(a) Keltaisista, fluoresoimattomiksi tulkituista kaivoista 10ytyneiden E.coli viljelmien
prosenttiosuus testatuista keltaisista kaivoista (Colilert-18)

(b) Vain keltaisten kaivojen (Colilert-18) estimoidut positiiviset (pye,) prosentteina kaikista
positiivisista (PposTPneg)

(c) Alustavien tulosten perusteella

Taulukon 9. luvuissa on viitteitd siitd, ettd sekd virhenegatiivisuuden ettd suhteellisen
erotuksen arvot voisivat olla syy-yhteydessi laboratorioiden tutkiman nidytejakauman
kanssa. Sen sijaan keltaisten kaivojen absoluuttisella maérélla tai niiden madralla
fluoresoivaa kaivoa kohti ndyttiisi olevan melko vihdn merkitystd esimerkiksi
suhteellisen erotuksen arvon ennustajana.
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Suhteellinen erotus néytti olevan yhteydessi niytetyyppiin selvemmin kuin mikiin
aineiston virhenegatiivisuuteen liittyvd mittaluku (Taulukko 10). Silti ryhmien vélinen
ero ei ollut tdysin vakuuttavasti merkitseva.

Taulukko 10. Néytetyypin vaikutus keskiméardiseen suhteellisen erotuksen arvoon.
Kaikkien laboratorioiden yhteistulos. Laimennetut ndytteet sisdllytetty luontaisten
ryhméén. Sisdmaan ja rannikon vesindytteet yhdistetty.

Suhteellinen erotus
Niytetyyppi N | Alustava | Varmistettu
Luontainen 147| -13.8 -15,7
Y mpitty 118 -2,1 -1,0
Varianssianalyysi: F-arvo 2,00 3,11
todennak. 0,15 0,08

3.5 Chromocult ES -menetelméin vertailu muihin menetelmiin

Chromocult ES -tuloksia tuotti vain kaksi laboratoriota (2 ja 6) yhteensd 91
nédytteestd. Tuloksia verrattiin referenssimenetelmén tuloksiin, minka liséksi tehtiin
yhtendisyyden vuoksi myos Colilertin ja referenssimenetelmin vertailu samoissa
nédytteissd. Analyysin yhteenveto nékyy taulukossa 11.

Taulukko 11. Chromocult ES (CC-ES), Colilert-18 (CL18) ja ISO 9308-3 (ISO)
menetelmien £.coli -tulosten kvantitatiivinen vertailu ISO 17994:n mukaan.

Vertailu N |[KA |[(SD (SE |U LO |HI |vastaavuus

CC-ES vs. ISO, alustava 91(-15,8 |85,4(8,96|17,9|-33,7| 2,1 |epdavarma

CC-ES vs. ISO, varmistettu | 91 |-15,5 |86,5[9,07|18,1{-33,6| 2,6|epdvarma

CC-ES korjattu vs. ISO varm. | 91 |-11,8 {89,1]9,34|18,7(-30,5| 6,9|epdvarma

CL18 vs. ISO, alustava 91|-2,1 |64,0(6,75|13,5(-15,6|11,4|kylla
CL18 vs. ISO, varmistettu 91|-1,6 |63,8|6,72|13,4|-15,0|11,8|kylla
CL18 korj. vs. ISO varm. 88 |+13,5|67,17,15{14,3| -0,8 | 27,8 | epavarma

Sarakkeiden otsikot ja vastaavuuden arviointi kuten taulukossa 8. Varmistettu= molempien
menetelmien tulokset varmistettu. Korjattu= CC-ES ja CL18 tuloksissa véirien negatiivisten korjaus,
ISO menetelmin tulos vain varmistettu.

Niiden kahden laboratorion tuloksissa, johon Chromocult ES vertailu voidaan
perustaa, Colilert ja ISO 9308-3 antoivat ldhes ekvivalentit tulokset (saaliin ero vain
n. -2 %). Tulos poikkeaa hieman siitd noin -9 % erotuksesta, joka saatiin kaikkien
kuuden laboratorion tulosten perusteella (Taulukko 8).

