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The purpose of this thesis was to implement a matrix extension to the microbiological
competency area to cover fruits, berries, vegetables, and products derived from
them, using all accredited methods employed at Valio's Seingjoki laboratory. The ex-
tension was carried out in accordance with the SFS-EN ISO 16140-3:2021 standard
and it was based on the current competency area, which focused on milk and dairy
products. The thesis verified the analytical methods for plant-based products were
verified by artificially contaminating samples with microbes such as Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. The reliability of the results was ensured through eBias
calculation.

The thesis addresses both quantitative and qualitative methods, which were verified
according to the standard. The results of the verification were submitted for approval
to the Finnish Accreditation Service, which ensured the reliability of organizations
and compliance with standards. Validation ensured the functionality of the methods in
their original environment, while verification expanded their applicability to new matri-
ces and checked their consistency and accuracy with new raw materials.

The thesis emphasizes the importance of verification in food laboratory operations. It
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Lyhenteet

ALOA:

BHI:

DNA:

eBias:

eLODA50:

LODS0:

LEB:

LTLSB:

Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti medium. Listeria

monocytoges -bakteerin selektiivinen kasvualusta.

Brain heart infusion -kasvatusliemi.

Deoksiribonukleiinihappo. Sisaltaa tiedon perintotekijoista.

Estimated Bias. Eskperimantaalinen vinouma, joka kuvaa tulosten
poikkeamaa todellisista arvoista mittausprosessissa. Absoluuttinen

ero vertailuarvojen valilla.

Estimated Limit of Detection. Arvioitu havaintaraja, joka kuvaa pie-
nintd maaraa analysoitavaa ainetta, joka voidaan luotettavasti ha-

vaita.

Level of detection. Alhaisin pitoisuus analysoitavaa ainetta, jonka

pystytaan luotettavasti havaitsemaan.

Listeria Enrichment Broth on rikastusliemi, jota kaytetaan Listeria-

bakteerin havaitsemiseen elintarvikenaytteissa.

Lactose-tryptone-lauryl sulphate broth. Laktoosi-tryptoni-lauryylisul-

faatti-liemi.

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight. Mas-

MPCA:

saspektrometriaan perustuva tekniikka mikro-organismien tunnista-

miseen.

Milk plate count agar. Kasvatusalusta, jota kaytetaan mm. maito-
tuotteissa olevien bakteerien kokonaismaaran laskemiseen ja arvi-

oimiseen.



MPN:

PALCAM:

PCR:

pmy.

SLV:

TSA:

VRBG:

VRB:

XLD:

Most probable number. Todennakoisin lukumaara on tilastollinen
menetelma, jolla arvioidaan todennakadisin mikrobien lukumaara

naytteessa.

Polymyxin acriflavine lithium chloride ceftazidime aesculin mannitol

agar, selektiivinen kasvualusta Listeria monocytogenes -bakteerille.

Polymerase chain reaction. Polymeraasiketjureaktio, jota kaytetaan

DNA:n monistamiseen.

Pesakettda muodostavaa yksikkoa.

Svenska Livsmedelverket. Ruotsin elintarvikevirasto.

Tryptone Soy Agar. Tryptoni-soija-agar, yleiskayttdinen kasva-

tusalusta.

Violet red bile glucose agar. Kristallivioletti-puna-sappiglukoosi-
agar, jota kaytetaan Enterobacteriaceae-bakteerien havaitsemiseen

ja laskemiseen elintarvikkeista ja maitotuotteista.

Violet red bile agar. Kristallivioletti-puna-sappi-agar, jota kaytetaan
laktoosia fermentoivien koliformibakteerien havaitsemiseen ja las-

kemiseen elintarvikkeissa ja maitotuotteissa.

Ksyloosi-lysiini-deoksikolaatti -agar. Salmonella-bakteerin selektiivi-

nen kasvualusta.



1 Johdanto

Opinnaytety0 toteutettiin Valio Oy:n toimeksiantona Valion akkreditoidussa
aluelaboratoriossa Seinajoella. Tydn tarkoituksena oli toteuttaa matriisilaajen-
nus mikrobiologian patevyysalueeseen "hedelmat-, marjat-, kasvikset- ja viljat ja
niista tehdyt valmisteet” kaikilla laboratoriolla kaytossa olevilla akkreditoiduilla
menetelmilla nykyisesta patevyysalueesta "maito ja siita tehdyt valmisteet” kayt-
taen SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardia. Tama edellytti analyysimenetel-

mien verifiointia kyseisen tuoteryhman osalta.

Projektissa kaytettiin apuna standardeja, jotta voitiin varmistaa, etta projektin tu-
lokset olivat vertailukelpoisia muiden vastaavien tutkimusten kanssa ja etta ne
tayttivat alan hyvaksyttyjen kaytantdjen vaatimukset. Yhteenvetona projektin te-
kemisen taustalla ollut ajattelumalli noudatti tieteellista lahestymistapaa, joka si-
salsi analyysi- ja mittausmenetelmien varmistamisen, akkreditoitujen menetel-
mien patevyysalueen laajentamisen, mittausepavarmuuksien arvioinnin ja stan-

dardien hyddyntamisen.

Toimeksiantajayritys Valio Oy on suomalainen meijeriyritys, joka perustettiin
vuonna 1905. Se on tunnettu korkealaatuisista elintarvikkeistaan ja innovatiivi-
sesta tuotekehityksestaan. Valio tarjoaa mm. monipuolisen valikoiman maito-
tuotteita kuluttajille. Valio kehittaa jatkuvasti hallintajarjestelmia konserni- ja teh-
dastasolla ja panostaa voimakkaasti tutkimukseen, kehitykseen ja teknologian

hyddyntamiseen tuotteidensa kehittamisessa. [1; 2.]

Valion toimintatapa perustuu sisaisiin menettelyihin ja ohjeistuksiin, jotka ottavat
huomioon lainsdadannén, standardit ja asiakkaiden vaatimukset. Sertifikaatit
varmistavat tuotteiden turvallisuuden ja laadun. Yritys on sitoutunut vastuulli-
seen ja kestavaan toimintaan, mika ilmenee tuotantoprosessien kehittamisessa
ja ymparistoystavallisissa toimintatavoissa. Valion vahva brandi tunnetaan seka
Suomessa etta kansainvalisilla markkinoilla. Yritys tekee tiivista yhteistyota

omistajiensa, suomalaisten maidontuottajien, kanssa ja edistaa aktiivisesti



maidontuotannon kestavyytta seka elainten hyvinvointia. Liséksi yritys valvoo
taudinaiheuttajien esiintymista raaka-aineissa, tuotteissa seka tuotantoproses-

sissa. [1; 2.]

2 Matriisilaajennuksen tausta ja teoria

Tassa tydssa suoritetaan verifiointi, jonka tarkoituksena on toteuttaa matriisilaa-
jennus mikrobiologian patevyysalueeseen "hedelmat-, marjat-, kasvikset- ja vil-
jat ja niista tehdyt valmisteet” laboratorion kaikilla kaytdssa olevilla akkredi-
toiduilla menetelmilla nykyisen patevyysalueen "maito ja siitd tehdyt valmisteet”
rinnalle. Matriisilaajennus suoritetaan laboratoriossa, dokumentoidaan ja lahete-
taan akkreditointipalvelulle, joka hyvaksyy menetelman verifioinnin. Verifiointi
tehdaan SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardin mukaisesti. Lisaksi tyossa ka-
sitellaan validointia, verifiointia, akkreditoidun laboratorion ja akkreditointipalve-
lun toimintaa seka mittausepavarmuutta ja LOD50-arvoa (Level of detection),
joita hydédynnetaan tarkan verifiointisuunnitelman laatimisessa ja projektin on-

nistumisen varmistamisessa.

2.1 Akkreditointipalvelun merkitys ja toiminta

Akkreditointi on prosessi, jossa ulkopuolinen akkreditointielin arvioi laboratorion
toimintaa ja varmentaa sen kyvyn tuottaa luotettavia ja patevia testaus- tai kalib-
rointituloksia. Tama varmistetaan tarkastamalla laboratorion laitteisto, henkilos-
ton patevyys, laadunvarmistusjarjestelmat ja toimintatavat, jotka taytyy doku-
mentoida. Akkreditointi vahvistaa, etta laboratorio noudattaa kansainvalisia
standardeja ja etta sen tuottamat tulokset ovat luotettavia ja vertailukelpoisia.
[3.]

Akkreditointipalvelut ovat keskeisia organisaatioiden patevyyden ja luotettavuu-
den varmistamisessa eri toimialoilla Suomessa. Akkreditointipalvelut tarjoavat
arviointeja laboratorioille, testauslaitoksille, sertifiointielimille ja tarkastuslaitok-
sille, jotta varmistetaan niiden toiminnan tayttavan kansainvalisten ja kansallis-

ten standardien asettamat vaatimukset. Akkreditointipalveluiden tarkoituksena



on edistaa organisaatioiden toiminnan laatua ja turvallisuutta, mika lisaa luotta-
musta niiden palveluihin ja tuotteisiin. Akkreditointipalvelut myos paivittavat jat-
kuvasti omia prosessejaan ja menettelyjaan vastaamaan alan muuttuvia tar-
peita ja standardeja. Liséksi akkreditointipalvelut tekevat kansainvalista yhteis-
tyota muiden maiden vastaavien tahojen kanssa edistaakseen yhtenaisia kay-
tantoja ja varmistaakseen akkreditoinnin tunnustamisen kansainvalisesti. Tama
yhteisty0 tukee myds kansainvalista kauppaa ja varmistaa, etta akkreditoidut or-
ganisaatiot voivat toimia laatu- ja turvallisuusvaatimusten mukaisesti globaalilla
tasolla. [4; 5.]

Akkreditointiprosessi alkaa hakemuksen jattamisella ja esitarkastuksella, jossa
arvioidaan yrityksen dokumentaatiota ja laadunhallintajarjestelmia. Taman jal-
keen akkreditointielin suorittaa arviointikaynnin organisaatiossa ja raportoi tulok-
set. Organisaatio tekee tarvittavat korjaavat toimenpiteet havaittujen puutteiden
perusteella. Lopuksi akkreditointielin tekee paatoksen akkreditoinnista ja valvoo
sen yllapitoa varmistaakseen standardien mukaisuuden. Prosessissa kaytetaan
SFS-EN ISO/IEC 17011:2017 -standardia akkreditoinnin ja sen yllapidon vaati-
musten maarittdmiseen. [3; 6, s. 4—7.] Seindjoen laboratorio on testauslaborato-
rio, jonka akkreditointivaatimuksena on SFS-EN ISO/IEC 17025:2017 -standardi
[7]. Akkreditointi antaa virallisen tunnustuksen organisaation kyvysta tayttaa tie-
tyt standardit, kun taas auditointi on prosessi, jolla arvioidaan ja varmennetaan,

etta organisaatio toimii naiden standardien mukaisesti [3; 8].

Auditoinnissa tarkastetaan organisaation toimintaa, jarjestelmia tai prosesseja,

ja se voi olla sisainen, jossa oma organisaatio arvioi itseaan, tai ulkoinen, jossa
riippumaton taho suorittaa tarkastuksen, jolloin auditointi voi johtaa sertifiointiin.
Auditoinnin tarkoituksena on tunnistaa organisaation vahvuudet, heikkoudet ja

mahdolliset parannuskohteet seka varmistaa, etta sovittuja toimintatapoja ja

standardeja noudatetaan. [8.]



2.2 Validoinnin ja verifioinnin tarkoitus ja tavoitteet

Validointi tarkoittaa menetelman tai prosessin arviointia ja todentamista, etta se
tayttaa sille asetetut vaatimukset ja on sopiva kayttotarkoitukseensa. Tama pro-
sessi varmistaa, ettd menetelma antaa luotettavia ja tarkkoja tuloksia halutuissa
olosuhteissa ja etta se on kaytettavissa turvallisesti ja tehokkaasti. Validoinnilla
tuotetaan vertailuarvoja menetelman suorituskyvylle ja osoitetaan, etta se on
yhdenmukainen lainsdadannon ja saantdjen kanssa. Validoinnin laajuus ja vaa-
timukset maaraytyvat tutkittavan analyysimenetelman ja sen kayttdtarkoituksen
mukaan. [9; 10, s. 7.]

Validoinnin suunnittelu on keskeinen vaihe menetelman kayttéonotossa, silla se
mahdollistaa mittausmenetelman suorituskyvyn arvioinnin seka sen soveltuvuu-
den kayttdtarkoitukseensa. Validoinnin aikana suoritetaan sarja ennalta suunni-
teltuja testeja, joilla maaritetdan valittujen validointiparametrien arvot tapaus-
kohtaisesti. Tilastollisia menetelmia hyddyntamalla pystytaan tunnistamaan ne
menetelman osa-alueet, jotka ovat kriittisia tulosten luotettavuuden kannalta.
Menetelma tai laite otetaan kayttédn vasta, kun validointi on hyvaksytty ja vali-
doinnista tehdyt paatelmat on arvioitu. Validoinnin laajuus riippuu mm. siita,
onko kyseessa aivan uusi menetelma vai onko se jo laajasti kaytdssa kansalli-
sesti tai kansainvalisesti ja taytyyko ainoastaan varmistaa menetelman soveltu-

vuus omiin olosuhteisiin. [10, s. 9.]

