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1 JOHDANTO

Juomaveden kautta levidvat taudit ovat ennenkaikkea erilaisia
suolistosairauksia, joissa tartunnanaiheuttajat (bakteerit, vi-
rukset, alkueldimet) esiintyvét eldinten ja ihmisen ulosteissa.
Vedessé tautia-aiheuttavat (patogeeniset) mikrobit esiintyvat
yleensi pienina pitoisuuksina verrattuna luonnollisiin sualisto-
bakteereihin (1). Menetelmii erilaisten tautia aiheuttavien mik-
robien osoitukseen vedesti on olemassa, mutta ne ovat usein
tyolaita ja kallita. Kaikille taudinaiheuttajille ei ole olemassa
luotettavia osoitusmenetelmia. Jos vesista haluttaisiin suo-
raan osoittaa taudinaiheuttajat, se olisi tehtava jokaiselle tau-
dinaiheuttajalle eri menetelmalla. Sen vuoksi veden mikrobi-
ologisessa rutiinivalvonnassa etsitdén erilaisia indikaattori-
bakteereita, joita on elainten ja ihmisen ulosteissa.

Ulosteiden aiheuttaman saastutuksen parhaana indikaattori-
na pidetaén Escherichia coli lajia. E. colin esiintyminen kat-
sotaan ulostesaastutuksen osoitukseksi, kun taas muut koli-
formiset bakteerit voivat olla ulosteista perdisin, mutta niita voi
myds muutoin esiintyd maassa ja vedessa. Naistd muista la-
jeista vain harvat, [ampokestoiset koliformiset bakteerit, kyke-
nevat kasvamaan 44,5 °C lampétilassa. E. coli kuuluu tdéhan
joukkoon, mutta sen erottamiseen muista tarvitaan lisaksi va-
hintaan indolitesti.

2 SOVELTAMISALA

Tassa standardissa kuvataan putkimenetelmét (SFS 4447)
koliformisten bakteerien kokonaismadran ja lAmpokestoisten
koliformisten bakteerien madrittimiseksi. Lisaksi esitetadn
menetelmat E. colin alustavaksi tunnistukseksi. Naiden indi-
kaattoribakteerien alustava madritys ja varmistus tehdaan
maédarétyssd jarjestyksessd. Analyysin laajuus riippuu vesi-
naytteesta ja tarvittavasta tiedosta.

Putkimenetelmid voidaan kayttda tutkittaessa erilaisia vesia,
kuten juomavettd, raakavettd, uimavettd, vastaanottavan ve-
sistdn vettd ja jatevettd. Ne soveltuvat myds kaytettavéksi
puhdistamolietteen, sedimentin ja maaperan tutkimiseen
edellyttden, ettd bakteerit on saatu tasaisesti jakautumaan
ndytteeseen.

On huomattava, ettd putkimenetelmad on epétarkka
(SFS 4447). Yleisemmin ovat kdytdssa kalvosuodatusmene-
telmat SFS 3950, koliformisten bakteerien kokonaismaéralle
SFS 3016 ja lampokestoisille koliformisille bakteereille
SFS 4088. Jos nayte on samea tai sisaltdé kalvolle pidattyvia
ja bakteerien kasvua estévia aineita, kaytetdan putkimenetel-
maa. Suurempi osa esim. desinfektiossa vaurioituneista bak-
teereista voidaan saada esiin putkimenetelmalld kuin kalvo-
suodatusmenetelmalld etenkin, jos kalvosuodatusmenetel-
massa kadytetddn etsityn organismin maksimikasvulampdétilaa
ldhelld olevaa lampétilaa ilman esi-inkubointia alemmassa
lampdtilassa.

3 VITTAUKSET

SFS3016 Veden koliformisten bakteerien kokonaismairan
madritys kalvosuodatusmenetelmalla.

SFS 3950 Kalvosuodatusmenetelmé veden mikrobiologi-
sessa tutkimuksessa.

SFS 3951 Vesinadytteenotto  mikrobiologista  tutkimusta
varten.
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SFS4088 Veden lampdkestoisten (fekaalisten) koliformisten
bakteerien lukumairan maéaritys kalvosuodatus-
menetelmalla.

