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Esipuhe

Vertailukannat-oppaan valmistuttua v. 2005 Metrologian neuvottelukunnan kemian ja
mikrobiologian jaoston asettama mikrobiologian tyoryhma katsoi vield tarpeelliseksi
laatia oppaan mikrobiologian laboratorion elatusaineiden sisdisesta laadunvarmistuk-
sesta. Tama opas on suositus ja on tarkoitettu pohjaksi elatusaineiden sisaisen laa-
dunvarmistuksen suunnitteluun ja toteutukseen sellaisille laboratorioille, jotka valmis-
tavat elatusaineita omaan kayttoonsa. Naita ohjeita voidaan myos soveltaa valmiina
ostettujen elatusaineiden laadunvarmistuksessa, joka viime k&dessa on loppukayttajan
omalla vastuulla. Suositus ei kuitenkaan sisalla virologian ja parasitologian tutkimuk-
sissa kaytettavia elatusaineita, solulinjoja ja ravintonesteita.

Oppaan laadintaan osallistuneeseen mikrobiologian tyéryhmaan ovat kuuluneet seu-
raavat henkilot:

Marja-Leena Kantanen, pj Kansanterveyslaitos

Ritva Heikkila Yhtyneet Laboratoriot Oy

Seija Kalso Helsingin kaupungin ymparistokeskus
Maija Lappalainen HUSLAB

Oili Liimatainen PSHP Laboratoriokeskus

Raija Myllys Labquality Oy

Tuula Pirhonen Evira

Eija Seuna Evira

Pirjo Torkko Kansanterveyslaitos

Tapio Ehder siht. Mittatekniikan keskus

Liséksi tydryhma on saanut asiantuntija-apua Eveliina Tarkalta HUSLABIsta.

Kansikuva. Jenni Kuva
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1 Termit

Bakteeria/millilitra = CFU/ml = PMY/ml
Kaytetddn kuvaamaan bakteeripitoisuutta. CFU on lyhenne sanoista "colony forming
unit" ja PMY sanoista "pesakkeen muodostava yksikko".

Elatusaine

Elatusaine on mikrobien kasvatuksessa kaytettdva kiinted tai nestemainen kasva-
tusalusta tai ravinneliuos. Elatusaineen rinnakkaisnimia ovat elatus-, kasvu-, kasvatus-
ja ravintoalusta. Kiinteista elatusaineista kaytetddn myds nimityksia (agar)malja tai le-
vy. Putkissa elatusaine voi olla kiinted tai nestemdinen. Elatusaineet voidaan jakaa
ryhmiin kayttotarkoituksen, toimintaperiaatteen tai olomuodon mukaan.

Jaljitettavyys
Vertailukannan yhteys kansainvaliseen kantakokoelmaan tai muuhun luotettavaan Iah-
teeseen on osoitettavissa ja dokumentoitu.

Puhdasviljely
Puhdasviljelyssd vain yksi peséke siirretdan uudelle elatusainemaljalle, jolloin talla
maljalla tulee kasvamaan vain yhden mikrobin jalkelaisia.

McFarlandin standardi

Kansainvalinen menetelmd, jonka mukaan voidaan valmistaa pitoisuudeltaan erilaisia
sameita BaSOgy-liuoksia. Naihin vertaamalla voidaan valmistaa halutun bakteeripitoi-
suuden omaavia bakteerisuspensioita (esim. McFarlandin standardin sameus 0,5 vas-
taa bakteerimaaraa 1-2 x 102 bakteeria/ml).

Validointi

Uuden menetelman/vertailukannan kayttéonoton yhteydessa tehtava vertaileva tutki-
mus menetelman/kannan toimivuudesta. Laadunvarmistustoimenpiteiden tarkoitus on
taata tulosten oikeellisuus ja todistusvoima. Kaytanndssa validoinnilla tarkoitetaan tas-
sa mittausmenetelmaan kohdistuvia testeja, jotka ovat ennalta huolellisesti suunnitel-
tuja. Testien tulokset antavat tietoa mm. menetelman tarkkuudesta, spesifisyydesta,
herkkyydesta ja olennaisista virhelahteista.

