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OZET

Ozbilgi/Amag: Bu calismada rumen sivisinda aflatoksin (B,, B,, G,, G,) tayini icin immuno-affinite kolon ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilan bir yontem gelistirilerek laboratuar igi validasyonu yapilmistir.

Materyal ve Metot: Bu amag igin laktasyondaki bir inekten alinan aflatoksin icermeyen rumen sivisi stiziiliip -352C’de 24 saat
bekletildikten sonra oda sicakligina getirilerek kullaniimigtir. Rumen sivisina degisik konsantrasyonlarda sertifikali aflatoksin
karisim standardi ilave edilerek yapilan ¢alismada, metanol-su (70:30/v:v) ekstraksiyonu, immuno-affinite kolon ile aflatoksinlerin
ekstrakttan ayrilmasi, metanol ile aflatoksinlerin immuno-affinite kolondan alinmasi ve floresan detektorlti HPLC ile aflatoksin
miktarlarinin tespit edilmesi asamalari gerceklestirilmistir. Orneklerin analizi ile elde edilen veriler tespit limiti (LOD), 8lgiim limiti
(LOQ), dogrusallik, geri kazanim ve tekrarlanabilirlik gibi metot performans kriterlerinin belirlenmesi igin kullaniimistir.

Bulgular ve Sonug: Aragtirmada, aflatoksin B, icin belirlenen tespit limiti, 6l¢iim limiti ve geri kazanim orani sirasiyla 0.01 ppb,
0.02 ppb ve % 91 olarak bulunmustur. Tekrarlanabilirlik calismasinda ise 1 ve 2 ppb konsantrasyonlar icin varyasyon katsayilari %
3.15 ve % 4.56 olarak hesaplanmistir. Rumen sivisinda aflatoksinlerin tayini icin belirlenen bu performans kriterleri ile dogru ve
glvenilir bir sekilde analiz yapilabilir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, HPLC, immuno-affinite kolon, Rumen sivisi

The Combination of Immuno-Affinity Column (IAC) and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) for Detection of Aflatoxins in Rumen Fluid

ABSTRACT

Background/Aim: This study was performed for internal validation of immuno-affinity column and HPLC methods for determining
aflatoxins (B, B,, G,, G,) in ruminal fluid.

Material and Method: Aflatoxin free rumen fluid was sampled from a lactating cow, filtered and kept at -35°C for 24 h. Then it
was brought to room temperature for further analysis. The certified aflatoxin mix standard was added to rumen fluid in varying
concentrations. The performed following steps were; methanol-water (70:0/v:v) extraction, separating aflatoxins from the
extract by immuno-affinity column, taking methanol and aflatoxins from immuno-affinity column and determining the amount
of aflatoxins by HPLC having fluorescence detector. The data was used for limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ),
linearity, recovery and repeatability of the method’s performance criteria.

Results and Conclusion: The detection and measurement limits and recovery rate for aflatoxin B, were 0.01 ppb, 0.02 ppb and
91%, respectively. The calculated variation coefficients in repeatability study were 3.15 and 4.56% for 1 and 2 ppb concentrations.
It can be done accurate and reliable analysis in ruminal fluid that specified performance criteria for the determination of aflatoxins.
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Giris

Aflatoksinler, A. flavus, A. parasiticus ve A. nominus kifleri
tarafindan dretilen ikincil metabolizma GrGnleri olup, olusumu
ve toksisitesi géz énline alindiginda aflatoksin B, (AFB,) en
énemlisidir ve bunu sirasiyla aflatoksin G, (AFG,), aflatoksin
B, (AFB,) ve aflatoksin G, (AFG,) izlemektedir (Van Genderen,
1997; Doyle ve ark., 1997). Gidalarda ve hayvan yemlerinde
siklikla rastlanan aflatoksinlerin yiksek dozlari akut toksik etki
gostererek, onemli saglk sorunlarina ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Dusiik dozlari ise glgli bir hepatokarsinojen,
mutajen ve teratojen olup ayrica bagisiklik sistemini de
baskilamaktadir. Memeli hayvanlar, kuslar ve baliklarin
birgcok turiinin aflatoksinlerin etkilerine karsi hassas oldugu
bildirilmistir (Stark, 2001). Memelilerde akut aflatoksikozun
belirtileri; istahsizlik, uyusukluk, dengesizlik, diizensiz ve mat
tiy ile yaglanarak biylimis karaciger olarak, kronik belirtilerin
ise; yem tiketimi ve sut Uretiminde azalma, sarilik, istah
kaybi ve blylime oraninda gerileme olarak rapor edilmistir
(Nibbelink, 1986).

