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THVISTELMA

Suomessa toimiva elintarvikevalvonta varmistaa kaikille kansalaisille laadukkaita ja
turvallisesti syotavia elintarvikkeita. Elintarvikevalvonta takaa myos elintarvikkeista
annettavien tietojen oikeellisuuden. Elintarvikealan yrittdjid ja toimijoita velvoitetaan
laatimaan omavalvontasuunnitelma. EU-tasolla on laadittu mikrobikriteeriasetus,
jonka mikrobiologiset vaatimukset ovat suunnattu 1&hinn& omavalvontaan. Mikrobio-
loginen vaatimus asettaa tuotteelle, elintarvike-erélle tai — prosessille hyvaksyttavyy-
den. Elintarvikkeita testattaessa virallisessa akkreditoidussa laboratoriossa, tulee tes-
timenetelmien olla ajantasaisia ja akkreditoituja tai arvioituja. Tyon tarkoituksena oli
validoida kaksi menetelm&é ja maarittaa naille mittausepavarmuudet.

Validoitavina menetelmind olivat kolimuotoisten bakteerien méaéritys-menetelma,
joka on laboratorion sisdinen menetelma seké enterobakteerien maaritys-menetelma
NMKL 144:2005. Kolimuotoisten bakteerien méaérityksessa kaytettiin kaupallista
petrifilmi-alustaa (Petrifilm™ Coliform Count Plate) kun taas enterobakteereja maa-
ritettiin  VRBG-agaralustalla perinteiselld maljavalutekniikalla. Naytematriiseina
toimivat metsdmarjavalmiste, kirkas perunasalaatti ja kananmunamassa, mitka olivat
hyvin tyypillisid néytteitd laboratorion jokap&ivaisessa toiminnassa. Validoinnissa
valmistettiin mikrobisuspensiot seké tutkittavasta etta hairitsevasta mikrobikannasta,
joita liséttiin ndytteisiin tunnetut maarat ja naytteet tutkittiin tdmén jalkeen validoita-
villa menetelmilld. Validoinnissa tarkasteltiin saatujen tulosten perusteella menetel-
mien uusittavuutta, toistettavuutta, lineaarisuutta ja spesifisyytta sekd maédritettiin
menetelmékohtaiset mittausepavarmuudet.

Ty0Ossd onnistuttiin odotusten mukaisesti ja ndytteista saatiin hyvét tulokset. Mene-
telmat olivat uusittavuudeltaan, toistettavuudeltaan seké lineaarisuudeltaan hyvat ja
niiden osoitettiin olevan spesifiset ja toimivan erinomaisesti. Molemmille menetel-
mille saatiin my0s laskettua mittausepédvarmuudet.
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ABSTRACT

Food supervision in Finland ensures high quality and safely eatable foodstuff for all
citizens. Food supervision secures that all information which are given about food-
stuff is reliable. The entrepreneurs and actors of foodstuff industry are obligated to
do self-monitoring plan (HACCP). Microbial criteria act has been created by EU,
which point out self-monitoring of microbiological requirements. Microbiological
requirements are set for acceptability of a product, a foodstuff batch or —process. Test
methods should be updated and accredited or at least assessed, when foodstuffs are
testing in official accredited laboratory. The purpose of the work was to validate two
different methods and determine measuring uncertainty for these methods.

The methods which have been validated were coliform bacteria determination meth-
od, which is laboratory’s internal method and enterobacteria determination method
NMKL 144:2005. Commercial petrifilm-base (Petrifilm™ Coliform Count Plate)
was used In coliform bacteria determination while enterobacteria were determined
with VRBG-agarbase and by conventional plate pouring. The forrest fruit product,
the clear potato salad and the egg mass, which were very typical samples used in la-
boratory daily, were used as sample matrices. Microbial suspensions under study was
prepared as well as disruptive bacterial strains, which were added known amounts to
samples, which were then tested by validated methods. Reproducibility, repeatability
, linearity, specificity and measuring uncertainty of the methods were studied in vali-
dation.

Work was successful as expected; good results were received from studied samples.
Reproducibility, repeatability, and linearity were good and these proved to be specif-
ic and working excellent. Measuring uncertainties could be calculated for both meth-
ods.



SISALLYS

1
2

JOHDANTO ..ttt ettt s be s te e seereese et e e seestestesraareareas 6
ELINTARVIKEVALVONTA ...ttt ana s 7
2.1 MiKIODIKITEEEITASEIUS ... veevveeiieiieesie et s 7
2.2 MiKrobiologinen VaatiMUS...........cceuiiieriniiiie et 7
P B O 0 AV 1LY o] | - PSP 7
2.4 Elintarvikkeen myyntiajan maarittdminen...........ccoocoveviiiniinieienese e 8
KOLIMUOTOISET BAKTEERIT JA ENTEROBAKTEERIT .....cocoiiiiiviieceie 9
3.1 KolimuotoiSet DAKLEEIIT.........cveieieieiie e 9
3.1.1 ESChEriChia COli.ueuiiiiiiiiiiiieieieie e s 9
3.2 ENLErODAKIEEIIT.....veiiieite e 10
3.2.1 Cronobacter (ent. Enterobacter sakazakii).........c.cocvevveieeieiiieiiciesicseenns 10
MIKROBIOLOGISTEN MENETELMIEN VALIDOINTI ....ccooiiiiiiiiene e 12
4.1 Validoinnin MEIKILYS .......ccveiiiieiie et 12
4.2 Mikrobiologisten menetelmien ePAVArMUUS............ccveveiieiieie e 12
4.3 ValidOINNIN SUUTEET........ciiiiiiiieieie ettt 13
4.3.1 OTKEEIISUUS ...ttt et st nreas 14
4.3.2 TASMAIISYYS .cuviiiieiieeie ettt e e sbe e esre e 15
4.3.3 TOEAMISIAJA ...c.vecvieivieieeeiecie e eee st ste et e ste et e e sreeste e e st eetessaesteesesreesreeneeas 15
Y - 1 1 Y] - - VSO USRUTOPPSN 16
4.3.5 SPESIfiSYYS Ja NEIKKYYS ...cvviiiiiiiiee e 16
4.3.6 LINBAAIISUUS ....o.veviiiiiieiietieieie sttt sttt e ettt et et st sbennenreas 17
4.4 Mikrobiologisen menetelman validoinnin SUOKItUS ..........cccvevieiieiiccc e 17
4.4.1 Matriisin, mikrobien ja pitoisuuksien valinta.............ccccocoevviviireieiicieenne 18
4.4.2 Mikrobisuspension valmistus ja mikrobipitoisuuden maaritys................... 18
4.4.3 Siirrostetun naytteen ValmiStus ...........ccceiieiiiiieiecce e 19
VALIDOINNIN SUORITUS ....cooiiiiiieitcesieeee e 21
5.1 Validoitavat menetelMat............ccooiiiiiiiie e 21
5.1.1 Kolimuotoisten bakteerien maarittAminen ..........ccooceveeriiienin e 21
5.1.2 Enterobakteerien MAArTTAMINEN ........cccooiiiiiiiiicee e 22
5.2 Kasvatusalustat ja reagensSit .........cocveiiiiiiieiie i 23
TG T 1Yo 0 IS U T ) (1SS 24
5.3.1 Bakteerisuspension ValMIStUS ..........ccceevviiieiiieeniie e 24
5.3.2 Siirroksen mikrobipitoisuuden maarittdminen ..........cccccceeveevie e, 25
5.3.3 Naytteiden lahtotilanteen mikrobipitoisuuden méaéarittdminen...................... 26

5.3.4 Siirrostettujen ndytteiden valmistus ja tutkiminen............ccccccevveve e, 26



B TULOKSET ..ot 28

6.1 UUSITEAVUUS ..e.veevvreeieciicie et ste ettt e te e e sna e te st e sreeteaneesreeteenne e 29
6.2 TOISTEIAVUUS ......vievieiiicie ettt re et e re et e e esreeneenee e 29
6.3 LINEAAIISUUS ....ecvvieeieiieeie ettt sttt te e e e s te et esre e teaneesneeteenne e 31
8.4 SPESITISYYS ..reieieiiieii ettt e e nre e re e 31
A 22N I =1 Y TR 33
LA HTEET o ettt ettt ettt e et et et e et et et et e e e e en e 34

LITTEET



1 JOHDANTO

Elintarvikkeiden turvallisuutta varmennetaan Suomessa elintarvikevalvonnan avulla.
Taten voidaan varmistua elintarvikkeiden laadusta kuin myds elintarvikkeiden koos-
tumuksesta annettavien tietojen oikeellisuudesta. /4/

Kéytanndssé suurin osa elintarvikevalvonnasta tapahtuu kuntien toimesta yhteistoi-
minta-alueittain. Kunnissa toimivia elintarvikevalvontaviranomaisia ovat eléinlagka-
rit ja terveystarkastajat, mutta teurastamoiden ja niiden yhteydessé olevien laitosten
valvonnasta ja lihantarkastuksesta on vastuussa Elintarviketurvallisuusvirasto Evira.
Evira johtaa ja kehittdd koko Suomen alueen kattavaa elintarvikevalvontaa. Tulli
valvoo EU-jasenmaiden sekd muiden maiden elintarvikkeiden tuontia yhdessé Eviran
kanssa. Puolustusvoimat vastaavasti valvovat elintarvikkeiden vaatimuksen mukai-
suutta ja turvallisuutta omalla alueellaan. Yritykset vastaavat itse tuottamiensa tuot-
teiden turvallisuudesta omavalvonnan avulla. Kuluttajat kuitenkin voivat ilmoittaa
havaitsemistaan elintarvikkeiden laatua koskevista puutoksista kuntien viranomaisil-
le. /4/

Jokaisella elintarvikealan yrittajalla/toimijalla on lakisdateinen velvollisuus laatia ja
toteuttaa omavalvontasuunnitelma. Yrityksen toiminnan moninaisuus seké tuotteiden
monipuolisuus ja niihin liittyvat riskitekijat vaikuttavat omavalvontasuunnitelman
laajuuteen. Omavalvontasuunnitelman tulee olla kirjallinen, jotta kaikki yrityksessé
tyoskentelevét voivat tutustua tyéhonsa liittyviin ohjeisiin ja kaytdnnon toiminta olisi
kaikilla yhtenevaista. Omavalvontasuunnitelman tulee myos olla ajantasainen, jolloin

sitéd tulee péaivittaa tarpeen tullen. /4/



2 ELINTARVIKEVALVONTA

2.1 Mikrobikriteeriasetus

”Mikrobikriteeriasetus perustuu EU:n strategiaan mikrobiologisten kriteerien asetta-
miseksi, Euroopan elintarviketurvallisuusviraston (EFSA) mielipiteisiin ja kansain-
valisiin periaatteisiin” /3, s.6/. Mikrobikriteeriasetuksen (Komission asetus (EY) N:o
2073/2005 Elintarvikkeiden mikrobiologisista vaatimuksista) mukaan elintarvikealan
toimijoiden on varmistettava, ettd elintarvikkeet tayttavat asetuksen antamat mikro-
biologiset vaatimukset. Asetuksen mikrobiologiset vaatimukset on padsaatoisesti

suunnattu omavalvontaan. /4/

2.2 Mikrobiologinen vaatimus

Mikrobiologinen vaatimus maérittelee tuotteelle, elintarvike-erélle tai prosessille hy-
vaksyttavyyden. Se perustuu mikro-organismien puuttumiseen tai esiintymiseen ja
niiden mééaraan sek& mahdollisesti myds niiden metaboliittien tai toksiinien maaréan.
Elintarvikkeiden mikrobiologinen vaatimus koostuu myds muista osatekijoisté, kuten
analyysimenetelméstd, naytteenottosuunnitelmasta, raja-arvoista ja tutkimustulosten
tulkinnasta seka toimenpiteiden kuvauksista, joihin ryhdytaan raja-arvojen ylittyessa.
13, 5.7-12/

2.3 Omavalvonta

Elintarviketeollisuudessa on elintarviketurvallisuuden kannalta valttdmatonté noudat-
taa omavalvontaa. Toimijan, joka tarkoittaa l&hinn& tuotteen/elintarvikkeen valmista-
jaa, on laadittava omavalvontasuunnitelma, joka sisaltdd ndytteenotto- ja tutkimus-
suunnitelman. Elintarvikelaki (23/2006) velvoittaa elintarviketurvallisuuden kannalta
valttdméattomiin omavalvontatutkimuksiin. Valvontaviranomaiset hyvaksyvat toimi-
jan omavalvontasuunnitelman riittdvyyden ja tarkoituksenmukaisuuden. Tarkastus-

k&ynnein valvotaan omavalvontasuunnitelman toteutumista ja tutkimusten tuloksia ja



jos tuloksissa havaitaan normaalista poikkeavaa, tulee toimijan lis4td ndytteenottoa.
/3, 5.8/

