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OzZET

Bu calismada, cift kabuklu yumusakgalarda domoik asit (DA) miktarinin belirlenmesinde kullanilan ve Avrupa Birligi
tarafindan referans metot olarak kabul edilen HPLC ydnteminin TS EN ISO/IEC 17025 Laboratuar Akreditasyon
Standardi kapsaminda belirlenen metot performans kriterlerine gére gecerli kilinmasi amaglanmistir. Dogrusallik R?,
tayin limiti (LoD) veya 6lcim limiti (LoQ) degerleri sirasiyla 0.9999, 0.0837 ug/mL ve 0.279 pg/mL olarak belirlenmistir.
Tekrarlanabilirlik % RSD’si 2.613, tekrar Uretilebilirlik % RSD’si ise 5.16 olarak hesaplanmistir. Domoik asit analizi geri
kazanim oraninin, tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik calismalarindan elde edilen veriler kullanilarak %71.3-%94.5
arasinda degismistir. Gergeklik % hata olarak %17.88, dogruluk orani ise %82.12 olarak hesaplanmistir. Calismada,
alilkonma zamani 6.816 — 6.974 dakika arasinda degismistir.

Anahtar Kelimeler: Cift kabuklu yumusakga, Domoik asit, Metot validasyonu

The Study of Method Validation of Reference Method by HPLC for Determining the Level of
Domoic Acid (DA), Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) in Shellfish

ABSTRACT

In this study, it was aimed to validate the HPLC reference method accepted by European Union, which is used for the
determination of the domoic acid content of shellfish, in relation with the method performance criteria under the scope
of the TS EN ISO/IEC 17025 Standart of Laboratory Accreditation. Linearity R?, LoD and LoQ were determined as
0.9999, 0.0837 pg/mL and 0.279 pg/mL, respectively. RSD% of repeatability and RSD% of reproducibility were
calculated as 2.613 and 5.16. The rate of recovery was found as 71.3-94.5% when values of repeatability and
reproducibility studies were taken into account. Trueness, as a false%, was 17.88%, and the rate of trueness was
82.12%. Retention time fell into 6.816 — 6.974 min.

Key Words: Shellfish, Domoic acid, Method validation

GIRIS arasi kriterlere goére galisiyor oldugunun belgelenmesi
gerekmektedir [1].

Gidalarin kalitesi ulusal ve uluslar arasi dlzeyde

standartlar ve tiketici talepleri ile tanimlanmaktadir. Bu 4457 Sayih Tark Akreditasyon Kurumu Kurulus ve
nedenle birgok Griin tlketiciye sunulmadan 6&nce Gorevleri Hakkinda Kanun'a [2] gbre akreditasyon;
spesifikasyonlarinin  belirlenmesi  ve  standartlara “kurum tarafindan laboratuvarlarin, muayene ve
uygunlugunun tespiti icin test edilmesi gerekmektedir. belgelendirme kuruluglarinin ulusal ve uluslar arasi
Uretici ve tiketici agisindan laboratuar kararlarindaki ~ kabul gérmis teknik kriterlere gbre degerlendirilmesi,
yanilgi, Griinin gereksiz reddedilmesi ya da Grinin yeterliliginin  onaylanmasi ve dlzenli araliklarla
uygunsuzlugu durumunun dogru saptanamamasi denetlenmesidir” seklinde tanimlanmaktadir. Tirkiye'de
sonucunda tiiketicinin saglik veya ekonomik yonlerden  akreditasyona esas standart “TS EN ISO/IEC 17025 /
zarar gormesi s6z konusu olabilmektedir. Bir test ~ Aralik 2005 Deney ve Kalibrasyon Laboratuvarlarinin
kurulusunun  yaptigi  testlerin  givenilirliginin  Yeterliligi Igin Genel Sartlar” standardidir.
saglanabilmesi igin bu kuruluslarin belirlenen uluslar
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EUROCHEM'de arag, gere¢ ve materyallerin
degistirimesi de dahil olmak ({zere, Grinln Kkalitesini
veya Uretiminin tekrarlanabilirligini etkileyebilecek tim
Uretim degisikliklerinin validasyonu (gecgerli kilinmast)
gerektigi belirtiimektedir [3]. TS EN ISO/IEC 17025'e
gbre gegerli kilma, 6zel amagli bir kullanim igin gerekli
sartlarin yerine getirildiginin inceleme sonucunda teyit
edilmesi ve objektif bir delilin elde edilmesi seklinde
tanimlanmigtir  [4].  Analitik islemlerin gecerliliginin
amaci, bilimsel butlnluk ve uygunlugun saglanmasi,
gereken amagc icin yeterli glvenilir ve tekrarlanabilir
sonuglarin alinmasidir [5].

Bir analitik laboratuvardaki gecerlilik calismalari,
ekipman, analitik metot, analitik sistem ve analitik data
icin yapilir. Ekipman gecerliligi, enstrimanin dogru
performansta olmasinin kontrolUdir. Analitik
enstrimanlar yiksek kalitede ve guvenilir sonuglar
alinmasinda ¢ok dnemli bir role sahiptir. Enstrimanin
mekanik kisimlarinin yani sira bilgisayar yazilimininda
gecerliliginin - saglanmasi  sarttir.  Analitk metodun
gegerliligi ise metodun sonuglarinin kullanimi ile ilgili
spesifikasyonlari karsilama performansinin
belirlenmesidir. Metot gecerliligi icin en ¢ok kullanilan
parametreler, segicilik, dogrusal aralk, dogruluk, tayin
limiti, teshis limiti ve kesinliktir [1].

Deniz Grunleri tUketimine bagll zehirlenmeler virls
(Hepatitis A, Norwalk virus, Poliovirus), bakteri (Listeria

monocytogenes, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio mimicus,
Vibrio hollisae), parazit (Anisakis simplex,
Pseudoterranova decipiens, Eustrongylides excisus,
Diphyllobothrium latum) ve toksinlerden

kaynaklanmaktadir [6]. Dinoflagellata adi verilen tek
hicreli, mikroskobik alglerin Urettigi baslica toksinler;
saksitoksin, yessotoksin, brevetoksin, domoik asit ve
pektenotoksindir. Bu toksinler suyun rengini kirmizi ve
kahverengiye cevirirler. Bu olaya “kirmizi akinti (red
tide)” adi verilir. Bu sularda yasayan ve filtrasyon ile
beslenen midye, deniztaragi ve istiridye gibi canlilar
alglerdeki toksini blnyelerine almakta ve bu deniz
Urinlerini tiketen insanlarda zehirlenme tablosunun
gelismesine neden olmaktadirlar [7].

