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1 Johdanto

Suomen ympiristokeskuksen laboratorio jérjesti vertailun kineettisté valobakteeritestid kiyttéaville laboratori-
oille huhtikuussa 2007. Akuuttia myrkyllisyytté Vibrio fischeri-bakteerille mééritettiin kahdesta vesindytteesti
jakahdesta sedimenttindytteesti.

Vertailun tarkoituksena oli arvioida standardiluonnoksen ISO/CD 21338, Water quality — Kinetic determina-
tion of the inhibitory effects of sediment and other solids and colour containing samples on the light emission
of Vibrio fischeri (Kinetic luminescent bacteria test) soveltuvuutta vesi- ja sedimenttindytteiden myrkyllisyy-
den testaukseen [1].

Voimassa oleva standardi SFS EN ISO 11348:1998, Osat 1, 2 ja 3; Water Quality — Determination of the
inhibitory effect of water samples on the light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test) sovel-
tuu 1dhinnd vesindytteille (jitevedet ja luonnonvedet). Niytteen vérillisyys, sameus ja siind mahdollisesti
olevatkiinteit hiukkaset hiiritsevit mittausta ja vaikuttavat siten testituloksiin (5). Vertailun kohteena ollut
kineettinen valobakteeritesti on kehitetty, jotta edelld mainittujen nédytetyyppien testaaminen
valobakteeritestilld voitaisiin suorittaa luotettavasti.

Vertailun jérjestdmisessd on noudatettu ISO/IEC Guide 43-1 mukaisia suosituksia [2], ILACin pétevyysko-
keiden jérjestijille antamia ohjeita 3] sekd péatevyyskokeen tulosten tilastolliseen késittelyyn annettuja oh-
jeita [4].

2 Toteutus

2.1 Vertailun vastuuhenkilot
Vertailun jérjestdmisen vastuuhenkilot olivat:
Irma Mikinen, koordinaattori
Suomen ympdristokeskus, laboratorio
Sahkoposti: irma.makinen @ymparisto.fi
Marja Ruoppa, Biologisten vesitutkimusmenetelmien standardisointitydryhmén puheenjohtaja
Suomen ympiéristokeskus, tutkimusosasto

Sahkoposti: marja.ruoppa@ymparisto.fi

Analytiikan asiantuntijana toimi: Juha Lappalainen, Aboatox Oy
Sahkoposti: juha.lappalainen @aboatox.com

Raportin valmisteluun osallistuivat myds Anu Kapanen (VTT) ja Liisa Maunuksela (Evira).

2.2 Osanottajat

Vertailuun osallistui yhteensid kahdeksan laboratoriota. Kaksi laboratoriota ilmoitti tulokset kahdella eri
laitteella mitattuna, joten tuloksia oli yhteensd 10.

Vertailuun osallistuneet laboratoriot on esitetty liitteessi 1.



2.3 Niytteet
2.3.1 Naytteiden valmistus ja toimitus
Niytteet valmistettiin ja testattiin Linsi-Suomen ympiristokeskuksen Kokkolan laboratoriossa.

Osallistuneet laboratoriot méérittivét seuraavat nelja niytetta:

V1 - Synteettinen vesindyte, joka oli valmistettu lisddmalla 3,5-dikloorifenolia ionivapaaseen veteen pitoisuu-
dessa 20 mg/1.

V2 - Vesiniyte, virillistd Lestijoen vettd, josta humus oli suodatettu pois.

S1 - Sedimenttindyte, jokisedimenttid entisen sahan jitevesien purkualueelta.

S2 - Sedimenttindyte, Lestijoen sedimenttii.

Lisiksi toimitettiin vesindyte (V3), joka oli vérillistd puunjalostusteollisuuden jatevetti. Sithen ol lisitty
myrkkyvaikutuksen varmistamiseksi 3,5-dikloorifenolia. Néytteiden ldhettdmisen jdlkeen ilmeni, ettei lisétty
kemikaali ollut liuennut tasaisesti tai se oli reagoinut jiteveden kanssa. Laboratorioita pyydettiin luopumaan
ko. ndytteen méirittimisesta.

Naytteet lahetettiin laboratorioille tiistaina 17.4.2007 pikaldhetyksena.
Vesindytteet pyydettiin médrittiméédn viimeistdidn perjantaina 20.4.2007 ja sedimenttiniytteet tiistaina

24.4.2007.

Laboratoriota pyydettiin palauttamaan tulokset 15.5.2007 mennessé. Alustavat tuloslistat toimitettiin laborato-
rioille viikolla 24.

2.3.2 Naiytteiden testaaminen
2.3.2.1 Naytteiden homogeenisuus

Naytteiden homogeenisuus testattiin kymmenestéd niytepullosta (liite 3). Naytteet olivat homogeenisia tuloksil-
le asetettu tavoitehajonta huomioituna.

2.3.2.2 Naytteiden siilyvyys

Naytteet todettiin séilyviksi, kun niiden séilyvyytté seurattiin kuljetuksen ajan huoneenlédmpdétilassa ja kylméssa
sdilytettyni (liite 3).

2.4 Laboratorioilta saatu palaute

Tulosten kokoamisen yhteydessé laboratorioilta pyydettiin tarkennuksia tuloksiin, joita useimmat laboratoriot
toimittivat. Laboratoriot 4 ja 8 toimittivat tarkistuksia tulostensa ilmoittamistapaan néytteelle S1, jonka tu-
losten ilmoittamisessa oli esiintynyt vidrinkésityksid. Tarkistukset on huomioitu tulosten laskennassa. Labora-
tor1o 2/5 toimitti uudelleen lasketut tulokset vasta 14.9.2007. Ne eivit ole mukana tilastollisessa késittelyssa.
Yhteenveto laboratorioiden palautteista on koottu liitteeseen 8.



2.5 Analyysimenetelmiit

Vertailun kohteena ollut kineettinen valobakteeritestimenetelma ISO/CD 21338 on kehitetty poistamaan
vesindytteen sameuden ja vérillisyyden aiheuttamat ongelmat mittauksessa. Niytteitd ei tarvitse sentrifugoida,
suodattaa eikd laskeuttaa. Tulosten laskemisessa el my0Oskéén tarvitse kayttéd erillisid korjauskertoimia
virillisille néytteille. Menetelméi voidaan kiyttdd sellaisenaan myos useimmille sedimenttinéytteille.

