Aragtirma / Research
GIDA (2021) 46 (3) 707-725
doi: 10.15237/¢gida.GD21033

KANTITATIF MIKROBIYOLOJiK ANALIZLERDE OLCUM BELIRSIZLiGI
HESAPLANMASINDA FARKLI YAKLASIMLARIN KARSILASTIRILMASI

Nuray Gamze Yoériik"
Kocaeli Gida Kontrol Laboratuvar Midurligi, Mikrobiyoloji Birimi, Kocaeli, Tirkiye

Gelis / Received: 06.02.2021; Kabul / Accepted: 24.04.2021; Online baski / Published online: 05.05.2021

Yorik, N. G. (2021). Kantitatif mikrobiyolojik analizlerde 6l¢im belirsizligi hesaplanmasinda farkl
yaklagimlarin karsilastirilmast. GIDA (2021) 46 (3) 707-725 doi: 10.15237 /gida. GD21033.

Yiritk, N. G. (2021). Comparison of various approaches in calenlation of measurement uncertainty in quantitative
microbiological analysis. GIDA (2021) 46 (3) 707-725 doi: 10.15237 / gida. GD21033.

oz

TS EN ISO/IEC 17025:2017 standard: ile akreditasyon kapsamindaki laboratuvarlar, sonuclarinin
guvenilirligini ortaya koyabilmek icin analiz stresince Ol¢lim sonucuna yansima etkisi bulunan tim
degiskenlerin (matriks, donanim, vb) dagilimlarini karakterize ederek, él¢iimin sonucuyla baglantilt olan
parametreler olarak tanimlanan kantitatif analizlerinde akreditasyonun bir parcast olan Slglim belirsizligi
hesaplamalarint  degisik metotlarla gerceklestirmektedirler. Aragtirma, Sl¢im sonuglarina etki ederek
degisikliklere neden olan tim degiskenlerin kullandmastyla ortaya cikan 6l¢im  belirsizliklerinin farklh
yontemlerle hesaplanmasint icermektedir. Bu c¢alismada, stitlerde ISO 4833-1 standardina gére toplam
mezofilik aerobik mikroorganizma, yemeklerde ISO 7932 metodu ile Bacillus cereus, peynitlerde ise 1ISO
16649-2 standard: ile Escherichia coli analizleri ¢alisimustir. TUm veriler, International Organization of
Standardization (ISO) standardi, NordVal International (NMKL) No.8 yontemi ve Eurolab Teknik
Prosedirine (Eurolab) gore logio tabanina cevrilerek istatistiki olarak degetlendirilmistir. ISO/TS 19036
metoduna ait belirsizliklerin EuroLab Teknik Prosediirtine gére anlamlt (P <0.03) ISO/'TS 19036 standardt
ve EuroLab Teknik Prosediiriiniin ise NMKL No.8 yontemine gore daha hassas belirsizlik verdikleri ortaya
konulmustur.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyolojik analiz, 6l¢iim belirsizligi, ISO 19036, EuroLab teknik prosediri,
NMKL No. 8

COMPARISON OF VARIOUS APPROACHES IN CALCULATION OF
MEASUREMENT UNCERTAINTY IN QUANTITATIVE MICROBIOLOGICAL
ANALYSIS

ABSTRACT

Laboratories accredited with TS EN ISO/IEC 17025:2017 standard characterize distribution of all
variables (matrix, hardware, etc.) that have reflection effects on measurement results throughout
analysis and use different methods to conduct measurement uncertainty calculations as a part of
accreditation in quantitative analysis defined as parameters linked to measurement result. The study
involves calculation using various methods of measurement uncertainties that emerge from using all
variables that cause changes by effecting measurement results. In this study, total mesophilic aerobic
microorganisms were studied in milk according to ISO 4833-1 standards, ISO 7932 method was used
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in food to study Bacillus cerens, while in cheese ISO 16649-2 standard was used to study Escherichia coli
analysis. All data were converted to base logio and statistically assessed using International
Otrganization of Standardization (ISO) standard, NordVal International (NMKL) No.8 method and
EurolLab Technical Procedure. It was established that uncertainties under ISO/TS 19036 method
were creating more significant uncertainties (P <0.05) while ISO/TS 19036 standard and EurolLab
Technical Procedure were resulting in more sensitive uncertainties compared to NMKL No.8

method.

Keywords: Microbiological analysis, measurement uncertainty, ISO 19036, EuroLab Technical

Procedure, NMKIL. No. 8

GIRIS

Evrensel diizende gida canllar icin temel bir
ihtiya¢ olmakla beraber zamanla saglik acgisindan
bir tehdit unsuru da olmaya baslamistir. Bu durum
ne yazitk ki giniimiize kadar artan diizeylerde
cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenler
nedeni ile meydana gelmis, artan popiilasyonla
beraber teknoloji c¢agmin getirdigi yeniliklerin
olumlu y6nde kullanilmamast bu tir risk
unsurlarinin artisina kimi zaman olumsuz yénde
katkida bulunmugtur. Gida giivenligi ve halk
saglig bir bitiin olarak ele alindiginda, canlilarin
vazgecilemez temel yasam kaynagi olan gidalarda
denetim ve analiz iligkisine dayali kontrol
mekanizmalarinin daha saglam, givenilir ve dogru
isletilmesinin ~ gerekliliginin =~ 6nemi  ortaya
ctkmaktadir. Ozellikle gidalarda mikrobiyolojik
analizleri gerceklestiren laboratuvarlarin ise tim

analizlerinde akreditasyon kriterleri
dogrultusunda yéntemlerini belirleyerek ulusal ve
uluslararasi  platformlarda analiz  sonuglarin