Amnezik Kabuklu Su Uriinii Zehirlenmesi (ASP), ilk kez
1987°’de Kanada'nin dogu sahilinde Prens Edward
Adas’'nda mavi midye (Mytilus edulis) zehirlenmesini
takiben 100 akut zehirlenme vakasina ve birkag insanin
O0lmesine sebep olan c¢ok ciddi bir olay meydana
geldikten sonra fark edilmistir [8]. ASP’den sorumlu asil
toksin domoik asittir. DA, Pseudo-nitzshia tiriine ait ¢ok
sayida mikroalg tarafindan (retilen bir kainoid
aminoasittir ~ ve  etkisini  glutamat reseptorlerine
baglanarak gosterir [9, 10]. DA’nin Avrupa Birligi Direktifi
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97/61/EEC’ye gbre insanlar i¢in kabul edilebilir dizeyi
20 pg/g’dir [11]. Domoik asit zehirlenmesinin insandaki
semptomlar;, DA ile kontamine deniz Uriinlerinin
tlketiimesinden 24 saat sonra bulanti, kusma, bas
agrisi, ishal ve karin kramplari seklinde gastrointestinal
semptomlarin gelismesidir. Bunu takip eden 48 saat
icinde ise hafiza kaybi, ydnini sasirma gibi sinirsel
semptomlar gériimekte olup ciddi olgularda felg, koma
ve Olim takip eder [12]. Tanimlanmis herhangi bir
tedavisi bulunmamaktadir [13].

Tuketici saghgr ve gida givenliginin giderek ©&nem
kazandigi  ginimizde, gida analizleri yapan
laboratuvarlarin kalite sistemini kurarak uygulamaya
gecirmeleri ve surekliliginin saglanmasi bir zorunluluk
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. TUrkiye’de hizmet
kalitesine dnem veren laboratuvarlar, uluslar arasi
yeterlilik programlarina katilmakla birlikte, konu ile ilgili
olarak ulusal dlzeyde yapilan calismalar sinirh
sayidadir. Bu calismada, Ulkemiz agisindan énemli bir
ihracat potansiyeline sahip olan su drinlerinin icinde yer
alan ¢ift kabuklu yumusakgalarda DA miktarinin
belirlenmesinde kullanilan ve Avrupa Birligi tarafindan
referans olarak kabul edilen HPLC ydnteminin TS EN
ISO/IEC 17025 Laboratuvar Akreditasyon Standardi
kapsaminda metod performans kriterlerine gore gecerli
kilinmasi amagclandi.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Calismada, Karadeniz sahil seridinde yer alan ve Tarim
ve Koy Isleri Bakanligl tarafindan periyodik olarak
izlenen istasyonlarindan (Sekil 1) elde edilen ve DA
icermedidi belirlenen canli kum midyeleri materyal
olarak kullaniimistir.

Metot

Canl kum midyelerinde DA varliginin belirlenmesinde,
Avrupa Birligi tarafindan referans metot olarak kabul
edilen ve AOAC’de bildirilen yéntem kullaniimistir [14].
Metodun prensibi, olmasi muhtemel toksinin 0.1 N
hidroklorik asit (HCI) ile 5 dakika kaynatilarak
homojenize edilen gift kabuklu yumusakga dokusundan
ekstrakte edilmesi, karisimin sogutulduktan sonra
santriflj edilerek slpernatantin filtre edilmesini takiben
242 nm dalga boyunda diyot array dedektérlii (DAD)
Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile analiz
edilmesi ve toksin diizeyinin konsantrasyonlari bilinen
standartlarla karsilastirilarak hesaplanmasi esasina
dayanmaktadir.
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Bu metot, en az 0.5 ppm dilzeyinde DA igeren gift
kabuklu yumusakga (canli kum midyesi, istiridye, kara
midyesi ve dondurulmus kabuklu) etlerinde yapilan
analiz ydntemini kapsamaktadir. Ulkemizde, Su Uriinleri
Ydénetmeligi'ne [15] gbre cift kabuklu yumusakgalarda
DA’nin tolerans degeri 20 pg/g'dir.

Orneklerin  Analize Hazirlanmasi: Canli  kum
midyelerinin dis kisimlari temiz su ile iyice yikanarak
adduktor (agma-kapama) kaslar kesildi. Midye ig
kisimlari da kum ve diger yabanci maddelerin
uzaklastiriimasi amaciyla temiz su ile iyice yikanarak
acma-kapama kaslari ve eksendeki doku baglantilari
uzaklastirildi ve midye eti kabuktan c¢ikariimistir.
Yaklasik 150 g et, 10 numarali elekte toplanarak 5 dak
s(izOldi ve 3-6 mm delikleri olan blender ile homojenize
edilmistir.

Ekstraksiyon: Homojenize &rnekten darasi alinmis
temiz bir behere 50 g tartiimig ve 50 mL 0.1 N HCl ilave
edilerek cam bagetle iyice karistirimistir. Karisim
isitilarak kisik ateste 5 dak sure ile kaynatildi ve oda
sicakligina kadar 10 dak sogumaya birakilmigtir.
Karisim, dereceli bir mezirde distile su ile 100 mL’ye
tamamlanarak tekrar behere alinmis ve karistirilarak
homojen hale getiriimistir. Santrifdj tiplerine bir miktar
alinarak 5 dak sire ile 3000 devir/dakikada santrif(j
edildi. Berrak sividan 1-2 mL alinarak 5 mL’lik tek
kullanimlik plastik siringaya takilmis yine tek kullanimlik
filtreden geciriimis ve LC belirlemesi igin bir vialde
toplanmistir.