Menetelman vaatimuksilla on vaikutusta esimerkiksi siihen, miten tarkkoja tulos-
ten on oltava ja kuinka pienia pitoisuuksia menetelmalla on kyettava maaritta-
maan. Validoinnin tulee kattaa kaikki testauksen osa-alueet, naytteenotosta al-
kaen ja paattyen tulosten tulkintaan ja raportointiin. Menetelman validointi kos-
kee ainoastaan niita kayttdalueita, parametreja, naytematriiseja, yhdisteita, pi-
toisuusalueita ja laitteita, joilla se on testattu. Jos validoinnin jalkeen menetel-
maan tulee muutoksia tai sita laajennetaan uusille naytematriiseille, tietyt mene-
telman osat validoidaan uudelleen. Validoidun menetelman toimivuutta seura-
taan kayttoonoton jalkeen jatkuvasti laadunvarmistustoimenpiteilla, joita voivat

olla mm. laadunohjaus ja -arviointi. [10, s. 11-12.]



Joskus analyysimenetelmien tarkistamiseen riittaa verifiointi, joka on yksinker-
taisempi menettely. Verifiointi eroaa validoinnista siina, etta validointi tapahtuu
yleensa menetelman kehittdamisen yhteydessa, kun taas verifiointi on prosessi,
jolla laboratorio varmistaa, etta se kykenee soveltamaan validoitua menetelmaa
kaytannossa omassa ymparistossaan, laitteillaan ja elintarvike- tai naytemateri-
aaleillaan. Verifiointi on tarpeen, kun kaytetaan standardimenetelmaa tai kun jo
kaytdssa olevaa menetelmaa sovelletaan uusiin olosuhteisiin tai naytetyyppei-
hin. [10,s.7,12.]

Verifiointi on keskeinen osa laboratorion toimintaa ja silla tarkoitetaan proses-
sia, jossa validoinnin aikana maaritetyt menetelman spesifikaatiot toteutetaan
laboratorion toimesta. Tama tarkoittaa sita, etta laboratorion on varmistettava,
etta se pystyy toistamaan validoinnissa saavutetut tulokset omilla laitteillaan ja
elintarvikkeillaan. Verifioinnin paatavoitteena on osoittaa, etta laboratorio pystyy
soveltamaan validointimenetelmaa kaytanndssa ja saamaan luotettavia ja tark-
koja tuloksia. Tama on erityisen tarkeaa elintarvikeanalytiikassa, jossa virheelli-
set tulokset voivat johtaa vakaviin seurauksiin, kuten elintarviketurvallisuuden

vaarantumiseen. [11, s. 5-7.]

Elintarvikealan mikrobiologisen laadunvarmistuksen verifiointi jakautuu kahteen
keskeiseen osa-alueeseen: menetelman verifiointiin ja elintarvikkeen verifioin-
tiin. Menetelman verifioinnissa keskitytaan siihen, etta laboratorio kykenee suo-
rittamaan validoinnissa maaritellyn menetelman oikein ja saavuttamaan odote-
tut tulokset. Tama edellyttaa, etta laboratorio ymmartaa validointidatan ja osaa
soveltaa sita omassa toiminnassaan. Lisaksi laboratorion on valittava oikeat
elintarvike- tai selektiiviset agaralustat, jotta menetelma toimii tarkoitetulla ta-
valla. Laboratorio suorittaa kokeita ja testeja varmistaakseen menetelman toimi-
vuuden laboratoriossa. Elintarvikkeen verifioinnissa huomio kiinnitetaan siihen,
etta laboratorio pystyy suorittamaan menetelman oikein erilaisilla elintarvikkeilla,
jotka kuuluvat laboratorion soveltamisalaan. Tama osa-alue on erityisen tarkea,
koska erilaiset elintarvikkeet voivat sisaltaa erilaisia ainesosia ja ominaisuuksia,

jotka vaikuttavat analyysin lopputulokseen. Elintarvikkeen verifioinnin



tavoitteena on varmistaa, etta menetelma toimii luotettavasti myos haastavilla

elintarvikkeilla, joissa analyysiin voi liittya erityisia vaikeuksia. [11. s. 5-6.]

Tuoteverifiointia ei tarvitse aina tehda, koska se keskittyy erityisesti tilanteisiin,
joissa laboratorio ottaa kayttdédn uuden menetelman tai analysoi uuden matrii-
sin, joka poikkeaa merkittavasti aikaisemmin testatuista. Verifiointi on tarpeen,
kun kaytetaan menetelmaa uusissa olosuhteissa tai matriiseissa, jotta varmiste-
taan, etta se toimii luotettavasti ja tarkasti myos naissa uusissa konteksteissa.
Jos menetelma on jo hyvin tunnettu, eli aiemmin validoitu ja kaytetty saman-
tyyppisissa matriiseissa tai olosuhteissa ilman merkittavia muutoksia, aikaisem-
mat validointi- ja verifiointitulokset voivat riittaa, jolloin uutta verifiointia ei
yleensa tarvita. Verifioinnin tarve maaraytyy siis menetelman ja matriisin muut-

tujien perusteella. [10, s. 7, 12.]

2.3 SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardin kasittely

SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardi maarittelee vaatimukset ja ohjeet mikro-
bien maaritysmenetelmien verifioinnille ja on osa laajempaa ISO 16140 -stan-
dardisarjaa. SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardi soveltuu olemassa olevien
menetelmien verifiointiin ja sisaltda keskeiset termit ja maaritelmat, kuten vali-
doinnin, verifioinnin, referenssimateriaalin ja matriisin, varmistaen yhtenaisen
kasitteiden ymmarryksen kaikkien kayttajien kesken. SFS-EN ISO 16140-
3:2021 -standardi tarjoaa yleiset ohjeet mm. kvalitatiivisten ja kvantitatiivisten
menetelmien verifioinnille, mukaan lukien suunnittelu, toteutus ja tulosten arvi-
ointi. Se korostaa kontrollien ja vertailumenetelmien kayttoa verifiointiproses-
sissa seka ohjeistaa, miten uusia menetelmia verrataan jo olemassa oleviin ja
hyvaksyttyihin referenssimenetelmiin kayttaen tilastollisia menetelmia mm. tu-
losten analysoimiseksi, jotta varmistetaan menetelmien luotettavuus ja kaytto-

kelpoisuus elintarvikeanalytiikassa. [11, s. 1.]

SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardi tarjoaa ohjeet eri naytetyyppien kaytosta
tarkkuuden arvioinnissa ja maarittelee, miten menetelman herkkyytta ja spe-

sifisyytta arvioidaan ja raportoidaan. Se myds maarittelee, mita tietoja validointi-



ja verifiointiraportteihin tulee sisallyttaa, ja korostaa raportoinnin selkeytta, yksi-
tyiskohtaisuutta ja jaljitettavyytta, jotta tulokset ovat toistettavissa ja tarkistetta-
vissa. Standardi sisaltaa myos yksityiskohtaiset ohjeet kvalitatiivisten ja kvanti-
tatiivisten menetelmien verifiointiin, kuten laboratorion sisaisen uusittavuuden
standardipoikkeaman ja arvioidun harhan eli eBias-arvon (Estimated bias) maa-
rityksen, arvioidun havaintorajan LOD50 maarityksen, kokeellisen suunnittelun,
tuotteiden valinnan, keinotekoisen kontaminaation, tulosten arvioinnin ja hyvak-

syttavyysrajat. [11, s- 1-5.]

SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardi painottaa validointi- ja verifiointiproses-
sien huolellista suunnittelua ja toteutusta seka selkeaa ja yksityiskohtaista ra-
portointia. Nain varmistetaan, ettda mikrobiologiset menetelmat ovat luotettavia
ja tayttavat korkeimmat laatukriteerit kdytannon sovelluksissa. Standardin sovel-
taminen kaytannon laboratorio-olosuhteissa voi olla monimutkaista, joten on tar-
keaa tarkastella sitd myds kaytanndon nakdkulmasta. Laboratorioiden on hallit-
tava resurssejaan tehokkaasti varmistaakseen, ettd menetelmien validointi ja
verifiointi suoritetaan asianmukaisesti. Tama sisaltaa resurssien, kuten henki-
|6ston ja laitteiden hallinnan ja aikataulutuksen, optimoinnin, jotta prosessi sujuu
suunnitellusti ja tehokkaasti. Lisaksi henkildston koulutus on olennainen osa
standardin toteuttamista laboratorioissa. Standardi voi antaa suuntaviivoja kou-
lutusohjelmien kehittamiseen ja toteuttamiseen varmistaen, etta henkilostolla on
tarvittavat tiedot ja taidot menetelmien asianmukaiseen validointiin ja verifioin-
tiin. [11, s. 5.]

Kaytannon esimerkit tai tapaukset voivat havainnollistaa standardin ohjeiden
soveltamista ja niiden vaikutusta laboratorioiden toimintaan. Esimerkiksi voi-
daan kuvata, miten laboratorio on noudattanut standardin ohjeita menetelmien
validoinnissa ja verifioinnissa ja miten tdma on parantanut menetelmien luotet-
tavuutta ja laadunvarmistusta. Laboratorioiden, jotka noudattavat standardia, on
todennakdisemmin helpompi saavuttaa akkreditointivaatimukset ja osallistua
menestyksekkaasti vertailutestauksiin. Standardi tarjoaa rakenteellisen kehyk-
sen menetelmien verifioinnille, mika helpottaa laboratorioiden valmistautumista

akkreditointiin. Luotettavuuden ja laadunvarmistuksen parantaminen voi myos



vaikuttaa myonteisesti laboratorioiden maineeseen ja asiakkaiden luottamuk-
seen. Viranomaiset ja asiakkaat voivat luottaa siihen, etta laboratorio tuottaa
luotettavia tuloksia. Standardin noudattaminen voi edistaa tiedonvaihtoa, luotta-
musta ja yhteisty6ta elintarvike-, rehu- ja ymparistdalan sidosryhmien valilla.
[11,s.5.]

2.4 Kvalitatiiviset menetelmat mikrobiologisessa laboratoriossa

Kvalitatiiviset menetelmat ovat keskeisia mikrobiologisessa analytiikassa, silla
niiden avulla voidaan maarittaa, sisaltdakd nayte mikrobeja vai ei, ilman mikro-
bien maarallista arviota. Tallaisia menetelmia kaytetaan erityisesti osoittamistar-
koituksiin, ja niiden verifiointiprosessi koostuu kahdesta paaosasta: menetelman
verifioinnista ja elintarvikkeen verifioinnista, jotka on kasitelty luvussa 2.2. Tek-
ninen protokolla kvalitatiivisten menetelmien verifiointia varten on monivaihei-
nen ja sisaltdd mm. arvioidun LODSO0 eli eLOD50 (estimated limit of detection) -
arvon maarityksen. Kokeellinen suunnittelu alkaa sopivien ruokatuotteiden va-
linnalla ja niiden keinotekoisella kontaminoinnilla tunnettujen mikrobikantojen
avulla. Tuloksia arvioidaan SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardissa maaritelty-

jen protokollien avulla. [11, s. 9.]

Protokollassa 1 maaritetdan eLOD50-arvo analysoimalla testinaytteita, joihin on
lisatty mikrobeja eri kontaminaatiotasoilla, mukaan lukien korkea taso, keski-
taso, matala taso ja negatiivinen kontrolli. Tassa protokollassa on tarkeaa kirjata
positiivisten tulosten maara kunkin kontaminaatiotason kohdalla, silla naita tu-
loksia kaytetaan eLODS0-arvon laskemiseen. Negatiivisessa kontrollinaytteessa
ei saa esiintya positiivisia tuloksia. Jos nain tapahtuu, koe on toistettava. Proto-
kolla 2 puolestaan keskittyy verifiointiin ja analysoi useampia testinaytteita seka
yhden negatiivisen kontrollin. Tama protokolla noudattaa samoja periaatteita
kuin protokolla 1, mutta kayttaa erilaisia inokulaatiotasoja ja arviointitauluja. Ino-
kulaatiotasot ovat naytteisiin lisattyja mikro-organismien maaria, joita kaytetaan
testattaessa analyysimenetelmien herkkyytta ja tarkkuutta eri kontaminaatiota-
soilla, ja arviointitaulut ovat taulukoita, joihin kirjataan positiivisten tulosten luku-

maara kullakin inokulaatiotasolla. Protokollassa 2 positiivisten tulosten



kirjaaminen tehdaan vain keski- ja matalilla inokulaatiotasoilla, ja naita tuloksia
kaytetaan eLODS50-arvon laskentaan. My0Os tassa protokollassa varmistetaan,
ettei positiivisia tuloksia esiinny negatiivisessa kontrollissa. Jos kaikki tulokset
ovat negatiivisia tai jos tulokset poikkeavat odotetusta, koe on toistettava. [11,
s.10.]