2.4 Elintarvikkeen myyntiajan madrittaminen

Elintarvikkeiden sailyvyystutkimuksia tehdaan, jotta voitaisiin varmistua siitd, ettd
tuotteen mikrobiologiset vaatimukset tayttyvat myyntiajan loppuun asti. Sailyvyys-
tutkimukset siséltavat usein tutkimuksia tuotteiden fysikaalis-kemiallisista ominai-
suuksista mm. suolapitoisuus, pH, séilontdainekertymd. Néaiden liséksi sdilyvyystut-
kimukset sisaltavat aistinvaraista arviointia seka mikrobiologisia tutkimuksia indi-
kaattori- ja/tai patogeenibakteereista. Myyntiajan lisaksi tutkimuksia suunniteltaessa
tulee ottaa huomioon my®os varastointi- ja tuotanto-olosuhteet sek& saastumismahdol-
lisuus. /3, s.10/



3 KOLIMUOTOISET BAKTEERIT JAENTEROBAKTEERIT

3.1 Kolimuotoiset bakteerit

Kolimuotoisiksi bakteereiksi kutsutaan Escherichia-, Enterobacter-, Klebsiella- ja
Citrobacter-sukujen bakteereita /12, s.627/. Koliryhmén bakteerit ovat aerobeja tai
fakultatiivisesti anaerobeja gram-negatiivisia itiottdmia sauvabakteereja /14, s.99/.
Kolimuotoiset bakteerit kuuluvat Enterobacteriaceae-heimoon ja tuottavat laktoosis-
ta happoa ja kaasua. /8, 5.166/

Kolimuotoiset bakteerit sindllaan eivét ole taksonominen ryhma, vaan tutkittava tulos
riippuu aina madritysmenetelmastd. Yleensd kolimuotoiset bakteerit madritetaan
37°C lampdtilassa, mutta maitotuotteille suositus on kuitenkin 30°C lampotilassa
maarittdminen, koska on olemassa kolimuotoisia bakteerilajeja, jotka kayttavat lak-
toosia 30°C:ssa eivitkd 37°C:ssa. Lisdongelmaa aiheuttavat hitaasti laktoosia kaytté-
vat lajit, jotka eivét tule esiin lyhyessd ajassa vaan vaatisivat pidemman inkubointi
ajan. /8, s.166-167/

Koliryhman bakteereiden esiintyminen ja niiden méaara kertoo elintarvikkeiden raa-
ka-aineiden seka valmistusprosessin hygieniatasosta. Kolimuotoiset bakteerit eivéat
kestd kuumentamista ja niiden esiintyminen pastoroiduissa valmisteissa kertookin
usein miten jalkikontaminaatiosta. Koliformisia bakteereja maaritetdan myos vesi-

johtovedestd kuvaamaan riittdvaa veden késittelya. /14, s.99/

3.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli on koliryhmén bakteeri, jota tavataan ihmisten ja eldinten suolistos-
sa. Sen runsasta esiintymisté elintarvikkeissa voidaan pitd4 merkking heikosta hy-
gieniasta. E.colin erottaminen muista koliryhmén bakteereista on oleellista, koska
sen lasndolo nédytteissa osoittaa suorasta tai epasuorasta ulostekontaminaatiosta. Osa

E.coli-bakteereista on muuntunut siten, ettd ne voivat aiheuttaa ihmisille suolistotu-
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lehduksia, jotka ilmenevét ripulina. Erds téllainen taudinaiheuttajakanta on EHEC-

bakteeri (Enterohemorraginen Escherichia coli). /5/; /8, s.167/

3.2 Enterobakteerit

Enterobacteriaceae-heimon bakteerit ja enterobakteerit ovat gramnegatiivisia aero-
beja tai fakultatiivisesti anaerobeja sauvabakteereja. Ne tuottavat glukoosista ja
muista sokereista happoa. Enterobakteerisuku on hyvin laaja ja se voidaan ryhmitelld
aineenvaihduntatuotteiden perusteella pienempiin osiin. Enterobacteriaceae-heimon
muodostavat varsinaisten enterobakteerien lisdksi Citrobacter, Enterobacter, Serra-
tia, Escherichia, Salmonella, Proteus, Shigella, Yersinia, Klebsiella. /11, s.492-493/,
/8, 5.168/

Enterobakteerien kédyttdmisestd kolimuotoisten bakteerien sijaan hygieniaindikaatto-
rina on keskusteltu runsaasti. Enterobacteriaceae-heimo on taksonomisena ryhméana
selkedmmin méaritelty ja valtyttéisiin koliryhmakasitteen aiheuttamilta hankaluuksil-

ta seké hitaasti laktoosia kayttavat kannat eivat olisi endd ongelma. /8, 5.168/

3.2.1 Cronobacter (ent. Enterobacter sakazakii)

Enterobacter sakazakii-bakteerilajin havaittiin tarkempien taksonomisten tutkimus-
ten perusteella edustavan aivan omaa ja uutta bakteerilajia, joka nimettiin Cronobac-
ter-suvuksi. Cronobacter-suku jakautuu useisiin lajeihin ja ala-lajeihin, joita ovat
C.sakazakii, C.malonaticus, C.turicencis, C.muytjensii, C.dublinensis subsp. dub-
linensis, C.dublinensis subsp. laucannensis, C.dublinensis subsp. lactaridi. Koko
Cronobacter-suku luokitellaan sairautta aiheuttavaksi, koska sen kaikki lajit on yh-

distetty vastasyntyneiden seka aikuisten sairastumisiin. /6, s.118/

Cronobacter-suvun baktereita 10ytyy kasviksista, lihasta ja maitotuotteista ja se on
henkeduhkaavia infektioita aiheuttava etenkin vastustuskyvyltaan heikentyneille vas-

tasyntyneille. Kronobakteerit lisdadntyvat seka hapellisissa ettda hapettomissa olosuh-
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teissa ja ne ovat tietyssa kasvun vaiheessa erittdin kestdvia kuivuudelle, kuumuudelle
ja osmoottiselle stressille, joka on aiheutunut esimerkiksi suolan tai sokerin vaiku-
tuksesta. Kronobakteerit eivét kuitenkaan kestd kuumennusprosessia, mita kaytetaan
jauhemaisen aidinmaidonvastikkeen valmistuksessa, jolloin ndissa tuotteissa havaitut
bakteerit ovat todenndkdisesti kuumennuksen jélkeisen saastumisen seurausta, joka

on mahdollista, kun l&mpdherkkié ainesosia lisataan tuotteeseen. /6, s.118/
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4 MIKROBIOLOGISTEN MENETELMIEN VALIDOINTI

Validoimalla testausmenetelmé& voidaan osoittaa menetelmdn toimivuus sekd mene-
telman antamien tulosten oikeellisuus. T&méa on tarpeen etenkin, kun laboratoriossa
otetaan kayttdon uusi menetelmé. Testausmenetelman soveltuvuus ja toimivuus tulee
osoittaa laboratoriossa yleisimmin kéytettavilla matriiseilla. Taysin uuden testaus-
menetelman kayttoonotto vaatii enemman perehtymisté ja tyota kuin esimerkiksi jo
kaytossa ollut menetelmd, joka uudelleen validoidaan jonkin tydnsuorituksen kannal-

ta oleellisesti muuttuneen seikan vuoksi.

4.1 Validoinnin merkitys

Validoinnin tarkoituksena on menetelman luotettavuuden todentaminen tuotettujen
vertailuarvojen avulla. Mikrobiologiassa tallaisia luotettavuutta kuvaavia suureita
ovat menetelman herkkyys, lineaarisuus, spesifisyys, suhteellinen oikeellisuus, tois-
tettavuus, toteamisraja ja uusittavuus. Validoinnin vaatimukset laaditaan menetelmén
ja sen kayttotarkoituksen mukaan. Menetelmén taydellisen validoinnin suorittaa
yleensda menetelman kehittaja (esim. standardisoimisjarjesto), jolloin laboratorioissa
tehtava validointi on enemmaénkin menetelmén kayttdonottoon liittyva dokumentoi-

tava menettely, jolla laboratorio osoittaa hallitsevansa menetelman. /13, s.1/

4.2 Mikrobiologisten menetelmien epavarmuus

Mikrobiologisissa ja kemiallisissa analyyseissa on hyvinkin paljon poikkeavuuksia
keskendan. Kemiallisissa analyyseissa pyritddn analyytti erottamaan matriisista ke-
miallisen erotusmenetelmén avulla, jolloin laimeankin analyytin (molekyylit, atomit)
hiukkaspitoisuus on usein suuri ja satunnaisella hajonnalla téssé tapauksessa on hy-
vin véhan vaikutusta tulosten kannalta. Kun taas mikrobiologiassa nayte analysoi-
daan mikrobeineen, materiaaleineen ja hdiritsevine taustoineen, analyytin erottelu
tapahtuu puolestaan vasta kasvualustalla. Kasvualustan koostumus sek& kasvuolo-

suhteet vaikuttavat menetelmén spesifisyyteen. Menetelman spesifisyyteen vaikutta-
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vat myos tutkittavien bakteerikantojen vaihtelevat ominaisuudet. Mikrobiologisten
menetelmien epdvarmuuteen piilee myo6s yksi syy naytteiden laimentamisessa. Jotta
kvantitatiivisissa maarityksissa saadaan laskettua yksittdisten solujen muodostamia
pesdkkeitd, joudutaan naytteitd laimentamaan halutulle pitoisuusalueelle useassa
osassa, jolloin rinnakkaisanalyysien pesdkemaarét saattavat vaihdella suurestikin il-
man, ettd analysoinnissa olisi tapahtunut virhe. /13, s.2/

Mikrobiologiassa tdsmalleen oikean tuloksen saaminen on hyvin vaikeaa, ellei jopa
mahdotonta, koska mikrobit ovat eldvad materiaalia. Mikrobeista ei voida tehda val-
mistetta, jonka tarkka ja todellinen pitoisuus olisi tiedossa ja se pysyisi muuntumat-
tomana. Mikrobiologiassa oikea tulos saadaan useiden toistojen keskiarvosta, jos
toistetut tulokset ovat riittdvan hyvia ja hajonnaltaan tarpeeksi lahella toisiaan. Erés
merkityksellinen epdvarmuustekija mikrobiologiassa on naytteen homogenointi, kos-
ka se saattaa tuhota mikrobeja. Tyontekijakohtaiset tyoskentelyerot, matriisin omi-
naisuudet ja taustamikrobiston luonne muun muassa lisadvat myos analyysitulosten
hajontaa. /13, 5.3/

4.3 Validoinnin suureet

Validointiin liittyvien suureiden mé&éritelmi& on pyritty yhden mukaistamaan niin
kansallisesti kuin kansainvalisestikin, koska kéytdssa on ollut useita toisistaan poik-
keavia madritelmid. Samaa suuretta on saatettu kayttaa eri merkityksiin, miké on ai-
heuttanut sekaannusta. Taulukossa 1 on esitetty suureet, joita kuvataan numeerisesti

menetelman kehittelyyn liittyvéssa taydellisessa validoinnissa. /13, s.6/
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TAULUKKO 1. Suureet, jotka liittyvat kvalitatiivisten ja kvantitatiivisten menetel-
mien validointiin /13, s.6/

Suureet Kvalitatiivinen Kvantitatiivinen
menetelmé menetelmé
Oikeellisuus (trueness) X X
Suht.oikeellisuus (relative accuracy) X X
Virhepositiivisuus (false positive ratio) X -
Virhenegatiivisuus (false negative ratio) X -
Tasméllisyys (precision) X X
Toistettavuus (repeatibility) X X
Uusittavuus (reproducibility) X X
Toteamisraja (limit of detection) X -
Madritysraja (limit of determination) - X
Spesifisyys (specificity) X X
Herkkyys (sensitivity) X -
Lineaarisuus (linearity) - X

4.3.1 Oikeellisuus

Arvioitaessa menetelméll& saatujen tulosten oikeellisuutta tarvitaan tarkka tieto ana-
lysoitavan mikrobin todellisesta pitoisuudesta tutkittavassa naytteessa. Validoitavalla
menetelmalld maaritettdessa saatujen tulosten oikeellisuus on vaikea todentaa, koska
mikrobiologiassa analyyttina toimii eldva materiaali. Oikeellisuuden maarittdmiseen
kaytetdankin sertifioituja referenssimateriaaleja, joiden ilmoitettua pitoisuutta voi-
daan pitad oikeana tuloksena. Kéytdnndssa kuitenkin useimmiten kaytetaan siirrostet-
tuja naytteitd oikeellisuuden méaérittamiseen, koska sertifioidut referenssimateriaalit
ovat kalliita. /13, s.6-7/