HPLC Analizi:

Calisma sartlari: Dalga boyu: 242 nm, kolon sicakligi:
40°C, mobil faz akig orani: 1.0 mL/dk ve enjeksiyon
hacmi: 20pL. Oncelikle, cihazin otomatik &rnekleme
Unitesi yardimi ile 0.45 ile 45 pg/mL oranlarindaki DA
kalibrasyon standartlari enjekte edilmistir. lyi bir
dogrusallik ve sifir gizgisi kesismesi elde edildiginden
tek nokta kalibrasyonu (6rnegin 0.9 pug/mL) rutin olarak
kullanilabilmistir. Takiben érnek ekstraktlar en az ikiser
kez enjekte edilerek her 6rnek icin ortalama pik alanlari
hesaplanmistir. Farkli 6rneklerin enjeksiyonlari arasinda
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Sekil 1. Bati Karadeniz Bolge3| ndeki midye avlanma istasyonlari

kontaminasyonu 6nlemek icin  enjektér lupunun
yikanmasina dikkat edilmigtir. DA kalibrasyon standardi
her iki saatte bir kez, her 8 saatte ise iki kez tekrar
enjekte edilmistir. Hesaplamalarda bir grup 6rnekten
6nce ve hemen sonrasinda verilen standartlarin pik
alanlarinin ortalamasi alinmistir.

Sonu¢ ve Hesaplama: Sonuglar asagidaki formdl
kullanilarak hesaplanmistir:

DA (ug/mL)= (R/R)x (W' /W)

R: Ornegin ortalama pik yiikseklikleri veya alanlari

R’: Standardin ortalama pik yiikseklikleri veya alanlar
W: Enjekte edilen 6rnegin mg agirlig

W’: Standardin mg agirhgi

Metot Validasyon Parametreleri
Dogrusallik

Domoik asit standardinin (Sigma D6152, 055K1212)
sekiz farkl konsantrasyonu (0.09 — 0.45 — 0.90 — 2.25 —
4.50 — 9.00 — 22.50 — 45.00 pg/mL) hazirlanmis ve her
bir standart ikiser tekrar ve her bir tekrar ikiser defa
okutularak ardisikk olmayan (G¢ farkli  glnde
konsantrasyona karsi alan grafigi elde edilerek
dogrusallik test edilmistir.

Tayin Limiti (LoD) ve Olgiim Limiti (LoQ)

Domoik asit ydninden negatif midye 6rnegine azalan
konsantrasyonda standart ilave edilerek &lciimler
yapillmis ve kromatografi cihazinin sirekli olarak ayni
sonuglari verdidi en dusik konsantrasyon tayin ve
6lcim limiti hesaplamalarinda kullanilimistir. Bunun igin
ardisik olmayan doért farkli gunde iki farkh tekrar
hazirlanarak her bir tekrardan ikiser defa okuma
yapiimigtir. Calisma sonunda elde edilen verilerin
ortalama ve standart sapmalari belirlendi ve standart
sapmanin U¢ kati LoD, on kati ise LoQ olarak
hesaplanmistir.
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Tekrarlanabilirlik ve Tekrar Uretilebilirlik

Bes analist tarafindan DA ydnlinden negatif midye
6rnegine son konsantrasyon 0.90 pg/mL olacak sekilde
standart ¢ézelti ilave edilerek ardisik olmayan dért farkh
glnde ikiser tekrar hazirlanarak her bir tekrardan ikiser
defa okuma yapilmistir. Calismanin 1. giniinde her
analist iki yerine dorder tekrar hazirlayarak birinci giin
verilerinden  tekrarlanabilirlik, dért  farkli  ginin
verilerinden ise tekrar Uretilebilirlik test edilmistir. Elde
edilen verilerin ortalamalari ve standart sapmalari
hesaplanarak istatistiksel degerlendirmeleri yapilmistir.

Geri Kazanim

Tekrarlanabilirlik ve tekrar uretilebilirlik ¢alismalarinda
elde edilen veriler kullanilarak

% R = ( KélgUm sonucu / Kilave standardin teorik degeri )X 100

formdlu ile hesaplanmistir.

Dogruluk

Dogrulugun bilesenleri olan tekrarlanabilirlik ve
gercekligin  hesaplanmasinda, tekrarlanabilirlik—tekrar
Uretilebilirlik ~ ¢alismasinda  elde  edilen  veriler

kullanilmistir. Gergeklik, % hata olarak ifade edildi ve

% Hata = [( KélgUm sonucu ortalamasi — Kilave standardin teorik degeri)/
Kilave standardin teorik degeri )] x 100

form0l0 yardimi ile hesaplanmistir.
Sistem Parametreleri

Kromatografi cihazi kullanilarak yapilan analizlerde
allkonma zamani ve pik alanindan yararlanilarak analit
miktarinin hesaplanmasina gidilir. Bu sebeple cihazin
tekrarlanabilirligi, allkonma zamani ve pik alani
tekrarlanabilirligi ile dogrulanir. Bunun icin
tekrarlanabilirlik ve tekrar Gretilebilirlik calismasinda elde
edilen veriler kullanilarak allkkonma zamani ve pik
alaninin tekrarlanabilirligi test edilmistir.
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Kalite Kontrol

Kalite kontrol, i¢ ve dis kalite kontrolleri ile yapilmistir. g
kalite kontrollinde, son konsantrasyonda 0.90 pg/mL DA
standardi ilave edilmis midye dokusu kullanilarak kalite
kontrol grafikleri hazirlanmigtir. Bu temel ¢alisma
sonrasinda her 15 giinde bir ve laboratuvarda resmi
kontrol amagl 6rnek calisildigi gunlerde yine ayni
konsantrasyonda standart okutularak grafik
degerlendirilmistir. Kalite kontrolde, uyari limiti + 2S,
6nlem limiti ise £ 3S olarak kullaniimistir. Ayrica yine 15
glnde bir 6lgim limiti ve geri kazanim orani kontrol
edilmistir. Dis kalite kontrollinde ise, laboratuvarlar arasi
ring testlerine katilarak sonuclar degerlendirilmisgtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Herhangi  bir  kantitatif metot icin  metodun
uygulanabilecegi analit konsantrasyonlarindan olusan
g¢alisma araliginin belirlenmesi gereklidir. Bir analitik
yontemin  ¢alisma araligi  yéntemin  dogrulugu,
dogrusalligi ve kesinligi kullanilarak kararlastiriimis en
dislk ve en yUksek degerler arasindaki suregtir [16, 3].
Metot valide edilirken, gecerlilik deneyleri
(tekrarlanabilirlik ve geri kazanim testleri) bu aralik géz
6ninde bulundurularak planlanir [17].