gecerli kildiklarini gbstermelerinin gerekliligi her
gecen gin daha da artmaktadir. Cinki, gida
kaynakli enfeksiyon ve/veya intoksikasyonlarin
temelinde mikrobiyel etkenler rol oynamaktadir.
Bu sebeple gida analizlerinin ulusal ve/veya
uluslararasi standattlart esas alinarak
gerceklestirilmesi gerek halk saghgt gerek trtn
givenligi  noktalarinda  fayda  saglayacak,
uluslararasi boyutta gerceklestirilmesi planlanan
ticari anlagmalara bile olumlu etkileri zamanla
daha fazla yansiyacaktir. Gida analizlerini TS EN
ISO/IEC 17025: 2017 “Deney ve Kalibrasyon
Laboratuvarlarinin =~ Yetkinligi  icin ~ Genel
Gereklilikler” standardi ile gerceklestiren akredite
laboratuvarlar standardin tim gerekliliklerini
yerine getirmek durumundaditlar. Diger bir
deyisle, bu standardin 7.2 Metotlarin Secilmesi,
Dogrulanmasi ve Gegerli Kilinmast maddesinde,
laboratuvarin analizleri icin kullandigi metotlarin

uygun bir sekilde gecerli kildigini  veya
dogruladigint  g6stermesinin  laboratuvarlar
tarafindan saglanmasi gereken bir akreditasyon
sartt oldugu bildirilmektedir. Ayrica, bir 6l¢imiin
kalitesinin, laboratuvar tarafindan analize iliskin
metodun gecerli kilinmasi/dogrulanmasi, Slgim
belirsizliginin tahmini, izlenebilirligin saglanmast
ile ortaya konulmasinin gerekliligi ve kalite kontrol
calismalart ile devamhiliginin saglanmast gerektigi
de belirtilmistir (TURKAK, 2019). ISO 17025
standardina gbre bir metodun gecerli kilinmast,
belirlenen gerekliliklerin amaclanan kullanim i¢in
yeterli oldugu durumlarda yapilan dogrulama
olarak tanimlanirken; dogrulamanin ise belitli bir
Ogenin belirlenmis gereklilikleri karsiladigina dair
nesnel kanit saglamasi seklinde ifade edilmektedir
(IS0, 2017; TURKAK, 2019). Laboratuvar analiz
sonugclarinin gegerli kilinmasi i¢in 6ncelikle Slciim
dogrulugunu yani elde ettigi sonug ile gercek deger
arasindaki iligkiyi ortaya koymalidir (Forster, 2003;
ISO, 2017a, TURKAK, 2019). Bu sekilde
Slgiimlerin dogrulugu hesaplanirken, dogrulugun
2 unsuru olan gerceklik ve kesinlik géz 6ntinde
bulundurulurken; kesinlikte ise tekrarlanabilitlik
(so), ara kesinlik ve tekrariretilebilirlik (Swr)
sonuclart hesaba katilmaktadir (ISO, 2017b;
TURKAK, 2019; Yilmaz vd., 2019; ISO, 2021).
Bunun bir faydast 6l¢tim belirsizligine etki eden
tim risklerin ortaya konulmasidir (Dereani ve
Sari¢, 2010).

Gida analizlerini TS EN ISO/IEC 17025: 2017
“Deney ve Kalibrasyon Laboratuvarlarinin
Yetkinligi icin Genel GereKklilikler” standard: ile
gerceklestiren akredite laboratuvarlar standardin
gerekliliklerini yerine getirmek
durumundadirlar. Diger bir deyisle, bu standardin
7.2 Metotlarin  Segilmesi, Dogrulanmast ve
Gecgerli  Kilinmast maddesinde, laboratuvarin
analizleri icin kullandigt metotlarini uygun bir

tum



Mikrobiyolojik analizlerde 6lglim belirsizligi metotlarinin karsilastiriimasi

sekilde gecerli kildigini  veya dogruladigini
gOstermesinin laboratuvarlar tarafindan
saglanmasi gereken bir akreditasyon sarti oldugu
bildirilmektedir. Ayrica, bir Sl¢limiin kalitesinin,
laboratuvar tarafindan analize iliskin metodun
gegerli kilinmast/dogrulanmast, 6lctim
belirsizliginin tahmini, izlenebilitligin saglanmast
ile ortaya konulmasinin gerekliligi ve kalite kontrol
calismalart ile devamlhiliginin saglanmasi gerektigi
de belirtilmistir (TURKAK, 2019).

ISO 17025 standardma gére bir metodun gegerli
kiinmast, belirlenen gerekliliklerin  amaclanan
kullanim igin yeterli oldugu durumlarda yapilan
dogrulama olarak tanimlanirken; dogrulamanin
ise belitli bir 6genin belitlenmis gereklilikleri
karsiladigina dair nesnel kanmit saglamast seklinde
ifade edilmektedir (ISO, 2017; TURKAK, 2019).
Laboratuvar analiz sonuglarinin gegerli kilinmast
icin 6ncelikle 6lgiim dogrulugunu yani elde ettigi
sonug ile gercek deger arasindaki iliskiyi ortaya
koymalidir  (Forster, 2003; ISO, 2017a,
TURKAK, 2019). Bu sekilde 6lciimlerin
dogrulugu hesaplanirken, dogrulugun 2 unsuru
olan gerceklik ve kesinlik gbz oSntnde
bulundurulurken; kesinlikte ise tekrarlanabilirlik
(sr), ara kesinlik ve tekrariretilebilirlik (Sgr)
sonuclart  hesaba katilmaktadir (ISO, 2017b;
TURKAK, 2019; Yilmaz vd., 2019; 1SO, 2021).
Bunun bir faydast 6lcim belirsizligine etki eden
tim risklerin ortaya konulmasidir (Dereani ve
Sari¢, 2010).

Metot gegerli kilma calismalarinda uygulanan
Olgim belirsizligi hesaplamalarinda ideal olarak
aynt laboratuvarda, aynt numune ve metot ile
farkli zamanlarda farkli analistler, farklt donanim
vb. kullanilarak elde edilen orta/ara kesinlik veya
laboratuvar ici uyarlik olarak tanimlanan standart

sapma  degeri  kesinlik  wverisi  olarak
kullanilmaktadir (TURKAK, 2015). Kantitatif

mikrobiyolojik  analizlerde  kesinligin =~ ve
gercekligin dogrulanmast gerekmektedir.
Kesinligin ~ dogrulanmast ~ strasinda  Olgiim

Belirsizligi de hesaplanmaktadir. Bu  sirada
Olcimiin  belirsizligine katkt saglayan gesitli
kaynaklarda bulunmaktadir (Forster, 2003; ISO,
2019; Yilmaz vd., 2019; ISO, 2021). Bu kaynaklar;

Teknik belirsizlik; operasyonel —degisiklikler,
diliisyon, tekrariiretilebilirlik kaynakli sapmalar,

-Matriks belirsizligi; matriks ¢esidi ve icinde
homojen karisimi saglanamamis mikroorganizma
calismalarindan digtk seviyeli tekrartiretilebilirlik
verilerinin elde edilmesi, vb.