SFS 4447 Putkimenetelma veden
tutkimuksessa.

mikrobiclogisessa

4 MAARITELMAT

KOLIFORMISET BAKTEERIT tarkoittaa tdssd standardissa
fakultatiivisesti anaerobisia, oksidaasi-negatiivisia, gram-
negatiivisia, itiditd muodostamattomia sauvabakteereita, jot-
ka fermentoivat laktoosia muodostaen happoa ja kaasua 48
tunnin kuluessa lampdtilassa 35 °C tai vaihtoehtoisesti 37 °C.

LAMPOKESTOISET KOLIFORMISET BAKTEERIT tarkoittaa
koliformisia bakteereita, jotka liséksi tuottavat sokerista kaa-
sua 24 tunnissa lampdtilassa 44,5 °C.

E. COLI (ALUSTAVA,) tarkoittaa lampdkestoista koliformista
bakteeria, joka liséksi muodostaa indolia tryptofaanista.

5 PERIAATE

Koliformisten bakteerien osoitus ja lukumaaran maaritys tie-
tyssé vesitilavuudessa edellyttda rikastusviljelya ja tarkistus-
tutkimusta. Lampokestoisuuden osoitus ja E. colin alustava
osoitus edellyttivat viela lisdtesteja. Lampokestoisen kolifor-
misten ja alustavan E. colin osoitus voidaan tehda iiman koli-
formien tarkistustutkimusta.

5.1 Rikastusviljely

Nayte inkuboidaan bromikresolipurppura-laktoosi -liemessé
lampdtilassa 35 °C tai 37 °C 44 = 4 h. Koliformiset bakteerit
kasvavat tassé alustassa tuottaen laktoosista happoa ja kaa-
sua. Happo aiheuttaa indikaattorin varin muuttumisen viole-
tista keltaiseksi. Kaasun muodostuminen havaitaan koeput-
ken sisdan ylosalaisin sijoitetusta kaasunkerdysputkesta
(durhamputkesta).

5.2 Tarkistustutkimus

Kaikista positiivisista ja lisaksi sellaisen rikastusviljelyn lai-
mennoksen kasvua osoittavista putkista, joissa yksikin putki
osoittaa hapon muodostusta siirrostetaan naytetta briljantti-
vihrea-sappi-laktoosi -liemeen. Juomavesinaytteita tutkitta-
essa olisi hyva tarkistaa kaikki kasvua osoittavat putket. Kaa-
sun muodostus briljanttivihread-sappi-laktoosi -liemessé: |am-
pétilassa 35 °C tai 37 °C 44 =+ 4 tunnissa on positiivinen tulos.

5.3 Lampdodkestoisten koliformisten bakteerien osoitus

Siirros steriileihin lauryyli-tryptoosi-mannitoli-tryptofaani-lie-
miputkiin tehdaan rikastusviljelyn bromikresolipurppura-lak-
toosi -liemiviljelmistd mieluiten heti rikastusviljelyn jalkeen (tai
vasta tarkistustutkimuksen jélkeen, jolloin tutkittaviksi vali-
taan vain seka rikastusviljelyssé etta tarkistustutkimuksessa
positiivisen tuloksen antaneet viljelmat). Putkia inkuboidaan
vesihauteessa lampotilassa 44,5 °C 22 + 2 h. Kaasun muo-
dostus tulkitaan positiiviseksi tulokseksi.

5.4 E. colin alustava osoitus

Alustavana E. coli bakteerina pidetaan rikastus (5.1) ja/tai tar-
kistustutkimuksessa (5.2) positiivisen tuloksen antavaa kan-
taa, joka on lisksi lampokestoinen (5.3) ja joka muodostaa
tryptofaanista indolia lampdtilassa 44,5 °C 24 tunnissa.

6 LAITTEET JAVALINEET

Laimennusveden ja tarvikkeiden sterilointiohjeet on annettu
standardissa SFS 3950. Tavanomainen bakteriologisen labo-
ratorion vélineistd ja

6.1 Inkubaattori, asetettu l|ampédtilaan 35 = 1 °C tai
37 £ 1°C.

.6.2 Inkubaattori, asetettu lampétilaan 44,5 + 0,5 °C.

Vesihaude ja haluttaessa lisdksi inkubointikaappi.

