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Bu calismada, ISO 21528-2 standardinin kullanildig1 klasik yontem ve TEMPO hizli
test yontemi olmak {izere iki farkli metotla ¢alisilarak Enterobacteriaceae analizi igin
metotlarin karsilastirilmasi yapildi. Hizli test metodunun verifikasyon parametreleri ve
Olctim belirsizligi hesaplanarak alternatif metot olan TEMPO hizli test yOnteminin
dogrulamas1 yapilmistir. Tim gidalar1 temsilen standardin belirttigi gida tiplerinden dort
farkli matriks ile tekrarlanabilirlik, tekrariiretilebilirlik, geri kazanim, yeterlilik testi,
logaritmik fark, Ol¢lim belirsizligi c¢alismalar1 ve hesaplamalar1 yapilmistir. Farkli 2
seviyede 6’sar tekrarli ve 2 kisi tarafindan ¢aligmalar gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda Tekrarlanabilirlik standart sapmas1 Sr logaritmik olarak 0,05-
0,25 degerleri arasinda kalmistir. Tekrariiretilebilirlik standart sapmasi1 Sg logaritmik 0,09
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olarak hesaplanmistir. Olgiim belirsizligi degeri dort farkli gida ve yem tipi igin sirasiyla
logaritmik 0,0673 — 0,0680 — 0,0810 — 0,0547 — 0,0352 olarak hesaplanmigtir. Metotlar
arasi karsilastirmada klasik yontem ve cihaz ile elde edilen sonuglar arasindaki maksimum
fark logaritmik olarak 0,44 olarak tespit edilmistir. Metotlar arasindaki korelasyon
degerleri; siit 0,9385, dondurma 0,9589, findik 0,9318, peynir 0,9378 ve balik yagi 0,9603
olarak hesaplanmistir. Tiim gidalar ve yemdeki korelasyon degeri 0,9283 tiir.

TEMPO hizli test sisteminin klasik yontemlerdeki gibi sonuglarin dogru ve giivenilir
olmasiin yani sira ¢esitli avantajlart saptanmistir. TEMPO hizli test sistemi ile besiyeri
hazirlama, ekim, sonu¢ degerlendirme ve hesaplama islemlerinin cihazin kendi iginde
yapilmasi ve bunlarin yaninda dogrulama basamaginin olmamasi nedeniyle klasik metoda
gore analiz siiresinin kisaltilabilmesi ve calisma kolayligi saglamast TEMPO test

sisteminin dnemli bir avantaji olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dogruluk, Enterobacteriaceae, Kesinlik, Olgiim belirsizligi, Standart
sapma, Tekrarlanabilirlik, Tekrariiretilebilirlik, TEMPO,
Verifikasyon



ABSTRACT
MS THESIS

COMPARISON OF TEMPO SYSTEM AND CLASSICAL METHOD FOR
ENTEROBACTERIACEAE ANALYSIS: METHOD VERIFICATION AND

MEASUREMENT UNCERTAINTY CALCULATIONS

Osman YAHYAOGLU

Glimiishane University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ali GUNDOGDU
2019, 49 Pages

In this study, the methods of Enterobacteriaceae analysis were performed by using
two different methods, namely the classical method using ISO 21528-2 and TEMPO rapid
test method. Verification parameters and measurement uncertainty of the rapid test method
were calculated and wvalidation of the TEMPO rapid test method was performed.
Repeatability, reproducibility, recovery, proficiency testing, logarithmic difference,
measurement uncertainty studies and calculations were made with four different matrixes
from the food types specified by the standard to represent all foods. 6 different replicates

and 2 studies were carried out on 2 different levels.
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Reproducibility standard deviation Sr remained logarithmically between 0.05-0.25.
The standard deviation of reproducibility was calculated as Sg logarithmic 0,09. The
measurement uncertainty value was calculated as logarithmic 0,0673 - 0,0680 - 0,0810 -
0,0547 - 0,0352 for four different food and feed types, respectively. In comparison
between the methods, the maximum difference between the classical method and the
results obtained with the device was determined logarithmically as 0,44. The values of
correlation are calculated as; milk 0,9385, ice cream 0,9589, hazelnuts 0,9318, cheese
0,9378 and fish oil 0,9603. The correlation value of all foods and feed is 0,9283.

The results of the TEMPO rapid test system, as well as the classical methods, were
found to be accurate and reliable, as well as several advantages. Due to the fact that the
TEMPO rapid test system was used to prepare the media, sowing, result evaluation and
calculation procedures within the device and also without the verification step, the analysis
time according to the classical method and the ease of operation were determined as a

significant advantage of the TEMPO test system.

Keywords: Accuracy, Enterobacteriaceae, Precision, Uncertainty, Standard deviation,
Repeatability, Reproducibility, TEMPO, Verification.
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

1.1.1. Gida Giivenligi ve Mikrobiyolojik Analizler

Insanlarin fizyolojik ihtiyaclarinin arasinda ilk sirada gida gelmektedir. Saglhikli bir
gelisim i¢in giivenilir gidalarin viicuda alinmasi mutlak gerekmekte olup alinmamasi
durumunda ¢esitli saglik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, saglikli ve dengeli
beslenme, saglikli ve verimli yasamanin temelini olusturmaktadir (Dayilar, 2018;
Topuzoglu vd., 2007; Yurdakul, 2004).

Niifus artisi ile birlikte insanlarin ihtiyacini karsilayacak olan gidalarin da yetersizligi
sorunu ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum farkli gida tiplerinin iiretilmesine, fabrikasyon
iiriinlerin ortaya ¢ikmasina ve gida cesitliliginin artmasina neden olmustur. Ortaya ¢ikan
tirtinlerin ¢esitliligi ve bir¢ok asamadan ge¢mesi bu iriinlerin saglikli olup olmamasi
konusunu akillara getirmektedir. Uretimin yapilis asamalari, hijyen sartlari ve katki
igerikleri tiiketicilerin satin alma asamasinda karar verme egilimlerini etkilemektedir
(Dayilar, 2018).

Tiiketilen gidalarin viicudu besleme ve saglikli kalma ihtiyacim1 karsilamasi
gerektiginden ham madde ve iiretim sartlarindan kaynaklanan gida kaynakli hastaliklar cok
onemli bir sorun haline gelmektedir. Tiim diinyada yilda ortalama 1,9 milyonu g¢ocuk
olmak tizere 2,2 milyon insan gida ve su kaynakli hastaliklardan yasamini yitirmektedir.
Dolayistyla gida giivenligi bu noktada cok énemli bir konu haline gelmektedir (Iba, 2013).

Gida giivenligi konusu, Ikinci Diinya Savasi siralarinda bas gosteren kitlik
doneminde ulusal glivenlik ve toplumsal bir ihtiya¢ olarak devlet politikalar1 haline
gelmistir ve bdylece 16 Ekim 1945°te FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii)
kurulmustur (Iba, 2013).

1963 yilinda FAO ve WHO (Diinya Saghk Orgiitii) tarafindan Codex
Alimentarius’un kurulmasiyla gida standartlarinin belirlenmesi saglanmis ve bu kodeks
referans olmustur (iba, 2013). 1983 yilinda ise FAO ve WHO, Gida Giivenligi Uzman
Komitesi’ni olugturmustur (Dayilar, 2018).

Tiketilecek gidalarin saglikli veya giivenilir olmasi gida gilivenilirligi olarak

tanimlanabilmektedir (Iba, 2013). FAO’da gida giivenligi “saglikli bir gida iiretimini



gerceklestirmek amaciyla gidalarin iiretimden en son dagitim asamalarina kadar olan
siireglerde uyulmasi gereken kurallara uyulmasi ve Onlem prosediirlerinin olusturulup
uygulanmas1” olarak tanimlanmaktadir (Dayilar, 2018).

Gida giivenligi dort asamadan olusmaktadir. Bunlar; (i) gida maddelerinin sagliga
zarar veren etkenler ile temasinin Onlenmesi, (i) etkenlerin elimine edilmesi, (iii) bu
etkenlerin ¢ogalarak yayilmasinin dnlenmesi ve (iv) etkilerinin yok edilmesidir (Dayailar,
2018).

Gida giivenligi konusunda bilimsel tavsiyeler verme, acil durum alarmlan
olusturulmasi, tiiketicilerle iletisim kurulmasi, ulusal ve bilimsel kuruluslarin birbirleriyle
baglantilarinin saglanmasi amaciyla 2002 yilinda Avrupa Birligi’nin bagimsiz bir kurulusu
olan EFSA (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) kurulmustur (Dayilar, 2018).

Tiirkiye’de bu konu ilk defa 1952 yilinda, “Gida Maddelerinin ve Umumi Saglig
llgilendiren Esya ve Levazimin Hususi Vasiflarim1 Gosteren Tiiziik” hazirlanmasi, 1954
yilinda TSE’nin kurulmasi ile baslayrp 1995 yilinda 560 sayili, “Gidalarin Uretim,
Tiiketim ve Denetlenmesine Dair Kanun Hitkmiinde Kararname”nin ¢ikmasi, 1997 yilinda
Tirk Gida Kodeksinin yayinlanmasi ve bunlarin giiniimiize kadar giincellenerek gelmesi
ile 2011 yilinda 28145 sayili Resmi Gazete’de, “Gida Hijyeni Yonetmeligi, Gida
Isletmelerinin Kayit ve Onay Islemlerine Dair Yonetmelik”, 2012 yilinda “Gida ve Yemin
Resmi Kontrollerine Dair Yonetmelik” yayinlanarak hayata gecirilmistir (Dayilar, 2018).

Bu kanun ve tebligler sayesinde iiretimin tiim basamaklarinda kontrolii saglayacak
diizenlemeler yapilmaya bagslanmis olup risk yonetimi kisminda kullanilan HACCP
(Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1) gibi kavramlar literatiire girmeye baslamistir
(Iba, 2013).

Giintimiizde ¢ok cesitli kalite sistemleri bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 sunlardir;

v' Gida Giivenligi Sistemi (HACCP, GMP - lyi iiretim uygulamalari, GHP - Iyi hijyen
uygulamalari, GLP - Iyi laboratuvar uygulamalart).

v 1SO 22000 Gida Zincirindeki Herhangi Bir Organizasyon I¢in Gereksinimler.

v’ Kalite Giivence Sistemi ISO 9000 (Bulduk, 2010).

HACCEP sistemi tiiketici sagligini korumada oldukga biiylik 6neme sahiptir (Dayailar,
2018; Karaali, 2003). GLP; c¢alismalarin takibi, kayitlarin tutulmasi, rapor haline
getirilmesi ve kalite kontrolleri kapsayan bir kalite sistemidir (Dayilar, 2018; Halag,

2002).



CSIRO Gida ve Beslenme Bilimleri’nin “Gida Giivenligi Rehberi - Giivenli Kilma
Rehberi” gibi patojenik mikroorganizmalarla kontaminasyondan kaginmak igin iireticilere
giivenli gida tiretim ilkeleri konusunda tavsiyeler de mevcuttur (Wanigasekera, 2012).

Gidalar yoluyla bulasan mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar;
intoksikasyon ve enfeksiyon olarak ikiye ayrilir. Mikroorganizmalar oncelikle bagirsaga
yerlesir ve sonra da toksin iireterek hastalik yaparlar (Halkman, 2019). Tifo ve kolera
enfeksiyon hastaliklarina drnektir. Zehirlenmelerde ise karin agris1 ve kusma gibi belirtiler
ortaya c¢ikar. Gidalar, iiretiminden tiiketimine kadar gegen tiim asamalarda hijyenik
olmayan sartlar ve uygun olmayan depolama kosullar1 nedeniyle zehirlenmelere ve
hastaliklara sebebiyet verir (Bulduk, 2010). Ozelikle ¢ocuklar, yaslilar ve hamileler bu tiir
gidalarin neden olduklar1 zehirlenme ve hastaliklardan en cok etkilenen gruba girerler
(Halkman, 2019).