Menetelmdilli tutkitaan nédytteiden vaikutusta bakteerien valontuottoon. Haitallisesti vaikuttavat ndytteet ja
niiden laimennokset inhiboivat bakteerien valontuottoa, joka voidaan havaita ja mitata valon tuoton viahenemi-
send.

Menetelmissd valon intensiteettid mitataan kineettisesti luminometrilla. Markkinoilla on useita tihén tarkoituk-
seen soveltuvia laitteita. Laitteissa mittaukset tehdédén joko luminometriputkissa tai kuoppalevyllé (24-96

kuoppalevyt). Kaikissa laitteissa ei ole jadhdytettivad mittauskammiota vaadittavan mittauslimpotilan
(15 °C) saavuttamiseksi. Néytteet tulee ennen testausta séilyttid ko. lampdétilassa.

Niytelaimennoksien aiheuttamasta valontuoton inhibitiosta (%) voidaan laskea standardiehdotuksessa

ISO/CD 21338 esitettyjen kaavojen mukaisesti esim. ndytteen EC50-arvo (effective concentration). Se
on ndytepitoisuus, joka atheuttaa bakteerien valontuoton vahenemisen puoleen. Standardiehdotuksen mukaan
EC50-arvojen laskemisessa el tulisi yleensd kéyttad tuloksia, jotka antavat alle 10% tai yli 90 % inhibition.

Sedimenttindytteistd pyydettiin valmistamaan liuos sekoittamalla 0,5 g kuivattua sedimenttiniytettd 10 ml:aan
2% NaCl-liuosta. Vertailuun osallistujia pyydettiin méarittiméaéin niytteiden akuutti myrkyllisyys Vibrio
fischeri-bakteerille laboratorion normaalisti kdyttimalld laitteella ja bakteerikannalla (liite 2).

2.6 Tulosten Kiisittely

2.6.1 Harha-arvojen poisto

Aineiston normaalisuus tarkistettiin Kolmogorov-Smirnov-testilld. Ennen keskiarvon laskemista tulosaineis-
tosta poistettiin mediaanista merkitsevésti poikkeavat tulokset Hampel-testilld seké laboratorion 2/5 tulokset.
Kyseinen laboratorio toimitti tulokset kahdella eri laitteella mitattuna (liite 2). Kummassakaan tapauksessa
ndytteitd ei sekoitettu jalkimmaéisessd mittauspisteessi. Liséksi selvisi, etté laboratorion inhibitioprosenttien
laskennassa kdyttama kaava oli ollut virheellinen. Niilld oli huomattava vaikutus lopputulokseen.

Tulosten kisittely tehtiin my0s robustilla laskennalla, jossa aineistosta suuresti poikkeavien tulosten (harha-
arvojen) vaikutusta laskettavaan robusti keskiarvoon pienennetéiéin muuntamalla d4riarvoja (liite 7). My0Os
robustissa laskennassa laboratorion 2/5 tulokset poistettiin. Kyseisen laboratorion tulokset eivit ole nédin
ollen mukana myd6skéén robustin keskiarvon ja robustin hajonnan laskemisessa.

2.6.2 Vertailuarvon asettaminen

Naytteille V1 ja S1 vertailuarvoksi (the assigned value) asetettiin robusti keskiarvo (liite 7). Vertailuarvoa
el asetettu néytteille V2 ja S2, koska niytteissi ei ollut mitattavissa inhibitiota.



2.6.3 Kokonaishajonnalle asetettu tavoitearvo

Synteettisen vesindytteen V1 kokonaishajonnalle asetettiin tavoitearvoksi 30% ja vastaavasti sedimenttindyt-
teen S1 tavoitearvoksi 50% (95% merkitsevyystaso). Tavoitearvoja ei asetettu vesindytteelle V2 eikd se-
dimenttindytteelle S2, koska niytteissd ei ollut mitattavaa inhibitiota.

2.6.4 z -arvo

Niytteiden S1ja V1 tulosten arvioimiseksi laskettiin z-arvo (z score), jonka laskeminen on esitetty liittees-
sd 7. z-arvojen perusteella tuloksia voidaan pitéd tyydyttiving, kun |z | < 2.

Midiritys- ja ndytekohtaisesti z-arvot on esitetty numeerisina lukuarvoina laboratoriokohtaisissa tulostaulu-

koissa (liite 5).

3 Tulokset ja niiden arviointi

3.1 Tulokset

3.1.1 EC20- ja EC50-arvot ja robustin laskennan tulokset

Tulosten yhteenveto on esitetty taulukoissa 1, 2 ja 3.

Taulukko 1. Yhteenveto laboratorioiden toimittamista tuloksista (EC20- ja EC50-arvot).

Tablel. Summary on the received results
Lab Nayte V1/Sample VI | Niyte V2/Sample Nayte S1/Sample S1 Nayte S2/Sample S2
V2
EC20 EC50 EC20 | EC50 EC20 EC50 EC50 EC50
% %o % %o mg/1 mg/1 mg/1 mg/1

1 9,7 14,1 >50" >50 540 1516 | >25000" | >25000
2 11,8 17,3 >50 >50 2268 5895 >25000 | >25000
3 9,1 12,2 >50 >50 1 660 3298 >25000 | >25000
4 16,0 20,8 >50 >50 813 2123 >25000 | >25000
5 17,1 22,6 >50 >50 2593 7961 >25000 | >25000
6 6,1 12,6 >50 >50 833 2237 >25000 | >25000
7 11,5 15,6 >50 >50 548 1490 >25000 | >25000
8 8,1 11,4 >50 >50 833 1166 >12572 | >25000
9 11,5 13,9 >50 >50 449 914 >25000 | >25000

10 9,9 13,9 >50 >50 613 2216 >25000 | >25000

Dsuurin pitoisuus mittauksessa/ highest tested concentration

- Arvot ovat kunkin laboratorion kahden mééritystuloksen keskiarvoja

- Taulukoon on kirjattu laboratorion 2/5 korjatut tulokset (14.9.2007), mutta ne eivét ole mukana tulosten
tilastokésittelyssa.