6.3 Autoklaavi, asetettu ldmpétilaan 121 = 1 °C ja
110 = 1 °C.

6.4 Koeputket, esim. 160 ... 180 mm x 16 ... 21 mm
borosilikaattilasia.

Pullot esim. 200 ... 300 mi borosilikaattilasia.

6.5 Kaasunkerdysputket, esim. durhamputket 36 mm x
x 7 mm koeputkiin ja esim. 80 mm x 10 mm durhamput-
ket pulloihin.

7 KASVUALUSTAT JA KEMIKAALIT

Veden tulee olla tislattua tai vastaavaa puhtausastetta.
Tulosten toistettavuuden vuoksi on suositeltavaa kayttai joko
hyviksi tunnettuja vedettdmia kasvualusta-aineita ja pro ana-

lysis -kemikaaleja tai luotettavan valmistajan kasvualustajau-
heita tai -rakeita valmistajan ohjeiden mukaan.

pH séddetadn tarvittaessa joko 1,0 moV/I natriumhydroksidi-
liuoksella (40 g NaOH litrassa vettd) tai 1,0 mol/l suolahapolla
(82,5 ml vakevad HCl litrassa vetta).

7.1 Laimennusvesi

Valmistus ja kayttd, kuten standardissa SFS 4447 on esitetty.

7.2 Kasvualustat

7.2.1  Bromikresolipurppuralaktoosiliemi (vikevéimaton) (2)

Koostumus:
lihauute 30g
peptoni 10,0g
NaCl 3.0g
laktoosi 5049
bromikresolipurppuraliuos
19/100 ml 94 % etanolia 1ml
tislattu vesi 1000 m|

I R D e
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Liuota lihauute, peptoni ja NaCl veteen ja tarkista, etta liuok-
sen pH on 7,4. Lis&4 laktoosi liuosta kuumentaen ja lisda sen
jalkeen bromikresolipurppuraliuos. Tarkista, etta valmiin alus-
tanpHon 7,4.

Annostele alusta putkiin (esim. 10 ml) tai pulloihin (esim.
100 ml vakevyydeltadn kaksinkertaista kasvualustaa), joihin
on asetettu kaasunkerdysputki ylosalaisin.

Sulje putket ja pullot. Steriloi ne autoklaavissa véljasti sijoitet-
tuna 15 minuuttia lampdtilassa 110 °C. Jos sterilointi ei vaikuta
kaytannossa riittavaltd nain, voidaan alusta iiman laktoosi-
lisdysta steriloida ensin 15 minuuttia ld&mpdtilassa 121 °C ja
laktoosilisdyksen ja annostelun jalkeen uudelleen 15 minuut-
tia lampotilassa 110 °C.

Huom. Jos tutkitaan millilitraa suurempia nayte-eria, on
syytd valmistaa vakevyydeltddn kaksinkertainen
kasvualusta, joka annostellaan tilavuudeltaan tut-
kittavien nayte-erien kokoisiin eriin. Myds muita
kasvualustan vakevyys-naytetilavuus -suhteita
voidaan kayttaa.

7.2.2 Briljanttivihred-sappiliemi (2)

Koostumus:
peptoni 10g
laktoosi 10g
briljanttivihrealiuos
0,1 g/100 mlvetta 13 mi
naudansappea 20g
tislattu vesi 1000 ml

Peptoni ja laktoosi liuotetaan 500 millilitraan vetta. Naudan-
sappi liuotetaan 200 millilitraan vetta ja saadun liuoksen pH
sdadetaan arvoon 7,4 ... 7,5. Molemmat liuckset sekoitetaan
keskenaan, siihen lisataan 75 millilitraa vetta ja pH sdadetain
arvoon 7,4. Briljanttivihredliuos lisdtaan ja liuoksen maara tay-
tetdan 1000 millilitraksi tislatulla vedella.

Annostele 10 millilitran erat kasvualustaa koeputkiin, joissa on
kaasunkerdysputket ylosalaisin. Sulje putket ja steriloi ne
autoklavoimalla niita valjasti asetettuna 15 minuuttia lAmpdoti-
lassa 110 °C.

