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ПРОЦЕНА МЕРНЕ НЕСИГУРНОСТИ ПРИ ОДРЕЂИВАЊУ БРОЈА 

БАКТЕРИЈА ENTEROBACTERIACEAЕ 
 
Кратак са¤ржа� 

Микробиолошке анализе имају значајну улогу у мониторингу квалитета хра-
не, а висока мерна несигурност мо¦е потенцијално имати утицај на валидност 
добијених резултата с обзиром на постојеће микробиолошке критеријуме.  

Циљ овог рада је био да се одреди ниво мерне несигурности у оквиру унутар-
лабораторијске студије. Контаминирани су узорци стерилизованог млека 
бактеријом Escherichia coli ATCC 25922, a за бројање бактерија Enterobacteriaceae 
коришћена је метода ISO 21528-2. Добијени резултати су коришћени за 
прорачун стандардне девијације репродуцибилности, и из ње изведене 
проширене мерне несигурности. Добијени резултати су показали да је 
стандардна девијација репродуцибилности била 0,11, а проширена мерна 
несигурност 0,22, изра¦ено преко логаритамске вредности броја колонија.  

Кtу¶не ре¶и: Enterobacteriaceae, бројање колонија, мерна несигурност. 
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ESTIMATION OF MEASUREMENT UNCERTAINTY OF 
ENTEROBACTERIACEAЕ COLONY COUNT 

 
Аbstract  

Microbiological analysis play important role in the monitoring of food quality 
and high levels of microbiological uncertainty must have a potential impact on the 
compliance of test results with microbiological criteria.   

The aim of this paper was to determine the levels of measurement uncertainty 
obtained in interlaboratory study. Samples of sterilized milk were spiked with 
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Escherichia coli ATCC 25922 and applied method for counting of Enterobacteriaceae 
was ISO 21528-2. The data sets were analysed to determine the standard deviations 
of reproducibility, based on log10 colony count values, and thence the relative 
measures of expanded uncertainty. Obtained results showed standard deviations of 
reproducibility SR=0.11, and expanded uncertainty 0.22, based on log10. 

Кеy words: Enterobacteriaceae, colony count, measurement uncertainty. 

 

 

УВОД 

Enterobacteriaceae је велика породи-
ца грам-негативних бактерија које су 
нормални становници гастроинтести-
налног тракта људи и ¦ивотиња (Do-
nnenberg, 2010). Будући да породици 
припада више од 70 родова, неки при-
падници имају посебан значај када је 
у питању микробиолошка исправност 
намирница и уопште здравље људи и 
¦ивотиња, нпр. Salmonella, Shigela, 
Escherichia, Yersinia, Enterobacter... На-
¦алост, у новије време је све више ин-
³ормација о изра¦еној резистентно-
сти ентеробактеријацеа према антиби-
отицима и, следствено томе, пробле-
мима везаним за лечење људи и ¦и-
вотиња (Peterson, 2006). 

Једна од метода за изолацију и бро-
јање бактерија породице Enterobacteri-
aceae је међународна метода ISO 
21528-2:2004 (Анон., 2004), која де-
³инише ове бактерије као микроорга-
низме које ³ормирају карактеристи-
чне колоније на ру¦ичасто-црвеном 
¦учном глукоза агару (violet red bile 
glucose agar – VRBGA), ³ерментишу 
глукозу и показују негативну оксидаза 
реакцију када се проводи тест у скла-

ду са овим делом ISO 21528. Будући 
да су аналитичке методе извор разли-
читих систематских и рандомских 
грешака које могу утицати на тачност 
резултата, по¦ељно је уз вери³ика-
цију методе извршити и процену ме-
рне несигурности методе (estimation 
of measurement uncertainty – MU).  
Према ISO/ТS 19036:2006 (Анон., 
2006), мерна несигурност представља 
величину која карактерише диспер-
зију резултата која се мо¦е повезати 
са процесом мерења и израчунава се 
из стандардне девијације репродуци-
билности. Репродуцибилност предста-
вља блискост слагања између поједи-
начних резултата испитивања на иде-
нтичном узорку, користећи исту мето-
ду од стране различитих аналитичара 
у различитим лабораторијама кори-
стећи различиту опрему – међула-
бораторијска репродуцибилност, или 
различитих аналитичара у истој лабо-
раторији – унутарлабораторијска ре-
продуцибилност. Односно, процена 
мерне несигурности омогућава одре-
ђивање средње вредности која се мо¦е 
користити за поређење укупне варија-
билности аналитичке процедуре која 
се проводи у само једној лабораторији 
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или између различитих лабораторија 
(Corry et al., 2007).  