Suhteellista oikeellisuutta voidaan arvioida samojen néytteiden tutkimustulosten vas-
taavuuden / l&hekkdisyyden perusteella, kun mittauksia on suoritettu seké validoita-
valla menetelmélla ettd referenssimenetelmélla. Mittaustulos voidaan tulkita virhepo-

sitiiviseksi silloin, jos menetelmalld on saatu positiivinen tulos, vaikka referenssima-
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teriaali / siirrostettu ndyte ei sisalla tutkittavaa mikrobia. Virhenegatiivinen tulos voi-
daan saada silloin, kun menetelm& antaa negatiivisen tuloksen, vaikka néyte siséltaa-
kin tutkittavaa mikrobia. /13, s.7/

4.3.2 Tasmallisyys

Tasméllisyys on yleistermi testien véliselle vaihtelevuudelle, mitd kuvaavat toistetta-
vuus ja uusittavuus. Vanhoina termeind tunnetut ovat toistotarkkuus sekd tasmaa-
vyys. /7, .17/ Mikrobiologiassa analyysien tdsmallisyyteen vaikuttaa suuresti tutkit-
tavan naytteen mikrobipitoisuus eli mita pienempi pitoisuus, sen epavarmempi tulos
on. Toistettavuutta kuvaa perakkéisten toistojen antamien tulosten lahekkaisyys, kun
tutkitaan identtisia naytteitd samalla menetelmalla samoissa olosuhteissa ja samojen
henkildiden toimesta. Uusittavuus saadaan yksittaisten analyysitulosten lahekkai-
syyksia arvioimalla, kun identtisid naytteitd ovat tutkineet eri henkilét samoja mene-

telmi& kayttaen samassa tai eri laboratoriossa. /13, s.7/

4.3.3 Toteamisraja

Toteamisraja on mikrobiologiassa pienin mahdollinen mikrobipitoisuus, mika voi-
daan luotettavasti menetelmalla todeta. Tahan vaikuttavat menetelmén selektiivisyys,
mikrobin tila” néytteessd sekd itse ndytematriisi taustamikrobeineen. Toteamisraja
madritetddn erikseen jokaiselle tutkittavalle matriisille ja se on madritettdvissé vain
kvalitatiivisille menetelmille. Menetelmén toteamisrajaa maéritettdessa mahdollisena
referenssimateriaalin tai siirrostetun ndytteen mikrobipitoisuutena voidaan pitéé

yleensa viisi solua / tutkittava ndytemaara. /13, s.7-8/
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4.3.4 Maéritysraja

Madritysraja on pienin saatava mikrobipitoisuus, joka voidaan kvantitatiivisesti maa-
rittdd validoitavalla menetelmélld. Méaaritysrajaa ei siis kaytetd kvalitatiivisissa me-
netelmissa. Nestemadisille naytteille maaritysraja yleensa on < 1 pmy/ml maljavalu-
tekniikalla ja < 10 pmy/ml pintaviljelytekniikalla. Kiinteilla naytteilld maéaritysraja
on yleensd maljavaluna < 10 pmy/g ja pintaviljelynd < 100 pmy/g. Méaaritysrajaan
vaikuttavat myos samat seikat kuin toteamisrajankin eli menetelmén selektiivisyys,
spesifisyys, ndytteessd olevien mikrobeiden “tila” sekd ndytematriisin taustakasvu.
/13, 5.8/

4.3.5 Spesifisyys ja herkkyys

Spesifisyyttd kdytetddn sekéd kvantitatiivisten ettd kvalitatiivisten menetelmien yhtey-
dessa tarkoittamaan kykya 16yt tutkittava mikrobi / mikrobit néytteessa olevien
hairitsevien tekijoiden vaikutuksesta huolimatta. Menetelmé, joka toteaa vain ana-
lysoitavan mikrobin / mikrobiston, on taysin spesifinen, mutta kaytanndssa mikrobio-
logiassa se ei ole mahdollista. Menetelmén validointiprosessissa on opittava tunnis-
tamaan tyypilliset pesékkeet héiritsevan mikrobikasvun joukosta varmistustestien
avulla. /13, s.8/

Herkkyys kertoo menetelmén kyvysta todeta vahaisetkin vaihtelut mikrobipitoisuuk-
sissa. Herkkyyden avulla voidaan verrata eri menetelmid toisiinsa ja se on tarked
ominaisuus taydellistd validointia tehtaessé uudelle kehitteelld olevalle menetelmélle.
Kvalitatiivisen menetelman herkkyys voidaan antaa menetelmalld saatujen positiivis-

ten tulosten prosenttiosuutena. /13, s.8/
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4.3.6 Lineaarisuus

Lineaarisuuden avulla saadaan kuva kvantitatiivisten menetelmien kyvysté antaa tu-
loksia, jotka ovat suoraan verrannollisia naytteen mikrobipitoisuuteen. Muutos mik-

robipitoisuudessa saa aikaan suhteessa yhtéd suuren muutoksen tuloksissa.

Mikrobiologiassa voidaan pitdd pesakelaskennan yldrajana muutamaa sataa pesaketta
maljaa kohti. Naytteesta valmistetaan laimennossarja halutulle laskenta-alueelle.
Menetelmassa useimmiten annetaan laskenta-alue, joka kertoo pienimmén ja suu-
rimman pesakeméaarén, joiden perusteella tulos voidaan ilmoittaa luotettavasti. Me-
netelmén validoinnin yhteydessa tulisi selvittadd, pystyyko laboratorio suorittamaan
pesdkelaskennan menetelmén antamissa rajoissa (pesakelaskentatarkkuus). Kaytan-
non tydssa tulos joudutaan usein antamaan pesakemadrien perusteella, jotka sijoittu-

vat laskenta-alueen ulkopuolelle, jolloin tulos esitetdan arvioina. /13, s.8/

4.4 Mikrobiologisen menetelmén validoinnin suoritus

On kyseessa sitten standardimenetelmén, kansainvélisen menetelmakokoelman tai
virallisen menetelmén validointi, matriisin valinta on térked osa prosessia. Toinen
huomion térked seikka on tutkittavien mikrobien ja niiden pitoisuuksien valinta. Me-
netelmdmuunnosten ollessa validoinnin kohteena, on osattava ratkaista se, kuinka
laaja validointiprosessin tulee olla. Validoitavia kohteita menetelmamuunnoksissa
voivat olla esimerkiksi lampotilojen, viljelyolosuhteiden, elatusaineen tai varmistus-
testien muutokset. Biokemiallisen testisarjan korvaaminen kaupallisella testikitill ei

kuitenkaan valttamatta edellyta validointia, jos testin kéytté on hallinnassa. /13, s.9/
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4.4.1 Matriisin, mikrobien ja pitoisuuksien valinta

Matriisin valinnassa on tarkedd huomioida laboratorion tutkimustarpeet ja suosituk-
sena on pidetty vahintdan kolmen elintarvikeryhman matriisien kayttamistd, kun me-
netelmén kayttéalueena ovat elintarvikkeet. Naytetyypit valitaan sen mukaisesti, mité
laboratoriossa yleisimmin menetelmélla aiotaan analysoida. Mikrobeina tulisi ensisi-
jaisesti kayttaa referenssimateriaaleja, joiden mikrobit ja niiden pitoisuus tunnetaan,
mutta laboratorio voi myos itse valmistaa tunnetuista bakteerikannoista mikrobisus-
pension. Referenssimateriaaleissa on yleensa joko yhta tai useampaa mikrobikantaa
ja valttamaétta hairitsevad mikrobistoa ei ole tarve lisatd, jos ndytteessa luonnostaan
kasvaa sellaisia. /13, s.9/; /1/ Varmennetulle vertailumateriaalille vertailumateriaalin
tuottaja antaa Kirjallisen todistuksen sen sisaltaméstd mikrobistosta ja niiden pitoi-
suuksista /7, .34/

Kvalitatiivista menetelm&a validoitaessa kéytetadn yleenséd kahta eri mikrobipitoi-
suutta. Toinen mikrobipitoisuuksista on hyvin lahelld menetelmén toteamisrajaa ja
toisen pitoisuuksista tulisi olla noin kymmenkertainen siihen nahden. Jos toteamisra-
ja ei ole tiedossa, tulee se selvittad siirrostamalla eri mikrobipitoisuuksia matriisei-
hin. Kvantitatiivisilla menetelmill& pitoisuusluokat ovat erilaisia. Kvantitatiivisia ja
kvalitatiivisia menetelmia validoitaessa tulee tutkimussarjoissa aina olla mukana

mya0s siirrostamattomat néytteet eli nollanéytteet. /13, .10/

4.4.2 Mikrobisuspension valmistus ja mikrobipitoisuuden maaritys

Siirroksen valmistuksessa lahdetdan liikkeelle puhtaaksiviljelemalla hajotusviljelyné
tutkittavaa mikrobilajia veriagarille tai muulle ei-selektiiviselle agarille ja inkuboi-
daan sitd optimilampdtilassa mikrobikannalle sopiva aika. Suurin osa bakteerikan-
noista voidaan inkuboida +37°C:ssa vuorokausi. Inkuboinnin jalkeen puhtaaksiviljel-
tyd bakteerikansaa siirrostetaan tryptoni-soijaliemeen (TSB) tai muuhun ei-

selektiiviseen, mikrobikannalle sopivaan kasvatusliemeen ja inkuboidaan vuorokausi
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+37°C:ssa, jolloin mikrobitiheydeksi saadaan 10%-10° solua/ml. Kasvatusliemen mik-
robitiheys inkuboinnin jalkeen saadaan madritettya valmistamalla laimennossarja 10°
% asti kuvion 1 mukaisesti. /13, LIITE 1 (3/4)/; /1/

Mikrobin kasvatus ei-
selektiivisessa liemessa von
v  ¥li=n. 10%solua/mi

Laimennos/1+9

I 0 1ml
f—

(3 01mi

T a 8
aog"ag

I., 0. 1ml
_8 @ _g
j:’.. 01ml

O _10
-9
~

KUVIO 1. Laimennossarjan tekeminen ja mikrobipitoisuuden maarittdminen. /1,

muokattu/

Laimennoksista 10°-10 tehdaan pintaviljely ei-selektiivisille maljoille mikrobilu-
kumaaran selvittamiseksi. Tdman avulla voidaan tehda laskelmat, mista laimennok-

sesta tulisi mikrobisiirrosta lisata validoitaviin naytteisiin.

4.4.3 Siirrostetun naytteen valmistus

Naytematriisit punnitaan stomacher-pusseihin tai muihin vastaaviin néyteastioihin.
Mikrobitiheysmaaritystulosten ja niista tehtyjen laskelmien perusteella siirrostetaan
sopiva maara mikrobiviljelmaa matriiseihin kuvion 2 mukaisesti. Siirroksen annetaan
imeytyd matriisiin muutaman minuutin ajan ja tdman jalkeen néytteet homogenisoi-

daan huolellisesti ja tutkitaan validoitavan menetelman mukaisesti.



Laimennossarja

8 ’ Uudet maljat
N °o9 mikrobipitoisuuden
T T T T maarittamiseksi

1 SO|Uja/ 0.1 ml

KUVIO 2. Siirrostus matriiseihin, kvalitatiivinen menetelma. /1, muokattu/

20
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5 VALIDOINNIN SUORITUS

5.1 Validoitavat menetelmat

Validoitavina menetelmina olivat Kolimuotoisten bakteerien maarittaminen elintar-
vikkeista laboratorion sisaiselld menetelméalla sekd Enterobacteriaceae:n maaritta-
minen elintarvikkeista NMKL:n Nro.144: 2005-menetelmalla.

5.1.1 Kolimuotoisten bakteerien méaarittaminen

Kolimuotoisten bakteerien madrittdmiseen kaytetty sisdinen menetelm& pohjautuu
suurelta osin NMKL:n Nro. 44: 2004-menetelmaéan Kolityyppisten bakteerien méaéri-
tys elintarvikkeista ja rehuista, mutta suurimpana eroavaisuutena on se, ettei viljely
tapahdu perinteiselld maljavalutekniikalla vaan petrifilmilla (Petrifilm™ Coliform
Count Plate), jossa agar on olemassa valmiina ohuena kerroksena ja jonka péalle
naytettd pipetoidaan. Menetelmalla haetaan kolityyppisia bakteereja, jotka muodos-
tavat tyypillisia pesakkeitd kasvaessaan VRB-agarilla (Violet Red Bile agar)
37°C:ssa 24 tunnin kuluessa. Petrifilm™ Coliform Count Plate-petrifilmi siséltaa
VRB-agarin, hyyteldimisaineen, glukuronidaasi- ja tetrazolium-indikaattorin, joka
helpottaa pesékkeiden lukemista. Koliformipesédkkeet varjaytyvét vaaleanpunaisella
alustalla punaisiksi (KUVA 1.). Kaasua tuottavat lajikkeet pystytaan identifioimaan

nakyvien kaasukuplien avulla.
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l "

KUVA 1. Punaisia koliformisia pesakkeita petrifilmilla.