7.2.3 Lauryyli-tryptoosi-mannitoli-tryptofaaniliemi (3)

Koostumus:
tryptoosi 20g
mannitoli 5¢g
NaCl 5g
dikaliumvetyfosfaatti, K;H PO, 2,759
kaliumdivetyfosfaatti, KH, PO, 2,754
natriumlauryylisulfaatti (C1,H»5 SO4Na)  0,1g
L-tryptofaani 0,2g
tislattu vesi 1000 ml

Ainekset, lukuunottamatta natriumlauryylisulfaattia, liuote-
taan kuumentamalla. Sitten lisdtadn natriumlauryylisuifaatti,
joka muutoin vaahtoaisi. pH-arvo s&adetdan alueelle
6,8 = 0,2. Kasvualusta annostellaan 10 ml eriksi koeputkiin,
joihin on sijoitettu kaasunkerdysputket yldsalaisin. Tulpitetut
putket steriloidaan autoklaavissa lampétilassa 115 °C 10 mi-
nuuttia.

7.3 Indolireagenssi (4)

Koostumus:
p-dimetyyliaminobentsaldehydi " 50g
amyylialkoholi " 75ml
vikeva HCI " 25 ml

Reagenssi on keltainen. Kemikaalit eivét kesta hyvin pitkda
sailytysta. Kaikki p-dimetyyliaminobentsaldehydi-valmisteet
eivat ole tyydyttavia.

8 NAYTE

Nayte otetaan ja kuljetetaan, kuten standardissa
SFS 3951 mikrobiologisesta naytteenotosta esitetaén.

9 SUORITUS
9.1 Néytteen kasittely

Nayte kasitelldan ja laimennetaan standardin SFS 4447 mu-
kaisesti. Esimerkkeja sopivista tutkittavista tilavuuksista on
esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1 Esimerkkeja sopiviksi tutkittaviksi nayte-
tilavuuksiksi koliformisten bakteerien maari-
tyksesséa putkimenetelmalla.

Putkien tai pullojen luku-
madré x nayte-eran tilavuus

5x100ml, 5x10ml, (5x 1 ml)

Juoma- jatalousvesi
vesilaitoksella

Juoma- ja talousvesi
vesilaitoksella rutiini-
tutkimuksessa ja
vesijohtovesi

1x50mljasx 10 ml tai
10x 10 mi

Yksityistalouksien vesijakoti41 x50 ml, 5x10ml, 5 x 1 ml
eldinten juomavesi 5x0,1ml(tai10x 10 ml)

Uimarantavesi (5x10ml),5x1ml, 5x0,1ml,

5x0,01 ml

Raakavesi 5x10ml, 5x1ml, 5x0,1ml,
5x0,01 mi

Jatevesi 5x1ml,5x0,1ml
5x 0,01 ml jne.

" Katso Opastavia tietoja, turvallisuusohjeet.

Roal Oy, 2013-08-19
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9.2 Rikastusviljely

Siirra bromikresolipurppura-laktoosi-liemiputket [ampdtilaan
35 + 1 °C tai 37 + 1 °C. Hylkaa putket, jotka osoittavat kaa-
sunmuodostusta tai kasvua ennen siirrostusta. Millilitraa suu-
remmat nidyte-erét tulee lisata nayte-erdn kokoiseen tilavuu-
teen vakevyydeltaan kaksinkertaista kasvualustaa. Kvantita-
tiivisen tuloksen saamiseksi kaytetddan MPN-menetelmaa
(standardi SFS 4447).

Kaikki putket, joissa havaitaan hapon ja kaasun muodostusta
inkuboinnin jalkeen lampdtilassa 35 = 1°Ctai 37 = 1°C, tulki-
taan positiivisiksi. Kaasunmuodostus saadaan joskus esiin
vasta kevyesti putkea napauttamalla, jolloin kuplat nousevat
ylds. Kaasunmuodastus tulkitaan positiiviseksi, kun kaasu
tayttad vahintaan kaasun kerdysputken kupolin. Hapon muo-
dostus havaitaan liuoksen muuttumisena keltaiseksi. Tulok-
sen voi alustavasti tarkistaa jo 24 tunnin kuluttua, mutta lopul-
linen tulos rikastusviljelystd saadaan vasta 44 + 4 tunnin
kuluttua. Kunkin laimennustason kaikkien putkien reaktiot
merkitdan muistiin.