Protokolla 3 SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardissa tarjoaa ohjeet mikrobio-
logisten testimenetelmien arvioimiseksi saavuttamalla maaritetyn mikrobikonta-
minaatiotason, joka on 3—-5 pmy/nayte. Eli tdssa tydssa kaytettava protokolla 3
ei vaadi LOD50- tai eLOD-arvojen maarittamista, vaan kohdistuu tiettyyn mikro-
bikonsentraatioon ja keskittyy arvioimaan, kuinka hyvin testimenetelma pystyy
tunnistamaan mikrobeja tdsmallisesti annetulla kontaminaatiotasolla, mika voi

olla kaytannollisempaa tietyissa sovelluksissa. [11, s. 17.]

Protokollassa 3 keskitytaan ensin naytteiden valmisteluun. Tassa vaiheessa
valmistetaan testinaytteita, joihin lisataan tarkasti mitattu maara mikrobeja, jotta
saavutetaan haluttu kontaminaatiotaso, joka on siis 3—5 pmy/nayte. Tama pro-
sessi vaatii huolellista mittausta ja valmistelua, jotta mikrobien maara on tarkasti
maaritelty. Lisaksi valmistetaan negatiivisia kontrollinaytteita, jotka eivat sisalla
mikrobeja. Kontrollinaytteet ovat tarkeita, koska niiden avulla varmistetaan, ettei
testimenetelma anna vaaria positiivisia tuloksia, mika voisi vaikuttaa arvioinnin
tarkkuuteen. [11, s. 17.]

Seuraavaksi Protokollaa 3 sovelletaan valmisteltuihin testinaytteisiin. Testaus-
vaiheessa kaytetaan valmisteltuja naytteita, jotka sisaltavat seka tavoitellut mik-
robikontaminaatiotasot etta negatiiviset kontrollit. Testimenetelmaa kaytetaan
arvioimaan, pystyyko se havaitsemaan ja tunnistamaan mikrobeja suunnitellulla
tasolla. Tassa vaiheessa kirjataan huolellisesti, kuinka hyvin menetelma onnis-
tuu havaitsemaan mikrobeja kussakin naytteessa. Tulosten tarkka dokumen-
tointi on oleellista, jotta voidaan arvioida, tayttaako testimenetelma asetetut vaa-
timukset. Tulokset arvioidaan ja verifioidaan. Arviointi sisaltaa tarkastelun,
kuinka hyvin testimenetelma onnistuu tunnistamaan mikrobeja tavoitellulla kon-

taminaatiotasolla. Positiivisten tulosten maaraa verrataan odotettuihin tuloksiin.
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Verifioinnissa varmistetaan, etta testimenetelma toimii odotetusti kaikissa testi-
naytteissa ja etta negatiivisten kontrollien tulokset pysyvat negatiivisina. Positii-
visten tulosten tulee vastata ennakoituja arvoja, mika varmistaa menetelman
tarkkuuden. [11,s. 17.]

Protokollan 3 mukaan mahdolliset poikkeamat kasitellaan ja tarvittaessa testit
toistetaan. Jos negatiivisten kontrollien tulokset ovat positiivisia tai jos testime-
netelmalla ei saavuteta tavoiteltuja kontaminaatiotasoja, koe on toistettava.
Tama vaihe varmistaa virheiden tunnistamisen ja korjaamisen. Toistaminen voi
sisaltaa testinaytteiden valmistuksen, testimenetelman soveltamisen ja tulosten
kirjaamisen. Poikkeamien huolellinen kasittely on tarkeaa testimenetelman luo-
tettavuuden ja tarkkuuden varmistamiseksi. Ruokatuotteiden valinta kokeelli-
sessa suunnittelussa perustuu niiden merkitykseen verifioitavan menetelman
kannalta. Keinotekoinen kontaminaatio on olennainen vaihe, jossa valitaan so-
pivat kannat ja inokuloidaan naytteet kontrolloitujen ja mitattavien kontaminaa-
tiotasojen varmistamiseksi. Tama prosessi varmistaa, etta menetelma pystyy
havaitsemaan kohdemikrobin eri pitoisuuksilla ja erilaisissa naytetyypeissa. [11,
s. 17-18.]

Tulosten arviointi ja hyvaksyttavyysrajat ovat keskeisia kvalitatiivisten menetel-
mien verifioinnissa. Menetelman luotettavuutta varmistetaan arvioimalla tuloksia
eLOD50-arvon maarittamiseksi ja asettamalla hyvaksyttavyysrajat. Jos tulokset
eivat tayta odotettuja arvoja, tehdaan juurisyyanalyysi ongelmien tunnista-
miseksi ja korjaamiseksi. Verifiointi on tarked osa menetelman vahvistusta, ja

standardit ohjeistavat, kuinka menetelmia verifioidaan. [11, s. 18.]

PCR (polymeraasiketjureaktio) on yksi yleisesti kaytetyista kvalitatiivisista me-
netelmista mikrobiologisessa analytiikassa. PCR:n avulla voidaan analysoida
mikrobien lasnaolo naytteessa nopeasti ja tarkasti. Elintarvikenaytteen valmis-
tus PCR-ajoa varten alkaa naytteen kerayksella, joka voi olla peraisin esim.
ruoka-aineista. Ensimmaiseksi elintarvikenayte homogenoidaan erityislaitteilla,
kuten homogenisaattoreilla, jotta nayte saadaan tasalaatuiseksi. Tama vaihe on

kriittinen, koska homogeeninen nayte lisaa todennakoisyytta, etta jokainen osa-
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alue edustaa koko naytetta tasapuolisesti. Naytteesta eristetdan DNA:ta kayt-
taen usein kaupallista eristamissarjaa. Tama vaihe sisaltaa solujen hajottami-
sen seka DNA:n saostamisen ja puhdistamisen. Erityisesti elintarvikenaytteissa
on tarkeaa poistaa kaikki ylimaaraiset aineet, jotka voivat vaikuttaa PCR:n tulok-
siin. [12.]

PCR-ajo koostuu kolmesta paavaiheesta, jotka toistuvat useita kertoja varmis-
taen DNA:n eksponentiaalisen monistumisen. Ensimmainen vaihe, denaturointi
(engl. denaturation), tapahtuu kuumentamalla DNA-nayte noin 90-95 °C:seen.
Tama kuumennus rikkoo DNA:n kaksoiskierteen vetysidokset, jolloin se avautuu
yksijuosteiseksi. Tama on valttamatonta, jotta alukkeet, eli primerit (engl. pri-
mers) paasevat sitoutumaan kohde-DNA:han seuraavassa vaiheessa. Primerit
ovat lyhyitd DNA-patkia, jotka on suunniteltu kiinnittymaan tarkasti maaritettyihin
kohtiin DNA:ssa. Denaturointi on lyhyt, mutta kriittinen vaihe, joka valmistelee

DNA:n seuraavia reaktioita varten. [13; 14.]

Toinen vaihe, alukkeiden kiinnittyminen (engl. annealing), tapahtuu lampédtilan
laskun my6ta noin 40—60 °C:ssa. Tassa lampdtilassa spesifiset primerit voivat
kiinnittya kohde-DNA:n yksijuosteisiin. Tama vaihe maarittaa, mistd DNA-sek-
venssin monistaminen alkaa, ja sen tarkkuus on olennaista PCR:n spesifisyy-
delle. Kolmannessa vaiheessa, pidentymisvaiheessa eli elongaatiossa (engl.
elongation), lampdtila saadetaan 70-75 °C:seen. DNA-polymeraasi-entsyymi li-
saa uusia nukleotideja primereiden loppuun ja pidentaa DNA-juostetta, muodos-
taen nain uuden kaksoiskierteen. Tama vaihe jatkuu, kunnes koko kohde-DNA
on monistettu. Prosessin toistuessa useita kertoja, DNA:n maara kasvaa eks-
ponentiaalisesti, mika mahdollistaa tarkkojen ja luotettavien tulosten saamisen

elintarvikeanalyyseissa. [14.]

Reaaliaikainen PCR eli kvantitatiivinen PCR (qPCR) mahdollistaa DNA:n maa-
ran seuraamisen PCR-prosessin aikana, mika tekee siitd tehokkaan tydkalun
elintarvikeanalyyseissa. Tama menetelma kayttaa fluoresenssia, joka voi perus-
tua joko spesifisiin variaineisiin, kuten SYBR Greeniin, jotka sitoutuvat

DNA:han, tai geenispessifisiin fluoresoiviin koettimiin, kuten TagMan-probeihin.
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Fluoresenssin intensiteetti kasvaa eksponentiaalisesti DNA:n monistuessa,
mika mahdollistaa DNA:n maaran reaaliaikaisen seurannan. [14.] Reaaliaikai-
sen PCR:n aikana kerataan dataa fluoresenssisignaalista jokaisessa syklivai-
heessa. Naiden signaalien perusteella voidaan maarittaa, kuinka paljon kohde-
DNA:ta on alkuperaisessa naytteessa. Kynnysarvo (Ct-arvo) kertoo, kuinka
monta PCR-syklia tarvitaan tietyn DNA-maaran havaitsemiseksi. Alhaisempi Ct-
arvo tarkoittaa, ettd DNA:ta on enemman naytteessa ja se havaitaan aikaisem-
massa vaiheessa, kun taas korkeampi Ct-arvo viittaa siihen, etta DNA:ta on va-
hemman ja se havaitaan myohemmin. Ct-arvo on siis kaanteisesti suhteessa al-
kuperaisen DNA-maaran maaraan naytteessa. Data-analyysin avulla saatua Ct-
arvoa verrataan standardikayraan tai referenssiin, mikd mahdollistaa DNA:n tar-

kan kvantifioinnin ja naytteen sisallon arvioinnin. [15.]

2.5 Kvantitatiiviset menetelmat elintarviketurvallisuudessa

Kvantitatiiviset menetelmat mittaavat mikro-organismien maaraa naytteessa ja
ovat tarkeita mikrobiologisissa analyyseissa, erityisesti elintarvike- ja ymparisto-
tutkimuksissa. Naiden menetelmien luotettavuuden ja tarkkuuden varmista-
miseksi verifiointiprosessi on keskeinen. Verifiointiprotokollassa keskitytaan la-
boratorion toistettavuuden keskihajonnan maarittdmiseen, jotta menetelma tuot-
taa luotettavia tuloksia. Toistettavuus arvioidaan suorittamalla useita mittauksia
saman laboratorion sisalla ja toistettavuuden keskihajonta maarittaa teknisen
epavarmuuden ja menetelman tarkkuuden. Verifiointiprosessi kattaa koko SFS-
EN ISO 16140-3:2021 -standardin mukaisen menetelman, mukaan lukien kaikki

tarvittavat vaiheet ja verifiointimenettelyt. [11, s. 5.]

On my0s tarkeaa arvioida menetelman herkkyys ja mahdolliset rajoitteet, kuten
havaitsemisraja, joka voi vaikuttaa tulosten tarkkuuteen ja luotettavuuteen. Veri-
fioinnissa tulisi selvittaa, missa maarin menetelma pystyy erottamaan pienet
mikrobimaarat ja kuinka hyvin se kestda mahdollisia hairitsevia tekijoita. SFS-
EN ISO 16140-3:2021-standardin mukaisessa verifioinnissa kannattaa kayttaa
sertifioituja viiteaineistoja ja vertailumenetelmia. Sertifioitu viiteaineisto on mate-

riaali, jolle on maaritetty tarkat ja jaljitettavat pitoisuusarvot, jotka on varmistettu
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akkreditoidun sertifiointiprosessin kautta. Vertailumenetelmat ovat kansainvali-
sesti tai kansallisesti standardoituja ja hyvaksyttyja menetelmia. Naita kaytetaan
referenssina silloin, kun uusia menetelmia testataan tai verifioidaan. [16.] Naita
kaytetdan mittausten vertailukohteina, ja ne tarjoavat luotettavan perustan testi-
menetelman tarkkuuden arvioimiseksi. Naiden aineistojen ja menetelmien
kayttd auttaa varmistamaan, etta kvantitatiiviset mittaukset ovat vertailukelpoisia

ja standardoituja. [11, s 19.]

Protokollan suorittaminen edellyttda useiden vaiheiden huomioimista. Naytteita
samasta elintarvikkeesta tulee olla riittavasti, ja ne voivat olla eri erista tai eri
valmistajilta. Jokainen nayte tulee sekoittaa tai homogenisoida ennen pipetoin-
tia maljoille, jotta mikrobit jakautuvat tasaisesti naytteessa. Nestemaisissa tuot-
teissa sekoitus tapahtuu kasin ravistamalla, ja kiinteissa tuotteissa voidaan
kayttda mekaanisia laitteita, kuten stomacher-homogenisaattoria tai tehosekoi-
tinta. [11, s. 21.]