Bir analitk ybntemin  dogrusaligi ya analiz
sonuglarindan dogrudan elde edilir ya da matematiksel
olarak belli konsantrasyonlarda analit iceren ve belirli bir
sirada verilen &rneklerin analizinden elde edilir.
Kalibrasyon egrisi, él¢tlen konsantrasyonun %80 ile 120
oranindaki konsantrasyon araliginda, bes ya da besten
fazla standarttan Ugten altiya kadar degisen uygulama
serisiyle olusturulur [18, 3].

Calismada, ardisik olmayan Ug¢ farkh glinde, sekiz farkli
konsantrasyonda hazirlanan DA standartlarindan elde
edilen alan sonuglari Tablo 1'de goériilmektedir. Yapilan
varyans analizleri, enjeksiyon ve tekrarlar arasinda
6nemli bir fark olmadigini (p>0.05) gdsterdiginden
tekrarlarin  ortalamalari alinarak glnler arasinda
istatistiksel ®dnem bulunup bulunmadigr incelenmigtir
(Tablo 2).
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Tablo 1. Farkh konsantrasyonlardaki DA standartlari ile enjeksiyon ve tekrar
Olctimlerinin yer aldigi dogrusallik degerleri

. Konsantrasyon Alan
Gunler (ug/mL) Tekrar Enj. 1 Enj. 2 ortalama
0.09 1 8.70 10.40 9.55
2 8.60 9.20 8.90
0.45 1 41.40 42.00 41.70
2 41.50 41.90 41.70
0.90 1 85.30 86.00 85.65
2 85.20 85.90 85.55
2.05 1 210.90 208.80 209.85
1 2 211.00 208.90 209.95
4.50 1 420.50 421.40 420.95
2 420.10 421.10 420.60
9.00 1 882.50 872.30 877.40
2 883.20 873.10 878.15
22.50 1 2170.40 2139.10 2154.75
2 2171.90 2142.00 2156.95
45.00 1 4378.40 4273.70 4326.05
2 4379.80 4277.60 4328.70
1 14.10 7.40 10.75
0.09 2 9.00 7.90 8.45
1 42.30 40.70 41.50
0.45 2 42.30 40.70 41.50
0.90 1 87.70 84.60 86.15
2 87.40 84.30 85.85
2.5 1 213.40 207.30 210.35
2 2 212.40 207.20 209.80
4.50 1 426.50 418.80 422.65
2 427.10 419.20 423.15
9.00 1 885.50 859.10 872.30
2 885.50 860.50 873.00
22,50 1 2181.20 2113.00 2147.10
2 2181.40 2113.50 2147.45
45.00 1 4358.10 4294.70 4326.40
2 4361.00 4295.20 4328.10
1 8.30 8.40 8.35
0.09 2 8.20 8.80 8.50
1 43.20 42.80 43.00
0.45 2 42.60 42.80 42.70
0.90 1 87.90 89.70 88.80
2 87.90 89.40 88.65
2.05 1 221.90 227.90 224.90
3 2 221.70 227.90 224.80
4.50 1 434.80 434.20 434.50
2 434.80 434.20 434.50
9.00 1 884.70 899.60 892.15
2 884.10 902.70 893.40
22,50 1 2299.80 2330.80 2315.30
2 2296.20 2328.00 2312.10
45.00 1 4368.60 4415.20 4391.90
2 4368.10 4410.00 4389.05

Tablo 2. Tekrar ortalamalari ve glnlere gére DA dogrusallik degerleri

Konsantrasyon Alan
(ng/ml) 1. Gln 2. Gln 3. Gun Ortalama
0.09 9.23 9.60 8.43 9.08
0.45 41.70 41.50 42.85 42.03
0.90 85.60 86.00 88.73 86.78
2.25 209.90 210.08 224.85 214.94
4.50 420.78 422.90 434.50 426.06
9.00 877.78 872.65 892.78 881.07
22.50 2155.85 2147.28 2313.70 2205.61
45.00 4327.38 4327.25 4390.48 4348.37

Ardisik olmayan (¢ farkli glinde yapilan DA dogrusallik degerler alinarak konsantrasyona karsl alan grafigi
¢alismalarinda, glnler arasinda istatistiksel bir énem cizildi. Elde edilen dogrudan R? degerinin 0.999 oldugu
bulunmadigi (p>0.05) belirlendi ve giinlere ait ortalama hesaplandi (Tablo 3, Sekil 2).
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Tablo 3. DA dogrusallk calismasinda
glnlere ait ortalamalar alinarak elde edilen
konsantrasyona karsi alan degerleri

Konsantrasyon
Alan
(ng/mL)
0 0
0.09 9.083
0.45 42.017
0.90 86.775
2.25 214.942
4.50 426.058
9.00 881.067
22.50 2205.608
45.00 4348.367
DOMOIK ASIT  y = 96,89x + 0,9197
R? = 0,9999
5000
4000 _—
= 3000 - /
j
= 2000
1000 -
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 5
KONSANTRASYON (ppm)

Sekil 2. DA dogrusallik calismasinda farkl konsantrasyonlara karsi alan grafigi

Boylelikle ¢ift kabuklu yumusakga &rneklerindeki DA
varliginin belirlenmesinde bu metodun kullaniimasi
sirasinda, Su Urlinleri Yénetmeliginde [15] bildirilen 20
mg/kg’lik yasal Gst limitin iki katindan fazla miktarinin
belirlenmesinde metodun lineer oldugu kanitlanmistir.

Tayin limiti, analitik bir islem ile analitin érnekte tayin
edilebilecek fakat kesin olarak miktari belirlenemeyen en
distk konsantrasyonudur. Ornegin sinyal olarak
okunabildigi en disik derisimdir [19, 3]. Tayin limiti
kullanilan ybénteme gbére degismek Ulzere aletli ya da
aletsiz olarak yapilir. Aletli islemlerde bilinen en disik
konsantrasyonda analiz edilen bileseni iceren &6rnek
sonuglari, kér sonuglari ile karsilastirilarak sinyal/guralta
orani belirlenir. Tayin limiti, genellikle sinyal/guraltt
oraninin 3 kati olarak kabul edilir [20, 21].