9.3 Tarkistusviljely

Tarkista jokainen positiivinen rikastustulos ja joitakin kasvua
osoittavia negatiivisia putkia sellaisesta laimennoksesta, jos-
sa jossakin putkessa on positiivinen tulos. Tarkistusviljely teh-
daan briljanttivihreasappi -liemessa (7.2.2).

Tarkistus briljanttivinrea-sappi -liemessa

Rikastusviljelyputkista (9.2) siirrostetaan steriililla pipetilla
2 tippaa tai 100 wl viljelmaa vastaavaan briljanttivihrea-sappi
-liemiputkeen. Putkia inkuboidaan lampétilassa 35 = 1 °C tai
37 + 1 °C. Kaasunmuodostus 44 = 4 tunnin kuluessa on po-
sitiivinen tulos. Alustavasti putket voi tarkastaa jo 22 = 2 tun-
nin kuluttua. Kunkin laimennustason kaikkien putkien reaktiot
merkitddn muistiin.

9.4 Lampokestoiset koliformiset bakteerit

Samoin kuin tarkistusviljelyssa (9.3) lampokestoisten kolifor-
misten bakteerien ja alustavan E. colin maarityksessa lahde-
taan rikastusviljelyn putkista tai pulloista ja testattavat viljel-
mat valitaan saman periaatteen mukaan (9.3).

Rikastusviljelyputkista (9.3) siirrostetaan 2 tippaa tai 100 pl
steriililla pipetilla steriileinin  lauryyli-tryptoosi-mannitoli-
tryptofaaniliemiputkiin (7.2.4). Siirrostetut putket asetetaan
lampotilaan 44,5 = 0,5 °C vesihauteeseen, josta ne voidaan
haluttaessa kahden tunnin kulutua siirtda inkubointikaappiin
samaan lampotilaan. 22 * 2 tunnin kulutua luetaan positiivi-
seksi tulokseksi kaasun muodostus. Tulos merkitdan muistiin
siten, ett3 se voidaan yhdistaa vastaavan viljelman rikastus- ja
tarkistusviljelyiden tulosten kanssa.

9.5 E. colin alustava osoitus

Alustavassa E. colin osoituksessa indolin muodostus tutki-
taan samanaikaisesti lampokestoisten koliformisten baktee-
rien maérityksen kanssa lisddmalla indolireagenssia lauryyli-

tryptoosi-mannitoli-tryptofaaniliemiputkiin. Alustavasti
E. coliksi katsotaan lampdkestoiset indolipositiiviset kolifor-
miset bakteerit.

9.5.1 Indolikoe

Haluttaessa indolitesti voidaan tehda vain niille kannoille, jot-
ka ovat olleet positiivisia muissa testeissé.

Heti, kun on luettu kaasun muodostus lauryyli-tryptoosi-
mannitoli-tryptofaaniliemiputkista, kuhunkin putkeen lisataan
0,2 ... 0,3 ml indolireagenssia ja tulos luetaan heti. Jos se on
negatiivinen, tulos tarkistetaan 10 min kuluttua. Positiivinen
tulos on tummanpunainen vari ylemméassa amyylialkoholi-
kerroksessa. Jos reagenssin véri ei muutu tulos on negatiivi-

nen.

Testin toimivuus voidaan varmistaa indoli-positiivisen ja -ne-
gatiivisen tunnetun kannan avulla.

Indolitestin tulos merkitaan muistiin siten, etta se voidaan yh-
distas vastaavan viljelman rikastus-, tarkistus- ja lampdkes-
toisuusviljelyiden tulosten kanssa.

10 TULOSTEN LASKEMINEN

MPN-menetelman tulosten laskeminen on esitetty standar-
dissa SFS 4447. Rikastusviljelyn tulos ei ole riittévan luotetta-
va koliformisten bakteerien lukumé&aran mitta, vaan tuloksena
iimoitetaan tarkistusvilielyn (9.2) tulos. Lampdkestoisten
koliformisten bakteerien lukumaéra lasketaan ottamalla huo-
mioon vain ne vilielmét, jotka antavat positiivisen tuloksen
lampokestoisuudessa (9.3). Alustavan E. colin luku maara las-
ketaan ottamalla huomioon ne koliformiset bakteerit, jotka
ovat lisdksi lampokestoisia ja muodostavat indolia tryptofaa-
nista (ks. Opastavia tietoja).

