Seppo Niemeld, 12.11.2001
Mittausepavar muuden arviointi mikrobiologisissa viljelymenetel missa

1. Tilastollisesti riippumattomien epavar muuskomponenttien yhdistdminen

Olkoon mitattu kahden riippumattoman lahtosuureen A ja B arvot seka arvioitu niiden
mittausepdvarmuudet ua ja ug (keskihajonnat).

A:staja B:sté johdettujen uusien muuttujien (A+B), (A-B), AB ja A/B yhdistetyt
epavarmuudet vektorisumman periaatteellalaskien ovat:

Summamuuttujan (A+B) standar diepavar muus
Uiare) = U +U
Erotusmuuttujan (A-B) standar diepavar muus

U gy = yUs +Ug

Tulomuuttujan (AB) standar diepavar muus
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Osamaaramuuttujan (A/B) standar diepdvar muus
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Muotoa (uy/X)? olevat lausekkeet kaavoissa ovat ns. suhteellisia variansseja. Niiden
nelidjuuret (uy/x) ovat suhteellisia standar diepavar muuksia (suhteellisia
keskihajontoja). Koska ne ovat tulo- ja osamaaramuotoisten lausekkeiden (kts. s. 3)
yhdistetyn epavarmuuden laskemisessa keskeisid, ja mikrobiologiassatavallisin
tapaus, on kaytannollista merkita niita yhdella kirjainsymbolilla.

Otetaan kaytt6on merkinté suhteellinen mittausepavarmuus (Ux/X)= Wy. Se ilmaistaan
joko prosentteinatai desimaalilukuna ja on mikrobiologiassa kaikkein kaytanndllisin
mittausep&varmuuden ilmaisutapa.

Kahdesta jalkimmai sesta kaavasta saadaan tdman seurauksena
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2. Laimennuskertoimen epavar muus

Y hden vaiheen laimennuskerroin |asketaan kaavasta
. _(a+b)
a
a= girroksen tilavuus
b= laimennusneste-eran tilavuus

, missa

Kaavan osoittajan ja nimittgjan epavarmuudet ovat korreloituneita (sama a).
Korrelaation takia laimennuskertoimen standardiepévarmuus lasketaan kaavasta

1 2 2
w, = Ju? +b?wW?

up = laimennusliuoksen standardiep&varmuus (ml)
W, = siirroksen suhteellinen standardiepavarmuus

On helpottavaa tietdg, etta kertoimen f=10 tapauksessa on useimmiten aivan riittavaa
olettaa, ettéd wr = W,

Esimerkki 1.

Olkoon a= 1 ml jab= 9 ml ja mittausten suhteel liset standardiep&varmuudet samassa
jarjestyksessa 2% ja 1%

Néinollen w, = 0,02 (2%) jaw, = 0,01 (1%)

Laskukaavassa tarvitaan b:n absoluuttista keskihgjontaa eli up = 0,01x9ml= 0,09 ml.
"Taydellisestd’ kaavasta saadaan

W, :LJO, 09? +9? [0,022 :iJo, 0081 +0,0324 =0,0201
1+9 10

Likimé&araisoletus. ws = w, = 0,02 pitéa tassa tapauksessa hyvin paikkansa.

K okonaislaimennuskerroin on yksittéisten laimennuskertoimien tulo, joten
k kpl laimennusvaiheita siséltévan sarjan kokonaiskerroin

F=f 1, 0.0,
Sen suhteellinen standardiepavarmuus on tulon muotoisesta |ausekkeesta johtuen

yksittéisten kertoimien suhteellisten standardiepdvarmuuksien vektorisumma
(neliGsumman nelidjuuri).



We = W2 HWE W

3. Mikrobiologisten viljelymenetelmien yhdistetty mittausepavar muus

K oetuloksen yhdistetyn mittausepévarmuuden koostaminen edel | yttéa koetul oksen
laskukaavan kirjoittamista nakyviin. Siitd ndhdaan, minka mittausten yhdistelma
koetulos on jamill&tavalla osat suhtautuvat matemaatti sesti toisiinsa.