2003 yilinda mikrobiyolojik kalitenin belirlenmesi ve diger baska nedenlerle yapilan
mikrobiyolojik analizlerin %49’u (yaklasgik 558 milyon) gida sektoriinde yapilmistir
(Cakar, 2008)

Mikrobiyolojik testler, mikroorganizmalarin (viriisler, bakteriler, mantarlar ve
protozoalar) ve bunlarin farkli materyal ve iirtinlerdeki metabolitlerinin veya bunlarin
herhangi bir tiirliniin mikroorganizmalarinin bir pargasi olarak kullanilan herhangi bir
tahlilin sterilite testini, tespitini, izolasyonunu, sayimini ve tanimlanmasini igcerecek sekilde
yapilir (EA-04/10, 2002)

Mikrobiyolojik analizler, tiiketicilerin olusabilecek tehlikelerden etkilenmemesini,
kalite bakimindan problemli firiinlerin tiiketime sunulmamasini ve GMP (iyi iretim
uygulamalarn) ile iiretime olumlu sekilde yon verilmesini saglar. (Pichhardt, 1997).

Gidalarda hijyen, ham madde alimindan baglayarak son iiriin elde edilinceye kadar
gidanin mikrobiyolojik analizlerle kalitesinin ortaya konmasina kadarki siirecin tamamu ile
saglanir. Dolayisiyla calisanlarin sagligi ve g¢alisma sartlar1 dogrudan mikrobiyolojik
kaliteyi etkilemektedir (Yavas, 2015). Bu amacla gidalarda Enterobacteriaceae familyasi
varliginin tespiti amacli analizler cok 6nemli bir kriter haline gelmektedir.

Enterobacteriaceae adi ilk olarak 1937 yilinda Rahn tarafindan 6nerildi (Baylis vd.,
2011; Cordier, 2006). Latince bagirsak bakterisi anlamina gelen enterobacterium’dan
tiiretilmistir. Bununla birlikte, bu adin kokeni ve "enterik bakteri" olarak atifta

bulunulmasi, ekolojik yasam sahasi, gorevleri ve olusumlar1 hakkinda yaniltici bir izlenim



saglayabilir (Cordier, 2006). Bu mikroorganizmalar bagirsak diginda da bulunabilirler ve
her tiirti patojen degildir (Pichhardt, 1997)

Enterobacteriaceae ailesi iiyelerinin siiflandirmasinda Enterobacteriaceae cinsi ve
tiir sayis1 1974'te 12 cins ve 36 tiirden 2006 yilinda en az 34 cins, 149 tiir ve 21 alt tiire
yiikselmistir (Baylis, 2006) ve 2011 yilinda da bu sayilar Enterobacteriaceae aialesinde en
az 48 cins, 219 tiir ve 41 alt tiire yiikselmistir (Baylis vd., 2011)

Baslica Enterobacteriaceae ailesi {iyesi bakteri cinsleri sunlardir: Shigella,
Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Erwinia, Serratia, Hafnia,
Proteus ve Yersinia (Pichhardt, 1997).

Bakterilerin genel ozellikleri gram negatif ve fakiiltatif anaerob olmalaridir. Bunun
yant sira hareketli, sporsuz ve enleri 0,5 pm, boylar1t 1-6 um olan ¢ubuk seklindeki
bakterilerdir (Karahan, 2016).

Enterobacteriaceae, olumsuz kosullara karst gram pozitif bakterilerden daha
hassastir. Ureme ve yiyeceklerin bozulmasina neden olma kapasiteleri ¢ogunlukla kolay
bozulabilen, (6rnegin, raf omrii <10 giin) 6zellikle buzdolabinda saklanan yiyeceklerle
sinirhdir (Baylis vd., 2011)

Enterobacteriaceae psikrotrofik, mezofilik ve termotolerant bakterileri igerir.
Cogunluk, 15 ila 40 °C arasinda degisen gelisme sicakliklarina sahip gida kaynakh
patojenler Salmonella ve EHEC dahil olmak {izere mezofiliktir. Depolama igin 0-8 °C'lik
normal sogutma sicakliklarina kadar hizli sogutma, mezofilik Enterobacteriaceae'nin
gelismesini inhibe etmeyi kolaylastirir. Bu nedenle bunlar yalnizca kolay bozulabilir
iirtinlerde sicakliga maruz kaldiklarinda cogalirlar. Digki kaynakli Enterobacteriaceae i¢in
37 °C optimum biiyiime sicakligidir (Baylis vd., 2011).

55 °C'de 10 dakikalik bir muamele normalde ¢ogu psikrotrofik bakteri ve i1siya
duyarli mezofilere tahrip eder. Oysa bazi1 enterokoklar ve laktobasiller dahil olmak tizere
1stya direngli spor yapmayan mezofiller 65 °C'de tahrip olur. Bununla birlikte, mikro
organizmalarin 1s1 direnci, susun tazeligine ve gidalarin 6zelliklerine, 6rnegin yag igerigi
ve su aktivitesine baglidir (Baylis vd., 2011; Mattick vd., 2001). Cogu Enterobacteriaceae
0,95 su aktivitesinin lizerinde gelisir. Enterobacteriaceae ailesi mikroorganizmalariin
biiyiimesi i¢in alt limit pH 3.8 ve ist limit yaklasitk pH 9.0'dir. Bununla birlikte, pH
tolerans1 genellikle asitlerin dogalligindan etkilenir; organik asitler (6rnegin laktik asit)

mineral asitlerden (6rnegin hidroklorik asit) daha fazla inhibe edicidir (Baylis vd., 2011).



Indikatér organizmalar, yetersiz hijyen, yetersiz islenme veya gidalarin islem sonrasi
kontaminasyon kanit1 saglamak i¢in kullanilan bakterilerdir. Tespit edilmesi nispeten hizli
ve kolay oldugundan dolay1 segilirler. Yiyeceklerde bulunmamalari, hijyen ve yiyecek
tretim islemlerinin uygun sekilde yapildigina dair bir giivence saglarken, varliklar
genellikle siirecte potansiyel bir sorun veya basarisizligin meydana geldigini gosterir
(Baylis vd., 2011).

Gidalarda bu bakterilerin bulunmasi, yiiksek seviyedeki baslangi¢ bakteri yiikiiniin
1s1l islem ile giderilemedigini, ortam sartlarinin 1s1l islemi takip eden siiregte iliremeye
sebebiyet verdigini veya sonraki asamalarda kontaminasyon oldugunu gosterir (Gl ve
Onal, 2008).

Genel olarak koloni sayim teknigi ve EMS yontemi ile sayim ve tespiti yapilmaktadir
(Pichhardt, 1997). Koloni sayim teknigi ile yapilan analiz koliform grubu bakterilerin
saymmini yapmak i¢in kullanilan Violet Red Bile Laktoz Agar besiyerinde loktoz yerine
glikozun kullanilmasiyla elde edilen Violet Red Bile Glikoz Agardaki Glikozu bakterilerin
fermente etmesi ve kirmizi/menekse moru renk vermeleri sonucu sayimi prensibine
dayanir (Pichhardt, 1997).

Gram pozitif bakterilerin ve rekabetci floranin gelisimi, besiyeri igeriginde bulunan
kristal viyole ve safra tuzlar ile inhibe edilir. pH indikatorii kirmizi kolonilerin olugmasina
ve safra asitleri de koloni ¢evresinde ¢okelti olusmasina neden olur. Boylece inkiibasyon
sonunda olusan 1-2 mm c¢apindaki kirmizi koloniler sayilirak Enterobacteriaceae miktari
tespit edilir (Pichhardt, 1997). Enterobacteriaceae disindaki bakteriler, 6zellikle
Aeromonas spp. ayrica fermente edebilir ve bunlar, ilave dogrulama testleri yapilmazsa
yanlig bir sekilde koliform olarak algilanabilir (Baylis vd., 2011). Dolayisiyla diger
mikrobiyolojik analizlerde oldugu gibi Enterobacteriaceae analizi i¢in de metot se¢imi ve

metodun dogrulanmasi 6nemlidir.

1.1.2. Verifikasyon

Hammaddelerin ve bitmis iirlinlerin mikrobiyolojik kalitesini  ve iiretim
prosediirlerinin mikrobiyolojik durumunu degerlendirmek icin kullanilan birgok alternatif
yontem mevcuttur. Bu yontemler genellikle standart hale getirilmis metotlardan daha hizl
ve daha kolaydir. Gelistiriciler, son kullanicilar ve otoriteler, bu tiir alternatif yontemlerin

dogrulanmasi igin giivenilir bir ortak protokole ihtiya¢ duyarlar. Uretilen veriler aym



zamanda potansiyel son kullanicilara belirli bir yontem i¢in performans verisi saglayacak
ve bdylece belirli bir yontemin benimsenmesi konusunda bilingli bir se¢im yapmalarina
yardimec1 olacaktir. Uretilen veriler, bir yontemin bagimsiz bir kurulus tarafindan
sertifikalandirilmasi i¢in de temel olabilecektir (TS EN ISO 16410-2, 2016).

Alternatif yontemin tespit etmesi amaglanan analit ve numune tipine uygulanabilir
uygun AOAC, ISO, FDA/BAM veya USDA referans kiiltiirii prosediirii 6ncelik sirasina
gore alinir. Uluslararas1 kabul gérmiis diger yontemler de uygun referans yontemleri
olabilir ve duruma gore degerlendirilebilir (Feldsine vd., 2002)

Analiz yontemlerinin gecerli kilinmasi asil test kosullarini yansitmalidir. Bu, ya
dogal kontamine gidalar ya da belli seviyedeki kontamine edici bakterilerle kontamine
edilmis gidalar kullanilarak yapilabilir. Yapay olarak kontamine olmus gidalar, dogal
kontamine olmus gidalar1 ylizeysel bir sekilde taklit etmektedir ve bu analistler tarafindan
bilinmelidir. Ciinkii bu ¢6zliim yapilacak ¢aligmalar i¢in en iyi ve hatta tek yoldur (EA-
04/10, 2002; TS 13134, 2005).

Kantitatif mikrobiyolojik test yontemleri i¢in tanimlanmis bir degiskenlik icinde
ozgiilliik, duyarhilik, bagil dogruluk, tekrarlanabilirlik, tekrartiretilebilirlik ve tespit limiti
dikkate alinmali ve gerekirse analizlerde kantitatif olarak belirlenmelidir. Farkli numuneler
test edilirken matrikslerden kaynaklanan farkliliklar dikkate alinmalidir. Olgiim belirsizligi
de dahil olmak iizere sonuglar uygun istatistiksel yontemlerle degerlendirilmelidir (EA-
04/10, 2002).

Genel olarak belirsizlik tahmininin sadece tekrarlanabilirlik ve uyarlik verilerine ve
ideal olarak da sitematik hatay1 (6rnegin, yeterlik deneyleri programi veya karsilastirmali
deney sonuglar) i¢ererek dayandirilmasi uygun olmaktadir (TS 13134, 2005).

Uluslararas1 onay1 olmayan metotlar veya laboratuvar i¢i yeni olusturulan metotlar
icin tam validasyon yapilmalidir. Tam validasyon ¢ok parametreli ve ¢ok yonlii dogrulama
caligmasidir. Uluslararasi onayir olan metotlar i¢in kismi validasyon, yani verifikasyon
yapilmalidir.

Metot dogrulama calismast da denilen verifikasyon calismasi; uluslararasit kabul
gérmiis yeni bir metot lizerinde Standart Referans Malzeme ile kendi laboratuvar
sartlarinda dogrulama yapilmasidir.

Verifikasyon ¢alismasi laboratuarda yapilan validasyon isleminin bir kismidir. Farkli

yontemlerle dogal ve/veya yapay olarak kontamine olmus numunelerde (bagil doguluk



calismasi olarak adlandirilan) gesitli yontemlerle alternatif yontemin sonuglar1 ve referans
yonteminin sonuglari karsilagtirmali olarak incelenir (TS EN ISO 16410-2, 2016).
Validasyon bir faaliyetten once uygulanir ve amaclanan sonucglar1 sunma kabiliyeti
hakkinda bilgi saglar. Izleme bir faaliyet sirasinda uygulanir ve belirli bir zaman dilimi
icerisinde eylem i¢in bilgi saglar. Dogrulama bir faaliyetten sonra uygulanir ve bilgi saglar

(TS EN 1SO 22000, 2018).