Synteettisen vesindytteen V1 EC20-vertailuarvo (%) oli 9,9 % ja tulosten robusti keskihajonta oli 26 %.
Saman néytteen EC50-vertailuarvo (%) oli 13,4 % ja robusti keskihajonta oli 16 % (taulukko 2.). EC20-
arvojen hajonta on suurempi kuin EC50-arvojen hajonta, miki osoittaa, etti oltiin l1dhestyméssa vaikutus-



aluetta.

Sedimenttindytteen S1 EC20-vertailuarvo oli 707 mg/1 ja tulosten robusti keskihajonta oli 32 %. Saman
nédytteen EC50-vertailuarvo oli 1798 mg/1 jarobusti keskihajonta oli 39 % (taulukko 2.).

Naytteet V2 ja S2 eiviit aiheuttaneet inhibitiota, joten niille ei ole laskettu EC-arvoja eivitké ne olleet mu-
kana tulosten tilastollisessa késittelyssi.

Taulukko 2. Yhteenveto vertailun 1/2007 tuloksista (robusti laskenta)
Table 2. Summary on the proficiency test 1/2007 (robust values)

Analyte| Sample| Unit | Ass.val | Mean | Mean | Md SD rob | SD rob | Num.of | 2 Targ
rob % labs SD%
EC20 | VI % 99| 104 99| 11,1 2,6 26,2 10 30
EC50 | VI % 13,4 139 134] 142 2,1 15,6 10 30
EC20 | S1 mg/1 707] 786, 707| 821 225 31,9 10 50
EC50 | S1 mg/1 1798] 1867] 1798 2203 704 39,2 10 50

Ass. val.
Mean

Mean rob
Md:

SD_:

SD_, %:
2*Targ. SD%

Num of Labs
Accepted z-val%

vertailuarvo (the assigned value)

keskiarvo (the mean value)

robusti-keskiarvo (the robust mean value)

mediaani (the median value)

robusti-keskihajonta (the standard deviation)

robusti-keskihajonta prosentteina (the standard deviation as percents)
kokonaiskeskihajonnan tavoitearvo (95 % merkitsevyystaso) (the target total standard
deviation) (95 % confidence level)

ko. midrityksen tehneiden laboratorioiden lukumiird (number of participants)
tyydyttivit tulokset: niiden tulosten osuus (%), joissa lz| <2 (Satisfied z values: the
results (%), where /Z/ <2)

3.1.2. Toistettavuus ja uusittavaus

Laboratorioiden sisdisen toistettavuuden (sw%, repeatability) ja uusittavuuden (sb%, reproducibility)
laskemiseksi osallistujat ilmoittivat kahden rinnakkaisméérityksen tulokset (taulukko 3.).

Vesiniytteen V1 sisdinen toistettavuus (sw%) EC20-arvolle oli 6,6 % ja EC50-arvolle 4,6%. Sedimentti-
ndytteen SI sisdinen toistettavuus(sw%) oli EC20-arvolle 20% ja EC50-arvolle 12%

Vesindytteelle V1 testin uusittavuus (sb%) EC20-arvolle oli 29% ja EC50-arvolle 22%.
Sedimenttinédytteen S1 testin uusittavuus EC20-arvolle oli 53% ja EC50-arvolle 42%.
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Taulukko 3. Rinnakkaismédritysten tulosten hajontoja (ANOVA-tulostus)
Table 3. Results of the duplicate determinations (ANOVA-statistics)

Analyte | Sample | Unit | Ass.val. | Mean | Md SW sb st sw% | sb% | st% | Num
of
labs

EC20 \'2! % 9,9 10,4 9,9 0,68 291 30| 66| 28| 29 9

EC50 Vi % 13,4 14,3 13,6 | 0,66 30| 3,1 | 46| 21| 22 9

EC20 S1 mg/1 707 795 654 161 390 | 422 20| 49| 53 8

EC50 S1 mg/l 1798 | 1893 | 1713 | 234 762 | 797 12| 40| 42 8

Ass.val vertailuarvo (the assigned value)

Md mediaani (median)

SW toistettavuus (repeatability standard deviation)

sb laboratorioiden vilinen hajonta (standard deviation between laboratories)
st uusittavaus  (reproducibility standard deviation)

3.1.3 Referenssiaineen mittaustulokset

Osallistuneet laboratoriot kayttivit sisdisend laadunvalvontandytteend 3,5-dikloorifenolia tunnettuna pi-
toisuutena tai tekemélld laimennussarjan ja madrittamélld 3,5-dikloorifenolin EC50-arvon. Osa labora-
torioista ilmoitti 3,5-dikloorifenolin EC50-arvon ja osa laboratorioista tietyn 3,5-dikloorfenolipitoisuu-
den tuloksen. Koska laboratoriot ovat hyviksyneet sisdisen laadunvalvontaniytteensi tulokset, testin
tuloksia voidaan pitédd luotettavina. Tulokset ilmoittaneet laboratoriot olivat saaneet 3,5-dikloorifenolin
EC50-pitoisuudella 3,4 mg/l hyviksyttivid tuloksia eli inhibitiot olivat vlilld 20% — 80 %. Koska tu-
lokset varittomalld referenssiaineella olivat luotettavia, voidaan katsoa, ettd kiytetty mittausmenetelmé
jatulosten laskentapata antavat luotettavan arvion ndytteen myrkyllisyydesta.

3.2 Tulosten arviointi

Inhibitioprosenttien perusteella lasketut EC20- ja EC50-arvot osoittivat vesindytteen V1 ja sedimentti-
ndytteen S1 myrkyllisiksi. Sen sijaan vesindyte V2 ja sedimenttindyte S2 eivit aiheuttaneet inhibitiota,
eivitkd siten olleet myrkyllisid. Tulos osoittaa, etti kaikki laboratoriot kykenivit erottelemaan myrkylliset
jamyrkyttomét ndytteet.

Synteettisen vesindytteen V1 3,5-DCP-pitoisuus oli 20 mg/1, joten keskiarvotulos EC50=13,4 %
vastaa pitoisuutta 2,7 mg/l. Laboratorioiden vilisessi pitevyyskokeessa 7/2002 (valobakteeritesti,
ISO 11348-3:1998) vastaavaksi tulokseksi saatiin pitoisuus 2,5 mg/1 [6]. Kineettisen mittauksen
(ISO/CD 21338) jareferenssimittauksen (ISO 11348-3;1998) tulokset ovat siis yhtipitdvid synteettiselld,
varittomalla niytteelld.

