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Esipuhe
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ta.
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1 Termit

Jéljitettavyys
Vertailukannan yhteys kansainvéliseen kantakokoelmaan tai muuhun luotettavaan
l&hteeseen on osoitettavissa ja dokumentoitu.

Kantakokoelma

Kokoelma hyvin tunnettuja ja kuvailtuja mikro-organismeja. Varsinaisella kantako-
koelmalla tarkoitetaan mikrobikantojen kokoelmaa, joka on luonteeltaan palveluko-
koelma (avoin kaikille asiakkaille) ja kansainvalisesti hyvaksytty.

Kontaminaatio
Saastuminen tai saastuttaminen, esim. mikrobeilla.

Kontrollikanta
Vertailukannan rinnakkaisnimitys.

Kéayttokanta
Mikrobiviljelma, joka on otettu pitkdaikaissailytyksesta paivittdiseen kayttoon viljely-
maljalle/putkeen. Kaytetaan myds nimitysta kayttoviljelma.

Pasaasi, pasasointi
Kts. siirrostus, siirrostaminen

Referenssikanta
Vertailukannan rinnakkaisnimitys.

Siirrostus, siirrostaminen

Mikrobikanta viljelldan eli siirrostetaan (pasasoidaan) alustalta toiselle, jolloin kannasta
muodostuu seuraava sukupolvi eli pasaasi. Termia pasaasi ja pasasointi kaytetaan
kliinisissa laboratorioissa lahinna virusviljelytdiden yhteydessa.

Tyyppikanta
Nimitys liittyy mikrobien taksonomiaan eli luokitteluun. Jokaiselle uudelle lajille valitaan
tyyppikanta eli nimikkoviljelIma, jonka ominaisuuksien perusteella laji maaritellaan.

Validointi

Uuden menetelman/vertailukannan kayttoonoton yhteydessa tehtava vertaileva tutki-
mus menetelman/kannan toimivuudesta. Laadunvarmistustoimenpiteiden tarkoitus on
taata tulosten oikeellisuus ja todistusvoima. Kaytdnndssa validoinnilla tarkoitetaan
mittausmenetelmdan  kohdistuvia testejd, jotka ovat ennalta huolella suunniteltuja.
Testien tulokset antavat tietoa mm. menetelman tarkkuudesta, spesifisyydesta, herk-
kyydesta ja suurimmista virheldhteista.

Vertailukanta
Ominaisuuksiltaan tunnettu mikrobikanta, joka on peraisin kansainvalisestd kantako-
koelmasta tai on muuten varmennettu kanta.
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2 Kantakokoelmat

Varsinaisella kantakokoelmalla tarkoitetaan kokoelmaa, joka on luonteeltaan palvelu-
kokoelma (avoin kaikille asiakkaille) ja kansainvalisesti hyvaksytty esim. WFCC:n
(World Federation for Culture Collections) ja/tai ECCO:n (European Culture Collec-
tions” Organisation) jasen. Silld on asianmukaisesti koulutettu henkilékunta, tilat ja
sailytysmenetelmat seka julkinen luettelo painettuna tai sahkoisessd muodossa
(WFCC Guidelines for the establishment and operation of collections of cultures of
microorganisms).

Samalla mikrobikannalla on jokaisessa kokoelmassa oma kantanumero, joista ATCC-
numero on tunnetuin. Eri kokoelmissa olevat kannat eivat valttamatta ole enaa taysin
identtisia keskendan, joten niista tulisi kayttaa juuri sitd kokoelmatunnusta, mista kanta
on saatu. Kokoelmat eivat laske jatkosiirrostusten maaria eli sukupolvia, koska saily-
tysmenetelmat takaavat kannan sailymisen muuttumattomana ja nain ollen tallaisia to-
distuksiakaan ei ole saatavissa. Kannan kayttgja voi itse halutessaan rajata omien jat-
koviljelImiensd maaran, jos katsoo sen jonkin kannan kohdalta tarpeelliseksi. Kokoel-
missa on tiettyihin tarkoituksiin sopivia tai kaytettyja kantoja. Vastuu kannan kaytdsta
on kuitenkin aina kannan kayttgjalla. Kokoelman vastuu rajoittuu Iahinna siihen, etta
viljelma on elava tai heratettavissa, se on oikea mikrobi ja puhdasviljelma.

