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Alkusanat

Jokaiseen mitattavaan tulokseen liittyy mittausepavarmuutta. Mittaustulokseen
vaikuttaa aina useita tekijoita, joita ei voi koskaan taysin tuntea. N&in ollen
mittaustulokset sisaltavat tietyn epavarmuuden, vaihteluvalin, joka kuvaa
mittaustulosten vaihtelua. Téman oppaan tavoite on mahdollistaa yhtenaisten
menettelyjen kaytté mikrobiologisten menetelmien mittausepévarmuuden
arvioimisessa. Tama edistaé asiakkaiden mahdollisuuksia vertailla eri
laboratorioiden suoriutumistasoa ja toisaalta antaa periaatteita FINAS-
akkreditointipalvelun kaytt6on. Taméa opas on tarkoitettu palvelemaan erityisesti
ns. rutiinilaboratorioita, jotka tarvitsevat menettelyd mittaustuloksen
epavarmuuden arvioimiseen.

Oppaassa on tarkoituksellisesti kasitelty sellaisia mittausepavarmuustekijoita,
joilla on arvioitu olevan merkittdva vaikutus tulosten mittausepavarmuuteen.
Tekijat, joilla on vahéinen vaikutus mittausepavarmuuteen, voidaan laboratorion
suorittaman arvioinnin perusteella sivuuttaa. Esimerkkina tallaisesta tekijasté voi
olla massan punnituksen tai annostelijan tilavuuden epavarmuus. Laboratorion
pitaa kuitenkin laadunvarmistuksin seurata, etta laitteiden ja véalineiden tarkkuus
pysyy sallituissa epavarmuusrajoissa.

Naytteenotto muodostaa merkittdvan epavarmuuden lahteen, joten
mittausepavarmuutta varten on paatettava, sisallytetdankd naytteenotto, kuljetus
ja muut analysointia edeltavat tekijat epavarmuusarvioon vai ei. Tassa oppaassa
ne eivét sisally mittausepavarmuusarvioon, mutta se ei tarkoita, etteik®
laboratorion tulisi hallita my6s ndma virheldhteet esim. ohjeistuksen ja koulutuksen
avulla. Asiakkaille on hyva antaa tietoa siita, mikéli naytteenoton epavarmuutta ei
ole otettu huomioon mittausepavarmuuslaskelmissa.

Oppaassa on kasitelty teknisen epavarmuuden liséksi laboratoriosuorituksesta
riippumattoman hiukkastilastollisen hajonnan tulokseen aiheuttamaa
epavarmuutta. Laboratorion on tunnettava mittausepavarmuuden merkitys
tulokseen, vaikka sita ei huomioitaisi tuloksen kokonaisepavarmuudessa.

Standardien lainaukset on tehty SFS Suomen Standardit ry:n luvalla.

@ METROLOGIAN NEUVOTTELUKUNTA
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1 Yleista mittausepavarmuudesta

1.1 Mittausepavarmuus kasitteena

Mittausepévarmuutta kéytetéd&n tulosten luotettavuuden arviointiin. Kahden
tuloksen keskinadinen vertailu on vaikeaa ilman tietoa mittausepavarmuudesta.
Tulosten vaatimustenmukaisuuden osoittamiseen tarvitaan mittausepavarmuutta,
jotta voidaan arvioida, onko tulos mittausepavarmuuden kanssa asetetuissa raja-
arvoissa.

Mittausepévarmuuden maarittdmiselld voidaan myds saavuttaa
kustannussaastdja. Menetelmavertailun perusteella voidaan valita edullisin
menetelma, mikali se on mittausepavarmuus huomioiden kuitenkin riittdvan tarkka
kayttotarkoitukseensa. Analyysitulokset ovat luotettavampia, kun
mittausepévarmuus tunnetaan. Kun menetelmén mittausepavarmuus on saatu
maaéritettyd, tiedetdan etté laboratorio on selvilla siitd, mika kyseisessa
menetelmassa on kriittistd. Mittausepavarmuuden maarittdminen parantaa
laadunhallintaa ja toimintatapoja.

Akkreditoitujen laboratorioiden péatevyytta koskevan standardin SFS-EN
ISO/IEC 17025:2017 * mukaan testauksia suorittavan laboratorion on maaritettava
mittausepévarmuus tai mikali se ei testausmenetelman takia ole mahdollista,
esitettava arvio, joka perustuu menetelmén periaatteisiin ja laboratorion kaytannén
kokemukseen. Menetelmien mittausepavarmuuden maérittamisen periaatteita on
kuvattu useissa oppaissa 2. Kansainvalinen standardointijarjesté on vahvistanut

1 SFS-EN ISO/IEC 17025:2017. Testaus- ja kalibrointilaboratorioiden patevyys. Yleiset
vaatimukset.

2 Eurachem/CITAC Guide CG 4, Quantifying Uncertainty in Analytical Measurement, Third
Edition, QUAM:2012.P1.
https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/QUAM2012_P1.pdf
Eurachem Guide. Accreditation for Microbiological Laboratories, AML 2013
https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/Eurachem_Guide_ AML_2013.P2.p
df
UKAS M3003, The Expression of Uncertainty and Confidence in Measurement, edition 5
2022. https://www.ukas.com/wp-content/uploads/schedule_uploads/759162/M3003-The-
Expression-of-Uncertainty-and-Confidence-in-Measurement. pdf



https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/QUAM2012_P1.pdf
https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/Eurachem_Guide_AML_2013.P2.pdf
https://www.eurachem.org/images/stories/Guides/pdf/Eurachem_Guide_AML_2013.P2.pdf
https://www.ukas.com/wp-content/uploads/schedule_uploads/759162/M3003-The-Expression-of-Uncertainty-and-Confidence-in-Measurement.pdf
https://www.ukas.com/wp-content/uploads/schedule_uploads/759162/M3003-The-Expression-of-Uncertainty-and-Confidence-in-Measurement.pdf

standardit SFS-EN ISO 19036:2019 2 ja SFS-1SO 29201:2017 # elintarvikeketjun,
siihen liittyvien ympéristénaytteiden ja rehujen seka veden kvantitatiivisten
mittausten mittausepavarmuuden maarittdmiseksi ja arvioimiseksi.

Laboratorion tulee laadunvarmistustoimenpiteisiinsa tukeutuen itse hankkia
tietoa testausmenetelmiensa epavarmuuslahteista. Laboratorion tulee tunnistaa
yksittdiset, sen tekniseen suorittamiseen liittyvat epavarmuustekijat, seurata niiden
merkittavyyttd ja osoittaa, ettéd epavarmuustekijat voidaan hallita ja niiden
vaikutusta tulosten vaihteluun arvioida.

Mittaustuloksen epavarmuuden maarittdmisen ja seurannan kannalta onkin
oleellista tieto siité, mitka tekijat laboratorion tyypillisissa mittauksissa aiheuttavat
epavarmuutta. Merkittdvimpien teknisten epavarmuustekijdiden suuruutta ja
kehittymista seurataan sdannollisesti. Vaikutukseltaan vahaisten tekijdiden
merkitysta mittaustulokselle arvioidaan lahinna muutostilanteissa kuten
laitteistojen tai valineiden vaihtuessa.

Laboratoriolla tulee myds olla hyva kasitys siitd, miten mikrobit jakautuvat
tutkittavassa naytetyypissa eli matriisissa. Asiaan on kiinnitettdva huomiota
noudattamalla naytteen kasittelyssd mahdollisia viranomaisten antamia ohjeita ja
laboratorion sisdisia ohjeita erityisesti epdhomogeenisista néytteisté otettavien
osanaytteiden koostamisessa. Matriisin aiheuttama epéavarmuus voidaan selvittaa
laboratorion siséisilla toistettavuuskokeilla. Menettely on tydlas erityisesti, kun
analysoidaan esim. lukuisia erilaisia elintarvikenaytteita. Toinen tapa on kayttaa
olemassa olevaa tietoa samankaltaisten matriisien aiheuttamasta
epavarmuudesta. Homogeenisessakin naytteessa mikrobit jakautuvat matriisiin
sattumanvaraisesti. Mikrobien luonnollinen eli hiukkastilastollinen hajonta ei riipu
laboratorion teknisesta suorituskyvysta. Silla on suurin merkitys silloin, kun
laskettavien pesékkeiden lukum&ara on pieni.

Mikrobiologisten menetelmien numeerinen mittausepévarmuus voidaan
maarittad vain kvantitatiivisille menetelmille. Semikvantitatiivisissa menetelmissé
kuten asumisterveysmikrobiologian suoraviljelymenetelmassa tulos ilmoitetaan
joko pesékelaskennan tuloksena tai arvioituna pesakemaarand. Tuloksia voidaan
kayttaad mittausepévarmuusarvioinnissa.

Vaikka mittausepévarmuuslaskennan konseptia ei voi sellaisenaan soveltaa
kvalitatiivisille viljely- tai PCR-menetelmille, mikrobien tunnistusmenetelmille tai
mikroskooppiseen tutkimukseen perustuville menetelmille, laboratorion tulee myo6s
tunnistaa naihin menetelmiin liittyvat vaihtelunléhteet. Epavarmuutta aiheuttavat
tekijat tulee osoittaa ja niita tulee seurata ja hallita siséisin laadunvarmistuksin.

Pikatestien valmistajat ovat yleensa hakeneet laiteautomaatioon perustuville
testeilleen eri validointijarjestdjen hyvaksynnét, ja laitteiden suorituskyvysté on
saatavilla riittavasti tietoa. Laitteen kykyyn tuottaa toistettavia tuloksia liittyvat

3 SFS-EN ISO 19036:2019. Microbiology of the food chain. Estimation of measurement
uncertainty for quantitative determinations.

SFS-1SO 29201:2017. Veden laatu. Mikrobiologisten lukumaaramenetelmien testitulosten
vaihtelu ja mittausepévarmuus.



myds laboratorion epavarmuustekijat kuten naytteen kasittelyn ja muun teknisen
suorituksen epavarmuus.

Kaikkia epavarmuustekijoita kuten naytteen sailyvyyden tai ndytteen kasittelyn
vaikutusta tulosten vaihteluun on vaikea maarittéa ja arvioida laskennallisesti,
mutta niiden vaikutus tuloksen vaihteluun on kuitenkin syyta tunnistaa ja ottaa
huomioon laboratorion ohjeistuksissa ja laadunvarmistusmenettelyissa.

Liitteeseen 1 on koottu tdssé oppaassa kaytettyja termeja.

1.2 Asteikkomuunnokset mittausepavarmuuslaskuissa

Yhdistetyn mittausepavarmuuden laskeminen komponenteista standardin SFS-
ISO 29201:2017 mukaan tai SFS-EN ISO 19036:2019 menettelylla edellyttaa
komponenttien esittamista jossakin suhdeasteikossa. Alun perin eri komponenttien
arvot saatetaan arvioida eri asteikoissa. Tilaajaa varten lopputulokset ja niiden
luottamusvali tai mittausepavarmuus raportoidaan yleensé aritmeettisessa (el
vdlimatka-) asteikossa. Taméan vuoksi on voitava muuntaa tuloksia asteikosta
toiseen tarpeiden mukaan.

Elintarvikepuolella suhdeasteikoksi on vakiintunut kymmenkantainen
logaritmiasteikko. Vesipuolella joko desimaali- tai prosenttiasteikko tai niita lahes
vastaava luonnollinen logaritmi ovat tavallisempia.

Logaritmiasteikossa esitetyt luvut eivat yleensa ole havainnollisia
jokapaivaisessa kokemusmaailmassa. Tosin aika nopeasti tottuu muistamaan,
ettd kymmenkantaisten logaritmien kokonaislukuarvot vastaavat aritmeettisen
asteikon arvoja 10, 100, 1000...jne. Luonnollisten logaritmien arvot eivat
mitenk&an liity arkiseen kokemusmaailmaan.

Logaritmien muunto aritmeettiseen asteikkoon
Periaate: kantaluku korotetaan logaritmiarvoa vastaavaan potenssiin
Esimerkiksi tulos 4,38 Ig pmy/g vastaa aritmeettisessa asteikossa arvoa 104,38
= 24 000 pmy/g. Jos arvo 4,38 olisikin ollut luonnollinen logaritmi, se edustaisi
arvoa e4,38 = 80 pmy/g.

Logaritmijarjestelmastéa toiseen
Muunnokset Ig- ja In-jarjestelmien vélilla
In(x) = (In 10)xIg(x) = 2,3026x%Ig(x)
lg(x) = (Ig e)xIn(x) = 0,4343x%In(x).

Suhteellisten arvojen ja luonnollisten logaritmien yhteys
Téarked likimaéarainen yhteys on: ur = In(u) eli luvun suhteellinen epadvarmuus
on likipitden sama kuin sen luonnollisen logaritmin absoluuttinen epavarmuus.

Numeroesimerkki
Oletetaan naytteesta rinnakkaiset testitulokset 20 ja 30 yksikkda (esim. pmy).



Tulosten erotus on yksinkertaisin tapa kuvata mittauksen epavarmuutta. MU =
30-20 = 10 yksikkda. Kun kahden keskimaarin 25 yksikkda olevan mittauksen
vélinen vaihtelu on niinkin suuri kuin 10 yksikkda, vaikuttaa keskiarvo aika
epavarmalta. Epavarmuus tulee havainnolliseksi, kun se esitetaan
suhteellisena. Suhteellinen erotus on MUrel = 10/25 = 0,40 eli 40 %
keskiarvosta.

Luonnollisessa logaritmijarjestelméssa erotus In(MU) = In(30)-In(20) =
3,4012-2,9957 = 0,4055 = 0,41, lahes sama kuin suhteellinen erotus MUfrel.
Ig-asteikossa erotuksen arvo on Ig(MU) = Ig(30)-lg(20) = 1,47-1,30 = 0,17 Ig-
yksikkda. llman kokemusta muista mittausepavarmuuksista Ig-asteikossa ei voi
tietdd onko arvoa 0,17 pidettéava suurena vai pienena.



2 Elintarvikeketjun naytteet:
Kokonaismittausepavarmuuden laskeminen
kvantitatiivisille menetelmille

Elintarvikemikrobiologian standardi SFS-EN ISO 19036:2019 kasittelee
elintarvikkeita ja rehuja sek& niiden tuotannon ja kasittelyn ymparistonaytteita.
Ruokaviraston mukaan jokaisen akkreditoidun laboratorion on maaritettéva
mittausepavarmuus kaikille kvantitatiivisille mikrobiologisille menetelmille.> Se
tulee arvioida standardin SFS-EN 1SO19036:2019 mukaan Listeria
monocytogenes - ja Campylobacter-menetelmille sekd muille elintarvikkeiden
viranomaisvalvonnassa kaytettaville kvantitatiivisille ISO-menetelmille. Taméa
vaatimus koskee myos niitd Ruokaviraston listaamia vaihtoehtoisia menetelmig,
joita voidaan kayttda mikrobikriteeriasetuksen mukaisiin maarityksiin.
Standardissa hyvaksytaan se, ettd epavarmuudessa huomioidaan ainoastaan
tekninen epavarmuus, kunhan sen maaritys toteutetaan laboratorion sisaisin
uusittavuustestein. Tassé oppaassa on haluttu informoida laboratorioita myos
matriisivaikutuksen huomioon ottamisesta.
Mittausepévarmuus voidaan maarittda kolmella tavalla:
1. kokonaismittausepavarmuus, huomioiden tekninen epavarmuus, matriisi ja
hiukkastilastollinen hajonta seké& mahdollinen varmistuvuuden epéavarmuus.
2. teknisen mittausepavarmuuden perusteella, mikali se vastaa
asiakasvaatimuksia ja laboratorion ohjeistuksia. Tekninen epavarmuus on
usein suurin epévarmuustekija.
3. komponenttiperiaatteella maaritetty yhdistetty kokonaismittausepévarmuus.

