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Mittausepavarmuus

* Mittaustulokseen liittyva parametri, joka kuvaa mitattavan suureen arvojen

hajontaa
* Mikrobiologiassa kvantitatiivinen tulos on vain arvio todellisesta lukumaarasta

e Kvantitatiivinen arvio niista rajoista, joiden sisalla mittaustulosten oletetaan
olevan tietylla todennakoisyydella
e voidaan arvioida tulosten luotettavuutta



Mikrobiologisen mittausepavarmuuden I
haasteet

* Analyyttina on elava organismi, jonka fysiologinen tila voi vaihdella suuresti
* Analyysin kohteena on eri bakteerikantoja, - lajeja ja —sukuja

* Monia mittausepavarmuuteen vaikuttavia tekijoita on vaikea maarittaa
(esim. fysiologinen tila)

* Monien tekijoiden vaikutusta (esim. lampdtila, vesiaktiivisuus) ei voida
kuvata riittavan tarkasti kvantitatiivisesti



Mittausepavarmuus mikrobiologiassa

e Suurimmat epavarmuustekijat:

Naytteenotto
Mikrobien epatasainen jakautuminen naytteessa

* Mittausepavarmuuden lahteita:

matriisi

laboratorionayte / laimentaminen ym. tyovaiheet
analyysin suorittaja

tyovalineet, elatusaineet, reagenssit
systemaattiset virheet

satunnaiset virheet



ISO/FDIS 19036

* Soveltamisalue: elintarvikkeet, rehut, elintarvikkeiden tuotanto- ja
kasittelympariston naytteet, alkutuotannon naytteet

* Yhdistetty epavarmuus, jonka komponentit ovat:
* Tekninen epavarmuus (= ISO/TS 19036:2006 globaali epavarmuus)

* Matriisista johtuva epavarmuus

* Mikrobien epatasaisesta jakautumisesta johtuva epavarmuus
* Pesakelaskentamenetelmissa Poisson-epavarmuus (Upccon)
* MPN-menetelmiin liittyva epavarmuus (u,,pp)
* Varmistukseen liittyva epavarmuus (u,,)

* Mittausepavarmuus, kun tulos on alle maaritysrajan



Tekninen mittausepdvarmuus (u,,_,)

* Analyysin teknisesta suorituksesta syntyva epavarmuus
e Perustuu analyysituloksen uusittavuuden keskihajontaan

e Menetelmakohtainen

* Seurattava jatkuvasti ja arvioitava uudelleen aina, kun jokin vaikuttava
tekija muuttuu



I _(g\?
Teknisen mittausepavarmuuden maarittamisen T ﬂ
vaihtoehdot

Laboratorion sisdinen uusittavuuden keskihajonta (sz)

e Lasketaan keskihajonta analyysituloksista, kun analyysi toistetaan samassa laboratoriossa
eri tekijoiden tekemana, eri reagenssierilla, eri aikoina

e Mahdollista tehda menetelman verifioinnin yhteydessa

2. Kollaboratiivisessa tutkimuksessa menetelmalle maaritettya
uusittavuuden keskihajontaa mahdollista kayttaa tietyin ehdoin

3. Interkalibrointitutkimuksessa maaritettya keskihajontaa mahdollista
kayttaa tietyin varauksin



Teknisen mittausepavarmuuden maarittaminen

e Kullekin menetelmalle ainakin 10 naytetta; kullekin naytteelle kaksi
hyvaksyttavaa tulosta

e Laskettujen pesakkeiden kokonaismaara vahintaan 30
* Analyyseja voi tehda eri ajankohtina

* Kaytetdaan laboratoriolle tyypillista matriisia, joka on mahdollisimman
homogeeninen (useiden matriisien kaytto ei ole tarpeen)

e Kaytetaan mahdollisimman kattavasti sellaisia pitoisuuksia, joita
normaalisti analysoidaan
* Kaikki mahdollinen vaihtelu sisallytettava:

* Tekija, elatusaine-era, reagenssierat, sekoittajat, pH-mittarit, inkubaattorit
jne.