Chromocult ES néytti antavan selvisti pienemmaén (n. -16 %) seké alustavan etti
varmistetun saaliin kuin referenssimenetelma. Padtelma on kuitenkin kaikissa
tapauksissa ISO 17994:n riittavyyskriteerin mukaan hieman epdvarma pienen
havaintomaérin takia.
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4. JATKOTUTKIMUS

Vuoden 2006 lopussa vertailukokeet tulosten arvioinnin jdlkeen péétettiin toteuttaa
jatkotutkimus Colilert -menetelmén inkubointildmpétilan noston vaikutuksesta
virhenegatiivisten esiintymiseen. Vertailututkimuksen tuloksena todettiin + 36 °C:ssa
inkuboidussa Colilert -menetelméssa esiintyvien virhenegatiivisten vaikuttavan
menetelmin saantoon siten, ettd Colilert antaa noin 9 % alhaisempia E. coli -
pitoisuuksia verrattuna + 44 °C:ssd inkuboituun referenssimenetelmaédn ISO 9308-3.

Tyon tarkoituksena oli testata, voisiko Colilertin inkubointi samassa lampdétilassa kuin
referenssimenetelma (+ 44 °C) poistaa todetut virhenegatiiviset vaikuttamatta
negatiivisesti Colilert -menetelmén saantoon.

Jatkotutkimuksessa verrattiin valmistajan ohjeiden mukaisesti inkuboitua Colilert
Quantitray (IDEXX) MPN liuosmenetelmdd (+ 36 + 2 °C, 18 h) vastaavasti tehtyyn
Colilertiin, jota inkuboitiin korkeammassa lampétilassa (+ 44 + 0,5 °C, 18 h).
Valmistajan ohjeen mukaan inkuboitu Colilert —menetelmé (Colilert36) siséltda
fluoresenssin reaktioon perustuvan E. coli —detektion lisdksi kromogeeniseen
reaktioon perustuvan koliformisten bakteerien havaitsemisen. Korkeammassa
lampotilassa inkuboidulla Colilertilld (Colilert44) ei saa midritetyksi koliformisia
bakteereita, mutta lampokestoisten koliformisten bakteerien méérittiminen on
mahdollista.

Tassa jatkotutkimuksessa varmistukset keskitettiin ainoastaan alustaviin negatiivisiin
kaivoihin (muut koliformiset bakteerit: keltaiset kaivot, jotka eivit fluoresoi). Kaikki
tallaiset kaivot, sekd Colilert36- ettd Colilert44 —menetelmilld, varmistettiin
jatkoviljelmillda Chromocult Coliform Agar (CC) —alustalle. Niistd alustavasti
negatiivisista kaivoista, joista todetaan E. coli CC —alustalla (sinivioletit pesdkkeet),
kerattiin varmistustesteihin ja jatkotunnistusta varten yksi kutakin havaittua
pesdkemorfologiatyyppid (a, b, ¢, ...) / kaivo viljelemélld ne edelleen TSA-alustoille.
Varmistustesteind kdytetddn kaikille morfologiatyypeille (violetit/punaiset/muut vérit)
oksidaasitestid ja oksidaasinegatiivisille violeteille tai punaisille pesékkeille tehdéan
Fluorocult LSB-testi + 44 °C:ssa. Varmistetut kannat (kaikki pesdkemorfologia tyypit)
ldhetettiin TSA-maljoilla KTL:n ympéristomikrobiologian laboratorioon myéhempia
tunnistustesteji varten.

Tyo suoritettiin soveltuvin osin menetelmien vastaavuuden testaamiseksi standardissa
ISO 17994:2004 annettujen kriteereiden mukaisesti. Referenssimenetelménd, johon
vaihtoehtoisia menetelmid verrattiin, kiytettiin valmistajan ohjeen mukaan
inkuboiden saatuja tuloksia.

Tyo toteutettiin yhteistydssd niiden varsinaiseen vertailuun kesélla 2006
osallistuneiden vesimikrobiologian laboratorioiden kanssa, jotka ovat halukkaita ja
jotka pystyvit jatkamaan tyoté tassé jatkotutkimuksessa. Mukana vertailussa oli
kolme laboratoriota, jotka analysoivat rinnakkain néilld kahdella menetelméalla
esikokeena noin 30 ndytettd, joista saatujen tulosten valossa paitettiin, jatketaanko
koetta suuremmalla ndyteméaaralla.