2.1 Kokonaismittausepavarmuuden laskeminen

SFS-EN ISO 19036:2019 standardin mukaisessa mikrobiologian
mittausepavarmuuden laskemisessa lahdetaan siita, etta ei ole mahdollista
rakentaa kattavaa kvantitatiivista laskentamallia vaan laskenta tehdaan osa-

5 Ruokavirasto (2018) Elintarvikkeiden mikrobiologinen néytteenotto ja analyysit - Ohje

elintarvikevalvontaviranomaisille, Eviran ohje 10502/2:2018.
https://www.ruokavirasto.fi/globalassets/tietoa-meista/elintarvikevalvonta/eviran-ohje-

10502_2.pdf
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aluetasolla tehtavien arvioiden perusteella. Jokaisen osa-alueen laskeminen
taydellisen tarkasti ei ole mahdollista.
Mikrobiologisen menetelman mittausepévarmuus koostuu kolmesta
epavarmuuskomponentista:
e tekninen epavarmuus
e matriisin epavarmuus
o mikrobien epéatasaisesta jakautumisesta johtuva epavarmuus.
Tekninen epavarmuus johtuu toiminnan vaihtelusta ja se arvioidaan
mittausprosessin lopullisen tuloksen sisdisesta uusittavuudesta, joka ilmaistaan
toistomittausten tulosten keskihajontana.
Matriisin eli naytetyypin epavarmuus johtuu laboratoriondytteen
epataydellisesta sekoittumisesta mika johtaa testaustulosten huonoon
toistettavuuteen. Matriisin epavarmuutta on kuvattu tarkemmin kohdassa 2.2.3.

2.2 Tekninen mittausepavarmuus (Utecn)

Teknisella mittausepévarmuudella tarkoitetaan analyysin teknisesté suorituksesta
johtuvaa epavarmuutta. Se perustuu analyysituloksen sisdiseen uusittavuuteen.
Sen maarittdmisessa kaytetaan laboratoriolle tyypillisia mikrobipitoisuuksia,
matriisia ja siihen sisallytetaan kaikki analysointiprosessiin liittyva vaihtelu.
Epavarmuuden arvona kdytetaan uusittavuusmittausten keskihajontaa.

Teknisen mittausepévarmuuden lahteitd mikrobiologisessa laboratoriossa ovat
mm:

o Naytteen punnitsemisessa naytteen epahomogeenisuus ja kaytetyn
vaa’an mittausepavarmuus
e Naytteen laimentamisessa, siirrostuksessa ja inkuboinnissa analyysin
tekij, laitteisto ja mittausvélineet, elatusaineet ja reagenssit tai kasvun
havaitseminen.
Tekninen epavarmuus on menetelmékohtainen ja se tulee maarittda aina
uudelleen, mikali jokin siihen vaikuttava tekija muuttuu.

Laboratorion sisdisen uusittavuuden arvioinnin tarkoituksena on sulkea pois
vaikutukset heterogeenisyydesté laboratorionaytteen sisalla. Arviota ei tarvitse
toistaa eri matriiseille ja tAma arvio voi perustua yhteen matriisiin. Koejarjestelyja
ei tarvitse toistaa erilaisille kontaminaatiotasoille. Laboratorionaytteet tulisi
kuitenkin valita siten, ettd kaytetaan laboratoriolle tyypillisia mikrobipitoisuuksia ja
mieluiten luontaisesti kontaminoituneita naytteita. Pesékemaaran tulisi olla
vahintaan 30 pmy mutta kuitenkin alle menetelman maarittaman laskentaylarajan.

Matriisin epavarmuustekijoiden minimoimiseksi laboratorionayte tulee
homogenoida mahdollisimman hyvin. Naytteeksi otetaan vahintdan kaksi testiosaa
A ja B (rinnakkaiset) toistuvien mittausten mahdollistamiseksi. Mikali naytteeseen
on tarpeen siirrostaa ko. mikrobia, tulee se tehda alkuperaisesséa suspensiossa.
Analyysit suoritetaan kummallekin testiosalle (rinnakkaisnaytteelle)
rutiinitestauksen tapaan. Mittausolosuhteiden A ja B tulisi erota mahdollisimman
monin eri tavoin, esim. elatusaine-erat, reagenssit, homogenisaattori,
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laimennuslaite, pipetti, inkubaattori, pH-mittari, vaaka. Laboratorion on kuitenkin
hyva huomioida se, etté vaihtelun mittausolosuhteissa tulee kuvastaa laboratorion
normaaleja kaytantdja. Pipettien kaytodsta aiheutuva vaihtelu tulee huomioida,
mikali laboratoriossa ei ole kaytossa tyontekijakohtaisia pipetteja. Vahintaan
kahden eri henkildn tulee analysoida testiosat (rinnakkaiset). Mikali laboratoriossa
tydskentelee vain yksi henkil®, tulee hanen toistaa mittaukset. Mittaustoistot pitaa
tehda yhden paivan aikana. Ainoastaan mikali mikrobipitoisuuden voidaan osoittaa
olevan vakaita, voidaan toistot suorittaa useamman kuin yhden péivan aikana.
Teknisten tekijéiden vaihtelun ei tulisi olla sama kaikissa testiosissa.

Laboratorionaytteita tulee olla vahintddn kymmenen ja kunkin testiosuuden
tuloksia (yia ja yis) kaytetdan laboratorion sisdisen uusittavuuden keskihajonnan
laskemiseen.

Laboratorion sisdista uusittavuutta kuvaava keskihajonta Sk eli tekninen
epévarmuus on:

n
1
Utech = Sir = EZ(%‘A +yip)?
i=1

MIssa Yia ja yis ovat pitoisuuksien logaritmiarvoja.

Ruokaviraston internet-sivulla on Excel-taulukko teknisen mittausepéavarmuuden
laskemiseksi.®

221 Hiukkastilastollinen hajonta (Poissonin jakauma)

Pesékelaskentaan perustuvissa menetelmissa hiukkastilastollisesta hajonnasta
johtuva epavarmuus (Upoisson) riippuu laskettavien pesékkeiden kokonaismaarasta.
Epavarmuus on sita suurempi, mita pienempi on pesakeluku.

1/1n (10) _ 0,4343

Upoisson = m = \/ﬁ

missa
C = pesakelukumaara maljalla.

Mikali £ c = 0, Upoisson = 0,434

5 Ruokavirasto (2020) Mittausepavarmuus kvantitatiivisissa mikrobiologisissa
maadrityksissa. Mittausepavarmuuslaskuri (14.2.2024 péivitetty versio).
https://www.ruokavirasto.fi/laboratoriopalvelut/vertailulaboratoriot/ohjeita-
laboratorioille/menetelma--toiminta--ja-tyoohjeet/
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222 Varmistuvuuden epavarmuus (Uconf)

Varmistuvuus on varmistuneiden tapausten ja alustavien positiivisten tapausten
suhde. Oletetaan, ettd alustavia pesékkeitd on todettu maara np ja niistd osa on
varmistettu maara ne.

1 |(ne+05)(ny —nc+05)n;
u —
conf = 23030 (np + 1) (nyy2)n2

2.2.3 Matriisin mittausepavarmuus (Umatrix)

Matriisin koostumus ja mikrobien jakautuminen tutkittavassa materiaalissa voivat
vaikuttaa mikrobiologisen méaérityksen lopputulokseen. Matriisivaikutuksella eli
matriisiepavarmuudella tarkoitetaan tulosten hiukkastilastollisen hajonnan ylittdvaa
vaihtelua, joka johtuu laboratoriondytteen epdhomogeenisuudesta (heikosta
sekoittamisesta/sekoittuvuudesta). Matriisisepévarmuus ei sisalla mahdollista
systemaattista virhetta tai naytteenoton epavarmuutta eli matriisiepavarmuudella
tarkoitetaan yksinomaan mikrobien jakautumisesta johtuvaa vaikutusta tulokseen
tietyn tyyppisessa matriisissa.

Puhtaan materiaalivaikutuksen méaérittdminen edellyttaisi monimutkaisia
varianssianalyysimalleja, ja siksi koottuja tietoja materiaalien
epahomogeenisuudesta ei ole tarjolla. TAman vuoksi on paadytty maarittelemaan
matriisivaikutus seuraavasti: matriisivaikutuksella tarkoitetaan samasta
laboratorionaytteesta otettujen osanaytteiden tulosten valista variaatiota
toistettavuusoloissa eli laboratorion toistettavuuden keskihajontaa. N&in
maaritettynd matriisiepavarmuus sisaltad myds yhden henkilén suoritukseen
liittyvan teknisen epavarmuuden, siis annostelun epavarmuuden ja
lukemaepéavarmuuden, seka hiukkastilastollisen hajonnan. Matriisiepavarmuuden
ajatellaan olevan riippumaton kaytettavasta mikrobiologisesta
maaritysmenetelmasta sekéa laboratoriosta. Kerran tietylle matriisille laskettu
matriisiepavarmuus sopii kaikille samasta matriisista tehtaville maarityksille.

Jos materiaali on erittdin homogeeninen kuten hyvin sekoitetuissa, juoksevissa
nesteissa, matriisiepavarmuuden oletetaan olevan pieni. Kuitenkin tiedetaan, etta
luonnollinen mikrobikontaminaatio tietyissa elintarvikkeissa (erityisesti kiinteat,
fermentoidut tai prosessoidut elintarvikkeet) ja rehuissa voi olla hyvinkin
heterogeeninen ja tasta voi aiheutua merkittdvan suuri epavarmuuskomponentti.
Nain on asianlaita myos sellaisissa matriiseissa, jotka koostuvat monista erillisista
ainesosista kuten pitsat tai valmisruuat. Samoin tuoreissa pilkotuissa
vihanneksissa mikrobikontaminaatio voi olla heterogeeninen.

Laboratorio voi maarittdd omien naytetyyppiensa matriisiepavarmuuden
laskemalla esim. pesékeluku- tai enterobakteerimaarityksen toistettavuuden
keskihajonnan.®8 Koska matriisiepavarmuuden maarittaminen talla tavoin on
tydlasta johtuen suuresta erilaisten naytetyyppien maarasta, voidaan kayttéa myos

13



kirjallisuudesta saatavia tai omaan aiempaan tai muuhun tietdmykseen perustuvia
arvoja. Matriisiepavarmuus on ensisijaisesti kiinteissa naytteissa esiintyva
ongelma.

Kirjallisuudessa esitetyt elintarvikematriisien epavarmuusarvot ovat
poikkeuksetta ilmaistu Ig-asteikossa. Ne voidaan tarvittaessa muuntaa tavallista
suhdeasteikkoa vastaaviksi arvoiksi kertomalla luvulla 2,303.

Kirjallisuudessa on esitetty seuraavia matriisiepavarmuuden arvoja, joita voi
kayttdd monessa tilanteessa:

o Homogeeniset, hyvin sekoitetut matriisit 0,1 log10 pmy/g 3
o Homogeeniset, hyvin sekoitetut matriisit 0,2 log10 pmy/g *
e Suhteellisen hyvin sekoitetut matriisit 0,4 log10 pmy/g”
e Heterogeeniset (huonosti sekoitetut) matriisit 0,8 log10 pmy/g ’

7 van Schothorst, M., Zwietering, M.H., Ross, T., Buchanan, R.L. ja Cole, M.B. (2009)
Relating microbiological criteria to food safety objectives and performance objectives.
Food Control, 20(11): 967-979.
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224 Yhdistetyn ja laajennetun epavarmuuden laskeminen

Yhdistetyn standardiepavarmuuden u. laskeminen menetelmille, joihin ei sisally
pesékkeiden varmistamista:

— 2 2 2
Ue = \/utech + Uinatrix + Upopisson

Yhdistetyn standardiepavarmuuden laskeminen menetelmille, joihin sisaltyy
pesékkeen varmistaminen:

uC = \/u?ech + u?natrix + uzonf + ulzi'oisson
Laajennettu epdavarmuus 95 % luottamustasolla (U) saadaan kertomalla yhdistetty
standardiepavarmuus kattavuuskertoimella 2.

U =2u,

Esimerkki 1. Taulukossa 1 on esitelty Ruokaviraston laboratoriosta saatu
kaytanndn esimerkki teknisen mittausepavarmuuden (Uwch) laskemisesta
L. monocytogenesin kvantitatiiviselle méadritykselle siséisen uusittavuuden
keskihajonnalla (Sir).

Naytematriisiksi oli valittu sellaisenaan syodtéava broilerin fileeviipale. Kaksi
laboranttia analysoi ndytteet tehden omat alkususpensiot, jotka homogenoitiin ja
maljattiin menetelméohjeen mukaisesti kayttaen eri pipetteja, eri inkubaattoreita
seka valmiina tilattuja tai itse tehtyja elatusaineita (A ja B testiannos).
Alkususpensioon siirrostettiin tietty pitoisuus L. monocytogenesta.
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Taulukko 1. Esimerkki L. monocytogenesin kvantitatiivisen maarityksen
teknisen epavarmuuden uch laskemisesta valmiin laskentapohjan avulla.

'© € 3 o
Hed r— — - H
g £ £ : T
= 5 N = c g > 5 =
f=4 c ~ = f
s |8 | 5 | g 3 2 EE | E 3.
- 8 5 = 5 = g _ | E s | 23 | 3%
t=| s=| 3| 85| 55 | 85| %5 | 2= 2% | $T | &%
s | 2| g3 | & ez a9 ¢ N =8 w O o< 3 &
- “ < = c - — € [e) - = =
=z o c S c S e a = c = G =
- [ + [ + c @ S [ o
E R E ) g S [T z £
© 4 < o 2 2 5= = =
- - +— 6 > =} ©
() et 7] %] oo
- = o) i) o
© b= =
| a a
20,0242 | 0,0006
A 1 133 1 129 262 | 1,316+03 | 3,11727
1 B 1 157 1 120 277 | 1,39E+03 | 3,14145
A 1 110 1 117 227 | 1,146+03 | 305500 | "00349 | 00012
2 B 1 158 1 88 246 | 1,236+03 | 3,08991
A 1 68 1 42 110 | 5506+02 | 2,74036 | “%:0889 | 0,0079
3 B 1 85 1 50 135 | 6756402 | 2,82930
A 1 63 1 57 120 | 6006402 | 277815 | 91061 | 00112
4 B 1 46 1 48 94 4,70E+02 | 2,67210
A 1 73 1 56 129 6,456+02 | 2,80956 | 01283 | 0,0165
5 B 1 54 1 42 9% 4,80E+02 | 2,68124
A 1 104 1 63 167 | 8356402 | 292169 | 01016 | 00103
6 B 1 122 1 89 211 | 1,06E+03 | 3,02325
A 1 42 1 52 94 4,706+02 | 267210 | “%0181 | 0,0003
7 B 1 60 1 38 98 4906402 | 2,69020
A 140 1 168 308 1,546+03 | 3,18752 | 01941 | 0,0377
8 B 1 94 1 103 197 | 9,856/02 | 2,99344
A 1 112 1 129 201 | 1,21E4+03 | 308009 | %0788 | 00062
9 B 1 93 1 108 201 | 1,016+03 | 3,00217
A 1 9% 1 128 24 | 1,126+:03 | 3,04922 | 03960 | 0,1568
10 B 1 54 1 36 90 4,50E+02 | 2,65321

Keskihajonnan kaavaa kayttaen saadaan

n
1
Utech = Sir = EZ(}G’A +v,5)? =0,1115

i=1
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Tekniseksi epavarmuudeksi uech €li laboratorion siséisen uusittavuuden
keskihajonnaksi sir saatiin 0,1115.

2.3 Kokonaismittausepavarmuuden laskeminen
elintarvikkeille komponenttiperiaatteella

Komponenttiperiaatteella méaaritetyn yhdistetyn kokonaisepavarmuuden arvio
koostetaan analyysia edustavista, etukateen maaritellyisté operatiivisista
(teknisistd) komponenteista, joihin lisdtdan pesake- tai MPN-menetelmasta
rippuva jakaumaepavarmuus. Lopullisen testituloksen yhdistetty suhteellinen
epavarmuus Uc e Saadaan laskemalla teknisen epavarmuuden ue el ja luontaisen
jakaumaepavarmuuden ug e NelibGsumman nelidjuuri.

— 2 2
uc,rel - uo,rel + ud,rel

Laajennettu epdvarmuus 95 % luottamustasolla saadaan vastaavalla tavalla kuin
edelld on kuvattu eli kertomalla yhdistetty epavarmuus kattavuuskertoimella 2.
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3 Kvantitatiivisten vesimikrobiologisten
menetelmien mittausepavarmuuden arviointi

Viljelyyn perustuvissa vesimikrobiologisissa menetelmissa itse vesindyte toimii
lahtésuspensiona. Sita voi olla tarpeen laimentaa mikrobipitoisuudeltaan sopivan
paatesuspension saamiseksi. Jos laimennusta ei tarvita, nayte palvelee myods
paatesuspensiona.