Tulosten késittely tehtiin robustilla laskennalla. Laboratorioiden patevyytti arvioitiin z-arvon (z-score)
teen V2 ja sedimenttindytteen S2 osalta ei tehty arviota pitevyydesti, koska nédytteet eivit aiheuttaneet
inhibitiota, eivitka siten olleet myrkyllisid. Tuloksista 84 % tyydyttivii, kun robustista keskiarvosta sal-
littiin 30 prosentin poikkeama vesindytteelle V1 ja 50 prosentin poikkeama sedimenttindytteelle S1.

Menetelmin toistettavuus oli molemmille néytteille (V1 ja S1) enintiifin 21 % ja uusittavuus enintdan
53 %. Vertailussa saatuja tuloksia voidaan pitii tyydyttdvini, testin luonteen huomioiden.
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Yksi laboratorio (laboratoriot 2 ja 5, mittaus kahdella laiteella) ei sekoittanut néytetti jalkimmaisessi
mittauspisteessd. Sama laboratorio oli lisdksi kéyttinyt inhibitioprosenttien laskennassa virheellistd kaa-
vaa. Laboratorion 2/5 tulokset poistettiin lopullisesta tilastollisesta kisittelysté niiden suuren poikkeamisen
vuoksi. Kyseinen laboratorio toimitti 14.9.2007 uudelleen lasketut tulokset, jotka on esitetty palautelo-
makkeessa (liite 8.).

Vertailuun osallistuneet laboratoriot kiyttivit mittauksissa erilaisia laitteita ja mittausohjelmia. Kaikilla
luminometreilla ei ole mahdollista tehdé tiydellisesti standardiluonnoksen mukaista mittausta. Eroja esiintyy
1dhinné ndytteiden mittaus- ja inkubointildmpétiloissa (15 °C —24 °C), bakteerien injektointitilavuudessa
(150 pl — 500 ul), nédytetilavuudessa (150 pl — 500 pul) seké ndytteiden sekoituksessa mittauksen aika-
na (jatkuva sekoitus — sekoitus vain juuri ennen mittausta). Pitkissd analyysisarjoissa oli havaittavissa
kontrollindytteen tuloksen liukumaa. Laboratoriot ovat tietoisia tésté ja siksi tulokset ilmoitetaan useamman
kontrollindytteen tulosten keskiarvoilla laskettuna.

SYKEn vuonna 2002 jirjestamissd valobakteeritestivertailussa (ISO 11348-3:1998) todettiin, ettd
saman laboratorion kolmella eri testikitilld médrittimien nédytteiden tulokset poikkesivat toisistaan [6].
Tissd vertailussa mahdollisia eroja bakteerikannoissa ei pidetd merkittivind, koska laboratoriot kdyttivét
referenssikemikaalia ja pitivét ilmoittamiaan sisdisen kontrollin tuloksia luotettavina.

4 YHTEENVETO

Suomen ympiristokeskuksen laboratorio jérjesti vertailun kineettistd valobakteeritestid kéyttiville laborato-
rioille huhtikuussa 2007. Akuuttia myrkyllisyyttd Vibrio fischeri-bakteerille mééritettiin kahdesta vesi- ja
kahdesta sedimenttindytteesti. Vertailun tarkoituksena oli arvioida standardiluonnoksen (ISO/CD 21338)
mukaisen testin soveltuvuutta vérillisille ja sameille néytteille.

Vertailuun osallistui yhteensi kahdeksan laboratoriota, joista kaksi toimitti tulokset mitattuina kahdella eri
laitteella. Niisté toisen laboratorion (2/5) tuloksia ei otettu mukaan tilastolliseen késittelyyn, johtuen virheistéd
mittauksessa ja inhibitioprosentin laskemisessa.

Vertailuun osallistuneet laboratoriot méirittivét neljd ndytettd. Y hteenveto néisté on esitetty taulukossa 1. ja
yksityiskohtaiset tulokset liitteissd 4-6. Niytteistd toinen liuosndyte (V1) ja toinen sedimenttindyte (S1) to-
dettiin EC20- ja EC50-arvojen perusteella myrkyllisiksi kaikkien laboratorioiden mittauksissa. Virillisen
jokivesindytteen (V2) ja toisen sedimenttindytteen (S2) kaikki laboratoriot tulkitsivat myrkyttoméksi. Jokai-
nen osallistuja onnistui erottamaan myrkylliset ndytteet myrkyttomista.

Myrkyllisille ndytteille laskettujen tulosten perusteella hajontaa voidaan pitdd tyydyttdvind. Tuloksista oli
84 % tyydyttivid, kun robustista keskiarvosta sallittiin 30 prosentin poikkeama vesindytteelle V1 ja 50
prosentin poikkeama sedimenttindytteelle S1. TAll6in laboratorion 2/5 tuloksia ei ole huomioitu. Toistettavuus
oli molemmille inhibitiota aiheuttaneille néytteille (vesindyte V1 ja sedimenttindyte S1) enintéién 21 % ja
uusittavuus enintddn 53 %.

Vaikka laboratoriot kdyttivét mittaukseen erilaisia laitteita, testilimpdétiloja ja sekoitustapoja, pystyttiin myr-
vind testin luonteen seki laboratorioiden kéyttimien laitteiden, 1ampdtilojen ja bakteerikantojen erot huomioi-
den.

Voimassa oleva standardi (ISO 11348-3:1998) soveltuu 1dhinné vesindytteille. Nédytteen viri, sameus ja
siind mahdollisesti olevat kiinteét partikkelit hdiritsevit mittausta (kts. Chapter 4. Interferences). Kineettinen



11

valobakteerimenetelmi mahdollistaa luotettavan tavan vérillisten seké erityisesti sameiden (sedimentti, liete,
maa ja komposti) ndytteiden myrkyllisyyden méérittimisen. Néytteité ei ole tarpeen sentrifugoida, suodattaa
eiki laskeuttaa ennen testausta. Samoin véltytién korjauskertoimien kéytolté vérillisten ndytteiden yhteydes-
sd.