Istatistiksel ~ dagilim  belirsizligi; — test
organizmasinin sayimi ve dogrulanmasinda koloni
sayimi icin poisson dagihmi ya da dogrulama
belirsizliginin  kullanimi; en muhtemel sayim
yontemi i¢in en muhtemel sayim yontemi
belirsizligidir (EuroLab, 2007; ISO, 2019).
Belirsizlik hesabi ile ilgili iki ayrt yaklasim
bulunmaktadir;

-Global Yaklasim = Top down = Kara kutu =
Yukaridan agagiya ilerleme = TUme varim

-Bilesen Yaklasimi = Bottum up = Adim adim
= Asagidan yukart ilerleme = Tiimden gelim

Cizelge 1. Global yaklasim ile bilesen yaklasiminin optimum kullanim alanlar
(NMKL, 2017; ISO, 2019)
Table 1. Optimum Uses Area of Component Approach with Global Approach (NMKL, 2017, 150, 2019)

Global Yaklagim
(Global Approach)

Bilesen Yaklagimi1
(Component Approach)

olmast beklenen katt 6rneklerde

Operasyonel varyansin dagilim varyansindan buiytk

Dastik mikroorganizma yiikd var ise

Calislan 6rneklerde hetorojenlik fazla ise

Laboratuvarlar arasi karsilastirma yapilacak ise
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Olgiim belirsizligi, yapilan 6l¢iimiin hangi degerler

arasinda  yer  alacagini, given  aralifini
anlatmaktadir. Belirsizlik 6lcim  sonuglarinin
dagilimint  gOstermekle beraber tam olarak

ortadan kaldirllamaz. Ancak, hi¢bir zamanda tam
olarak hesaplanamaz. Tek basina bir analiz
degildir (Corry, 2007). %95 giiven araliginda
tahminidir ve ancak belirsizlige etki eden
faktotlerin iyilestirilmesi ile kiciltilebilir ve %99
olarak bile giiven aralig1 saglanabilir. Belirsizligin
hesaplanmasinda tekrariiretilebilitlik  verilerinin

kullanilmasi ~ dolayist  ile  tekrartiretilebilirligi
etkileyen faktorler olan;
-Zaman (Z): Birbirini izleyen Olgmeler

arasindaki zaman arahigs kisa veya uzun olmalidir.

-Kalibrasyon (K): Birbirini izleyen &l¢melerin
gruplar arasinda farkll donanmim ile kalibre
edilmeden 6nce ve sonraki seklinde kullanimidit.

-Deneyi yapan kisi (O): Birbirini izleyen
Olgmelerin farki deneyi yapan kisiler tarafindan
gerceklestirilmesidir.

-Donanim (D): Ol¢melerde farkli donanimin
kullanilmasidir (TS, 2000; Lombard, 2006; ISO,
2021).

Olgiim sonuglart referans materyal, yeterlilik
testleri, ilgili analize iliskin standart, numunenin
homojen dagilimi, referans kultiriin homojen
dagilimi, tek sus ya da c¢ok¢a mikroorganizma
bulunan ortamlarda hedef mikroorganizmanin
baskilanmasi, mikrobiyel gelisim ya da Olme,
analist etkisi, gercek koloni sayimi, donanimin
kalibrasyon durumu, istatistiksel dagilim gibi tim
bu faktorlerle etkilenir (NMKL, 2004; Gasljevic,
2004).

ISO 17025 standardina gore bazi durumlarda
deney metodunun kendisinden kaynakli &lctim
belirsizligi dikkatli, metrolojik ve istatistiksel
olarak hesaplanamamakta iste bu sekilde deney
yonteminin Ol¢lim  belirsizliginin  kesin olarak
degerlendirmesinin miimkin olmadigt durumlar
iginse ya analizle ilgili tim belirsizlik bilesenleri
ayri ayrt ortaya konulmali ya da ydntemin
uygulanmasina yonelik uygun bir tahminde
bulunulmast 6nerilmektedir (TURKAK, 2015;
1ISO, 2017a; VIM, 2008). Bu anlamda
akreditasyonun lyi Laboratuvar Uygulamalarina
yardimer olarak cesitli belirsizlik kaynaklarini

minimize etmeye yarayan bir sistem oldugu ortaya
ctkmaktadir (Jarvis vd., 2007).

Bu c¢alismanin amact, gida zehirlenmelerinin
temelinde ¢ogunlukla risk teskil eden mikrobiyel
kaynakli etmenlere yonelik gerceklestirilen ISO
7932 metodu ile yemeklerde B. cerens, ISO 16649-
2 metodu ile peynitlerde E. co/i ve ISO 4833-1
metodu ile sttlerde toplam mezofilik aerobik
mikroorganizmalarin mikrobiyolojik analizlerde
kesinligi saglamak tizere yapilan ¢alismalardan biri
olan tekrartiretilebilirlik ¢aligmalarinin dogrulugu
kabul edilmis cesitli uluslararast metot ve
yaklasimlarla Sl¢im  belirsizligi — sonuglarinin
karsilastirmali olarak ortaya konulmasidir. Elde
edilen Olgiim belirsizligi verileri ile bu tarz

calismalarda  hangi metotla hangi aralikta
caligilabilecegi ve 1ilgili metodun ne kadar
hassasiyetle  istatistiki sonuclar  verdigi
irdelenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Arasgtirmada, tekrarlanabilitlik calismalart
ardindan her analize ait Odlcim belirsizliklerinin
ortaya konulabilmesi icin yapilan

tekrariiretilebilitlik calismalarinda sahada siklikla
ilgili numunelerde herhangi bir kontamine durum
s6z konusu oldugunda ya da yeterli 1si islem
uygulamalart  ve hijyen kriterlerine  dikkat
edilmediginde enfeksiyon ya da intoksikasyona
neden olan ayrica heterojenlikleri ile elde
edilebilecek en biytk olgim belirsizlikleri ile
karsilastirma yapilmasi bakimindan 3 ayri gida
matriksi ile (yemek, peynir ve stt) 3 farkli analiz
metodu kullanilarak (ISO 7932 metodu ile B.
cerens, ISO 16649-2 metodu ile E. coli ve ISO 4833-
1 metodu 1ile toplam mezofilik aerobik
mikroorganizma) paralel olarak, 4 farkli analist
tarafindan 10 aymt ginde ve sartlar
degistirilerek (matriks, etiiv, pipet, terazi, besiyeri,
dilisyon, hacim, vb donanmmlar) g¢alismalar
gerceklestirilmistir.