Referans Metot: Uluslararasi kabul gormiis ve yaygin kabul géren metotlardir (TS
EN 1SO 16410-1, 2016).

Alternatif Yontem: Belirli bir tirlin kategorisi i¢in, ilgili referans yontemi kullanilarak

tespit edilen veya Olgiilen ayni analiti tespit eden veya nicellestiren analiz dogrulama

yontemi i¢in sunulan yontemdir (TS EN ISO 16410-1, 2016).

Olgiim Dogrulugu: Olgiimii yapilan sey ile tespit edilen biiyiikliik degerinin birbirine
uygunlugunun yakinligidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).

NOT: Olgiim dogrulugu, dlgiim gergekligi ve dlgiim kesinligi terimleri birbirlerinden
farklidirlar ancak aralarinda da bir iliski bulunmaktadir.

Olgiim Kesinligi: Belirli kosullar altinda aymi veya benzer nesneler iizerinde

tekrarlanan Ol¢limler ile elde edilen gostergeler veya Olciilen biiyiikliik degerleri arasindaki
uyusmanin yakimligidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).
Olgiim Tekrarlanabalirligi: Olgiimiin tekrarlanabilirligi kosullar1 altinda 6l¢iim

kesinligidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).

Olgiim belirsizligi: Belirsizlik elde edilen bilgiye dayamilarak 6lgiilene atfedilen

biiyliklik degerlerinin dagilimimi niteleyen, negatif olmayan sayisal parametredir (TSE
ISO/IEC Guide 99, 2013).
Bilesik Standart Olgiim Belirsizligi: Bir 6lgiim modelinin girdi biiyiikliikleriyle

iligkili biitiin standart Ol¢cim belirsizliklerinin kullanimiyla elde edilen standart olgiim
belirsizligidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).

Genisletilmis Olciim Belirsizligi: Bilesik standart dl¢iim belirsizliginin birden biiyiik
bir faktor ile ¢garpimidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).

Gegerli Kilma: Belirtilen sartlarin  amaglanan kullanim i¢in uygunlugunun
dogrulanmasidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).
Dogrulama (Verifikasyon): Bir 6genin belirtilen sartlar1 sagladigini gosteren acik

kanitlarin elde edilmesidir (TSE ISO/IEC Guide 99, 2013).




Tespit Limiti: Belirtilen kosullar altinda tespit edilebilecek en diisiik mikrobiyal
yogunluktur. Referans kiiltiirlerin dilisyonlarini kullanarak ve her diliisyonun kopyalar
arasinda geri kazanim 6l¢timiinii kullanarak belirlenir (9020 Quality Assurance, 2017).

Referans Sus: Dogrudan bir referans kiiltiir koleksiyonundan (6rnegin WFCC -
Diinya Kiiltiir Koleksiyonu Federasyonu veya ECCO - Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlari
Orgiitii iiyesi olan bir kiiltiir koleksiyonu) elde edilen ve en azindan cins ve tiir diizeyinde
tanimlanmis, onun Ozelliklerine gore kataloglanmis ve tarif edilmis (Andrews vd., 2004) ve
tercihen gida, hayvan yemi, gida veya yem iiretim ortami veya su (hangisi uygun ise)

kaynakli mikroorganizmalardir (TS EN ISO 11133, 2014).

Tekrarlanabilirik: Ayni test 6rnegi ile ayni sartlar altinda ayn1 yontemle elde edilen
ardisik ve bagimsiz test sonuglar1 arasinda ayni sartlar altinda anlagsmanin yakinligidir
(cihaz, operator, laboratuvar ve kisa bir siire i¢cinde) (NSM QSOP4, 2005).

Tekrar sonuglarinin logaritmasindan asagidaki formiil ile tekrarlanabilirlik standart

sapmast (Sr) hesaplanabilir (NSM QSOP4, 2005);

i=n

Z(Xi - Xort)2

S — i=1
' n-1

(1.1)

Xi; 1 no’lu tekrarin logaritmik sonucu
Xort; tim tekrarlarin logaritmik sonuclarinin ortalamasi

n; tekrar sayisi

Tekrartiretilebilirlik: Farkli kosullar altinda (operator, ekipman, laboratuvar) ayni test

orneginin boliimlerinde ayni yontemle elde edilen test sonuglari arasindaki anlagmanin
yakinlhigidir (NSM QSOP4, 2005). Tekrariiretilebilirlik Standart Sapmasi (Sg) (ISO/TS
19036, 2006);

i=n

Z (Y= Vs )2
S ==

R 2n (12)



Yia ; Birinci analistin sayim sonucunun logaritmasi
y;5; Ikinci analistin sayim sonucunun logaritmasi

n; Ornek sayisi

Olgiim Belirsizligi: Bir sonucun analitik degiskenliginin nicel bir gdstergesidir.

Sonucun test boliimiinde Olgiilen miktarin degerini ne kadar iyi temsil ettigini gosterir.
Ayni zamanda, Ornegin farkli kaynaklardan elde edilen sonuglari veya mikrobiyolojik
standartlarda, talimatnamelerde veya spesifikasyonlarda verilen referans degerleri veya
kriterler ile karsilastirirken sonucun giivenilirliginin degerlendirilmesine olanak tanir
(NSM QSOP4, 2005).

Belirsizligi hesaplamak i¢in kullanilabilecek iki tiir degerlendirme vardir: A tipi
belirsizlik degerlendirmeleri, bir dizi tekrarli gézlemden elde edilen istatistiksel yontemler
kullanilarak yapilan hesaplamalarla yapilir. B tipi belirsizlik degerlendirmeleri ise 6rnegin
kalibrasyon verilerinden veya diger kaynaklardan elde edilmesiyle yapilir (NSM QSOP4,
2005).

Bir mikrobiyolojik test yapilirken, B tipi degerlendirmeye katkida bulunan faktorler
genellikle A tipi degerlendirmenin bir pargasini olusturur ve bu nedenle ayr1 olarak
diistiniilmeleri gerekmeyebilir. Ayrica, birlesik standart belirsizlige Onemli bir katki
saglamadiklar1 kadar kiiciik bir katkiyr da temsil ederler. Cogu mikrobiyolojik test amaci
icin A tipi degerlendirmedeki birlestirilmis standart belirsizlik, standart belirsizlikten
onemli olctide farkli degildir. B tipi bilesenleri bu nedenle hesaplamada goz ard: edilebilir,
ancak tespit edilip kontrol altinda olduklar1 gosterilebilir (NSM QSOP4, 2005).

Belirsizlik degerlendirmesini basitlestirmek i¢in diisiik sonucglarin hari¢ tutulmasi
gerekir. Ciinkii, bu tiir sonuglarin logaritmalar1 genellikle normal dagilim gosterir (NSM
QSOP4, 2005).

Belirsizlik hesabi i¢in asagidaki hesaplamalar yapilir;

RSDg; Bir ornek igin tekrariiretilebilirlik relatif standart sapmasi (logaritmik olarak)

(NSM QSOP4, 2005);

(1.3)



Xa; Birinci analistin sonucu (logaritmik olarak)

Xg; Ikinci analistin sonucu (logaritmik olarak)

Tim ornekler i¢in ayr1 olarak RSDr degerleri hesaplandiktan sonra asagidaki formiil
yardimiyla laboratuvar ici relatif tekrariiretilebilirlik standart sapmast hesaplanir. (NSM
QSOP4, 2005);

RSD .. = Z RSD ; /n
=t (1.4)

n; Ornek sayis1

RSDgc; Laboratuar igi tekrariiretilebilirlik relatif standart sapmasi

Hesaplanan RSDgc degeri birlestirilmis belirsizlik olarak alinmigtir. RSDgc, % 95

giiven aralig1 i¢in 2 (covarege factor) ile carpilarak genisletilmis belirsizlik hesaplanir

(NSM QSOP4, 2005).
U = RSDgrcx2 (1.5)

Verifikasyon caligmalarinda tiim gidalar1 temsil etmesi amaciyla dort farkli tipte gida
secilir Bunlar sirastyla;
v' Swvilar ve tozlar (siit, un, siit tozu vb.)
v’ lyi karistirilmis karisimlar (kiyma, sosis, krema, mekanik olarak ayrilmis etler vb.)
v’ Kiigiik pargalar halindeki katilar (kurutulmus mantar, findik, salata, karides, tahil,
yem vb.)
v" Diger iri katilar (peynir, pasta, par¢a et vb.) (ISO/TS 19036, 2006).

Gida oOrnekleri miimkiinse farkli personeller tarafindan hazirlanmali ve test
edilmelidir. Farkli personel kullanilarak yinelenen numunelerin islenmesi, personel
arasindaki ve ayni numunenin farkli boliimleri arasindaki degisimin izlenmesine olanak
saglar (NSM QSOP18, 2005).

Sayimlarin arasindaki fark (hem bir kisinin kendi sonuglar1 arasinda hem de farklh
personellerin ayni numunelerde elde ettikleri sonuglar arasinda) logaritmik olarak 0,5°1

geememelidir (NSM QSOP18, 2005).
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Yiizde geri kazanim olarak ifade edilen dogruluk, aksi belirtilmedikge, istatistiksel

analizle % 80-120 arasinda olmalidir (ORA-LAB 5.4.5, 2014).

1.1.3. Hizh Test Sistemleri ve TEMPO

Giliniimiizde hizli test yontemleri mikrobiyolojik analizlerde 6nemli bir yere sahip
hale gelmistir. Gidalarda ve c¢evre numunelerinde bulunan mikroorganizmalarin ve
toksinlerinin teshisi, izole edilmesi, tanimlanmasi ve saymimi amaciyla sikca
kullanilmaktadirlar. 1960’1 yillarda ilk defa biyokimyasal testlerin minyatiirize edilmesi
ile baglanmig ve biyosensor uygulamalar ile cesitlendirilmistir. 1975’ten sonraki 10 yil
immunolojik teslerin hizli gelisim gosterdikleri yillar olarak ortaya ¢ikmistir. 1985 sonrasi
PCR tekniklerinin gelistirildigi, 1995 sonrasinda da biyosensdrlerin gelistirilerek
mikroorganizmalarin tan1 ve sayimlarinin yapilmaya baslandigi yillar olmustur (Aras,
2011).

Alternatif mikrobiyolojik tekniklerin gelistirilmesi, gidalarin iiretim siirecinde hizl
sonuglar vermek i¢cin mevcut ihtiyaglar1 karsilama zorunlulugundan kaynaklanmaktadir
(Cirolini vd., 2013).

TEMPO cihazi, gida ve c¢evre numunelerinde kaliteyi  belirleyen
mikroorganizmalarin sayimi amaciyla iiretilerek gida endiistrisinin kullanimina sunulmus
otomatik bir test sistemidir. Sistem; toplam canli sayimi, Enterobacteriaceae, koliform
saymmi, E.coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, maya ve kiif, laktik asit bakterileri
ve en son olarak da Campylobacter spp. analizlerini yapabilmektedir. Gida kalite ve
kontrol laboratuvart i¢in bu organizmalarin sayilmasi kalitenin belirlenmesi ve takibi
acisindan ¢ok 6nemlidir. (URL-1, 2019)

Hizli bakteri gelisimi saglayan ©zel besiyerleri ile En Muhtemel Sayi teknigi
kullanilarak minyatiirize edilmis bir sistemdir. Her besiyeri ayr1 ayri florasan indikatorleri
icerir. Bunlar bakterinin tiirline gore ¢esitlilik gosterirler. Bakteriyel biiylime, sekerlerdeki
asit Uretimi, ortamin pH'sini diisiirme ve 4-metilumbelliferone floresanini sondiirme ile
gosterilir (Paulsen vd., 2008). Numune Kkartlar1 igerisinde 3 farkli diliisyon seviyesi
bulunur. Bu diliisyon seviyeleri kuyucuklarin boyutlar1 ile birbirinden ayrilmaktadir.
(URL-1, 2019)

Her diliisyon seviyesi i¢in 16 kuyucuk bulunmaktadir ve toplamda 48 kuyucuk

vardir. Hacimleri 10’ar kat artacak sekilde tasarlanmistir. En {ist siradaki diliisyon
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kuyucuklart 2,25 pL hacimlidir. Orta siradaki diliisyon kuyucuklart 22,5 uL hacimlidir ve
en alt siradaki diliisyon kuyucuklart 225 pL hacimlidir (Sekil 1.1 ve 1.2) (Owen vd., 2010).