Према ISO/ТS 19036:2006 (Анон., 
2006), постоје различити начини за до-
бијање експерименталних резултата из 
којих се израчунава стандардна девија-
ција репродуцибилности (SR), и то: 

1. стандардна девијација репродуци-
билности добијена на основу ре-
зултата унутар лабораторије,  

2. стандардна девијација репродуци-
билности изведена из међулабора-
торијске студије, и 

3. стандардна девијација репродуци-
билности изведена из међулабора-
торијског тестирања оспособљено-
сти (proficiency testing). Приоритет 
би требало да буде на првој опцији, 
па је и у овом раду мерна несигур-
ност изведена из унутарлаборато-
ријских експеримената, а тиме и на 
основу унутарлабораторијске реп-
родуцибилности. 

Процена мерне несигурности према 
Анон. (2006) примењује се за квантита-
тивне методе микробиолошких анализа 
производа намењених за исхрану људи и 
¦ивотиња, као и узорака из ¦ивотне 
средине у поручју производње и рукова-
ња храном. Стандард ISO/TS 19036:2006 
се не примењује на методе бројања 
микроорганизама метом MPN (most 
probable number) техником, или ана-
лизе узорака са ниским бројем микро-
организама.  

Препорука је да се приликом ди-
зајна експеримената користе при-
родно контаминирани узорци, будући 

да се на такав начин добија реалисти-
чнија вредност мерне несигурности. 
Ако се изводи претходно контамина-
ција узорка, тј. спајковање, захтевају 
се изузетно контролисани услови да 
не би дошло до варирања резултата. 
Спајковање треба извести тако да  по-
крије присуство позадинске микро-
³лоре, ако је присутна. Уз то, треба 
водити рачуна да ³изиолошко стање 
микроорганизма (нпр. стресно стање) 
мо¦е да утиче на варијације резул-
тата, и требало би да буду што сли-
чнији стањима током рутинског тести-
рања (Анон., 2006).  

МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
РАДА 

Направљена је суспензија бакте-
рија Escherichia coli ATCC 25922  у ³и-
зиолошком раствору до постизања 
вредности 4 McF скале на дензиметру. 
Разређења су припремљена према 
Анон. (1999), а као разређивач је ко-
ришћен ³изиолошки раствор (Торлак, 
Београд). Узорак од 10 мл комер-
цијалног стерилизованог млека је кон-
таминиран (спајкован) са 1 мл разре-
ђења 10-4 припремњене суспензије ба-
ктерија Escherichia coli ATCC 25922 и 
разређен са 90 мл пу³ерисане пепто-
нске воде (Торлак, Београд). Сукцеси-
вно, десет дана су два аналитичара 
контаминирали узорак стерилизова-
ног млека према горњој процедури и 
даље примењивали  методу  ISO 
21528-2 (Анон., 2004). Паралелно са 
контаминираним узорцима, засејаван 
је и иницијални узорак ради провере 
присуства позадинске микро³лоре. 
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Одређивање и бројање бактерија 
Enterobacteriaceae, у нашем случају бро-
јање бактерија Escherichia coli ATCC 
25922,  урађено је у складу са ISO 
21528-2 (Анон., 2004). Други део ISO 
21528 прописује методу, без предбога-
ћења, за детекцију и бројање бактерија 
Enterobacteriaceae. Примењив је на 
производе намењене за исхрану људи и 
исхрану ¦ивотиња, те узорке из ¦иво-
тне средине у подручју производње 
хране и руковања храном.  

Укратко, припремљено децимално 
разређење суспензије културе иноку-
лира се наливном техником у по две 
петри плоче за свако разређење. fу-
бичасто-црвени ¦уч глукозни агар 
(Торлак, Београд), претходно припре-
мљен и охлађен на 44–47oC, налива се 
у два слоја. Прво се налије 10 мл и хо-
могинузује са већ претходно наливе-
ним инокулумом, а након солиди³и-
кације подлоге, налије се додатних 15 
мл подлоге. Други слој подлоге треба 
да онемогући сливени раст колонија и 
да обезбеди полуанаеробне услове. 
Плоче се инкубирају на 37oC током 24 
h ± 2 h. Колоније карактеристичног 
израста за Enterobacteriaceae треба су-
пкултивисати на храњиви агар (Тор-
лак, Београд) као неселективну подло-
гу, а потом потврдити на тест ³ерме-
нтације глукозе и присуство енизма 
оксидазе. За ³ерементацију глукозе 
коришћен је глукозни агар (Торлак, 
Београд), а за доказ присуства оксида-
зе коришћене су траке са реагенсом 
произвођача Мerck (Немачка). Број 
бактерија Enterobacteriaceae се рачуна 

на основу броја потврђених типичних 
колонија.  