Olglim limiti, analitik bir yéntem kullanilarak analitin
uygun dogruluk ve Kkesinlikle &lgllebilen en disik
konsantrasyonudur [16]. Codu durumda o&lgim limiti,
tayin limitinin iki, GO¢ katidir [22]. Olgim limitinin
belirlenmesinde genel yaklasim, kér érnek okumalarinin
standart sapmasinin 5, 6 veya 10 katinin alinmasidir [3,
18]. Kromatografik metotlarda LoD ve LoQ belirleme igin
azalan konsantrasyonda 6rnek hazirlanarak elde edilen
kromatogramin pik ylUksekligi ve guriltl odlgllerek S/N
orani hesaplanir. LoD igin S/N oranini Ug¢ kati alinarak,
LoQ igin S/N oraninin 10 kati alinarak hesaplanir [23].

Tablo 4'te tayin limiti ve 6lgim limitinin belirlenmesi igin
yapilan analizler ve elde edilen sonuglar gériimektedir.
DA bakimindan negatif midye &érnegine 0.45 pg/mL
diizeyinde DA standardi spike edilerek ardisik olmayan
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doért farkli glnde vyapilan tekrar enjeksiyonlari
sonucunda ortalama 0.4125 + 0.0279 pg/mL degeri elde
edilmistir. Buna gbre, standart sapmanin U¢ kati olarak
hesaplanan LoD degeri 0.0837 pg/mL, standart
sapmanin on kati alinarak hesaplanan LoQ degeri ise
0.279 pg/mL olarak belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Domoik asit tayin limiti ve élgim limiti analizleri
(DA eklenen = 0.45 pug/mL)

Giinler Tekrar Enj. 1 Enj. 2
1 1 0.44 0.45
2 0.43 0.45
5 1 0.47 0.41
2 0.41 0.40
3 1 0.42 0.39
2 0.39 0.39
4 1 0.38 0.40
2 0.38 0.39

Ortalama = 0.4125 Genel SD = 0.0279

Tekrarlanabilirlik, bir metodun ayni laboratuvarda, ayni
kisi tarafindan, ayni kimyasallar ve Olgim cihazi
kullanilarak kisa zaman araliginda uygulanmasi ile elde
edilen 6lgum  sonuclarinin  birbirine  yakinhginin
Olglisudar. Tekrar Gretilebilirlik ise, bir metodun farkh
laboratuvarda, farkli kisi tarafindan, farkli kimyasallar ve
cihaz kullanilarak, farkli giinlerde uygulanmasi ile elde
edilen 6lcim sonuglarinin  biri  birine yakinhginin
Olgisidir [24, 3]. Tekrarlanabilirlik kesinligin bir
gostergesidir [25]. Tekrarlanabilirlik deneyleri metodun
6lcim arahgina, ayni laboratuvarda kag kisi ve kag
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cihazda yapilacagina bagl olarak élgim araliginda en
az G¢ farkh konsantrasyonda yapilmalidir. Eger analiz
tek bir limit degere gbére yapiliyorsa o zaman tek
konsantrasyonda yapilabilir. Tekrarlanabilirlik ayni gin
icerisinde yapilan analiz sonuglarinin, her
konsantrasyon i¢in standart sapma veya rélatif standart
sapma olarak hesaplanir. Ara tekrarlanabilirlik ise ayni
kisinin farkh glnlerde yaptidi analiz sonuglarinin
standart sapmasi veya rélatif standart sapmasidir [17].
Bu arastirmada bes analist tarafindan ardisik olmayan
dort farkh giinde yapilan calismada elde edilen birinci
gln verilerinden tekrarlanabilirlik % RSD’si 2.613, doért
farkli glnin verilerinden tekrar dretilebilirlik % RSD’si
ise 5.16 olarak belirlenmistir (Tablo 5). Tekrar
Uretilebilirlik galismasinin varyans analizi sonuglari,
analistler ve glnler arasinda istatistiksel olarak énem
bulundugunu gdéstermistir (p<0.05).

Analitik metotlar, analit ya da ilgili maddelerin timuanu
her zaman odlcemez. Analitler, 0&rneklerde cesitli
formlarda bulunabilmektedir. Bdylelikle bir metot, analitin
sadece belirli bir formunu tayin etmek icin Uretilmis
olabilir. Bununla birlikte, mevcut analitlerin timinln
belirlenmesinde yer alan bir hata, metodun dogasinda
bulunan bir problemi de yansitabiimektedir. Her iki
durumda da, valide edilen metodun mevcut analitlerin
timind  belirlemede  yeterli  olup  olmadiginin
kanitlanmasi gerekmektedir [3].

Geri kazanim testi i¢in analiz edilen madde ile ayni veya
benzer matrikste sertifikali referans madde analiz
edilerek bulunan sonugtan geri kazanim orani
hesaplanir. Sertifikali referans madde mevcut degilse
gercek érnek Uzerine standart eklenerek geri kazanim
orani hesaplanabilir. Geri kazanim testleri, metodun

6lcim kapsamindaki matriksler ve o6lcum araliginda
farkli konsantrasyonlarda yapiimalidir [26, 17]. Tablo
5'te bildirilen tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik
galismalarindan elde edilen veriler kullanilarak DA
analizi geri kazanim oraninin %71.3 — 94.5 arasinda
degistigi belirlenmistir (Tablo 6).

Analitik bir yéntemin dogrulugu, bir metodun &l¢im
sonuglarinin gergek degere ve bu Olglimlerin birbirine
yakinligini ifade etmek i¢in kullanilir [3]. Metot
validasyonu, sonuglar Uzerine etkili olan sistematik ve
rastgele hatalar nedeniyle dogrulugun tam olarak
hesaplanmasina yardimci olur. Bu ylzden dogruluk
normalde iki komponent olarak calisilir. Bunlar gerceklik
ve kesinliktir. Bir metodun sistematik hatasi, dogrulugun
gerceklik bilesenini, rastgele hatasi ise tekrarlanabilirlik
bilesenini olusturur.

Kesinlik, sonuglarin standart sapmasinin diger bir
sonucun standart sapmasina ne kadar yaklastigini ifade
eder. En cok bilinen iki kesinlik élcim, tekrarlanabilirlik
ve tekrar dretilebilirliktir [3, 17]. Dogruluk icin kabul
edilebilir kriter, nominal degerden * %15ten fazla
sapmanin olmamasidir [19].