Valmistusera

Elatusaineen valmistuseralla tarkoitetaan samalla kerralla alusta loppuun asti valmis-
tettavaa elatusaine-erda. Valmistus alkaa aineiden punnituksesta/mittaamisesta ja
paattyy valmiiden maljojen/putkien annosteluun. Valmistuserasta voidaan tassa merki-
tyksessa kayttda myos nimitysta keittoera.

Vertailukanta

Ominaisuuksiltaan tunnettu mikrobikanta, joka on peraisin kansainvalisestd kantako-
koelmasta tai on muuten jaljitettdvasti varmennettu kanta. Kontrollikanta ja referenssi-
kanta ovat vertailukannan rinnakkaisnimityksia.
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2 Yleista

Elatusaineiden toimivuus on tarked tekija mikrobiologisen laboratorion toiminnassa.
Tulosten luotettavuus on oleellisesti riippuvainen kaytettyjen elatusaineiden laadusta.
Siksi laadunvarmistukseen tulee valmistuksen ja kaytdn eri vaiheissa kiinnittaa riitta-
vasti huomiota. Valmistusaineet tulee hankkia luotettavilta toimittajilta, joilla on pyydet-
tdessa esittaa asiaankuuluvat laatuasiakirjat (sertifikaatit). Valmistusprosessiin liittyvi-
en laitteiden toimintaa ja reagenssien seka veden laatua on seurattava asianmukaisilla
tavoilla. Valmistuksen yhteydesséa varmistetaan oikea pH ja valmiiden tuotteiden oikea
ulkonako seka maljojen paksuus. Lopputuotteiden laatu varmistetaan steriiliys- ja toi-
mivuuskontrolleilla kullekin elatusainetyypille sopivissa olosuhteissa. Lisédksi varmiste-
taan asianmukaiset sailytysolosuhteet ja tarvittaessa kuljetusolosuhteet. Ennen uuden
elatusaineen kayttéonottoa on elatusaineen toimivuus validoitava riittdvan laajasti.

3 Elatusaineiden jako

Elatusaineet voidaan jakaa ryhmiin toimintaperiaatteen tai kayttotarkoituksen mukaan
ja ne voivat olla joko kiinteita tai nestemaisia.

Toimintaperiaatteen mukainen jako:

-yleiselatusaineet

-selektiiviset eli valikoivat elatusaineet

-differentioivat eli erottelevat elatusaineet

-erityisia kasvu- tai suojatekijoita sisaltavat rikkaat elatusaineet
-edellisten yhdistelmat

Kayttotarkoituksen mukainen jako:

-primaariviljely yleiselatusaineilla (kasvatetaan kaikkia mikrobeja)
-primaariviljely selektiivisilla elatusaineilla (etsitaan tiettya mikrobisukual/lajia)
-jatkoviljely (esim. puhdasviljelyt)

-muu viljely (esim. tunnistustestit)

4 Elatusaineiden sisaisen laadunvarmistuksen periaatteet

Elatusaineiden sisaisessa laadunvarmistuksessa tulee huomioida sekd elatusaineen
toimintaperiaate ettd kayttdtarkoitus. Kaikille elatusaineille ja kaikille valmistuserille
tehdaan seka steriiliys- ettd toimivuuskontrollit ennen kayttdonottoa. Lisdksi pitkdan
sailytettavilla elatusaineilla saattaa olla tarve seurantakontrolleihin kdyton aikana.
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4.1 Steriiliyskontrolli

Kaikkien elatusaineiden steriiliys on tarkistettava ennen kaytt6a, myos niiden, jotka on
ostettu kaupalliselta valmistajalta. Tarkistus toteutetaan ottamalla valmistus-
/ostoerasta 1-5% satunnaisotos ja inkuboimalla sitd 48-120 tuntia. Mikali kontrollieras-
sa ilmenee kasvua, koko valmistusera hylataan. Kontrollina kaytettya steriilidakaan ela-
tusainetta ei saa jatkokayttdd (esim. potilasnaytediagnostiikkaan), koska elatusai-
neessa on tapahtunut nesteiden haihtumista.