Aflatoksinlerin rumende biyodegradasyonu hakkinda geliskili
sonuglar rapor edilmektedir. Bazi aragtirmacilar AFB,” in rumen
sivisinda inklibasyona ugradiginda konsantrasyonunda 6nemli
azalmalar oldugunu bildirirken (Engel ve Hagemeister,1978),
bazi arastirmacilar ise bunu tespit edememislerdir (Kiessling
ve ark., 1984). Cinkid rumen sivisina inokile edilen ve in vitro
ortamda inklibasyona birakilan AFB, molekilleri rumende
arandiginda AFB.'in aflatoksikol gibi metabolitleri tespit
edilmistir (Auerbach ve ark. 1998). Rumendeki kismi bozulma
nedeniyle mikotoksinler ruminantlarda diger tiirlere gére daha
az toksiktir ancak, rumende mikotoksinlerin degradasyonu
tamamen olmamakta ve bazi pargalanma trlnleri toksik madde
olarak kalabilmektedir (Kiessling ve ark., 1984). Aflatoksinlerin
sadece % 10’undan az bir boliminin rumende yikimlanabildigi
ve bu nedenle rumen mikroorganizmalari izerinde de olumsuz
etkilerin oldugu bildirilmistir (Yiannikouris ve Jouany, 2002).

Mikotoksinlerle ilgili olarak ruminantlarin sindirim sistemi ve
hayvanlarin besin kaynaklari tzerine etkileri hakkinda bilgi ok
azdir. AFB.'in in vivo veya in vitro ortamda ugucu yag asitleri
ve selliloz sindirimi lzerine etkisinin olmadigi bildirilmistir
(Edrington ve ark., 1994; Auerbach ve ark., 1998). Ancak
onemli Olglide mikotoksin varligi ve gesitli toksinler arasindaki
sinerjistik etki ruminant sindirim sistemine olumsuz etki
yapmaktadir. Ayrica rumen mikroflorasinin ve mikrofaunasinin
kompozisyonu rasyona bagh oldugundan, beslenme sartlar
detoksifikasyon siirecinde yer alan mikroorganizmalarin
biyolojik aktivasyonunu etkilemektedir (Jouany, 2001).

Mikotoksinlerin ~ ruminal  degradasyon orani tiketilen
yemin mikotoksin yilkine, yemin bilesimine, hayvanin
saghgina, rumendeki mikroflora ve protozoa aktivitesine
gore degisim gostermektedir. Tiketilen yemin rumenden
gecis hizi ve rumendeki disik protozoa popilasyonu
rumende mikotoksinlerin degradasyonunu azaltmaktadir.
Mikotoksinlerin ruminal degradasyonu bakteriyel aktiviteden
daha ¢ok protozoal aktiviteye baglidir (Kiessling ve ark., 1984).
Monogastrik tirlerle karsilastirildiginda ruminant hayvanlarin
mikotoksin bulagsmis yemlere karsi daha dayanikli oldugu
disinulmektedir (Gremmels, 2008). Bu varsayima dayanarak
rumen florasi mikotoksinleri pargalayarak veya inaktive ederek
hayvanlari korur. Zehirlenmelere yol agan bazi mikotoksinler
rumende parcalanmaya karsi dayanikhdirlar. Ayrica farkh
yemlerden gelen mikotoksinlerin gesitliliginin artmasi sonucu
sut sigirlarina olan baski artar. Birkag farkli mikotoksinin ayni

anda baskisi beklenmeyen saglik sorunlarina yol acabilir.
Gegis donemlerinde 6nceden var olan negatif enerji dengesi
nedeniyle sigirlarin  kif, kiaf sporlari ve mikotoksinlerle
kontamine olmus yemlerin olusturdugu baskiya karsi daha
duyarlh  olduklart  dusiniimektedir  (Gremmels, 2008).
Hayvanlarin mikotoksin bulasmis yemleri veya tahillar
reddetmesi hayvan beslenmesinde tekrarlanan bir sorun
haline gelmistir. istah kaybi ile iliskilendirildiginde monogastrik
hayvanlar ruminantlara gére daha hassastir. Benzer sekilde
slitten yeni kesilmis ruminantlar yetiskin ruminantlara gore
daha hassastir (Bersjo ve ark., 1992; Bersjo ve ark., 1993; Rotter
ve ark., 1995).

