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Mikrobiologisten tulosten laskeminen

1 Pesédkkeiden laskeminen maljoilta

1.1 Yleista

Pesakkeitd laskettaessa tarvittaessa apuna kaytetdan suurennuslasilla varustettua pesa-
kelaskijaa. Siihen kuuluu nelidsenttimetrin suuruisiin alueisiin jaettu muovilevy seka
tumma pohjalevy. On varottava laskemasta pesakkeiksi muita hiukkasia kuten liukene-
matonta naytetta, saostumia tai polya. Naiden erottamiseksi pesakkeista voidaan kayttaa
apuna esim. suurennuslasia tai stereomikroskooppia.

Pesakkeet pyritadn laskemaan vahintéaén kahdesta perakkaisesta laimennoksesta ja tu-
los ilmoittamaan painotettuna keskiarvona. Laimennoksista viljelladn vahintaan kaksi rin-
nakkaismaljaa. Laskettavien pesakkeiden maksimimaarassa/malja on menetelmakohtai-
sia eroja. Esimerkiksi kokonaispesakelukua maéaritettdessa lasketaan enintédn 300 pe-
saketté/malja, Bacillus cereusta maaritettaesséa korkeintaan 150. Pesakelaskennan yla-
raja ilmoitetaan menetelmaohjeissa.

Pesakkeet pyritddn laskemaan heti inkuboinnin jalkeen. Mikali tAma ei ole mahdollista,
maljoja voidaan sailyttaa jadkaappilampdtilassa enintaan kolme vuorokautta. Pesakkei-
den tyypillinen ulkonakd voi indikaattorialustoilla karsia kylmasailytyksesta, mutta lyhyt in-
kubointi optimilampdétilassa palauttaa tyypillisen ulkonaon.

Joissakin menetelmissa maljoilta lasketaan kaikki pesékkeet, esimerkiksi kokonais-
pesakelukua maaritettdessa myos hiivat ja homeet. Toisissa menetelmissa pesakkeiden
tulee olla tietynlaisia, joko tyypillisia ja/tai epailyttavia pesékkeitd. Joissakin menetelmissa
osalle pesakkeista suoritetaan varmistuskokeita ja varmistuneiden pesékkeiden osuuden
perusteella lasketaan maaritettavan bakteerilajin tai -suvun osuus lasketuista tyypillisista
pesakkeista.

Pesakkeiden laskija merkitsee tulosten yhteyteen nimikirjaimensa ja laimennokset, joista
pesakkeet on laskettu, sek& mahdolliset poikkeamat inkubointiajassa.

1.2 Pesakkeiden laskentasdannot

1.2.1 Pesakkeita enintddn maksimimaara kaikilla maljoilla

Kaikki pesékkeet lasketaan ja tulokset merkitdan muistiin.

1.2.2 Levidvat pesakkeet
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Jos alle neljannes maljasta on levidvan pesakkeen peittama, pesakkeet lasketaan
maljan muusta osasta ja tuloksen perusteella lasketaan koko maljaa vastaava peséa-
kemaara. Petrimaljan (@ 90 mm) sis&apinta-ala on 57 cm?.

Jos yli neljannes maljasta on leviavan pesékkeen peittama, malja hylatdan. Laskenta-
tulokseksi merkitdan "levinneet pesakkeet”.

Leviava pesake lasketaan yhdeksi pesékkeeksi, jos se joudutaan laskemaan (esim. pe-
sake keskella, vain yksi peséke maljalla ja se levinnyt). Samoin pesakeketjut lasketaan
yhdeksi pesakkeeksi.

1.2.3 Ketjuuntuneet pesakkeet ja pesédkerykelmat

Mikali ketjuuntuneet tai rykelmind kasvavat pesédkkeet voidaan (selkeasti) laskea,
lasketaan ne kaikki erikseen.

2 Tulosten laskeminen ja ilmoittaminen - pesdkelaskentatekniikka

2.1 Pesakkeiden lukumaara ei ylitd maksimimaaraa ja ainakin yhdella maljalla on vahintaan 10
pesaketta

Tulokset lasketaan painotettuna keskiarvona jakamalla pesékkeiden lukumaara tutkitulla
naytetilavuudella. Painotettu keskiarvo lasketaan niiltd maljoilta, joilla on enintaan maksi-
mimaara pesakkeita seuraavan kaavan mukaan:

Ci1+Co+.. .+Cy
N =
N1 X Vi+no X Vo...+ np X Vy

missa:

Ci+ Co+ +Cp= pesakkeiden lukumaara jokaiselta tuloksen laskentaan kaytettavalta
maljalta

ni = ensimmaisen laskentaan kaytetyn laimennoksen rinnakkaisten lukumaaré

n; = toisen laskentaan kaytetyn laimennoksen rinnakkaisten lukuméaéra

jne.

V1= ensimmaistd pesakelukua vastaava naytetilavuus (alkuperaista naytetta)

V, = toista pesakelukua vastaava naytetilavuus (alkuperaista naytetta)

jne.