Calismada, tekrarlanabilirlik ve gergekligin
hesaplanmasinda, tekrarlanabilirlik—tekrar Uretilebilirlik
galismasinda (Tablo 5) elde edilen veriler kullanildi.
Gercgeklik, % hata olarak ifade edildi ve hata orani
%17.88 olarak, dogruluk orani ise %82.12 olarak
belirlendi (Tablo 7). Dizeltme Faktéri (DF), gercek
degerin bulunan ortalama degere bdélinmesi ile 1.22,
Dlzeltiimis Deger (DD) ise bulunan degerin DF ile
carpiimasi ile 1.8 olarak hesaplandi.

Tablo 5. Domoik asit tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik calismasi (DA eklenen = 0.9 pg/mL)
paratel | Ginter | anaiist | Anaiist | Angiist | Anaiist | Angiist | ort sD RSD RSD? n-1
1 Giin 1 1,51 1,62 1,53 1,43 1,46 1,51 | 0,0731437 0,0484 0,002346388 4
2 1,56 1,47 1,55 1,47 1,41 1,49 0,0626099 0,042 0,001760956 4
1 Giin 2 1,47 1,69 1,44 1,55 1,58 1,55 0,0986408 0,0638 0,004070932 4
2 1,43 1,69 1,42 1,45 1,54 1,51 0,1132696 0,0752 0,005656877 4
1 Giin 3 1,43 1,44 1,41 1,43 1,41 1,42 0,0134164 0,0094 8,87672E-05 4
2 1,41 1,41 1,32 1,38 1,52 1,41 0,0725948 0,0516 0,002658308 4
1 Gin4 1,41 1,56 1,35 1,5 1,44 1,45 0,0810555 0,0558 0,003116249 4
2 1,50 1,59 1,4 1,49 1,46 1,49 0,0690652 0,0464 0,002154331 4
Ortalama| 1,465 1,56 1,43 1,46 1,48 Toplam : 0,021852808 32
SD 0,05 0,11 0,08 0,05 0,06 RSDyoor :0,02613236
RSD 0,04 0,07 0,06 0,04 0,04 (Kisa donem tekrarlanabilirlik)
n-1 23 23 23 23 23
RSD? 0,0014 0,0049 0,0031 0,0013 0,0018
RSDpool  0,0516

HPLC ybntemi ile analizlerde alikonma zamani ve pik
alanindan yararlanilarak analit miktarini hesaplamaya
gidilir. Béoylelikle cihazin tekrarlanabilirligi, alikonma
zamani (RT) ve pik alani tekrarlanabilirligi ile dogrulanir.
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Bu amagla tekrarlanabilirlik ve tekrar Uretilebilirlik
calismasinda (Tablo 5) elde edilen veriler kullanilarak
alikkonma zamani ve pik alaninin tekrarlanabilirligi test
edilmistir.
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Tablo 6. DA geri kazanim orani de@erleri

z 2 8 Gergek deger
E ;g E’ Sg/ng Enj.1 Enj.2 Ort % Ry % Rs %R ort
] 1 1,8 1,4646 1,5646 1,51 81,4 86,9 84,1
2 1,8 1,5768 1,5442 1,56 87,6 85,8 86,7
, 1,8 1,7013 1,5422 1,62 94,5 85,7 90,1
2 1,8 1,4871 1,4483 1,47 82,6 80,5 81,5
1 g 1 1,8 1,5279 1,5238 1,53 84,9 84,7 84,8
2 1,8 1,5585 1,5320 1,55 86,6 85,1 85,8
4 1 1,8 1,5156 1,3361 1,43 84,2 74,2 79,2
2 1,8 1,3871 1,5626 1,47 77,1 86,8 81,9
5 1 1,8 1,4667 1,4585 1,46 81,5 81,0 81,3
2 1,8 1,2831 1,5279 1,41 71,3 84,9 78,1
1 1 1,8 1,4623 14813 1,47 81,2 82,3 81,8
2 1,8 1,4391 1,4201 1,43 80,0 78,9 79,4
5 1 18 1,6375 1,7409 1,69 91,0 96,7 93,8
2 1,8 1,6966 1,6797 1,69 94,3 93,3 93,8
5 g 1 18 1,4243 1,4539 1,44 79,1 80,8 80,0
2 1,8 1,3779 1,4581 1,42 76,6 81,0 78,8
4 1 1,8 1,4876 1,6100 1,55 82,6 89,4 86,0
2 1,8 1,4644 14412 1,45 81,4 80,1 80,7
5 1 1,8 1,5742 1,5784 1,58 87,5 87,7 87,6
2 1,8 1,5657 1,5109 1,54 87,0 83,9 85,5
] 1 1,8 1,4038 1,4495 1,43 78,0 80,5 79,3
2 1,8 1,4454 1,3767 1,41 80,3 76,5 78,4
, 1,8 1,4266 1,4474 1,44 79,3 80,4 79,8
2 1,8 1,3684 1,4578 1,41 76,0 81,0 78,5
3 g | 1,8 1,3663 1,4578 1,41 75,9 81,0 78,4
2 1,8 1,3227 1,3247 1,32 73,5 73,6 73,5
4 1 1,8 1,4121 1,4558 1,43 78,5 80,9 79,7
2 1,8 1,3622 1,3954 1,38 75,7 775 76,6
5 1 1,8 1,3996 1,4287 1,41 77,8 79,4 78,6
2 1,8 1,5181 1,5181 1,52 84,3 84,3 84,3
1 1 1,8 1,3717 14514 1,41 76,2 80,6 78,4
2 1,8 1,5189 1,4920 1,51 84,4 82,9 83,6
, 1 1,8 1,5475 1,5802 1,56 86,0 87,8 86,9
2 1,8 1,5802 1,5904 1,59 87,8 88,4 88,1
4 3 1 1,8 1,3410 1,3676 1,35 74,5 76,0 75,2
2 1,8 1,4228 1,3737 1,40 79,0 76,3 77,7
4 1 1,8 1,4902 1,5005 1,50 82,8 83,4 83,1
2 1,8 1,4943 1,4800 1,49 83,0 82,2 82,6
5 1,8 1,4269 1,4555 1,44 79,3 80,9 80,1
2 1,8 1,4718 1,4514 1,46 81,8 80,6 81,2
Galismada, allkonma zamaninin 6.816 — 6.974 dak yapildigi icin allkonma zamani

arasinda degistigi (Tablo 8) ve ginler ve tekrarlar
arasinda istatistiksel olarak 6énemli fark oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Bu sapmanin &érneklerdeki DA
varliginin tespit edilmesi sirasinda, standart okumasi
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acisindan &nemli

olmayacag! kanisina varilmistir. Alan tekrarlanabilirligi
acisindan ise ginler ve tekrarlar arasinda istatistiksel
olarak dnemli bir fark olmadigi belirlenmistir (p>0.05).
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Tablo 7. Domoik asit metot validasyonu dogruluk verileri