4.2 Toimivuuskontrolli

Toimivuuskontrolleissa yleisperiaatteena on varmistaa, ettd halutut mikrobit kasvavat
elatusaineilla riittdvan hyvin. Selektiivisilla elatusaineilla varmistetaan lisaksi valikoivi-
en ominaisuuksien toimivuus. Talloin tarkistetaan, etta elatusaineilla eivat kasva sellai-
set mikrobikannat, joiden kasvun pitdisi estyad elatusaineen sisaltdmien selektiivisten
tekijoiden vuoksi. Erottelevilla elatusaineilla tarkistetaan niiden toimivuus erottelevan
ominaisuuden suhteen.

Mikrobikannat valitaan tapauskohtaisesti siten, ettd mukana on kasvuvaatimuksiltaan
ja muilta ominaisuuksiltaan sopivia kantoja. Rikkailla yleiselatusaineilla kontrollointiin
kaytetaan vaativia kantoja, joiden kasvu epaonnistuu, jos elatusaine on huono. Selek-
tiivisilla elatusaineilla kaytetdan vertailukantoja, joiden on tarkoitus kasvaa tai rikastua
kyseisessa elatusaineessa seka sellaisia kantoja, joiden kasvun on tarkoitus estya.
Selektiivisten elatusaineiden kontrolleissa on tarkoituksenmukaista kayttaa vertailuela-
tusaineena yleiselatusainetta, jolloin konkreettisesti ndhdaan kasvun ero selektiiviselld
(kasvu estynyt) ja nonselektiivisella elatusaineella. Erottelevilla elatusaineilla kaytetaan
erottelevan ominaisuuden suhteen positiivista ja negatiivista kontrollikantaa. Vertailu-
kantojen yll&pidosta on oma oppaansa’.

Mikrobikannat kasitelldan ennen kontrollien suorittamista siten, ettd saadaan kuhunkin
tarkoitukseen sopiva mikrobipitoisuus. Joissakin tilanteissa voidaan kayttaa suoraa
pesakeviljelya, mutta yleensa tarvitaan mikrobikasvun laimentamista.

Tulosten tulkinnassa on periaatteena verrata havaitun kasvun maaraa/ odotettua reak-
tiota edellisiin elatusaine-eriin tai vertailuelatusaineeseen.

Rihmasienten viljelyssa kaytettavia elatusaineita testattaessa viljely tehdaan yleensa
pistoviljelynd maljalle. Tulosta tulkittaessa huomioitavia asioita ovat esim. tyypillinen
kasvunopeus ja morfologia.

Mikali elatusaineita kuljetetaan paikasta toiseen, tulee varmistaa, ettd kuljetusolosuh-
teet ovat optimaaliset. Tama toteutuu parhaiten jatkuvalla Iampétilaseurannalla. Ldm-
potilavaihtelut saattavat olla haitallisen suuret jo melko Iyhyilldkin kuljetusmatkoilla.
Tarvittaessa elatusaineiden toimivuus tarkistetaan kuljetuksen jalkeen.

Jos kontrolloinnissa toimimattomaksi havaittu elatusaine-era on jo jouduttu ottamaan
kayttdon, tulee siita tiedottaa kayttgjille ja ryhtya asian vaatimiin korjaaviin toimenpitei-
siin.

! Mikrobiologiset vertailukannat, MIKESin julkaisu J1/2005
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4.3 Kiliinisen mikrobiologian laboratoriossa kaytettavat

elatusaineet

Kliinisessa mikrobiologiassa ei ole kdytossa standardimenetelmia. Tasta johtuen kay-
tannaot vaihtelevat suurestikin eri laboratorioissa ja samaan tarkoitukseen voidaan kayt-
taa useita erilaisia elatusaineita. Nain ollen erilaisten elatusaineiden ja niiden variaati-
oiden lukumaara on erittain suuri.