Laskettaessa pesakkeitd kahdesta perakkaisestéd laimennoksesta kahdelta rinnakkais-
maljalta painotetun keskiarvon kaava on seuraava:

Ci1+Co+C3+Cy
N =

(2x1Iml+2x0,2ml)xd

d = ensimmainen (pienempi) laskentaan kaytetty laimennos
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Eli yksinkertaistettuna pesakkeiden lukumaara ml:ssa tai g:ssa naytetta on laskettujen
pesakkeiden summa jaettuna tekijalla 2,2 ja kerrottuna ensimmaisen (pienemman) lai-
mennoksen laimennoskertoimella. Mikali rinnakkaismaljoja ei ole, mutta tulos lasketaan
kahden perakkaisen laimennoksen perusteella, pesakkeiden summa jaetaan tekijalla 1,1.

Esimerkki
Kokonaispesakeluvun madaritys (V = 1 ml) laimennoksista 10 (d = 10?) ja 103, Lasketut
pesakemaarat rinnakkaisilla maljoilla laimennoksessa 102 (n. = 2) ovat 80 ja 67 ja lai-
mennoksessa 102 (n,= 2) ovat 9 ja 5.

80+67+5+9
(2x1+2x0,1)x 1072

N = 7318 eli 7,3 x 10°tai 7300 pmy/g tai ml

Pesédkelaskennan ylaraja on menetelmakohtainen.

Saatu luku pyoristetddn kahden merkitsevan numeron tarkkuudelle. Jos pydristettavan
numeron oikealla puolella oleva numero on 5, 6, 7, 8 tai 9, numero pyoristetdan ylospain.
Jos sen sijaan pyoristettavan numeron oikealla puolella oleva numero on 0, 1, 2, 3 tai 4,
pydristettdva numero jaa ennalleen. Alle 100 olevat tulokset pyéristetaan lahimpaan vii-
della jaolliseen lukuun. Tuloksia, jotka ovat alle 10, ei pydristeta.

2.2 Pesdkkeita yli maksimimaaran

Jos pesékkeita on yli maksimimaara kaikilla maljoilla, tulos annetaan arviona. Tulos ilmoi-
tetaan ">maksimimaéra x suurin laimennos".

Mikali pesakelukum&ard ensimmaisen laimennoksen laskettavilla maljoilla on suurempi
kuin maksimimaara, mutta pienempi kuin painotetun keskiarvon suurempi luottamusvalin
arvo ja toisen laimennoksen laskettavilla maljoilla kasvaa vahemman kuin 10 peséketta,
tulos lasketaan ensimmaisen laimennoksen perusteella.

Mikali maaritysraja:

300, luottamusvalin ylaraja 324 pesaketta
150, luottamusvalin ylaraja 167 pesaketta
100, luottamusvalin ylaraja 114 pesaketta

Esimerkki

Jos Clostridium perfringensia maaritettaessa laimennosten 10 maljoilla on tyypillisia pe-
sékkeita 165 ja 160 ja laimennosten 10 maljoilla 8 ja 12 pesakettd, tulos lasketaan 2.1
kohdan mukaisesti huomioiden molemmat laimennokset.

2.3 Pesdkkeiden lukumaara kaikilla laskettavilla maljoilla on alle kymmenen
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Esimerkki

Jos pesdakkeiden lukumaéra kaikilla laskettavilla maljoilla on alle 10, mutta yhteenlaskettu
pesakemadra laskettavilla maljoilla on yli 4, lasketaan tulos kohdan 2.1 mukaan. Jos pe-
sakkeiden lukumaara on 1 — 4, kyseessa on mikro-organismin toteaminen ennemmin kuin
maarittdminen ja tulos ilmoitetaan seuraavasti:

Todettu / alle 40 pmy/g tai ml

Listeria monocytogenesin maarittamisessa laimennoksen 10 rinnakkaismaljoilta lasket-
tiin 2 ja 1 tyypillistd pesakettd. Suuremmissa laimennoksissa ei esiintynyt pesakkeita.
Tulos ilmoitetaan: Listeria monocytogenes todettiin / alle 40 pmy/g tai ml.

2.4 Ei pesakkeita

Jos yhdellakaan naytteesta viljellylla maljalla ei kasva pesékkeita, tulos ilmoitetaan pie-
nemmaksi kuin 1 x pienimman laimennoskertoimen kaanteisluku.

2.5 Leviavat pesakkeet

Mikali tulosta ei leviavien pesdkkeiden vuoksi saatu, merkitdan "levidvat pesakkeet".

2.6 Erityistapaukset

Jos maaritettaessa tiettya mikrobiryhmaa tai -lajia maljoilla kasvaa runsaasti muuta kuin
maaritettdvaa mikrobia, iimoitetaan tulos ” ?-bakteeria < 10, jossa x on pienin laimennos,
josta on voitu laskea ja/tai varmistaa se, etta kohdebakteeria ei ole maaritettavissa.

Esimerkki 1

Jos Staphylococcus aureusta maaritettaessa on tehty laimennokset 102 — 106 ja maljoja
luettaessa todetaan, ettéd maljoilla 10°ja 10 ei ole tyypillisia pesakkeita ja maljoilla 10—
10“ kasvaa epatyypillisia pesékkeita >150 pmy/malja, iimoitetaan tulos Staphylococcus
aureus <10° pmy/g tai ml naytetta.