tum

Aragtirmada, B. cereus ile galisma yapilabilmesi icin
yemek numuneleri NCTC 7464, B. cereus susu ile
toplam  mezofilik aerobik mikroorganizma
calismalarinda stutler NCTC 10400 Bacillus subtillis
subsp. spizizenii susu ile, E. coli calismalarinda
peynir numuneleri NCTC 10788 E. /i susu ile
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kirletme yapilarak gerceklestirilmistir. Tim
analizlerin gerceklestirilmesi icin aseptik ortam
kosullarinda ve otoklavlanarak steril hale
getirilmis 10 g/ml. olarak tartimi yapilan tim
numunelere 90mL tamponlanmis peptonlu su

(Liofilchem® REF 499030, ITALY) ilave
edilerek, degisen dilisyonlarda spike  islemi
gerceklestirilmis (mikroorganizma yukleri

Onceden belitlenmis) ve toplam mezofilik aerobik
mikroorganizmast ile kontamine siit numuneleri
ile B. cerens ile kontamine yemek numuneleri
30°C’de 24 saat, E. c/i ile kontamine peynir
numuneleri ise 37°C’de 24 saat inkilibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, E. /i sayim analizleri icin
TBX agara (LAB M- Neogen Culture Media
NCMI1001A Hatlequin TBGA, UK) dékme
metoduna gore, B. cerens sayimi icin Bacillus cerens
mediuma (LAB M Neogen Culture Media
LABO073, UK) yayma metoduna gore, toplam
mezofilik aerobik mikroorganizma sayimi igin
Plate Count agara (LAB M- Neogen Culture
Media NCM0010A, UK) dékme metoduna gore
ckimler yapilarak sirayla, 41,5°C’de 24 saat,
30°C’de 48 saat, 30°C’de 72 saat inkiibe edilerek,
sayimlar yapilmustir.

Elde edilen tiim sonuglar logyo tabanina ¢evrilerek
ve 1. analist 2. analistle, 1. analist 3. analistle, 1.
analist 4. analistle, 2. analist 3. analistle, 2. analist
4. analistle ve 3. analist 4. analistle karsilastirilarak
ISO/TS 19036, NMKI. No.8 standartlart ve
EuroLab teknik prosediri (EuroLab, 2007;
Torlak, 2012) ile degerlendirilerek, 3 6lcim
belirsizligi yaklasimi arasindaki hassasiyet farki
istatistiksel olarak ortaya konulmustur.

ISO 19036 Metodu ile Olgiim Belirsizligi
Analizi

Analistler icin degisken olarak olusturulan A ve B
kosullart bulunur. A kosulunda kullanilan tim
faktorlerin B kosulunda kullanidmadigr yine B
kosulundaki tiim faktorlerin ise A kosulunda
kullanilmadig: ortamlarda gerceklestirilen
analizler, (6rn; farkll parti besiyerinin kullanimi,
test porsiyonlarina farkll suslarin inokilasyonu,
farklt inktibatérlerde inkibasyonun yapilmasi,
farklt otomatik pipet kullanimi ve farkli hacim
Olgerler gibi analizin her basamaginda olast
muhtemel degiskenliklerin saglanmasi, vb).ile

analistlerin sonuglart a; ve b; olarak ele alinmistir
(ISO, 2019; Yilmaz vd., 2019; ISO, 2021).

a;; Farklt kosullarda ortaya ¢ikan analist sonucu

bi. Farkli kosullarda ortaya c¢ikan diger analistin
sonucu

n: ¢alismadaki tekrar sayist

Sr: tekrartiretilebilirlik standart sapmast

Sir:  laboratuvarici tekraruretilebilitlik standart
sapmast

Xizq(ai—b;)?
2n

Sir ©)
Tekrariiretilebilitlik calismalarindan elde edilen
standart  sapmanin  (s), Olctimlerin
ortalamasina (X) orani bagil standart sapmayi verir
(RSD- RSDg). RSD formilizasyonu (2) ile
gOsterilmistir.

tum

__ StandartSapma(s)

RSD =

RSDp = @)

il v

Ortalama (x)

Bitlestirilmis tekrartretilebilitlik relatif standart
sapmast (RSDrc) ise toplam bagil standart
sapmanin 7 ¢alisma tekrar sayisina boluminin
karekokint ifade etmektedir.

Y RSDgR 2
n

RSDg¢ = ©

RSDgc:  bitlestirilmis  tekrartretilebilirlik relatif
standart sapmasi
2RSD: toplam bagil standart sapma

NMKL No.8 Standardi ile Olgiim Belirsizligi
Analizi

NMKL No.32nin atifta bulunarak temel aldig
NMKIL No.8 standard: tekraruretilebilitlik ve

Olcim  belirsizligi ~ hesaplamalarint  igerir.
Degiskenler aynt ISO 19036 standardinda

belirtildigi gibidir. NMKL No. 8 standardina gére
tekrariiretilebilirlik  verileri  tekrarlanabilirlik
verilerinden de elde edilebilir (NMKIL, 2004,
Yilmaz vd., 2019).