Paatesuspensiosta siirretdn tilavuudeltaan tunnettuja, mitattuja koeannoksia
yksinkertaisimmillaan yksittéiselle petrimaljalle, mutta usein samasta tai eri
laimennoksista koostuvalle maljasarjalle (havaitsemisinstrumentti). Koeannokset
voidaan siirtdd myds yhden tai usean laimennoksen todennakdisimman
lukumé&aran (MPN) instrumenttiin.

Mikrobiologinen analyysiprosessi koostuu viidesta tai kuudesta vaiheesta:

1. osanaytteen otto ja sekoitus,

2. laimennus,

3. koeannosten siirrostus elatusalustoista koostuvaan
havaitsemisinstrumenttiin,

4. inkuboinnin kulku,

5. (peséke)laskenta,

6. mahdollinen kohdeorganismien (alustavien) tulosten varmistus.

Tekninen (operatiivinen) vaihtelu koostuu naiden vaiheiden vaikutuksista.
Komponenttiperiaatetta kaytettaessa kukin niista arvioidaan erikseen.
Lopputuloksen mittausepdvarmuutta laskettaessa tekniseen epévarmuuteen
lisataan laskettavien mikrobihiukkasten satunnainen vaihtelu suspensiossa
(kayteta&n myods nimityksia luontainen vaihtelu, hiukkastilastollinen hajonta,
jakaumaepavarmuus).

Yhdistetty mittausepavarmuus saadaan laskemalla teknisen epavarmuuden ja
hiukkassuspension ominaisen vaihtelun neliosumman (suhteellisten varianssien
summan) nelidjuuri.

18



— 2 2
Ucrel = Up rel + Ug ret
missa

Ucrei(y) = yhdistetty suhteellinen standardiepévarmuus

Uorel = Suhteellinen tekninen vaihtelu (kokeellinen, suhteellinen
standardiepavarmuus)

Ug,rel = Suhteellinen ominaisvaihtelu (suhteellinen jakaumaepavarmuus).

Tekninen vaihtelu on yhdistelma kaikista analyysiprosessin teknisiin vaiheisiin
liittyvistd epavarmuuksista, ja systemaattisen virheen osatekijat sulautuvat
satunnaiseen vaihteluun.

Luontainen vaihtelu on vaistamatonta vaihtelua ilman nakyvaa syyta. Se liittyy
hiukkasjakaumaan pé&atesuspensiossa ja havaitsemisinstrumentissa.
Mikrobisuspensioissa sen uskotaan noudattavan Poisson-jakaumaa. Koetuloksen
osittainen varmistaminen tai MPN-menetelméan kaytto lisdavat huomattavasti
luontaista vaihtelua, eiké se silloin en&d noudata Poisson-jakaumaa. Luontaisen
vaihtelun vaikutusta voidaan pienentéa rinnakkaismaljojen avulla tai lisdamalla
rinnakkaisputkien méaradad MPN-maarityksissa.

3.1 Teknisen epavarmuuden arviointi

Mittausepévarmuus madritetaan tai arvioidaan laboratorion siséisissa
uusittavuusolosuhteissa, jolloin mittauksen epavarmuuskomponentit ovat
tunnistettavissa. Luonnollisilla ndytteilla tehtavét kokeet ovat oleellisia tdssa
arvioinnissa.

Komponenttiperiaatetta sovellettaessa yksittaisten epavarmuuteen vaikuttavien
tekijéiden vaikutukset arvioidaan erikseen ja ne yhdistetddn matemaattisesti
olettaen, ettd ne ovat toisistaan riippumattomat. Laskennallisesti se tarkoittaa
neliéjuuren ottamista summasta, jonka termit ovat toiseen potenssiin korotettuja
epavarmuustekijdiden arvoja.

Mikrobiologisten kvantitatiivisten maaritysten epavarmuus ennen
paatesuspensiota koostuu osanadyte- ja matriisivaihtelusta seka laimentamisen ja
koeannoksen mittaamisen vaihteluista. Naiden tekijdiden vaikutukset siirtyvat
paatesuspension keskiarvon yhdistettyyn mittausepavarmuuteen suhteellisina.
Paatesuspensiolle ominainen vaihtelu koostuu suspension hiukkasten
sattumanvaraisesta hajonnasta. Yhdessa maljan peséakkeiden hajonnan ja
mahdollisen osittaisen varmistuksen epavarmuuden kanssa ne muodostavat
luontaisen vaihtelun. Luontainen vaihtelu ei ole osa teknista vaihtelua.
Paatesuspension jalkeiset vaihtelun aiheet liittyvét tulosten lukemisen
epavarmuuteen ja mahdollisiin inkubointiajasta ja -ymparistdsta johtuviin
vaikutuksiin.
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Matriisin ja osanaytteen, laimennuskertoimen ja koeannoksen epavarmuudet
ovat lahes riippumattomia menetelmasta ja suorittajasta, mutta saattavat riippua
vélineistd ja materiaalista. Kerran méaaritettya epavarmuusarvoa voidaan kayttaa
toistuvasti seka eri menetelmissa. Inkuboinnin epavarmuus riippuu olosuhteista
(lampétila, happi- ja kosteuspitoisuus ja aika) seké kohdeorganismista, muttei
suorittajasta. Tuloksen lukemisen epavarmuus puolestaan riippuu suorittajasta tai
lukemiseen kaytetysta valineistosta.

Vesindytteissa osanaytteiden valinen varianssi ei yleensa nouse merkittavasti
Poisson-jakauman varianssia suuremmaksi, joten sité ei tarvitse huomioida
mittausepavarmuutta arvioitaessa. Teknistd epavarmuutta arvioitaessa
huomioidaan yleisen kaytannén mukaisesti laimennuskerroin, koeannos
(siirrostamisen epavarmuus) ja tuloksen lukeminen.

311 Tilavuusmittausten toistettavuus ja laboratorion sisdinen
uusittavuus

Tilavuuden mittalaitteiden (pipetti, mittalasi ym.) tasmaéllisyys (eli mittaustulosten
hajonta niita toistettaessa) voidaan selvittda punnitsemalla ionivaihdettua vetta ja
laskemalla tavanomaisia tilastokaavoja kayttéen tulossarjojen keskiarvot ja
keskihajonnat. Téhan tarvitaan vahintddn 20 mittauksen sarja. Aseptisen
tydskentelyn simuloimiseksi kutakin yksittaistd mittausta varten on vaihdettava
uusi pipetti tai karki.

Analysoimalla kahden tai useamman henkilén mittaukset yhtena aineistona
saadaan keskihajonnan arvio, jota voi kutsua laboratorion siséiseksi
uusittavuuskeskihajonnaksi (uusittavuudesta aiheutuva standardiepdvarmuus).
Tama sisaltdd mahdolliset henkildiden véliset systemaattiset erot. Suhteellinen
standardiepavarmuus (ure) Saadaan jakamalla keskihajonta keskiarvolla.

Taulukossa 2 on esitetty esimerkki kahden pipetin uusittavuuden laskennasta.
Laboratorio kayttaa kahta pipettig, toista 1 ml ja toista 0,1 ml tilavuusmittauksiin.
Se on kerannyt vuoden aikana koko henkildstonsa vuorotellen viikoittain tekemien
seurantapunnitusten (n) tiedot ja laskenut niiden avulla tilavuuksien
standardiepavarmuudet (U ja Urel).
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Taulukko 2. Esimerkki pipettien uusittavuuden laskennasta.

Pipetin tunnus | P20 P09
Kayttétilavuus 1,0 ml 0,1 ml
n 49 47
ka 0,99977 ml 0,09960 ml
S 0,00224 ml 0,00056 ml
u 0,00224 ml 0,000565 ml
Urel 0,22 % 0,57 %
3.1.2 Koeannosten tilavuuksien summan suhteellinen epdvarmuus

Koeannosten tilavuuksien summan mittausepavarmuutta tarvitaan laskettaessa
epavarmuusarvoa kohdeorganismin pitoisuudelle paatesuspensiossa sellaisissa
tapauksissa, joissa detektioinstrumentti koostuu monesta maljasta yhdessa tai
useammassa laimennoksessa.

Yksi laimennus, yhtd suuret koeannokset

Yleensa rinnakkaismaljojen koeannosten tilavuudet ovat yhtd suuret. Jos
tilavuuden mittalaitteen epavarmuus on ilmoitettu suhteellisena, esimerkiksi
prosenteissa, lasketaan tilavuuksien summan epavarmuus myds prosenteissa
jakamalla yhden mittauksen epavarmuus rinnakkaisten lukumaaran nelidjuurella.

missa
n = rinnakkaisten maljojen lukuméaéra
Urev = Yhden koeannoksen suhteellinen mittausepavarmuus.

Esimerkki 2. Suspensiosta on viljelty kaksi rinnakkaismaljaa, kaytetty
siirrostilavuus on 1,0 ml. Sille on aiemmin laskettu suhteelliseksi epavarmuudeksi

0,0022.

0,0022 .
Urelyy == = 0,0016 tai 0,16 %
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Kaksi laimennusta

Oletetaan, etté tulos perustuu pesakelukumaariin no maljasta paatelaimennusta ja
n1 maljasta toista laimennusta, joka on saatu laimentamalla paatelaimennus viela
f-kertaisesti. Paatesuspension tilavuutena ilmaistu koeannosten yhteenlaskettu
tilavuus on

1
Z V= ‘I’l0VO + }—canl

missa
no = paatesuspensiosta viljeltyjen rinnakkaismaljojen lukumaara
Vo = paatesuspensiosta mitattujen koeannosten tilavuus
f = laimennuskerroin
n; = toisesta laimennoksesta viljeltyjen rinnakkaismaljojen maara
V; = toisesta laimennoksesta mitattujen koeannosten tilavuus.

Tyypillisesti rinnakkaisten maarét ja siirrostilavuudet ovat samat molemmissa
laimennoksissa, joten ng=n1 = n ja Vo = V1 = V. Silloin yht&lé koeannosten
tilavuuksien summan suhteellisen mittausepavarmuuden laskemiseksi on

2 _ 1 Ufely
urel,ZV - (f ¥ 1)2 n

(F2+ 1D +uly,

missa
f = laimennuskerroin
n = laimennoksen rinnakkaismaljojen lukumaara
V = siirroksen tilavuus maljaa kohti
Urerv = Siirrostilavuuden suhteellinen mittausepavarmuus
Urelf = laimennuskertoimen suhteellinen epavarmuus.

MPN-tulokset

Usein MPN-systeemit siirrostetaan siten, etta yksi mitattu suuri koeannos
(esimerkiksi 100 ml) jakautuu kerralla useisiin kasvukennoihin. Kokonaistilavuuden
mittausepévarmuus madritetdan kohdan 4.1.1 Laimennussarja- ja
suoravilielymenetelmat mukaisesti.

3.1.3 Laimennuskertoimen suhteellinen epavarmuus

Laimennuskerroin saattaa koostua useista perakkaisista portaista
F=fifg.fy

Jokaisen vaiheen mittausepavarmuus (varianssi) arvioidaan laskemalla
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2 vy (2 2
urel,f = (Va+Vb) urel,a + urel,b)

missé
V, = mikrobisuspensiosta siirretty tilavuus
Vp = laimennusnesteannoksen tilavuus
Urel,a = Siirretyn tilavuuden suhteellinen mittausepévarmuus
Urelp = laimennusnesteannoksen tilavuuden suhteellinen mittausepavarmuus.

Koko sarjan laimennuskertoimen suhteellinen varianssi on yksittaisten
suhteellisten epavarmuuksien neliGsumma

2
rel,f

u?el,F = u?el,fl + u?el,fz +otu
Esimerkki 3. Nayte tutkittiin valmistamalla siitéa laimennussatrja, jossa kaytetyt
tilavuudet olivat 1 ml + 9 ml. Laimennoksista viljeltiin kaksi rinnakkaismaljaa 1 ml
siirroksin. Pesékkeet laskettiin laimennuksista 10 ja 104,

Koeannosten yhteistilavuus péatesuspension tilavuutena ilmaistuna oli
SV=1ml+1ml+0,A1ml+0,1ml=22ml

Eri tilavuusmittausten epavarmuudet olivat:
mittaus 1 ml, epavarmuus Uy = 0,0022 ja mittaus 9 ml, Uy = 0,02

Lisdlaimennuksen (laimennuskertoimen) suhteellinen epavarmuus:
2

9
uZ, ;= (E) (0,00222 + 0,022 ) = 0,000328

Tilavuussumman laskemiseen tarvittavat tiedot ovat V=1 ml, f =10, n = 2, U5 =
0,000 328 ja U?ev = 0,000 004 84.

Koeannosten summan suhteellinen varianssi:

, 1 [0,00000484
relxv = (10 + 1)2 [ 2

(100+ 1)+ 0,000328] = 0,00000473
Tilavuuksien summan suhteellinen epavarmuus on

Urelyy = 1/0,00000473 = 0,00218
Esimerkki 4. Naytettd, joka toimi lahtdsuspensiona, laimennettiin useissa
vaiheissa kayttaen tilavuuksia 1 ml + 9 ml. Sopivat pesakemaarat laskettiin

laimennuksista 102 ja 10*. Ensimmainen laimennus, jossa oli laskettava maara
pesakkeita (107%), kasitettiin paatesuspensioksi.

23



Laboratorion laadunvarmistustulosten ja valmistajan antamien tietojen perusteella
tilavuusmittausten suhteelliset epavarmuudet ovat 1 ml 0,0022 ja 9 ml 0,02.

Eri laimennusvaiheiden suhteelliset epavarmuudet:

2

“fel,f = (m) (0,00222 + 0,022)

uZ, ;= 0,000328

Kaikki laimennusvaiheet f1, f; ja f3 olivat samanlaisia. Joten
uZ ;= 0,000328 + 0,000328 + 0,000328 = 0,000984

Laimennuskertoimen suhteellinen mittausepavarmuus on

uZ,r =4/0,000984 = 0,0314 ~ 3,1 %
3.14 Lukemisepavarmuus

3.14.1 Pesakelaskentamenetelmat

Maljan pesékkeiden maaran laskeminen on kvantitatiivisessa mikrobiologiassa
usein yksi merkittavista epavarmuuskomponenteista. Henkild pystyy yleensa
toistamaan oman laskentansa muutaman prosentin tdsmallisyydell&, mutta eri
henkildiden tulokset voivat sopia huonommin yhteen. Tama lisdé laboratorion
sisaisesti laskentatulosten epavarmuutta.

Parametrin arvoja arvioidaan luettamalla samoja maljoja eri henkil6illa tai
antamalla saman henkilén lukea samoja maljoja toistuvasti. Naytteiden pitdisi olla
tavallisia rutiininaytteita ja maljoja pitéisi valita toistolaskuihin satunnaisesti sen
jalkeen, kun ensimmaiset tulokset on jo luettu. Ongelmatapauksia pitaisi ottaa
mukaan vain sen verran kuin niité tulee satunnaisessa valinnassa vastaan.

Henkilbkohtaiset erot korostuvat, kun kohdepesakkeiden tunnistus edellyttaa
valintaa ulkonadn (muoto, vari, koko) perusteella muiden pesékkeiden
muodostamasta taustasta. Tdman vuoksi epavarmuuden arvo riippuu paitsi
henkilosta myds menetelmasta ja mahdollisesti ndytetyypista. Laskentatuloksen
toistettavuus ja sen uusittavuus ovat merkityksellisia tunnuslukuja: toistettavuus
pitdd mahdollisesti ottaa huomioon sisdisessa laadunvarmistustydssa ja
uusittavuutta tarvitaan muodostettaessa yhdistettya mittausepavarmuutta
komponenttiperiaatteella.

Laboratorion sisaista uusittavuutta voidaan tutkia luettamalla samat maljat
useilla tai kaikilla laboratorion henkilékuntaan kuuluvilla. Kaikki henkildiden valiset
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systemaattiset erot siséltyvat epavarmuusestimaattiin kuin ne olisivat satunnaista
vaihtelua.

Yhteenlaskettu pesédkemaara on tarpeen, kun lasketaan testitulosta maljasarjan
havaintojen perusteella. Toistaiseksi suositellaan kaytettavaksi samaa arvoa
yhden pesakeluvun ja pesakelukujen summan lukemisen suhteellisena
epavarmuutena.

3.1.4.2 MPN-menetelméat

MPN-menetelmissa positiivisten tulosten lukeminen on yleensa toistettavampaa
kuin pesakkeiden laskeminen. Toisaalta hyvin véahaistenkin lukemaerojen
vaikutukset suurentuvat MPN-arvoissa.