Néytteind kdytettiin kunkin laboratorion itsensd hankkimia uimavesindytteitd tammi-
maaliskuussa 2007. Naytteenotto keskitettiin sellaisiin ndytteisiin, joissa
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virhenegatiivisten esiintyminen oli todenndkdistd. Kesén 2006 vertailututkimuksen
perusteella virhenegatiivisia esiintyi enemmén luontaisesti likaantuneissa kuin
ympétyissd naytteissd. Tutkittavana tilavuutena kéytettiin 10 ml tai 100 ml ndytevetta.
Muilta osin ty0 suoritettiin vastaavalla tavalla kuin mitd varsinaisessa
vertailututkimuksessa. Jatkotutkimuksessa tutkitut ndytteet on esitetty taulukossa 12.

Taulukko 12. Laboratorioiden jatkotutkimuksessa tutkimat ndytteet.

Niytetyyppi Lab 1|Lab 2| Lab 3| Yht.

Sisavesi, luontainen | 9 3 12

Merivesi, luontainen 8 8
Yhteensa 9 3 8 20

Colilert-18 inkubointildmpdétilan nosto keskiméérin alensi E. coli -saantoa
jatkotutkimuksessa tutkituilla niytteilld, eikd koetta timan vuoksi jatkettu
pidemmille. Aineiston pienuuden vuoksi tulos jdi kuitenkin epavarmaksi (Taulukko
13.).

Taulukko 13. Colilert36 ja Colilert44 menetelmien alustavien E. coli -tulosten
kvantitatiivinen vertailu standardin ISO 17994:2004 mukaan.

Vertailu N | KA [SD SE |U LO |HI |vastaavuus

Sisdvesindytteet | 12 |-14,2|108,8|31,2(62,8|-77,0|48,6 | epdvarma

Merivesindytteet| 8 |-30,5[42,8 |15,1]51,4|-81,9|20,9]|epidvarma

Koko aineisto 20(-20,7(87,2 119,5|39,0(-59,7| 18,3 | epdvarma

Sarakkeiden otsikot ja vastaavuuden arviointi kuten taulukossa 8.
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Vaihtoehtoisena menetelméani téssd tutkimuksessa testattu Colilert -menetelmé antoi
keskimddrin 9 % alhaisemman E. coli -saaliin kuin referenssimenetelma. Suoraksi
syyksi tille osoittautuivat virhenegatiiviset havainnot. Colilert menetelmén saanto oli
virhenegatiivisten vaikutuksen korjaamisen jdlkeen vihintdin referenssimenetelmin
tasolla. Kumpikin MPN menetelma (Colilert-18 ja ISO 9308-3) antoi keskiméaérin
korkeampia E. coli -saaliita kuin Chromocult ES -menetelma. Tdma tulos jai
kuitenkin tilastollisesti hiukan epdvarmaksi vidhdisen aineiston vuoksi.

Colilert -menetelmailld todetut virhenegatiiviset tulokset voivat johtua fluoresenssin
heikosta kehittymisestd Colilert kaivoissa, joissa kasvaa E. colin lisdksi joitakin muita
mahdollisesti nopeakasvuisempia koliformisia bakteereita. Jos heikkokin fluoresenssi
tulkitaan alustavasti positiiviseksi, virhenegatiivisten médri alenee véistimattomaisti.
Vastaavasti, jos vain selva fluoresenssi katsotaan positiiviseksi, saanto alenee osan
positiivisista jdddessd piiloon mahdollisesti heikosti fluoresoiviin kaivoihin.