Kaytettavien kontaminaatiotasojen tulee edustaa kontaminaatiotasojen vaihte-
lua laboratorioissa testatuissa naytteissa. Mikali kaytetaan keinotekoista konta-
minaatiota, testinaytteen alkuperainen suspensio inokuloidaan tunnetulla maa-
ralla mikrobeja. Tama tarkoittaa, etta testinaytteeseen lisataan ennalta maaratty
maara mikrobeja, jotta voidaan testata, miten hyvin testattava aine tai mene-
telma voi tunnistaa nama mikrobit. Kontaminoidut naytteet voidaan analysoida
suoraan homogenoinnin jalkeen. Vahintaan yksi yksittainen testinayte jokaisella
inokulaatiotasolla tulee vahvistaa. Vahvistukseen kaytettavien pesakkeiden
maaraa voidaan vahentaa yhteen, mika auttaa yksinkertaistamaan prosessia il-

man merkittavaa tarkkuuden menetysta. [11, s. 21-22.]

Kvantitatiivisissa menetelmissa kaytetaan tilastollisia menetelmia tulosten ana-
lysointiin ja saatujen tulosten vertaamiseen referenssimenetelmiin validoinnin
aikana. Verifioinnissa taas ei kayteta tilastollisia menetelmia. Tama auttaa arvi-
oimaan menetelman suorituskykya ja tarkkuutta. Jos tulokset eivat tayta odotet-
tuja standardeja, suoritetaan juurisyyanalyysi, jonka tarkoituksena on tunnistaa

ja korjata mahdolliset ongelmat. Arvioidun harhan eli eBias-arvon maaritys on
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my0s olennainen osa vahvistusprosessia. Tama prosessi sisaltaa kokeellisen
suunnittelun, sopivien ruokatuotteiden valinnan ja keinotekoisen kontaminaa-
tion. EBias edustaa havaittujen tulosten ja todellisten arvojen valista eroa. Tu-
loksia arvioidaan eBias-arvon maarittamiseksi, ja erityiset hyvaksyttavyysrajat
asetetaan tarkkuuden varmistamiseksi. EBias tarkoittaa absoluuttista eroa kei-
notekoisesti kontaminoidun naytteen ja viljelylla maaritetyn mikrobisuspension

tulosten valilla ja lasketaan seuraavasti:

eBias = |Vertailuarvo y — Vertailuarvo x| (1)

Vertailuarvo x on mikrobisuspensionayte, eli nayte sisaltaa ainoastaan mikro-
bisuspension ilman elintarviketta. Vertailuarvo y puolestaan on keinotekoisesti
kontaminoitu elintarvike. Nama mittarit ovat kriittisia, silla ne varmistavat, etta
menetelmat tuottavat luotettavia ja tarkkoja tuloksia, jotka ovat elintarvike- ja

ymparistdanalyyseissa valttamattomia. [11, s. 25.]

Verifiointiprotokollassa on myos tarkeaa arvioida menetelman herkkyys ja mah-
dolliset rajoitteet, kayttaa sertifioituja viiteaineistoja ja noudattaa standardoitujen
menetelmien kaytantoja. Koko testimenetelma tulee suorittaa kaikilta osin, mu-
kaan lukien esikasittelyvaiheet ja vahvistusmenettelyt, jotta kaikki osat proses-
sista ovat tarkasti validoituja. Lisaksi poikkeamien kasittely ja dokumentointi
ovat olennaisia, jotta voidaan ymmartaa, miksi tulokset poikkesivat odotetusta ja

miten ongelmat on ratkaistu. [11, s. 28.]

2.6 LODS5O0 ja sen merkitys elintarviketurvallisuuden analyysimenetel-
mien herkkyyden arvioinnissa

LOD50-arvo on yksi yleisesti kaytetyista mittareista herkkyyden arvioimiseksi
analyysimenetelmassa. Tama arvo ilmaisee pienimman pitoisuuden tai maaran
analysoitavaa ainetta, joka voidaan havaita tietylla tarkkuudella. LOD50-arvon
tunteminen on erittain tarkeaa esimerkiksi elintarvikealan turvallisuuden ja laa-
dunvalvonnan kannalta. Se auttaa laboratorioita ja elintarvikevalmistajia varmis-
tamaan, etta analyysimenetelmat ovat riittavan herkkia havaitsemaan mahdolli-

set mikrobiologiset kontaminaatiot tai patogeeniset mikrobit elintarvikkeissa.
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Lisaksi se auttaa maarittelemaan analyysimenetelman soveltuvuuden eri tarkoi-

tuksiin ja varmistamaan, etta lopputulokset ovat luotettavia ja tarkkoja. [11, s. 9.]

LOD50-arvon maarittaminen vaatii usein kokeellista arviointia ja tilastollisia me-
netelmia, jotka perustuvat useiden mittausten tuloksiin analyysin taustalla ole-
vasta naytteesta, jossa analysoitavaa ainetta on tunnetulla pitoisuusalueella.
LODS0-arvo voi vaihdella eri analyysimenetelmien ja -laitteiden valilla, ja se voi
my0s vaihdella eri aineiden ja ndytematriisien valilla. LOD50-arvo on lisaksi tar-
kea tieto raportoida ja dokumentoida analyysimenetelman validoinnin yhtey-
dessa, kuten standardissa SFS-EN ISO 16140-3:2021, jotta kayttajat voivat ar-

vioida menetelman soveltuvuutta omiin tarpeisiinsa. [11, s. 9, 11.]

ELODS0-arvoa, joka on maaritetty protokollien 1 tai 2 mukaisesti, vertaillaan va-
lidointitutkimuksen LOD50-arvoon. Implementointiverifioinnissa kaytetaan
LODS0-arvoa, joka vastaa testattua elintarviketta. Implementointiverifiointi tar-
koittaa prosessia, jossa laboratorio osoittaa kykynsa suorittaa validoitu mene-
telma oikein ja tuottaa odotettuja tuloksia valitulla naytteella tai elintarvikkeella.
Elintarvikkeiden validoinnissa eLOD50-arvo ei saa ylittaa nelinkertaisesti vali-
dointitutkimuksen LOD50-arvoa tai, jos vastaavaa LODS50-arvoa ei ole,
eLOD50-arvo ei saa ylittaa 4 pmy/testinayte. Validointitutkimuksissa LOD50-
arvo voidaan ilmaista eri yksikdissa (pmy/g, pmy/ml, pmy/nayte), mutta se on
muunnettava pmy/testinayte yksikkoon vertailua varten verifiointitulosten
kanssa. eLOD50-arvo on hyvaksyttava vain, jos se on saatu samankokoisella
tai pienemmalla testinaytteella kuin validointitutkimuksessa. [11, s. 68.] Vaikka
tassa tydssa ei maaritetty LOD50-arvoa, sen merkitys on silti tarked ymmartaa

validoinnin ja elintarviketurvallisuuden kannalta.

2.7 Mittausten tarkkuus ja raja-arvojen maaritys

Laskennan raja-arvojen maaritysten ja tulosten kasittelyn standardointi on kriitti-
nen osa laadunvarmistusta ja luotettavien tulosten tuottamista. Standardit tar-
joavat ohjeita ja menetelmia, jotka auttavat varmistamaan, etta mittaustulokset

ovat tarkkoja, luotettavia ja vertailukelpoisia. Laskentamenetelmia kasitellaan
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standardeissa kattavasti. Tarkkuus on keskeinen tekija, joka vaikuttaa mittaus-
tulosten luotettavuuteen. Mittausmenetelmat vaihtelevat sovelluksesta riippuen,
mutta kaikille yhteista on tarve minimoida systemaattiset virheet ja satunnaisvir-
heet. [11, s. 30.]

Raja-arvojen maarityksessa SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardi asettaa tar-
kat kriteerit, jotka perustuvat tilastollisiin menetelmiin ja aiempaan tutkimustie-
toon. Raja-arvot asetetaan niin, etta ne kattavat mittausten vaihteluvalin ja otta-
vat huomioon mahdolliset mittausvirheet. Naiden arvojen maarittelyssa kayte-
taan usein aiemmin kerattya dataa vertailuarvoina ja tilastollisia analyyseja,
jotka auttavat ymmartamaan, missa rajoissa mittaustulosten tulisi olla. Kun raja-
arvot on asetettu, ne tulee validoida ja todentaa kontrolloitujen kokeiden ja ver-

tailumittausten avulla. [11, s. 30.]

Mittauksen jalkeen saadut tulokset analysoidaan tilastollisin menetelmin. Tulos-
ten dokumentointi on keskeinen vaihe mittausprosessissa, jotta mittaukset voi-
daan jaljittaa, arvioida ja tulkita luotettavasti ja systemaattisesti. Dokumentoin-
nin tulee sisaltaa tiedot mittausmenetelmista, kaytetyista laitteista, mittausajan-
kohdasta, mittaustilanteesta seka mahdollisista hairidtekijoista. Tama sisaltaa
keskiarvojen, varianssien ja muiden tilastollisten tunnuslukujen laskemisen. Nai-
den avulla voidaan arvioida mittausten luotettavuutta ja toistettavuutta. SFS-EN
ISO 16140-3:2021 -standardi ohjeistaa myo6s, miten mittausvirheita arvioidaan
ja korjataan. Virheiden analysointi on olennainen osa mittausprosessia. [11, s.
28-30.]

Tulosten virherajat on arvioitava ja esitettava selkeasti. Virherajojen laskenta
perustuu tilastollisiin menetelmiin ja analyysiin, ja se antaa mittaajalle kasityk-
sen tulosten luotettavuudesta. Virherajojen arviointi on erityisen tarkeaa silloin,
kun tuloksia kaytetaan paatoksenteon pohjana, silla se vaikuttaa merkittavasti
tulosten tulkintaan ja hyvaksyttavyyteen. Jos mittaustulokset poikkeavat odote-
tusta tai asetetuista raja-arvoista, standardi maaraa, etta poikkeamien syyt on
tutkittava ja tarvittaessa mittaukset on toistettava. Poikkeamien kasittelyproses-

siin kuuluu dokumentointi ja mahdollisten korjaavien toimenpiteiden
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suorittaminen. Tama varmistaa, etteivat poikkeamat johda virheellisiin johtopaa-
toksiin. [11, s. 19.]

Mittauksien tarkkuus ja raja-arvojen maaritys ovat olennaisia mikrobiologisessa
analytiikassa, silla ne varmistavat analyysien luotettavuuden ja paatdoksenteon
perustan. Mittauksien tarkkuuden ja raja-arvojen maarityksen standardointi on
valttamatonta luotettavien ja tarkkojen analyysien varmistamiseksi. Tilastollisten
menetelmien ja aiemman tutkimustiedon kayttoé auttaa asettamaan ja validoi-
maan raja-arvot, mika takaa tulosten luotettavuuden ja toistettavuuden. Vir-
herajojen arviointi ja tulosten dokumentointi ovat keskeisia prosesseja, jotka tu-
kevat paatoksentekoa ja varmistavat, etta mittaustulokset ovat tarkkoja ja kayt-
tokelpoisia. [11, s. 18-19.]

2.8 Mittausepavarmuus

Mittausepavarmuus on keskeinen kasite, joka mikrobiologisessa analytiikassa
littyy analyysien tulosten luotettavuuteen ja tarkkuuteen. Se kuvaa tuloksen ha-
jontaa ja arvioitua eroa tarkan arvon ja saadun tuloksen valilla. Mittausepavar-
muuden asianmukainen arviointi on tarkeaa, koska se auttaa kayttajia ymmarta-
maan tulosten luotettavuutta ja mahdollisia virheiden vaikutuksia analyysin tu-
loksiin. Mikrobiologisten maaritysten mittausepavarmuuteen vaikuttavat monet
tekijat, mukaan lukien naytteen kasittely, mittausmenetelma, laboratorio-olosuh-
teet ja ymparistotekijat. Naiden tekijoiden yhteisvaikutus voi johtaa mittausepa-

varmuuteen, joka voi olla joko satunnaista tai systemaattista. [17, s. 5.]

Satunnainen mittausepavarmuus johtuu sattumanvaraisista virheista, kuten mit-
tauslaitteiston tarkkuudesta, naytteenotto- ja valmistusvaiheiden vaihtelusta tai
laboratorio-olosuhteiden muutoksista. Systemaattinen mittausepavarmuus taas
johtuu jarjestelmallisista virheista, jotka voivat aiheutua esimerkiksi mittausme-
netelman kalibroinnista, naytteenkasittelyprosessista tai ymparistotekijoista. Ta-
mantyyppinen epavarmuus voi olla vaikeampi arvioida ja vaatii usein erityisia
menetelmia, kuten vertailua referenssikokeisiin tai kayttévalmiiden standardien
kayttoa. [17, s. 10.]
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SFS-EN ISO 19036:2019 on standardi, joka koskee elintarvikkeiden ja elainten
ruokinnan mikrobiologisten maaritysten mittausepavarmuuden arviointia. Tama
standardi tarjoaa kattavat ohjeet ja menetelmat mittausepavarmuuden arvioi-
miseksi kvantitatiivisissa mikrobiologisissa analyyseissa, mukaan lukien pesa-
kelaskentatekniikat, MPN, (Most propable number), eli todennakdisimman luku-
maaran tekniikat, instrumentaaliset menetelmat ja molekyylimenetelmat. Stan-

dardi soveltuu paaasiassa mikro-organismien maaritykseen. [17, s. 5.]