Sekil 1.1. TEMPO besiyeri sisesi ve numune karti

IIIHHbH'HFr‘r
i || ry bh |

0

I

Sekil 1.2. TEMPO numune kart1 — pozitif kuyucuklar

1:10 numune siispansiyonundan, 1.0 mL alinir, 3.0 mL steril damitilmis su ilave
edilen bir besiyeri igeren bir cam sise i¢ine aktarilir. Sise, bir vorteks karistiricida 10 saniye
boyunca karistirilir (Paulsen vd., 2008). Sekil 1.3’te gortldiigii gibi kartlar besiyeri
siselerine yerlestirilir. Ekim islemi ile besiyeri numune karigimi kartin kuyucuklarina
¢ekilir. Bunun ardindan kartlar inkiibe edilir. Bu esnada mikroorganizmalar besiyerini
metabolize ederek gelisirler. Inkiibasyon sonunda cihaza yerlestirilen kartlar okunur (Owen
vd., 2010). Pozitif sonu¢ veren kuyucuklar cihaz tarafindan tespit edilir ve sayisina gore
sistem mikroorganizmalarin miktarim1 belirler. Sistem, istatistiksel yontemler kullanarak
hesaplamalar1 yapar ve koloni olusturan birim/g (kob/g) seklinde sonug verir (Owen vd.,

2010).
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Sekil 1.3. Rack iizerinde okuma {initesine verilmek {izere
hazirlanmis besiyeri siseleri ve numune kartlari

Sekil 1.4. TEMPO dolum ve okuma iiniteleri

Sistem gida endiistrisine asagida siralandig1 gibi cesitli katkilar sunmaktadir;
v' Hammadde se¢imini ve yonetimini hizlandirmak,

v Uyumsuzluk durumunda diizeltici eylemi hizlandirmak,

v" Ozellikle yeniden testler igin hizlandirilmus iiriin siiriimii saglamak,

v' Stok rotasyonunu hizlandirmak,

v" Diizenleyici kurallara ve miisterilerin gereksinimlerine hizla yanit vermek,

v' Analiz sayisini arttirmak.
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Tempo Cihazinin Boliimleri:

Sistem Sekil 1.4°te goriilen bir adet testlerin hazirlandigi ve kartlarin dolumunun
yapildigi Hazirlik Istasyonu ve bir adet de inkiibasyon sonrasi kartlarin okundugu,
sonuclarin hesaplandigi ve sistemsel islemlerin (yedekleme-yapilandirma) tiimiiniin
yapildig1 Okuma Istasyonu olmak iizere 2 ana béliimden olusmaktadir (URL-2, 2016).

Cihaz calisma ¢evre sartlariin, 15-30 °C sicaklik araliginda ve %210-80 nem
araliginda olan bir ortam olmasi gerekmektedir (URL-2, 2016).

Dolum Unitesi: Resim 1.5’te goriildiigii gibi ekim islemi bu bélimde yapilir.
Numunenin kartlarin igerisine inokiilasyonu yapilir. Bu islemden sonra kontaminasyon
olmamasi amaciyla, kart doldurucu hava almayacak sekilde termal olarak kesilir ve
mihiirlenir. Cihazdan ¢ikarilan kartlar analiz sicakligmma gore inkiibasyona kaldirilir
(Ertugrul, 2012).

Bu tinitenin boliimleri;

1. TEMPO Filler

2. Bilgisayar

3. Barkod okuyucu (URL-4, 2010)

Sekil 1.5. TEMPO dolum {initesi

Okuma Unitesi: Resim 1.6’da goriildiigii {izere kart okuma ve sonucun hesaplanarak
belirlendigi kisimdir. Inkiibasyon sirasinda olusan iiremeler sonucunda cesitli reaksiyonlar

meydana gelmekte, bunun sonucunda bazi analizlerde florasan ¢ikmasi ve bazilarinda da
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cikmamasi pozitif algilanir. Cihaz, pozitif kuyucuk sayisina gore hesaplama yaparak sayim
sonucunu verir (Ertugrul, 2012).
Bu Uinitenin boliimleri;
1. Bilgisayar; merkezi islem birim
TEMPO Reader

Inkiibasyon ve okuma tablasi

2

3

4. Barkod okuyucu

5. Ethernet yonlendirici (URL-5, 2010)

Sekil 1.6. TEMPO okuma tinitesi

1.2. Onceki Calismalar

Da Yeon Lee ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, sik¢a kontamine oldugu
bilinen gida orneklerinde Bacillus cereus sayimi igin kullanilan TEMPO BC ve klasik
yontem olan MYP besiyerine ekim yontemlerinin kantitatif karsilastirilmasi amaglanmistir.
Dogal olarak veya yapay olarak B. cereus ile kontamine olmus gida {riinleri her iki
yontemle de analiz edilmis ve iki yontem arasinda 1 log'dan (cfu (kob)/g) daha az bir fark
% 95.3 numunede not edilmistir. Yapay olarak kontamine olmus iiriinlerdeki iki yontem
arasinda, sos iiriinleri, balik iriinleri vs. i¢in R degerleri agisindan anlamli bir farkin
olmadig1 tespit edilmistir. Ancak fermente soya iirlinleri i¢in 6nemli bir fark oldugu

belirtilmistir (Lee vd., 2017).
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Emrah Torlak ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, gida 6rneklerinde
E.coli sayimi icin TEMPO EC ve klasik yontem olan TBX besiyerine ekim yontemlerinin
kantitatif karsilastirilmas1 amacglanmistir. Karsilastirma amaciyla, hem dogal olarak (92
adet) hem de yapay olarak kontamine olmus (31 adet) peynir ornekleri incelenmistir.
Dogal kontamine ve yapay kontamine olmus 6rnekler i¢in Pearson korelasyon katsayilari,
sirastyla 0,954 ve 0,978 olarak belirlenmistir. Yontemler arasindaki mutlak farklar bir
log’u gegmemistir (Torlak vd., 2008).

Poulsen ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan bir calismada, gida Orneklerinde
Enterobacteriaceae sayimi i¢in klasik yontem olan VRBG besiyerine ekim ve TEMPO EB
ile Petrifilm ekim yontemlerinin kantitatif karsilastirilmas: amaglanmistir. 411 adet dogal
olarak kontamine gida ornegi (kirmiz1 et, et iiriinleri, deniz {irlinleri, kiimes hayvanlari,
sebzeler ve siit tirlinleri) farkli yerlerden temin edildi ve {i¢ laboratuvarda analiz edilmis ve
bunlarin 190 tanesinin tespit edilebilir limitin iizerinde oldugu belirlenmistir. Ornekler,
kopyalar olmadan ii¢ farkli yontemle test edilmistir. Tutarsiz sonuglar ise
tekrarlanmamistir. TEMPO ve 1SO-VRBG metoduyla ortalama farklarin logaritmik olarak
-0.084 +0,46 oldugu ve PF-EB ve ISO-VRBG metoduyla ortalama farklarin ise logaritmik
olarak 0.007 + 0.450 oldugu tespit edilmistir (Paulsen vd., 2008).

Alina Kunicka-Styczynska tarafindan, 10° ila 10" kob/g seviyesinde kirlenmis 48
adet kiyilmis dana eti numuneleri igin standart sayim plak yontemleri ile TEMPO®
yontemi arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla bir ¢alisma tasarmistir. Test i¢in ii¢ kalite
kontrol gdstergesi secildi: toplam mezofilik mikroflora (toplam canli sayimi), koliformlar
ve Escherichia coli. Referans yontem prosediirleri ISO standartlarina uygun olarak
yapilmistir. Sonuglarin istatistiksel analizi, alternatif yontem ile standart sayim plakasi
yontemi arasinda anlamli bir iligkinin varligim1 ortaya koymustur. Tiim test tiirleri igin
dogrusal bir korelasyon tespit edilmistir. Korelasyon katsayilar1 yiiksek olup: toplam
mezofilik mikroflora i¢in 0.9977, koliform sayisi i¢in 0.9968 ve E. coli sayisi i¢in 0.9970
oldugu belirtilmistir (Styczynska, 2010).

Owen ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, TEMPO EB ile MPN, dokme
plak veya yayma plak yontemlerinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Dort yontem
kullanilarak toplam 209 gida, siit ve ¢evre 6rnegi test edildi ve sonuglar, TEMPO EB ile
MPN, dokme plaka veya yayma plaka teknikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkin olmadigini gostermistir. Bu ¢alismalar, Enterobacteriaceae'nin 10 kob’un altindaki

bir tespit limitiyle gilivenilir bir sekilde tespit edildigini gosterirken, Enterobacteriaceae
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olmayan suslar test edilen tiim inokulum seviyelerinde negatif sonuglar vermistir. TEMPO
EB'nin az sayida istisna disinda ¢ok sayida avantaja sahip oldugu gibi, rutin gida, siit
tirlinleri ve g¢evresel numunelerin analizi i¢in uygun bir yontem oldugu ve elde edilen
sonuglarin standart yontemlere esdeger oldugu diistiniilmektedir (Owen vd., 2010).

Yousef Saeed tarafindan tasarlanan bir baska c¢alismada, TEMPO sistemi
kullanilarak Oxyase® (Oxyase®, Inc.) enzimi ilave edilmis 0.1 mL'lik su Ornekleri,
Oxyase® enzimi olmayan Orneklerle karsilagtirilmistir. Numuneler farkli koliform
seviyeleri (10', 10%, 10 ve 10* kob/mL) ile kontamine edilmistir. TEMPO okuma
tinitesinde 35 °C'de 8, 12, 16, 22 ve 24 saat inkiibasyon sonrast sayimlar elde edildi ve 20
kopyadan elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilagtirllmistir. TEMPO testlerini
kullanarak, gida numunelerindeki yiiksek miktarlar (>6 log 10 kob/mL), algilama zamani
kalibrasyon egrisi kullanilarak 642 saatlik inkiibasyonda okunabilmektedir. TEMPO
sistemi okuma siiresini kisaltir (okuma protokolii degistirilmelidir) ve dolayisiyla 22 saat
bekletmeye gerek yoktur. Sadece 12 saat beklemek yeterlidir. TEMPO sistemi igin
Oxyase® enziminin analizde kullanilmasinin gerekli olmadigi sonuglar1 elde edilmistir
(Alsaadi, 2014).

Cetin Ertugrul tarafindan tasarlanan bir baska c¢alismada, 123 adet kanath et
tiriinlerinde Enterobacteriaceae ve toplam aerobik koloni sayis1 klasik yontem ve TEMPO
test sistemi ile karsilagtirilmistir. Calisma sonuglarina gére 100 adet toplam aerobik koloni
sayimi sonucu ve 85 adet de Enterobacteriaceae sayimi sonucu elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Aerobik koloni sayimi ve Enterobacteriaceae
sayimlarinda TEMPO ve klasik metotlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
olmadig1 saptanmistir (Ertugrul, 2012).