Teknisen mittausepavarmuuden maarittaminen

laboratorion sisaisesti

I Laboratorionayte

I Testiannos 1 Testiannos 2 I

1 1

IAIkususpensio 1 I Siirrostus tarvittaessa IAIkususpensio 2 I
I Kvantitatiivinen analyysi I I Kvantitatiivinen analyysi I

< Eri olosuhteet >



Esimerkki: Kampylobakteerin kvantitointi
broilerin jauhelihasta

IAIkususpensio kaulanahkanaytteesta I

I 1 ml alkususpensiota I 1 ml alkususpensiota

* Eripipetti . _ * Eripipetti

e Dilukupit Laimentaminen . Laimennisvesiputket
* Eripipetit * Eripipetit
e Eri elatusainevalmistusera Viljely * Eri elatusainevalmistusera
Kampylobakteeri-inkubaattori, Anaerobiastia + kaasunkehitin,

Inkubointi 141 5°C

41,5°C

< Analyysejd eri ajankohtina >




Laboratorion sisainen uusittavuuden

keskihajonta (s.,,,,)

A A
Tekljan A Tekljan B yA :|og1OxA yB :|ogmxh
Nayte i tulos, x , tulos, x 5 (log,, (log,, ) (VaVs )2

(pmy/g) | (Pmy/g) IN_pmy/g W
1 5500 750]  3,7404| 2,8751] 0,7487
1 & 2| 15000  4100| 4,1761| 3,6128/ 10,3173
Sprow = | = @ @ 3| 19000  7300| 4,2788| 13,8633 0,1726
' 2p 2l 7500  eeoo| 13,8751 3,8195| 0,001
\ L 5| 11000  8500| 4,0414| 3,929 0,0125
6| 1800  1400| 3,2553| 3,1461| 10,0119
7| 100000 75000] 5,0000{ 4,8751| 0,0156
I= néyte 8 2500 1200{ 3,3979| 3,0792| 0,1016
of 2300 1500| 3,3617| 3,1761| 0,0345

p=10

10 255 7000  2,4065| 2,8451] 0,1923




Laboratorion sisainen uusittavuuden
keskihajonta (s.,,,,)

o

Tekijan A | TekijanB |y, =log, x , |V, =10g,,X » L~
Nayte i tulos, x , tulos, x 5 (log,, (log,, (VaVs )2
(prry/g) (py/g) pry/g) pmy/g)

1 5500 750 3,7404 2,8751 , 748
2 15000 4100 4,1761 3,6128 0,3173
S IR-raw = 3 19000 7300 4,2788 3,8633 /Z, 1726
4 7500 6600 3,8751 3,8195 0,0031
5 11000 8500 4,0414 3,9294 0,0125
6 1800 1400 3,2553 3,1461 0,0119
7 100000 75000 5,0000 4,8751 0,0156
I=n éyte 8 2500 1200{ 3,3979| 3,0792|\ 0,1016
p 2 10 9 2300 1500 3,3617 3,1761 0,0345
10 255 700 2,4065 2,8451 0,1923

SN—




Laboratorion sisainen uusittavuuden

keskihajonta (s.,,,,)

1 p
EZ(%A_%B)Z
l

Tekijgn A Tekijan B Y4 =|°91ox,a. Y5 =|°g1ox3
ayte i tulos, x , tulos, x 5 (log,, (log,, (VaVs )2
/(\\ (pmy/g) (pmy/9) pry/g) pry/g)

1 5500 750 3,7404 2,8751 0,7487

/ 2 \ 15000 4100 4,1761 3,6128 0,3173
3 19000 7300 4,2788 3,8633 0,1726

4 7500 6600 3,8751 3,8195 0,0031

5 11000 8500 4,0414 3,9294 0,0125

6 1800 1400 3,2553 3,1461 0,0119

7 100000 75000 5,0000 4,8751 0,0156

8 2500 1200 3,3979 3,0792 0,1016

9 2300 1500 3,3617 3,1761 0,0345

1¢f 255 700 2,4065| 2,8451] 0,1923

(



Laboratorion sisdainen uusittavuuden

keskihajonta (s.,,,,)