5 SUMMARY

Finnish Environment Institute (SYKE) carried out an interlaboratory comparison for the standard draft
(ISO/CD 21338); Water quality - Kinetic determination of the inhibitory effects of sediment and other so-
lids and colour containing samples on the light emission of Vibrio fischeri (Kinetic luminescent bacteria
test) in April 2007. The aim was to evaluate the applicability of the method for testing toxicity of coloured
and turbid samples.

Altogether eight laboratories participated in the comparison. Two participants reported results from measure-
ments using two different instruments. The results of laboratory 2/5 were rejected because of errors in the
measurements and calculations.

Participants tested four samples (two water samples V1 and V2 as well as two sediment samples S1 and
S2). Samples V1 and S1 proved to be toxic and samples V2 and S2 were non-toxic by all participants.
The summary of the results is presented in table 1. The more detailed results of comparison are presented
in appendices 4-6.

In this comparison 84 % of the results were acceptable, when the deviation of 30 % for the water sample
V1 and 50 % deviation for the sediment sample S1 was permitted. The assigned value was used in perfor-
mance evaluation using z score. Performance evaluation was done only for toxic samples (V1 and S1).
The repeatability of results was max. 21 % and the reproducibility was max 53 %.

Although laboratories used different instruments, test kits, temperatures and mixing systems, it was possible
to distinguish toxic samples (V1 and S1) from non-toxic ones (V2 and S2). Therefore the results of this
comparison study are considered reliable.

The standard luminescent bacteria test (ISO 11348-3:1998) is primarily applicable to aqueous samples
(extracts, elutriates and pore water samples). Turbidity, strong colour and any solid particles may interfere
with light output and testing of such samples (see Chapter 4: Interferences). The kinetic luminescent bacteria
method (ISO /CD 21338) overcomes most of the problems arising from intense colour and turbidity in the
samples allowing sample measurement without prior centrifugation or filtration. With this method it is possible
to test sediment, sludge, soil and compost samples as well as coloured water samples reliably.
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LIITE 1. VERTAILUUN 1/2007 OSALLISTUNEET LABORATORIOT
Appendix 1. Particpants in the interlaboratory comparison 1/2007

Aboatox Oy, Turku

Elintarviketurvallisuusvirasto Evira/ Kemia ja toksikologia, Helsinki
Hidex Oy, Turku

Joensuun yliopisto, Biologian laitos, Joensuu

Laboratory of Molecular Genetics, NICPB, Tallinna
Liansi-Suomen ympéristokeskus, Kokkolan laboratorio, Kokkola
Pirkanmaan ympéristokeskus, Tampere

VTT /Elintarvike ja biotekniikka, Espoo

Kaksi osallistujaa toimitti tulokset kahdella eri laitteella mitattuna, joten osallistujille annettiin tulosten késittelyé varten
kahdet eri tunnukset (osallistujien lukuméiéri = 8, tulosten lukuméira = 10).
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LIITE 2. ANALYYSIMENETELMAT
Appendix 2. Analytical methods

Labsystems
Fluorosan Ascent FL

Vibrio fischeri 5105 B

Lab | Mittauslaite Bakteerikanta ja lot- Huomautuksia
numero
1" | LKB- Wallac 1251 Biotox Kit (Aboatox)
Luminometer Vibrio fischeri 5105 B
Tube Luminometer,
Carousel
29 | Triathler Biotox Kit (Aboatox) Néaytteita ei sekoitettu
Tube Luminometer Vibrio fischeri 1505 ennen loppumittausta
3 Sirius-Berthold Biotox Kit (Aboatox)
Detection Systems Vibrio fischeri 5105 B
4 Luminoscan 1251 Biotox Kit (Aboatox)
Carousel, Vibrio fischeri 3106
Putkiluminometri,
automaattinen
59 | Plate Cameleon V Biotox Kit (Aboatox) Néaytteita ei sekoitettu
Vibrio fischeri 1505 ennen loppumittausta
6 Luminometer Sirius Biotox Kit (Aboatox)
142 Vibrio fischeri 3106
7 1251 Luminometer Biotox Kit (Aboatox)
(Bio-Orbit) Vibrio fischeri 3106
8 Sirius 1-Berthold Biotox Kit (Aboatox)
Luminometer Vibrio fischeri 3106
9 1251 Luminometer Biotox Kit (Aboatox)
(Bio-Orbit) Vibrio fischeri BT1505
10" | Plate Luminometer Biotox Kit (Aboatox)

3 Ogallistujat toimittivat kahdella eri laitteella mitatut tulokset, joille annettiin eri tunnukset.
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LIITE 3. NAYTTEIDEN TESTAUS
Appendix 3. Testing of the samples

1. Homogeenisuus

Sedimenttiniytteiden S1 ja S2 homogeenisuus testattiin mittauspitoisuuksissa (mg/l) kahdella
rinnakkaismédritykselld kymmenestd niyteastiasta .

Taulukko 1. Niytteiden S1 ja S2 homogeenisuus

Néytepitoisuu Onko Onko
Nayte Inhib.-% s 1 giarget  [Starget Sa Sa/Starget < 0,57 Scam Ssam- < €
Sample (30 min) mg/l Y%
S1 69,3 2500 25 17,33 0,66|0On/Yes 2,66|0n/Yes
S2 1,05 5000 25| 0,262 0,011|On/Yes 0,042|0n/Yes

Niytepullojen vilinen vaihtelu sg,ny, 0li pienempi kuin asetettu kriteeri
c=Fles,2 + F2°saz,

missi sall2 = (0a3starget)2 ja

F1 =1,88 sekd F2 = 1,01, kun pullojen lukuméiri oli 10

Kaikissa tapauksissa oli smm2 < asetettu kriteeri c.

Sedimenttiniytteiden analyyttinen vaihtelu s, tiytti kaikissa tapauksissa asetetut kriteerit;
Sa/Starget < 0,5.

Liuosniytteiden V1 ja V2 homogeenisuus testattiin analysoimalla kolme néytetti
rinnakkaismédrityksend. Pitkissd analyysisarjoissa oli havaittavissa kontrollindytteen tuloksen
liukumaa. Laboratoriot ovat tietoisia tistd ja siksi tulokset ilmoitetaan useamman kontrollindytteen
tulosten keskiarvoilla laskettuna.