Andréia Cirolini ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada, pastorize edilmis ve
UHT siit numunelerindeki Enterobacteriaceae sayimi icin Petrifilm™ EB ve TEMPO EB
sistemlerini ISO 21528-2: 2004 ile karsilastirilmas1 amaglanmustir. Bu ¢alismada; 141 adet
pastorize siit numunesi mikroflorasi, 15 adet yapay kontamine pastorize siit numunesi ve
15 adet yapay kontamine UHT silit numunesi analiz edilmistir. Sistemin
degerlendirilmesinde TEMPO EB yontemi ve ISO 21528: 2 korelasyonu analiz edilen
orneklerde anlamliydi. Pastorize siitiin mikroflorasi i¢in r = 0.86, yapay olarak kontamine
edilmis pastdrize siit icin I = 0.96 ve yapay olarak kontamine edilmis UHT siit i¢in r = 0.99
olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, Petrifilm™ EB sistemi ve TEMPO EB sistemi,

kullanim kolaylig1 ve kullanilan mikrobiyolojik tahlillerin gergeklestirilmesi i¢in iglem
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stiresinin 6nemli Olclide kisalmasi nedeniyle siit i¢cin Enterobacteriaceae analizinde

1ISO21528-2’ye bir alternatif olabilecegi tespit edilmistir (Cirolini vd., 2013).

1.3. Calismanin Amaci

Sunulan bu tezin amaci, Enterobacteriaceae analizi i¢cin TEMPO cihaz1 ile klasik
metodun karsilagtirmasini yapmak, verifikasyon parametreleri ve Ol¢iim belirsizligi
hesaplamalarin1 yaparak hem gida hem de hayvansal yemlerde TEMPO cihazinin yiliksek

performansla kullanilabilirligini gostermektir.

1.4. Cahismanin Kapsam

Kantitatif analiz metotlarinin gegerli kilinmas1 ve dogrulanmasi icin yapilan
calismalari, olusturulan deney desenini ve hesaplamalar1 kapsamaktadir. Ayrica klasik
metot ile karsilikli ¢aligilarak analiz sonuglarinin degerlendirilmesi yapilmistir. Bu amacla
asagida kisaca agiklanan metot validasyonu parametreleri uygulanmistir.

Kesinlik: Ayni numuneden ayni yolla elde edilen sonuglarin birbirine yakinlig
anlamina gelen “kesinlik”, tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik parametrelerinin ard
arda uygulanmasi neticesinde yapilir.

Tekrarlanabilirlik caligsmasi, Standart Referans Malzeme yardimiyla igerigi bilinen
bir numune ile yapilabildigi gibi, igerigi bilinmeyen bir numune ile de yapilabilir.
Tekrarlanabilirlik calismasindaki amag, sonuglarin birbirine yakinligini kontrol etmektir.

Analiz tiim gida maddelerini kapsadigindan standartlarin belirttigi 4 farkli gida tipi
ve 1 yem tipi secilerek caligmalar yapilmistir. Analizler, ¢alisma araliginm1 kapsayacak
sekilde en az 2 farkli konsantrasyonda gergeklestirilmistir.

Tekrariiretilebilirlik: Olgiim sonuglarmin birbirine yakinhigi, farkli analistler

tarafindan, farkli ekipmanla (terazi, inkiibatdr, pipet, gibi) farkli gilinlerde yapilan
caligmalarla ortaya koyulur.

Dogruluk calismasi: Geri kazanim c¢aligmalar1 ve ulusal/uluslararast yeterlilik

testlerine katilim ile yapilir. Bu amagla miimkiin oldugu durumlarda SRM - Sertifikali
Referans Materyal kullanilir. SRM’lerde igerikler bellidir ve dnerilen yontem uygulanarak
bu iceriklere ne kadar yaklasildig1 belirlenir.

Olgiim _belirsizligi: Olgiim sonucunun olabilecegi makul araligin belitlenmesini

saglar, yani giiven araligin1 anlatir. Belirsizlik tam olarak yok edilemez, Ol¢iim
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sonuglarinin dagilimin1 gosterir ve tam olarak da hesaplanamaz. Tahmin edilebilir ve
belirsizlik bilesenlerinin iyilestirilmesi ile azaltilabilir. Genel olarak tekrariiretilebilirlik

verilerine dayandirilarak tahmin edilmesi uygun olmaktadir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Enterobacteriaceae Sayimm (Koloni Sayim Teknigi)

Enterobacteriaceae Sayimi I1SO 21528-2°¢ gore yapildi. Tiim gida numunelerinde ve
yemlerde Enterobacteriacca aranmasi amacini tasir. Enterobacteriaceae familyasi;
Citrobacter, Escherchia, Enterobacter, Edwardsiella, Erwinia, Hafnia, Klebsiella,
Morganella, Proteus, Salmonella, Serratia, Yersinia, Vibrio ve Pseudomonas cinsi
bakterileri icermektedir. Enterobacteriaceae familyasi fakiiltatif anaerob, gram negatif,
spor olusturmayan sekerlerden gaz ve asit olusturan ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Yiiksek

sayilarda bulunusu uygun olmayan isleme ve depolamanin indikatoriidiir (ISO 21528-2,

2017).

2.1.1. Cihaz ve Malzemeler

v' Otoklav

v’ Sterilizator ( 16045 °C)

v’ Inkiibatorler (37+1 °C), (siit analizi i¢in 32+1 °C)
v" Analitik teraziler (0.01 g hassasiyette)

v" Su banyosu (80 — 100°C)

v’ Peristaltik homojenizator

v’ pH metre

v" Bunzen beki

v' Steril bigak, pens, spatiil, vb. malzemeler

v Tiip karigtirict

v’ Plastik steril petriler (15x90 mm)

v Otomatik pipet ve steril pipet ucu

v" Cam tiipler ve tiip sporlar1

v' Erlen, beher, meziir vb. standart laboratuvar cam malzemesi
v" Koloni sayaci

v Mikrodalga



2.1.2. Besiyerleri ve Reaktifler

2.1.2.1. Peptonlu Su (PS)

Formiil :

Pepton : 109
Sodyum kloriir : 8549
Distile su ; 1000 mL

Tartilan hazir besiyeri igerigi distile su ile isitilarak ¢oziindiiriildi. Otoklav sonrasi

pH 740,2 olacak sekilde ayarlandi. 121+1 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

2.1.2.2. Violet Red Bile Glukoz Agar (VRBGA)

Formiil:

Yeast extract : 30
Pepton ya da gelysate : 70

Bile tuzlar1 ya da bile tuzlari no.3 : 159
Glukoz : 109
NaCl : 59
Neutral red : 0,03 g
Crystal violet : 0,002 g
Agar : 15¢
Distile su : 1000 mL

Hazir Besiyeri igerigi aseptik kosullarda steril siseye tartildi. Besiyeri icerigi kaynar
su banyosunda ¢oziindiiriildii. Kaynama sonrasinda ortam pH’st 7.2+0,2 olacak sekilde
ayarlandi. Besiyeri hazirlandiktan sonra 4 saat i¢inde kullanildi. Sogutulan besiyeri ekimi
yapilmus petrilere dokiildi (ISO 21528-2, 2017).

2.1.2.3. Nutrient Agar

Formiil:

Beef extract : 39
Pepton : 50

Agar : 15¢
Distile su : 1000 mL
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Tartilan hazir besiyeri igerigi distile su ile 1sitilarak ¢oziindiiriildii. 121+1 °C’de 15
dakika sterilize edildi. Otoklav sonrast pH 6,8+0,2 olacak sekilde ayarlandi. 50 °C’de
aseptik kosullarda petrilere aktarild: (1SO 21528-2, 2017).

2.1.2.4. Glukoz OF Besiyeri

Formiil:

Enzymatic digest of casein 2,09
KH,PO, : 0,39
Glukoz : 10,0 ¢
Sodyum kloriir : 500
Bromthymol blue : 0,08 ¢
Agar : 3-4¢
Distile su : 1000 mL

Hazirlanan karigim 1sitilarak ¢oziindiiriildii. Otoklav sonrasit 25 °C’de pH 6,8+0,2
olacak sekilde ayarlandi. Besiyeri uygun test tiiplerine dokiildii (Ornegin; 10 mm’lik, 16
mm x160 mm). 121+1 °C’de 15 dakika sterilize edildi. Dikey sekilde donmas1 saglandi ve
buzdolabinda saklandi. Bu sekilde 4 haftaya kadar 5+3 °C’de saklama yapilabilir.
Kullanmadan hemen 6nce oksijenin uzaklastirilmas1 amaciyla kaynar su banyosunda 15

dakika 1s1t1ld1 ve ardindan hizlica inkiibasyon sicakligina sogutuldu (ISO 21528-2, 2017).

2.1.2.5. Oksidaz Test Kiti

Hazir kit kullanilmastir.

2.1.2.6. Steril Mineral Yag

Mineral yag 160 °C’de 1-2 saat sterilizatorde sterilize edildi.
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2.1.3. islem

2.1.3.1. EKim

10 mL/g 6rnek 90 mL PS ile gida mikrobiyolojisi laboratuvar kurallarina uygun
olarak homojenize edildi (peristaltik homojenizatérde parcalanarak homojen hale getirildi)
ve baylece 10 lik diliisyon hazirlanmus oldu.

Numune tartim poseti i¢inde bulunan Numune+PS 10 1ik ¢Ozeltidir ve bundan 9
mL’lik tiip PS’lere 1’er mL gegilerek 10%-10°° seyreltimleri hazirlandi. 1/10’luk
dilisyondan 2 steril petri kutusuna 1’er mL inokiile edildi. Eger numunedeki
Enterobacteriacea sayisi yiiksek bekleniyorsa seri dillisyonlar da yapilabilir Aseptik
kosullarda hazirlanan VRBGA besiyeri ortalama 45 °C’ye sogutularak yaklasik 10 mL
olarak dokiildii ve karistirildi. Donma gergeklestikten sonra iizerine yari anaerobik sartlara
ulagmak i¢in ilave olarak 15 mL daha besiyeri dokiildii .

Ekim islemi yapilmis olan petriler inkiibatorde sicaklik ve zaman normlarina gére

inkiibasyona birakildi. 37 °C’de 24+2 saat inkiibasyona birakild: (ISO 21528-2, 2017)

2.1.3.2. Hesaplama ve Sonuclar

VRBGA da iireyen tipik koloni (pembe, mor) olusumu gozlemlenen petrilerden
alinan koloniler Nutrient agara ¢izildi ve 37 °C’de 2442 saat inkiibasyona birakildi. Bazi
Enterobacteriaceae bakterileri besiyerinde veya kendi kolonilerinde renksizlesmeye neden
olabilmektedir. Bu nedenle beyazimsi kolonilerden de dogrulama i¢in ornek alinmuistir.
Nutrient agar yiizeyinde zenginlestirildi ve Glukoz OF agara gecildi. 37 °C de 24+2 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda oksidaz (-), glukoz (+) sonug pozitif kabul
edilerek degerlendirmeler yapildi. (ISO 21528-2, 2017)

Not: Petrilerdeki koloni sayis1 25-250 arasi olursa sayilabilir.

Hesaplamalar Formiil 2.1°e gore yapildi.
N=>C/[(1 X n1)+(0,1 X ny)] Xd (2.1)
N; koloni sayisi [gram (g) ya da mililitre (mL)]

> C; petrilerde sayilan kolonilerin toplam miktar1

Ny, birinci diliisyondaki petri sayisi
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ny; ikinci diliisyondaki petri sayist

d; ilk sayilan petrinin diliisyon katsayisi

Oksidaz testi: 10 saniye i¢inde rengin koyu mavi-mor renge doniismemesi testin

negatif, donmesi ise testin pozitif reaksiyon kabul edilir (ISO 21528-2, 2017).

2.2. Enterobacteriaceae Sayimi (TEMPO)

TEMPO EB kiti 35 £ 1 °C de 22 - 27 saat aralifinda gidalarda ve gevre
numunelerinde enterobacteriaceae sayisinin dogrulama testleri yapilmasina gerek
duyulmadan belirlenmesini saglamak icin Uretilmistir. ISO 21528-2 standardina alternatif

olarak gelistirilmistir (URL-3).