Прорачун мерне несигурности је 
извршен према ISO 19036 (Анон., 
2006): 

 

где су: 

yij –  резултати транс³ормисани у 
логаритме, тј. Y резултати 
транс³ормисани у логаритме, тј. log10 
(cfu/g) или log10 (cfu/ml), 

i  – индекс узорка, i = 1 до n, при 
чему  je n t 10, 

j  – индекс услова 
репродуцибилности  j = A ili B, 
А и В – ознаке за аналитичаре. 

Мерна несигурност, одређена пре-
ма горњим упутствима, мо¦е се наве-
сти у извештају заједно са резултати-
ма теста као интервал у log10 или као 
број колонија cfu по граму или мили-
литру матрикса, или као проценат.  

Ако се резултати изразе као y=log10x, а 
мерна несигурност као стандардна де-
вијација репродуцибилности SR, онда 
се проширена мерна несигурност за 
интервал поврења 95% и ³актор 2 
мо¦е изразити као 2SR, а резултати на 
један од следећих начина: 

– y ± 2SR (log), 
– y log >y-2SR, y+2SR@, 
– x cfu/g  ili x cfu/ml  >10y-2SR

,  

10y+2SR@, 
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– x cfu/g ili x cfu/ml  >10y -  (10y-

2SR/10y) %, 10y + (10y+2SR  /10y) %@. 

 

РЕЗУЛТАТИ 

Након експерименталне процедуре 
наведене у методама рада, пребројане 
су колоније са инкубираних петри 
плоча које су имале карактеристичан 

израст љубичастих колонија са изра-
¦еном зоном преципитације. Тестира-
не колоније су показале глукоза пози-
тивну реакцију и оксидаза негативну 
реакцију. Број израслих колонија је 
наведен у табели 1. и транс³ормисан 
у логаритамске вредности. Узорци 
слепе пробе, тј. неконтаминирани 
узорци нису показали пораст на петри 
плочама са VRBGA. 

Tабела 1. Прорачун стандардне дeвијације репродуцибилности 
i xiA xiB yiA= log10(xiA) yiB= log10(xiB) (yiA-yiB)2 / 2 
1 2450 1470 3,389 3,167 0,0246 
2 2730 2800 3,436 3,447 0,0001 
3 2220 1520 3,346 3,182 0,0135 
4 1920 2420 3,283 3,384 0,0051 
5 2180 2000 3,338 3,301 0,0007 
6 2100 2650 3,322 3,423 0,0051 
7 1900 2820 3,279 3,450 0,0147 
8 2450 1740 3,389 3,241 0,0110 
9 1830 3300 3,262 3,519 0,0328 

10 1780 2600 3,250 3,415 0,0135 

 

i – редни број експеримента, 

xiA – број колонија, аналитичар А, 

xiB – број колонија, аналитичар В, 

yiA – логаритамска вредност броја 
колонија, аналитичар А, 

yiB – логаритамска вредност броја 
колонија, аналитичар В. 

Користећи резултате из табеле 1, 
израчуната је мерна несигурност 
према ³ормули из метода рада и 
износи SR=0,11, а проширена мерна 
несигурност 0,22.  

За добијене резултате у log10 cfu/g  
или cfu/ml при примени методе ISO 
21528-2, мо¦е се известити y log ± 
0,22. 

Нпр. за резултат 103, вредност би 
требало, с обзиром на проширену 
мерну несигурност, изразити као: 

– 3,0 log ± 0,22, 

– 3,0 log >3,22; 2,78@, 
– 103 cfu/ml >1,7x103, 6x102@, 
– 103 cfu/ml >103 + 70%; 103-40%@. 