Taulukko 2. Niytteiden V1 ja V2 homogeenisuus

Néayte | Inhib% Néytepit. Inhib % Naytepit. Inhib % Naytepit.

Sample | (30min) testauksessa | (30min) testauksessa (30min) testauksessa
Pullo 1 Pullo 1 Pullo 9 Pullo9 Pullo 17 Pullo17
Bottle 1 Bottlel Bottle 9 Bottle 9 Bottle 17 Bottle 17

\'2! 60,7 58,5 12,5 589 56,3 12,5 57,0 554 12,5

V2 23 1,1 50 3,0 -3,6 50 -6,6 -8,1 50

Johtopéaatos

Naytteitd voidaan pitdd homogeenisina tulosten tavoitehajonta (S1: 50 % ja V1: 30 % , 95 %
merkitsevyystasolla) huomioituna. Niytteille S2 ja V2 ei asetettu tavoitehajontaa, koska néytteissd
et ollut myrkyllisyytta.
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2. Siailyvyys

Naytteitd V1 ja V2 siilytettiin huoneenldammossé tai kylmaéssi kuljetuksen ajan (1 vrk).
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Tuloksiin on vaikuttanut jossakin médrin "liukuma" alaspiin sarjaa mitattaessa. Pullot mitattiin
niiden numerojirjestyksessa.

Taulukko 3. Niytteiden sdilyvyys kuljetuksen aikana. Pulloja séilytettiin huoneenldmpdtilassa ja

kylméssa.
Niyte | Huoneenldmpo 4°C
Sampl | Room temperature
e
Inhib % Niytepit. | Inhib% | Naytepit. | Inhib % Néytepit. | Inhib% | Naytepit.
30min testauks | 30min testauks | 30min testauks | 30min testaukses
essa essa essa sa
Pullo 1 Pullo 1 Pullo 17 | Pullo 17 | Pullo 5 Pullo 5 Pullo 9 Pullo 9
Bottle 1 Bottle 1 Bottle 17 | Bottle 17 | Bottle 5 Bottle 5 Bottle 9 Bottle 9
V1 43,2 12,5 35,6 12,5 40,0 12,5 35,5 12,5
41,7 34,7 39,1 34,7
Pullo 1 Pullo 1 Pullo 9 Pullo 9 Pullo 5 Pullo 5 Pullo 13 | Pullo 13
Bottle 1 Bottle 1 Bottle 9 Bottle 9 Bottle 5 Bottle 5 Bottlel3 | Bottlel3
V2 2.2 50 -6,9 50 0,35 50 -7,3 50
5,0 25 2,6 25 5,35 25 0,53 25
Johtopéaitos

Eri sdilytystavoilla ei ole ollut systemaattista vaikutusta. Tulosten vaihteluun on vaikuttanut eniten
mittausjirjestys.
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LIITE 4. KOOSTE TULOKSISTA
Appendix 4. Compilation of the results
Laboratorioiden ilmoittamat EC20- ja EC50-arvot. Naytteet V1 ja S1/The samples V1 and S1
Lab | Nayte V1/ Sample V1 Nayte S1/ Sample S1
EC20 EC50 EC20 EC50
% % mg/l mg/l
Maaritys1 | Maaritys 2 | Maaritys1 | Maaritys 2 Maaritys 1 Maaritys 2 Maaritys 1 | Maaritys 2
1 9,9 9,5 141 14,2 476 604 1531 1502
2 15,0 12,8 40,8 38,4 4 804 7111 38 355 27 459
3 9,1 9,1 12,2 12,2 1901 1419 3594 3 002
4 15,2 16,9 19,7 215 695 930 1846 2359
5 17,7 17,6 241 23,8 5419 7110 16 833 17 899
6 6,1 6,1 12,6 12,6 809 857 2190 2285
7 11,1 11,9 15,1 16,0 520 575 1400 1 580
8 8,1 8,1 11,4 11,4 833 - 1166 -
9 11,5 11,5 13,9 13,9 445 452 917 910
10 9,0 10,7 13,3 14,4 613 - 2216 -
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LABORATORIOKOHTAISET TULOKSET