Tekijan A Tekijan B Y o=log,oX 4 |V g=10g,0X 5
Nayte i tulos, x , tulos, x 5 (log,, (log,, (VaVs )2
(pmy/g) (pry/g) py/g) py/g)
1 5500 750| 3,7404| 2,8751| 0,7487
1 p 2 15000 4100| 4,1761| 3,6128| 0,3173
S — - ( — )2 3 19000 7300 4,2788| 3,8633| 10,1726
IR:raw Yia — YViB
2D L 4l 7500 6600| 3,8751 13,8195 0,0031
\ l 5| 11000  8500| 4,0414| 3,929 0,0125
6 1800 1400 3,2553| 3,1461| 0,0119
7| 100000 75000( 5,0000| 4,8751| 0,0156
I= néyte 8 2500 1200{ 3,3979| 3,0792| 0,1016
9 2300 1500 3,3617| 3,1761| 0,0345
p=10
10 255 700 2,4065| 2,8451| 0,1923

Siporoy = J% (0,7497 4+ 0,3173 + 0,1726 4+ 0,0031 + 0,0125 + 0,0119 + 0,0156 + 0,1016 + 0,0345 + 0,1923) =0,2837



Matriisista johtuva epavarmuus (U, ..., )

e Matriisista johtuva vaihtelu, kun analyysi toistetaan samasta
laboratorionadytteesta otetuista testiannoksista samanlaisissa olosuhteissa
m) toistettavuuden keskihajonta

* Mikrobit epatasaisesti naytteen eri osissa
* Monista eri aineksista koostuvat naytteet, esim. valmisateriat

* Kun on maaritetty jollekin matriisille, voidaan kayttaa kyseisen matriisin
kaikkien kvantitatiivisten analyysien mittausepavarmuuden osana

* Matriisien luokittelu ISO/DIS 16140-3:2017, NMKL 32:2017
* Nestemaiset matriisit homogeenisia ™ pieni epdvarmuus



Matriisista johtuva epdvarmuus (u__... )

e Standardissa kolme lahestymistapaa:

1. Jos laboratorionayte on nestemainen tai kiintea laboratorionayte on hyvin
homogenoitu ennen testiannoksen ottamista, voidaan kayttaa kiinteaa

arvoa U, ...,=0,1 log,, pmy/g tai ml

2. Maaritetaan laboratorion sisaisen toistettavuuden keskihajonta

 Yliarvioi matriisista johtuvaa epavarmuutta, silla sisaltaa aina myaos teknista
epavarmuutta

3. Voidaan kayttaa aiempaa kokemukseen perustuvaa tietoa samankaltaisesta
naytematriisista johtuvasta epavarmuudesta



Matriisista johtuva epavarmuus = laboratorion
sisdisen toistettavuuden keskihajonta (s,)

Testiannos 1 I Testiannos 2 I Testiannos 3

1 l l

IAIkususpens|o 1 I IAIkususpensio 2 I IAIkususpenS|o 3 I

!

I Kvant|t0|nt| I I Kvant|t0|nt| I Kvantltomtl I

< Samanlaiset olosuhteet >




Laboratorion sisaisen toistettavuuden
keskihajonta (s,)

e Suositeltavaa maarittaa luonnollisesti kontaminoituneista naytteista
e Kvantitoidaan jokin ko. matriisissa yleinen mikrobi

* Testiannokset yhdesta tai useammasta laboratorionaytteesta;
testiannosten kokonaismaara vahintaan 10 enemman kuin
laboratorionaytteiden maara

* Yksi laboratoriondyte mmp vahintaan 11 testiannosta
* Kymmenen laboratorionaytetta sy vahintaan 20 testiannosta

e Hyvaksyttavat tulokset
e Vahintaan 30 pesaketta laskettu
* Jos menetelman sisaltyy pesakkeiden varmistus, otettava huomioon

* MPN-menetelmissa vahintaan viisi positiivista tulosta



Hiukkastilastollisesta jakaumasta johtuva Tf
epavarmuus (Up, .., )

* Homogeenisessakin naytteessa mikrobit jakautuvat materiaaliin
sattumanvaraisesti (Poisson-jakauman mukaisesti)

* Pesdkelaskentaan perustuvissa menetelmissa Poisson-epavarmuus (Uppcon )/
riippuu laskettujen pesdkkeiden kokonaismaarasta (), C, ks. 1ISO 7218)

_1/In(10)  0,4343

Un_: — =
Poisson \/ﬂ \/ﬂ




MPN-epavarmuus (U, )

e maaritettavissa kayttamalla laskuria https://standards.iso.org/iso/7218
Uypy = SD log,, MPN

H - = MPN calculation Excel programm _ver5ads - Vain luku - Yhteensopivuustila - Excel Hakkinen Heli-Riitta (Ruokavirasto)