Kaksi ilmeisinté syytd laboratorioiden tulosten vilisiin eroihin menetelmien
vertailussa voisivat olla niiden tutkimien naytteiden erilaisuus ja tietyt tekniset syyt,
joko erot tyOtavoissa tai ennen kaikkea alustavien positiivisten tulosten tulkinnoissa.
Molemmista on viitteitd tissd tutkimuksessa. Esimerkiksi laboratorio 4:n korkea
varmistuvuuden arvo (99,1 %) viittaa sithen, ettd sielld olisi alustaviksi positiivisiksi
luettu 1dhinnd *varmat tapaukset’. Heikot fluoresenssit on oletettavasti tulkittu
negatiivisiksi, mink& johdosta varmistuksessa 10ytyi paljon ’piilossa’ olevia
positiivisia eli virhenegatiivisia (virhenegatiivisuus 12,8 %). Sen seurauksena
menetelmien suhteellinen erotus tuli vahvasti negatiiviseksi. Sama selitys varmaan
sopii osittain myos laboratorioon 1. Laboratoriossa 5 puolestaan on kaikesta pédttden
alustavasti positiivisiksi luettu kenties heikomminkin fluoresoivia kaivoja, minka
takia varmistuvuus jdi 94,3 %:1in mutta virhenegatiivisuus oli vastaavasti alhainen
(3,4 %). Laboratorioissa 1 ja 4 virhenegatiivisten tulosten korjaus nosti keskiarvoa
huomattavasti, kun taas laboratoriossa 5 vaikutus oli vdahéinen.

Kéaytossa olleista tulosnumeroista ei kuitenkaan voi lukea tiysin varmasti lukea,
ovatko laboratoriot todella tulkinneet alustavat positiiviset eri tavalla. Colilert
menetelmin tydohjeen mukana tulevan vérikartan mukaan tietyn asteinen aivan
heikko fluoresenssi olisi luettava negatiiviseksi tulokseksi. Kokemus kuitenkin on
osoittanut (Corrie Allaert, suullinen tieto 2006), ettd vahédinenkin fluoresenssi
kannattaa tulkita positiiviseksi, koska se useimmiten osoittautuu varmistuksissa
positiiviseksi. Fluoresenssitulosten tulkinnan liséksi on mahdollista, ettd Colilert-
liuskojen inkubointiajat ovat vaihdelleet eri tavoin tavoitteena olleesta 18 tunnista eri
laboratorioissa, mikd on osaltaan voinut vaikuttaa saatuihin tuloksiin. Se, ettd
alentuneen saannon ja Colilert menetelmén virhenegatiivisten vililld oli vain heikko
yhteys, johtunee suureksi osaksi osittaisesta varmistamisesta. Kun vain noin viidesosa
(22 %) alustavasti negatiivisista viljelmisti testattiin, niin virhenegatiivisten tulosten
korjaus ja kvantitatiivinen arvio jadvét pakosta epdvarmoiksi.

Ei ole mahdotonta, ettd myds ISO menetelméan yhteydessa esiintyisi vaérid
negatiivisia. Siitd ei tdssd tutkimuksessa edes yritetty ottaa selvdé. Tosin korkean
inkubointildmpdtilan ja pidemmén inkubaatioajan vuoksi ei ole kovin luultavaa, etti
virhenegatiivisia olisi ainakaan yhté paljon kuin Colilert menetelméssd. On aivan
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mahdollista, ettd Colilert menetelmén levyilld todella kasvaa hieman enemmén E. coli
-bakteeria (vrt. korjatut tulokset), mutta E. coli -bakteerin kasvua héiritsevid muiden
koliformisten bakteereiden vuoksi varmistamaton saanto jaa hieman
referenssimenetelméd alhaisemmaksi.

Varsinkin silloin, kun tilastollisen testin tulos on merkitsevén rajoilla, kuten edelld, on
hyvé tarkastella miten suuressa mairin johtopédétokset voisivat riippua satunnaisista
seikoista. Kuinka paljon padtelmét muuttuisivat, jos esimerkiksi osallistuvat
laboratoriot tai tutkitut ndytteet olisivat olleet muuta kuin olivat? Jos laboratorio 1 ei
olisi sattunut olemaan mukana tdssd vertailussa, vertailu olisi tehty viiden laboratorion
tuloksilla. Silloin Colilert ja ISO menetelmien suhteellinen erotus olisi
varmistamattomilla tuloksilla ollut -6,0 (vrt. -8,58) ja varmistetuilla tuloksilla -5,9
(vrt. -9,12). Télloin keskiméérdinen ero menetelmien vélilla olisi ollut pienempi,
mutta toisaalta ISO 17994:n mukaan menetelmia ei olisi mydskdin voitu julistaa
ekvivalenteiksi liian vdhdisen ndytemiirin takia. Tima suurehko vaikutus johtuu
siitd, ettd laboratorio 1 sattui olemaan yksi niistd, joiden késissd menetelmét
vaikuttivat aika erilaisilta.. Toisaalta pddtelmat olisivat muuttuneet vieldkin enemmin,
jos laboratorion 1 tilalla olisi ollut esimerkiksi jokin laboratoriota 5 muistuttava,
korkeita vertailuarvoja tuottanut toinen laboratorio.