Mikrobiologian klassisten standardimenetel mien koetuloksen laskukaava on kaikille
menetel mille yhteinen ja voidaan esittéd muodossa
y =VF E
vV
V= standarditilavuus (vesihygieniassa yleensa 100 ml tai 1 ml)
F= laimennuskerroin (laimennuksen monikerta, esim. 10°)
v=viljellyn koeannoksen tilavuus (ml)
Z= koeannoksesta |askettu pesakel ukumaéra

Osamédra z/v on tulkittavissa paétesuspension mikrobipitoisuuden (kpl/ml) arvioksi.

MPN-menetel missa taulukoiden tai tietokoneohjelmien tulos on yleensa annettu
suoraan standarditilavuutta (esim. 100 ml) kohti, joten kaava on yksinkertai sesti

y=F MPN

M olemmissa kaavoissa muuttujat ovat tulon/osaméaéran muotoisessa suhteessa
toisiinsa, joten koetulosten yhdistetty (koostettu) epavarmuus edellyttéd vain tulo- ja
osamaaramuuttujien epavarmuuden kaavoja (kts. s. 1).

Poikkeuksen muodostaa |aimennuskertoimen epdvarmuus, koska jokainen
laimennusvai he merkitsee kahden nestetilavuuden (siirros ja laimennusliuos)
yhdistémisté. Laimennuskertoimen laskukaava sisdltéd myos yhteenlaskua (vrt. s. 2)

Korjauskertoimet

Toisin kuin fysiikassa ja kemiassa, mikrobiol ogisissa mittauksissa ei ole totuttu
korjaustermien ja—kertoimien kayttoon. Tosin laimennuskerroin on tulkittavissa
tyypilliseks korjauskertoimeksi, jonka avulla perusmittauksen (pesdkkeiden
laskennan) tul os korjataan vastaamaan ndytteen pitoi suustasoa.

Aivan vastaavasti voitaisiin gatella erilaisia kasvualustan " viljavuudesta’, naytteen
sédilytyksen aikaisista menetyksistg, tilavuusmittausten systemaattisista virheista,
viljelymenetelman aiheuttamasta stressista, vaarien positiivisten tulosten osuudesta tai
henkil 6kohtai sesta ty6tavasta johtuvia korjauksia. Kaikki mikrobiol ogisten

menetel mien korjaukset olisivat luonteeltaan tulon tekij6ita, joilla koetulokset pitéisi
kertoa. Jokaisellakertoimella olisi oma mittausepavarmuutensa, jokatois talléin
lisdnsa koetul oksen yhdistettyyn mittausepévarmuuteen.



Oletetaan "taydellisesti korjattu” koetulos, jonka laskemisessa tarvitaan n kpl erilaisia
korjauskertoimia.

y=k & O.K V FZ
\

Tulon muotoisesta lausekkeesta johtuen koetuloksen yhdistetty suhteellinen
epavarmuus W, arvioitaisiin kaavalla

Kaavassa e esiinny standarditilavuuden (V) epdvarmuutta, koska standarditilavuus
on valittu vakio, eiké sen arvoon liity mitdan epdvarmuutta. Mydskin on puhtaasti
valinnainen asia sisallytetdanko |aboratoriondytteen tai kenttékohteen
epahomogeeni suus epdvarmuuskomponenttien joukkoon.

K orjauskertoimien ja muidenkin tekij6iden epavarmuuden arvojen |dytamisessa
kaytetaén monia keinoja omakohtaisista kalibrointimittauksista ja kenttdhavainnoista
tilastolliseen teoriaan, Kirjallisuustietoihin ja valistuneeseen arvaukseen saakka.
Laskuesimerkit valaisevat asiaa.

Esimerkki 2.

Kalvosuodatusmenetel méé kéayttéen on viljelty suoraan vesinaytteesta 10 ml
koeannos. K oeannoksen mittaamiseen kaytettiin 10 ml mittapipettia. Inkuboinnin
jalkeen laborantti laski kalvolta 42 kohdeorganismin pesdkkeiks olettamaansa
pesdketta.