Mikrobit kuuluvat maailmanlaajuisen biodiversiteettiohjelman piiriin, jonka myés Suomi
on allekirjoittanut. Tasta on ollut seurauksena, ettd kokoelmat ovat ottamassa kayttéon
materiaalinsiirtosopimuksia (MTA, Material Transfer Agreement). Patogeenisuusluok-
kaan 2-4 kuuluville organismeille on omat kuljetusohjeet (IATA Dangerous Goods Re-
gulations 46th edition, kohdat 3.6.2; 5.6 ja Shipping of Infectious, Non-Infectious and
Genetically Modified Biological Materials). Kotimaassa noudatetaan Suomen Postin
ohjeita vaarallisten aineiden kuljetuksesta.

Suomessa kansainvaliset vaatimukset tayttavia kokoelmia omilla alueillaan ovat VTT
(Valtion Teknillinen Tutkimuskeskus) mikrobikokoelma (biotekniikka ja elintarviketeolli-
suus, paperi- ja pakkausteollisuus) ja Helsingin yliopiston kokoelma HAMBI. Lisaksi
Suomessa on laajat erikoiskokoelmat mm. EELA:ssa (elintarvikkeet ja eldintaudit) ja
KTL:ssa Helsingissa, Turussa, Kuopiossa ja Oulussa (paaasiassa ihmisen naytteista
ja ymparistonaytteista eristettyja kantoja) (MIKESin julkaisu J5/1999).

Kansainvalisia kantapankkeja, joista voi tilata vertailukantoja, 10ytyy osoitteista:

Yleiskokoelmia:

e ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, USA, (http://www.atcc.org).
Maailmanlaajuisesti tunnetuin kokoelma, jolla on nykyisin toimisto myds Englannis-
sa ja alaosasto Pohjoismaita varten Borasissa Ruotsissa
(www.lgcpromochem.com/atcc) .

e DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braun-
schweig, Saksa, (http://www.dsmz.de). Hyva ns. yleiskokoelma.

e Eri mikrobiryhmien belgialaiset kokoelmat (http://www.belspo.be/bccm)
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Hiivat ja homeet:
e CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Alankomaat,
(http://www.cbs.knaw.nl). Laaja arvostettu hiiva- ja homekokoelma.

Erityisesti kliinisiin kantoihin erikoistuneita kokoelmia:

e CIP (Collection de I'Institut Pasteur, Pariisi, Ranska, (http://cip.pasteur.fr/)

e NCTC (National Collection of Type Cultures, Lontoo, UK, (http://www.ukncc.co.uk)

e CCUG (Culture Collection, University of Gothenburg, , Ruotsi,
(http://www.ccug.gu.se).

Alkuelainten vertailukantoja:
e Culture Collection of Algae and Protozoa, (http://www.ife.ac.uk/ccap)

Suomalaiset kantakokoelmat:

e HAMBI (http://honeybee.helsinki.fii/mmkem/hambi )
e VTT (http://www.vtt.fi/bel/palvelut/mikrobikokoelma.htm)

Muita linkkeja kansainvalisiin kantakokoelmiin sek& kansainvalisiin jarjestoihin:

e J.P. Euzéby: List of Bacterial Names with Standing in Nomenclature

(http://www.bacterio.cict.fr/collections.html)

Home Pages of Culture Collections in the World ( http://wdcm.nig.ac.jp/hpcc.html)

European Culture Collections” Organisation (http://www.eccosite.org)

World Federation for Culture Collections (http://wdcm.nig.ac.jp)