[k olarak Toplam Standart sapma hesaplanir:
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Z?:l(xi_f)z

S =
r n-1

“
Sr: Standart Sapma

X : Sonuclarin ortalamast

n: Calistlmis olan tekrar sayist

xi: Her bir analistin sonucu

Verilerin ortalamalart alinir,

n
Zi=1xi

n

X =

Standart sapmalarin ortalamasi alinur,

ST12+S81,% +S132+51,2
Sr — \/ 1 2 3 4 (6)
4

Ortalamalarin standart sapmast hesaplanir,

Yi=1(xi-y?)
5, = [Besd 0

xi: Her bir analistin sonucu
y: 2 analistin tim sonuglarinin (log10) ortalamast
Gruplar arast varyans S 12 hesaplanir;

2
s2=s2-3%
L X n

®)

Standart belirsizlik hesaplanir;

u= Sp= /STZ + 5.2 9)

Sr. Standart belirsizlik

U=25g (10)
U: Genisletilmis 6l¢tim belirsizligi
EuroLab Teknik Prosediirii ile Olgiim

Belirsizligi Analizi

Calismalarda ISO 19036 ve NMKIL No. 8
standartlari ile beraber Eurolab Teknik Prosediirii
No.1 (2007) béliim 3.1. Verifikasyonlarda Olgiim
Belirsizligi ile hesaplamalar dahilinde de ¢alismalar
paralel olarak gerceklestirilmistir. Koloni sayimit
tekniginde, petrideki koloni sayisi azaldikca ve

genel tasarim disik sayimlar icin  uygun
olmadigindan, 6ngorilemeyen varyasyon hizla
artmaktadir. Bu teknik prosediire gore petride
koloni sayist 10'dan az olan sayim sonuclatinin
hesaplamalardan  ¢tkarilmast  gerekmektedir
(EuroLab, 2007; Totlak, 2012). Gerek calismada
10’dan kiicitk koloni elde edilememesi (yiikleri
belli dilisyondaki numuneler) gerekse istatistiksel
metot hesaplamalarinda standart ya da metotlara
esit kosullarda  davranilmasi  gerektiginden
aragtirmada elde edilen sonuglarin timu logio’a
cevrilmistir. Laboratuvar ici tekrarlretilebilirlik

standart sapma hesabi ve tanimlamalar
formulletle beraber verilmistit.
RSD RW: R 11

2

RSD: bagil standart sapma
R: ortalama bagil deger araligini verir.

d2: dénistiim faktorind verir. Paralel sayimlar icin
d2 faktSri kullanilir. d2= 1.128 olarak alinir.

R Y.Ri

= Zr 12
n kadar sayida paralel sayim i¢in.
Ri. Gergek bagil degeri verir.
R sy (13)
= L

A, Bi: 2 analistin verileri
m;: 2 analistin sonugclarinin aritmetik ortalamast
U=k=xu (14)

k: % 95 giiven araligt kapsama faktori 2
u: RSDRw hesabindan gelen belirsizlik

Istatistiksel Analizler

Analiz sonuglarinin degerlendirilmesi amaciyla ilk
olarak tim sonuglar 3 farklt metoda ait formillerle
Excel tzerinde hesaplanmistir. Elde edilen
verilerin analizi  SPSS  24.0 ile yapidmistir.
Calismada 4 farkli degerlendiricinin 6nce 2 farkls
formil ile Sr ve U degerleri hesaplanmis ve
aralarindaki  uyum  gbsterme  durumunun
incelenmesi icin Kendall's tan b Katsayist ve
Spearman's rho Katsayist hesaplanmistir. Bununla
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birlikte 3 degisik metot birbirleri ile karsilastirilmis
olup Cizelge 2 ve Cizelge 3’ de gosterilmigtir. ISO
19036 standard: ile EuroLab Teknik Prosedirii
Ol¢im  sonuglarinin  birbirine  yakinliginin
karsilastirilmast amaciyla bagimh gruplar T fest
yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Calisma sonuglarimiz ISO 19036, NMKL No.8 ve
EuroLab Teknik Prosediriine gbre istatistiksel
olarak degerlendirilmislerdir. ISO 19036 metodu
ile EurolLab Teknik Prosedirii 6lcimlerinin
karsilastirilmast amaciyla yapilan bagimli gruplar #
testi sonuglart Cizelge 2°de verilmistir. ISO 19036,
NMKIL No.8 ve EuroLab Teknik Prosediiriine ait
Sk ve U degetlerinin kargilastirilmasi ise Cizelge 3
de gosterilmigtir. ISO 19036 ve EuroLab Teknik

Prosediiri  degerleri  arasindaki

yakinlik

karsilastirmast ise Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4,
Sekil 5 ve Sekil 6 ve Sekil 77 deki Regresyon
grafikleri ile ortaya konulmustur. ISO 190306,
Eurolab Teknik Prosediri ve NMKIL No.8% ait
Olgiim  Belirsizligi ~ Karsilagtirmalarina — ait
farkliliklar ise Cizelge 4, Cizelge 5, Cizelge 0,
Cizelge 7, Cizelge 8 ve Cizelge 9da ifade
edilmistir.

ISO 19036 metodu ile FEurolab Teknik
Prosedirt degerleri karsilagtirildiginda  analiz
sonugclarina gbre 1.analistile 2. analist, 1. analist ile
3. analist, 1. analist ile 4. analist, 2. analist ile 3.
analist, 2. analist ile 4. analist ve 3. analist ile 4.
analist arasinda istatistiksel olarak anlamlt bir fark
bulunmaktadir (P <0.01) ve EuroLab Teknik
Prosedurii degerleri daha yuksek cikmistir (P
<0.05) (Cizelge 2).

Cizelge 2. ISO 19036 metodu ile EuroLab teknik prosedir él¢timlerinin kargilastirilmast
Table 2. Comparison of EnroLab technical procedure and 15O 19036 method

U degerleri y .
Ortalamast U degetleri ss t P

1SO 19036 Standard (1-2) 0.102645 0.0421861

-8.119 0.000*
EurolLab Teknik Prosediirii (1-2) 0.246673 0.1347559
1SO 19036 Standardi (1-3) 0.160073 0.0782535

-8.453 0.000*
EuroLab Teknik Prosediiri (1-3) 0.325024 0.1421011
ISO 19036 Standards (1-4) 0.136485 0.0919991

-7.083 0.000*
EuroLab Teknik Prosediirii (1-4) 0.305074 0.1635145
ISO 19036 Standard: (2-3) 0.124502 0.0836366

-6.942 0.000*
EuroLab Teknik Prosediirii (2-3) 0.265663 0.1404392
ISO 19036 Standard: (2-4) 0.137362 0.0807755

-8.220 0.000*
EuroLab Teknik Prosediirii (2-4) 0.302410 0.1496958
ISO 19036 Standard1 (3-4) 0.093406 0.0229582

-9.631 0.000*
EuroLab Teknik Prosediirii (3-4) 0.234399 0.0989758

* P <0.05 (Global Yaklasim degetleri ile ISO 19036 degetleri arasinda anlamli bir farklidik

oldugu ortaya ¢ikmistir)

ss: Kendall's tau_b Katsayist ve Spearman's rho katsayisi ile hesaplama

t: T testini tanimlamaktadir.