Alustava (varmistamaton) koetulos pyydetaan ilmoittamaan 100 ml kohti ja
varustamaan epavarmuusarviolla.

Epavarmuuden laskemi sessa vahimmaéi svaatimus on ottaa huomioon koeannoksen
tilavuusmittauksen epavarmuus ja havaittuun pesakemaéraan liittyva epavarmuus.

Oletetaan, etta kysel sessa |aboratoriossa on tehty kerran perusteellinen 10 ml:n
mittapi pettien tarkistus punnitsemalla. Tilavuuden keskiarvoks saatiin 9,7 ml ja
suhteellisen keskihajonnan (suhteel lisen standardiepédvarmuuden) arvoksi 0,5%.

Koskalaimennusta e tarvittu, koetuloksen laskukaava on y= Vz/v
V=100 ml
z=42
v=9,7 ml



Koetulos y = 100x42/9,7= 433/100 ml (pyéristetéaén vasta lopputul osta
iImoitettaessa).

Maljan ilmoitettu pesdkelukumaaré 42 saattaa olla epavarma siita syysta, etté se
perustuu silmamaarin tehtyyn laskentaan, johon liittyy mydskin tulkintaa. Jos
oletetaan, ettalaboratoriolla el ole mitdan kasitysta kysymyksessé olevan laborantin
tulosten lukemisepavarmuudesta, voidaan joko olettaa luku 42 absoluuttisen varmaksi
tal kayttéd muuta kautta (esim. kirjallisuus) saatua tietoa laskemiseen liittyvasta
epavarmuudesta. Se on selvissa tapauksissa (esim. puhdasviljelmépesakkeet) yleensa
1-2%. Merkitéén téssa esimerkin vuoksi tuloksen suhteellista lukemaepavarmuutta
wr:llajaoletetaan sen arvoksi 2% (0,02).

Koetulokseksi e yleensa riitéa koeannoksen pesdkel ukumaéra, vaan vesindytteen
mikrobipitoisuus. Niin téssakin tapauksessa. Vaikkakoetulos el siitd muutu, niin
silloin mukaan tulee uusi merkittéava epavarmuuskomponentti: hiukkastilastollinen
hajonta. Koeannokseen sattuva todellinen mikrobimaara naet vaihtel ee satunnai sesti,
niin ettéd se olisi sattumalta voinut olla paljonkin 42:sta poikkeava jossakin toisessa
pipetillisessi. Tasta vaihtel usta johtuvaa epavarmuutta voidaan arvioidatilastollisen
teorian ja kokemuksen perusteella. Taysin onnistuneesti sekoitetuissa ndytteissa
vai htelu noudattaa Poisson-jakaumaa siten, etté pesakel ukumaéran (z) suhteellinen
varianssi on 1/z. Todellisuudessa z.n paikalla pitaisi kayttéd jakauman oikeaa
keskiarvoa. Se e kuitenkaan ole tiedossa. Ainoa sité koskevatieto on kokeessa
havaittu pesékemaara 42.

Tassa kokeessa suhteel liset epavarmuuskomponentit olivat siis:

K oeannoksen tilavuuden suht. epavarmuus w, = 0,005
Tuloksen suht. lukemaepavarmuus wy = 0,02

Suhteellinen hiukkastilastollinen hajonta w, =, /4—12 =0,154

Y hdistetty suhteellinen epavarmuus on

W, =W + W +W :\/% +0,02° +0,005° :\/O, 0238 +0,0004 40,0000 =0,156

c

Y hdistetty epévarmuus on siis 0,156 eli 15,6%. Se méaraytyy melkein yksinomaan
hiukkastilastollisesta hajonnasta, joka jo yksin on suuruudeltaan 0,154. Muilla
epavarmuuskomponenteilla e tassi tapauksessa ol lut merkittévaa vaikutusta.

Koetulos ja sen epavarmuus voitaisiin ilmaista esimerkiks seuraavasti

Naytteen alustava mikrobipitoisuus oli 430/100 ml ja koetuloksen suhteellinen
mittausepavar muus 15,6% .