5.1.2 Enterobakteerien maarittdminen

NMKL:n Nro.144: 2005 menetelmall& haetaan Enterobacteriaceae-heimoon kuuluvia
bakteereja, jotka muodostavat vaaleanpunaisesta punaiseen olevia pesakkeita VRBG-
agarilla (Violet-Red-Bile-Glucose agar) 37+1°C:ssa 22-26 tunnissa (KUVA 2.). Vil-
jely suoritetaan perinteisella maljavalutekniikalla, jossa pipetoidun naytteen paéalle
kaadetaan paksumpi agar-kerros ja tdman jahmetyttya péélle valetaan vieléd ohut ker-
ros samaa VRBG-agaria. Pesdkkeet varmistetaan Enterobacteriaceae-heimoon kuu-
luviksi oksidaasitestilla puhdasviljelmamaljalta. Tulos pyritddn saamaan maljoilta,

joilla kasvaa 15-150 peséketta.
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KUVA 2. Enterobakteereja VRBG-agarmaljalla.

5.2 Kasvatusalustat ja reagenssit

Laboratoriotydskentelyssa on térkeda, ettd kaytossa olevat elatusaineet toimivat
asianmukaisella tavalla. Maéarityksissa saatavien tulosten luotettavuus on oleellisesti
riippuvainen kaytettyjen elatusaineiden laadusta. Myds laadunvarmistukseen tulee
Kiinnittaa riittavasti huomiota valmistettaessa ja kéytettdessa kasvatusalustoja ja ri-
kastusliemid. Kasvatusalustat ja —liemet voidaan tilata valmiina agar-maljoina, agar-
pulloina, liuoksina tai myos petrifilmeind, mutta usein miten ne tilataan kuitenkin
elatusjauhepurkkeina, jolloin elatusalusta valmistetaan laboratoriossa. Térkeda ela-
tusaineiden laadun kannalta on myo6s hankkia ne luotettavilta toimittajilta, jolloin ti-
lauksen mukana saadaan asianmukaiset laatusertifikaatit. Maljojen ja liuosten val-
mistuksen yhteydessé niiden oikea pH, ulkondkd ja maljojen paksuus tarkastetaan
sekd lopullisen tuotteen laatu varmistetaan steriilisyys- ja toimivuustestein ela-
tusainetyypille sopivissa olosuhteissa. Ennen uuden elatusaineen kéyttdonottoa labo-
ratoriossa tulee elatusaineen toimivuus validoida riittavan laajasti. /2, 5.8/

Validoitavissa menetelmissa kaytettdvat elatusaineet ja reagenssit sekd ndiden val-
mistajat ovat lueteltuna taulukossa 2. Menetelman validointiin tarvittiin lisdksi Plate
Count-agar-maljoja (PCA, LABEMA), Brain Heart Infusion Broth Media (BHlI,
LABEMA).
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TAULUKKO 2. Menetelmien elatusaineet, reagenssit ja valmistajat.

Elatusaine / Reagenssi Valmistaja
Maximum Recovery Diluent (Peptoni-
suolaliuos) LAB103 LAB M ltd.
V.R.B.G. AGAR 200 ML, PULLO bioTRADING

300ML, KIERREKORKKI

3M™ PETRIFILM™ COLIFORM

3M Microbiology
COUNT PLATES

Medical Wire &

PYO-TEST (OKSIDAASITESTI) Equipment

5.3 Tyon suoritus

Tyossa lahdettiin liikkeelle petrifilmin toimintaperiaatteeseen tutustumalla, koska se
erosi perinteisestd maljavalutekniikasta jonkin verran. Itse menetelmien validointi-
prosesseissa aloitettiin matriisien valinnalla ja validointisuunnitelman teolla. Nayte-
matriiseiksi valittiin Saarioisten sdilyke oy:n (SSOY) banaanivalmiste, Saarioisten
kirkas perunasalaatti ja Farmimunan kananmunamassa. Tyot suoritettiin kahdessa eri

0sassa, joita kasitellaén jatkossa nimilla Projekti I ja Projekti 1.

5.3.1 Bakteerisuspension valmistus

Positiivisena bakteerikantana validoinneissa péaatettiin kayttdd Escherichia coli-
kantaa ATCC 51813, joka on enterobakteereihin kuuluva koliforminen ja oksi-
daasinegatiivinen bakteeri. Hairitsevdnd negatiivisena bakteerikantana kaytettiin
Pseudomonas aeruginosa-kantaa ATCC 9027, joka on oksidaasipositiivinen baktee-
ri. Bakteerisuspensiot valmistettiin siirrostamalla 1 pl:n viljelysilmukalliset kumpaa-
kin bakteerimassaa PCA-maljoilta (Plate Count Agar, LABEMA) 10 ml:aan
BHI(Brain Heart Infusion Broth, LABEMA)-elatusainelientd ja inkuboimalla BHI-
liemiputkia +37°C:ssa 22h.
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5.3.2 Siirroksen mikrobipitoisuuden maarittdminen

Siirrostetuissa ja vuorokauden inkuboiduissa BHI-liemiputkissa voitiin olettaa esitut-
kimusten perusteella mikrobitiheyden olevan 10%-10° pmy/ml. Bakteerisuspensioista
valmistettiin laimennossarjat tarkan mikrobipitoisuuden maéarittdmiseksi ja sopivan
solupitoisuuden saamiseksi naytteisiin siirrostamista varten. Laimennossarjat valmis-
tettiin peptonisuolaliuosputkiin (Maximum Recovery Diluent, LABEMA) 1ml + 9ml
(1:9) 10%-10"°. Laimennosputkista 10° ja 107 viljeltiin 0,1ml rinnakkaisille PCA-
maljoille (107 ja 10®), joita inkuboitiin +37°C:ssa 24h.

BHI-liemiputkien mikrobipitoisuudet saatiin selville laskemalla seuraavana péivéana
pesékkeet PCA-maljoilta. Taulukoissa 3 ja 4 on esitetty mikrobilukumé&arat laimen-

noksissa.

TAULUKKO 3. Mikrobiméaarat PCA-maljoilla, Projekti 1.

E.coli (PCA) P.aeruginosa (PCA)
10°® 20/ 16 716
10”7 143/ 149 71/76
Tulos 1°490°000°000 solua/ml BHI | 730°000°000 solua/ml BHI
(painotettukeskiarvo)
E.coli P.aeruginosa
— 10™ =14 900 solua / ml — 10™° = 7300 solua / ml
— 10 = 5960 solua /0,4 ml — 10™ =73 000 solua / ml

— 10%=29 200 solua/ 0,4 ml

TAULUKKO 4. Mikrobipitoisuudet PCA-maljalla, Projekti .

E.coli (PCA) P.aeruginosa (PCA)
10°® 16 14
10”7 131 68
Tulos 1°340°000°000 745°000°000
(painotettukeskiarvo) solua/ml BHI solua/ml BHI
E.coli P.aeruginosa
— 10° =13 100 solua / ml — 10™° = 7450 solua / ml
— 10° =2620 solua /0,2 ml — 10™ = 74 500 solua / ml

— 10*=29 800 solua/ 0,4 ml
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5.3.3 Naytteiden lahtotilanteen mikrobipitoisuuden maarittaminen

Validointiprojektiin valitut ndytteet tutkittiin validoitavilla menetelmilld ilman bak-
teerisuspensiolisdyksiéd ndytteiden l&ht6tilanteen mikrobipitoisuuden maarittamiseksi.
Liséksi naytteista madritettiin kokonaisbakteeripitoisuus. Saadut alkutilatulokset ovat

esitettynd alla olevassa taulukossa 5.

TAULUKKO 5. Naytteiden mikrobipitoisuudet lahtotilanteessa, pmy/g.

Valmiste Perunasalaatti Munamassa
Enterobakteerit <10 pmv/ <10 pmv/ <10 pmv/
(NMKL144:2005) P Pvig Py
Koliformisetbakteerit <10 pmy/g <10 pmy/g <10 pmy/g
(sisdinen menetelma)
Aerobiset
mikro-organismit <10 pmy/ 1300 pmy/ 260 pmy/
(NMKL86:2006, Pmy’g Pmy’g Pmy’g
4. painos)

5.3.4 Siirrostettujen naytteiden valmistus ja tutkiminen

Néaytematriiseiksi valittuja tuotteita (valmiste, perunasalaatti ja munamassa) punnit-
tiin Projekteissa | ja 1l noin 10 g ja laimennettiin suhteessa 1:9 peptonisuolaliuok-
seen, jonka jalkeen ndytteet homogenoitiin. Laimennettuihin ja homogenoituihin
naytteisiin lisattiin tutkittavaa ja hairitsevaa mikrobikantaa aktiivisina viljelmina.

Projektissa | ndytteisiin siirrostettiin E.coli-bakteerisuspensiota 0,4 ml:a laimennos-
putkesta 10 ja hairitsevad P.aeruginosa-bakteerisuspensiota arviolta 10-kertainen
maara 0,4 ml:a 10™-putkesta. Projektissa |1 naytteisiin siirrostettiin E.coli-kantaa 0,2
ml:a laimennosputkesta 10 ja P.aeruginosa-bakteerisuspension maara pidettiin en-
nallaan eli 0,4 ml:a putkesta 10™. Naytteet sekoitettiin huolellisesti ja viljeltiin lai-
mennoksin 10 ja 107 koliformisten tutkimista varten petrifilmeille seké enterobak-
teereja varten maljavaluna. Petrifilmit inkuboitiin vaakasuorassa kirkaspuoli ylospdin
ja VRBG-maljoja inkuboitiin agarpuoli ylospdin 37+1°C:ssa 24+2h (NMKL nro 144,
3.painos 2005).
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Néaytteiden teoreettisesti lasketut mikrobitulokset Projekteista | ja 1l ovat esitettynd

alla olevissa taulukoissa 6 ja 7.

TAULUKKO 6. Naytteiden teoreettiset bakteeripitoisuudet, Projekti .

Punnittu 1:9 lai- | E.coli E.coli P.aerug. | P.aerug.
naytemad- | mennos | pitoi- pitoi- pitoi- pitoi-
ra (10 suus suus suus 10 | suus 10°
10-1 102 1 2
Valmiste 10,63 ¢ 106,3ml | 56 6 275 28
Perunasalaatti 10,90 g 109,0 ml | 55 6 268 27
Kananmunamas- | 10,81 g 108,1 ml | 55 6 270 27
sa
Néytteiden teoreettiset E.coli-pitoisuudet tulisi olla 550-560 pmy / g.
TAULUKKO 7. Néaytteiden teoreettiset bakteeripitoisuudet, Projekti I1.
Punnittu nay- | 1:9 laimennos | E.coli pitoi- | P.aerug.
temaara (10 suus pitoisuus
10" 10"
Valmiste 10,00 g 100,0 ml 26 298
Perunasalaatti 10,00 g 100,0 ml 26 298
Kananmunamassa 10,00 g 100,0 ml 26 298

Néytteiden teoreettiset E.coli-pitoisuudet tulisi olla 260 pmy / g.
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6 TULOKSET

Tyossa kaytetyilla kahdella eri menetelmélld, Enterobakteerien maaritys NMKL
144:2005-menetelmélld ja Koliformisten bakteerien maaritys petrifilmilla (Petri-
film™ Coliform Count Plate), saatiin yhtenevaiset tulokset keskenaan. Koliformisten
bakteerien lukumaaréksi projektissa | saatiin metsdmarjavalmisteelle 426 pmy/g,
kirkkaalle perunasalaatille 365 pmy/g ja kananmunamassalle 527 pmy/g seké projek-
tissa Il metsamarjavalmisteelle 250 pmy/g, perunasalaatille 258 pmy/g ja kanan-
munamassalle 323 pmy/g. Enterobakteeripitoisuuksiksi saatiin metsémarjavalmis-
teessa 513 pmy/g, perunasalaatissa 445 pmy/g ja kananmunamassassa 470 pmy/g
projetissa | seka projektissa Il saatiin valmisteelle 278 pmy/g, perunasalaatille 260
pmy/g ja kananmunamassalle 308 pmy/g. Tulokset ovat esitetty alla olevissa taulu-
koissa 8.-11. Tulokset ovat keskiarvoja ndytesarjoista saaduista tuloksista, jotka 10y-
tyvét liitteistd 1-4.