Laboratorion sisaista tulosten luvun uusittavuutta MPN-menetelmilla voidaan
tutkia paivittaisen rutiinin yhteydessa antamalla eri henkildiden lukea samojen
sarjojen tulokset. Varsinaisesti lukemisen epavarmuuden vaikutus nakyy MPN-
tuloksissa. Epavarmuuslaskut tehddan MPN-arvoilla.

Esimerkki 5. Taulukossa 3 on esitetty koliformim&aarityksen yhdistetty
mittausepéavarmuus viidelle MPN-luvulle, joka on arvioitu 51-kuoppaisella Quanti-
Tray MPN:lI&. MPN-luvun 95 % luotettavuuden liséksi laskuissa on huomioitu
lukemaepéavarmuus 11,64 % ja 100 ml:n tilavuusmittauksen epavarmuus 1,0 %.

Taulukko 3. Koliformisten bakteerien MPN-tulosten yhdistetty epavarmuus.

MPN- 95 % 95 % jakau jakauma lukema tilavuus- nelio- yhdistetty | yhdis-
luku luotetta- luotet- ma- -epa- epa- epa- summa MU tetty
vuus tavuu epa- varmuus varmuus varmuus nelio- MU %
alaraja syla- var- % summan
raja muus neli6juuri
1 0,3 5,6 0,747 74,7 0,1164 0,01 0,571 0,756 75,6
10 53 18,8 0,323 32,3 0,1164 0,01 0,118 0,343 34,3
50 354 72,5 0,183 18,3 0,1164 0,01 0,047 0,217 21,7
100 73,1 146 0,176 17,6 0,1164 0,01 0,045 0,212 21,2
200 135,8 387,6 0,268 26,8 0,1164 0,01 0,085 0,292 29,2

3.2 Luontainen vaihtelu

3.21 Pesdkemaaran suhteellinen jakaumaepavarmuus

Luontainen vaihtelu riippuu keskimaaraisesta hiukkasten tai pesékkeiden
lukumaarasta viljeltya koeannosta kohti. Paatesuspensioiden voi katsoa olevan
niin hyvin sekoittuneita, etta niista otettujen koeannosten hiukkasmaarat
noudattavat Poisson -jakaumaa.

Kun samasta paatesuspensiosta otetaan useita koeannoksia,
bakteeripitoisuuden arvio lasketaan jakamalla kaikkien pesékemaérien summa
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koeannosten tilavuuksien summalla. Luontainen vaihtelu on kdéntaen
verrannollinen pesakkeiden summaan. Suhteellinen varianssi lasketaan kaavasta

U o1 = —1
re ]
Xng

missa Y nci on havaittu pesakkeiden kokonaismaara.

3.2.2 MPN-estimaattien luontainen vaihtelu

Tavalliset MPN-taulukot eivat anna suoraan MPN-arvojen epavarmuutta vaan
95 % luottamusvalin yla- ja alarajat. Niista voi laskea epavarmuuden. Suhteellinen
standardiepavarmuus on

InT; — InT, lgT, — lgT,
vl T 0 93gpex2L_90
Udrel 3,92 3026 3,92

missa
To = 95 % luottamusvalin alaraja
T1 = 95 % luottamusvalin ylaraja.

Suhteellinen varianssi saadaan korottamalla uq,rel toiseen potenssiin.
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4 Asumisterveysmenetelmien
mittausepavarmuuden arviointi

4.1 Asumisterveysmikrobiologian menetelmat

Asumisterveysasetuksen soveltamisohjeen 8 mukaan toimenpideraja ylittyy, jos
asetuksessa tarkoitettujen altisteiden kuten mikrobien numeeriset arvot ylittyvat
mittausepavarmuus huomioon ottaen. Laboratorion on siksi oltava valmis
esittamaan asiakkaalleen selvitys analyysitulokseen liittyvasta epavarmuudesta.
Mittausepavarmuus tulee antaa numeerisena silloin, kun se on mahdollista ja
sanallisena selvityksena silloin, kun numeerisen epavarmuuden maarittdminen ei
ole mahdollista.

Laimennussarjamenetelman tulosten tulkinnassa on otettava huomioon
menetelman tekninen mittausepévarmuus mutta myés muut tuloksen
luotettavuuteen vaikuttavat tekijat.® Laboratorio-oppaan ° mukaan laboratorio voi
maadritelld itse, ilmoittaako se ainoastaan teknisen epavarmuuden vai sisallyttaako
se epavarmuusarvioonsa myos hiukkastilastollisen epavarmuuden.

Asumisterveysasetuksen ja sen soveltamisohjeen ilmestymisen jalkeen ovat
astuneet voimaan vesimikrobiologian mittausepévarmuutta kasitteleva standardi
SFS-1SO 29201:20174 ja vastaava elintarvikemikrobiologian standardi SFS-EN
ISO 19036:20193.

Laboratorioissa yleisesti kaytdssa olevan laimennussarjamenetelman tuloksen
teknisen mittausepavarmuuden arvioinnin l&hestymistavaksi on valittu ns.
komponenttiperiaate. Sen kuvaamisessa on sovellettu vesimikrobiologian
standardin SFS-1SO 29201:2017 menettelyjd, symboleja ja laskukaavoja seka
kaytetty luonnollisia aineistoja. Yhta hyvin voidaan soveltaa
elintarvikemikrobiologian standardin SFS-EN 1SO 19036:2019 menettelya ja
Ruokaviraston laskuria®, joita on kuvattu kohdassa 3. Tallgin arvioidaan sisainen
uusittavuus. Ajatuksena on arvioida, missa rajoissa laboratorion tulos olisi
saattanut vaihdella, jos sen olisikin tuottanut toinen henkil6 mahdollisesti eri
vdlineita ja kasvualustaeria tai eri viljelyolosuhteita kayttden. Saatu epavarmuus ei
siis liity itse analyysitulokseen, vaan sen arvioidaan edustavan yleista vaihtelua,
joka on mahdollista kaytettdessa ko. menetelmaa. Menettelyn kayttd edellyttéa
hyvaa nakemysta merkityksellisisté tulokseen vaikuttavista tekijoista seka
suunnitelmaa niiden uskottavaksi vaihtelemiseksi. Suoraviljelyn,
suoramikroskopoinnin ja Andersen-ilmanaytteen tulosten tekninen epavarmuus on

8 Valvira (2016) Asumisterveysasetuksen soveltamisohje. Valviran ohje 8/2016, osa IV,

2016.
https://www.valvira.fi/documents/14444/261239/Asumisterveysasetuksen+soveltamisohje
+osa+l|V.pdf/cdfaaa39-d2e5-4bd6-b9e9-6d9c0f60bff6

Pessi, A-M. ja Jalkanen, K. (2018) Laboratorio-opas. Mikrobiologisten asumisterveys-
tutkimusten naytteenotto ja analyysimenetelmat. Suomen Ympéristo- ja Terveysalan
kustannus Oy. ISBN 978-952-9637-61-4. 76 sivua.
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esitetty pesake- tai hiukkaslaskennan epavarmuutena. Teknisten
epavarmuuskomponenttien arviot saadaan koostettua laboratorion siséisen
laadunvarmistuksen toistettavuus- ja uusittavuustesteista.

Asumisterveysasetuksen soveltamisohjeessa ja Laboratorio-oppaassa on
kuvattu rakennusmateriaalindytteesta otettavan osanaytteen valintaperiaatteet ja
osanaytteen kasittely. Osanaytteiden valista vaihtelua eli matriisivaikutusta ko.
testimateriaalin tulokseen voidaan testata SFS-ISO 29201:2017 liitteessa H
kuvatulla testijarjestelylla tai kayttden Ruokaviraston sivuilta [6ytyvaa, standardiin
SFS-EN ISO 19036:2019 perustuvaa laskuria®. Kohdassa 3.2.3. on kasitelty
elintarvikematriisien aiheuttamaa epavarmuutta testaustulokseen. Tassa
oppaassa on asumisterveysmikrobiologian osalta paadytty siihen, etta
matriisiepavarmuutta ei ainakaan rutiininomaisesti oteta huomioon yhdistetyn
mittausepavarmuuden laskemisessa.

Varsinaisen analyysituloksen epdvarmuuslaskelmien liséksi laboratorion tulee
arvioida ja kuvata suorittamaansa naytteenottoon, ndytteen kuljettamiseen ja
sailyttdmiseen seka osanaytteenottoon vaikuttavat epévarmuustekijat.
Laboratorion tulee siséisesti ohjeistaa hyvaksyttavat menettelyt ja seurata niiden
oikeellisuutta esim. tavoilla, joita on kuvattu mm. Laboratorio-oppaassa.

41.1 Laimennussarja- ja suoraviljelymenetelmat

Laimennussarjamenetelmassa punnittu osanayte ja siihen lisatty laimennusliuos
kasitellaan ultradanihauteessa ja ravistelijassa. Naytesuspensiosta
(=lahtdsuspensio) valmistetaan laimennussarja/rinnakkaiset laimennussarijat,
jonka eri laimennuksista viljellaan kaytetyille elatusainemaljoille 0,1 ml
mikrobisuspensiota naytteen mikrobipitoisuuden maarittdmiseksi. Kasvualustojen
pesakemaérat lasketaan inkuboinnin jalkeen.

Mittaustulokseen liittyvé tekninen vaihtelu koostuu eri analyysivaiheiden
vaihtelusta. Laimennussarjaviljelyn mittausepévarmuuden arvioinnissa
komponenttiperiaatteella arvioidaan erikseen kunkin yksittéisen teknisen
suorituksen epavarmuuden suuruus laboratorion sisdisista uusittavuustuloksista.
Epavarmuuskomponentit yhdistetaan lopuksi laboratorion yhdistetyksi tekniseksi
mittausepavarmuusarvioksi.

Laimennussarjamenetelm& koostuu yleensa seuraavista vaiheista:

e 0sandytteen otto ja kasittely,

e laimennussarjan valmistaminen,

e  siirrostus laimennussarjan valituista laimennustasoista

kasvualustamaljoille,

e  kasvualustojen inkubointi,

o pesakkeiden laskenta.
Kolmen ensimmaisen vaiheen epavarmuudet ovat lahes menetelmasta (M2,
DG18, THG) ja suorittajasta riippumattomia, mutta niihin voivat vaikuttaa erityisesti
vdlineet ja materiaalit. Viljelyolosuhteita hallitaan inkubointilampétilan ja sen
tasaisuuden seurannalla, kasvualustojen sijoittelulla ja varovaiselle kasittelylla
sekundaaripesakkeiden muodostumisen estamiseksi. Inkuboinnin aiheuttamaa
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epavarmuutta testaustulokseen ei tdssa oppaassa ole huomioitu teknisen
epavarmuuden laskemisessa. Standardissa SFS-ISO 29201:2017 on siihen ohje
(Liite M). Pesékelaskennan epavarmuus riippuu suorittajasta tai tuloksen
lukemiseen kaytetysta valineistdsta. Se on yleensa merkityksellisin teknisen
suorituksen epavarmuustekija.

Lopputuloksen mittausepavarmuutta laskettaessa tekniseen epavarmuuteen
voidaan lisaté laskettavien mikrobihiukkasten satunnainen vaihtelu suspensiossa
(kaytetdadn myos nimityksia luontainen vaihtelu, hiukkastilastollinen hajonta,
jakaumaepavarmuus).

Suoraviljelymaljojen pesdkemaarien luokittelu edellyttda kaytanndssa
pesékelaskentaa tai ainakin kehittynyttd havainnointia peséakkeiden maarasta
maljalla. Pesakkeiden laskennasta aiheutuu laboratoriokohtainen
lukemaepavarmuus kuten laimennussarjamenetelmassa. Pesékelaskennan
toistotarkkuus voidaan esittaa joko pesakkeiden lukemisepévarmuutena tai
arvioimalla tulosten suhteellisen luokittelun toistotarkkuutta eri suorittajien valilla.
Epé&varmuusarviot toteutetaan menetelmékohtaisesti (M2, DG18, THG).
Tarkasteltavia kasvualustoja pitéaé olla ainakin niistd rakennusmateriaaleista, joita
laboratorio tyypillisesti tutkii. Laimennusviljelyssa, toisin kuin suoraviljelyssé,
mikrobipitoisuus pyritdén laimentamalla saattamaan pesédkelaskennan kannalta
optimaaliseksi, joten sen pesdkelaskennan tuloksia ei voi hyédyntaa.

Suoraviljelyn osanaytteen (0,5 ml) annosteluun liittyy epavarmuutta.
Huomioiden koko menetelman "suhteellisuus”, se voidaan kuitenkin
epavarmuuslaskemissa jattda huomioimatta.

41.2 Sienten ja aktinomykeettien tunnistus

Sienten ja aktinomykeettien tunnistamistulosta laimennus- tai
suoraviljelytekniikalla méaaritetyistd mikrobeista kaytetaéan tietyissa tapauksissa
analyysituloksen tulkinnassa, joten tunnistusmenetelman epavarmuus on
arvioitava. Kvalitatiiviselle tulokselle ei varsinaista mittausepavarmuusarvoa
kvantitatiivisen menetelmén tavoin voida numeerisesti laskea. Tunnistuksen
epavarmuutta kuvaamaan voidaan kayttaa laboratorion virhetunnistuksen
todennakdisyytta ja siten riskia tuloksen virheelliseen tulkintaan.
Epévarmuusarviointiin siséllytetaén laboratorion arviot siité, millaisia
epavarmuuslahteitd tunnistukseen liittyy.

4.1.3 Suoramikroskopointi

Suoramikroskopoinnin tulos on mikroskopoijan kuvaus mikroskooppipreparaatista
laskettujen sienirihmojen, sieni-itididen, itibaggregaattien ja muiden
sienirakenteiden esiintymisesta.®

Suoramikroskopoinnin epavarmuutta hallitaan ohjeistamalla yksityiskohtaisesti
mikroskooppipreparaatin teko, mikroskopoinnin suorittaminen ja tuloksen tulkinta.
Laskentatuloksen epavarmuutta voidaan arvioida tarkasteluttamalla samoja
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luonnollisista naytteista valmistettuja preparaatteja toistamiseen tai useammalla
henkildlla. Tallaisista laadunvarmistuksista saadaan henkildn tai henkildiden
laskemistulosten hajonta-arvoja vastaavalla tavalla kuin viljelymenetelmien
pesékelaskennasta.

4.1.4 Andersen-ilmanayte

Akkreditoinnin nékékulmasta Andersen-kerdimella otetun ilmanaytteen tulokseen
liittyva epavarmuus pitaa arvioida, vaikka tulos ei yksin johdakaan toimenpiteisiin.

Ilman mikrobipitoisuuden maarittdminen Andersen-kerdaimella on MPN-
systeemi, jossa yksi koeannos tutkittavaa ilmaa jakaantuu kuudelle
kasvualustamaljalle keraysvaiheissa 1-6. Tuloksen epavarmuuteen vaikuttavat
tekniset tekijat kuten laboratorio- ja menetelmakohtainen pesékelaskennan
epavarmuus eri kasvualustoilla ja Andersen-keréimeen liitettyjen pumppujen
ilmavirtauksen oikeellisuus.

4.2 Teknisen epavarmuuden arviointi

Mittaustuloksen tekninen epavarmuus arvioidaan luonnollisten naytteiden
analysointiolosuhteissa ja tavanomaisilla valineilla. Nain on helpompi tunnistaa eri
epavarmuuskomponentit ja maéarittda niiden todellinen vaikutus yhdistettyyn
tekniseen epavarmuuteen.

Yksittéaisten epdvarmuuteen vaikuttavien teknisten tekijéiden suuruudet
arvioidaan erikseen ja ne yhdistetddn matemaattisesti. Laskennallisesti se
tarkoittaa nelijuuren ottamista summasta, jonka termit ovat toiseen potenssiin
korotettuja epavarmuustekijdiden arvoja. Yksittéisen tekijan epavarmuuden
suuruus voi jatkotoimenpiteena johtaa sen roolin painottumiseen
epavarmuusseurannassa ja laadunvarmistuksessa tai siitd voidaan luopua
merkityksettdman pienena.