P: P degeri istatistiksel anlamliligs ifade etmektedir.

U degeri: Olgiim belirsizligini tanimlamaktadir.
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Cizelge 3. NMKL No.8 — ISO 19036 — EuroLab teknik prosediirti karsilastirmast
Table 3. Comparison of NMKL No.8 — 1SO 19036 — Eurolab technical procedure

Yemek Peynir Sut
(B. cerens) (E. coli) (Loplam Mezofilik Aerobik Koloni.)

NAMKL (12 U 2.9831 2.8559 2.8594
(-2 SR 1.4915 1.4279 1.4297

U 3.0099 2.8613 2.8398

NMKL (1-3) SR 1.5050 1.4306 1.4199
U 2.9876 2.9012 2.7865

NMKL (1-4) SR 1.4938 1.4506 1.3933
U 3.0000 2.7815 2.8616

NMKL (2-3) SR 1.5000 1.3908 1.4308
U 2.9776 2.8226 2.8087

NMKL (2-4) SR 1.4888 1.4113 1.4043
U 3.0045 2.8280 2.7914

NMKL (3-4) SR 1.5022 1.4140 1.3957
U 0.1353 0.1145 0.0581

IS0 19036 (1-2) SR 0.0677 0.0573 0.0290
U 0.1232 0.2100 0.1471

IS0 19036 (1-3) SR 0.0616 0.1050 0.0735
U 0.0819 0.2046 0.1229

IS0 19036 (1-4) SR 0.0410 0.1023 0.0614
U 0.0768 0.1867 0.1100

IS0 19036 (2-3) SR 0.0384 0.0934 0.0550
U 0.0893 0.1936 0.1292

IS0 19036 (2-4) SR 0.0446 0.0968 0.0646
U 0.0998 0.1067 0.0737

IS0 19036 (3-4) SR 0.0499 0.0534 0.0368
Eurolab Teknik U 0.3852 0.2703 0.0846
Prosediirii (1-2) SR 0.1926 0.1351 0.0423
Eurolab Teknik U 0.3267 0.4559 0.1926
Prosediirii (1-3) SR 0.1633 0.2279 0.0963
Eurolab Teknik U 0.2990 0.4671 0.1491
Prosediirii (1-4) SR 0.1495 0.2336 0.0745
Eurolab Teknik U 0.2627 0.4041 0.1302
Prosediirii (2-3) SR 0.1313 0.2021 0.0651
Eurolab Teknik U 0.2679 0.4543 0.1850
Prosediirii (2-4) SR 0.1339 0.2272 0.0925
Eurolab Teknik U 0.2822 0.3064 0.1146
Prosediirii (3-4) SR 0.1411 0.1532 0.0573

Sk: Tekrartretilebilirlik Standart Sapmasi

U: Olgiim Belirsizligi

Sk degeri 0’a yaklastikca degisim daha az oldugu icin tutarlilik daha yiiksektir. Buna gore

U degeri 0'a yakin olan sonuglarda daha az sapma vardir.
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1.- 2. Analistler
1st analyst and the 2nd analyst

0,250
R?=0,8524 .-
0,200 o ® o .7 ‘

0,150 e

0,100

EuroLab Teknik Prosediiri
EuroLab Technical Procedure

0,050

0,000
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

ISO 19036

*R: Regresyon katsayist
Sekil 1. 1. analist ile 2. analistin ISO 19036 ile hesaplanan Sr degerleri ile EuroLab teknik prosediri
formuli kullanilarak hesaplanan SR degerleri arasindaki iliski grafigi
*R: Regression coefficient
Figure 1. Graph showing relationship between Sw values of the 1% analyst and the 2% analyst calenlated using 15O
19036 value and Eurolab technical Procedure S values calenlated using formula
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1.- 3. Analistler
15t analyst and the 3" analyst

0,300
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o
N
o
S
( X J
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0,150

EuroLab Teknik Prosediirii
EuroLab Technical Procedure
o
S
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0,000 -®
0,000 0,020 0040 0060 0080 0100 07120 0740 0,160

ISO 19036

Sekil 2. 1. analist ile 3. analistin ISO 19036 ile hesaplanan Sr degerleri ile EuroLab teknik prosediri
kullanilarak hesaplanan Sg degerleri arasindaki iliski grafigi
Figure 2. Graph showing relationship between Sw values of the 1% analyst and the 37 analyst  calculated nsing ISO
19036 value and Sr values calenlated using Eurol ab technical procedure formula



Mikrobiyolojik analizlerde 6lglim belirsizligi metotlarinin karsilastiriimasi

1.- 4. Analistler
1t analyst and the 4t analyst

0,300

°
0,250 ”® ® R2=0,0702 o
° o

°

o
0,200

0,150

0,100

EuroLab Teknik Prosediiru
EuroLaab Technical Procedure

0,050

0,000 "
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160
ISO 19036

Sekil 3. 1. analist ile 4. analistin ISO 19036 ile hesaplanan Sr degerleri ile EuroLab teknik prosediri
kullanilarak hesaplanan Sg degerleri arasindaki iliski grafigi
Figure 3. Graph showing relationship between Sw values of the 1% analyst and the 4” analyst  calenlated nsing 1SO
19036 value and Sr values calenlated using Eurol ab technical procedure formula
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2.- 3. Analistler
2" analyst and the 3 analyst