TAULUKKO 8. Koliformisten bakteerien tulokset projektissa I.

Koliformit | Taru Pirjo |Susanna| Kk.-a

Valmiste 408 460 408 425,6
Perunasalaatti 428 375 292| 365,0
Munamassa 565 503 513| 5272

TAULUKKO 9. Enterobakteerien tulokset projektissa I.

Enterot | Taru Pirjo |Susanna| Kk.-a

Valmiste 480 508 552| 513,3
Perunasalaatti 485 450 400| 4450
Munamaassa 425 513 472| 470,0

TAULUKKO 10. Koliformisten bakteereiden tulokset projektissa I1.

Koliformit Il Taru Pirjo |Susanna| Kk.-a

Valmiste 282 176 293| 2504
Perunasalaatti 243 248 283| 258,3
Munamaassa 311 329 329| 3231
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TAULUKKO 11. Enterobakteerien tulokset projektissa Il.

Enterot 11 Taru Pirjo |Susanna| Kk.-a

Valmiste 263 315 257 278,4
Perunasalaatti 301 192 288| 260,2
Munamassa 303 295 325| 307,8

6.1 Uusittavuus

Uusittavuuden arvioimiseksi molemmat laborantit ja mikrobiologi suorittivat maari-
tykset itsendisesti. Satalab Oy:ssé tarkkaillaan uusittavuutta saannollisesti ja tyooh-
jeen mukaisesti tulosten ero saa olla maksimissaan 0,2 logaritmista yksikkdd. Raja-
arvo on mikrobiologin méaérittelema hyvaksyttavéa ero tassa laboratoriossa. Hyvaksyt-

taviin rajoihin padstiin myos tassa validoinnissa.

6.2 Toistettavuus

Menetelman toistettavuutta arvioitiin tekemalla analyysit kolmella erilaisella tuot-
teella, joista tehtiin projektissa | 6 kpl (-1) ja 6 kpl (-2) alustaa/néyte ja projektissa Il
15 kpl alustaa/nayte sek& molemmissa projekteissa yksi henkil6 pipetoi 10 rinnakkai-
sen maljan sarjan. Hiukkastilastollinen hajonta oli kaikissa naytteissa 8-11 % seké&
koliformisten petrifilmilla ettd VRBG-maljoilla maaritettyna (laimennos -1). Toiste-
tussa pesékelaskennassa ero (rv) saa olla enintdén 7 % ja eri laboranttien valill& enin-
tdan 18 %. Tahan péastiin hienosti. Laimennoksella -2 tehdyissa maljoissa lasketta-
vien pesdkkeiden lukumééra oli niin pieni, ettd rv oli 0 ja laborantit yksimielisi&. Toi-

saalta néissé taas hiukkastilastollinen hajonta oli 25-50 %.

Lukemaepévarmuus oli enterobakteereilla ensimmaéisessé projektissa 5,0 % ja toises-
sa 2,9 % kun taas koliformeilla ne olivat 3,2 % ja 3,1 % vastaavasti. Lukemaepévar-
muudessa on seka -1 ettd -2 laimennoksilta luetut maljat. Siirrostilavuuden epévar-
muus on Satalabissa mééritetty 1ml:lle 0,35 % ja laimennuskertoimelle 0,38 %. Yh-

distetty epdvarmuus voitiin laskea kaavan 1 avulla, jolloin koliformien maéaritykselle
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saatiin mittausepavarmuudeksi 17,2 % ja enterobakteerien maaritykselle 17,6 %.

Taulukossa 12 on esitetty laskennassa kéytetyt lukuarvot.

uy%:\/@qtu; +f*u? +u,’

uy % = yhdistetyn mittausepavarmuuden arvo prosenteissa

Z = pesékeluku

u; = lukemaepéavarmuus

f = laimennoskerroin

us = laimennoskertoimen mittausepavarmuus

Uy = siirrostilavuuden mittausepavarmuus

TAULUKKO 12. Yhdistetyn mittausepavarmuuden arvot.

Menetelmassa | Pesdke- | Laboratorio | Laimennus- | Laimennus-

kaytetty luku kohtainen kerroin kertoimen

elatusaine lukema- -1 epavarmuus
epavarmuus

Petrifilmi 35 3,2 1 0,38

koliformit

VRBG 35 5 1 0,38

Kahden perékkéisen laimennoksen

esimerkinomaisesti seuraavaa:

1)

Yhdistetty
epavarmuus
%

rinnakkaismaljojen pesakeluvun epévarmuus on

Naytteen tekija: Taru, Materiaali: Kirkas perunasalaatti
Laimennus -1 Pesdkkeet 49 kpl ja 49 kpl (Liite 3: 3/8)
Laimennus -2 Pesakkeet 5 kpl ja 3 kpl (Liite 3: 4/8)

Suhteellinen epdvarmuus on /; eli 0,097 eli 9,7 %, mik& on ndin pienilla
(49+49+5+3)

pesékeluvuilla erinomainen saavutus.
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6.3 Lineaarisuus

Lineaarisuus kertoo kvantitatiivisen menetelman kyvysta antaa suoraan verrannolli-
sia tuloksia riippuen néytteen mikrobipitoisuudesta. Menetelman lineaarisuus voi-
daan todeta lisddmalla tutkittavaan néytteeseen kahta tai useampaa eri pitoisuutta
maadritettdvad mikrobia. Lisatyn mikrobipitoisuuden muutoksen tulisi saada aikaan
yht& suuri muutos tuloksissa. Koliformisten bakteerien ja enterobakteerien tutkimi-
seen validoitavissa menetelmissa kaytettiin kahta eri pitoisuutta, joista toinen oli kak-
sinkertainen toiseen verrattuna. Pitoisuudet olivat pienid, mutta toisaalta eivat liian
pienid, jotta tyhjaksi jaavid maljoja (< 1 peséke) ei muodostunut. Molemmat mene-
telmat voitiin tulosten perusteella todeta lineaarisiksi.

6.4 Spesifisyys

Alustojen spesifisyyttd arvioitiin materiaaleihin lisatyn héiritsevdn mikrobikannan
avulla. Koliformisten bakteerien méaritykseen kaytettdva Petrifilmi kasvattaa koli-
formit punaisiksi pesakkeiksi, joiden yhteydessd havaitaan kaasukupla. Hairitsevéksi
kasvuksi lisatty P.aeruginosa kasvaa Petrifilmilla epatyypillisind pesédkkeind valmis-
tajan antaman tuoteselosteen mukaan. Petrifilmeissa havaittiin haaleita punaisia epa-
tyypillisenndkoisid pesdkkeitd ilman kaasukuplaa. Néaiden epatyypillisten pesékkei-
den voitiin olettaa olevan lisédttya P.aeruginosa-bakteerikantaa, koska naytteiden lah-
tomikrobitasot osoittivat, ettei ndytematriiseissa kasvanut luonnostaan koliformisia
bakteereja eikd epatyypillisenkadn nékoista bakteerikasvua. Epatyypillisen nakoiset
P.aeruginosa pesakkeet olivat kuitenkin helposti erotettavissa tyypillisista koliformi-
sista pesdkkeistd eikd niitd voida sekoittaa normaaleissa koliformisten bakteerien
maéaarittamis-tilanteissa toisiinsa. Menetelma ja Petrifilmi-alusta voidaan todeta riitta-

van spesifiseksi koliformisten bakteerien tutkimiseen.

VRBG-alustalla P.aeruginosa-pesakkeet havaittiin epatyypillisend kasvuna, hyvin

pienind pesakettd muistuttavina pisteing, joita hadin tuskin pystyi silméll& erottamaan
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ja laskemaan. Muutamalta maljalta P.aeruginosa-bakteerikannaksi oletetut pesakkeet
laskettiin ja voitiin huomata tulosten samansuuntaisuus lisdtyn P.aeruginosa-
bakteeri-maadran kanssa. Tulokset olivat kuitenkin jonkin verran pienemmat kuin li-
satyt madrét, joten tdssa kohtaa alustan selektiivisyys ja menetelmén spesifisyys tule-
vat ilmi hyvin. Valmisteen antamat huomattavasti pienemmat P.aeruginosa-tulokset
saattoivat johtua mahdollisesti valmisteen happamuudesta, joka liséksi selektoi
P.aeruginosa kasvua VRBG-maljalla. Héiritsevan P.aeruginosa-kasvun méaaraa ei
petrifilmeilta laskettu, silla pienia pesdkkeitd oli kymmenia ja ne olivat osittain tyy-

pillisen koliformisen kasvuston alla.

VRBG-maljoilta tehtiin enterobakteerien varmistamiseen tarkoitetut oksidaasitesta-
ukset seka tyypillisille pesakkeille ettd epatyypillisille pesdkkeille ja voitiin todeta
seuraavaa: Tyypilliset varmistuksiin valitut pesdkkeet antoivat enterobakteereille
ominaisen oksidaasinegatiivisen tuloksen, kun taas epéatyypillisen nakdiset
P.aeruginosaksi epdillyt pesédkkeen tapaiset antoivat P.aeruginosalle ominaisen ok-
sidaasipositiivisen tuloksen. Menetelma ja maarittdmiseen kaytettdva selektiivinen
VRBG-alusta voidaan todeta spesifisiksi, koska héiritsevé kasvu pystytdén erinomai-
sesti erottamaan tyypillisistad enterobakteeriaceae:seen kuuluvista bakteereista ja lo-

pulliset varmistukset kuitenkin tehdaéan oksidaasitestauksen avulla.

Petrifilmeille tarkoitettua erillistd bakteerien varmistustestia ei ole. Kaasun muodos-
tuksesta voidaan havaita koliformiset bakteerit aivan kuten kaytettdessa menetelman
NMKL 44 mukaista VRB-alustaa, jolloin pesdkkeet varmistetaan durhan-

kaasuputkilla varustetuin Briljanttivihred-sappi-laktoosi-liemiputkin.



33

7 PAATELMAT

Validointiprojektit I ja Il onnistuivat hyvin. E.coli-bakteerisuspensiota siirrostettiin
naytteisiin siten, ettd projektissa | saatiin kaksinkertainen maara projektiin 11 ndhden.
Eroa tuloksiin saatiin eridvalla pipetointi maaréllg (projektissa |1 0,4ml ja projektissa
I1 0,2 ml). Jalkimmaisestd projektista saatiin siis puolet pienempié tuloksia puolet
pienemman pipetointi tilavuuden mukaisesti ottaen huomioon tietenkin alkuperdisten
bakteerisuspensioiden pitoisuudet. Jos projekteissa olisi kaytetty kymmenkertaista
eroavaisuutta toisiinsa nahden, hiukkastilastollinen hajonta olisi kdynyt liian suureksi
pienten pesakemaarien vuoksi, mitd ilmeni jo projekti I:n laimennos 10n tuloksis-
sa. Menetelmien lineaarisuudet on kuitenkin hyvin néhtavissa saaduissa tuloksissa.
Pienta pitoisuutta haluttiin kayttaa validoinnissa sen vuoksi, ettd enterobakteerien ja
koliformien pitoisuudet erilaisissa valmisteissa ja kypsennetyissa tuotteissa ovat tyy-
pillisesti pienié valtaosassa laboratoriossa tutkittavista naytteista.