SFS-EN ISO 19036:2019 -standardi on ottanut kayttoon lahestymistavan, jossa
mittausepavarmuus arvioidaan kolmen epavarmuuskomponentin perusteella.
Ensimmainen naista on tekninen epavarmuus, joka arvioidaan uusittavuuden
standardipoikkeaman perusteella. Taman osalta vaihtoehtoina ovat laborato-
riokohtainen uusittavuuden standardipoikkeama, laboratorioiden valinen uusitta-
vuuden standardipoikkeama menetelman validointitutkimuksesta seka laborato-
rioiden valinen uusittavuuden standardipoikkeama patevyyskokeesta. [17, s.
17.]

Toinen epavarmuuskomponentti on matriisin epavarmuus, joka johtuu matriisin
kontaminaation heterogeenisyydesta, aiheuttaen vaihtelua mikrobimaarissa tes-
tinaytteiden valilla. Matriisin epavarmuus otetaan huomioon kiinteana arvona
homogeenisille matriiseille, ja se arvioidaan mm. toistettavuuskokeella. Kolmas
epavarmuuskomponentti on jakautumiseen liittyva epavarmuus, joka johtuu
mikrobien satunnaisesta jakautumisesta. Tama lasketaan matemaattisesti ana-
lyysimenetelman ominaisuuksien mukaan ja sita tarkastellaan kolmessa mah-
dollisessa tapauksessa: Poissonin epavarmuus, varmistusepavarmuus pesake-

laskentatekniikoissa ja MPN-epavarmuus MPN-tekniikoissa. [17, s. 18]

Poissonin epavarmuus liittyy satunnaiseen tapahtumien jakautumiseen, kuten
mikro-organismien pesakkeiden laskemiseen kasvualustalta. Varmistusepavar-
muus pesakelaskentatekniikoissa kattaa virhelahteet, kuten kontaminaation ja
naytteenoton virheet, kun varmistetaan, etta lasketut pesakkeet ovat tiettya
mikro-organismia. Se arvioidaan kontrollimenetelmien ja vertailumittausten

avulla. MPN-epavarmuus liittyy mikro-organismien lukumaaran arviointiin
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nestemaisissa naytteissa, kayttaen todennakoisyyslaskentaa ja sarjassa suori-
tettavia kokeita. Epavarmuus arvioidaan tilastollisin menetelmin ja erityisten tau-

lukoiden avulla. [17, s. 21.]

Mittausepavarmuus vaikuttaa merkittavasti paatdksentekoon ja riskienarviointiin
elintarvikeketjussa. Elintarviketeollisuudessa mittausepavarmuus voi vaikuttaa
tuotteiden turvallisuuden arviointiin. Jos epavarmuutta ei oteta huomioon, saat-
taa syntya riski, etta kontaminoituneet tuotteet paatyvat markkinoille tai turvalli-
set tuotteet hylataan tarpeettomasti. Oikein hallittuna mittausepavarmuus edis-
taa paatdoksentekoa perustuen luotettavaan tietoon, varmistaen terveyden, tur-
vallisuuden ja laadun. Laboratoriotulosten luotettavuus ja toistettavuus varmis-
tetaan mittausepavarmuuden hallinnalla, joka sisaltaa laadunvarmistusmenetel-
mat, henkildston koulutuksen ja patevyyden seka laitteistojen saanndllisen tar-
kastuksen ja kalibroinnin. SFS-EN ISO 19036:2019 -standardi tarjoaa ohjeita
mittausepavarmuuden hallintaan ja parantamiseen, tukien laboratorioita tulos-

ten luotettavuuden varmistamisessa. [17, s. 5.]

2.9 Juurisyyanalyysi

Juurisyyanalyysia kaytetaan, jotta I0ydetaan ongelmien perimmaiset syyt sopi-
vien ratkaisujen loytamiseksi. Juurisyyanalyysi olettaa, etta taustalla olevien on-
gelmien jarjestelmallinen ennaltaehkaisy ja ratkaiseminen on paljon tehokkaam-
paa kuin vain tapauskohtaisten ongelmien korjaaminen ja hoitaminen. Juuri-
syyanalyysi voidaan suorittaa kokoelmalla periaatteita, tekniikoita ja menetel-
mia, joita voidaan kayttaa tunnistamaan tapahtuman perimmaiset syyt. Pinnalli-
sia syita ja seurauksia pidemmalle katsoen juurisyyanalyysi voi nayttaa, missa
prosessit tai jarjestelmat epaonnistuivat tai aiheuttivat ongelman alun perin.
[18.]

Varmennustutkimukset ja niiden tulosten analysointi ovat keskeisia osia mikro-
biologisten analyysimenetelmien luotettavuuden varmistamisessa. Jos varmen-
nustulokset ylittavat hyvaksyttavyysrajat, juurisyyanalyysin tekeminen on tar-

peen. Sen avulla pyritdan tunnistamaan syvemmat syyt havaituille poikkeamille.
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On suositeltavaa suorittaa varmennus samanaikaisesti seka validoidulla vaihto-
ehtoisella menetelmalla etta vertailumenetelmalla kyseiselle elintarvikkeelle.
Talldin voidaan arvioida, suoriutuvatko molemmat menetelmat samalla tavalla
kayttajalaboratoriossa. Juurisyyanalyysin tulee kattaa muun muassa analyyttiset
virheet laboratoriokaytannoissa, protokollan soveltamisessa ja elintarvikkeen
erityispiirteissa, kuten haastavat tuotteet, jotka vaativat korkeamman laimennus-
asteen. Kun ongelmat on tunnistettu, toteutetaan korjaavia toimenpiteita ja koe
suoritetaan uudelleen. Raporttiin tulee sisallyttaa juurisyyanalyysin tulokset,

jotta voidaan tarjota ymmarrysta havaittuihin 16ydoksiin. [11, s. 18.]

3 Tyon kokeellinen osio

Naytematriisilaajennus tehtiin tuoteverifiointina SFS-EN 1SO 16140-3:2021 -
standardin mukaisesti. Verifiointiin valittin naytematriisiksi kasvipohjainen tuote,
joka edusti kasvipohjaisia lihankorvikkeita, jotta voitiin varmistaa "hedelmat,
marjat, kasvikset ja viljat ja niista tehdyt valmisteet” -kategoria. Verifiointi toteu-
tettiin vuoden 2024 helmi—toukokuun aikana Valion akkreditoidussa aluelabora-

toriossa Seingjoella.

Kokeellisessa osiossa kaytettiin seka kvantitatiivisia etta kvalitatiivisia menetel-
mia naytteiden analysointiin. Kvantitatiivisissa menetelmissa keskityttiin pesake-
maarien logaritmiseen muuntamiseen ja eBias-arvojen maarittamiseen, mika
mahdollisti menetelmien tarkkuuden arvioinnin suhteessa vertailuarvoihin. Kvali-
tatiivisissa menetelmissa puolestaan arvioitiin menetelman herkkyytta ja tavoi-
teltiin tiettya mikrobikonsentraatiota. Jatkotutkimuksissa tarkasteltiin testitulos-

ten toistettavuutta seka menetelmien soveltuvuutta laboratorio-olosuhteisiin.

3.1 Kvantitatiivisten menetelmien tyovaiheet

Kvantitatiivisten menetelmien suorittamiseksi naytteet kontaminoitiin kolmella
tasolla. Standardissa maaritellaan, kuinka paljon kontaminoitavaa ainetta tulee
lisata naytteisiin, jotta menetelma pystyy havaitsemaan analysoitavat mikro-or-

ganismit luotettavasti. Kvantitatiivisten menetelmien kontaminaatiotasot
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jakautuvat kolmeen paakategoriaan: matalaan, korkeaan ja keskitasoon. Konta-
minaatiotaso 1 arvioi menetelman herkkyytta pienilla, kontaminaatiotaso 2 kes-

kikorkeilla ja kontaminaatiotaso 3 korkeilla mikrobimaarilla.

Jokaisesta kontaminaatiotasosta tehtiin kaksi rinnakkaisnaytetta, jolloin analy-
soitiin kuusi kontaminoitua naytetta ja yksi kontaminoimaton nayte (nollanayte).
Naytematriisi kontaminoitiin keinotekoisesti kayttaen Svenska Livsmedelverket,
SLV-ampulleja, joissa oli mikrobiseos mm. bakteerilajeista Escherichia coli ja
Staphylococcus aureus [19, s. 11]. Lisaksi SLV-naytteesta tehtiin viljelyt kasvu-
alustoille vertailuarvoa (pmy/ml) varten. Vertailuarvot saatiin SLV:n tarjoamasta
aineistosta. SLV-naytteesta ja naytematriisista tehtiin laimennossarjat kuvan 1
mukaisella tavalla, jotta saatiin laimennokset 101 —10* jokaiselle kaytetylle kas-
vualustalle. Laimennossarjat valmistettiin pipetoimalla mikrobiseosta eri pitoi-
suuksilla laimennosliuoksesta. Laimennossarjan valmistamisen jalkeen nayte-
matriisi kontaminoitiin suunnitellulla tavalla. Kontaminoimattomat ja kontami-
noidut naytteet viljeltiin eri laimennoksilla rinnakkaisten (R) maljojen kanssa,
mika mahdollisti kontaminaatiotilanteiden simuloinnin ja mikro-organismien
esiintymisen arvioinnin. Kuvan avulla voitiin seurata, miten laimennossarjat val-

mistettiin ja viljeltiin kokeellisten asetelmien mukaisesti.

Kontami- :

. Naytematriisi
noimaton

N - +
naytematriisi+ lai .
laimennosvesi aimennosves Laimennosvesi

+SLV +5LV

Laimennos-
vesi 99 ml

0 { V/ DO
=0 00 OO OO
>0 00 OO

Kuva 1. Laimennossarjan valmistusprosessi SLV-naytteille ja naytematriiseille
mukaan lukien pipetointimaarat maljoille. Laimennokset viljeltiin suunnitelman
mukaisesti, jolloin voitiin simuloida kontaminaatiotilannetta ja arvioida mikrobien
esiintymista naytteissa.
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SLV-ampulli valmistettiin liuottamalla 4 ml steriilida laimennosliuosta kylmakuivat-
tuun mikrobiseokseen, ja liuos siirrettiin steriilin 250 ml:n laimennosliuospul-
loon, jolloin valmista seosta oli 254 ml. Naytematriisia punnittiin steriiliin pussiin
10 g, ja Dilumat-laimennin lisasi automaattisesti steriilin laimennosnesteen pun-
nitun ndytematriisin painon mukaan. Naytematriisi homogenisoitiin Smasher-ho-
mogenisaattorilla. Ensin viljeltin kontaminoimattomasta naytematriisista (nolla-
nayte) laimennokset 10-'—102. Sitten naytematriisi kontaminoitiin ja viljeltiin lai-
mennokset 10" -102 ja lisaksi viljeltiin rinnakkaiset maljat. Naytematriisin konta-
minoimiseksi SLV-laimennosliuospullosta pipetoitiin mikrobiseosta suunniteltu-
jen kontaminaatiotasojen mukaisesti laimennetun naytematriisin kanssa steriiliin
pussiin. Sitten laimennosliuospullosta viljeltiin SLV-naytteista laimennokset 10’

—10* ja lisaksi viljeltiin rinnakkaiset maljat.

Enterobakteerien, E. colin, koagulaasipositiivisten stafylokokkien ja Staphy-
loccoccus aureuksen seka aerobisten mikro-organismien esiintymista tutkittiin
kayttaen erilaisia kasvualustoja ja menetelmia, kuten maljavaluna Milk plate
count agar (MPCA), Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA), Violet Red Bile
Agar (VRBA) -alustoille ja pintaviljelyna Baird Parker -agarille. Nama kasvualus-
tat tarjoavat optimaaliset olosuhteet eri mikrobien kasvulle ja niiden tunnistami-
selle. Mikro-organismien esiintymisen tutkiminen on keskeinen osa elintarvikkei-
den turvallisuuden ja laadun varmistamista. Naiden mikrobien lasnaolo elintar-
vikkeissa voi olla merkki hygieniakaytantojen puutteista tai prosessivirheista,

jotka voivat aiheuttaa terveysriskeja kuluttajille.