Analyysituloksen herkkyyttd satunnaisille tapahtumille kuvaa my6s seuraava
esimerkki. Jos aineiston ensimmdiinen niyte, yksi ainoa havainto, olisi syysti tai
toisesta puuttunut, varmistamattomien tulosten suhteellinen erotus (keskiarvo) olisi
ollut —7,83 (nédytteen 1 kanssa keskiarvo oli —8,58).

Jatevedelld ympityisséd ndytteissd menetelmien keskimddrdinen saanto oli ldhes sama;
suhteellinen erotus oli ldhelld nollaa. Luontaisissa nédytteissd Colilert -menetelmén
saanto oli selvédsti alempi kuin referenssimenetelmén. Luontaisten néytteiden osuus
laboratorioiden tutkimissa ndytteissa néytti selittivin huomattavan osan
laboratorioiden vilisistd eroista, mutta ei kaikkea.

Ei ole kansainvilisesti eikd kansallisesti sovittua rajaa suurimmalle poikkeamalle,
joka kahden menetelmin keskisaantojen vélilld voidaan sallia uimavesia tutkittaessa.
Talousvesimenetelmilld sovelletaan varsin tiukkaa enimmaispoikkeamaa (D = 10 %).
Lisdksi aikaisemmissa talousvesimenetelmien vertailututkimuksissa on saatettu
kayttdd vastaavuuden arvioinnissa 1-suuntaista tarkastelua. Talloin vaihtoehtoinen
menetelmd voidaan hyviéksyd, kun sen keskimédrdinen saanto on vastaava tai
suurempi kuin referenssimenetelmén. Téssé vertailussa kdytettiin menetelmien
vastaavuutta arvioitaessa sallitun poikkeaman arvoa D =20 % ja menetelmié
arvioitiin 2-suuntaisesti. 2-suuntaisessa tarkastelussa menetelmét ovat toisiaan
vastaavia, jos kumpikaan menetelmisté ei anna merkittavéasti korkeampia tai
matalampia tuloksia kuin toinen.
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5. JOHTOPAATOKSET

Vertailun ldhtokohtana oli uusi uimavesidirektiivi, jonka E. coli —menetelmille tdssi
vertailussa haettiin vaihtoehtoja. Direktiivissd annetuista E. coli —menetelmisti ISO
9308-3:n kéytostd ei ollut ennen tita vertailua juuri kokemuksia Suomen
laboratorioissa. Tdssd vertailussa vaihtoehtomenetelmié ei verrattu suhteessa
menetelmddn ISO 9308-1, joka on uimavesidirektiivin sallima toinen
referenssimenetelma. Esikokeessa saadut tulokset ja aiemmat kokemukset
menetelmaistd osoittivat, ettd ISO 9308-1 menetelmén standarditesti (LTTC-
kasvualustaa kdyttden) on tdysin sopimaton uimavesille.

Vertailusta koitui osallistuville laboratorioille huomattava tyomaara, silla kaikki
alustavasti positiiviset kuopat ja kaivot viljeltiin puhtaaksi kaksivaiheisesti ja
kannoille tehtiin oksidaasitesti ja Fluorocult -varmistus. Lisdksi testattiin alustavasti
negatiivisia kuoppia, kaivoja ja pesikkeita.