Esimerkki 2

Jos Staphylococcus aureusta madaritettaessa on tehty laimennokset 10-2— 106 ja maljoja
luettaessa todetaan, ettd maljoilla 10°— 107 ei ole tyypillisia pesakkeita ja laimennoksen
102 molemmilla maljoilla kasvaa >150 peséaketta, joista osan on varmistettu kuuluvan la-
jiin Staphylococcus aureus, ilmoitetaan tulos Staphylococcus aureus yli 107 ja alle 10®
pmy/g tai ml naytetta.

2.7 Varmistettujen pesékkeiden osuuden laskeminen

Kun menetelmasséa edellytetddn varmistuskokeita, varmistettavat pesékkeet, yleensa
mahdollisuuksien mukaan viisi tyypillista tai epailyttavaa pesaketta jokaiselta tulosten las-
kemiseen kaytettavaltd maljalta, viljelladn puhtaaksi ja varmistetaan menetelméohjeen
mukaisesti. Varmistettujen pesakkeiden maarén perusteella lasketaan jokaiselta tulosten
laskemiseen kaytettavaltd maljalta erikseen varmistuneiden pesékkeiden osuus, joka
pydristetdén kokonaisluvuksi.

b
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a= - xC
A

a = varmistuneiden pesakkeiden osuus

b = varmistuneiden pesakkeiden méaara (yleensa < 5)

A = varmistettujen pesakkeiden maara (yleensa 5)

C = laskettujen tyypillisten/epailyttavien pesakkeiden lukumaara

Esimerkki
Bacillus cereuksen maérittéminen
Ensimmaisen laskentaan kaytetyn laimennoksen (10%) rinnakkaismaljoilla tyypillisia pe-
sakkeita oli 66 ja 80 seka toisen (10*) rinnakkaismaljoilla tyypillisia pesékkeita oli 4 ja 7.

Pesakkeiden varmistuksesta saatiin seuraavat tulokset:
66 pesakkeesta varmistettiin 5 pesakettd, joista 4 varmistui B. cereukseksi

80 pesakkeesta varmistettiin 5 pesakettd, joista 3 varmistui
elia=48

4 pesakkeesta varmistettiin 4 pesaketta, joista 3 varmistui
elia=3

7 pesakkeesta varmistettiin 5 pesaketta, joista 4 varmistui
elia=6

53 +48 + 3+6
N= -
(2+(0,1x2)) x 103

N = 50455 eli 5,0 x 10* pmy/g tai ml
2.8 Tuloksen ilmoittaminen
Tulos ilmoitetaan mikro-organismien maarana grammassa tai millilitrassa naytetta joko
potenssilukuna esim. 1,5 x 10* tai kokonaislukuna 15 000 pmy/g tai ml.
3 Tulosten laskeminen ja ilmoittaminen — MPN-tekniikka
3.1 10-kertaiset laimennokset
Tarkemmat tydohjeet ovat menetelmakohtaisia.

Jos on tutkittu kolme perakkaista kymmenkertaista laimennosta, tulos lasketaan niiden
positiivisten putkien antaman lukusarjan perusteella.
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Jos on tutkittu enemman kuin kolme perékkaista laimennosta, lukusarja valitaan seuraa-
vien sdantojen mukaisesti:

1) Ainakin yhden laimennoksen kaikki putket antavat positiivisen tuloksen.

Valitaan suurin laimennos, jossa positiivisia putkia seké sitd seuraavat kaksi suu-
rempaa laimennosta. Jos kahta suurempaa laimennosta ei ole, valitaan kolme suu-
rinta laimennosta, jossa on positiivisia putkia. Katso saanto 3.

2) Ei ole yhtaan sellaista laimennosta, joissa kaikki putket ovat positiivisia. Valitaan
kolme suurinta laimennosta. Katso saanto 3.

3) Jos saanttjen 1 tai 2 mukaan saadussa lukusarjassa on enemman kuin 1 laimen-
nos, jossa ei ole yhtaén positiivista putkea, valitaan néista negatiiviset putket anta-
neista laimennoksista pienin seka kaksi seuraavaksi pieninta laimennosta. Jos po-
sitiivisia putkia on vain ensimmaisessa laimennoksessa, valitaan se ja kaksi seuraa-
vaa laimennosta.

Saadun lukusarjan perusteella katsotaan MPN-indeksi taulukosta (LITE 1), se ker-
rotaan ensimmaisen putken laimennoskertoimella ja tulos ilmoitetaan MPN-ar-
vona/g tai /ml. 95 %:n epavarmuusarvio liitetdén tuloksiin.

3.2 Muut kuin 10-kertaiset laimennokset

Mikali on kaytetty muuta laimennossuhdetta kuin 10-kertaista laimennosta, tulos laske-
taan kaavasta (Niemela, 1983):

MPN (mikro-organismeja/100 ml) = 100 x (P/N(T x N) )
P = positiivisten putkien maara

T = siirrostetun naytteen kokonaistilavuus (ml)

N = negatiivisten putkien naytemaara (ml)
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