Analyte Unit Sample z-Graphics Z-value| Outl | Assig- | 2* Lab's Md. Mean SD | SD%||Pas- | Outl.| Mis- | Num
test| ned |Targ| result sed | fai- | sing| of
3 2 10 x2S OK | value |SD% od | tabs
Laboratory 1
EC20 mg/l S [— -0,945 yes | 707 50 |540 654,1 794,9 1409,7 |51,5]|8 2 0 10
EC20% V1 - -0,154 yes [9,93 30 |97 9,9 10,38 12,904 [27,9 8 2 0 10
EC50 mg/l S — -0,626 yes [ 1798 50 |1516 1713 1893 772,7 1408 ||8 2 0 10
EC50% V1 [— -0,995 yes [ 13,4 30 |11,4 13,6 14,3 2,997 20,9 |8 2 0 10
Laboratory 2
EC20 mg/l ST ; 29,710 | M [707 50 |5958 |654,1 [7949 [409,7 [51,5]8 2 0 10
EC20% V1 P || 2,665 M 19,93 30 |13,9 9,9 10,38 12,904 [27,9 8 2 0 10
EC50 mg/l S ] 69,210 M 1798 50 32910 [1713 1893 772,7 1408 ||8 2 0 10
EC50% V1 ] 13,030 M 13,4 30 39,6 13,6 14,3 2,997 20,9 |8 2 0 10
Laboratory 3
EC20 mg/l ST ; 5,392 yes [ 707 50 |1660 |654,1 [7949 [409,7 |51,5]8 2 0 10
EC20% Vi — -0,534 | yes [9,93 30 |9,7385 9,9 10,38 2,904 (27,98 2 0 10
EC50 mg/l S ] 3,337 yes [ 1798 50 3298 1713 1893 772,7 1408 ||8 2 0 10
EC50% V1 — -0,577 yes [ 13,4 30 |12,24 13,6 14,3 2,997 20,9 |8 2 0 10
Laboratory 4
EC20 mg/l ST j— 0,597 yes [ 707 50 |812,5 |654,1 [7949 [409,7 |51,5]8 2 0 10
EC20% Vi ; 4,082 yes 9,93 30 |16,01 9,9 10,38 2,904 (27,98 2 0 10
EC50 mg/l ST — 0,677 yes [1798 |50 |2103 |1713 |1893 |772,7 |40,8 |8 2 0 10
EC50% V1 ! 3,580 yes [ 13,4 30 20,59 13,6 14,3 2,997 20,9 |8 2 0 10
Laboratory 5
EC20 mg/l S ; 31,440 M |707 50 |6265 654,1 794,9 1409,7 |51,5]|8 2 0 10
EC20% Vi ; 5,183 M 19,93 30 |17,65 |99 10,38 2,904 (27,98 2 0 10
EC50 mg/l ST ; 34,630 | M [1798 |50 |17370 |1713 |1893 |772,7 |40,8 |8 2 0 10
EC50% Vi ; 5,249 M (13,4 30 2395 |[13,6 14,3 2,997 [20,9 (8 2 0 10
Laboratory 6
EC20 mg/l S [— 0,713 yes | 707 50 833 654,1 794,9 1409,7 |51,5]|8 2 0 10
EC20% Vi — 2,571 | yes 9,93 30 |6,1 9,9 10,38 2,904 [27,9][8 2 0 10
EC50 mg/l ST — 0,978 yes [1798 |50 |2238 |1713 |1893 |772,7 |40,8 |8 2 0 10
EC50% Vi - -0,398 | yes [13,4 30 |12,6 13,6 14,3 2,997 [20,9 (8 2 0 10
Laboratory 7
EC20 mg/l S — -0,902 yes | 707 50 |547,5 654,1 794,9 1409,7 |51,5]|8 2 0 10
EC20% V1 [— 1,054 yes [9,93 30 |11,5 9,9 10,38 12,904 [27,9 8 2 0 10
EC50 mg/l ST o -0,685 | yes[1798 |50 |1490 |1713 |1893 |772,7 |40,8 |8 2 0 10
EC50% Vi — 1,070 yes [ 13,4 30 |1555 |13,6 14,3 2,997 [20,9 (8 2 0 10
Laboratory 8
EC20 mg/l S [— 0,713 yes | 707 50 833 654,1 794,9 1409,7 |51,5]|8 2 0 10
EC20% V1 — -1,229 yes [9,93 30 |81 9,9 10,38 12,904 [27,9 8 2 0 10
EC50 mg/l S ——— -1,406 yes | 1798 50 |1166 1713 1893 772,7 1408 ||8 2 0 10
EC50% Vi J— -0,995 | yes [13,4 30 |11.4 13,6 14,3 2,997 [20,9 (8 2 0 10
Laboratory 9
EC20 mg/l ST —_— -1,463 | yes [ 707 50 |4485 654,17 [7949 [409,7 [51,5]8 2 0 10
EC20% V1 — 1,054 yes [9,93 30 |11,5 9,9 10,38 12,904 [27,9 8 2 0 10
EC50 mg/l S L -1,968 yes | 1798 50 9135 1713 1893 772,7 1408 ||8 2 0 10
EC50% V1 - 0,249 yes [ 13,4 30 |13,9 13,6 14,3 2,997 (20,9 |8 2 0 10
Laboratory 10
EC20 mg/l ST J— -0,530 | yes|707 50 |613,3 |654,1 [7949 [409,7 [51,5]8 2 0 10
EC20% V1 \ -0,054 yes [9,93 30 9,85 9,9 10,38 12,904 [27,9 8 2 0 10
EC50 mg/l S [— 0,931 yes | 1798 50 |2216,3 [1713 1893 772,7 1408 ||8 2 0 10
EC50% V1 - 0,224 yes [ 13,4 30 13,85 13,6 14,3 2,997 20,9 |8 2 0 10

Outlier test failed: C - Cohcran, G1 - Grubbs(1-outlier algorithm), G2 - Grubbs(2-outliers algorithm), H - Hampel, M - manual

SYKE - Interlaboratory comparison test 1/2007
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LIITE 6. LABORATORIODIEN TULOKSET GRAAFISESTI ESITETTYNA
Appendix 6. Results of the laboratories (graphically presented)
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TULOKSISSA ESIINTYVIA KASITTEITA

Terms in the result tables

Laboratoriokohtaiset tulokset ja vhteenveto

Analyte Analyytti (midritys)

Unit Yksikko

Sample Niytekoodi

z-Graphics z-arvo — graafinen tulostus
z-value z-arvon laskeminen

Outl test OK

Assigned value
2* Targ SD %
Lab’s result

z = (x - X)/s, missi
x = yksittédisen laboratorion tulos
X = vertailuarvo (the assigned value)
s = kokonaiskeskihajonnan tavoitearvo (starget ).
Yes — tulos ei ole harha-arvo, tai merkinti testistd, minkd mukaan tulos on
harha-arvo (Keskiarvo — H=Hamplel, Rinnakkaistulosket: C=Cochran).
My®os robustissa kisittelyssé hyléttiin tuloksia manuaalisesti (poikkeama
vihintddn > 50 %)
Vertailuarvo
Kokonaiskeskihajonnan tavoitearvo (95 % merkitsevyystaso)
Osallistujan raportoima tulos (tai rinnakkaistulosten keskiarvo)

Md. Mediaani

Mean Keskiarvo

R-mean Robusti keskiarvo

RSD Robusti keskihajonta

SD Keskihajonta

SD % Keskihajonta, %

Passed Tilastokdsittelyssé olleiden tulosten lukumiira
Missing Esim. < DL

Num of labs Osallistujien kokonaisméaéard

Yhteenveto z-arvoista

A - hyviksytty (-2<z<2)

p - kyseenalainen ( 2< z < 3), positiivinen virhe, tulos > X

n - kyseenalainen ( -3 < z< -2), negatiivinen virhe, tulos < X

P- non- accepted (z > 3), positive error, the result >>> X

N- non- accepted (z < -3), negative error, the result <<< X (X = the reference value)

Robusti statistiikka vertailuarvon laskemiseksi/Robust statistics for calculation of the assigned value

Robusti keskiarvon laskeminen ja keskihajonnan laskeminen:
Suuruusjirjestyksessd olevista tuloksista (x1, x2, xi, ...xp) lasketaan ensimmaiset robusti keskiarvo ja —keskihajonta x* ja

s*
x* = tulosten xi mediaani i=1,2,...p)
s* = 1,483*mediaani erotuksista | xi —x*| (i=1,2,....,p)

Jokaiselle tulokselle xi (i=1, 2, ....,p) lasketaan uusi arvo:
{ x*-@ jos xi<x*-@

Xi* = { x*+0@ jos xi>x*+
{ xi muutoin
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Uudet keskiarvo ja —keskihajonta x* ja s* lasketaan seuraavasti:

x =Zx,.*/p

s =134 (8 =) M(p-D)

Keskiarvoa ja —keskihajontaa x* ja s* voidaan muuntaa niin kauan, kunnes esim. kolmas merkitsevd numero ei enii
muutu keskiarvossa ja —keskihajonnassa.