Rumende aflatoksinlerin degradasyonu konusunda daha net
bilgilere ulasabilmek i¢in rumen sivisinda aflatoksin analizi
konusunda valide edilmis yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir.
Bu ¢alisma rumen sivisinda aflatoksin (B, B,, G,, G,) tayini
icin immuno-affinite kolon ve HPLC kullanilan bir yontem
gelistirmek amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Rumen Sivisi: Laktasyondaki bir inekten rumen sondasi yolu
ile alinan rumen sivisi hizli bir sekilde termos ile laboratuara
getirilerek slziilmis, ardindan -352C’de derin dondurucuda
24 saat bekletiimis ve oda sicakhigina getirildikten sonra
kullaniimstir.

Aflatoksin MIX Standardi (AFMIX): HPLC'de kalibrasyon igin
sertifikali, metanol iginde ¢6ziinmis formda bulunan ve toplam
konsantrasyonu 2.6 pg/ml olan Aflatoksin Mix (1ug/ml AFB,,
0.3 pg/ml AFB,, 1 pg/ml AFG, ve 0.3 pg/ml AFG,) standardi
(Aflatoxin Mix Kit-M, Supelco, USA) kullaniimistir.

immuno-affinite Kolonlar (IAK): Aflatoksinlere karsi spesifik
antikorlar iceren immuno-affinite kolonlar (AflaTest-P, Vicam
Science Technology LP, USA) kullaniimigtir.

Kimyasallar ve sarf malzemeler: HPLC saflikta asetonitril (75-
05-8) (Merck), metanol (67-56-1) (Merck), sodyum klorir
(7647-14-5) (Merck), potasyum bromir (7758-02-3) (Merck),
nitrik asit (7697-37-2) (Merck), ultra saf su, fosfat tamponu
(PBS) hazir tabletleri (pH 7.0), kaba filtre kagidi, Whatman No:4
filtre kagidi, mikrofiber cam filtre ve gerekli cam malzemeler
kullaniimistir.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi: Dionex
P680 HPLC Pompa, Dionex ASI-100 Otamatik Ornekleyici,
Dionex RF 2000 Floresan Dedektor, Dionex TCC-100 Isiticih
Kolon Firini, ODS-2 (C18 -250 mm-5um- 4,6 mm) kolonu,
bilgisayar ve yazilim donanimi mevcuttur. Aflatoksin analizi;
Dedektor dalga boyu: Excitation wavelength: 360 nm, Emission
wavelength: 440 nm, Pompa akis hizi: 1ml/dk, Enjeksiyon
hacmi: 100 pl, Kolon sicakhgi: 25°C, Mobil faz: Saf su/Asetonitril/
Metanol (55/20/30; v/v/v) HPLC sartlarinda, 15 dakika stirede
yapilmistir.

HPLC Mobil Fazi: Saf su/Asetonitril/Metanol (55/20/30; v/v/v)
oranlarinda karisim hazirlanmistir. Cozeltinin bir litresine 120
mg Potasyum Bromiir ve 350 pl 4 Molar Nitrik Asit ilave edilmis
ve kullanmadan 6nce 0.45 mikron goézenekli filtre kagidindan
suzilerek hazirlanmigtir (AOAC, 2000).

HPLC'de kalibrasyon tablosunun olusturulmasi: HPLC’de
kalibrasyon tablosu AOAC Official Method 991.31 (AOAC,
2005)’e gore olusturulmustur. AFB, ve AFG,'in 1000 ng/ml,
AFB, ve AFG,’nin 300 ng/ml konsantrasyonda oldugu sertifikali
hazir mix standart kullanilmistir. 1 ml aflatoksin standardi
15 ml’lik amber viale aktarilmis ve lzerine 9 ml metanol
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Tablo 1. Kalibrasyon standardinin hazirlanmasi
Table 1. Preparation of the calibration standard