European Culture Collections” Organisation (http://www.eccosite.orq)

WFCC Guidelines for the establishment and operation of collections of cultures of

microorganisms (http://wdcm.nig.ac.jp/wfcc/guideline.html)

e |ATA Dangerous Goods Regulations 46th edition, chapter 2.4 ja Shipping of Infec-
tious, Non-Infectious and Genetically Modified Biological Materials (http://www.
dsmz.de/newcat.htm)
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3 Yleista vertailukannoista

Vertailukannoilla tarkoitetaan sellaisia tunnettuja mikrobikantoja, joita laboratorioissa
kaytetdan mikrobiviljely- ja tunnistusmenetelmien sisdiseen laadunohjaukseen ja me-
netelmien validointiin. Vertailukannoista kaytetdan myds nimityksia referenssikannat ja
kontrollikannat. Tyyppikanta sen sijaan on erillinen kasite ja liittyy uuden mikrobilajin
kuvaamiseen ja sen taksonomiaan.

Vertailukantojen avulla varmistetaan menetelmien toimivuus ja tulosten oikeellisuus ja
toistettavuus. Jaljitettdvyyden vuoksi vertailukannat ovat useimmiten peraisin kan-
sainvalisistd kantakokoelmista. Kantakokoelmissa on yleensd useita saman lajin
edustajia, jotka saattavat poiketa ominaisuuksiltaan toisistaan (esim. mikrobildake-
resistenssi). Nain ollen niitd voidaan laboratorioissa kayttaa eri tarkoituksiin. Perustel-
luista syistad voidaan vertailukantoina kayttda muitakin kuin tunnettujen kantakokoelmi-
en kantoja.

Kansainvalisestd kirjallisuudesta on vaikea 10ytdd yhtendista ohjeistusta vertailukan-
tojen valinnasta, kaytosta ja sailytyksesta. Kirjallisuuden perusteella kantojen kaytto-
ja sailytysohjeet voivat olla joko lilan ylimalkaisia tai liian tiukkoja. Toisessa aaripaassa
kantojen toimivuus saattaa vaarantua ja toisessa aaripaassa kantojen yllapito on niin
tyolasta ja kallista, ettei se laboratorioiden paivittaisessa tyoskentelyssa ole aina jar-
kevaa.

Vertailukanta valitaan siten, ettd mikrobin ominaisuudet soveltuvat mahdollisimman
hyvin kayttotarkoitukseensa. Kun laboratoriossa otetaan kayttdon uusi vertailukanta,
tulee sen ominaisuudet varmistaa ennen kayttddonottoa menetelmédkohtaisesti (vali-
dointi). Laboratorion sisaiselld laadunohjausmenettelylld seurataan, ettd halutut omi-
naisuudet sailyvat mikrobikannalla muuttumattomina. Seurannan tulee olla sdanndél-
listd seka selkedsti ohjeistettua ja dokumentoitua.
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4 Vertailukantojen jaljitettavyys ja valinta

Jaljitettavyydella tarkoitetaan mittaustuloksen tai mittanormaalin yhteytta ilmoitettuihin
referensseihin, yleensa kansallisiin tai kansainvalisiin mittanormaaleihin, sellaisen au-
kottoman vertailuketjun valitykselld, jossa on ilmoitettu kaikkien vertailujen epavar-
muudet (viite 1). Jaljitettavyyden vuoksi vertailukantoina tulee kayttda kansainvalises-
sa tai kansallisessa kantakokoelmassa séailytettavid vertailukantoja (viite 2). Joissakin
tilanteissa vertailukantoina voidaan kayttda myds omassa laboratoriossa eristettyja ja
varmistettuja mikrobikantoja. Tall6in vertailukantoja ei ole joko saatavissa kansainvali-
sistd kantakokoelmista, tai ne ovat harvinaisia tai vaikeasti tunnistettavia kantoja tai
kasvuominaisuuksiltaan erikoislaatuisia kantoja. Oma kanta olisi hyva tallettaa johon-
kin varsinaiseen kantakokoelmaan.