OIS Lis:  Svunasettelu  Kaavat  Tiedot  Tarkista  Nayta  Ohje DM Q) Kemomita halusttehds
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1 MPN calculation program, version 5, dated 2017-01-09, for calculating most probable numbers, their standard deviations, confidence bounds and rarity values.
z More information can be found in the following sheets 'Equations & Info’ and 'Examples’. For details see: B. Janis, C. Wilrich and P.-T. Wilrich, Journal of Applied Microbiology 109, 2010, 1660-1667.
3 This Excel program is distributed in the hope that it will be useful, but without any warranty. It can be at: www. wiwiss fu-berlin himl
. There you have also the passibility to subscribe ta a newsletter informing abaut updates of the program. For contact: fu-berlin de_
12| O7(iuted1in 10}, eic. The volume w is the volume of e diuion added fo each fube in thaf row
12 Input data Results of the ulations
12| Testseries 1 [ Matrix 1 - Designation Table C.5, row 1 (3x3) Test series / Matrix ( sSD 5% confidence limits Rarity
MPN logig MPN Category

14| Target organism / Test medium No. Designation 0g1o MPN | § Lower Upper Index
15 Dilution factor Volume in mlor g No. of tubes No. of positive tubes 1] Table C.5. row 1(3x3) o 0 11 1,000 1
16 d w n x 2| Table C&_row 2 (3x3) 0,30 0,52 0,43 0,041 23 0,087 1
17 1,0 1.0 3 0 3| Table C 5 row 3 (33) 0,36 0,45 0,44 0,048 27 1,000 1
18 0,1 1,0 3 0 4| Table C&_row 4 (3x3) 0,72 0,14 0,31 0,17 30 0,021 2
19 0,01 1,0 3 0 5| Table C.5, row 5 (3x3) 0,74 0,13 0,31 0,18 3.1 0,211 1
P 6| Table C.5, row 6 (3x3) 11 0,056 0,26 0,35 a7 0,021 2
21| Testseries2 / Matrix2 - Designation Table C.5, row 2 (3x3) 7| Table C.5, ow 7 (3x3) 0,92 0,037 0,32 0,21 40 1,000 1
22| Target organism / Test medium 8| Table C.5, row 8 (3x3) 14 0,16 0,26 0,42 43 0,041 2
23 Dilution factor Volume in mlor g No. of tubes No_ of positive tubes 9| Table C.5, row 9 (3x3) 15 017 027 0,43 50 0,426 1
24 d w n x 10| Table C.5, row 10 (3x3) 2,0 0,31 0,23 0,69 6,0 0,019 2
25 1,0 1,0 3 0 11| Table C.6, row 1 (3x5) 0 0 0,66 1,000 1
26 01 1,0 3 1 12| Table C.6, row 2 (3x5) 0,18 -0,74 0,43 0,025 13 0,092 1
27 0,01 1,0 3 0 13| Table C.6, row 3 (3x5) 0,20 -0,70 0,44 0,027 15 1,000 1
28 14| Table C.6, row 4 (3x5) 0,40 -0,40 0,31 0,097 16 0,020 2
29| Testseries3 [ Matrix3 - Designation Table C.5, row 3 (3x3) 15| Table C.6, row 5 (3x5) 0,40 0,39 0,31 0,007 17 0,205 1
30| Target organism / Test medium 16| Table C.6, row 6 (3x5) 0,61 0,21 0,25 0,19 20 0,024 2
31 Dilution factor Volume in ml or g No. of tubes No. of positive tubes 17| Table C.6, row 7 (3x5) 0,45 -0,35 0,31 0,11 1.8 1,000 1
32 d w " x 18| Table C.6, row 8 (3x5) 0,68 0,17 0,25 0,21 22 0,034 2
33 1.0 1.0 3 1 19| Table C.6, row 9 (3x5) 0,68 0,16 0,25 0,21 22 0,354 1
3 0,1 1.0 3 0 20 Table C.6, row 10 (3x5) 0,92 0,036 0,22 0,33 25 0,015 2
35 0,01 1.0 3 0 21| Table C.7, row 1 (3x10) 0 0 033 | 1,000 1
36 22| Table C.7, row 2 (3x10) 0,080 -1.0 043 0,012 0,67 0,091 1
37| Testseries4 [ Matrix4 - Designation: Table C.5, row 4 (3x3) 23| Table C.7, row 3 (3x10) 0,084 -1.0 043 0013 0,70 0,990 1 -

Program | Equations & Info | Examples ® ] »

Valmis B nattoasetukset  FH mo- L +



https://standards.iso.org/iso/7218

Varmistukseen liittyva epavarmuus (u_, ) <

e Pesakelaskentaan perustuvissa menetelmissa, joissa pesakkeita
varmistetaan

e Standardissa taulukko u__ .—arvoille eri maarille varmistettuja pesakkeita

conf

Fable 3 — Values of Ucns in logy, for selected values of n, and n.