ДИСКУСИЈА 

Мерна несигурност добијених ре-
зултата при провођењу микробиоло-
шких испитивања хране је карактери-
стика која се мо¦е придру¦ити резул-
татима квантитативних анализа. Ује-
дначеност резултата при испитивању 
делова истог узорка у различитим ла-
бораторијама представља императив у 
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развоју микробиолошке аналитке, а 
тиме и процена мерене несигурности 
добија све више на значају и постаје 
предмет интереса не само стручне, 
већ и научне јавности, пре свега због 
још увек нерасветљених параметара 
који утичу на варијације добијених 
резултата. Тако су Jarvis et al. (2007a) 
обрадили резултате добијене при од-
ређивању мерне несигурности добије-
не током провере  оспособљености 
(proficiency testing) добијене из Ce-
ntral Science Laboratory (York) и ре-
зултате добијене из интерлабораториј-
ске студије метода проведених у ла-
бораторијама које улазе у састав 
Health Protection Agency (HPA).  До-
бијени резултати су обрађени у циљу 
добијања стандардне девијације репро-
дуцибилности (relative standard deviati-
ons of reproducibility – RSDR), базиране 
на декадној логаритмској вредности из-
бројаних колонија, а затим и про-
ширеној мерној несигурности. Резулта-
ти тестирања оспособљености су пока-
зали екстремне вредности RSDR чак и 
до +/-30%, зависно од тестираног ми-
кроорганизма, лабораторије учесника и 
примењене методе. Код уобичајених 
узорака RSDR је била око +/-12%, али у 
неким случајевима и до  +/-41%.  С дру-
ге стране, интерне провере су показале 
RSDR око +/-27%, зависно од приме-
њене процедуре и испитиваног микро-
организма. Резултати су показали мале 
разлике у мерној несигурности зависно 
од типа инокулације (наливна техника, 
техника размаза или спирални плеј-
тинг). Није уочен утицај различитих 
матрикса на мерну несигурност. Након 

поређења добијених резултата, закљу-
чено је да добијене вредности за мерну 
несигурност у оквиру тестирања оспо-
собљености (proficiency testing) нису 
битно горе од оних добијених у интра-
лабораторијском испитивању. 

Резултати међулабораторијског три-
јала у коме су учествовала по три ана-
литичара из 19 лабораторија у процени 
укупног броја бактерија Enterobacteria-
ceae ISO методом показали су да је 
мерна несигурност репродуцибилности 
била од 14,0% до 17,4%, а мерна неси-
гурност поновљивости од 4,1% до 6,7%, 
рачунато преко укупног броја изра-
¦еног у log10 (Jarvis et al., 2007b). 

Augustin et Carlier (2006) истра¦и-
вали су резултате тестирања оспосо-
бљености добијене у French microbio-
logy proficiency scheme (RAEMA) у пе-
риоду 1999–2003. Резултати су пока-
зали да је релативна стандардна 
девијација репродуцибилности била 
15±5% за укупан број аероба, 20±8% 
за Enterobacteriaceae, и 20±9% за Esche-
richia coli. Сличне вредности су нађене 
и за многе друге групе микрооргани-
зама, са изузетком сул³ито-редукују-
ћих клостридија за које је релативна 
стандардна девијација реподуцибил-
ности била и до 94%. 

С обзиром на горе изло¦ене лите-
ратурне наводе, наши резултати 
представљају допринос овој пробле-
матици и представљају иницијално 
испитивање које треба да се развије у 
тестирање различитих матрикса и 
употребу различитих појединачних и 
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мешаних култура које припадају 
породици Enterobacteriaceae. 

ЗАКЉУЧЦИ 

Увођење методе у једну лаборато-
рију захтева претходну вери³икацију, 
односно  прикупљање доказа да је ла-
бораторија у могућности да проводи 
методу. Мерна несигурност представ-
ља величину која карактерише диспер-
зију резултата, што се мо¦е повезати са 
процесом мерења, а израчунава се из 
стандардне девијације репрудуцибилно-
сти. Репродуцибилност представља бли-
скост слагања између појединачних 
резултата испитивања на идентичном 
узорку, кориштењем исте методе од 
стране различитих аналитичара у раз-
личитим лабораторијама, уз различиту 
опрему – међулабораторијска репроду-
цибилност, или различите аналитичаре 
у истој лабораторији – унутарлабора-
торијска репродуцибилност.  

Применом смерница из ISO 19036 
(Анон., 2006) израчуната је мерна 
несигурност за бројање ентеробакте-
ријацеа методом ISO 21528-2 (Анон., 
2004) и износи SR=0,11, а проширена 
мерна несигурност 0,22.  
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