421 Laimennussarjamenetelméan tekninen epavarmuus

Esimerkki 6. Rakennusmateriaalindytteen sieni-, bakteeri- ja
aktinomykeettipitoisuus maaritetdan seuraavasti:
1) 1 gramman osanayte punnitaan ja siihen lisataéan 9 millilitraa
laimennusliuosta (101).
2) Lahtdsuspension (homogenaatin) valmistamisessa voidaan kayttaa myos
muita suhteita esim. laimennusliuosta imevilla eristevillanaytteilla 1 g +
99 ml tai 2 g + 198 ml. Epavarmuusarvot maaritetaan kaytetyille
tilavuuksille.
3) Jatkolaimennokset ovat 0,5 ml + 4,5 ml.
a. Pintanadyte otetaan nesteeseen (=lahtdsuspensio), josta
jatkolaimennukset tehdaan yleensa 1 ml + 9 ml.
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4) Kasvualustoille siirrostetaan lahtdsuspensiosta ja kustakin
laimennustasosta 0,1 ml.
5) Laskettavia pesakkeitd muodostuu rinnakkaisilla kasvualustoilla
laimennustasoilla 10 ja 104
Epévarmuuskomponenttien arvot on jatkossa kasitelty suhteellisten
standardiepavarmuuksien (ure) nelivarvoina uZ eli suhteellisina variansseina
laskutoimitusten yksinkertaistamiseksi.
Mikali lahtosuspensiosta 101 valmistetaan rinnakkaiset laimennussarijat,
huomioidaan naiden annosteltujen tilavuuksien epévarmuus
kokonaisepavarmuudessa.

4211 Osanaytteen punnituksen epédvarmuus

Esimerkki 7. Laboratorio k&ynnistaé rakennusmateriaalindytteen
laimennussarjavilielyn punnitsemalla 1 g:n osanéytteen. Osandaytteen
punnitukseen kaytetyn vaa’an kalibrointitodistuksen mukaan vaa’an kalibroinnin
laajennettu epavarmuus (k=2) 1 g:n punnituksessa on 0,00039 g.

Toistettaessa laboratoriossa 1 g:n punnituksia 10 kertaa, saatiin seuraavat
mittausparametrit:

X, keskiarvo 0,99901 g
5, standardiepavarmuus (vaa’an lukemien keskihajonta) 0,0035 g
Urel, 1 ¢ (§/%) suhteellinen standardiepavarmuus 0,0035

UZel, 1 g SUhteellinen varianssi 0,0000123

Kun 1 g:n osanaytteen punnitustuloksen epavarmuuteen lisatdan vaa’an
kalibroinnin suhteellinen standardiepdvarmuus, saadaan osanaytteen massan
yhdistetty suhteellinen epavarmuus (varianssi):

0,00039 g

2
= 122
2x1g ) 0,0000

Ul 1g = 0,00352+(

Urer1 g = 0,0035 ~ 0,4 %

Osanaytteen massan epavarmuutta kaytetaan jatkossa laimennussarjaviljelyn
ensimmaisen laimennusvaiheen epavarmuuden maaritamisessa.

Ylla oleva laskenta osoittaa, etta tdssa punnituksessa vaa’an
kalibrointiepavarmuus oli merkityksettdman pieni. Jos vaa“an kalibroinnin
seurantatulokset osoittavat, etta vaa’an tarkkuus (mukaan lukien vaa’an rydminta
viritysten valilla) ei oleellisesti muutu, voidaan jatkossa osanaytteen punnituksen
epavarmuutena kayttaa punnitustulosten hajontaa.
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4212 Tilavuusmittausten epavarmuus

Rakennusmateriaali- tai pintandytteen viljelyn tilavuusmittausten
mittausepavarmuusarviot maaritetaan viljelyssa kaytettaville pipeteille ja muille
annosteluissa kaytettaville valineille yleisimpien kaytéssa olevien tilavuuksien
mukaan. Tilavuuden mittausvalineiden tarkkuudet voidaan selvittdd punnitsemalla
puhdistettua vetta ja laskemalla tavanomaisia tilastokaavoja kayttaen tulossarjojen
keskiarvot ja kokeelliset standardiepavarmuudet (keskihajonnat). Tahan tarvitaan
vahintaan 20 mittauksen sarja. Aseptisen tydskentelyn simuloimiseksi kutakin
yksittdista mittausta varten on vaihdettava uusi pipetti tai karki.

Analysoimalla kahden tai useamman henkilén tilavuuksien mittaustulokset
saadaan keskihajonnan arvio, jota voi kutsua laboratorion sisaiseksi
uusittavuuskeskihajonnaksi. Yhteinen epavarmuusarvio sisaltdéd mahdolliset
henkildiden véliset systemaattiset erot. Suhteellinen standardiepdvarmuus (u)
saadaan jakamalla mittaustulosten keskihajonta () niiden keskiarvolla (x).

Esimerkki 8. Taulukossa 4 on esimerkkeja tilavuuksien suhteellisen
standardiepavarmuuden laskemisesta. Laboratorio kdyttéda laimennussarjan
tekemiseen kahta pipettig, toista 0,5 ml siirrosten annosteluun ja toista 4,5 ml
laimennusvesierien tilavuusmittauksiin. Liséksi laboratorio kéyttaé 0,1 ml
tilavuutta pipetoidessaan laimennussarjasta kasvualustoille.
Laimennusnestemaérad 9 ml kaytetaan lahtésuspension 1 g + 9 ml
valmistamiseen. Laboratorio on kerédnnyt koko henkilésténséa tekemien
annostelijoiden kalibroinnin seurantapunnitusten (n) tiedot ja laskenut niiden avulla
tilavuuksien suhteelliset standardiepévarmuudet (u..) ja suhteelliset varianssit
(uZy). Kéytetyista vaaoista aiheutuva mittausepavarmuus on merkityksettéman
pieni.

Taulukko 4. Esimerkkeja laboratorion annostelijoiden tilavuusseurannoista ja
niiden avulla lasketut tilavuuksien suhteelliset standardiepavarmuudet ja
suhteelliset varianssit.

Valine ) P1 p7 P3 Mittalasi 1
:ﬁ?’/ﬁﬁs 9 ml 0,5 ml 4,5 ml 0,1 ml 99 ml
n 40 40 39 42 36
x 8,8891 048971 | 447175 | 0,0996 | 98,44081
5 0,07911 | 000443 | 0,01653 | 0,00056 | 0,45211
u(5/%) | 0,00890 | 0,00905 | 000370 | 0,00562 | 0,00459
u?, | 0,0000792 | 0,0000819 | 0,0000137 | 0,0000316 | 0,0000211
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4213 Koeannosten tilavuuksien summan suhteellinen epavarmuus

Oletetaan, etté laimennussarjaviljelyn tulos perustuu pesakelukumadariin no
maljasta paatelaimennusta ja n; maljasta toista laimennusta, joka on saatu
laimentamalla paatelaimennus vield f-kertaisesti. Paatesuspension tilavuutena
ilmaistu koeannosten yhteenlaskettu tilavuus on

1
ZV=noVo+}_c n Vi

missa
n, = paatesuspensiosta viljeltyjen rinnakkaismaljojen maara
V, = mitattujen siirrosten tilavuus
f = laimennuskerroin
n, = toisesta laimennuksesta viljeltyjen rinnakkaismaljojen maara
V, = toisesta laimennuksesta mitattujen siirrosten tilavuus.

Tyypillisesti rinnakkaisten maarét ja siirrostilavuudet ovat samat molemmissa
laimennuksissa, joten no = n1 = n and Vo = V1 = V. Silloin yhtalo siirrostilavuuksien
summan suhteellisen varianssi laskemiseksi on

2 _ 1 ul?el,V 2 1 2
urel,EV - (f + 1)2 n (f + ) + urel,f

missa
f = laimennuskerroin
n = laimennuksen rinnakkaismaljojen lukumaara
V = siirroksen tilavuus maljaa kohti
urey = siirrostilavuuden suhteellinen standardiepévarmuus
Urers = laimennuskertoimen suhteellinen standardiepavarmuus.

Toisen laimennuksen 10-3:sta 10:44n aiheuttama lis& tilavuussumman
mittausepévarmuuteen on kaytanndssa merkitykseton, kun laimennusten vélinen
laimennuskerroin f=1. Aivan tyydyttava siirrostilavuuksien suhteellisen
epavarmuuden arvio saadaan pelkastaan ensimmaisen laimennuksen perusteella:

2
2 _ urel,V
urelZV - 2

Esimerkki 9. Laimennussarjan laimennuksista 10- ja 10 viljeltiin kaksi
rinnakkaismaljaa 0,1 ml siirroksin.

Kaytetaan siirrostilavuuksien summan epavarmuuden arvioimiseksi likimaaraista
ratkaisua hyodyntéen taulukon 4 tietoja 0,1 ml:n tilavuuden epéavarmuudelle:
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2 _ Uy _ Ulel 01 mi _0,0000316
urel,ZV - 2 - 2 - 2

= 0,0000158

jolloin siirrostilavuuden suhteelliseksi standardiepavarmuudeksi saadaan:

Urerzy = 0,003975 eli 0,4 %

4214 Laimennuskertoimen suhteellinen epdvarmuus

Rakennusmateriaalin laimennussarjavilielyn laimennuskerroin koostuu useista
perakkaisista portaista

F=ff. fe

Jokaisen vaiheen suhteellinen varianssi arvioidaan laskemalla

Vo \2
2 — 2 2
urel,f - (Va + Vb) (urel,a + urel.b)

missa
Va = mikrobisuspensiosta siirretty tilavuus (ml)
Vp, = laimennusliuoksen tilavuus (ml)
Urel,a = Siirretyn tilavuuden suhteellinen standardiepdvarmuus
Urel,p = laimennusnesteannoksen tilavuuden suhteellinen standardiepdvarmuus.

Koko viljelysarjan laimennuskertoimen suhteellinen varianssi on yksittaisten
suhteellisten varianssien summa

2 — 2 2 2
urel,F - urel,f1 + urel,fz + .+ urel,fk

Esimerkki 10. Rakennusmateriaalindytteen ensimmaisté laimennusta (1 g + 9 ml)
eli lahtdsuspensiota laimennettiin edelleen useissa vaiheissa kayttaen tilavuuksia
0,5 ml + 4,5 ml. Sopivat pesakemaaréat laskettiin laimennuksista 10- ja 104,
Ensimmainen laimennus, jossa oli laskettava maara pesakkeita (10-3), kasitettiin
paatesuspensioksi.

Laboratorion laadunvarmistustulosten ja annostelijan valmistajan antamien
tietojen perusteella tilavuusmittausten suhteelliset epavarmuudet saadaan
taulukosta 4.

Ensimmaisen laimennusvaiheen (1 g + 9 ml) suhteelliseksi epavarmuudeksi
saadaan

9ml 2

2 — =
Wy = (9 — 1ml) (0,0000122 + 0,0000792) = 0,0000740
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T&ssa punnitun naytem&aran tilavuus (Va) oli = 1g/1gcm= =1 cm< = 1 ml,
laimennusnesteannoksen tilavuus (Vp) oli 9 ml, punnitun ndytemaaran tilavuuden
suhteellisen epavarmuuden neli6 eli g:n suhteellinen varianssi (Urel,s) oli 0,0000122
ja laimennusnesteannoksen tilavuuden suhteellisen epavarmuuden nelio eli
suhteellinen varianssi (Urei5) oli 0,0000792.

My®&s muiden (0,5 ml + 4,5 ml) laimennusvaiheiden suhteelliset epavarmuudet
laskettiin. Kaikki laimennusvaiheet f2, 5 ja f4 olivat samanlaisia.

2 —( 4,5 ml )2 (0,0000819 + 0,0000137) = 0,0000774
tetf “\asmi+05ml) ’ -

Koko laimennussarjan laimennuskertoimen suhteellinen varianssi yhdistamalla
ensimmaisen laimennuksen ja sitéd seuraavien kolmen laimennuksen varianssit.

urzely,,- = 0,0000740 + 0,0000774 + 0,0000774 + 0,0000774 = 0,000306

Laimennuskertoimen suhteellinen standardiepavarmuus saadaan laskemalla
yhdistetyn varianssin nelidjuuri:

Uper r = 4/0,000306 = 0,01749 ~ 1,7 %

Laimennuskertoimelle laskettua mittausepavarmuutta voidaan kayttaa seka
homeiden, hiivojen, bakteerien etté aktinomykeettitulosten
epavarmuuslaskennoissa, mikéli sarja on suoritettu yhtenevaisesti.

4.2.1.5 Pesakelaskennan epavarmuus

Laimennussarjamenetelman eri kasvualustojen pesakkeiden laskemiseen liittyva
epavarmuus on merkittavampi kuin naytetilavuuden mittausepavarmuus. Eri
henkildiden suorittamat toistetut pesékelaskennat sopivat yleensd huonommin
yhteen kuin henkilén oman laskennan toistaminen. Laskentatulokseen saattaa siis
liitty& laboratorion siséista epavarmuutta.

Laboratorion sisdista pesakelaskennan toistettavuutta ja uusittavuutta
arvioidaan luettamalla samat kasvualustat joko yhdella henkil6lla toistamiseen tai
kaikilla pesakelaskennan patevyyden omaavilla. Naytteiden on hyva olla sellaisia,
joita laboratorio tyypillisesti tutkii ja maljoja pitaisi valita toistolaskuihin
satunnaisesti. Ongelmallisia kasvualustoja pitéisi ottaa mukaan vain sen verran,
kuin niité arjen tydskentelyssa tulee vastaan. Referenssimateriaalit tai
patevyyskokeen naytteet eivat ilman naytematriisia vastaa todellisia naytteita,
joten niiden viljelyiden kasvualustat eivat sovellu pesékelaskennan epavarmuuden
arviointiin.

Pesakelaskennan toistettavuus arvioidaan rakennusmateriaali- ja
pintanaytteiden osalta erikseen, koska edellisessé naytemateriaali vaikuttaa
pesékelaskentatarkkuuteen jalkimmaista enemman.
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Esimerkki 11. Sienten, aktinomykeettien ja bakteerien pesakelaskennan
suhteellinen standardiepavarmuus (ure, ) maaritettiin laboratoriokohtaisena
lukemaepéavarmuutena (SFS-ISO 29201:2017, Liite L). Pesakelaskentaan
patevoitetyt henkil6t laskivat toistensa kanssa neuvottelematta satunnaisesti
valittujen naytteiden pesdkemaarat M2, DG18 ja THG-maljoilta. THG maljoilta
suoritettiin erikseen aktinomykeettien ja muiden bakteerien pesakelaskennat.

Kunkin maljan lukemisen suhteellisista standardiepévarmuuksista u,¢ 1; laskettiin
varianssien eli u%e;. summan keskiarvo. Se on laboratorion sisdisen
laskentatulosten uusittavuuden (tai toistettavuuden) suhteellisen varianssin arvo.
Tata arvoa kaytetaan jatkossa yhdistetyn teknisen epavarmuuden laskemisessa.
Kun menetelmakohtaisesta suhteellisesta varianssiarvosta otetaan nelidjuuri,
saadaan ilmaistua laboratorion ko. menetelman pesakelaskennan suhteellinen
standardiepavarmuus (urei,) ko. menetelmalla ja henkil6illa. Taulukossa 5 on
yhteenveto saaduista tuloksista eri kasvualustoilla.

Taulukko 5. Esimerkki pesakelaskennan lukemaepévarmuuksista eri
kasvualustoilla.

Kasvualusta Urel, L Urel, L

M2 0,2891 (28,9 %) 0,083579
DG18 0,1842 (18,4 %) 0,033930
THG bakteerit * 0,1325 (13,3 %) 0,017556
THG aktinomykeetit *) 0,0441 (4,4 %) 0,001945

* Andersen-keraimen kasvualustat

Henkilbkohtaisen/laboratoriokohtaisen pesakelaskennan lukemaepavarmuuksien
seuranta sisaltyy laboratorion sisdisiin laadunvarmistuksiin ja perehdytyksiin.

4216 Laimennussarjaviljelyn tuloksen yhdistetty tekninen epévarmuus

Komponenttiperiaatetta noudatettaessa tekninen (operatiivinen) epavarmuus
saadaan vaikuttavien epavarmuustekijdiden suhteellisten varianssien summasta
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2 — 2,2 2 2 2 2
Uo,rel = UrelM + UrelF + urelZV + Urel L + Urel

missa
Urelv = OSanaytteiden valisesta vaihtelusta aiheutuva matriisiepdvarmuus
Urel,r = laimennusepavarmuus
Urelzv = Siirrostilavuuden (koeannosten) epévarmuus
UrelL = pesakelaskennan epavarmuus
Urel; = inkuboinnin epavarmuus.