MPCA-alustan kohdemikrobeina olivat E. coli, Serratia marcescens ja S. aureus
-bakteerin kokonaispesakemaara ja maljoja inkuboitiin 72 tuntia 30 °C:ssa [20].
VRBGA-alustan kohdemikrobeina olivat E. coli ja S. marcecens ja maljoja inku-
boitiin 22—24 tuntia 37 °C:ssa [21]. VRBA-alustan kohdemikrobina oli E. coli ja
maljoja inkuboitiin 24 tuntia 44 °C:ssa. [22.] Baird Parker -alustan kohdemikro-

bina oli S. aureus. Maljoja ikuboitiin 48 tuntia 37 °C:ssa. [23.]
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3.2 Kvalitatiivisten menetelmien tydvaiheet

Kvalitatiivisten menetelmien suorittamiseksi naytteet kontaminoitiin vain yhdella
tasolla, 3—-5 pmy/25 g nayte, SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardissa kasitel-

lyn protokollan 3 mukaisesti. Naytteesta tehtiin seitseman rinnakkaista kontami-
noitua naytetta, jolloin jokaisella kvalitatiivisella menetelmalla analysoitiin seitse-

man kontaminoitua naytetta ja yksi kontaminoimaton nayte.

Kohdemikrobeina olivat Listeria monocytogenes ja Salmonella Tranaroa. Nayt-
teiden kontaminoimiseen kaytettiin laboratorion omia mikrobikantoja, joita saily-
tettiin omissa ampulleissaan. Ensin tarkistettiin salmonella- ja listeria-ampullien
mikrobipitoisuudet viljelemalla mikrobit erityisilld kasvualustoilla. Salmonella-
ampulleille kaytettiin XLD (Xylose Lysine Deoxycholate) -agarmaljoja ja listeria-
ampulleille kaytettiin ALOA (Agar Listeria according to Ottaviani & Agosti) -mal-
joja. Viljelyn jalkeen saatiin laskennallinen arvo, joka kertoi, kuinka paljon am-
pulleista piti pipetoida naytteisiin halutun kontaminaatiotason saavuttamiseksi.
Molempien L. monocytogenes ja Salmonella Tranaroa kasvualustatestauksen
ampullien pitoisuudet olivat n. 100 pmy/ul, ja naytteisiin pipetoitiin 5 pmy:a vas-

taava maara.

Ampulleista tehtiin laimennokset Eppendorf-putkiin taulukon 1 mukaisesti, ja
valmista laimennusseosta pipetoitiin 100 ul seka naytepulloihin etta maljoille.
Salmonella-naytteet viljeltiin XLD- ja Salmonella Brilliance -maljoille ja listeria-
naytteet viljeltin ALOA- ja Palcam-maljoille. Palcam (Polymyxin acriflavine
lithium chloride ceftazidime aesculin mannitol agar) on selektiivinen kasvualusta
L. monocytogenes -bakteerin valikoivaan eristamiseen ja tunnistamiseen elin-
tarvikenaytteissa. XLD- ja Salmonella Brilliance maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa 24
tuntia, ja ALOA- ja Palcam-maljoja 37 °C:ssa 48 tuntia, jotta saatiin kasvatettua
tyypilliset pesakkeet, jotka siirrostettiin edelleen Tryptoni-soija agar (TSA) -mal-
jalle ja siita MALDI-TOF:lle (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-

of-Flight) mikrobilajien tunnistamiseksi ja varmistamiseksi.
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Taulukko 1. Naytteiden bakteerien tavoitekonsentraatiot ja laskennalliset pitoi-
suudet seka mikrobiseoksen valmistuksessa kaytetyt tilavuudet. Laimennokset
tehtiin ampulleista haluttujen bakteeripitoisuuksien saavuttamiseksi naytteissa.

Bakteeri Tavoite (pmy/25 | Laskennallinen | Mikrobiseos ampullista
g nayte) (pmy/25 g nayte) + laimennosvesi pl
Listeria mo- 3-5 3 120 + 1380
nocyto-
genes
Salmonella 3-5 3 45 + 1455
Tranaroa

Matriisiavusteinen laserdesorptio/ionisaatio (MALDI) yhdistettyna lentoaikamas-
saspektrometriaan (TOF) on analyyttinen tekniikka, jossa naytteet ionisoidaan

varatuiksi molekyyleiksi ja nilden massa-varaussuhde mitataan. MALDI kayttaa
laseria ionisoimaan naytteen matriisin avulla, jolloin analyytit siirtyvat kaasufaa-
siin ilman fragmentoitumista. TOF-analysaattori mittaa ionien saapumisajat, jol-

loin kevyemmat ionit saapuvat detektoriin aikaisemmin kuin raskaammat. [24.]

MALDI-TOF soveltuu erityisesti biomolekyylien, kuten proteiinien, lipidien, sak-
karidien ja muiden orgaanisten makromolekyylien analysointiin. Se on tarkea
tydkalu proteomiikassa, metabolomiikassa, lipidomiikassa ja glykomiikassa. Sita
kaytetaan muun muassa proteiinien molekyylipainon maarittamisessa, proteii-
nisekvenssien tunnistamisessa, proteiinirakenteiden analysoinnissa ja glykaa-

nien rakenteiden tutkimisessa. [24.]

Analyysia varten nayte liuotetaan ja sekoitetaan matriisin kanssa, minka jalkeen
seos tiputetaan metalliselle kohdelevylle ja kuivataan. Levy asetetaan MALDI-
TOF-laitteeseen, jossa nayte ionisoidaan laserilla ja syntyneet ionit analysoi-
daan TOF-analysaattorissa. Tuloksena saadaan spektri, joka analysoidaan oh-

jelmiston avulla ja verrataan naytekirjastoon. [24.]

Naytepulloihin punnittiin 25 g naytematriisia ja lisattiin 225 ml steriilia peptoni-
vetta. Listerianaytteisiin lisattiin Listeria Enrichment Broth (LEB) -rikastuslienta.

LEB-rikastusliemi on tarkoitettu L. monocytogenes -bakteerin valikoivaan
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kasvatukseen naytteista. Se sisaltaa ravinteita ja aineita, jotka tukevat Listeria-
bakteerien kasvua ja estavat muiden mikro-organismien lisaantymista, jotta pa-

togeenit voidaan havaita tehokkaasti.

Naytepulloja inkuboitiin 22—24 tuntia 37 °C:ssa. Inkuboinnin jalkeen naytteet pi-
petoitiin PCR-menetelman erityisputkiin. PCR-menetelmassa kaytettiin kaupal-
lista SureTect™ PCR -kittia, joka sisaltaa eristysputket, joiden avulla naytteen

DNA eristetaan. Sen jalkeen eristetty DNA pipetoidaan PCR-putkiin, jotka laite-
taan PCR-laitteeseen. DNA monistuu ja mahdollistaa L. monocytogenes ja Sal-
monella -bakteerien havaitsemisen. Kitit ovat erittain herkkia ja spesifisia, ja ne
on suunniteltu erityisesti elintarviketurvallisuuden varmistamiseen. Ne mahdol-

listavat patogeenien tarkan havaitsemisen matalilla pitoisuuksilla erilaisista nay-

tematriiseista. [25.]

3.3 Kvantitatiivisten ja kvalitatiivisten menetelmien tarvittavat jatkotutki-
mukset

Jatkotutkimuksia tarvittiin, koska ne auttoivat selvittdmaan, kuinka paljon ja mita
bakteereja naytteissa kasvoi, ja varmistamaan, etta bakteerit olivat odotetun
kaltaisia. Naiden tutkimusten avulla voitiin tarkentaa, kuinka tarkasti kvantitatiivi-
set menetelmat mittasivat mikrobipitoisuuksia ja kuinka hyvin kvalitatiiviset me-
netelmat tunnistivat tutkittuja bakteerilajeja. MPCA-alustoilta haluttiin selvittaa
vain kokonaispesakemaarat, joten inkuboiduilta maljoilta laskettiin kaikki pesak-
keet. Enterobakteerien kasvu VRBGA-maljoilta varmennettiin yhdelta maljalta
valitsemalla viisi tyypillista pesaketta oksidaasitestia varten. Myos nollanayt-
teesta varmistettiin viisi tyypillista pesaketta, mikali kasvua esiintyi. Valitut pe-
sakkeet siirrostettiin TSA-maljalle, inkuboitiin 24 tuntia 37 °C:ssa, minka jalkeen

tehtiin oksidaasitesti.

Oksidaasitesti tehtiin hankaamalla bakteerimassaa oksidaasireagenssia sisalta-
van testiliuskan pintaan. Oksidaasitesti havaitsee sytokromioksidaasi-entsyymin
lasnaolon. Oksidaasipositiivinen bakteeri muuttaa pinnan tummanvioletiksi ja

oksidaasinegatiivinen bakteeri ei muuta pinnan varia. Kuvassa 2 nahdaan tulos
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oksidaasipositiivisesta enterobakteerista. Oksidaasitestia kaytetdan mm. Pseu-

domonas-bakteerien tunnistamiseen, silla se tuottaa sytokromioksidaasi-entsyy-

mia. E. coli on puolestaan oksidaasinegatiivinen [26.]

Kuva 2. Enterobakteerien puhdasviljelmasta tehty oksidaasitesti. Oikealla oksi-
daasitesti on muuttunut siniseksi, joka viittaa oksidaasipositiiviseen bakteeriin.
Tama osoittaa sytokromioksidaasi-entsyymin lasnaolon, mika on tyypillista esi-
merkiksi Pseudomonas-suvun bakteereille.

E. coli -bakteerin kasvu varmennettiin VRB-agarilta varmistamalla viisi tyypillista
pesaketta oksidaasitestilla, indolitestilla, laktoosi-tryptoni-lauryylisulfaatti-lie-
mella (LTLSB) ja viisi pesaketta varmistettiin MALDI-TOF:lla, mikali pesakkeet
olivat morfologisesti samannakadisia. Nollanaytteesta varmistettiin viisi tyypillista

pesaketta, mikali kasvua esiintyi.

Indolitestia varten maljoilta siirrostettiin viisi tyypillista pesaketta TSA-alustalle ja
inkuboitiin 24 tuntia 37 °C:ssa. Puhdasviljelmasta siirrostettiin bakteerikasvus-
toa LTLSB-liemeen laktoosin kayton varmistamiseksi. LTLSB-liemi oli koeput-
kessa, joka sisalsi Durham-putken. Durham-putket ovat pienia koeputkia, jotka
on asetettu yldsalaisin isompaan koeputkeen, ja koeputket taytettiin LTLSB-kas-
vatusliuoksella. LTLSB-putkia inkuboitiin 44 °C:ssa 24 tuntia. Jos Durham-put-

keen muodostui kaasukupla, tehtiin indolitesti pipetoimalla Kovacin reagenssia
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koeputkiin. Tulos laskettiin positiiviseksi, jos punainen rengas muodostui lie-

meen.

Baird Parker -agareilta varmistettiin viisi tyypillista pesaketta siten, ettd yhdesta
pesakkeesta tehtiin kuvassa 3 nakyva koagulaasitesti ja viisi pesaketta varmis-
tettin MALDI-TOF:lla, jos pesakkeet olivat morfologisesti samannakoéisia. Nolla-
naytteesta varmistettiin viisi tyypillistd pesaketta, jos kasvua esiintyi. Baird Par-

ker alustalta siirrostettiin bakteerimassaa TSA-alustalle puhdasviljelmaa varten

ja maljoja inkuboitiin 24 tuntia 37 °C:ssa.

Kuva 3. Koagulaasitesti. TSA-maljalta siirrostettiin bakteerimassaa koeputkiin,
jotka sisalsivat BHI-lienta. Keskella edessa olevat koeputket sisalsivat pienen
maaran kaninveriplasmaa ja oikealla positiivinen kontrolli oli hyytynyt 4 tunnin
inkuboinnin aikana, mika viittaa koagulaasipositiiviseen S. aureus -bakteerin
lasnaoloon. Koagulaasitesti tunnistaa koagulaasia tuottavat bakteerit, ja positii-
vinen tulos havaitaan plasman hyytymisena koeputkessa.

Koagulaasitesti tehtiin tunnistamaan koagulaasipositiivisia S. aureus -baktee-
reja. Koagulaasitestia varten pesakkeita siirrostettiin TSA-alustalta koeputkiin,
jotka sisalsivat BHI (Brain heart infusion) -lientd, ja putkia inkuboitiin 24 tuntia
37 °C:ssa. Inkuboinnin jalkeen putkista siirrostettiin bakteeriviljelmaa kaninveri-
plasmaan. Jos bakteeri pystyy tuottamaan koagulaasia, kaninveriplasma hyytyy
koeputkessa. Putkia inkuboitiin 37 °C:ssa ja koagulaation muodostuminen tar-

kistettiin noin 4-6 tunnin kuluttua. Jos testi oli negatiivinen, putkien inkubointia
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jatkettiin 24 tuntia. Positiiviseksi luettiin putket, joissa hyytyma oli yli puolet alku-

peraisesta nestetilavuudesta.

Kvalitatiivisten tutkimusten lopuksi PCR-ajon jalkeen salmonellaputkista siirros-
tettiin XLD- ja Salmonella Brilliance -maljoille, ja maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa 24
tuntia. Listeriaputkista siirrostettiin ALOA- ja Palcam-maljoille, ja maljoja inku-
boitiin 37 °C:ssa ja 48 tuntia. Inkuboinnin jalkeen kaikilta maljoilta varmistettiin
yksi pesake MALDI-TOF:lla.