Edelld esitetyista seikoista johtuen ei ole mahdollista laatia kliinisten laboratorioiden
elatusaineiden laadunvarmistusta koskevaa suositusta, johon olisi kattavasti keratty
kaikki maassamme kaytdssa olevat elatusaineet. Yleisperiaatteena kliinisessd mikro-
biologiassa voidaan pitdéa NCCLS:n suosituksen? mukaista toimintatapaa, jossa perus-
lahtdkohtana on liuokseen tehty 0,5 McFarlandin standardin mukainen mikrobipitoi-
suus (1- 2 x 10® bakteeria/ml). Testattaessa kiintedn elatusaineen kasvatuskapa-
siteettia kdytetdan lahtdliuoksesta laimennusta 1:100 ja testattaessa estovaikutusta
kaytetdan laimennusta 1:10. Naista laimennuksista otetaan 10 mikrolitran siirros testat-
tavalle elatusainemaljalle, jolloin saadaan 1 - 2 x 10* bakteerin kasvu. Nestemaisiin
elatusaineisiin otetaan 10 mikrolitran siirros suoraan alkuperaisesta 0,5 McFarlandin
vahvuisesta suspensiosta. Tama menettelytapa soveltuu useiden bakteeri- ja hiivavil-
jelyissa kaytettavien elatusaineiden testaamiseen. Monissa tilanteissa joudutaan kui-
tenkin kayttdmaan edelld esitetystd poikkeavia monimutkaisempia menettelytapoja,
jotka taytyy tapauskohtaisesti suunnitella erikseen.

Taulukossa 1 on esitetty joitakin yleisimpia kliinisissé laboratorioissa kaytettavia ela-
tusaineita. Taulukon esimerkkien perusteella yksittdinen laboratorio voi rakentaa oman
laadunvarmistusjarjestelmansa ottaen huomioon kayttdmiensa elatusaineiden erityis-
piirteet ja kayttotarkoituksen. Taulukossa mainittujen vertailukantojen sijasta voidaan
kayttdad muitakin vastaavia, asianmukaisesti jaljitettdvissa olevia (kts. alaviite 1) mikro-
bikantoja.

Herkkyysmaarityksista on laadittu kansallinen FiRe-suositus®, jossa on esitetty menet-
telytavat herkkyysmaaritysten laadunvarmistukselle.

4.4 Elintarvike- ja rehumikrobiologian laboratoriossa kaytettavat
elatusaineet

Elintarvike- ja rehumikrobiologiassa kaytetdan standardoituja tai kansainvalisesti tun-
nettujen menetelméakokoelmien menetelmia, joissa Xleensé on maaritelty kaytettavat
vertailukannat. Lisdksi standardissa ISO/TS 11133-2" on koottuna suositus kaytettavis-

2 Quality Assurance for Commercially prepared Microbiological Culture Media - Second Edition; Approved Standard, NCCLS, December
1996

3 Herkkyysmaéaritysmenetelméat, FiRe-standardi, Finnish Study Group for Antimicrobial Resistance, Antti Nissinen, 2005.
http://www.ktl.fi/extras/fire/

* ISOITS 11133-2 (Microbiology of food and animal feeding stuffs - Guidelines on preparation and production of culture media - Part 2: Prac-
tival guidelines on performance testing of culture media)
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td kannoista. Taulukossa 2 on esitetty esimerkkeja elintarvikemikrobiologiassa kaytet-
tavista elatusaineista.

4.5 Vesi- ja ymparistomikrobiologian laboratoriossa kaytettavat

elatusaineet

Vesimikrobiologiassa kaytetdan standardoituja menetelmia, joissa joissakin on maari-
telty kaytettavat vertailukannat. Lisaksi standardissa ISO/TS 11133-2 on koottuna suo-
situs kaytettavistad kannoista.

Ymparistomikrobiologisia menetelmia ei ole standardoitu. Myos naiden elatusaineiden
laadunvarmistuksessa voidaan kayttaa soveltuvin osin standardissa ISO/TS 11133-2
mainittuja vertailukantoja. Taulukossa 3 on esitetty esimerkkeja vesi- ja ymparistomik-
robiologiassa kaytettavista elatusaineista.

5 Dokumentointi

Laboratorion on laadittava ohjeet laadunvarmistusmenettelyille. Ohjeiden tulee sisaltaa
tarkat tiedot kunkin elatusaineen laadunvarmistuksessa kaytettavistd referenssikan-
noista ja niiden kayttélaimennoksista seka tiedot kasvatusolosuhteista. Ohjeissa tulee
myoOs maaritella elatusaine- ja bakteerilajikohtaiset hyvaksymis- ja/tai hylkaamisrajat
seka kuvata menettelytavat poikkeamatilanteissa.

Kaikki laadunvarmistustulokset kirjataan sovittujen menettelytapojen mukaan. Doku-
mentteja sailytetdan niin kauan kuin se testaustuloksen jaljitettdvyyden kannalta on
tarpeellista.
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