1. vial
2. vial
vial
. vial
vial
vial
vial

No vsow

80 ul ikinci asama standart + 3920 pl metanol + 6 ml saf su
240 pl ikinci agama standart + 3760 pl metanol + 6 ml saf su
400 pl ikinci agama standart + 3600 ul metanol + 6 ml saf su
560 pl ikinci asama standart + 3440 ul metanol + 6 ml saf su
720 pl ikinci asama standart + 3280 pul metanol + 6 ml saf su
880 pl ikinci asama standart + 3120 pl metanol + 6 ml saf su
1000 pl ikinci agama standart + 3000 pul metanol + 6 ml saf su

Tablo 2. Kalibrasyon standardi konsantrasyonlari (ppb) ve HPLC kalibrasyon tablosu degerleri
Table 2. The concentrations of calibration standard (ppb) and the values on calibration table of HPLC

Vial No AFB, AFB, AFG, AFG,
1 0.8 0.24 0.8 0.24
2 2.4 0.72 2.4 0.72
3 40 1.20 4.0 1.20
4 5.6 1.68 5.6 1.68
5 7.2 2.16 7.2 2.16
6 8.8 2.64 8.8 2.64
7 10.0 3.00 10.0 3.00

ilave edilerek Il. asama standart sollisyonu hazirlanmistir.
Kalibrasyon standardini hazirlamak igin Il. asama standarttan
asagida belirtilen hacimlerde 7 ayri 15 ml’lik vidali amber
viale aktarilmistir. Viallerdeki Il. asama standartlarinin her
biri lizerine uygun hacimde metanol ilave edilerek 4 ml'e
tamamlanarak iyice karistirilmistir. Sonrasinda her bir viale 6 ml
saf su ilave edilmis ve yine iyice karigtiriimistir (Tablo 1).

Her vial 2 ml’lik viallere yeteri miktarda aktarilarak 100 ul
hacimde HPLC'ye enjekte edilmistir HPLC'de kalibrasyon
tablosu ppb olarak olusturuldugu icin Tablo 2./deki degerler

HPLC’ye girilmistir.

Tablo 2’deki degerlerle olusturulan kalibrasyon tablosu ile 7

0.999 olmasi saglanmistir.

Rumen Sivisinda Aflatoksin (B, B,, G,, G,) Analizleri: Rumen
sivisinda aflatoksin tayini igin kullanilan yontem AOAC
Official Method 999.07 (AOAC 2000) analiz metodundan
modifiye edilmistir. HPLC-IAK analiz yonteminin prensibi;
o6rnege uygulanan o6n islemlerden sonra (6rnekleme, 6rnegin

Tablo 3. Rumen sivisindaki aflatoksinlerin (B;, B,, G, G,) Tespit (LOD) ve Olgiim (LOQ) limitleri
Table 3. The limits of detection (LOD) and the limits of quantification LOQ) in the ruminal fluid of aflatoxins (B,, B,,

Gll GZ)
Paralel no AFB; AFB, AFG, AFG,
(0.04 ppb) (0.015 ppb) (0.04 ppb) (0.03 ppb)
1 0.032 0.011 0.038 0.017
2 0.032 0.010 0.025 0.017
3 0.027 0.009 0.029 0.016
4 0.030 0.013 0.029 0.021
5 0.026 0.012 0.025 0.012
6 0.027 0.013 0.025 0.014
7 0.028 0.012 0.033 0.012
8 0.030 0.010 0.027 0.012
9 0.030 0.010 0.026 0.021
Ort. 0.029 0.011 0.029 0.016
S 0.002 0.001 0.004 0.004
LOD 0.01 0.004 0.01 0.01
LOQ 0.02 0.01 0.04 0.04
Tablo 4. Rumen sivisindan Aflatoksin B; B, G; ve G, 'nin geri kazanim oranlari (%)
Table 4. The recovery of aflatoxins (B; B, G; G,) from ruminal fluid (%)
AFB; AFB, AFG, AFG,
1 ppb 2 ppb 0.3 ppb 0.6 ppb 1 ppb 2 ppb 0.3 ppb 0.6 ppb
94 88 89 85 88 85 52 51
Ort. 91 Ort. 87 Ort. 87 Ort. 52
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Tablo 5. Rumen sivisinda Aflatoksin B; B, G;ve G, igin tekrarlanabilirlik sonuglari
Table 5. The repeatability of aflatoxins (B;, B, G;, G) from ruminal fluid (%)