2.2.1. Cihaz ve Malzemeler

v' Otoklav

v Sterilizator ( 160+5°C)

v’ Inkiibatorler (35+1°C)

v' Analitik teraziler (0,01g hassasiyette)

v" Su banyosu (80-100 °C)

v’ Peristaltik Homojenizator

v pH metre

v" Bunzen beki

v" Steril bigak, pens, spatiil, vb. malzemeler

v" Tiip karigtirici

v Plastik steril petriler (15x90mm)

v’ Otomatik pipet ve steril pipet ucu

v" Cam tiipler ve tiip sporlar

v' Erlen, beher, meziir vb. standart laboratuar cam malzemesi
v' TEMPO torbalar1 — lateral filtreli torbalar (bioMérieux Ref. 80 015)
v' TEMPO EB Kartlar1

v' TEMPO EB besiyeri
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2.2.2. Besiyerleri ve Reaktifler

Bitkisel peptonlar : 10
Sekerler . 26
Sodyum kloriir 5

Biiylime faktorleri 10,5
Tampon sistemi : 16

Sodyum deoksikolat* (sigir ve koyun) 10,75
Florosan pH indikatorii 10,05
Kopiirme onleyici ajan 10,4

* Besiyeri sisesi > 1% den az Sodyum deoksikolat igerir, pH 7,4

2.2.3. Islem

2.2.3.1. EKim

10 mL/g 6rnek 90 mL PS ile gida mikrobiyolojisi laboratuvar kurallarina uygun
olarak homojenize edildi (Peristaltik homojenizatérde parcalanarak homojen hale getirildi)
boylece 10™1ik diliisyon hazirlanir (ISO 21528-2, 2017).

Numune tarttm poseti icinde bulunan Numune+PS 10 1ik cozeltidir. Besiyeri
sisesine 3 mL steril distile su ilave edildi ve besiyeri hazir hale getirildi. Tartim yapilan
numune diliisyonundan 1 mL TEMPO EB besiyeri sisesine gecilerek 6rnek hazirlandi.
Besiyeri sisesinin igerisine bu besiyeri ile uyumlu olan EB kart1 daldirildi ve beraberce
TEMPO dolum finitesine yerlestirildi. Yaklasitk 3 dakika igerisinde cihaz besiyeri
sisesindeki numuneyi kartin icerisine vakumlama yoluyla doldurarak kartin {izerindeki
dolum kisimini termal olarak kesti ve kart inkiibasyon i¢in hazir hale getirildi.

Ekim islemi yapilmis olan kartlar Inkiibatorde sicaklik ve zaman normlarina gore

inkiibasyona birakildi. 35+1 °C’de yaklasik 24 saat inkiibasyona birakildi (URL-3).

2.2.3.2. Hesaplama ve Sonuclar

Inkiibasyon siiresi dolan kartlar TEMPO okuma iinitesine yerlestirildi ve baslat
tusuna basilmasiyla birlikte 30 saniye icerisinde okuma islemi gergeklestirildi. Sonuglar

bilgisayar ekraninda goriintiilendi.
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2.3. Verifikasyon Calismalari

Kullanilan metot standart bir metot oldugu i¢in tam validasyonu yapilmamustir.
Calismalarda farkli matriks 6zelliklerine sahip ISO 19036 ya gore 4 farkli gida 6rnegi ve 1
yem Ornegi se¢ilmistir;

Secilen matriks tiplerini temsil eden Ornekler alt Orneklere ayrilarak 2 farkli
kontaminasyon diizeyinde yapay olarak kontamine edilmistir.

Her analist, her bir matriks tipini temsil eden ve toplamda 6 tekrarli analizlerini

bagimsiz olarak yapmistir. Boylece islemi Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi yapilmustir.

ALT ORNEKLEME

v

2 x (5 x 6) = 60 diisiik

2 x (5 x 6) =60 yiiksek

(2 x 5) =10 Kér

Toplam 130 sonug (2 analist i¢in)

Sekil 2.1. Calismada kullanilacak numunelerin alt 6rnekleme sayilari

2.3.1. Kesinlik Calismalari

2.3.1.1. Tekrarlanabilirlik (Sr) Calismasi

Ayni analist ayn1 ornek ile aym1 zaman araliginda 6 defa calismistir. Tekrar

sonuglariin logaritmasindan tekrarlanabilirlik standart sapmasi (Sy) hesaplanmistir.
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2.3.1.2. Tekrariiretilebilirlik (Sgr) Calismasi

Laboratuar i¢i tekrariiretilebilirlik standart sapmasi; tekrarlanabilirlik sonuglari
kullanilarak hesaplanmistir. Her 6rnek farkli iki analist tarafindan ¢alisilmigtir. Her analist,
kendi alt Srneklemesini (10 *’lik dilusyon) kendisi olusturmustur. Laboratuvar ici

tekrariiretilebilirlik standart sapmasi (Sg) hesaplanmustir.

2.3.2. Dogruluk Calismalar:

Verifikasyon ¢alismasinda dogruluk alt parametreleri olan yeterlilik, geri alma ve

negatif sus ile ¢calismalar yapilmistir.

2.4. Belirsizlik Kaynaklari ve Hesaplanmasi

Belirsizlik laboratuvar igi tekrartiretilebilirlik bagil standart sapmasi hesaplanarak
bulunmustur. Bulunan bu deger % 95 giiven aralig1 i¢in 2 ile (Covarage factor) c¢arpilarak
genisletilmis belirsizlik bulunmustur.

4 farkli gida ve 1 yem Orneginde 10 farkli analiz, farkli giinlerde, farkh
konsantrasyonlarda yapay kontamine gida 6rnegi ile laboratuvar igi tekrar iretilebilirlik
calismas1 yapilmastir.

Her bir 6rnek i¢in, analistler farkli yapay kontamine alt 6rnekleri calismislardir.
Analistlerin ayn1 6rnekten elde ettikleri sonuclar ile asagidaki formiile gore her 6rnek i¢in

bir relatif tekrartiretilebilirlik standart sapmasi elde edilmistir.
RSD: S/x(ort) (2.2)
RSDg; Bir 6rnek igin tekrartiretilebilirlik relatif standart sapmasi (logaritmik olarak)
Tiim ornekler i¢in ayr1 olarak RSDg degerleri hesaplandiktan sonra laboratuvar ici
relatif tekrariiretilebilirlik standart sapmas1 hesaplanmustir.
RSDgc; Laboratuar i¢i tekrariiretilebilirlik relatif standart sapmasi

Hesaplanan RSDgc degeri birlestirilmis belirsizlik olarak alinmigtir. RSDgc, % 95

giiven aralig1 i¢in 2 (covarege factor) ile ¢arpilarak genisletilmis belirsizlik hesaplanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Tekrarlanabilirlik (Sr) Calismalar:

Siit 6rneginde 1. analist ve 2. analistin tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait verileri Tablo
3.1 ve Tablo 3.2 de sunulmustur. Veriler incelendiginde, standart sapma degerleri en diisiik
0,12 ve en yiiksek 0,18 olarak belirlenmistir. Logaritmik farklar, 1. analist i¢in diislik
seviyede 0,34 ve yiiksek seviyede de 0,40, 2. analist icin diislik seviyede 0,36 ve yiiksek
seviyede de 0,40 olarak hesaplanmistir. Bu degerler kabul kriteri olan 0,5 log10 degerinin

i¢inde kalmistir.

Tablo 3.1. Siit i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 (1. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 390 2,59 11000 4,04
2 730 2,86 5000 3,70
3 500 2,70 4400 3,64
4 730 2,86 6000 3,78
5 330 2,52 11000 4,04
6 560 2,75 9100 3,96
ortalama 540 2,71 7750 3,86
Sr 0,14 0,18
max log 2,86 4,04
min log 2,52 3,64
log fark 0,34 0,40

Tablo 3.2. Siit i¢in tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 (2. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 360 2,56 9100 3,96
2 640 2,81 6000 3,78
3 830 2,92 3700 3,57
4 530 2,72 6700 3,83
5 640 2,81 9300 3,97
6 570 2,76 6800 3,83
ortalama 595 2,76 6933 3,82
Sr 0,12 0,15
max log 2,92 3,97
min log 2,56 3,57

log fark 0,36 0,40




Dondurma o6rneginde 1. analist ve 2. analistin tekrarlanabilirlik caligmasina ait
verileri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te sunulmustur. Veriler incelendiginde, standart sapma
degerleri en diisiik 0,09 ve en yiiksek 0,12 olarak belirlenmistir. Logaritmik farklar, 1.
analist icin diisiik seviyede 0,28 ve yiiksek seviyede de 0,24, 2. analist i¢in diisiik seviyede
0,29 ve yiiksek seviyede de 0,29 olarak hesaplanmistir. Bu degerler kabul kriteri olan 0,5
log10 degerinin i¢inde kalmistir.

Tablo 3.3. Dondurma i¢in tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 (1. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 360 2,56 6000 3,78
2 390 2,59 6000 3,78
3 330 2,52 9100 3,96
4 530 2,72 7800 3,89
5 570 2,76 6800 3,83
6 630 2,80 5200 3,72
ortalama 468 2,66 6817 3,83
Sr 0,12 0,09
max log 2,80 3,96
min log 2,52 3,72
log fark 0,28 0,24

Tablo 3.4. Dondurma i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 (2. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 640 2,81 7800 3,89
2 330 2,52 6700 3,83
3 430 2,63 5500 3,74
4 480 2,68 7800 3,89
5 400 2,60 4000 3,60
6 450 2,65 5500 3,74
ortalama 455 2,65 6216 3,78
Sr 0,10 0,11
max log 2,81 3,89
min log 2,52 3,60
log fark 0,29 0,29

Findik 6rneginde 1. analist ve 2. analistin tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait verileri
Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da sunulmustur. Veriler incelendiginde, standart sapma degerleri en
diisiik 0,09 ve en yiiksek 0,25 olarak belirlenmistir. Logaritmik farklar, 1. analist i¢in
diisiik seviyede 0,24 ve yiiksek seviyede de 0,51, 2. analist i¢in diisiik seviyede 0,33 ve
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yiiksek seviyede de 0,48 olarak hesaplanmistir. Bu degerler 1. analist yiiksek seviye degeri
hari¢ kabul kriteri olan 0,5 logl0 degerinin i¢inde kalmistir. 1. Analist yiiksek seviye
degeri de TEMPO cihazi i¢in belirtilmis olan 1 loglO degeri i¢inde kalmistir. Tiim
numuneler arasinda en yiiksek logaritmik farkin findik Orne§inde olusmasi matriks

yapisindan gelen homojenizasyon sorunundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Tablo 3.5. Findik i¢in tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 (1. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 360 2,56 820 2,91
2 440 2,64 1700 3,23
3 460 2,66 550 2,74
4 630 2,80 520 2,72
5 480 2,68 520 2,72
6 580 2,76 1700 3,23
ortalama 492 2,68 968 2,92
Sr 0,09 0,25
max log 2,80 3,23
min log 2,56 2,72
log fark 0,24 0,51

Tablo 3.6. Findik i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 (2. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 280 2,45 560 2,75
2 450 2,65 1700 3,23
3 560 2,75 1200 3,08
4 390 2,59 660 2,82
5 260 2,41 830 2,92
6 430 2,63 1100 3,04
ortalama 395 2,58 10083 2,97
Sr 0,13 0,18
max log 2,75 3,23
min log 2,41 2,75
log fark 0,33 0,48

Peynir 6rneginde 1. analist ve 2. analistin tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait verileri
Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’de sunulmustur. Veriler incelendiginde, standart sapma degerleri en
diisiik 0,05 ve en yiiksek 0,15 olarak belirlenmistir. Logaritmik farklar, 1. analist i¢in
diisiik seviyede 0,24 ve yiiksek seviyede de 0,23, 2. analist i¢in diisiik seviyede 0,13 ve
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yiikksek seviyede de 0,35 olarak hesaplanmistir. Bu degerler kabul kriteri olan 0,5 logl10

degerinin i¢inde kalmistir.