Vertailukannan valinnassa otetaan huomioon seuraavat seikat:

o kaytetdan ensisijaisesti kansainvalisesta kantakokoelmasta peraisin olevia kantoja
tai laadunarviointikierrosten naytteista eristettyja kantoja, jotka ovat jaljitettavissa
kansainvalisiin kantakokoelmiin

e kantakokoelmissa on yleensa useita saman lajin edustajia, jotka saattavat poiketa
ominaisuuksiltaan toisistaan; naista valitaan kanta/kannat, joilla on halutut ominai-
suudet

e valitaan kanta, joka edustaa ominaisuuksiltaan ja alkuperaltddn mahdollisimman
hyvin sitd ryhmaa, jonka maarittdmisesta on kyse

e valitulla kannalla tulee olla selkea positiivinen / negatiivinen kasvu tai reaktio halu-
tussa kontrollitilanteessa

e jos haluttua ominaisuutta voidaan testata useammalla eri kannalla, valitaan vahiten
patogeeninen kanta

e jos kaytossa on standardoitu menetelma, kanta valitaan sen vaatimusten mukai-
sesti
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5 Vertailukantojen sailytys

5.1 Yleista

Vertailukannat tulee sailyttda siten, ettd kontaminoitumisen tai ominaisuuksien muut-
tumisen riski on mahdollisimman pieni. Vertailukantojen sailyvyys kayttokelpoisina
riippuu paitsi sailytysolosuhteista my6s mikrobikannasta seka tarvittavien kayttéomi-
naisuuksien laadusta. Nain ollen tasmallisia, kaikissa tilanteissa patevia sailytysohjeita
ja sailyvyysaikoja ei voida antaa.

Mitd useammin mikrobikantoja siirrostetaan eli pasasoidaan, sen todenndkdisempaa
on ominaisuuksien muuttuminen tai mikrobikannan kontaminoituminen vieraalla mik-
robikasvustolla. Tasta syysta pyritaan valttamaan mikrobikantojen tarpeettoman tiheaa
siirrostamista. Tahan paastaan kaksivaiheisella jarjestelmalld, jossa vertailukantaa
otetaan useisiin putkiin pitkaaikaissailytysta varten ja kayttokannat otetaan naista put-
kista maaravalein (kts. kohta 5.2.2).

Vertailukannoille ei yksiselitteisesti voida maaritelld sukupolvien korkeinta sallittua lu-
kumaaraa, silla se riippuu mikrobikannasta ja sen ominaisuuksista seka kayttotarkoi-
tuksesta ja sailytysolosuhteista. Mikrobikannan ominaisuuksien sailyminen varmiste-
taan laboratorion sisaisilla tarkistustoimenpiteilla.

Isoissa laboratorioissa, joissa vertailukantojen lukumaara on suuri ja kayttd runsasta,
kannattaa pitdd omia kantakokoelmia. Pienissa laboratorioissa on kantojen asianmu-
kainen pitkaaikainen sailytys hankalaa, joten niissd kannattaa turvautua kotimaisilta
toimittajilta sdanndllisin valiajoin tilattaviin kantoihin.

5.2 Bakteerit ja sienet

Seuraavat ohjeet soveltuvat useimmille bakteerikannoille (mukaan lukien mykobaktee-
rit) seka hiiva- ja homekannoille.