Results of each participants and the summary of the results:

Analyte
Unit
Sample
z-Graphics
z-value

Outl test OK

Assigned value
2* Targ SD %
Lab’s result
Md.

Mean

SD

SD %

Mean rob
SDrob

SDrob %
Passed
Missing

Num of labs

Summary on the z scores:

A - accepted (-2<z<2)

The code of the sample
z score - the graphical presentation
z = (X - X)/s, where
x = the result of the invidual participant
X = the reference value (the assigned value)
s = the target value for the total deviation (starget).
yes - the result passed the outlier test
H = Hampel test (a test of mean values), RC = Cochran (replicates)
In addition, in robust statistics results deviating at least > 50 % from the original robust
mean have been rejected.
the reference value
the target total standard deviation (95 % confidence interval).
the result reported by the participant (the mean value of the replicates)
Median
Mean
Standard deviation
Standard deviation, %
Robust mean
Robust standard deviation
Robust standard deviation-%
The results passed the outlier test
i.e. <DL
the total number of the participants

p - questionable ( 2< z < 3), positive error, the result > X

n - questionable ( -3 < z< -2), negative error, the result < X

P - non- accepted (z > 3), positive error, the result >>> X

N - non- accepted (z < -3), negative error, the result <<< X (X = the reference value)

Robust analysis/Calculation of the assigned values:

The items of data is sorted into increasing order, x1, x2, ..., Xi,...,Xp.

Initial values for x* and s* are calculated as:

X* = median of xi

(i=1..p)

S* = 1.483* median of | xi —x*| (i=1...p)
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For each xi is calculated:

Xi¥ = x*¥-@ ifxi<x*-0Q
Xi¥* = x*+ @ ifxi>x*+ @
xi* = xi otherwise

The new values of x* and s* are calculated from:

X* = Y xi* /p

s =134 3 (" = x)? Hp =)

LIOTE 7/3

The robust estimates x* and s* can be derived by an iterative calculation, i.e. by updating the values of x* and s*

several times, until the process converges.
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LIITE 8. LABORATORIOILTA SAATU PALAUTE
Appendix 8. Comments sent by the participants

Laboratorio Kommentit tuloksista SYKEn toimenpide

4 Toimitti 21.5. ja 5.6 tarkennetut tulokset S1 naytteen EC20- ja Korjaus hyvaksytty
EC50-arvoille

8 Naytteille V1 ja V2 oli erehdyksessa ilmoitettu referenssiaineen | Korjaus hyvaksytty

EC20- ja EC50-arvot. Osallistuja toimitti 11.6.2007 oikeat
tulokset ndytteen ko. naytteille.

Tuloksia kasiteltdessa todettiin, ettd osallistuja sai naytteille Ei toimenpiteita
2ja5s huomattavasti suuremmat EC20- ja EC50-arvot kuin muut
osallistujat. Palautteen mukaan naytteita ei sekoitettu
viimeisessa mittauspisteessa ja inhibitioprosentin laskemisessa
oli kaytetty virheellistd kaavaa.

Korjaukset toimitettu SYKEen vasta 14.9.2007

Alkuperaiset tulokset
Laboratorio 2, Putkilumonometri

Nayte Inhibitio%, 30min ) EC20 EC50

Maéritys 1 Maaritys 2 Maaritys 1 | Maéaritys 2 | Méaaritys 1 Maéritys 2
V1 55,0 57,8 15,0% 12,8% 40,8% 38,4%
V3 ei inhibitiota | ei Inhibitiota
S1 35,1 45,9 4804 mg/l | 7111 mg/l | 38355 mg/I 27459 mg/|
S2 ei inhibitiota | ei inhibitiota

Laboratorio 5, Kuoppaluminometri

Nayte Inhibitio%,30min 1) EC20 EC50

Maaéritys 1 Maaritys 2 Maaritys 1 | Maéaritys 2 | Maaritys 1 Maéritys 2
VA1 74,2 74,5 17,7 % 17,6 % 24,1% 23,8%
V3 ei inhibitiota | ei inhibitiota
St 69,6 66,6 5419 mg/l | 7110 mg/l | 16833 mg/l 17899 mg/l
S2 ei inhibitiota | ei inhibitiota

1) suurimmassa testatussa pitoisuudessa
Huom. Naytteita ei sekoitettu ennen loppumittausta, mika saattaa nékya todellisuutta matalampina
inhibitioprosentteina ja siten korkeampina EC-arvoina sedimentoituvilla naytteilla.

Korjatut tulokset, toimitettu 14.9.2007
Laboratorio 2, Putkilumonometri

Nayte Inhibitio%,30min 1) EC20 EC50

Maaéritys 1 Maaritys 2 Maaritys 1 | Maéaritys 2 | Maaritys 1 Maéritys 2
\'A 99,0 100,0 12,4 11,2 % 17,7 % 17,0 %
V3 36,1 36,9
S1 68,6 83,1 2294 mg/l | 2241 mg/l | 5477 mg/| 6313 mg/l
S2 Ei inhibitiota
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LITE 8/2

Nayte Inhibitio%,30min 1) EC20 EC50

Mééritys 1 Maaéritys 2 Maéritys 1 | Maaritys 2 | Maéritys 1 Maaéritys 2
Vi1 99,9 74,5 16,6 % 17,6 % 21,4 % 23,8 %
V2
V3 Ei inhibitiota | Ei inhibitiota
S 95,1 93,7 2231 mg/l | 2955 mg/l | 7298 mg/l 8623 mg/l
S2 Ei inhibitiota | Ei inhibitiota
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