3.4 Pesakemaarien logaritminen muuntaminen, vertailuarvojen ja eBias-
arvon maaritys

Pesakkeet laskettiin sopivilta maljoilta. Esimerkiksi kokonaispesakkeiden sopi-
vien maljojen laskentarajat olivat 15-300 pesaketta maljalla. [18.] Jokaiselle
bakteerille oli annettu omat vertailuarvot, jonka perusteella laskettiin naytteiden
mikrobiologisia tuloksia. SLV-ampullin valmistajan antama vertailuarvo koko-
naispesakemaaralle oli 46 500 pmy/ml, [19] jonka mukaan laskettiin, kuinka pal-
jon siirrostettiin mikrobiseosta naytteisiin. SLV:n tarjoamat vertailutulokset olivat
muiden laboratorioiden mittaamia tuloksia, joita kaytettiin omien tulosten vertai-
luarvoina niiden luotettavuuden varmistamisessa. Vertailuarvoja kaytettiin var-
mistamaan, etta tulokset olivat yhdenmukaisia muiden laboratorioiden kanssa,

mika toi luotettavuutta tuloksiin ja taytti laatuvaatimukset.

Taulukossa 2 on esitetty kontaminaatiotasot, pesakkeiden tavoitemaarat mal-
joille seka SLV-siirrostuksen laskennalliset tavoitteet. Kontaminaatiotason 1 pe-
sakkeiden tavoitemaara oli 500—1 000 pmy/g ja SLV-siirrostuksen tilavuus oli
0,2 ml. Kokonaispesakemaaran laskennallinen arvo laskettiin kaavan 2 mukai-

sesti.

46500 pmy/ml « 0,2 ml = 9 300 pmy/ml (2)

Tama luku kertoi pesakkeiden maara siirrostetussa naytteessa 9 300 pmy/ml.
Taman jalkeen pesakemaara skaalattiin 10 gramman naytetta vastaavaksi jaka-

malla tulos 10:1l3, jolloin laskennalliseksi arvoksi saatiin 930 pmy/10 g.
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Taulukko 2. Kontaminaatiotasot, pesakemaarien (pmy/g) tavoite ja pesakemaa-
rien laskennallinen tavoite maljalle ja kuinka paljon SLV mikrobiseosta tuli pipe-
toida naytteisiin kunkin kontaminaatiotason kohdalla oikean pesakemaaran ta-
voittamiseksi.

Bakteeri Kontami- Tavoite Laskennalli- | SLV siirros
naatiotaso (pmy/g) nen (pmy/10 (ul)
g)

Kokonais- 1 500-1 000 930 200
pesakemaara

2 1 500-2 000 1 860 400

3 2 000-7 000 4 650 1 000

Enterobakteerit 1 100-500 310 200

2 500-1 000 620 400

3 1000-1 500 1 550 1 000

E. coli 1 100-500 310 200

2 500-1 000 620 400

3 1 000-1 500 1550 1000

Koagulaasipo- 1 500-1 000 530 200
sitiiviset stafylo-

kokit 2 1 500-2 000 1 060 400

3 2 000-7 000 2 640 1000

Taulukossa 3 on esitetty viljelyiden pesakemaarat kokonaispesakemaljoilta eri
laimennoskertoimilla, mika auttoi vertaamaan pesakemaaria eri kontaminaa-
tiotasoilla, eri laimennuskertoimilla ja tulosten laskennassa. Ensin arvioitiin pe-
sakemaarat maljalla kaytettyjen laimennuskertoimien avulla. Esimerkiksi nayte
1 A, joka oli kontaminaatiotason 1 nayte, jonka maljalla havaittiin 102 pesaketta.
Koska nayte oli laimennettu kertoimella 10, kerrottiin pesakemaara 10:114 kaa-
van 3 mukaan. Tama tarkoittaa, etta alkuperaisessa, laimentamattomassa nayt-
teessa oli 10 kertaa enemman pesakkeita, joten kerrotaan pesakemaara 10:113,
jotta saadaan alkuperaista naytetta vastaava pesakemaara 1:ta grammaa koh-

den

102 pesaketta * 10 = 1 020 pesaketta/g (3)
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Taulukko 3. Viljelyiden pesakemaarat (pmy) kokonaispesakemaljoilta kullakin
laimennoskertoimella ja kontaminaatiotasolla. SLV-naytteissa pesakkeita ha-
vaittiin runsaasti alhaisilla laimennoksilla, ja kontaminoiduissa naytteissa pesa-
kemaarat vaihtelivat laimennoskertoimen mukaan. Nollanaytteessa ei esiintynyt
kasvua.

Kokonaispesakemaara Laimennoskerroin
Pesakemaarat maljoilla 101 102 103 10
(pmy)

SLV >300 >300 47 3

SLV rinnakkainen >300 >300 46 10

Nollanayte 0 0 - -

1A 102 13 - -

1B 134 8 - -

2A 196 21 - -

2B 234 20 - -

3A - 66 5 -

3B - 71 3 -

Koska nayte oli 10 grammaa, koko naytteen pitoisuus laskettiin kaavan 4 mu-

kaan.

1020 pesaketta/g * 10 g = 10 200 pesaketti/10 g 4)

Taman jalkeen tulos muunnettiin logaritmiseen muotoon kayttaen kymmenker-

taisen logaritmin kaavaa kaavan 5 mukaisesti.

1g(10 200) = 4,01 (5)

Sama laskentamenetelma toistettiin myods muille laimennoskertoimille. Laimen-
noskertoimien mukaan 10-?-laimennokset kerrottiin sadalla ja 10-3-laimennokset
tuhannella. Kahdesta samalla kontaminaatiotasolla keinotekoisesti kontami-
noidusta naytteesta laskettiin keskiarvo. Naytteen 1 A logaritmiseksi arvoksi

saatiin pesakemaarien perusteella 4,01 ja naytteen 1 B arvoksi 4,13. Naytteista
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laskettiin keskiarvo kaavan 6 mukaisesti. Tama arvo toimi vertailuarvona y, kun

laskettiin eBias-arvo.

4,01+4,13

Keskiarvo = = 4,07 (6)
Tata keskiarvoa vertailtiin SLV-naytteen laskennalliseen tavoitteeseen. SLV-
naytteen laskennallinen tavoite oli 9 300 pmy/g, ja sen logaritminen arvo saatiin
kayttden kymmenkertaisen logaritmin kaavaa kaavan 5 mukaisesti, jolloin tu-
lokseksi saatiin 3,97. Tama arvo toimi vertailuarvona x, kun laskettiin eBias
arvo. Ero vertailuarvojen laskennallisten arvojen valilla maaritettiin eBias-arvolla

kaavan 7 mukaan.

eBias = 4,07 — 3,97 = 0,1 (7)

SLV-naytteiden ja keinotekoisesti kontaminoitujen naytteiden kontaminaatiota-
sojen 2 ja 3 laskennalliset pesakemaaratavoitteet ja vertailuarvot laskettiin sa-
malla tavalla. Liitteen 1 taulukossa 1 on esitetty kaikkien kasvualustojen pesa-
kemaarat. Kaikkien sopivien maljojen pesakkeet on laskettu kasvualustojen pe-
sakkeiden laskentarajat huomioon ottaen. VRBGA-alustalta voitiin laskea tulok-
sia maljoilta, joilla kasvoi 15—150 pesaketta [21], VRBA-alustalta 10—-150 pesa-
ketta [27] ja Baird Parker -alustalta 10—300 pesaketta [23].

Ylla esitetyt laskentamenetelmat ja vertailuarvot mahdollistivat luotettavat arviot
mikrobien maarasta naytteissa. SLV-ampullin toimittajan vertailuarvojen ja pe-
sakemaarien logaritmisen muuntamisen avulla saatiin johdonmukaisia vertai-
luarvoja, jotka tukivat tulosten tarkkuutta. Tama mahdollisti luotettavien tulosten
vertailun muiden laboratorioiden kanssa. EBias-arvon ja laskennallisten vertai-
luarvojen avulla varmistettiin menetelman riittava tarkkuus eri kontaminaatiota-
soilla, jotta menetelmaa voitaisiin kayttaa luotettavasti elintarvikealan laadunval-

vonnassa.
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4 Tulosten tarkastelu

Mikrobiologisten maaritysten mittausepavarmuuteen vaikutti useita tekijoita, ku-
ten naytteen kasittely, mittausmenetelma, laboratorio-olosuhteet ja ymparistote-
kijat. Nama tekijat saattoivat johtaa joko satunnaisiin tai systemaattisiin epavar-
muuksiin. Tulosten toistettavuus oli keskeista mittausepavarmuuden arvioimi-
sessa. Kvalitatiivisten menetelmien tuloksia verrattiin protokollassa 3 maaritet-
tyyn hyvaksymisrajaan ja kvantitatiivisten menetelmien tuloksia verrattiin SLV:n
tarjoamiin vertailuarvoihin. Hyvaksymisrajat maarittelivat menetelmien hyvaksy-

misen kyseiselle kategorialle laboratoriossa.

Mahdolliset poikkeamat ja odottamattomat tulokset olisivat voineet johtua
useista tekijoista, kuten naytteen kasittelyvirheista (esim. kontaminaatio tai vir-
heellinen laimennus), epatarkoista inkubaatio-olosuhteista (esim. lampatila tai
inkubaatioaika) tai pesakkeiden laskentavirheista, (esim. vaarin tunnistetut pe-
sakkeet). Laitteiden kalibrointi ja saanndllinen huolto, huolellinen tydskentely
seka suurennuslasin kaytto olisivat voineet auttaa vahentamaan virheita, ja

myos tyontekijoiden tarkkuus ja taidot oli tarkeaa virheiden valttdmiseksi.

4.1 Kvantitatiivisten menetelmien tulokset

Kvantitatiivisten menetelmien avulla arvioitiin, kuinka hyvin verifioitava mene-
telma toimi kaytannossa laboratoriossa. Menetelman toimivuutta ja luotetta-
vuutta arvioitiin vertailemalla keinotekoisesti kontaminoidun naytteen ja SLV-
naytteen viljelyiden tuloksia, joista laskettiin absoluuttinen ero. Nama tulokset
on esitetty taulukossa 4. Absoluuttisen eron maarittaminen auttoi menetelman
toimivuuden arvioinnissa laboratoriossa. Erityisesti arvioitiin, pystyikd mene-
telma tuottamaan luotettavia tuloksia eri kontaminaatiotasoilla ja kasvualustoilla.
Lisaksi vertailu auttoi tunnistamaan mahdollisia virhelahteita ja niiden vaikutus-

ten minimoimisen.
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sesti kontaminoitu nayte ja vertailuarvo x on SLV-mikrobiseoksesta siirrostettu

nayte.
Naytematriisi | Vertai- Vertai- eBias [y-x]
tulos log1o luarvo y luarvo x Hyv.éiksytty
(eBias <0,5)
pmy/g (log1o (log1o
pmy/10 g pmyl/tila-
nayte) vuus)
Kokonais- Kont.1, A: 3,01 | 4,07 3,97 0,10
pesakemaara | Kont.1, B: 3,13
Kont.2, A: 3,30 | 4,33 4,27 0,06
Kont.2, B: 3,36
Kont.3, A: 3,87 | 4,86 4,67 0,19
Kont.3, B: 3,85
Enterobak- Kont.1, A: 2,52 | 3,52 3,48 0,04
teerit Kont.1, B: 2,51
Kont.2, A: 2,72 | 3,76 3,78 0,02
Kont.2, B: 2,79
Kont.3, A: 3,13 | 4,15 4,18 0,03
Kont.3, B: 3,17
E.coli Kont.1, A: 2,26 | 3,27 2,98 0,29
Kont.1, B: 2,28
Kont.2, A: 2,63 | 3,61 3,28 0,33
Kont.2, B: 2,58
Kont.3, A: 3,02 | 3,98 3,68 0,30
Kont.3, B: 2,94
Koagulaasi- Kont.1, A: 2,89 | 3,88 3,72 0,16
pOSitiiViset Kont.1. B: 2.87
stafylokokit I
Kont.2, A: 3,11 | 4,12 4,03 0,09
Kont.2, B: 3,12
Kont.3, A: 3,52 | 4,53 4,42 0,11

Kont.3, B: 3,54
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Taulukossa 4 esitetyt tulokset osoittivat, etta kaikilla kolmella kontaminaatiota-
solla kahden tuloksen valinen absoluuttinen ero keinotekoisesti kontaminoidun
naytteen ja SLV-naytteen tulosten valilla oli pienempi kuin 0,5 log. Lisaksi rin-
nakkaisten viljelynaytteiden tulosten pieni vaihteluvali vahvisti menetelman tois-
tettavuutta. Tama johdonmukaisuus eri testauskierroilla tukee menetelman so-

veltuvuutta kvantitatiivisiin analyyseihin.