% % g Gergek % E
& & @ deger Enj.1 Enj.2 ot %R % Re % Ron (100 - % Ror)
pg/mL

1 1 1,8 1,4646 1,5646 1,51 81,4 86,9 84,1 15,9

2 1,8 1,5768 1,5442 1,56 87,6 85,8 86,7 13,3

5 1 1,8 1,7013 1,5422 1,62 94,5 85,7 90,1 9,9

2 1,8 1,4871 1,4483 147 826 80,5 81,5 18,5

1 3 1 1,8 1,5279 1,5238 1,53 84,9 84,7 84,8 15,2
2 1,8 1,5585 1,5320 1,55 86,6 85,1 85,8 14,2

4 1 1,8 1,5156 1,3361 1,43 84,2 74,2 79,2 20,8

2 1,8 1,3871 1,5626 1,47 771 86,8 81,9 18,1

1 1,8 1,4667 1,4585 1,46 81,5 81,0 81,3 18,7

° 2 1,8 1,2831 1,5279 1,41 71,3 84,9 78,1 21,9

1 1 1,8 1,4623 1,4813 1,47 81,2 82,3 81,8 18,2

2 1,8 1,4391 1,4201 1,43 80,0 78,9 79,4 20,6

5 1 1,8 1,6375 1,7409 1,69 91,0 96,7 93,8 6,2

2 1,8 1,6966 1,6797 1,69 94,3 93,3 93,8 6,2

5 1 1,8 1,4243 1,4539 1,44 79,1 80,8 80,0 20,1
8 2 1,8 1,3779 1,4581 1,42 76,6 81,0 78,8 21,2

4 1 1,8 1,4876 1,6100 1,55 82,6 89,4 86,0 14,0

2 1,8 1,4644 1,4412 1,45 81,4 80,1 80,7 19,3

1 1,8 1,5742 1,5784 1,58 87,5 87,7 87,6 12,4

° 2 1,8 1,5657 1,5109 1,54 87,0 83,9 85,5 14,5

1 1 1,8 1,4038 1,4495 1,43 78,0 80,5 79,3 20,7

2 1,8 1,4454 1,3767 1,41 80,3 76,5 78,4 21,6

° 1 1,8 1,4266 1,4474 1,44 79,3 80,4 79,8 20,2

2 1,8 1,3684 1,4578 1,41 76,0 81,0 78,5 21,5

3 3 1 1,8 1,3663 1,4578 1,41 75,9 81,0 78,4 21,6
2 1,8 1,3227 1,3247 1,32 73,5 73,6 73,5 26,5

4 1 1,8 1,4121 1,4558 1,43 78,5 80,9 79,7 20,3

2 1,8 1,3622 1,3954 1,38 75,7 77,5 76,6 23,4

1 1,8 1,3996 1,4287 1,41 77,8 79,4 78,6 21,4

5 2 1,8 1,5181 1,5181 1,52 84,3 84,3 84,3 15,7

1 1 1,8 1,3717 1,4514 1,41 76,2 80,6 78,4 21,6

2 1,8 1,5189 1,4902 1,50 84,4 82,8 83,6 16,4

5 1 1,8 1,5475 1,5802 1,56 86,0 87,8 86,9 13,1

2 1,8 1,5802 1,5904 1,59 87,8 88,4 88,1 11,9

4 3 1 1,8 1,3410 1,3676 1,35 74,5 76,0 75,2 24,8
2 1,8 1,4228 1,3737 1,40 79,0 76,3 77,7 22,3

4 1 1,8 1,4902 1,5005 1,50 82,8 83,4 83,1 16,9

2 1,8 1,4943 1,4800 1,49 83,0 82,2 82,6 17,4

5 1 1,8 1,4269 1,4555 1,44 79,3 80,9 80,1 19,9

2 1,8 1,4718 1,4514 1,46 81,8 80,6 81,2 18,8
ORTALAMA 1,8 1,4697 1,4867 1,478 81,7 82,6 82,1 17,88

SD = 0,083 4,584 Dogruluk
RSD = 0,056 0,0558 % 82,12

Metot validasyonu, valide edilen metodun rutin kullanim
kosullarindaki performansini  ve bu performansin
gergeklesme kosullarini ve sinirlarini belirler. Metodun
rutin kullanim sirasinda kontrol altinda tutulabilmesi igin
belirli bir kalite kontrol isleminin uygulanmasi gerekir.
Uygun kontrol araci olarak bilinen bilesimdeki kontrol
Ornegi (kor drnek, kalibrasyon standardi, eklenen érnek,
paralel analiz) belirli araliklarla normal érnek gibi analiz
edilir ve bulunan sonu¢ grafiksel olarak kaydedilir.
Kontrol limiti olarak uyari limiti + 2s, énlem limiti i¢in ise
* 3s olarak kullanilir [17].
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Calismada, kalite kontrol (QC) grafiginin (Sekil 3) ik kez
olusturulmasinda tekrarlanabilirlik calismasindan elde
edilen sonuglardan yararlanilmis ve UGst &nlem limiti
(UOL) 1.65, ust uyari limiti (UUL) 1.59, orta ¢izgi 1.47,
alt uyar limiti (AUL) 1.35 ve alt énlem limiti (AOL) 1.29
olarak hesaplanmistir (Tablo 9 ve Tablo 10). Takiben
her onbes gunde bir vyapillan eklemeli ©&rnek
analizlerinden elde edilen sonuglarin alt ve st énlem
limitleri icerisinde kaldigi belirlenmistir.
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Tablo 8. Domoik asit sistem parametreleri (allkonma zamani ve alan tekrarlanabilirligi) calismasi