5.2.1 Pitkaaikaissailytys

Bakteeri- ja sienikantojen pitkdaikaissailytys on kaytadnnon testauslaboratoriossa hel-
pointa toteuttaa syvapakastamalla mikrobisuspensiot suojaavaan liuokseen. Tallaisia
liuoksia ovat esim. rasvaton maito (skim milk), glyseroli, dimetyylisulfoksidi (DMSQO)
(viitteet 4, 9). Kaupallisesti on saatavilla putkia, joissa on sailytysliuoksen lisaksi hel-
mid. Naista kanta voidaan ottaa katevasti kayttoon helmi kerrallaan.
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Mikrobikantojen suositeltava sailytystapa on syvapakastus lampétilassa -70 ¢C ... -150
2C, jossa kannat sailyvat jopa vuosia muuttumattomina (viitteet 3, 4, 5, 9). Korkeam-
missa lampotiloissa (esim. -20 2C) sailyvyys on olennaisesti huonompi, mikrobikan-
nasta riippuen jopa vain muutamia kuukausia (viite 3).

Kun bakteeri- tai sienikanta on saapunut kantakokoelmasta, tulee siitd tehda valitto-
masti ensimmaisen viljelyn yhteydessa useita pitkaaikaiseen sailytykseen soveltuvia
mikrobisuspensioita. Naitd suspensioita on suositeltavaa sailyttdd kahdessa eri pakas-
timessa, useita putkia kummassakin. Nain varmistetaan kantojen sailyvyys myos mah-
dollisen laitehairion yhteydessa.

Pakastamisen lisdksi mikrobikantojen pitkdaikaissailytyksessa voidaan kayttdaa muita-
kin menetelmia (kylm&kuivaus, saildminen nestetyppeen, gelatiinikuivaus) (viitteet 3,
9), mutta ne ovat hankalammin toteutettavissa tavallisissa testauslaboratorioissa.

Jos sailyvyysajaksi riittda 6-12 kk, voidaan kayttaa pelkastaan kiinteda ravintoagaria
sisaltavia kantaputkia, joita sailytetdan jadkapissa ja aaritapauksissa jopa huoneen-
lammobssa (viite 5). Tama menetelmé soveltuu kuitenkin vain hyvin elavyytensa ja
ominaisuutensa sailyttaville mikrobikannoille .

5.2.2 Paivittaiset kayttbkannat

Paivittdiset kayttokannat voidaan sailyttda kiintedssa tai nestemaisessa elatusainees-
sa (viitteet 4,5). Kaytettava elatusaine, sailytyslampdtila ja jatkoviljelyiden tiheys maa-
raytyvat mikrobikannan mukaan. Mitd useammin kantaa siirrostetaan maljalta (put-
kesta) toiseen, sen suurempi on riski, ettd kanta kontaminoituu tai sen ominaisuudet
muuttuvat. Siirrostuskertojen ylarajaa ei kuitenkaan voi tarkkaan maaritelld, silld se
riippuu mikrobikannasta ja sen ominaisuuksista. Suositeltavaa on, etta vertailukannat
otetaan uudestaan kayttoon pitkaaikaissailytyksesta paasaantodisesti noin kuukauden
valiajoin (viite 4). Jos kuitenkin kaytannossa todetaan, ettd tietyn vertailukannan tietty
kontrolloitava ominaisuus sailyy muuttumattomana pitempaan, voidaan pitkaaikaissai-
lytyksestd ottamisen frekvenssid harventaa. Hidaskasvuiset bakteerikannat (Myco-
bacterium-lajit) seka sienikannat otetaan harvemmin (esim. 6 kk:n valein).

5.3 Virukset

Viruskantojen sailytyksessa patevat samat yleisperiaatteet kuin bakteeri- ja sienikan-
tojen sailytyksessa. Syvapakastaminen -70 2C ... -150 2C |ampdétilassa on suositeltavin
tapa, talloin sailytysputkiin siirretdan kasvatusputkista virusviljelyn kasvatusnestetta ja
solukkoa. Myds nestetyppisailytysta kaytetdan, mutta menetelméa on hankalampi.