0,250

([
% R2=0,0667 @
° o
0,200

0,150

0,100 ® °

EuroLab Teknik Prosediirii
EuroLab Technical Procedure

0,050

4
0,000 '@
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140

ISO 19036

Sekil 4. 2. analist ile 3. analistin ISO 19036 ile hesaplanan Sg degerleri ile EuroLab teknik prosediirii
kullanilarak hesaplanan SR degerleri arasindaki iligki grafigi
Figure 4. Graph showing relationship between Sr values of the 2* analyst and the 37 analyst  caleulated using ISO
19036 value and Sy values caleulated using EuroLab technical procedure formunla
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2.- 4. Analistler
2" analyst and the 4™ analyst

0,300

0,250 -
. R?=0,3036

0,200

0,150

0,100 ®

EuroLab Teknik Prosediiru
EuroLab Technical Procedure

0,050 e

0,000 @
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140

ISO 19036

Sekil 5. 2. analist ile 4. analistin ISO 19036 ile hesaplanan Sr degerleri ile EuroLab teknik prosediri
kullanilarak hesaplanan SR degetleri arasindaki iliski grafigi
Figure 5. Graph showing relationship between Sw values of the 2 analyst and the 4" analyst  calenlated using 1SO
19036 value and Sr values calenlated using Eurolab technical procedure formula
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3.- 4. Analistler
31 analyst and the 4t analyst
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ISO 19036

Sekil 6. 3. analist ile 4. analistin ISO 19036 ile hesaplanan Sg degerleri ile EuroLab teknik prosediirii
kullanilarak hesaplanan SR degerleri arasindaki iligki grafigi
Figure 6. Graph showing relationship between Sr values of the 3 analyst and the 4% analyst  calculated using 15O
19036 value and Sr values calenlated using Eurol ab technical procedure formula
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ISO 19036 log,

ISO 19036 ve EuroLab Teknik Prosediirii Ol¢iim Belirsizligi Varyans
Analizi Regresyon Grafigi
ISO 19036 and EuroLab Technical Procedure Measurement Uncertainty
Analysis of Variance Regression Chart
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EuroLab Teknik Prosediirii log;,
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Sekil 7. Ttm verilerin ISO 19036 ile hesaplanan Sr degerleri ile EurolLab teknik prosediirii ile
hesaplanan SR degerleri arasindaki iliski grafigi

Figure 7. Graph showing relationship between Sr values of all data calenlated using 1SO 19036 and Sk values

caleulated with Eurolab technical procedure
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Gizelge 4. 1. ve 2. analistlerin ISO 19036, EuroLab teknik prosediirii ve NMKL No.8’€ ait Sl¢im
belirsizligi karsilagtirmalati
Table 4. Comparison of measurement uncertainty of 1% analyst and the 2" analyst about of the ISO 19036, Eurol ab
technical procedure, and NMKL No.8

Yemek Peynir Stit
B i 0 (Toplam Mezofilik Aerobik
(B. cerens) (E. coli Koloni)

NMKL (1-2) 2.98 2.85 285

ISO 19036 (1-2) 0.13 0.11 0.05

EuroLab Teknik Prosediir (1-2) 0.38 0.27 0.08

Gizelge 5. 1. ve 3. analistlerin ISO 19036, EuroLab teknik prosedtirii ve NMKL No.8’ ait 6l¢im
belirsizligi karsilastirmalart
Table 5. Comparison of measurement uncertainty of 1% analyst and the 37 analyst about of the ISO 19036, Eurolab
technical procedure, and NMKL No.§

Yemek Peynir St

(B. cerens) (E. coli) (Toplam Mezofilik Aerobik Koloni)
NMKL (1-3) 3.00 2.86 2.83
1SO 19036 (1-3) 0.12 0.21 0.14
EurolLab Teknik Prosediir (1-3) 0.32 0.45 0.19

Cizelge 6. 1. ve 4. analistlerin ISO 19036, EuroLab teknik prosediirti ve NMKL No.8% ait 6l¢iim
belirsizligi karsilastirmalart
Table 6. Comparison of measurement uncertainty of 1% analyst and the 4 analyst about of the 1SO 19036, Enrolab
technical procedure, and NMKL No.§

Yemek Peynir Sit

(B. cereus) (E. col)) (Toplam Mezofilik Aerobik Koloni)
NMKL (1-4) 2.98 2.90 2.78
ISO 19036 (1-4) 0.08 0.20 0.12
EuroLab Teknik Prosediir (1-4) 0.29 0.46 0.14

Cizelge 7. 2. ve 3. analistlerin ISO 19036, EuroLab teknik prosediirii ve NMKL No.8% ait 6l¢im
belirsizligi karsilagtirmalart
Table 7. Comparison of measurement uncertainty of 2 analyst and the 3 analyst about of the ISO 19036, Eurol_ab
technical procedure, and NMKL No.§

Yemek Peynir Siit . .
(B. cerems) (E. coli (Toplam Mezoﬁyk Aerobik
Koloni)
NMKIL (2-3) 3.00 2.78 2.86
ISO 19036 (2-3) 0.07 0.18 0.11
EuroLab Teknik Prosediir (2-3) 0.26 0.40 0.13
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Cizelge 8. 2. ve 4. analistlerin ISO 19036, EuroLab teknik prosediirii ve NMKL No.8’ ait 6l¢iim
belirsizligi karsilagtirmalart
Table 8. Comparison of Measurement Uncertainty of 2 analyst and the 4% analyst abont of the ISO 19036,
EuroLab technical procedure, and NMKL No.§

Yemek Peynir Siit
B 5 i (Toplam Mezofilik Aerobik
(B. cerens) (E. coli Koloni)

NMKL (2-4) 2.97 2.82 2.80

ISO 19036 (2-4) 0.08 0.19 0.12

EuroLab Teknik Prosediir (2-4) 0.26 0.45 0.18

Gizelge 9. 3. ve 4. analistlerin ISO 19036, EuroLab teknik proseduirii ve NMKL No.8’ ait 6l¢im
belirsizligi karsilastirmalart
Table 9. Comparison of measurement uncertainty of 3 analyst and the 4 analyst about of the 1SO 19036, Eurol_ab
technical procedure, and NMKL No.§