Tulokset laskettiin standardin ISO 17994:2004 mukaisesti. Testattujen menetelmien
herkkyys (varmistuvuus) oli todella hyvi, kdytdnndssd 100 %. Aineisto oli normaalisti
jakautunut, painotettu ja painottamaton kesiarvo olivat ldhes samat. Suhteellisissa
erotuksissa oli todettavissa suuret erot laboratorioiden vélilld ja myds laboratorioiden
sisdinen vaihtelu on suuri. Korjatuissa tuloksissa todettiin isompi hajonta, koska niille
tehtiin osittainen varmistus.

Erot laboratorioiden vililld johtuvat todennédkdisesti siitd, ettd ndyteprofiilit olivat eri
laboratorioissa erilaisia. Aineistoa tarkastellessa erojen todettiin johtuvan luontaisten
ndytteiden osuudesta. Kesd 2006 poikkeuksellinen, koska koko kesdné ei satanut ja
huuhtoumavesien uimavesien mikrobiologista laatua heikentdvéa oli pienempi kuin
tavallisesti. Tdstd syystd tissd vertailussa jouduttiin kiyttdmaédn suunniteltua
enemmén jitevedelld terdstettyjd niytteitd. Koko aineistossa oli teréstettyjd ja
luontaisia néytteitd suunnilleen yhtd paljon. Laboratorioiden viliset erot eivit olleet
tilastollisesti merkitsevid, eiki syitd eroihin ISO 17994:n mukaan tarvitsisi tilloin
etsid.

Téssd tutkimuksessa todettiin, ettd noin 7 % alustavasti negatiivisista, keltaisista
Colilert -menetelmén kaivoista sisdlsi . coli -bakteeria. Tietyt ndytetyypit (luontaiset
ndytteet, kuten pintavesiseokset) lisdsivét virhenegatiivisten esiintymistiheytta.
Havaittujen erojen menetelmien vililld voidaan olettaa johtuvan erilaisista
inkubointilimpdtiloista (36 °C vs. 44 °C). Korkeammassa ldmpotilassa inkuboitavassa
referenssimenetelmaissi ei ole muiden koliformisten bakteerien hairintia siind méaérin,
kuin alhaisemmassa lampdtilassa inkuboitavassa Colilert -menetelméssa.
Jatkotutkimuksessa testattiin Colilertin inkubointia +44 °C:ssa, mutta ldmpdétilan
nosto ndytti vaikuttavan E. coli —saantoihin siind mairin niitd vdhentéden, ettd 20
ndytteen analysoimisen jdlkeen jatkotutkimus keskeytettiin.

Uimavesien menetelméivertailun tuloksia tarkastellessa et tarvitse olla samat
tiukkuusvaatimukset kuin talousvesivertailuissa. Tdssd vertailussa péétettiin, ettd
uimavesille sallitaan suurempi vaihtelu (D = 20 %), koska raja-arvokin on reilusti
nollaa suurempi.
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Colilertin hyviksymistd puoltaa sen nopeus verrattuna referenssimenetelméaan.
Uimavesien monitoroinnissa tulisikin painottaa riskinarviointia, erityistilanteita ja
lyhytaikaisten saastehuippujen aiheuttamia toimenpiteiti. Laboratorioiden kannalta
Colilertin hyvdksyminen on hyvai asia, koska Colilert on yleisesti laboratorioissa
kaytossd, jolloin ei tarvitse ottaa tdysin uutta menetelméa kayttoon. Colilert analyysi
on myds helpompi suorittaa kuin referenssimenetelmé ISO 9308-3.

ISO 9308-3 ei pysty antamaan numeerista tulosta pitoisuustasoilla alle 10 / 100 ml.
Suomen puhtaissa vesissd on hyddyllisti, ettd Colilert -menetelmé antaa tuloksen
myds pitoisuustasoilla 1-9 / 100 ml.

Tadmin vertailun perusteella Colilert -menetelmén antaa yli 90 %:sti
referenssimenetelmaé ISO 9308-3 vastaavia tuloksia. Todettu alle 10 %:n ero
menetelmien saannoissa ei ole merkitsevi ja Colilert voidaan hyviksyd Suomessa
uimavesille kiytettdviksi E. coli -menetelmiksi direktiivissd mainittujen menetelmien
lisdksi.
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