Esimerkki 12. Laboratorio oli maaritellyt rakennusmateriaalindytteen
laimennussarjaviljelyn tulosten mittausepavarmuuden arviointimenettelyksi ns.
komponenttiperiaatteen. Merkittdvimmin tulokseen vaikuttaviksi tekijoiksi oli
tunnistettu viljelytilavuuksiin ja pesékelaskentaan liittyvat epavarmuudet. Teknisen
epavarmuuden laskelmiin ei ole siséllytetty osanaytteiden valista vaihtelua eika
inkuboinnin epavarmuutta.

Laboratorion laadunvarmistuksistaan saamat M2 laimennussarjaviljelyn
teknisen suorituksen epavarmuustekijéiden arvot ja niisté yhteenlaskettu tekninen
epavarmuus suhteellisina variansseina ilmaistuna olivat:

e Laimennusepavarmuus Urelr = 0,01749 (ks. 4.2.1.4)

e Siirtotilavuuden epavarmuus urel,v = 0,003975 (ks. 4.2.1.3)
e Pesédkelaskennan epavarmuus UL = 0,2891 (ks. 4.2.1.5)
e  Yhdistetty epdvarmuus

uf)_rel = 0,01749% + 0,0039752 + 0,2891% = 0,08390

Uy rel = 4/0,0839005 = 0,28966 ~ 29 %

Kolmen teknisen suorituksen osatekijan yhdistetty suhteellinen
standardiepavarmuus oli siis 29 %.

Taulukon 4 yhteenvedosta ndhdaén hyvin, etta tilavuusmittausten
(laimennuskerroin ja koeannosten siirrostilavuus) vaikutus
kokonaisepavarmuuteen on tassé esimerkissa olematon. liman néité kahta
komponenttia tekniseksi epévarmuudeksi olisi jaényt pesakelaskennan
epavarmuus 0,2891 eli 29 %. Tassa esimerkin tapauksessa olisi siis voinut jattaa
huomioon ottamatta tilavuusmittauksiin liittyvat epavarmuudet. Pipettien
kalibrointien ja tarkistusten perusteella seurataan tilavuusmittauksiin liittyvaa
epavarmuutta ja tarvetta arvioida sita uudestaan.

4.2.2 Suoraviljelymenetelman tekninen epavarmuus
Rakennusmateriaalissa voidaan katsoa esiintyvan mikrobikasvustoa, kun

suoraviljelyssé havaitaan sieni- tai aktinomykeettipeséakkeitéa suhteellisella
asteikolla +++/++++.
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Esimerkki 13. Henkild A on viljellyt suoraviljelytekniikalla 10 erityyppisesta
rakennusmateriaalindytteesta 3 rinnakkaismaljaa M2-elatusainemaljalle.
Kasvatuksen jalkeen han arvioi suhteellisella asteikolla kullakin maljalla esiintyvan
kasvun maaran. Henkild B toistaa arvion (henkild A voi myds toistaa oman
arvionsa).

Taulukko 6. Rinnakkaisten suoraviljelymaljojen suhteellisten pesakemaarien
toistettua luokittelua.

Malja | Henkild6 | Tulos 1 | Tulos 2 | Tulos 3

1 A + + +
1 B ++ ++ ++
2 A + + +
2 B ++ ++ ++
3 A ++ + +
3 B ++ + +
4 A ++ ++ +++
4 B ++ ++ ++
5 A ++ +++ +++
5 B ++ ++ +++
6 A ++++ ++++ ++++
6 B ++++ ++++ ++++
7 A ++ ++ ++
7 B ++ + +
8 A ++ ++ +
8 B ++ ++ ++
9 A + + +
9 B + + +
10 A - + +
10 B - + -

- = ei mikrobeja

+ = 1-19 pesaketta (niukasti mikrobeja)

++ = 20-49 pesaketta (kohtalaisesti mikrobeja)

+++ =50-199 peséaketta (runsaasti mikrobeja)
++++ = > 200 peséaketta (erittéin runsaasti mikrobeja).
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Tuloksen tulkinnan riskin kannalta merkittavia luokitteluja ovat ne naytteet, joissa
tulkinta eroaa mikrobien kohtalaisen tai runsaan esiintyvyyden valilla. Esimerkissa
yksittaisten kasvualustojen tulosten tulkinta ei ollut kahden henkilon valilla
yhtenevéinen kahden maljan osalta. Henkild A arvioi naytteiden 4 ja 5 yhdella
rinnakkaismaljan pesédkemaéaran sellaiseksi, etta tulosten perusteella
rakennusmateriaalissa olisi runsaasti mikrobeja. Henkil6 B tulkitsi ko. maljat
mikrobim&araltdan kohtalaisiksi.

Epéayhtenevaisen tuloksen tulkinnan riski oli
% X 100 % = 6,7 % , jonka voidaan katsoa olevan pesakkeiden havainnointiin

liittyva laboratorion teknisen epavarmuus.

Mikéli laboratorio laskee suoraviljelymaljojen pesékkeet, se voi arvioida
pesakelaskennan lukemaepavarmuutta menetelman teknisené epavarmuutena
kuten on kuvattu laimennussarjamenetelman yhteydessa.

4.2.3 Andersen-kerdimen ilmandaytteen tekninen epdvarmuus

Pesékelaskennan epdvarmuus laboratoriokohtaisena lukemaepéavarmuutena
arvioidaan Andersen-keraimen maljoilta, kuten on esitetty rakennusmateriaalin
laimennussarjamenetelméan yhteydessa. Koska lopullisen tuloksen laskeminen
perustuu kerdimen vaiheiden 3-6 taulukkokorjattuihin peséakelukuihin,
epavarmuuslaskuissa kaytetaan naita peséakelukuja. Peséakelaskennan
epavarmuus madaritetaén todellisilla naytteillda eika ole tarvetta toteuttaa erillisia
koejarjestelyja.

Andersen-kerdimen ilmavirtauksen suuruus (28,3 I/min) vaikuttaa suoraan
analyysitulokseen. liman tilavuusvirta kerdimessa kalibroidaan tai tarkistetaan
mittarilla, joka puolestaan on kalibroitu niin, etta tulosten metrologinen jaljitettéavyys
Sl-mittausjarjestelméaan toteutuu. Pumpun ilmavirran tarkistuksessa mahdollisesti
havaittu keskimaarainen virhe virtauksessa korjataan pumpun saadoilla tai se
huomioidaan lopullisen testaustuloksen laskemisessa.

Iimanaytteen tuloksen tekniseksi epavarmuudeksi jaa siis ainoastaan
pesakelaskennasta aiheutuva epavarmuus.

4.3 Sieni- ja aktinomykeettitunnistuksen epavarmuus

Mikrobipesékkeiden tunnistukseen liittyvaa epavarmuutta voidaan arvioida
laskemalla tunnistustuloksista virheellisten tunnistusten osuus. Myds oman
tunnistuksen toistotarkkuus tai useamman henkilon valisten tunnistustulosten
yhtenevaisyys kertoo tunnistukseen liittyvasta epavarmuudesta.

Laboratorion testikannoilla suoritetuista tunnistuksen laadunvarmistustuloksista
ja osaamisen monitorointituloksista saadaan kerattya tietoa tunnistukseen
liittyvasta laboratoriokohtaisesta epdvarmuudesta. Liséksi laboratorion pitéa
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hyddyntaa ulkoisten patevyyskokeiden tuloksia, mikali niissa esiintyy sienia, jotka
kuuluvat laboratorion tunnistamien sienten valikoimaan.

Esimerkki 14. Laboratorio on kerannyt yhteen henkildiden A ja B suorittamia
sieni- ja aktinomykeettikantojen tunnistustuloksia. Kumpikin henkild suoritti 162
tunnistusta eli tunnistusten kokonaismaara oli 324 tunnistusta. Henkild A tunnisti
virheellisesti 7 mikrobikantaa, henkilé B puolestaan 5 kantaa.

Henkilon A todennékdisyys saada hometunnistuksesta vaara tulos on
7
— %100 % = 4,3 %.
162

Henkildn B tunnistaessa vastaavat sienet, hanen todennakdisyytensa saada
virheellinen tunnistustulos oli 3,1 %.

Laboratoriokohtainen virheellisen tunnistuksen todennékéisyys on
* 100 % = 3,7 %.

162+162

4.4  Suoramikroskopoinnin epavarmuus

Suoramikroskopoinnin teknisen epédvarmuuden arvioinnissa voidaan kayttaa
standardissa SFS-EN ISO 29201:2017 liitteessa L3 annettua esimerkkié
korvaamalla pesékeluvut sienikasvustoon viittaavilla mikroskooppisten havaintojen
maaralla.

Esimerkki 15. Laboratorion kaksi henkil6a on tutkinut toistamiseen
rakennusmateriaalindytteiden suoramikroskopointipreparaatteja ja merkinnyt
muistiin tekemiensd mikrobikasvustoon viittaavien havaintojen maaréat (Al, A2, B1
ja B2) kuten sienirihmojen, -itididen, itibaggregaattien tai muiden sienirakenteiden
esiintyminen. Preparaatteja oli valmistettu ja analyysin toistotarkkuutta arvioitu
pitkalla aikavalilla erilaisista rakennusmateriaaleista, joita laboratorio tyypillisesti
tutkii. Jotta eri henkildiden tuloksia voitiin suoraan verrata, tarkastelivat he sovitusti
preparaatista 70 nakodkenttaa.

Havainnoista laskettiin laboratorion suoramikroskopoinnin tekninen epavarmuus
hiukkaslaskennan tulosten suhteellisena epavarmuutena.
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Taulukko 7. Suoramikroskooppipreparaattien toistetun hiukkaslaskennan tuloksia.

Al B1 A2 B2 ka s Uj ui2

1 1 1 1 1,0 | 0,000 0,0000 0

10 12 11 12 | 11,3 | 0,957 0,0851 0,0072428

13 13 15 14 | 13,8 | 0,957 0,0696 0,0048485

2 2 2 2 2,0 | 0,000 0,0000 0

22 25 25 24 | 24,0 | 1,414 0,0589 0,0034722

23 26 27 26 | 25,5 | 1,732 0,0679 0,0046136

26 23 24 25 | 24,5 | 1,291 0,0527 0,0027766

26 26 28 29 | 27,3 | 1,500 0,0550 0,00303

31 28 27 31 | 29,3 | 2,062 0,0705 0,0049675

33 26 30 28 | 29,3 | 2,986 0,1021 0,010422
36 39 41 47 | 40,8 | 4,646 0,1140 0,0129976
64 67 66 63 | 65,0 | 1,826 0,0281 0,000789

65 66 61 69 | 65,3 | 3,304 0,0506 0,0025641

61 70 65 69 | 66,3 | 4,113 0,0621 0,0038543

68 70 66 63 | 66,8 | 2,986 0,0447 0,0020012

ka=havaintojen aritmeettinen keskiarvo

s= otoskeskihajonta

ui= i:nnen mikroskooppipreparaatin havaintojen suhteellinen standardiepéavarmuus
u?= varianssi.

Esimerkissa varianssien summa on 0,0635794 ja u;?-arvojen summan keskiarvo
on 0,004239. Sen nelidjuuri 0,0651 = 6,5 % on laboratorion keskimaarainen
suoramikroskopoinnin hiukkaslaskennan epavarmuus ko. naytetyypeilla.

4.5 Luontainen vaihtelu - hiukkastilastollinen hajonta

4,5.1 Pesakelukumaara

Hiukkastilastollisella hajonnalla tarkoitetaan taydellisesti sekoitetun suspension
samankokaoisiin, virheettdmasti mitattuihin rinnakkaisnaytteisiin sattuvien
hiukkasmaarien vaihtelua.

Pesékelukumaaran luontainen vaihtelu on kdéantéen verrannollinen
pesakkeiden summaan. Suhteellinen varianssi lasketaan kaavasta
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missa Y, n.,0n maljoilta laskettujen pesakkeiden kokonaismaara.

Esimerkki 16. Laboratorio maatritti laimennussarjaviljelyn tulokseen liittyvan
pesékeluvun hiukkastilastollisen hajonnan laskemistaan rinnakkaismaljojen
pesakemadrista.

Laimennuksella 107 rinnakkaismaljojen pesakemaarat olivat 85 ja 56, yhteensa
141. Laimennuksella 10 rinnakkaismaljojen pesakemaarat olivat 6 ja 54,
yhteensa 10.

Maljoilla olevien pesékkeiden kokonaism&ara (nci) on talldin 151, jolloin
suhteelliseksi varianssiksi saadaan

Uty = L 0,00662
T T
Pesékeluvun luontaisesta hajonnasta tulokseen aiheutuva epavarmuus on
siten+/0,00662 = 0,08136 eli 8,1 %.

Laskukaavasta seuraa, etta lukuarvo pienenee pesékkeiden kokonaisméaaréan
kasvaessa eli rinnakkaismaljauksia lisdamalla.

452 Andersen-tuloksen MPN-arvo

Andersen-tulos on kooste kuuden kerdysvaiheen tuloksista.

Maéaritysmenetelm& huomioi sen todennakoisyyden, etté rei'ista voi iskeytya
kasvatusmaljalle useampi kuin yksi mikrobi, mutta etté naista kuitenkin muodostuu
vain yksi pesake laskettavaksi. Tama koskee vaiheiden 3-6 pesakemadria. Niiden
lasketut pesdkemaarat korjataan "positive hole conversion"-

menettelylla.l? Kaytettavissa on korjaustaulukko, jonka arvojen voi katsoa olevan
400 reian MPN-lukuja.® 10 Vaiheiden 1 ja 2 pesdkemaaria kasitellaan tavallisina
pesakelukuina.

Jos tulos maljoilla 3-6 sattuu olemaan pienempi kuin 20 pesaketta, korjaus on
niin pieni, etta se ei nay kokonaisluvuksi pydristetyssa tuloksessa.
Mittausepavarmuuslaskuissa on kuitenkin otettava huomioon, etté kysymyksessa
on MPN-arvo.

Andersen-tulos on siis aina summa (A), jossa yhteenlaskettavina on kaksi,
vaiheiden 1 ja 2, "tavallista" pesakelukua (C) ja nelja 400-paikkaisen yhden
laimennuksen MPN-arvoa (M):

A=Cl+CZ+M1+M2+M3+M4.

10 Andersen, A.A. (1958) New sampler for the collection, sizing and enumeration of viable
airborne particles. Journal of Bacteriology 76:471-484.
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Andersen-tuloksen eli summan A varianssi on aina
u?(4) = C; + C, + u?>(My) + u?(My) + u?(M3) + u?(M,)

Koska pesakeluvut (C) noudattavat Poisson-jakaumaa, u?(C)=C ja ne kelpaavat
tuloksen epavarmuuslaskentaan sellaisenaan. Vaiheiden 3-6 korjatuille
pesékeluvuille eli MPN-luvuille saadaan varianssit u?(M) kaavasta

n,n

2M=
u®(M) ——

missé
n = 400 eli kaikkien mahdollisten pesakkeiden kasvupaikkojen lukumaara
n+ = maljalta laskettujen peséakkeiden méaara (ilman korjausta).

Esimerkki 17. Asiakkaan Andersen-keraimellé ottamista THG- ja M2-
maljasarjoista laskettiin pesékkeet, suoritettiin tarvittavat pesakelukujen korjaukset
ja arvioitiin MPN-arvon epavarmuus. Tulosten yhteenveto on Taulukoissa 8a ja 8b.

Taulukko 8a. Andersen-keréimen THG-maljojen MPN-tuloksien varianssi, jonka
avulla saadaan laskettua standardiepavarmuus ja suhteellinen
standardiepavarmuus.

