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Metot validasyonu terimi bir metodun kullanim amacina uygunlugunun objektif kriterler ile teyit
edilmesi olarak tanimlanabilir. Gida mikrobiyolojisinde metot validasyonu, genellikle analiz sirelerini kisaltmak
amaci ile gelistirilen alternatif metotlarin referans metotlar ile esdeger oldugunun teyit edilmesidir. Gidalarin
mikrobiyolojik analizlerine yonelik referans metotlar ulusal (TSE, NEN vs) ve uluslararasi (ISO, IDF vs)
organizasyonlar tarafindan vyayinlanan klasik kiltirel metotlardir. Referans metot kavrami gida
mikrobiyolojisinde oldugu gibi analiz sonuglarinin dogrudan analitik prosediire dayali oldugu analizler igin

gecerlidir.

Gida endustrisinde analiz sonuglarinin hizli elde edilmesi mikrobiyolojik gida guvenligi risklerine karsi
onlemlerin zamaninda alinabilmesi icin bir gerekliliktir. Bu nedenle immunoassay, impedimetre, flow sitometri,
nikleik asit hibridizasyon ve biyoliiminesans gibi klasik kiltlirel metotlardan farkl analitik prensiplere dayali
bircok alternatif hizli metot laboratuarlarin kullanimina sunulmustur. Bu alternatif metotlarin validasyonu
Uretici firmalarin talebi ve finansmani ile bagimsiz organizasyonlar tarafindan (AOAC, AFNOR, MicroVal,
NordVal vs) ilgili ISO standardi (ISO 16140) veya bu organizasyonlarca yayinlanan validasyon rehberlerine gore
gerceklestirilmektedir. Alternatif metotlar, kalitatif veya kantitatif olmalarina bagl olarak farkh performans

karakteristikleri ile degerlendirilirler.

ISO/IEC 17025 standardina gore gida mikrobiyolojisi laboratuarlari referans metotlari veya validasyon
calismalari gergeklestirilmis alternatif metotlar tercih ettiklerinde yalnizca metodu uygulamada ki yeterliligin
degerlendiriimesine yonelik verifikasyon ¢alismalarini gergeklestirmekten sorumludurlar. Yani metot
verifikasyonu metodun degil laboratuarin yeterliligine yoneliktir. Bu nedenle sekonder validasyon veya kisith

validasyon olarak ta isimlendirilmektedir.

Kantitatif mikrobiyolojik metotlarin  verifikasyonu amaciyla iki performans karakteristigi
degerlendirilmelidir; dogruluk (Trueness) ve kesinlik (Precision). Elde edilen analiz sonuglarinin dogru kabul
edilen degere yakinhgi olarak ifade edebilecegimiz dogruluk yeterlilik testlerinden elde edilen sonuglar veya
kontamine edilen 6rneklerden elde edilen geri kazanim (Recovery) degerleri ile degerlendirilebilir. Ayni
ornekten elde edilen analiz sonuglarinin birbirine yakinligi olarak ifade edebilecegimiz kesinlik ise sabit veya
farkh kosullar altinda degerlendirilebilir. Kosullarin (Analist, zaman, ekipman) sabit oldugu calisma
tekrarlanabilirlik (Repeatability), farkli oldugu c¢alisma ise laboratuvar ic¢i tekrarlretilebilirlik (Intra-lab
reproducibility) olarak isimlendirilir. Mikrobiyolojinin dogasi geregi bu kosullardan zamanin degistirilmesi
mimkin degildir. Bu durumda personel ve mimkiin oldugu siirece ekipman degisikligi ile laboratuvar igi

tekrariretilebilirlik sartlari saglanabilir.

ISO/TS 19036 standardi gida mikrobiyolojisi analizlerinde laboratuar igi tekraruretilebilirligin

degerlendirilmesi igin pratik bir protokol tanimlamistir. Ayni protokol ISO 5725-3 standardinda laboratuar igi



tekraruretilebilirligin degerlendirilmesi igin alternatif yontem olarak yer almaktadir. Bu protokoliin kullaniimasi
durumunda elde edilen standart sapma 6l¢iim belirsizliginin hesaplanmasinda kullanilabilir. Olgiim belirsizligi,
Olgulen blyukligiun gercek degerini icinde bulunduran degerler araligini karakterize eden tahmini degerdir ve
sayisal bir deger olarak vyalnizca kantitatif analizler icin gecerlidir. Gida mikrobiyolojisi laboratuarlar
verifikasyon ve kalite kontrol ¢alismalarindan elde edilmis yeterli kesinlik verilerine sahip olmalari durumunda
Ol¢lim belirsizliklerin yalnizca bu verileri kullanarak hesaplayabilirler. Mikrobiyolojik analizlerde birgok belirsizlik
kaynagi icin belirsizligin hesaplanmasinin miimkin olmamasi nedeni ile GUM (ISO/IEC 98-3, Guide to the
expression of uncertainty in measurement) prensiplerinin kullaniimasi mimkin degildir. Laboratuar igi
tekrariretilebilirlik calismasindan elde edilen standart sapma muhtemel belirsizlik kaynaklarini kapsamasindan

dolayi birlestirilmis belirsizlik olarak kabul edilebilir.