RT (dakika) Ganler Alan tekrarla. Gnler
(Domoik asit (Domoik asit
1.8 yg/mL) 1 2 3 1.8 yg/mL) 1 2 3
Tekrar 1 6.962 6.932 6.840 Tekrar 1 71.9 74.6 67.3
6.974 6.933 6.841 715 74.8 68.7
Tekrar 2 6.966 6.930 6.841 Tekrar 2 62.9 74.2 73.0
6.960 6.899 6.837 74.9 71.6 73.0
Tekrar 3 6.955 6.863 6.828 Tekrar 3 71.8 69.3 67.5
6.952 6.872 6.830 76.7 70.2 69.7
Tekrar 4 6.953 6.865 6.824 Tekrar 4 77.3 68.2 69.5
6.951 6.861 6.822 75.7 67.3 66.2
Tekrar 5 6.945 6.856 6.819 Tekrar 5 74.9 67.5 65.7
6.942 6.858 6.816 74.7 68.9 70.1
Genel Ortalama = 6.8909 Genel Ortalama = 70.987
Genel SD = 0.0561 Genel SD = 3.622
Genel % RSD = 0.8148 Genel % RSD = 5.103
Alikonma zamani (RT) 6.816 — 6.974
17 1
1,65
1,6 1
© 155 N /‘ N
- PR ~ / N
< 5t \ / \ /
[ Ny —~ ,/ v
: b ) ~ ‘I\ // h .-/ \\ ,-/ - ..\ /’.
< 14 ~ v/ \\ /
: \ / e
° 1,35 g
* 1,3 1
1,25 1
1,2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
6LgUM SETLERTL

Sekil 3. Domoik asit ilk kalite kontrol (QC) grafigi

Tablo 9. Tekrarlanabilirlik galismasindan elde edilen ve DA ilk kalite kontrol (QC) grafigi
ciziminde kullanilan DA degerleri (eklenen DA 0.90 pg/mL)

Glnler Paralel 1. Analist 2. Analist 3. Analist 4. Analist 5. Analist

1 1 1.51 1.62 1.53 1.43 1.46
2 1.56 1.47 1.55 1.47 1.41
2 1 1.47 1.69 1.44 1.55 1.58
2 1.43 1.69 1.42 1.45 1.54
3 1 1.43 1.44 1.41 1.43 1.41
2 1.41 1.41 1.32 1.38 1.52
4 1 1.41 1.56 1.35 1.50 1.44
2 1.50 1.59 1.40 1.49 1.46
Ortalama 1.47 1.56 1.43 1.46 1.48
SD 0.05 0.11 0.08 0.05 0.06
RSD 0.04 0.07 0.06 0.04 0.04
n-1 23 23 23 23 23
RSD? 0.0014 0.0049 0.0031 0.0013 0.0018

RSDpool 0.0516
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Tablo 10. Domoik asit ilk kalite kontrol grafigi Ust ve alt dnlem limitleri ile

Uist ve alt uyari limitleri

Olglim Konsantrasyon DA standart konsantrasyonu :
seti (ng/mL) 1.8 pg/mL

X1 Xon X1 'Xon(ort) [X1 'Xort(on)]Z
Set 1 1.51 1.51 0.04 0.00
Set 2 1.56 1.56 0.09 0.01
Set 3 1.47 1.47 0.00 0.00
Set 4 1.43 1.43 -0.04 0.00
Set5 1.41 1.41 -0.06 0.00
Set 6 1.47 1.47 0.00 0.00
Set 7 1.44 1.44 -0.03 0.00
Set 8 1.53 1.53 0.06 0.00
Set 9 1.35 1.35 -0.12 0.01
Set 10 1.43 1.43 -0.04 0.00
Set 11 1.45 1.45 -0.02 0.00
Set 12 1.38 1.38 -0.09 0.01
Set 13 1.46 1.46 -0.01 0.00
Set 14 1.58 1.58 0.11 0.01
Set 15 1.52 1.52 0.05 0.00
Ort 1.47 1.47 Toplam = 0.06
Ortalamalarin ortalamasi (X ort oy = 1.47
n=1, Npwa = 15 s =V I (X-Xonon)?/n-1 = 0.06

S = s/+n (ortalamanin standart sapmasl) = 0,06

Ust Onlem Limiti (UOL)
Ust Uyari Limiti (UUL)
Orta gizgi

Alt Uyari Limiti (AUL)
Alt Onlem Limiti (AOL)

Xort (ort) + 3S= 1.65
Xort + 2S5= 1.59
Xort (ort))= 1.47

X ort (ory - 25= 1.35
X ort (orty - 3S= 1.29

SONUG

Bu calismada dogrusallik R?, tayin limiti (LoD) veya
Olcim limiti (LoQ) degerleri sirasiyla 0.9999, 0.0837
pg/mL  ve 0.279 pupg/mL olarak belirlenmigtir.
Tekrarlanabilirlik % RSD’si 2.613, tekrar Uretilebilirlik %
RSD’si ise 5.16 olarak hesaplanmistir. Domoik asit
analizi geri kazanim oraninin, tekrarlanabilirlik ve tekrar
Uretilebilirlik  ¢alismalarindan elde edilen veriler
kullanilarak ~ %71.3-%94.5 arasinda  degismistir.
Gergeklik % hata olarak %17.88, dogruluk orani ise
%82.12 olarak hesaplanmigtir. Calismada, alikkonma
zamani 6.816 — 6.974 dakika arasinda degismistir.

Validasyonu yapiimis bir metodun uygulanmasi
sirasinda, metotun belli kalite kontrol testleri
uygulanarak 6nceden belirlenen performans kriterleri
dahilinde belirlenen limitler icerisinde kalip kalmadigi
izlenmelidir. Bu izleme sirasinda metot, belirlenen
limitler disina ¢iktiginda, metodun tekrar validasyonunun
yapilmasi gerekmektedir. Buna gbre, validasyon
calismalarinda belirlenen 6l¢cim limitleri asildiginda, i¢
kalite kontrol testleri sirasinda elde edilen degerler uyari
(x 2S) ve 6nlem (z 3S) limitlerini astiginda, geri kazanim
orani belirlenen araligin disina ¢iktiginda, ring testleri
sonuglarinda kabul edilemez degerler elde edildiginde
sistem gbzden gecirilerek metot tekrar valide edilmelidir.
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