AFB, AFB, AFG, AFG,
Paralel no (1 ppb) (2 ppb) (0.3 ppb) (0.6 ppb) (1 ppb) (2 ppb) (0.3 ppb) (0.6 ppb)
1 0.95 1.81 0.26 0.52 0.88 1.76 0.15 0.29
2 0.97 1.83 0.28 0.53 0.89 1.76 0.15 0.29
3 0.96 1.86 0.27 0.53 0.85 1.76 0.16 0.29
4 0.96 1.87 0.27 0.54 0.92 1.76 0.15 0.32
5 0.94 1.75 0.27 0.50 0.89 1.67 0.15 0.32
6 0.95 1.66 0.27 0.49 0.90 1.59 0.16 0.34
7 0.90 1.72 0.25 0.49 0.86 1.66 0.16 0.30
8 0.89 1.68 0.26 0.49 0.87 1.64 0.17 0.30
9 0.90 1.69 0.26 0.48 0.87 1.64 0.16 0.30
Ortalama 0.94 1.76 0.27 0.51 0.88 1.69 0.16 0.31
S 0.030 0.080 0.008 0.022 0.022 0.067 0.007 0.016
%CV 3.15 4.56 2.95 4.35 2.46 3.95 4.64 5.30
temizlenmesi, immuno-affinite kolon (IAK) (VICAM Afla  Aflatoksin B, ve G, 0.012 ppb, 0.13 ppb konsantrasyondaki

Test-P, USA) safhasi, HPLC’ye enjeksiyon) kantitatif analiz
ilkesine dayanmaktadir (AOAC, 2000). HPLC'de kolon sonrasi
turevlendirme Kobra Cell kullanilarak gergeklestirilmistir. Derin
dondurucudan c¢ikarilarak oda sicakligina getirilen rumen
sivisindan 20 ml alinmis ve Gzerine 80 ml metanol-su karisimi
(7:3 v/v) ve 5 g sodyum kloriir ilave edilmistir. Karistiricida
(Waring Commercial Blender) 2 dakika ylksek hizda
kanstirildiktan sonra kaba filtre kdgidindan ve Whatman No:4
filtre kagidindan siziilerek iri partikillerinden temizlenmistir.
Saziintiden 20 ml alinip Gzerine 20 ml PBS tampon ¢ozeltisi
eklenerek el ile karismalari saglanmistir. IAK kolon 20 ml’lik
enjektore sabitlenmis ve enjektére pipetle 20 ml rumen
sivisi ornegi mikrofiber cam filtreden gegirilerek alinmistir.
Kolondan saniyede 1 damla akacak sekilde gegirilmistir. Daha
sonra 2 kez 10 ml saf su gegirilerek yikama yapilmistir. Akis
hizi 5 ml/d ayarlanmistir. Kolondan birka¢ kez hava gegirilip
su tamamen c¢ikarilmisti. 1 ml metanol eklenerek kolondan
yavasca gegcirilmistir Tum metanol 15 ml’lik koyu renkli
vialde toplanmistir. 1 ml saf su ile islem tekrarlanmis ve su
ayni viale alinmistir. Toplam hacim 2 ml olmustur. Vortekste
iyice karistirilarak 2 ml’lik vialde HPLC'ye 100 pl enjeksiyon
yapilmistir.

Validasyon Calismasi: Calismadakullanilanydntemintespitlimiti
(limit of detection-LOD), 6lgiim limiti (limit of quantification-
LOQ), dogrusalligi (linearity), geri kazanim (recovery) ylzdesi
ve tekrarlanabilirligi (repeatability) incelenmistir (AOAC,
2005; Senyuva ve Gilbert, 2006; SANCO/10684, 2009). LOD ve
LOQ toplamda ug farkli dizeyde aflatoksin igeren drneklerle;
dogrusallik 7 farkh dizeyde, % geri kazanim 2 farkli diizeyde
calisilarak  belirlenmistir.  Tekrarlanabilirlik ~degerleri ise
toplamda iki farkh diizeyde aflatoksin eklenmis olan érneklerin
9 paralel galisiimasiyla hesaplanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Tespit Limiti (LOD) ve Olgiim Limiti (LOQ): Tespit limitini
hesaplamak icin daha 6nceden hazirlanan aflatoksin yoniinden
temiz rumen sivisi 6rnegine toplamda 0.104 ppb, 0.13 ppb ve
0.26 ppb aflatoksin standardi ilave edilerek 9 paralelli olarak
¢alisilmis ve HPLC’de enjeksiyon yapilmistir. Bu ¢alisma sonucu
elde edilen degerler Tablo 3.de verilmistir. Toplam aflatoksin
icindeki Aflatoksin B,, B,, G, ve G, toksinlerinin orani; 0.104
ppb konsantrasyondaki standartta Aflatoksin B, ve G, 0.04 ppb,