Tulokset osoittivat, etta siirrostuspitoisuudet vastasivat hyvin tavoitearvoja kai-
killa kolmella kontaminaatiotasolla ja kasvualustoilla. Kaikki eBias-arvot pysyivat
selvasti alle hyvaksymisrajan, mika tarkoittaa, ettd menetelma taytti SFS-EN
ISO 16140-3:2021 -standardissa maaritetyn hyvaksymisrajan ja toimi oikein la-
boratoriossa ja voidaan siten arvioida luotettavaksi. Naiden tulosten perusteella
menetelman patevyysalueen laajentaminen "hedelmat-, marjat-, kasvikset- ja
viljat ja niista tehdyt valmisteet” -kategoriaan on perusteltua kvantitatiivisten me-

netelmien osalta.

Jotta voitiin todeta, etta verifioitava menetelma toimii oikein laboratoriossa, tuli
absoluuttisen eron (eBias) keinotekoisesti kontaminoidun naytteen ja SLV-nayt-
teen viljelylld maaritetyn siirroksen tulosten valilla olla <0,5 (log1o). Menetelmien
verifiointi perustui tahan arviointiin [11, s. 30]. Kvantitatiivisten menetelmien tu-
lokset vahvistivat menetelman soveltuvuuden tarkkoihin ja toistettaviin mikrobio-
logisiin analyyseihin, ja saadut tulokset tukivat myos menetelman laajentamista
uuden naytekategorian kayttoon. Lisatutkimuksilla menetelman herkkyytta ja
tarkkuutta eri mikro-organismien osalta voitaisiin viela tarkentaa, mika olisi mah-

dollistanut menetelman laajemman kayton myos muilla sovellusalueilla.

Poikkeustapauksessa, jos hyvaksymisraja ei olisi toteutunut (eBias olisi ollut =
0,5 log pmy/qg), olisi pitanyt tehda kvantitatiivisten menetelmien juurisyyanalyysi
ongelman tunnistamiseksi. Talloin olisi ollut tarpeen tehda korjaavia toimenpi-
teita ja mahdollisesti toistettava koe. Juurisyyanalyysissa olisi selvitetty mahdol-
lisuus analysointi- tai kontaminointivirheelle, joka olisi voinut vaikuttaa tulosten
luotettavuuteen. Juurisyyanalyysia ei tarvinnut tehda, koska tulokset olivat odo-

tusten mukaisia ja hyvaksymisraja tayttyi.
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4.2 Kvantitatiivisten menetelmien varmistusmenetelmien tulokset

Enterobakteerit tunnistettiin oksidaasitestin ja MALDI-TOF-tulosten perusteella,
jotka molemmat osoittivat positiivisia tuloksia. E. coli -bakteerin tunnistamisessa
kaytettin MALDI-TOF-analyysia, joka osoitti positiivisen tuloksen. Lisaksi E. coli
-bakteerin tunnistaminen varmistettiin LTLSB-testilla ja indolitestilla, jotka mo-
lemmat olivat positiivisia. Koagulaasipositiiviset stafylokokit, kuten S. aureus,
tunnistettiin Baird Parker -maljalla kasvatettujen pesakkeiden perusteella seka
koagulaasitestilla, joka osoitti positiivisen tuloksen. Tulosten laskenta ja analyy-
simenetelmien tarkka kaytto olivat olennaisia elintarvikehygienian varmistami-
sessa, silla ne mahdollistivat bakteerien, kuten enterobakteerien, E. colin ja
koagulaasipositiivisten stafylokokkien tunnistamisen. Naiden menetelmien
avulla voitiin maarittda naytteiden mikrobiologinen laatu. Nama tulokset osoitta-
vat, ettd kaytetyt tunnistusmenetelmat, kuten oksidaasitesti, MALDI-TOF-ana-
lyysi, LTLSB-testi, indolitesti ja koagulaasitesti, olivat tehokkaita ja antoivat luo-
tettavia tuloksia tunnistettaessa erilaisia bakteerikantoja. Tulosten perusteella
voitiin varmistaa, etta naytteissa esiintyi naitd mikro-organismeja, mika viittaa

mikrobiologisen kontaminaation mahdollisuuteen.

Kaikkien bakteerien osalta tulokset laskettiin positiivisten ja samannakoisten pe-
sakkeiden suhteena. Tama tarkoittaa, etta laskettiin niiden pesakkeiden maara,
jotka nayttivat morfologisesti samanlaisilta ja osoittivat positiivisia tuloksia kayte-
tyissa testeissa, ja vertailtiin tata kokonaispesakkeiden maaraan. Nain saatiin
tarkka arvio bakteerien esiintyvyydesta naytteissa. Naiden menetelmien kaytto
ja analyysitulosten laskeminen varmistivat, etta mikrobiologinen analyysi oli

tarkkaa ja luotettavaa.

4.3 Kvalitatiivisten menetelmien tulokset

Protokollassa 3 ei ollut maaritetty eLOD50-arvoa. Sen sijaan tulokset arvioitiin
sen perusteella, kuinka monta positiivista tulosta saadaan seitsemasta rinnak-
kaisesta naytteesta. Protokollassa 3 vaadittiin, etta vahintaan kuuden seitse-

masta keinotekoisesti kontaminoidusta naytteesta tuli olla positiivisia ja



36

nollanaytteen negatiivinen, jotta voitiin todeta menetelman toimineen oikein veri-

fioitavalle kategorialle laboratoriossa. [11, s. 30.]

Kontaminaatiotaso keinotekoisesti kontaminoiduille naytteille oli L. monocyto-
genes -menetelman osalta 4,7 pmy/25 g nayte ja Salmonella-menetelman
osalta 3,3 pmy/25 g nayte. Taulukossa 5 on esitetty keinotekoisesti kontaminoi-
tujen ja kontaminoimattomien naytteiden tulokset L. monocytogenes- ja Salmo-
nella-menetelmilla. Taulukossa on eritelty positiivisten ja negatiivisten tulosten
maara kummallekin menetelmalle. Kaikki keinotekoisesti kontaminoidut naytteet
osoittautuivat positiivisiksi seka L. monocytogenes etta Salmonella-menetel-
milla. Kontaminoimattomat nollanaytteet olivat negatiivisia molemmilla menetel-
milla, mika vahvisti menetelmien spesifisyyden ja luotettavuuden. MALDI-
TOF:in avulla varmistettiin, etta keinotekoisesti kontaminoitujen naytteiden pe-
sakkeet olivat Salmonella ja L. monocytogenes -bakteereja. MALDI-TOF ilmoitti

naytetulokset muodossa "todettu/ei-todettu” jokaiselle naytteelle.

Taulukko 5. Keinotekoisesti kontaminoitujen ja kontaminoimattomien naytteiden
tulokset L. monocytogenes - ja Salmonella-menetelmilla. Molemmilla menetel-
milla kaikki kontaminoidut naytteet olivat positiivisia ja kontaminoimattomat
naytteet negatiivisia, mika taytti hyvaksymisrajan.

Keinotekoisesti | Positiivisten Negatiivisten | Kontaminoimaton

kontaminoidut lukumaara lukumaara nayte tulos

naytteet (kontami- (kontami- (Hyviksytty negatiivi-
noitu) noitu) nen)
(Hyvaksytty (Hyvaksytty
26) <1)

L. monocyto- 7 0 negatiivinen

genes

Salmonella 7 0 negatiivinen

Kvalitatiivisten menetelmien tulokset osoittivat, etta kohdemikrobi pystyttiin
osoittamaan kaikista keinotekoisesti kontaminoiduista naytteista ja kaikista kon-

taminoimattomista naytteista saatiin negatiivinen tulos. MALDI-TOF-analyysi
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vahvisti tutkittujen pesakkeiden bakteerikannat oikeiksi. Nain ollen kvalitatiivinen
menetelma taytti SFS-EN 1ISO 16140-3:2021 -standardissa maaritetyn hyvaksy-
misrajan ja toimi oikein laboratoriossa ja patevyysalueen laajennus kategoriaan
"hedelmat-, marjat-, kasvikset- ja viljat ja niista tehdyt valmisteet” on perusteltu

kvalitatiivisten menetelmien osalta. Naiden tulosten perusteella voidaan todeta,

etta kaytetyt menetelmat ovat tarkkoja ja luotettavia mikrobien havaitsemisessa
ja tunnistamisessa. Tama varmistaa menetelmien soveltuvuuden elintarvikealan

laadunvalvontaan, jossa tarkka mikrobiologinen analyysi on kriittisen tarkeaa.

5 Yhteenveto

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli toteuttaa matriisilaajennus mikrobiolo-
gian patevyysalueeseen siten, etta se kattaa "hedelmat, marjat, kasvikset, viljat
ja niista valmistetut tuotteet” kaikilla Valion Seinajoen laboratoriossa kaytossa
olevilla akkreditoiduilla menetelmilla. Laajennus toteutettiin kayttden SFS-EN
ISO 16140-3:2021 -standardia, ja se perustuu nykyiseen patevyysalueeseen,
joka keskittyy maitoon ja siita valmistettuihin tuotteisiin. Tydssa kasiteltiin seka
kvantitatiivisia etta kvalitatiivisia menetelmia, joille kummallekin suoritettiin erilai-
sia verifiointiprosesseja. Matriisilaajennus oli olennainen askel Valion Seindjoen
laboratorion mikrobiologisen analyysin kattavuuden laajentamisessa, ja se pa-
rantaa laboratoriota sen kyvyssa vastata laajemman elintarvikevalikoiman ana-
lysoimiseen. Tama laajennus mahdollistaa elintarviketurvallisuuden valvonnan

uusissa tuoteryhmissa samalla noudattaen tiukkoja verifiointivaatimuksia.

Mikrobiologisten maaritysten mittausepavarmuuteen vaikuttivat naytteen kasit-
tely, mittausmenetelma, laboratorio-olosuhteet ja ymparistotekijat. Naiden teki-
joiden yhteisvaikutus voi johtaa seka satunnaiseen etta systemaattiseen mit-
tausepavarmuuteen. Tuloksia verrattiin etukateen maaritettyihin hyvaksymisra-
joihin, mika maarittaa, voidaanko menetelma hyvaksya kyseiselle kategorialle

laboratoriossa.

Tyon aikana suoritetut menetelmaverifioinnit osoittivat, etta kaytetyt menetelmat

ovat tarkkoja ja toistettavissa. Kaikki eBias-arvot olivat hyvaksyttavissa rajoissa,



38

mika osoittaa menetelman tarkkuuden ja luotettavuuden referenssimenetelmiin
verrattuna. Tama vahvistaa menetelman suorituskyvyn uusilla tuoteryhmilla ja
sen soveltuvuuden mikrobikontaminaation tason arvioimiseksi. Tutkimuksen tu-
lokset korostavat menetelman tarkkuutta ja toistettavuutta. Analyysimenetelmat,
jotka perustuvat SFS-EN ISO 16140-3:2021 -standardin mukaiseen verifiointiin,
ovat valttamattomia tarkkojen ja luotettavien tulosten saamiseksi. Naiden mene-
telmien yhdistelma antaa kokonaisvaltaisen kuvan mikro-organismien esiintymi-
sesta naytteissa ja auttaa varmistamaan, etta laboratoriot pystyvat luotettavasti
tunnistamaan naiden mikrobien esiintymisen erilaisissa naytteissa seka teke-

maan paatoksia elintarviketurvallisuuden varmistamiseksi.

Opinnaytetyon tuloksena todettiin, ettda menetelmat saatiin onnistuneesti verifioi-
tua ja ne tayttavat patevyysalueelle asetetut vaatimukset. Matriisilaajennus on-
nistui, ja menetelmien avulla voidaan valvoa myos kasvipohjaisten tuotteiden
laatua. Jatkossa on tarkeaa keskittya mahdollisten virheiden minimointiin ja me-

netelmien jatkuvaan parantamiseen.
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Pesakemaarat maljoilla

Liite 1
(1)

Taulukko 1. Viljelyiden pesakemaarat (pmy) eri kasvualustoilla, laimennosker-
toimilla ja kontaminaatiotasoilla.

SLV S(lli;l '::)','fe 1A |[1B|2A | 2B | 3A | 3B
Enterobakteerit (pmy)
101 >150 | >150 0 33132 |52]| 62 |135|147
102 132 134 0 311|166 |14]11
1073 15 4 - -l - - - - -
104 1 2 - -l - - - - -
E. coli
10" >150 | >150 0 18 [ 19 [ 43 | 38 |105| 88
102 44 52 0 316|3|3]|6]|4
103 1 4 - -l - - - - -
104 1 0 - -l - - - - -
Koagulaasipositiiviset
stafylokokit
10" >1500 | >1500 0 77 | 74 1130131
102 >150 | >150 0 7197 |114]33]|35
103 28 25 - -l - -1 -14]2
104 5 1 - -l - - - - -
Kokonaispesakemaara
10" >300 | >300 0 102134196234
102 >300 | >300 0 13 8 (21|20 |66 | 71
103 47 46 - -l -1-1-151]38
104 3 10 - -l - - - - -
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