Tablo 3.7. Peynir i¢in tekrarlanabilirlik ¢aligmalar1 (1. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 280 2,45 2200 3,34
2 300 2,48 3700 3,57
3 280 2,45 2900 3,40
4 490 2,69 2500 3,46
5 480 2,68 2900 3,49
6 400 2,60 3100 3,46
ortalama 372 2,56 2883 3,45
Sr 0,11 0,08
max log 2,69 3,57
min log 2,45 3,34
log fark 0,24 0,23

Tablo 3.8. Peynir igin tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 (2. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 360 2,56 2400 3,38
2 360 2,56 3100 3,49
3 330 2,52 5200 3,72
4 450 2,65 4000 3,60
5 390 2,59 2300 3,36
6 360 2,56 4600 3,66
ortalama 375 2,57 3600 3,54
Sr 0,05 0,15
max log 2,65 3,72
min log 2,52 3,36
log fark 0,13 0,35

Balik yagi orneginde 1. analist ve 2. analistin tekrarlanabilirlik ¢alismasina ait
verileri Tablo 3.9 ve Tablo 3.10’da sunulmustur. Veriler incelendiginde, standart sapma
degerleri en diisiik 0,09 ve en yiiksek 0,18 olarak belirlenmistir. Logaritmik farklar, 1.
analist i¢in diisiik seviyede 0,24 ve yliksek seviyede de 0,23, 2. analist i¢in diisiik seviyede
0,24 ve yiiksek seviyede de 0,36 olarak hesaplanmistir. Bu degerler kabul kriteri olan 0,5

log10 degerinin i¢inde kalmistir.
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Tablo 3.9. Balik yagi i¢in tekrarlanabilirlik ¢aligsmalar1 (1. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 1200 3,08 21000 4,32
2 1200 3,08 9100 3,96
3 1700 3,23 12000 4,08
4 1400 3,15 8200 3,91
5 1900 3,28 15000 4,18
6 730 2,86 21000 4,32
ortalama 1355 3,11 14383 4,13
Sr 0,15 0,18
max log 3,28 4,32
min log 2,86 3,91
log fark 0,24 0,23

Tablo 3.10. Balik yagi i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 (2. Analist)

Ornek DUSUK log 10 YUKSEK log 10
1 1200 3,08 17000 4,23
2 1100 3,04 15000 4,18
3 1500 3,18 11000 4,04
4 1300 3,11 12000 4,08
5 1900 3,28 12000 4,08
6 1100 3,04 25000 4,40
ortalama 1350 3,12 15333 4,17
Sr 0,09 0,13
max log 3,28 4,40
min log 3,04 4,04
log fark 0,24 0,36

3.2. Tekrariiretilebilirlik (Sg) Calismalar:

Tiim 6rnekler i¢in 1. analist ve 2. analistin tekrariiretilebilirlik ¢calismasina ait verileri
Tablo 3.11°de sunulmustur. Tekrariiretilebilirlik standart sapmasi Sg=0,09 olarak
hesaplanmistir. Bu deger klasik metotta belirtilen en disiik tekrariiretilebilirlik standart

sapmas1 degeri olan 0,13’ten de daha kiigtiktiir.

Tablo 3.11. Tekrariiretilebilirlik sonuglari

i Re;))ii.ke Analiz Sor;glarl Sonic.;larm Logarth@a51 Yia-Yis  (Yia-Yis)
iA iB iA iB

1 390 360 2,591 2,556 0,035 0,001

2 730 530 2,863 2,724 0,139 0,019

3 5000 6000 3,699 3,778 -0,079 0,006
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Tablo 3.11’in devani

i Re;;ii'ke Analiz Sm;(us:lan Son$glar1n Logari?nam YirYin (YiA'YiB)Z
1A 1B 1A 1B

4 11000 9100 4,041 3,959 0,082 0,007
5 390 330 2,591 2,519 0,073 0,005
6 330 430 2,519 2,633 -0,115 0,013
7 6000 7800 3,778 3,892 -0,114 0,013
8 6000 6700 3,778 3,826 -0,048 0,002
9 480 390 2,681 2,591 0,090 0,008
10 400 360 2,602 2,556 0,046 0,002
11 3700 3100 3,568 3,491 0,077 0,006
12 2900 5200 3,462 3,716 -0,254 0,064
13 1200 1100 3,079 3,041 0,038 0,001
14 1700 1500 3,230 3,176 0,054 0,003
15 330 640 2,519 2,806 -0,288 0,083
16 560 570 2,748 2,756 -0,008 0,000
17 9100 5500 3,959 3,740 0,219 0,048
18 7800 7800 3,892 3,892 0,000 0,000
19 280 360 2,447 2,556 -0,109 0,012
20 300 360 2,477 2,556 -0,079 0,006
Sr 0,09

3.3. Dogruluk Calismalar:

3.3.1. Geri Alma Calismasi

SRM Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ile ¢alisildi. Siit 6rneginde geri alma

calismasina ait veriler Tablo 3.12°de sunulmustur.

Tablo 3.12. Dogruluk ¢alismalar1 — geri alma ¢aligmasi

Matriks Diizey  Spike Edilen  Olgiillem Deger ~ Geri Alma Oram %
SUT Diisiik 2,114 2,079 98
Yiiksek 3,114 3,079 99

Sonuclar incelendiginde 10% ve 10° seviyesinde yapilan spike (ekleme) islemi sonucu

% 98 ve % 99 gibi ¢ok iyi geri alma degerleri elde edilmistir.
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3.3.2. Yeterlilik Testi

FEPAS M241e05 kodlu yeterlilik testi katiliminda elde edilen sonu¢ Tablo 3.13°de

sunulmustur.

Tablo 3.13. Dogruluk ¢alismalar1 — yeterlilik testi

Sonug TEMPO 1ISO 21528-2
Gergek deger 3,6x10° 3,6x10°
Bulunan deger 5,3x10° 5,5x10°

Z skoru 0,6 0,7

Laboratuvarlar arast yapilan ¢alismalar sonucu Z skoru degeri TEMPO ile yapilan
analizde 0,6 ve ISO 21528-2 ile yapilan analizde 0,7 ¢ikmistir. Bulunmasi gereken deger
araligi Z = + 2°dir. Iki metodun da sonuglar1 birbirine ¢ok yakin ve smir deger aralig

icinde kalmistir.

3.3.3. Kor Calisma

Negatif kontrol amagl Staphylococcus aureus ATCC 25923 susu ile ¢aligma yapildi.

Tiim 6rneklerdeki negatif kontrol ¢alismasina ait veriler Tablo 3.14’te sunulmustur.

Tablo 3.14. Negatif kontrol ¢alismasi

Siit <10
Dondurma <10
Findik <10
Peynir <10
Balik Yag <10

Negatif sus ile yapilan ¢alismalarda tiim 6rneklerde <10 sonucu tespit edilmistir. Bu
sonug, cthazin sonuglarmin 6zgiilliigiiniin 1y1 oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar pozitif

elde edilen degerlerin de anlamli oldugunu gostemektedir.

34



3.4. Ol¢iim Belirsizligi Hesaplamalari ve Raporlama

3.4.1. Ol¢iim Belirsizligi Hesaplamalar

Siit orneginde 1. analist ve 2. analistin Ol¢iim belirsizligi verileri Tablo 3.15°te
sunulmustur. Tekrariiretilebilirlik verileri ile elde edilen sonuglar ile hesaplanan

genisletilmis 6l¢tim belirsiziligi degeri 0,0673 olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.15. Siit 6rnegine ait 6lglim belirsizligi sonuglari

Birinci Analist Ikinci Analist ,
o Cog . Cog RSDg RSDgr
390 2,591 360 2,556 0,0096 0,0001
730 2,863 640 2,806 0,0143 0,0002
500 2,699 830 2,919 0,0554 0,0031
730 2,863 530 2,724 0,0352 0,0012
330 2,519 640 2,806 0,0764 0,0058

11000 4,041 9100 3,959 0,0146 0,0002
5000 3,699 6000 3,778 0,0150 0,0002
4400 3,643 3700 3,568 0,0148 0,0002
6000 3,778 6700 3,826 0,0089 0,0001
11000 4,041 9300 3,968 0,0129 0,0002

U (Genisletilmis Belirsizlik)= RSDgc 0,0337

U (Genisletilmis Belirsizlik) 0,0673

Dondurma orneginde 1. analist ve 2. analistin Sl¢iim belirsizligi verileri Tablo
3.16°da sunulmustur. Tekrariiretilebilirlik verileri ile elde edilen sonuglar ile hesaplanan

genisgletilmis 6l¢iim belirsiziligi degeri 0,068 olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.16. Dondurma 6rnegine ait 6lgim belirsizligi sonuglari

Birinci Analist Ikinci Analist

2
o Log i Log RSDg RSDg
360 2,556 640 2,806 0,0659 0,0043
390 2,591 330 2,519 0,0201 0,0004
330 2,519 430 2,633 0,0316 0,0010
530 2,724 480 2,681 0,0113 0,0001
570 2,756 400 2,602 0,0406 0,0016
6000 3,778 7800 3,892 0,0210 0,0004
6000 3,778 6700 3,826 0,0089 0,0001
9100 3,959 5500 3,740 0,0402 0,0016
7800 3,892 7800 3,892 0,0000 0,0000
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Tablo 3.16’nin devami

Birinci Analist Ikinci Analist

2

Xin Log Xin Log RSDg RSDg
6800 3,833 4000 3,602 0,0438 0,0019
U (Genigsletilmis Belirsizlik)= RSDgrc 0,034

U (Genigsletilmis Belirsizlik) 0,068

Findik 6rneginde 1. analist ve 2. analistin 6l¢im belirsizligi verileri Tablo 3.17°de
sunulmustur. Tekrariiretilebilirlik verileri ile elde edilen sonuglar ile hesaplanan

genisletilmis 6l¢lim belirsiziligi degeri 0,081 olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.17. Findik 6rnegine ait 6lglim belirsizligi sonuglart

Birinci Analist Ikinci Analist

2
Xin Log Xin Log RSDgr RSDgr
360 2,556 280 2,447 0,0308 0,0010
440 2,643 450 2,653 0,0026 0,0000
460 2,663 560 2,748 0,0223 0,0005
630 2,799 390 2,591 0,0546 0,0030
480 2,681 260 2,415 0,0739 0,0055

8200 3,914 5600 3,748 0,0306 0,0009

17000 4,230 17000 4,230 0,0000 0,0000

5500 3,740 12000 4,079 0,0613 0,0038

5200 3,716 6600 3,820 0,0194 0,0004

5200 3,716 8300 3,919 0,0376 0,0014

U (Genisletilmis Belirsizlik)= RSDgc 0,0405
U (Genisletilmis Belirsizlik) 0,0810

Peynir 6rneginde 1. analist ve 2. analistin dl¢iim belirsizligi verileri Tablo 3.18’de
sunulmustur. Tekrartiretilebilirlik verileri ile elde edilen sonuclar ile hesaplanan

genisletilmis dl¢tim belirsiziligi degeri 0,0546 olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.18. Peynir 6rnegine ait 6l¢iim belirsizligi sonuglart

Birinci Analist Ikinci Analist

2
Xin Log X Log RSDr RSDr

280 2,447 360 2,556 0,0308 0,0010
300 2,477 360 2,556 0,0222 0,0005
280 2,447 330 2,519 0,0203 0,0004
490 2,690 450 2,653 0,0098 0,0001
480 2,681 390 2,591 0,0242 0,0006
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Tablo 3.18’in devami

Birinci Analist Ikinci Analist

2

Xin Log Xin Log RSDg RSDgr
2200 3,342 2400 3,380 0,0079 0,0001
3700 3,568 3100 3,491 0,0154 0,0002
2900 3,462 5200 3,716 0,0500 0,0025
2500 3,398 4000 3,602 0,0412 0,0017
2900 3,462 2300 3,362 0,0209 0,0004
U (Genisletilmis Belirsizlik)= RSDgc 0,0273

U (Genisletilmis Belirsizlik) 0,0546

Balik yagi orneginde 1. analist ve 2. analistin Ol¢im belirsizligi verileri Tablo
3.19°da sunulmustur. Tekrariiretilebilirlik verileri ile elde edilen sonuglar ile hesaplanan

genisletilmis Sl¢iim belirsiziligi degeri 0,0352 olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.19. Balik yag1 6rnegine ait 6l¢iim belirsizligi sonuglar

Birinci Analist Ikinci Analist 2
Xix Log Xin Log RSDg RSDg
1200 3,079 1200 3,079 0,0000 0,0000
1200 3,079 1100 3,041 0,0087 0,0001
1700 3,230 1500 3,176 0,0120 0,0001
1400 3,146 1300 3,114 0,0073 0,0001
1900 3,279 1900 3,279 0,0000 0,0000
21000 4,322 17000 4,230 0,0152 0,0002
9100 3,959 15000 4,176 0,0377 0,0014
12000 4,079 11000 4,041 0,0066 0,0000
8200 3,914 12000 4,079 0,0293 0,0009
15000 4,176 12000 4,079 0,0166 0,0003

U (Genisletilmis Belirsizlik)= RSDgc 0,0176
U (Genisletilmis Belirsizlik) 0,0352

3.4.2. Belirsizligin Raporlanmasi

Olgiim belirsizligi raporlanirken; A+U

Ornegin; Siit Analiz sonucu (A): 5,000 kob/g = 5x10% olsun.