Number of col Number colonies tested (1)

confirmed (n) 5 10 15 20
1 0,3554 0,4302 0,4605 0,4769
2 0,2023 0,2627 0,2868 0,2999 _ 2
N AT Ugor= = J (n +0,5)(n,—nc+0,5)n,
5 0,0454 0,1254 0,1501 0,1628 Con 2 2
6 01027 | 01293 | 0,1427 2' 3 0 3 (np + 1) (np + 2 ) nC
P N = varmistuneiden pesdkkeiden lukumaara
5 rosi oo n,=tutkittujen pesakkeiden lukumaara
b oo g Jos n_=0, kdytetdan laskussa arvoa n=1
16 0,0475

20 0,0141




Yhdistetty epavarmuus, u_(y)

* Yhdistetaan erikseen lasketut osatekijat: tekninen, matriisiin liittyva ja
hiukkasten jakaumasta johtuva epavarmuus

* Kun menetelméssi ei lasketa pesakkeitd u (y)=Vu, .2 + U .2

* Pesikelaskentamenetelmille u(y)=VUcn? + Umatric® T+ Upoisson”

e Kun menetelmaan kuuluu varmistus U (y)=Vu,ecs2 + Uman® + Upgisson® + Ueont>

« MPN-menetelmille u(y)=VU,ocp2 + U o + Upipn>

e Standardi antaa mahdollisuuden kayttaa pelkastaan uusittavuuden
keskihajontaa u (y)= Siz.raw



Korjattu mittausepavarmuus

e Uusittavuuden keskihajonta = aliarvioi
* Yhdistetty mittausepavarmuus = yliarvioi

* Voidaan korjata vahentamalla ei-halutut komponentit s korjattu
mittausepavarmuus

— 2 _ 2 2 — 2 _ .. 2
S[R:corr_\/S[R:raW (umatrix + udistrib ) SK'COFF \/SK'FHW udzstnb

* Yhdistetty epavarmuus u (y) lasketaan kayttden korjattuja komponentteja

* Jos jokin mittausepavarmuuden komponenteista on suuruudeltaan
enintaan viidesosa suurimmasta tekijasta, se voidaan jattaa ottamatta

huomioon



Laajennettu epavarmuus

U=ku (y)

k=kattavuuskerroin=2; vastaa suunnilleen 95%:n
luottamustasoa

=



IiImoittaminen tutkimusselosteessa

*y +Ulog,, pmy/g taipmy/m|l ==y 500 =+ 0,31 log,, pmy/g
* y log,, pmy/g tai pmy/ml [y-U; y+U] == 5,00 log,, pmy/g [4,69; 5,31]
* x pmy/g tai pmy/ml [10”"Y; 10"*Y] mmp 1,0x10° pmy/g [4,9%10°; 2,0x10°]

* Laajennettu epavarmuus on arvioitu standardin 19036 mukaan, ja
standardiepavarmuuteen kerrottuna kattavuuskertoimella k=2, joka vastaa
luottamustasoa 95%



Alle maaritysrajan jaavat tulokset

* Esim. laskettujen pesakkeiden maara =0, varmistettujen pesakkeiden
maara =0 tai MPN-menetelmassa ei positiivisia tuloksia

* Hiukkastilastollinen epavarmuus voidaan laskea mp voidaan laskea
vhdistetty ja laajennettu mittausepavarmuus

* Jos tulos on 0 pmy/ml tai pmy/g ja se ilmoitetaan ilman
logaritmimuunnosta, ylaraja lasketaan lisaamalla mittausepavarmuus
menetelman maaritysrajaan ja alaraja =0

* Logaritmimuunnetun tuloksen alaraja ilmoitetaan <(log10 x,,,)-U