THG | n N« korj. n+ n-n+ u?
Ci 33 33 33
Ca 12 12 12
Mi [ 400 15 15 385 15,58
Mz | 400 36 38 364 39,56
Ms | 400 18 18 382 18,85
M4 | 400 3 3 397 3,02

summa 119 122,02

Taulukko 8b. Andersen-kerdimen M2-maljojen MPN-tuloksien epévarmuus

M2 | n N+ korj. n+ n-ns« u?
Ci 60 60 60
Ca 20 20 20
M1 | 400 33 34 367 35,97
Mz | 400 50 53 350 57,14
Ms | 400 36 38 364 39,56
M4 | 400 2 2 398 2,01
summa 207 214,68
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THG-esimerkissa (taulukko 8a) Andersen-tuloksen, 119 pmy/tutkittu ilmatilavuus,
varianssi on u2(4) = 122,02, josta saadaan tuloksen

standardiepavarmuus u(A4) = \/u2(4) = /122,02 = 11,05

Andersen-tuloksen hiukkastilastollinen hajonta ilmaistaan suhteellisena
standardiepavarmuutena, joka téssa tapauksessa on

_ standardiepédvarmuus u(4) _ 11,05
Ud,relt = mey - 119

=0,0929=93%

Vastaavasti M2 esimerkissa (taulukko 8b) Andersen-tuloksen (207 pmy/tutkittu
iimatilavuus) varianssi on u?(A4) = 214,68, joten sen standardiepdvarmuus on

u(A) = Juz(A) = /214,68 = 14,65

Andersen-tuloksen hiukkastilastollinen hajonta on

14,65
Ugrel = 207 0,0708=7,1%

Hiukkastilastollisen hajonnan suuruus riippuu siis kunkin maljan pesakeluvusta.

4.6 Yhdistetty ja laajennettu mittausepavarmuus

Lopullisen testaustuloksen menetelméakohtainen suhteellinen yhdistetty
mittausepavarmuus saadaan yhdistamalla analyysin suorittamiseen liittyva
tekninen epavarmuus ja pesakelukumaaraan tai MPN-arvoon liittyva

hiukkastilastollinen hajonta.
— 2 2
Ucrel = uo,rel + ud,rel
missa

Ucre) = Yhdistetty suhteellinen standardiepavarmuus

U, re; = Yhdistetty tekninen epéavarmuus (suhteellinen standardiepavarmuus)
uq re; = Suhteellinen hiukkastilastollinen hajonta (suhteellinen
standardiepavarmuus).

Laajennettu epavarmuus saadaan kertomalla yhdistetty standardiepavarmuus
kattavuuskertoimella k. Kaytettdessa kattavuuskerrointa k=2 saavutetaan noin

95 % luottamustaso.

Esimerkki 18. Esimerkissa 12 laskettu laimennussarjamenetelman (M2)
yhdistetty tekninen suhteellinen epavarmuus oli

44



Uy rel = +/0,0839005 = 0,28966
ja pesakeluvun (151 pmy) hiukkastilastollinen hajonta oli

Ugrel =4/ 0,00662 = 0,081380

joten mittauksen yhdistetty standardiepavarmuus on

Ug re1 = 4/0,0839005 + 0,00662 = 0,3008667 ~ 30,1 %

ja mittauksen laajennettu epavarmuus 95 %:n luottamustasolla on 2 x 0,3008667=
0,6017 eli 60,2 %.

Esimerkki 19. Andersen-kerdimen THG bakteeripesékelaskennan suhteellinen
epavarmuus oli ainoa tekninen epavarmuustekijd, jonka standardiepavarmuus oli
Taulukon 5 mukaisesti u.;, = 0,1325. Taulukon 8a mukaisesti MPN-arvo oli 119
ja sen hiukkastilastollinen jakaumaepéavarmuus ug ey = 0,09292.

Yhdistetty epdvarmuus saadaan laskettua seuraavasti

Ugrel = \/0,13252 +0,092922 =0,161834 = 16,2 %
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5 Huomioon otettavat asiakohdat muiden
kvantitatiivisten menetelmien kayttoonotossa
ja mittausepavarmuudessa

Mittausepavarmuus voidaan laskea standardin SFS-EN 1SO 19036:2019
mukaisesti MPN-tekniikoille, ATP-laitteille sekd gPCR-menetelmille.
Vaihtoehtoisten menetelmien mittausepavarmuuksia laskettaessa voi hyddyntaa
standardia SFS-EN ISO 19036:2019 tai SFS-ISO 29201:2017 soveltuvin osin ja
arvioida liséksi validoinnissa ja verifioinnissa kertyvaa tietoa uuden tai
vaihtoehtoisen menetelméan epavarmuustekijoista.
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6 Mittausepavarmuustietojen ilmoittaminen
asiakkaille ja kaytto tulosten tulkinnassa

Standardin SFS-EN ISO/IEC 17025:2017 mukaan testausselosteen on
siséllytettéava arvio mittausepavarmuudesta, mikéli se on mittaustuloksen tulkinnan
kannalta tarpeellista tai tarkoituksenmukaista tai mikali asiakas sita edellyttaa.
Mittausepavarmuus esitetédan joko samassa yksikdssa kuin mittaussuure tai
suhteellisena osuutena (esim. prosenteissa).

Asiakkaalle pitda kertoa mahdollisuudesta saada tieto mittausepavarmuudesta
ja menettelysta, jolla mittausepavarmuus on laskettu tai arvioitu.
Mittausepavarmuus on liitettéva testausselosteeseen asiakkaan sité pyytaessa.
Se voidaan ilmoittaa myds erillisella dokumentilla.

On suositeltavaa, etta laajennettu mittausepavarmuus pydristetdan kahden
merkitsevan numeron tarkkuuteen. Pydristdminen tulee kuitenkin tehd& vasta
laskentaprosessin lopussa.

Mittausepévarmuus voidaan ilmoittaa testausselosteessa seuraavilla tavoilla:

a) x pmy/g tai pmy/ml (10¥-Y — 107*Y),
esimerkiksi 100 000 pmy/g (90 000-110 000)

b) 100 000 pmy/g + 10 000 pmy/g

c) (100 000 + 10 000) pmy/g

d) 100 000 pmy/g + 10 %.

Testausselosteessa on liséksi ilmoitettava, mihin mittausepavarmuuden arviointi
perustuu.

Tama voidaan ilmoittaa esimerkiksi seuraavalla tavalla: Laajennettu
epavarmuus on arvioitu standardin SFS-EN 1SO 19036:2019 mukaisesti ja se
perustuu laboratorion teknisen suorituksen uusittavuuden
standardiepavarmuuteen kerrottuna kattavuuskertoimella k = 2, joka vastaa
luottamustasoa 95 %.

Jos mittausepavarmuus perustuu vain uusittavuuden keskihajontaan, se on
myds ilmaistava testausselosteessa.

Euroopan unionissa ei ole saadoksia mittausepavarmuuden huomioon
ottamisesta elintarvikkeiden mittaustulosten tulkinnassa. Yhteison strategiassa
elintarvikkeiden mikrobiologisten vaatimusten asettamiseksi todetaan, etté toimijan
tulee tulkita kaikki raja-arvot ylittavat tulokset ei-hyvaksyttaviksi ilman
mittausepavarmuuden tarkastelua.!

11 SANCO/ 1252/2001 Rev. 11 Discussion paper On strategy for setting microbiological
criteria for foodstuffs in Community legislation.
https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/biosafety_fh_microbio_criteria-
discussion_paper_en.pdf
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Valviran mukaan vesitulosten yhteydessé ei huomioida mittausepavarmuuksia:
"Menetelman mittausepavarmuus ei ole sallittu poikkeama muuttujan
enimmaisarvosta.”?

Asumisterveydessa mittausepavarmuus huomioidaan: "Toimenpiderajan
ylittymista arvioitaessa on tehtava mittaus- tai naytteenottotapahtumaa ja
jatkoanalyysia koskeva epavarmuustarkastelu. Toimenpideraja ylittyy, jos tdssa
asetuksessa tarkoitettujen altisteiden numeeriset arvot ylittyvat
mittausepavarmuus huomioon ottaen.”*3

12 gosiaali- ja terveysministerion asetus talousveden laatuvaatimuksista ja
valvontatutkimuksista1352/2015, 14 §.

13 Sosiaali- ja terveysministerion asetus asunnon ja muun oleskelutilan terveydellisista
olosuhteista sek& ulkopuolisten asiantuntijoiden patevyysvaatimuksista 545/2015, 4 § 3
mom.
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7 Mittausepavarmuustietojen yllapitdminen

Menetelman kayttddnoton yhteydessa suoritettava mittausepavarmuuden arviointi
antaa kasityksen menetelman suorituskyvysta. Menetelmaa kaytettdessa
laboratorion on itse arvioitava mittausepavarmuustietojen paivittdémisen tarve.
Kayttaapa laboratorio sitten globaalia maaritysperiaatetta tai komponentteihin
perustuvaa maaritystapaa, paivitystarvetta aiheuttavat erityisesti muutokset
teknisessa toiminnassa. Teknisen epavarmuuden arvo on paivitettava aina, kun
jokin siihen vaikuttava seikka muuttuu.

Téllaisia ovat esimerkiksi

e uudet mittaustulokseen vaikuttavat laitteet ja vélineet

elatusaineen tai PCR-kitin verifiointimenettely
e tekniseen suoritukseen osallistuvien tydntekijéiden vaihtuvuus
e menetelman uudelleenvalidointi tai verifiointi.

Matriisiepavarmuuden voidaan katsoa pysyvan muuttumattomana kullekin
matriisille. Jos laboratorio ottaa testaukseen uuden matriisin, sen
matriisiepavarmuus on maaritettava, mikali laboratorio ei kayta kirjallisuus- tai
vastaaviin tietoihin perustuvaa matriisiryhmékohtaista epavarmuuden arvoa.

Laboratorion tulee luoda periaatteet mittausepévarmuustietojen paivittamiselle
ja dokumentoida ne. Laboratorion on madritettdva esimerkiksi, kuinka pian
tapahtuneen muutoksen jalkeen teknisen mittausepavarmuuden tiedot paivitetaan,
onko tarpeen maarittad paivitysvalille enimmaispituus, ja millaisesta
mittausepavarmuusarvojen muutoksesta tiedotetaan asiakkaalle.

Laboratorio voi myds hyddyntaa ulkoisista vertailumittauksista laskettavaa zeta-
arvoa varmistuakseen kayttamansa mittausepavarmuusarvon realistisuudesta.

Osa ulkoisten vertailumittausten jarjestgjista laskee zeta-arvon osallistujille,
mutta sen voi myos laskea itse, mikali vertailumittausjarjestaja on ilmoittanut
vertailuarvon standardiepavarmuuden. Mikéli zetan itseisarvo on pienempi kuin 2,
osallistujan tulosta voidaan pitéaa hyvaksyttavana.

Xi = Xref

2 2
A u; + uref

zeta =

missa
Xi = yksittdisen osallistujan testitulos
Xref = Vertailuarvo (the assigned value)
ui = yksittaisen osallistujan tuloksen mittausepéavarmuus
Uref = Vertailuarvon standardiepévarmuus.

14 1S0O 13528:2022 Statistical methods for use in proficiency testing by interlaboratory
comparison.

Proftest Syke, Asiakasohje 21-109 versio 02. https://wwwp5.ymparisto.fi/Labtest/
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Liite 1 Termit ja maaritelmat

Globaali mittausepavarmuus eli laboratorion sisdinen uusittavuus on
analyysitulosten keskihajonta, kun analyysi suoritetaan samassa laboratoriossa eri
tekijoita, eri reagenssieria, eri annostelijoita ja muita tekijoité vaihtelemalla.

Hiukkastilastollisella hajonnalla (luontainen vaihtelu, satunnainen vaihtelu,
luontainen jakaumaepéavarmuus, suhteellinen ominaisvaihtelu) tarkoitetaan
mikrobien sattumanvaraista hajontaa homogenoidussa suspensiossa siitakin
huolimatta, etta tekninen suoritus on hyvaksyttavalla tasolla. Laboratorio ei voi
vaikuttaa tdhan hajontaan muuten kuin lisdamalla rinnakkaismaljojen ja siten
laskettavien pesékkeiden maaraa.

Keskihajonta kertoo, miten kaukana havainnot keskimagrin ovat keskiarvosta.

Komponenttiperiaatetta kaytettdessa yksittaisten epavarmuuteen vaikuttavien
tekijéiden vaikutukset arvioidaan erikseen ja ne yhdistetddn matemaattisesti.

Laajennettu epavarmuus saadaan kertomalla yhdistetty standardiepéavarmuus
kattavuuskertoimella. Kattavuuskerroin k=2 vastaa likimain 95 % luotettavuutta.

Laboratorion sisdinen uusittavuus eli globaali mittausepévarmuus on
analyysitulosten keskihajonta, kun analyysi suoritetaan samassa laboratoriossa eri
tekijoitd, eri reagenssieria, eri annostelijoita ja muita tekijoita vaihtelemalla.

Matriisiepdvarmuus on matriisista johtuva vaihtelu, kun analyysi toistetaan
saman laboratoriondytteen testiannoksista toistettavissa olosuhteissa.

Mittausepavarmuus on ei-negatiivinen parametri, joka kaytettyjen tietojen
perusteella kuvaa mittasuureelle saatujen arvojen oletettua vaihtelua.

Mittaustulos tarkoittaa tdssa oppaassa mittauksen lopullista keskimaaraista
arvoa eli odotusarvoa asianmukaisessa yksikdssa ilmaistuna. Tama tulos
ilmoitetaan analyysiprosessin paatteeksi testausselosteessa asiakkaalle. Huom!
Tasséa oppaassa poiketaan mittaustuloksen yleisestd maaritelmasta, jonka
mukaan mittaustulos koostuu odotusarvosta ja sen epavarmuudesta.

Operatiivinen (epavarmuus)komponentti on yksittainen teknisen suorituksen
epavarmuustekija.

Sisaisen uusittavuuden keskihajonta on laboratorion sisdinen uusittavuus.

Sisaisen uusittavuuden olosuhteet. Olosuhteet, joissa koetulokset mitataan
samaa menetelmaa kayttéen identtisista naytteista samassa laboratorioissa, eri
operaattoreilla ja eri valineilla.
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Standardiepavarmuus ilmaisee mittaustuloksen epavarmuuden keskihajontana,
joka on méaaritetty joko tilastollisin menetelmin riittvasta havaintosarjasta tai
muilla tahan tarkoitukseen hyvéaksytyilla menetelmilla.

Suhteellinen keskihajonta ja suhteellinen standardiepdvarmuus saadaan
jakamalla tuloksen keskihajonta tuloksen keskiarvolla.

Suhteellinen varianssi on suhteellisen standardiepavarmuuden nelio.

Teknisen epavarmuus koostuu kvantitatiivisen analyysin suorittamiseen liittyvien
eri teknisten tekijdiden aiheuttamasta vaihtelusta tulokseen. Teknisen suorituksen
epavarmuus maaritetddn joko tunnistetut epavarmuustekijat yhdistamalla tai
testaustuloksen uusittavuuden perusteella. Laboratorion tulee
laadunvarmistusmenettelyjen avulla tunnistaa, seurata ja hallita mittaustensa
epavarmuustekijat myos jalkimmaisesséd menettelyssa.

Toistettavuus saadaan laskemalla keskihajonta analyysituloksista
toistettavuusolosuhteissa.

Toistettavuusolosuhteet ovat olosuhteet, joissa itsendiset koetulokset on mitattu
identtisista naytteistd samalla menetelmalld, samassa laboratoriossa, saman
operaattorin mitatessa samoilla valineilla lyhyen ajan kuluessa.

Uusittavuus saadaan laskemalla keskihajonta uusittavuusolosuhteissa.
Uusittavuusolosuhteet. Olosuhteet, joissa koetulokset mitataan samaa
menetelmaa kayttaen identtisista naytteista eri laboratorioissa, eri operaattoreilla
ja eri vélineilla.

Varianssi on standardiepavarmuuden nelid.

Yhdistetty (standardi)epavarmuus saadaan yhdistamalla analyysin
suorittamiseen liittyvat epavarmuuden osatekijat.
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Liite 2 MPN-menetelméat

MPN-menetelmien mittausepévarmuus

MPN-tulosten suhteellinen mittausepévarmuus riippuu ennen kaikkea havaittujen
positiivisten kasvupaikkojen maarasta. Siita seuraa, etté luontainen
mittausepavarmuus on naytekohtainen samaan tapaan kuin pesakemenetelmien
Poisson-hajonta. Kasvupaikkojen kokonaisméaéara ratkaisee, miten alhaiseen
mittausepavarmuuteen on mahdollista teoriassa paasta. Erona
pesékemenetelmiin on se, ettd MPN-menetelmien mittausepévarmuus ei alene
monotonisesti positiivisten maaran kasvaessa vaan silla on minimiarvo, jonka
molemmin puolin epavarmuus kasvaa. On esitetty, ettd epavarmuuskomponentit,
jotka ovat enemman kuin 1/5 (eli 20 %) suurimmasta, pitdisi ottaa huomioon
yhdistetyssé mittausepavarmuudessa (SFS-EN ISO 19036:2019). Suuri
rinnakkaisten kasvupaikkojen méara sallii positiivisten maéran kasvattamisen ja
sité kautta mahdollisuuden pienentdd MPN-menetelmien mittausepavarmuutta.
Monen rinnakkaisen kasvupaikan menetelmisséa (esim. Colilert, Tempo, HGMF,
Bio-Rad, Andersen) luontainen mittausepavarmuus saattaa tulla niin pieneksi, etta
muutkin virhel&hteet voivat nékyéa sen rinnalla.