Logaritmik olarak: 3,69

Olgiim belirsizligi (U, Log): 0,067

Raporlarken; 3,69 £ 0,067 (3,623 — 3,757)
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3.5. Metot Karsilastirma

Tim gidalar ve yemde 1SO 21528-2 ve TEMPO ile yapilan analiz sonuglarina ait
korelasyon grafigi Sekil 3.1°de sunulmustur. Bu iirlin gruplarinda 6’sar adet diisiik seviye
ve 6’sar adet yiiksek seviye siit, dondurma, findik, peynir ve balik yagi olmak iizere
toplamda 60 adet Ornek karsilikli olarak calisilmistir. Bu analizlerden elde edilen
sonuglarin korelasyon degeri tiim numuneler degerlendirildiginde R? = 0,9283 ¢ikmustur.

Yapilan analizler arasindaki logaritmik fark, en kiigiigii 0,01 ve en biiytigii 0,44 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Tiim gidalar ve yemde ISO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglar1 grafigi
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Siit 6rneginde ISO 21528-2 ve TEMPO ile yapilan analiz sonuglar1 Tablo 3.20°de ve
bu degerlere ait korelasyon grafigi Sekil 3.2°de sunulmustur. Siit 6rneginde elde edilen
sonuglarin korelasyon degeri tiim numunelerinki degerlendirildiginde R? = 0,9385
cikmistir. Yapilan analizler arasindaki logaritmik fark en kiigiigii 0,01 ve en biiyiigii 0,44

olarak belirlenmistir.

Tablo 3.20. Siit 6rneginde 1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari

Omek TEMPO log10 1SO 21528-2 log10 Logaritmik Fark

1 390 2,59 385 2,59 0,01
2 730 2,86 370 2,57 0,30
3 500 2,70 330 2,52 0,18
4 730 2,86 375 2,57 0,29
5 330 2,52 375 2,57 0,06
6 560 2,75 440 2,64 0,10
7 11000 4,04 3950 3,60 0,44
8 5000 3,70 3650 3,56 0,14
9 4400 3,64 4250 3,63 0,02
10 6000 3,78 4100 3,61 0,17
11 11000 4,04 4850 3,69 0,36
12 9100 3,96 4850 3,69 0,27
4,5
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Sekil 3.2. Siit 6rneginde 1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglart grafigi
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Dondurma &rneginde ISO 21528-2 ve TEMPO ile yapilan analiz sonuglari Tablo
3.21°de ve bu degerlere ait korelasyon grafigi Sekil 3.3’te sunulmustur. Elde edilen
sonuglarin korelasyon degeri tiim numuneler degerlendirildiginde R? = 0,9589 ¢ikmustir.
Yapilan analizler arasindaki logaritmik fark en kiigiigii 0,07 ve en biiyiigii 0,30 olarak

belirlenmistir.

Tablo 3.21. Dondurma 6rneginde 1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari

Omek TEMPO log10 1SO21528-2 log10 Logaritmik Fark

1 360 2,56 460 2,66 0,11
2 390 2,59 295 2,47 0,12
3 330 2,52 405 2,61 0,09
4 530 2,72 390 2,59 0,13
5 570 2,76 325 2,51 0,24
6 630 2,80 445 2,65 0,15
7 6000 3,78 5050 3,70 0,07
8 6000 3,78 4450 3,65 0,13
9 9100 3,96 4600 3,66 0,30
10 7800 3,89 4550 3,66 0,23
11 6800 3,83 4000 3,60 0,23
12 5200 3,72 4400 3,64 0,07
4,5
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Sekil 3.3. Dondurma 6rneginde I1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari grafigi
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Findik 6rneginde ISO 21528-2 ve TEMPO ile yapilan analiz sonuglar1 Tablo 3.22°de
ve bu degerlere ait korelasyon grafigi Sekil 3.4’te sunulmustur. Elde edilen sonuglarin
korelasyon degeri tiim numunelerinki degerlendirildiginde R? = 0,9385 ¢ikmustir. Yapilan
analizler arasindaki logaritmik fark, en Kkiigiigii 0,01 ve en bilyiigi 0,44 olarak

belirlenmistir.

Tablo 3.22. Findik 6rneginde 1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari

Omek TEMPO log10 1SO21528-2 log10 Logaritmik Fark

1 360 2,56 310 2.49 0,06
2 440 2,64 300 2,48 0,17
3 460 2,66 285 2,45 0,21
4 630 2.80 360 2,56 0,24
5 480 2,68 315 2,50 0,18
6 580 2.76 265 2,42 0,34
7 8200 3,01 6300 3,80 0,11
8 17000 423 8100 3,01 0,32
9 5500 3,74 7350 3,87 0,13
10 5200 3,72 8100 3,01 0,19
11 5200 3,72 6850 3,84 0,12
12 17000 423 8350 3,92 0,31
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Sekil 3.4. Findik 6rneginde 1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglar1 grafigi
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Peynir 6rneginde ISO 21528-2 ve TEMPO ile yapilan analiz sonuglar1 Tablo 3.23’te
ve bu degerlere ait korelasyon grafigi Sekil 3.5’te sunulmustur. Elde edilen sonuglarin
korelasyon degeri tiim numunelerinki degerlendirildiginde R? = 0,9378 ¢ikmustir. Yapilan
analizler arasindaki logaritmik fark en ki¢igi 0,02 ve en buyigi 0,25 olarak

belirlenmistir.

Tablo 3.23. Peynir 6rneginde 1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari

Omek TEMPO log10 1SO21528-2 log10  Logaritmik Fark

1 280 2,45 405 2,61 0,16
2 300 2,48 260 2,41 0,06
3 280 2,45 260 2,41 0,03
4 490 2,69 295 2,47 0,22
5 480 2,68 270 2,43 0,25
6 400 2,60 260 2,41 0,19
7 2200 3,34 2085 3,32 0,02
8 3700 3,57 2350 3,37 0,20
9 2900 3,46 2225 3,35 0,12
10 2500 3,40 2120 3,33 0,07
11 2900 3,46 1895 3,28 0,18
12 3100 3,49 1880 3,27 0,22
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Sekil 3.5. Peynir 6rneginde I1ISO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari grafigi
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Balik yag1 orneginde ISO 21528-2 ve TEMPO ile yapilan analiz sonuglar1 Tablo
3.24’te ve bu degerlere ait korelasyon grafigi Sekil 3.6’da sunulmustur. Elde edilen
sonuglarin korelasyon degeri tiim numunelerinki degerlendirildiginde R? = 0,9603
cikmistir. Yapilan analizler arasindaki logaritmik fark en kiigiigii 0,01 ve en biiyiigi 0,18

olarak belirlenmistir.

Tablo 3.24. Balik yagi 6rneginde I1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglari

Omek TEMPO log10 1SO21528-2 log10  Logaritmik Fark

1 1200 3,08 1100 3,04 0,04
2 1200 3,08 1050 3,02 0,06
3 1700 3,23 1300 3,11 0,12
4 1400 3,15 1250 3,10 0,05
5 1900 3,28 1350 3,13 0,15
6 730 2,86 995 3,00 0,13
7 21000 4,32 16000 4,20 0,12
8 9100 3,96 12500 4,10 0,14
9 12000 4,08 14000 4,15 0,07
10 8200 3,91 12500 4,10 0,18
11 15000 4,18 14500 4,16 0,01
12 21000 4,32 16500 4,22 0,10
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Sekil 3.6. Balik yag1 6rneginde I1SO 21528-2 ve TEMPO analiz sonuglar grafigi
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan ¢alismalar sonucunda TEMPO cihazi ve klasik yontem ile elde edilen veriler
karsilastirildi. Tekrarlanabilirlik ve tekrariiretilebilirlik ¢aligmalar1 yapilarak TEMPO
cihazi i¢in her bir gida tipinde Ol¢liim belirsizligi degerleri tespit edildi. Sonuglarin
uyumlulugunun incelenebilmesi amaciyla hem bireysel hem de farkli kisilerin sonuglarinin
arasindaki logaritmik farklarin simir icinde kalip kalmadig1 degerlendirildi. iki ayr1 metot
sonuglarinin logaritmik fark sinir1 iginde kalip kalmadig1 degerlendirilmis ve yine iki metot
sonuclarindan grafikler elde edilerek R? degerleri yoniinden incelenmistir. Bu calisma
sonucunda ulasilan sonuglar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

v’ Analistlerin aym 6rnekten elde ettigi sonuglar arasindaki fark logaritmik olarak

0,5’1 asmamistir. Klasik metot ve TEMPO ile yapilan karsilastirmali ¢alisma
verilerinin farki logaritmik olarak 0,5’i agmamustir.

v’ Tekrarlanabilirlik Standart Sapmasi (Sr) ve Tekrartiretilebilirlik Standart
Sapmasi (Sg), metod standart sapmasinin i¢inde kalmistir.

v Metotlar arasindaki korelasyon degerleri; siit i¢in 0,9385, dondurma igin 0,9589,
findik i¢in 0,9318, peynir i¢in 0,9378 ve balik yagi i¢in 0,9603 olarak
hesaplanmuistir.

v' Tim gidalar ve yem igin elde edilen korelasyon degeri 0,9283 tiir. Bu sonuglara
gore de metotlar arasinda iyi bir uyum oldugu tespit edilmistir.

v" Geri kazamim degerleri %80 - %120 arasinda kalmisgtir.

Yeterlilik Testi sonucu Z skoru 0,6 ¢ikimistir ve +2 sinir1 iginde kalmustir.

TEMPO cihaz ile yapilan verifikasyon ¢aligmasinda, ISO 19036’ya gore secilen ve
tim gidalart temsil eden dort farkli gida matriksleri tizerinde yapilan analizler sonucunda
analiz metodunun tiim gidalar1 kapsadigi, yem numuneleri ile yapilan ¢alismada metodun
uygulanabildigi, ancak toz yemlerde test kitinin olumlu sonu¢ vermedigi tespit edilmistir.

TEMPO cihaz ile yapilan analizlerin, klasik analiz yontemlerine gore pozitif ¢ikan
numuneler agisindan ekstra bir dogrulama islemi olmadigindan dolay1r daha hizli sonug
verdigi ayn1 zamanda klasik yontemlerdeki besiyeri hazirlama, ekim, sonu¢ degerlendirme
ve hesaplama islemlerinin ortaya ¢ikardigi zaman kayiplarint minimize ettigi ortaya

konulmustur.



Alternatif metot TEMPO hizli test sistemi, laboratuvarlarda kullanilan klasik
yontemler gibi dogru ve giivenilir sonu¢ vermesi yaninda, ¢aligmalart kolaylastirmast ve

hizlandirmasi bakimimdan kuvvetli bir tercih sebebi olabilir.
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