Kalitatif metotlarin verifikasyonu amaciyla hassasiyet (Sensitivity) degerlendirilmelidir ve bu amagla
diisiik diizeyde kontamine edilen (Ornegin, 5-10 kob/25 g) &rnekler kullanilmalidir. Poisson dagilim
prensibinden dolayr hedef kontaminasyon diizeyinin 5 kob/25 g’ in altinda olmasi durumunda analize aldigimiz

ornek hedef bakteriyi icermeyebilir. Bu durumda negatif sonuclarin yorumlanmasi problem olacaktir.

Metot Verifikasyonu i¢ ve Dis Kalite Kontrol
(Initial verification) (On-going verification)

Olgiim Belirsizligi

Metot verifikasyonu ve i¢/dis kalite kontrol birbirlerini tamamlayan kavramlardir. Bu nedenle bazi
kaynaklarda i¢ ve dis kalite kontrol calismalari devam eden verifikasyon (On-going verification) olarak
tanimlanmistir. Gida mikrobiyolojisi laboratuarlari i¢ kalite kontrol amaciyla kantitatif analizler icin dogruluk ve
kesinligi, kalitatif analizler icin ise hassasiyeti degerlendirmelidirler. Kantitatif analizler igin dogruluk bir dis
kalite kontrol yontemi olan vyeterlilik testleri ile degerlendiriimektedir. Bu nedenle kesinlik, kantitatif
mikrobiyolojik analizlere yonelik i¢ kalite kontrol icin bir zorunluluktur. Ayni 6rnekten elde edilen iki analiz
sonucu arasindaki farkin belirlenen limit degerler ile karsilastirilmasi kesinlige yonelik en pratik i¢ kalite kontrol
calismasi olacaktir. Kontrol 6rnegi 1ISO/TS 19036 standardinda tanimlanan protokole gore calisildigi takdirde

limit deger olarak verifikasyon calismalarinda elde edilen laboratuar ici tekrariretilebilirlik limiti (Sgx2,83)



kullanilabilir. i¢ kalite kontrol galismalari sayesinde laboratuarlar gerektiginde 6l¢iim belirsizliklerinin yeniden

hesaplanmasi igin her zaman giincel kesinlik verilerine sahip olacaklardir.

Bir laboratuarda metot ile verilen faktorlerde degisiklikler kaginilmazdir. Bu degisiklere farkli marka
besiyeri veya biyokimyasal kit kullanimi, klasik dogrulama testleri yerine biyokimyasal kit kullanimi, farkli marka
veya model inklbator kullanimi veya manual koloni sayimi yerine otomotize sistemlerin kullanilmasini 6rnek
verebiliriz. Bu 6rneklere daha bircok faktdrdeki degisiklikleri ilave edebiliriz. Metot faktérlerinde her bir
degisiklik sonrasinda verifikasyon calismalarinin tekrari gerekli midir? ISO/IEC 17025 standardinin teknik
sartlarina yonelik prosediirlere sahip laboratuarlar igin bu sorunun cevabi hayir olacaktir. Tim bu faktorler igin
gerekli kontrol calismalari ISO/IEC 17025 standardinda ve ilgili EA rehber dokiimaninda (04/10) metot
verifikasyonundan farkli baslklar altinda tanimlanmistir. Akreditasyonun geregi olarak gida mikrobiyolojisi
laboratuarlari besiyerleri, biyokimyasal kitler ve cihazlara yonelik kalite kontrol faaliyetleri ile bu faktorlerin
uygunlugunu, i¢c ve dis kalite kontrol faaliyetleri ile bu faktorlerdeki degisiklerin analiz sonuglarina etkisini
diizenli olarak degerlendirmelidirler. Kontrol programlarina sahip laboratuarlar icin besiyeri ve cihaz gibi metot
faktorlerindeki degisiklikler akreditasyon agisindan engel degildir ve metot verifikasyon galismalarinin tekrarini

gerektirmez.
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