Laboranttien ja mikrobiologin tulokset molempien projektien ja menetelmien osalta
olivat yhtenevaisid, jonka ansiosta uusittavuus oli hyva, kuin myos oli pesékkeiden
laskentatarkkuus. Hiukkastilastollisen hajonnan perusteella menetelmén tarkkuus on
+ 10 %, mikd on myods hyvé tulos. Nailla samoilla Kolimuotoiset bakteerit elintar-
vikkeissa-menetelméllad (sisdinen menetelmd) ja Enterobacteriaceae-menetelméllé
(NMKL 144:2005) on osallistuttu interkalibrointeihin jo vuosia ja saadut tulokset
ovat olleet hyvid. Interkalibroinneista saatujen z-arvojen, joka osoittaa keskimaarais-
ta oikeellisuutta, &aripaat ovat olleet suunnilleen -1,0 ja +0,5, mutta paaosin tulokset
ovat olleet l&helld nollaa. Molempien menetelmien voidaan siis katsoa toimivan ja

antavan oikeita tuloksia.
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Peséakelaskennan toistotarkkuuden maaritys, Koliformiset bakteerit, Projekti | LIITE 1 (1/8)
Naytteet Valmiste (V), Kirkas perunasalaatti (P), Kananmunamassa (M)
laimennus-1
Taru Valmiste
Taru Pirjo[Susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna 2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 37 35 32 37 36 33 0 -1 -1 37,0f 35,5| 32,5 0,00 -2,82] -3,08] 35 29 41
2 41 41 41 42 41 41 -1 0 0 41,5 41,0] 41,0 -2,41] 0,00 0,00{ 41 34 49
3 46 43 39 44 43 41 2 0 -2 45,0] 43,0] 40,0 4,44 0,00{ -5,00{ 43 35 50
4 41 37 38 42 38 38 -1 -1 0 41,5 37,5| 38,0f -2,41] -2,67[ 0,00] 39 32 46
5 39 39 38 41 40 39 -2 -1 -1 40,0] 39,5| 38,5 -5,00f -2,53| -2,60{ 39 32 46
6 42 40 37 42 40 39 0 0 -2 42,0] 40,0| 38,0 0,00f 0,00f -526{ 40 33 47
7 49 47 44 48 47 45 1 0 -1 48,5] 47,0| 44,5| 2,06 0,00f -2,25[ 47 38 55
8 34 33 32 36 33 33 -2 0 -1 35,0] 33,0] 32,5| -5,71f 0,00f -3,08{ 34 27 40
9 48 49 48 49 48 48 -1 1 0 48,5| 48,5| 48,01 -2,06f 2,06 0,00{ 48 40 57
10 47 44 44 48 45 44 -1 -1 0 47,5] 44,5| 44,0 -2,11| -2,25| 0,00] 45 37 54
42,4 40,8 39,3
rsd| 0,00816 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,09035 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,74469 424 408 393 408 pmyl/g
263 261 259 2,6
laimennus-1
Pirjo Valmiste
Taru Pirjo|Susanna| Taru 2|Pirjo 2[Susanna 2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 44 45 44 42 44 44 2 1 0 43,0] 44,5 44| 4,65 2,25 0,00 44 36 52
2 48 46 49 50 47 49 -2 -1 0 49,0]1 46,5 49| -4,08[ -2,15| 0,00 48 39 57
46 45,5 46,5
rsd| 0,00725 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,08513 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,09762 460 455 465 460 pmy/g
266 266 2,67 2,7




LITE 1 (2/8)

laimennus-1
Susanna Valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 49 48 49 48 49 49 1 -1 0 48,5] 48,5] 49| 2,06 -2,06f 0,00{ 49 40 58
2 34 33 32 32 33 33 2 0 -1 33,00 33)325] 6,060 0,000 -3,08] 33 27 39
41,5 40,5 40,5
rsd| 0,00816 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,09035 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 8,61201 415 405 405 408 pmyl/g
262 261 261 2,6
laimennus-2
Taru Valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 5 5 5 5 5 5 0 0 0 5,0 5 5 0,00/ 0,00/ 0,000 5 4 6
2 7 7 7 7 7 7 0 0 0 7,0 7 7| 0,00/ 0,00] 0,00] 7 6 8
6 6 6
rsd| 0,05556 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,2357 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,09545 600 600 600 600 pmy/g
2,78 2,78 2,78 2,8
laimennus-2
Pirjo valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2,0 2 2| 0,00/ 0,00/ 0,00 2 2 2
2 5 5 5 5 5 5 0 0 0 5,0 5 5 0,00 0,00/ 0,000 5 4 6
3,5 3,5 3,5
rsd| 0,09524 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,30861 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,64317 350 350 350 350 pmy/g
254 254 254 2,5




LITE 1 (3/8)

laimennus-2
Susanna valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1,0 1 1] 0,00f 0,00f o0,00f 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2,0 2 2| 0,00/ 0,00f 0,00] 2 2 2
15 15 15
rsd| 0,22222 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,4714 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,54772 150 150 150 150 pmyl/g
2,18 2,18 2,18 2,2
laimennus-1
Taru Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 34 34 34 35 34 34 -1 0 0 34,5 34| 34| -2,90] 0,00 0,00 34 28 40
2 54 53 48 55 53 50 -1 0 -2 545 53] 49| -1,83] 0,00 -4,08[ 52 43 62
44 43,5 41
rsd| 0,00778 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,08822 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 9,8877 440 435 410 428 pmylg
264 264 261 2,6
laimennus-1
Pirjo Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 37 37 35 37 37 35 0 0 0 37,00 37| 35| 0,000 0,00] 0,00] 36 30 43
2 39 39 38 38 39 38 1 0 0 38,5/ 39| 38|/ 2,60f 0,00f 0,00{f 39 31 46
38 38 36,5
rsd| 0,00889 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,09428 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,51658 380 380 365 375 pmy/g
258 258 256 2,6




LITE 1 (4/8)

laimennus-1
Susanna Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 32 33 33 34 33 33 -2 0 0 33,00 33] 33] -6,06/] 0,000 0,00] 33 27 39
2 25 27 25 26 26 25 -1 1 0 25,5 26,5/ 25| -3,92| 3,77] 0,00] 26 21 30
28,5 30 29
rsd| 0,01143 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,1069 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,92003 285 300 290 292 pmy/g
245 2,48 2,46 25
laimennus-2
Taru Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 6 6 6 6 6 6 0 0 0 6,0 6 6/ 0,00/ 0,00/ 0,000 6 5 7
2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2,0 2 2| 0,00/ 0,00f 0,00] 2 2 2
4 4 4
rsd| 0,08333 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,28868 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,19089 400 400 400 400 pmy/g
260 260 2,60 2,6
laimennus-2
Pirjo Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo|susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 6 6 6 6 6 6 0 0 0 6,0 6 6/ 0,00/ 0,000 0,000 6 5 7
2 4 4 4 4 4 4 0 0 0 4,0 4 4 0,00 0,00 0,00 4 3 5
5 5 5
rsd| 0,06667 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,2582 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,09545 500 500 500 500 pmy/g
270 2,70 2,70 2,7




LITE 1 (5/8)

laimennus-2
Susanna Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 4 4 4 4 4 4 0 0 0 4,0 4 4f 0,00/ 0,00 0,001 4 3 5
2 3 3 3 3 3 3 0 0 0 3,0 3 3| 0,00/ 0,00/ 0,00 3 2 4
3,5 3,5 3,5
rsd] 0,09524 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,30861 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,54772 350 350 350 350 pmy/g
254 254 254 2,5
laimennus-1
Taru Kananmunamassa
Taru Pirjo|susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%[+18,2%
1 49 51 51 51 51 51 -2 0 0 50,0f 51] 51] -4,00f 0,00f 0,00f 51 41 60
2 64 64 60 65 64 61 -1 0 -1 64,5 64) 60,5] -1,55| 0,00] -1,65| 63 52 74
56,5 57,5 55,5
rsd| 0,0059 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,07681 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 6,94982 565 575 555 565 pmy/g
275 2,76 2,74 2,8
laimennus-1
Pirjo Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 46 45 45 43 45 45 3 0 0 445 45| 45| 6,74 0,00f 0,00 45 37 53
2 56 58 52 55 58 53 1 0 -1 55,5 58] 52,5/ 1,80/ 0,00] -1,90] 55 45 65
51 51,5 48,5
rsd| 0,00662 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,08138 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 5,81951 510 515 485 503 pmy/g
271 2,71 2,69 2,7




laimennus-1 LIITE 1 (6/8)

anna Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 44 46 42 42 45 43 2 1 -1 43,01 45,5 42,5 4,65| 2,20 -2,35| 44 36 52
2 58 59 59 58 59 59 0 0 0 58,0/ 59| 59| 0,000 0,00 0,00] 59 48 69
51 52,5 50,5
rsd| 0,00649 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,08058 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 8,14043 510 525 505 513 pmy/g
271 2,72 2,70 2,7
laimennus-2
Taru Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 8 9 8 8 9 8 0 0 0 8,0 9 8| 0,00/ 0,00/ 0,000 8 7 10
2 6 6 6 6 6 6 0 0 0 6,0 6 6/ 0,00/ 0,00/ 0,000 6 5 7
7 7,5 7
rsd| 0,04651 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,21567 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,32916 700 750 700 717 pmylg
28 2,88 285 2,9
laimennus-2
Pirjo Kananmunamassa
Taru Pirjo|susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1l-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 6 6 6 6 6 6 0 0 0 6,0 6 6/ 0,00/ 0,000 0,000 6 5 7
2 4 4 4 4 4 4 0 0 0 4,0 4 4 0,00 0,00 0,00 4 3 5
5 5 5
rsd| 0,06667 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,2582 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,09545 500 500 500 500 pmy/g

2,70 2,70 2,70 2,7




LITE 1 (7/8)

laimennus-2
Susanna Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 3 3 3 3 3 3 0 0 0 3,0 3 3] 0,000 0,000 0,00f 3 2 4
2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2,0 2 2| 0,00/ 0,00f 0,00] 2 2 2
2,5 2,5 2,5
rsd| 0,13333 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,36515 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,54772 250 250 250 250 pmy/g
240 2,40 240 2,4




Taru Pirjo Susanna k.-a
\Y 408 460 408 425,6
kolimuotoisetbakteerit -1 P 428 375 292 365,0
M 565 503 513 527,2
_ _ . v 600 350 150 366,7
kolimuotoisetbakteerit -2 P 400 500 350 416.7
M 717 500 250 488,9

LITE 1 (8/8)






Peséakelaskennan toistotarkkuuden maaritys, Koliformiset bakteerit, Projekti Il LIITE 2 (1/6)
Naytteet Valmiste (V), Kirkas perunasalaatti (P), Kananmunamassa (M)
laimennus-1
Pirjo Valmiste
Taru Pirjo[Susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna 2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 16 15 16 16 16 16 0 -1 0 16,0/ 15,5 16,0 0,00] -6,45] 0,00 16 13 19
2 17 16 17 16 16 16 1 0 1 16,5/ 16,0 16,5 6,06/ 0,00 6,06 16 13 19
3 27 28 27 28 28 27 -1 0 0 27,5 28,0) 27,0] -3,64] 0,00 0,00] 28 22 33
4 19 19 19 19 19 19 0 0 0 19,0f 19,0 19,0 0,00] 0,00 0,00 19 16 22
5 11 13 12 13 13 13 -2 0 -1 12,0 13,0] 12,5/-16,67] 0,00] -8,00] 13 10 15
6 18 19 18 19 19 19 -1 0 -1 18,5| 19,0 18,5| -5,41f 0,00| -541] 19 15 22
7 16 16 17 16 17 17 0 -1 0 16,0/ 16,5] 17,0 0,00| -6,06/ 0,00 17 13 20
8 19 19 18 20 19 19 -1 0 -1 19,5| 19,0 18,5| -5,13f 0,00| -541] 19 16 22
9 15 17 16 17 18 17 -2 -1 -1 16,0 17,5] 16,5[-12,50| -5,71] -6,06] 17 14 20
10 16 16 16 17 17 17 -1 -1 -1 16,5| 16,5| 16,5 -6,06] -6,06] -6,06] 17 13 20
17,4 17,8 17,6
rsd] 0,01894 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,13762 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 4,8116 174 178 176 176 pmy/g
224 225 225 2,2
laimennus-1
Taru Valmiste
Taru Pirjo|Susanna| Taru 2|Pirjo 2[Susanna 2| Tt1-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 22 22 23 23 23 22 -1 -1 1 22,5 22,5| 22,5| -4,44| -4,44| 4,44| 23 18 27
2 28 28 28 29 29 29 -1 -1 -1 28,5 28,5| 28,5| -3,51| -3,51| -3,51| 29 23 34
3 25 26 27 26 27 27 -1 -1 0 25,5| 26,5| 27| -3,92] -3,77] 0,00[ 26 22 31
4 39 38 38 41 40 40 -2 -2 -2 40,01 39| 39| -5,00f -5,13| -5,13| 39 32 46
5 26 27 26 28 27 28 -2 0 -2 27,00 27| 27| -7,41] 0,001 -7,41] 27 22 32
28 28,2 28,4
rsd| 0,01182 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,10872 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 5,60867 280 282 284 282 pmy/g
245 245 245 2,5




LITE 2 (2/6)

laimennus-1
Susanna Valmiste

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 29 29 30 29 29 29 0 0 1 29,0 29]29,5] 0,000 0,000 3,39] 29 24 34
2 33 33 33 35 33 34 -2 0 -1 34,0f 33) 33,5| -5,88] 0,001 -2,99] 34 27 40
3 38 38 37 37 38 37 1 0 0 37,5 38] 37| 2,67/ 0,000 0,00] 38 31 44
4 25 26 26 28 26 27 -3 0 -1 26,5 26] 26,5/-11,32] 0,00 -3,77| 26 22 31
5 18 19 20 19 19 20 -1 0 0 18,5 19| 20| -5,41] 0,00 0,00] 19 16 23

29 29 30

rsd| 0,01136 Tulos kolimuotoisetbakteerit valmisteessa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,1066 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,57735 290 290 300 293 pmy/g