Yemek Peynir Sut
(B. cerens) (E. col)  (Toplam Mezofilik Aerobik Koloni)
NMKL (3-4) 3.00 2.82 2.79
ISO 19036 (3-4) 0.09 0.10 0.07
Eurolab Teknik Prosediir (3-4) 0.28 0.30 0.11
Tum veriler varyans analizi ile 2019; I1SO, 2021), bu durumlarda EuroLab teknik

degerlendirildiginde ise (Sekil 7) ISO 19036 ve
Eurolab Teknik Prosediri dustncesi ile
gerceklestirilen Ol¢tim  belirsizligi hesaplamalart
icin bagil standart sapma kullamlmaktadir. Bu
nedenle, belirsizlik sonuglart  calismayr  da
destekler sekilde olduk¢a disik olarak elde
edilmistir. Ancak, NMKIL No.8’de tim verilerin
ortalamalari bir potada hesaplanmakta ve dogal
olarak tipki bu c¢alisgmada oldugu gibi Sl¢im
belirsizligi  sonuglari  yliksek  olarak  elde
edilmektedir. Arastirma sonuglarina gére NMKL
No. 8 metodunda tim matriks ve analizlerde
birbirine olduk¢a yakin ancak diger metotlara
kiyasla daha yiiksek Sl¢im belirsizligi elde edilmis;
sut matriksi (heterojen Ozelligi nedeniyle) ile
calisilan toplam mezofilik aerobik
mikroorganizma saywisinin  EuroLab  Teknik
Prosediiriinde ise en disiik 6lgim belirsizligine
sahip oldugu ortaya konulmustur.

ISO 19036 standardina gére petrilerde 10 koloni
ve asagl sayida mikroorganizma metot i¢in bagarili
sonuclar vermemekte (ISO, 2019; Yilmaz vd.,

prosediiri ile hesaplama teknigi arastirmact
tarafindan 6nerilmektedir (Torlak, 2012).

Aragtirmaya benzer sckilde, Torlak (2012)
peynirde  Staphylococcus  aurens  lzerine yaptig
calismalarinda ISO 19036 ile Sl¢im belirsizligi
sonucunu U (logi) = 0.23 olarak EuroLab teknik
prosediiriine gore belirsizligi ise U= %060 olarak
ortaya koymustur. Arastirmaci, %45-75 aralikta
Olcim belirsizligi verilerinde EuroLab teknik
prosediriniin  sonuglart  log’a  ¢evirmeden
rahatlikla kullanilabilecegini, limit deger olan %75
ve Uzerindeki belirsizlik durumlarinda ise ISO
yaklastminin kullaniminin gerekliligini belirtmistir.

Blasi vd. (2013), yaptiklar1 validasyon ve 6l¢im
belirsizligi calismalarinda ISO 19036 metodu ile
yukardan agagtya (Top down) tiime varim yontemi
olan global yaklasimin basarili oldugunu ortaya
koymuslardur.

Jarvis (2015), mikrobiyologlarin mikrobiyolojik
analizlerde Ol¢im Dbelirsizligi c¢alismalar1  icin
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genellikle sonuglarin logio’a cevirerek
kullandiklarint, koloni sayist <100 kob/g’dan daha
distk olan analiz sonuclarinda belirsizlik hesabt
icin  poisson  dagihmi  gerceklestirildigini
belirtmistir. Norli (2017), yaptgt calismada ISO
19036 ile NMKL metotlarina ait Olcim
belirsizliklerinin ayni oldugunu bildirmistir.

Tipki arastirmada oldugu gibi Yilmaz vd. (2019),
NMKL prosedirinin ISO/TS 19036’ya gore
yapilan hesaplamalarin  biinyesinde sundugu
metoda gore tim degiskenlerin degerlendirmeye
katilmamasi nedeniyle daha distik sonuglar

alindigint  belirttigini;  ancak  kargilastirma
sonuglarinda ara kesinligin ortaya konulmasinda
gercekte  tim  alanlarda  karsiagilabilecek

degisikliklerin analize yansidiginin gbrilmesinin
6neminin oldugunu ve uygulamanin ISO/TS
19036’ n1n A ve B kosgullar ve diger tim degisiklik
uygulamalart  ile  saglandigimi,  tim  bu
degisikliklerin  NMKL prosedir uygulamasina
yansitildiginda  ise  prosediirde  belirtilen
degerlendirmenin  olusmasinin  beklenilmemesi
gerektigini belirtmislerdir.

SONUC
Mikrobiyolojik analizlerin raporlanmasinda 6l¢iim
belirsizligi ~ hesaplamalart  biiyilk  oranda

kullanilmamakla beraber numune sonuglarinin
uygunsuzlugu durumunda misterinin  istekleri
dogrultusunda analiz raporlarinda belirtilmek
durumunda kullanilabilir.

NMKL yaklasiminda ¢ogunlukla tekrarlanabilirlik
calismasindan gelen degiskenlik de hesaplamaya
katilmaktadir. Bu nedenle ISO yaklagimindan
daha yiksek bir standart sapma elde edilmesi
olasidir (Yilmaz vd., 2019). Bununla birlikte ISO
yaklasimi ve EuroLab Teknik Prosediirii, ayni
gida grubu icinde degisik numunelerde ¢alismayt
saglamaya ve tekrariretilebilirlik kosullarinda iki
paralel olarak calisilmas: halinde daha hassas
sonuglar vermeye elverisli metotlardir.

Ddstik mikroorganizma ytki var ise bilesen yani
ISO 19036 yaklagimi daha dogrudur. Calisilan
orneklerde hetorojenlik fazla ise ISO 19036
metodundan sonra tercih edilecek en yakin
yaklastm EuroLab Teknik Prosediridir. Eger,
ortam kosullarinin, donanim, matriks vb. tim

degistirilebilecek unsutlarin degistirilerek
analizlerin  gerceklestirilmesi ve bir Sl¢lim
belirsizligi ortaya konulmak isteniyorsa ISO 19036
standardi  tercih edilmelidir. Gergeklestirilen
calisma ile istatistiki olarak ISO 19036 metodu ile
karstlastirilan  sonuglarin  Eurolab  Teknik
Prosedurine gore, ISO 19036 ve EurolLab Teknik
Prosediiriintin ise NMKL No.8 standardina gore
daha hassas aralikta Slgim belirsizligi sonucu
ortaya koydugu belirlenmistir.
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