Luontainen mittausepavarmuus

Kun n kpl:een sarjassa on positiivisia tuloksia 80 %, yhden sarjan MPN-
menetelman suhteellisen luontaisen hajonnan minimiarvo on likimain

1,24
Upel = W

Samaa likiarvoa voi pitéaé kelvollisena koko sillé alueella, missa positiivisia on
60 % - 95 %. Esimerkiksi Colilertilla (n=51), on suhteellisen
mittausepévarmuuden minimiarvo timan mukaan valilla 30-48 positiivista
suunnilleen 1,24/451 = 0,17 eli 17 %. Viiden putken MPN:n sarjoissa pienin
mahdollinen mittausepavarmuus olisi vastaavasti 1,24/N5 =0,55 eli 55 %.
Téllaisilla laskelmilla voi alustavasti arvioida tarvitseeko muitakin komponentteja
huomioida.

Jos noudatetaan 1:5 periaatetta, niin kaikki n. 3 % - 4 % tai sitd pienemmat
virhekomponentit voi unohtaa arvioitaessa yhdistettyd mittausepavarmuutta jopa
optimialueella esimerkiksi Colilertin kaltaisessa MPN-systeemissa. Vanhoissa
MPN-systeemeissd, kuten 5+5+5 putken MPN:ss&, missa luontainen hajonta on
vahintaan 50 %, eivat edes 10 % lisdepavarmuudet olisi merkittavia. Positiivisten
osuuden ollessa paljon alle 50 % tuskin muu kuin huomattava matriisiepavarmuus
voi olla merkityksellista.
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Luontaisen hajonnan arviot

Epévarmuuskomponenttien yhdistdmiseksi kokonaisepéavarmuudeksi tarvitaan
yksinkertainen mittausepavarmuus (keskihajonta tai suhteellinen keskihajonta).
Sen voi helposti laskea yhden laimennoksen MPN-menetelmissa perustuloksista
lahtien, kun koetulos (positiivisten lukum&éara) ja sarjan koko pituus ovat tiedossa.

Usean laimennuksen tapauksessa lahtétietoina tarvitaan paitsi positiivisten
lukumaarat myos koeannosten tilavuudet eri laimennoksissa.

Kaupallisten tuotteiden valmistajat ilmoittavat epavarmuuden laajennettuna
epavarmuutena 95 %:n luottamustasolla. Luontainen epavarmuus voidaan aina
laskea niisté kattavuuskerroin huomioiden. Ongelmia syntyy, jos luottamusvalin
arvoja ei ole ilmoitettu MPN-taulukoiden yhteydessa.

Yhden laimennoksen sarjat

Kayttokelpoisin muoto yhden laimennoksen menetelmien suhteelliselle
mittausepévarmuudelle on annettu kaavassa D.4 standardissa SFS-ISO
29201:2017:

p

M (n “ p) Jnp(n —p)

missa
n = koko sarjan kasvupaikkojen lukuméaéara
p = positiivisten kasvupaikkojen lukumaara
smen = keskihajonta In-asteikolla.

Esimerkki L1. On havaittu 32 positiivista Colilert-levylla (n = 51). Suhteellinen
hiukkastilastollinen hajonta on talléin

p 32
SMPN = n =
n(7Z5)Vre=p)  In(34)VETX32x 19
=32 _o18=18%
Ta73g7 o 7

Esimerkki L2. On havaittu p = 4 positiivista putkea a) n = 5 kasvupaikan ja b) n =
51 kasvupaikan MPN sarjoissa. Lasketaan luontainen mittausepavarmuus
kummassakin tapauksessa.

p

a) SmMpN = —ln(L) )

n-=p
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4
In(3)vExax1

4
~ 7,1976

= 0,556 =56 %

b) s =P
MPN ln(nnTp)\/np(n—p)

4
i (35)vETxaxa7

= = = 0,
78978 0,500 = 50 %

Tama esimerkki kertoo, miten voimakkaasti mittausepavarmuus riippuu
nimenomaan havaittujen positiivisten maarasta. Arvo on melkein sama
kummassakin tapauksessa. Viiden putken sarjan mahdollisuudet on kaytetty
loppuun, kun positiivisia on 4 kpl. 51 putken sarjan positiivisten maaraa voitaisiin
periaatteessa kasvattaa ja sita kautta paasta pienentdmaén mittausepavarmuutta.

Usean laimennoksen tapaukset

On kolme tapaa arvioida luontainen hajonta usean laimennoksen tapauksessa:

1) Kaytettavissa on tietokoneohjelma (esim. Hurley and Roscoe 1983), joka
antaa paitsi MPN-arvon myds 95 % luottamusvalin ja suhteellisen
keskihajonnan (log10 arvon muodossa).

2) Kaupallisen systeemin valmistajan taulukoissa on ilmoitettu paitsi MPN
my6s 95 % luottamusvalin yl&- ja alalikiarvot. Laskuohje on esitetty mm.
standardissa SFS-ISO 29201:2017, kohta D.2.

3) Jos kaupallisen valmistajan taulukot antavat vain MPN-arvot iiman
luottamusvalin raja-arvoja, niin joko kaytetaan tietokoneohjelmaa
(vaihtoehto 1) tai sovelletaan SFS-EN ISO 19036 laskukaavoja (alla).

SFS-EN ISO 19036:n monen laimennoksen kaava antaa tuloksen
kymmenkantaisina logaritmeina. Kertomalla osoittaja 2,3026:lla tulos muuntuu
luonnolliseen logaritmijarjestelméén eli suunnilleen suhteelliseksi epavarmuudeksi
(RSD). Luonnollisessa logaritmijarjestelméassa kaava on:
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SmpN =

mZe—mik
x;mZe~mi
k i

H Zi:l(l_;—mi,u)z

missé
Swmen = standardiepévarmuus In-asteikossa
1 = MPN-arvo yksikdissa pmy/ml tai pmy/g (ei logaritmiasteikon arvona)
mi = ndytteen maara (ml tai g) yhté siirrosta kohti laimennoksessa i
Xi = positiivisten tulosten maéra laimennoksessa i.

Sovellusesimerkki alkuperaisen kaavan kaytodsta on esitetty mm. SFS-EN ISO
19036:2019 (Annex C). Sama periaate sopii yhté hyvin myos ylla esitettyyn
kaavaan.

Vesianalyyseja varten tehdyissé taulukoissa MPN-arvot on yleensé ilmoitettu
100 ml:aa kohti, joten u= MPN/100.

Mutkikkaalta nayttdvan kaavan soveltamiseksi kirjoitetaan se ensin muotoon

1
SMpPN = 177_"

ja puretaan nimittdjassa oleva T sen edustamaksi yhteenlaskuksi:

- x,mie Mk xX,mie Mk Xymie Mk e
T (l—emmi)2 T (1—em2l)2 | (1 — e "Mak)2

Kannattaa huomata, etta osoittajan kolmas tekija e=™ esiintyy aina myos
nimittajassa.

Huom. Laimennokset, joissa kaikki kasvupaikat ovat positiivisia tai kaikki
negatiivisia, eivat vaikuta lopputulokseen. Ne voidaan jattéaa pois laskuista.

Esimerkki L3. Monen laimennoksen luontaisen epavarmuuden arvioiminen
kahdella tavalla

Bio-Rad menetelméan 96 kuopan mikrotiitterilevyéa voidaan kayttaa 2, 4 tai 6
laimennoksen MPN sarjana (64+32 tai 4x24 tai 6x16). Siirroksen tilavuus kuoppaa
kohti on aina 0,1 ml, mutta laimennokset ovat 1/2, 1/20, 1/200 jne, minka vuoksi
oikeat koeannokset ovat 0,1 ml, 0,01 ml, 0,001 ml, jne. alkuperaista naytetta tai
sen testilaimennusta.

Oletetaan, ettd 64+32 kuopan systeemissa on havaittu 48/64 ja 7/32 positiivista.
(64 kuopan sarjassa koeannokset olivat 0,1 ml ja 32 kuopan sarjassa 0,01 ml).
Valmistajan taulukon mukaan MPN-arvo on talléin 1482 tilavuudessa 100 ml ja
sen 95 % luottamusvélin alaraja 1109 ja ylaraja 1980.

57



A) SFS-ISO 29201:2017 D.2 ohjetta noudattaen suhteellinen epavarmuus
lasketaan yla- ja alalikiarvojen luonnollisten logaritmien erotuksesta Ure =
(In1980-In1109)/2x1,96 = 0,5796/3,92 = 0,148=14,8 %.

B) SFS-EN ISO 19036:2019 Annex C:n ohjeen mukaan laskettaessa
kaavoihin sijoitetaan p = 14,82/ml, x; =48, m1 = 0,1 ml, x =7, m, = 0,01
ml.

48 % 0 126_0'1X14'82 7% 0 0128_0‘01X14‘82
= (1 — 6—0,1X14,82)2 + (1 — e—0,01X14,82)2

0,48¢ 1482 0,0007¢~01482

= (1—e-1482)2 T (1 — g-01482)2 =

0,2144

1
Sypy = ————— = 0,146 = 14,6 %
MPN ™ 14,82+/0,2144 0

Molemmilla tavoilla saatiin siis kaytannéllisesti katsoen sama tulos.
Luontaisvaihtelun varianssi

Yhdessé erikoistapauksessa (llmanéytteen mikrobipitoisuuden arvio Andersen-
keréimell&) tarvitaan yhden sarjan MPN-arvojen varianssin arvoja. Ne saadaan
kaavasta:

n
var(MPN) = A
(n—p)
missa

n= sarjan kasvupaikkojen lukuméaara

p = positiivisten kasvupaikkojen lukumaara.

Lisavaihtelun aiheuttajat ja vaikutukset

Mahdollisia lisdvaihtelun syita ovat tilavuusmittausten epavarmuus ja
lukemaepéavarmuus. On mahdollista, ettd lisdvaihtelujen vaikutus epavarmuuteen
saattaisi olla huomattava samalla tavalla kuin pesakemenetelmissa. Nykyisissa
MPN-systeemeissa ei kayteta varmistuksia lisavaihtelujen vaikutusten
huomioimiseksi.

(1) Nykyaikaisilla tilavuuden mittausvalineilla epavarmuus on pienta. Niista

on laboratoriolla havaintoja muiden menetelmien yhteydessa. Ovat tuskin
merkittavia.
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(2) Emilia Kentan Metropolia Ammattikorkeakoulun insin6oritydssa vuodelta
2009 julkaistuissa tuloksissa on esimerkkeja MPN-menetelman
lukemaepavarmuudesta
https://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/2794/mittause.pdf?sequen
ce=1

(3) Kentén tulosten perusteella voi olettaa lukemaepavarmuuden olevan
yksittdisen paikan lukemisen osalta yleisesti 3 %:n luokkaa. Koska
positiivisten kasvupaikkojen maara on aina pienempi kuin siita johtuva
MPN-arvo, niin myds lukemaepavarmuus kasvaa positiivisten maaran
kasvaessa ja on suurempi kuin yksittdisen kasvupaikan
lukemaepavarmuus. Emilia Kentan tydssa menetelmasta ja naytetyypista
riippuen lukemaepavarmuus oli keskimaarin 5 % -10 %.
Lukemaepéavarmuus voisi siis olla rajan 1:5 ylittdva merkittavéa vaihtelun
aihe varsinkin yhdistettyna henkildvaikutukseen. Laboratorion oman
laadunvarmistuksen kannalta henkildvaikutus kannattaa mahdollisesti
selvittaa.

(4) Jos matriisivaikutus luetaan osaksi mittausepavarmuutta, se voi
elintarvikepuolella hyvin helposti ylittdéd merkittéavan lisdvaihtelun rajan.

(5) Inkubaattorivaikutus, joka siséltda epamaaraisen joukon tekijoita
inkubaatioajasta paikkaan hyllyill&, saattaa olla hyvinkin huomattava. Se
nakyy lisdvaihteluna rinnakkaistuloksissa. Emilia Kentan tydssa tama
vaikutus arvioitiin olevan 10 % - 28 %. Tadma on hankala tutkittava, mutta
epdilematta kuuluisi laboratorion siséisen laadunvarmistuksen aiheisiin.

Yhteenveto

Myds MPN menetelmiin voi liitty& niin suuresti luontaisen vaihtelun ylittavaa
hajontaa, etté sen voi joutua ottamaan huomioon. Asiaa voitaisiin alustavasti
tutkia arvioimalla laboratorion sisdista uusittavuutta rinnakkaisista tuloksista, missa
vaihdeltaisiin materiaalieria, tyontekijoita ja inkubaattorioloja suunnitelmallisesti.
Tuloksista laskettaisiin lisavaihtelu vahentamalla hajonnasta luontaisen vaihtelun
osuus.

59


https://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/2794/mittause.pdf?sequence=1%20
https://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/2794/mittause.pdf?sequence=1%20

Liite 3 Mittausepéavarmuuteen vaikuttavat tekijat
kvalitatiivisissa menetelmissa

Mikrobien tunnistus- ja toteamismenetelmat ovat tyypillisesti laadullisia eli
kvalitatiivisia ja tuloksena raportoidaan maaratyn mikrobin puuttuminen tai
lasnaolo (todettu/ei todettu). Kvalitatiivisen menetelmén epavarmuuden
arvioinnissa ei voida kayttaa standardoituja mittausepavarmuuslaskennan
menetelmia.

Tasta huolimatta yksittaisten tulosten vaihteluldhteitd kuten reagenssien
toimivuutta, laboratorion suorituskykya, osaamista jne. tulee seurata ja arvioida.
Lisaksi sellaisille menetelmille (esim. L. monocytogenes -bakteerin toteaminen),
joille maaritysraja on tarkea tuloksen kaytettédvyyden kannalta, tulee siirrokseen
littyva mittausepavarmuus arvioida. Vaakojen ja annostelijoiden tarkkuuden
ansiosta se jaédnee alhaiseksi. Kvalitatiivisille menetelmille voidaan laskea vaaran
positiivisen tai negatiivisen tuloksen todennékgisyys ja ilmoittaa tAma tulosten
yhteydessa.'®

Mikrobien tunnistusmenetelméan suhteellinen oikeellisuus tarkoittaa saadun
tunnistustuloksen ja "oikean” tuloksen vastaavuutta/lahekkaisyytta tutkittaessa
samaa naytetta tai testikantaa. Mikrobiologiassa oikeaa tulosta edustaa
referenssimateriaalin tai patevyyskokeen jarjestajan ilmoittama tulos.

Taulukko L1. Kvalitatiivisten testaustulosten ristiintaulukointi.

oikea oikea yhteensa
positiivinen negatiivinen
laboratorion tulos
positiivinen OP VP OP +VP
negatiivinen VN ON VN + ON
yhteensa OP + VN VP + ON N

5 |LAC G17 (2021).
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Laboratorion menetelman antaman tulosten virhepositiivisten osuus on

VP
VPY% = VP-l-—ON 100%

ja virhenegatiivisten osuus

VN
VN% = ————1009
% OP +VN %

missa
N = analysoitujen naytteiden/testikantojen maaré
VP = vaara positiivinen tulos (tulos todellisuudessa negatiivinen)
OP = oikea positiivinen tulos (tulos myés todellisuudessa positiivinen)
VN = vaara negatiivinen tulos (tulos todellisuudessa positiivinen)
ON = oikea negatiivinen tulos (tulos myés todellisuudessa negatiivinen).

Patogeenimikrobien tunnistuksen epavarmuutta seurataan ja arvioidaan
kiinnittdmalla huomiota menetelméan herkkyyteen, analyysimenetelméan kykyyn
I0ytééd esim. eri salmonellalajeja. Perinteisten kvalitatiivisten menetelmien liséksi
kvalitatiivisille immunologisille menetelmille kuten Vidas-patogeenianalysaattorille
ja molekyylibiologisille menetelmille tulee arvioida mittausepavarmuuteen
vaikuttavat tekijat.
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