246 2,46 2,48 2,5
laimennus-1
Taru Kirkas perunasalaatti

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%(+18,2%
1 29 29 28 29 29 28 0 0 0 29,00 29| 28| 0,000 0,00 0,00] 29 23 34
2 26 25 27 25 25 25 1 0 2 255 25| 26| 3,92 0,000 7,69] 26 21 30
3 23 21 24 22 22 22 1 -1 2 22,5| 21,5| 23| 4,44 -4,65[ 8,70 22 18 26
4 19 19 20 19 19 19 0 0 1 19,0/ 19} 19,5 0,00/ 0,00 5,13] 19 16 23
5 25 25 25 26 26 26 -1 -1 -1 25,5 25,5| 25,5| -3,92| -3,92| -3,92| 26 21 30

24,4 23,8 24,8

rsd| 0,0137 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,11704 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,35233 244 238 248 243 pmylg

239 238 2,39 2,4




LIITE 2 (3/6)

laimennus-1
Pirjo Kirkas perunasalaatti

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 26 26 26 27 27 28 -1 -1 -2 26,5 26,51 27| -3,77| -3,77| -7,41| 27 22 32
2 23 25 23 25 26 22 -2 -1 1 24,01 25,5| 22,5 -8,33] -3,92 4,44 24 20 28
3 37 37 36 37 37 37 0 0 -1 37,00 37]36,5] 0,000 0,00 -2,74f 37 30 44
4 16 16 18 15 16 16 1 0 2 15,5 16| 17| 6,45 0,00] 11,76] 16 13 19
5 27 27 27 27 27 27 0 0 0 27,0 27] 27| 0,000 0,00f 0,00 27 22 32

24,5 25,5 24,5

rsd| 0,01342 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,11586 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,47196 245 255 245 248 pmy/g

239 241 2,39 2,4
laimennus-1
Susanna Kirkas perunasalaatti

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%(+18,2%
1 32 32 31 30 31 30 2 1 1 31,0f 31,5| 30,5 6,45 3,17 3,28 31 25 37
2 25 25 25 25 25 25 0 0 0 25,00 25| 25| 0,000 0,00 0,00] 25 20 30
3 35 35 34 35 35 35 0 0 -1 35,00 35| 34,5| 0,000 0,00 -2,90] 35 28 41
4 16 16 17 15 15 15 1 1 2 15,5| 15,5 16| 6,45 6,45 12,50| 16 13 19
5 23 23 23 23 23 22 0 0 1 23,00 23] 225| 0,000 0,00 4,44| 23 19 27

28,5 28,5 28

rsd| 0,01176 Tulos kolimuotoisetbakteerit perunasalaatissa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,10847 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,6697 285 285 280 283 pmy/g

2,45 2,45 2,45 2,5




LIITE 2 (4/6)

laimennus-1
Taru Kananmunamassa

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 24 24 25 24 24 24 0 0 1 24,0 24| 24,5 0,00/ 0,00 4,08 24 20 29
2 36 36 37 37 37 36 -1 -1 1 36,5| 36,5| 36,5 -2,74| -2,74| 2,74 37 30 43
3 32 31 32 30 30 30 2 1 2 31,01 30,5 31f 6,45] 3,28 6,45 31 25 36
4 27 27 28 28 28 27 -1 -1 1 27,5| 27,5| 27,5| -3,64| -3,64| 3,64 28 22 33
5 36 36 36 38 37 37 -2 -1 -1 37,0] 36,5| 36,5 -5,41| -2,74 -2,74| 37 30 43

31 30,8 31,6

rsd| 0,01071 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,10347 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 4,9116 310 308 316 311 pmy/g

249 249 250 25
laimennus-1
Pirjo Kananmunamassa

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 37 34 37 35 35 36 2 -1 1 36,0] 34,5| 36,5 5,56] -2,90f 2,74 36 29 42
2 36 36 37 36 36 36 0 0 1 36,01 36| 36,5/ 0,00f 0,00f 2,74 36 30 43
3 36 35 37 34 35 35 2 0 2 35,0 35 36| 5,71] 0,00 5,56 35 29 42
4 25 26 25 24 25 23 1 1 2 24,5 255 24| 4,08 3,92 8,33] 25 20 29
5 31 30 31 31 31 30 0 -1 1 31,0 30,5| 30,5 0,00] -3,28( 3,28| 31 25 36

33 32,2 33,4

rsd| 0,01014 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,10071 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 4,5492 330 322 334 329 pmy/g

252 251 252 2,5




LITE 2 (5/6)

laimennus-1
anna Kananmunamassa

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 37 35 36 34 35 35 3 0 1 35,5 35/355| 8,45| 0,000 2,82 35 29 42
2 33 33 33 34 34 34 -1 -1 -1 33,5 33,5| 33,5] -2,99] -2,99] -2,99| 34 27 40
3 32 32 33 32 32 32 0 0 1 32,00 32]325/ 0,000 0,000 3,08 32 26 38
4 29 30 29 31 31 30 -2 -1 -1 30,0{ 30,5| 29,5| -6,67| -3,28] -3,39] 30 25 35
5 34 34 34 33 33 33 1 1 1 33,5/ 33,5/ 335 2,99] 2,99 2,99 34 27 40

33 32,8 33

rsd| 0,01012 Tulos kolimuotoisetbakteerit munamassassa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,10061 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,31352 330 328 330 329 pmy/g

252 252 252 2,5




Taru Pirjo Susanna k.-a
V 282 176 293 250,4
kolimuotoisetbakteerit -1 P 243 248 283 258,3
M 311 329 329 323,1

LIITE 2 (6/6)






Peséakelaskennan toistotarkkuuden maaritys, Enterobakteerit, Projekti | LIITE 3 (1/8)
Naytteet Valmiste (V), Kirkas perunasalaatti (P), Kananmunamassa (M)
laimennus-1
Taru Valmiste
Taru Pirjo[Susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna 2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 52 50 48 55 51 48 -3 -1 0 53,5 50,5 48,0] -5,61| -1,98[ 0,00f 51 41 60
2 38 36 34 37 35 35 1 1 -1 37,5| 35,5/ 34,5 2,67 2,82] -2,90[ 36 29 42
3 59 53 54 61 56 54 -2 -3 0 60,0{ 54,5| 54,0] -3,33] -5,50] 0,00 56 46 66
4 42 42 38 43 41 40 -1 1 -2 42 5] 41,5 39,0 -2,35| 2,41| -5,13] 41 34 48
5 38 38 38 39 38 38 -1 0 0 38,5/ 38,0| 38,0 -2,60] 0,00/ 0,00] 38 31 45
6 53 50 48 53 51 50 0 -1 -2 53,0f 50,5] 49,0] 0,00( -1,98[ -4,08[ 51 42 60
7 54 55 54 53 54 54 1 1 0 53,5 54,5| 54,0/ 1,87 1,83] 0,00 54 44 64
8 50 48 44 49 49 46 1 -1 -2 49,5 48,5| 45,0 2,02 -2,06 -4,44| 48 39 56
9 54 56 55 55 54 55 -1 2 0 54,5 55,0| 55,0] -1,83] 3,64 0,00 55 45 65
10 54 53 52 55 53 53 -1 0 -1 54,5 53,0| 52,5| -1,83] 0,00] -1,90] 53 44 63
49,4 48,1 46,5
rsd| 0,00694 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,08333 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 8,19645 494 481 465 480 pmyl/g
269 268 2,67 2,7
laimennus-1
Pirjo Valmiste
Taru Pirjo|Susanna| Taru 2|Pirjo 2[Susanna 2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 55 55 54 54 55 55 1 0 -1 54,5 55|545] 1,83] 0,00/ -1,83] 55 45 65
2 48 47 46 47 46 47 1 1 -1 47,5| 46,5| 46,5 2,11 2,15 -2,15( 47 38 55
51,5 51 50
rsd| 0,00656 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,08098 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 4,26224 515 510 500 508 pmy/g
2,71 2,71 2,70 2,7




LIITE 3 (2/8)

laimennus-1
Susanna Valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 50 50 50 50 51 50 0 -1 0 50,0f 50,5/ 50| 0,00 -1,98] 0,00] 50 41 59
2 61 61 59 61 61 60 0 0 -1 61,0f 61)59,5] 0,000 0,00 -1,68[ 61 49 72
55,5 55,5 54,5
rsd| 0,00604 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,07773 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 5,70672 555 555 545 552 pmy/g
274 2,74 2,74 2,7
laimennus-2
Taru Valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1,0 1 1] 0,00f 0,00f 0,00f 1 1 1
2 6 6 5 6 6 6 0 0 -1 6,0 6/ 5,5 0,00f 0,00f-18,18] 6 5 7
3,5 3,5 3
rsd 0,1 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,31623 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,58199 350 350 300 333 pmy/g
254 254 248 2,5
laimennus-2
Pirjo valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 7 7 6 7 7 7 0 0 -1 7,0 71 6,5 0,00f 0,00f-1538f 7 6 8
2 3 3 3 3 3 3 0 0 0 3,0 3 3| 0,00/ 0,00/ 0,00 3 2 4
5 5 4,5
rsd| 0,06897 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,26261 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,04124 500 500 450 483 pmyl/g
270 2,70 2,65 2,7




LIITE 3 (3/8)

laimennus-2
Susanna valmiste
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2,0 2 2| 0,00/ 0,00f 0,00] 2 2 2
2 4 4 4 4 4 4 0 0 0 4,0 4 4f 0,00/ 0,00 0,00 4 3 5
3 3 3
rsd] 0,11111 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,33333 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,09545 300 300 300 300 pmy/g
248 2,48 2,48 2,5
laimennus-1
Taru Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 49 48 48 48 48 48 1 0 0 48,5] 48| 48] 2,06 0,00f 0,00{ 48 39 57
2 49 50 47 51 50 48 -2 0 -1 50,0f 50| 47,5] -4,00] 0,00] -2,11] 49 40 58
49 49 47,5
rsd| 0,00687 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,0829 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,04881 490 490 475 485 pmyl/g
269 269 2,68 2,7
laimennus-1
Pirjo Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 43 42 44 42 42 44 1 0 0 425 42| 44| 2,35 0,00f 0,00 43 35 51
2 44 46 51 44 45 50 0 1 1 44,0] 45,5/ 50,5 0,00 2,20 1,98] 47 38 55
43,5 44 47,5
rsd| 0,00741 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,08607 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,2249 435 440 475 450 pmyl/g
264 264 2,68 2,7




LIITE 3 (4/8)

laimennus-1
Susanna Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%1+18,2%
1 45 47 44 43 46 45 2 1 -1 44,0] 46,5| 44,5] 4,55 2,15 -2,25[ 45 37 53
2 36 35 33 35 35 34 1 0 -1 35,5 35|335] 2,82 0,000 -2,99] 35 28 41
40,5 41 38,5
rsd| 0,00833 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,09129 Taru Pirjo Susanna
ka keskih 6 405 410 385 400 pmy/g
261 261 259 2,6
laimennus-2
Taru Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 5 5 5 5 5 5 0 0 0 5,0 5 5 0,00/ 0,00/ 0,000 5 4 6
2 3 3 3 3 3 3 0 0 0 3,0 3 3| 0,00/ 0,00/ 0,00 3 2 4
4 4 4
rsd| 0,08333 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,28868 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,09545 400 400 400 400 pmy/g
260 260 2,60 2,6
laimennus-2
Pirjo Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo|susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 6 6 6 6 6 6 0 0 0 6,0 6 6/ 0,00/ 0,000 0,000 6 5 7
2 3 3 3 3 3 3 0 0 0 3,0 3 3| 0,00 0,000 0,000 3 2 4
4,5 4,5 4,5
rsd| 0,07407 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,27217 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,64317 450 450 450 450 pmy/g
265 265 2,65 2,7




LIITE 3 (5/8)

laimennus-2
Susanna Kirkas perunasalaatti
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 2 1 1 2 2 1 0 -1 0 20| 15 1] 0,00{ -66,67 0,00f 2 1 2
2 4 4 3 4 4 4 0 0 -1 4,0 4f 3,5/ 0,00 0,00]-28,57] 4 3 5
3 2,5 2
rsd| 0,13333 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,36515 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,3784 300 250 200 250 pmy/g
248 2,40 2,30 2,4
laimennus-1
Taru Kananmunamassa
Taru Pirjo|susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%[+18,2%
1 55 61 45 55 57 47 0 4 -2 55,0/ 59| 46| 0,00 6,78 -4,35] 53 44 63
2 33 30 31 33 32 32 0 -2 -1 33,00 31)315] 0,00 -6,45[ -3,17 32 26 38
44 45,5 38
rsd| 0,00784 Tulos enterobakteerit munamassassa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,08856 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 13,2929 440 455 380 425 pmyl/g
264 266 2,58 2,6
laimennus-1
Pirjo Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 57 54 51 55 55 52 2 -1 -1 56,0 54,5| 51,5 3,57| -1,83] -1,94| 54 44 64
2 51 47 48 50 49 48 1 -2 0 50,5 48] 48] 1,98] -4,17] 0,00] 49 40 58
54 50,5 49,5
rsd| 0,00649 Tulos enterobakteerit munamassassa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,08058 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,7238 540 505 495 513 pmy/g
273 2,70 2,69 2,7