Virusviljelyissa vertailukantoja ei kdytetd samalla tavoin paivittaisessa toiminnassa
kuin bakteeri- ja sieniviljelyissa. Vertailukantoja kaytetddn mm. silloin, kun tydntekija
vaihtuu tai otetaan kayttdon sesonkiluonteiset vilielymenetelméat (esim. influenssavi-
rukset) tai jos otetaan kayttéon uusia soluviljelykantoja. Myds harvinaisia viruksia
(SARS-koronavirus) tutkittaessa kaytetdan vertailukantoja. Tarvittaessa viruskannat
kasvatetaan normaaleissa soluja ja kasvuliuosta sisaltavissa viljelyputkissa.
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5.4 Parasiitit

5.4.1 Yleista

Parasiitteihin kuuluu varsin monenlaisia eli6itd yksisoluisista alkuelaimistd monimut-
kaisempiin matoihin ja niveljalkaisiin. Parasitologian diagnostiikka perustuu paaosin
morfologiaan eli muotojen tarkasteluun, jolloin menetelman toimivuuden tarkasteluun
ei tarvita valttamatta vertailukantoja.

Vertailukantojen tarve on rajoittunut paaasiassa suurempiin viljelytutkimuksia tekeviin
referenssi- ja tutkimuslaboratorioihin, silla viljelytutkimukset ovat monimutkaisia ja laa-
dunarviointi vertailukantojen saatavuuden ja sailyttdmisen vuoksi vaikeaa.

NyKyisin on olemassa vain alkueldinkantojen sailytykseen kaytdnnossa toimiva me-
netelma.

5.4.2 Alkuelaimet

Alkuelainkantoja voidaan sailyttaa ampulleissa syvapakastettuina tai nestemaisessa
typessa (viite 9). Vertailukantojen pitkdaikaissailytys on laboratoriossa toteutettavissa
sailyttamalla pakastettuja ampulleja nestemaisessa typessa (-196 °C) lampétilan ol-
lessa alle -130 °C, mielellddn n. - 150 °C (viite 8). Sailytysaika nestemaisessa types-
sa on pitka, stabiliteetti hyva, kontaminaatiovaara pieni, soveltuu suurillekin kantako-
koelmille, mutta menetelman kustannukset ovat korkeat (viite 1). Korkeammassa lam-
potilassa kannat sailyvat huonosti, - 70 °C:ssa viikosta puoleen vuoteen, riippuen la-
jista. Tavallisessa kotitalouspakastimessa (n. - 18 °C ... - 20 °C) alkuelaimet kuolevat
lyhytaikaisessakin sailytyksessa (viite 7).
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6. Vertailukantojen dokumentointi

Laboratorion on laadittava ohjeet vertailukantojen hankintaan, yllapitoon, séilytykseen,
varmentamiseen ja kayttoon.

Kaikista laboratorion kaytdss& olevista vertailukannoista dokumentoidaan seuraavat
tiedot:

mikrobin nimi

tunnistetieto (esim. kantakokoelmanumero)

hankintapaikka ja -aika

sukupolvitiedot (jos ne ovat oleellisia tutkimukselle tai ovat saatavilla)
omassa laboratoriossa varmennetut vertailukannan ominaisuudet
pitkdaikaissailytyksen tapa ja paikka

kayttokantojen sailytys

spesifinen ominaisuus (tarvittaessa)

kayttokantojen uusimiset

Lisaksi naytteista eristetyista vertailukannoista on oltava tiedot naytelaadusta, tarvitta-
essa naytelajista tai eldinlajista sekd naytenumero, jonka perusteella voidaan I6ytaa
tiedot alkuperaisestda potilas- tai muusta naytteesta (joka mahdollisesti myds on tal-
letettu) ja sen tutkimuslahetteesta.

Vertailukantojen kayttd ja niiden antamat tulokset dokumentoidaan. N&in pystytaan
seuraamaan, etta kantojen halutut ominaisuudet sailyvat muuttumattomina.

MIKES Julkaisu J1/2005 Metrologian neuvottelukunta: Mikrobiologiset vertailukannat



17

7. Poikkeamatilanteet

Laboratoriolla tulee olla dokumentoidut menettelytavat poikkeamatilanteiden varalle.
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