standartta Aflatoksin B, ve G, 0.05 ppb, Aflatoksin B, ve G,
0.015 ppb, 0.26 ppb konsantrasyondaki standartta Aflatoksin
B, ve G, 0.1 ppb, Aflatoksin B, ve G, 0.03 ppb oranlarinda
bulunmaktadir. Tespit limiti (LOD): 0 + 3S, Olgiim limiti (LOQ):
0 + 10S (S: Standart sapma) formiliine gore hesaplanmis ve
Aflatoksin B, icin LOD degeri 0.01 ppb, LOQ degeri 0.02 ppb
olarak bulunmustur. Aflatoksin B, i¢in LOD degeri 0.004 ppb,
LOQ degeri 0.01 ppb olarak bulunmustur. Aflatoksin G, igin
LOD degeri 0.01 ppb, LOQ degeri 0.04 ppb olarak bulunmustur.
Aflatoksin G, icin ise LOD degeri 0.01 ppb, LOQ degeri 0.04 ppb
olarak bulunmustur.

Dogrusallik (Linearity): Yedi farkli dizeyde ve Uger paralelli
olarak vyapilan enjeksiyonlardan elde edilen alanlar ile
konsantrasyonlar arasindaki korelasyon katsayilarini gosteren
grafikler Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3 ve Sekil 4’te verilmistir.
Aflatoksin tirlerinin hepsinde korelasyon katsayisi 0.999 ve
lizerinde bulunmustur.
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sekil 1. Aflatoksin B, ’e ait konsantrasyon-alan korelasyon grafigi
Figure 1. Correlation graphic of concentration-area Aflatoxsin B,
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Sekil 2. Aflatoksin B,’ye ait konsantrasyon-alan korelasyon grafigi
Figure 2. Correlation graphic of concentration-area Aflatoxsin B,
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sekil 3. Aflatoksin G, ’e ait konsantrasyon-alan korelasyon grafigi
Figure 3. Correlation graphic of concentration-area Aflatoxsin G,
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Sekil 4. Aflatoksin G,’e ait konsantrasyon-alan korelasyon grafigi

Figure 4. Correlation graphic of concentration-area Aflatoxsin G,

Geri Kazanim (Recovery): Geri kazanim oranlarini tespit
etmek icin hazirlanan aflatoksin bakimindan temiz rumen
sivisi 6rnegine 2.6 ppb ve 5.2 ppb toplam konsantrasyonda
aflatoksin standardi enjekte edilerek her konsantrasyon 18 kez
¢alisma yapilmis ve % geri kazanim oranlari hesaplanmistir.
Geri kazanim galismasindan elde edilen oranlar Tablo 4.de
gosterilmistir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Rumen sivisi numunesine
2.6 ppb ve 5.2 ppb’lik toplam aflatoksin standardi enjekte
edilerek tekrarlanabilirlik galismasi yapilmistir. Dokuz paralelli
olarak galisilan 6rneklerin ortalamalari, standart sapmalari ve
varyasyon katsayilari (% CV) Tablo 5’'de verilmistir.

Sonug: Yapilan bu galisma ile rumen sivisinda aflatoksin
analizleri igin s6z konusu yontemin performans kriterleri
bakimindan guvenilir oldugu ve konu ile ilgili olarak yapilacak
¢alismalarda kullanilmasi icin 6nerilebilecek bir yontem oldugu
gorulmustir. Elde edilen bu sonuglar yontemin laboratuarlar
arasi bir calisma ile yeniden yapilabilirligini (reproducibility) ve
validasyonun tamamlanabilecegini de gostermistir.
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