LIITE 3 (6/8)

laimennus-1
anna Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 52 50 50 53 52 52 -1 -2 -2 52,5 51| 51| -1,90] -3,92 -3,92| 52 42 61
2 44 43 44 45 44 44 -1 -1 0 445] 43,5| 44| -2,25( -2,30f 0,00{ 44 36 52
48 46,5 47
rsd| 0,00707 Tulos enterobakteerit munamassassa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,08407 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,92003 480 465 470 472 pmylg
268 267 2,67 2,7
laimennus-2
Taru Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 7 8 7 8 8 7 -1 0 0 7,5 8 7(-13,33] 0,00/ 0,00/ 8 6 9
2 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2,0 2 2| 0,00/ 0,00f 0,00] 2 2 2
4,5 5 4,5
rsd| 0,07143 Tulos enterobakteerit munamassassa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,26726 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,94392 450 500 450 467 pmylg
265 2,70 2,65 2,7
laimennus-2
Pirjo Kananmunamassa
Taru Pirjo|susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1l-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 6 6 6 6 6 6 0 0 0 6,0 6 6/ 0,00/ 0,000 0,000 6 5 7
2 7 7 7 7 7 7 0 0 0 7,0 7 7 0,00 0,00 0,00 7 6 8
6,5 6,5 6,5
rsd| 0,05128 Tulos enterobakteerit munamassassa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,22646 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,54772 650 650 650 650 pmy/g
281 281 281 2,8




laimennus-2 LIITE 3 (7/8)
Susanna Kananmunamassa
Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 5 5 5 5 5 5 0 0 0 5,0 5 5 0,00 0,000 0,000 5 4 6
2 4 4 4 4 4 4 0 0 0 4,0 4 4f 0,00/ 0,00 0,001 4 3 5
4,5 4,5 4,5
rsd| 0,07407 Tulos enterobakteerit munamassassa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,27217 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,54772 450 450 450 450 pmy/g

265 265 2,65 2,7




Taru Pirjo Susanna k.-a
\ 480 508 552 513,3
enterobakteerit -1 P 485 450 400 4450
M 425 513 472 470,0
, v 333 483 300 372,2
enterobakteerit -2 P 400 450 250 366,7
M 467 650 450 522,2

LIITE 3 (8/8)






Peséakelaskennan toistotarkkuuden maaritys, Enterobakteerit, Projekti Il LIITE 4 (1/6)
Naytteet Valmiste (V), Kirkas perunasalaatti (P), Kananmunamassa (M)
laimennus-1
Pirjo Valmiste
Taru Pirjo[Susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna 2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 36 35 35 35 36 35 1 -1 0 35,5 35,5/ 35,0 2,82 -2,82] 0,00] 35 29 42
2 28 28 28 29 28 28 -1 0 0 28,5 28,0] 28,0 -3,51] 0,00 0,00 28 23 33
3 32 31 32 32 32 32 0 -1 0 32,0{ 31,5) 32,0] 0,00f -3,17[ 0,00{ 32 26 38
4 25 25 25 26 26 26 -1 -1 -1 25,5| 25,5| 25,5 -3,92] -3,92| -3,92 26 21 30
5 27 27 26 26 27 26 1 0 0 26,5 27,0]1 26,01 3,77 0,00 0,00f 27 22 31
6 23 22 23 22 22 21 1 0 2 22,5| 22,01 22,0 4,44] 0,001 9,09] 22 18 26
7 37 37 39 37 37 37 0 0 2 37,0f 37,0] 38,0/ 0,00 0,00 5,26f 37 31 44
8 39 39 39 39 39 38 0 0 1 39,0] 39,0f 38,5/ 0,00f 0,00f 2,60{ 39 32 46
9 31 31 30 31 32 30 0 -1 0 31,0f 31,5) 30,0/ 0,00 -3,17[ 0,00{ 31 25 36
10 39 38 39 39 38 39 0 0 0 39,0] 38,0] 39,0/ 0,00f{ 0,00f 0,00{ 39 32 46
31,7 31,3 31,6
rsd| 0,01057 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,10281 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 4,06761 317 313 316 315 pmy/g
250 250 2,50 2,5
laimennus-1
Taru Valmiste
Taru Pirjo|Susanna| Taru 2|Pirjo 2[Susanna 2| Tt1-Tt2|Ptl-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srv[  x[x-18,2%(+18,2%
1 36 35 35 35 36 35 1 -1 0 35,5 355 35| 2,82] -2,82[ 0,00] 35 29 42
2 24 24 24 24 24 24 0 0 0 24,01 24| 24| 0,00f 0,00 0,00 24 20 28
3 31 31 31 31 31 31 0 0 0 31,00 31} 31] 0,00f 0,00f 0,00{f 31 25 37
4 14 14 14 14 14 14 0 0 0 14,00 14| 14| 0,00 0,00 0,00 14 11 17
5 28 26 28 28 28 27 0 -2 1 28,00 27| 275| 0,000 -7,41] 3,64 28 22 33
26,6 26 26,4
rsd| 0,01266 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,11251 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 7,49921 266 260 264 263 pmy/g
242 241 242 2,4




LIITE 4 (2/6)

laimennus-1
Susanna Valmiste

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 26 26 25 27 25 25 -1 1 0 26,5 25,5| 25| -3,77] 3,92 0,00] 26 21 30
2 36 35 35 34 34 34 2 1 1 35,0f 34,5| 34,5] 5,71 2,90 2,90 35 28 41
3 38 38 37 38 38 38 0 0 -1 38,0f 38) 37,5/ 0,000 0,000 -2,67] 38 31 45
4 40 37 39 38 38 38 2 -1 1 39,0{ 37,5) 38,5 5,13 -2,67] 2,60 38 31 45
5 29 30 29 31 30 30 -2 0 -1 30,0] 30| 29,5] -6,67f{ 0,00f -3,39( 30 24 35

26 26 25

rsd| 0,01299 Tulos enterobakteerit valmisteessa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,11396 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 0,57735 260 260 250 257 pmy/g

241 241 2,40 2,4
laimennus-1
Taru Kirkas perunasalaatti

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%(+18,2%
1 39 38 37 37 37 37 2 1 0 38,0 37,5 37| 5,26/ 2,67 0,00 38 31 44
2 33 33 33 33 33 33 0 0 0 33,00 33] 33] 0,00f 0,00f 0,00{ 33 27 39
3 19 19 17 19 19 18 0 0 -1 19,00 19| 17,5 0,00 0,00 -5,71| 19 15 22
4 32 31 34 31 32 33 1 -1 1 31,5] 31,5| 33,5 3,17 -3,17 2,99 32 26 38
5 29 29 28 28 28 28 1 1 0 28,5| 28,5 28| 351 351 0,00 28 23 33

30,4 30 29,8

rsd| 0,01109 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,10529 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 6,86052 304 300 298 301 pmy/g

2,48 2,48 247 2,5




LIITE 4 (3/6)

laimennus-1
Pirjo Kirkas perunasalaatti

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 8 8 8 8 8 8 0 0 0 8,0 8 8| 0,00/ 0,00/ 0,000 8 7 9
2 31 30 30 30 30 30 1 0 0 30,5 30 30| 3,28/ 0,000 0,00] 30 25 36
3 32 30 30 30 31 30 2 -1 0 31,0f 30,5 30| 6,45 -3,28/ 0,00f 31 25 36
4 31 31 31 31 31 31 0 0 0 31,0/ 31} 31} o0,00f 0,00f 0,00f 31 25 37
5 23 23 26 23 23 25 0 0 1 23,00 23] 255] 0,000 0,000 3,92 24 19 28

19,5 19 19

rsd| 0,01739 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,13188 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 12,2379 195 190 190 192 pmyl/g

229 2,28 2,28 2,3
laimennus-1
Susanna Kirkas perunasalaatti

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%(+18,2%
1 31 31 32 30 31 30 1 0 2 30,5 31] 31| 3,28/ 0,000 6,45 31 25 36
2 26 27 26 28 28 27 -2 -1 -1 27,01 27,5| 26,5 -7,41| -3,64| -3,77| 27 22 32
3 23 23 26 23 23 24 0 0 2 23,00 23] 25| 0,000 0,00 8,00 24 19 28
4 51 51 49 51 51 50 0 0 -1 51,0f 51)49,5] 0,00f 0,00 -2,02f 51 41 60
5 44 40 43 41 41 41 3 -1 2 42,5| 40,5 42| 7,06 -2,47 4,76 42 34 49

28,5 29 29

rsd| 0,01156 Tulos enterobakteerit perunasalaatissa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,10752 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,78687 285 290 290 288 pmy/g

245 2,46 2,46 25




LIITE 4 (4/6)

laimennus-1
Taru Kananmunamassa

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| st1-st2 TX Px| sx Trv Prv srvl  x[x-18,2%+18,2%
1 29 29 30 29 29 29 0 0 1 29,0 29| 29,5 0,00] 0,00f 3,39 29 24 34
2 31 29 31 31 30 31 0 -1 0 31,0f 29,5 31] 0,00 -3,39] 0,00f 31 25 36
3 31 30 31 30 30 31 1 0 0 30,5 30 31] 3,28/ 0,00] 0,00f 31 25 36
4 33 34 33 33 33 33 0 1 0 33,0f 33,5 33] 0,000 2,99/ 0,00] 33 27 39
5 28 26 29 28 28 29 0 -2 0 28,0 27| 29| 0,00 -7,41] 0,00( 28 23 33

30,4 29,6 30,8

rsd| 0,01101 Tulos enterobakteerit munamassassa, Taru viljeli
hiuk.haj. | 0,10494 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 2,08624 304 296 308 303 pmy/g

248 2,47 2,49 2,5
laimennus-1
Pirjo Kananmunamassa

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 TX Px| sx Trv Prv Srv Xx-18,2%(+18,2%
1 27 26 26 25 25 25 2 1 1 26,01 25,5| 25,5 7,69] 3,92 3,92 26 21 30
2 27 26 26 26 27 26 1 -1 0 26,5 26,5 26| 3,77 -3,77{ 0,00 26 22 31
3 34 34 33 34 34 34 0 0 -1 34,0 34| 33,5] 0,00] 0,00 -2,99 34 28 40
4 28 28 28 28 28 28 0 0 0 28,0 28| 28] 0,00 0,00 0,00] 28 23 33
5 34 33 33 35 34 34 -1 -1 -1 34,5| 33,5] 33,5 -2,90] -2,99( -2,99 34 28 40

30 29,4 29,2

rsd| 0,01129 Tulos enterobakteerit munamassassa, Pirjo viljeli
hiuk.haj. | 0,10624 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 3,44065 300 294 292 295 pmy/g

248 2,47 247 2,5




LITE 4 (5/6)

laimennus-1
anna Kananmunamassa

Taru Pirjo[susanna| Taru 2|Pirjo 2|Susanna2| Tt1-Tt2|Pt1-Pt2| stl-st2 Tx| Px| sx Trv Prv srv|  X[x-18,2%+18,2%
1 30 30 29 30 30 30 0 0 -1 30,0f 30) 29,5/ 0,000 0,00] -3,39] 30 24 35
2 33 33 32 33 33 32 0 0 0 33,00 33] 32| 0,000 0,000 0,00] 33 27 39
3 34 31 33 34 33 33 0 -2 0 34,00 32| 33] 0,000 -6,25] 0,00[ 33 27 39
4 33 35 33 33 34 33 0 1 0 33,0f 34,5) 33] 0,000 2,90 0,00 34 27 40
5 34 33 35 34 34 34 0 -1 1 34,0 33,5] 34,5 0,001 -2,99[ 2,90| 34 28 40

32,8 32,4 32,4

rsd| 0,01025 Tulos enterobakteerit munamassassa, Susanna viljeli
hiuk.haj. | 0,10122 Taru Pirjo Susanna
ka keskih| 1,80739 328 324 324 325 pmy/g

252 251 251 2,5




Taru Pirjo Susanna k.-a
V 263 315 257 278,4
enterobakteerit -1 P 301 192 288 260,2
M 303 295 325 307,8

LIITE 4 (6/6)