11 TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Tulosta ilmoitettaessa on viitattava tahan standardiin. Kaikki
tiedot naytteen taydellistd tunnistusta varten on ilmoitettava.
Tulokset ilmoitetaan erikseen koliformisille bakteereille, lam-
pokestoisille koliformisille bakteereille ja alustavalle E. colille.

SFS 4089 Suomen Standardisoimislautakunta 1988-04-18

OPASTAVIA TIETOJA

Taman standardin mukaan lampokestoiset koliformiset
bakteerit tuottavat kaasua lampétilassa 44,5 °C, kun taas
standardissa SFS 4088 lampokestoiseksi koliformiseksi bak-
teeriksi luokitellaan tassa lampéotilassa kasvavat ja happoa
muodostavat pesakkeet. Osa indolia lampétilassa 44,5 °C
muodostavista bakteeriviljelmista, jotka eivat muodosta kaa-
sua lampdtilassa 44,5 °C vuorokaudessa saattavat kuitenkin
olla E. coli -kantoja (5).
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Turvallisuusohjeet

p-dimetylaminobentsaldehydi, amyylialkohali ja vakeva suo-
lahappo ovat sosiaali- ja terveysministerion pé&éatoksen
(409/78) mukaan terveydelle vaarallisia aineita.

p-dimetylamincbentsaldehydin joutumista iholle on véltetta-
vi. Sitd kasitellddn mieluiten vetokaapissa suojakasineita
kayttéden.

Amyylialkoholi &rsyttaa limakalvoja ja unettaa suurina méaari-
na. Sita tulee kasitella vetokaapissa.

Vakeva suoclahappo on drsyttdva ja sydvyttava. Sitd on kési-
teltdava vetokaapissa kayttden tarpeen mukaan suojakasinei-
t4, hengitys- ja silmasuojaimia.
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RIKASTUSVILJELY
NAYTE SEKOITETAAN
BROMIKRESOLIPURPPURA-LAKTOOSILIEMIPUTKET
SIRROSTETAAN TAULUKON 1 MUKAISILLA NAYTE-
TILAVUUKSILLA JA INKUBOIDAAN 35 °C 24 h
24h KAASUN (JA HAPON) MUODOSTUS | El KAASUN MUODOSTUSTA
kufuttua
INKUBOINTIA
JATKETAAN 35°C 24 h
KOLIFORMISTEN BAKTEERIEN
ALUSTAVA OSOITUS I | '

r KAASUN (JA HAPON) MUODOSTUS | [ E1 KAASUN MUODOSTUSTA
48h KOLIFORMISTEN BAKTEERIEN EI KOLIFORMISIA
kuluttua ALUSTAVA OSOITUS BAKTEEREITA
TARKISTUSVILJELY |

LAMPOKESTOISTEN OSOITUS JA INDOLIKOE
[ BRILJIANTTIVIHREA-SAPPI- LAURYYLI-TRYPTOOSI-MANNITOLI-TRYPTOFAANILIEMI
LIEMI SIIRROSTETAAN INKUBOIDAAN 44,5 °C 24 h
SIRROSTETAAN
'NKUBO'DAANISS Bt KAASUN MUODOSTUS INDOLIN MUODOSTUS
[ ‘
48 ..72h | KAASUN El KAASUN +  ALUSTAVAE.COLI
wiutua | MUODOSTUS | MUODOSTUSTA
INKUBOINTIA +  ALUSTAVAE.COLI
KOLIFORMISTEN JATKETAAN (TARKISTETTAVA)
BAKTEERIEN 35°C 24 h
OSOITUS
72..96h  |[KAASUN El KAASUN - LAMPOKESTOINEN KOLI-
kuluttua MUODOSTUS MUODOSTUSTA FORMINEN BAKTEERI
El E COLI
KOLIFORMISTEN  El KOLIFORMISIA -~ EILAMPOESTOISIA
BAKTEERIEN BAKTEEREITA KOLIFORMISIA BAKTEEREITA
0S0ITUS El . COLIA
Kuvio1 Koliformisten bakteerien, lampokestoisten koliformisten bakteerien ja E. colin (alustava) tutkiminen
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