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1. ONSOZ

Bilimsel ve teknolojik gelismeleri giinliik hayata yansitmak, beraberinde birgok Olgiimii
getirmektedir. Tiim bu Ol¢iimlerin amaci, hayat kalitesini artrmak i¢in alman kararlara temel

olusturmaktir.

Metroloji  dlgiimlerin  kalitesi ile ilgilenen bilim dahdr. Ulkemizde yasal, bilimsel ve
endiistriyel metroloji ve uygunluk degerlendirme alanlarinda Tirk Akreditasyon Kurumu
(TURKAK), Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu Ulusal Metroloji Enstitiisii
(TUBITAK UME), Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE), Kalibrasyon ve Deney Laboratuvarlari
Dernegi (TURKLAB) gibi farkh kurum ve kuruluslar birlikte hareket ederek bu alanda diinya
le ortak hareket edimesi ve gelismelerin {lke i¢ine zncirler halinde yaylmasini
saglamaktadir.

Giinlik hayatimiza yansiyan Olglimlerin kalitesinin 6nemi agiktr ve birgok standart belge ve
mevzuata konu edimistir. TS EN ISO/IEC 170252017 ‘“Deney ve Kalibrasyon
Laboratuvarlarinin Yetkinligi i¢in Genel Gereklilikler” (1) standardi bu konuda laboratuvarlar
icin  Ongodriilen gereklilikleri kapsamaktadw. Bu standardn 7.2 Metotlarin  Segilmesi,
Dogrulanmasi ve Gegerli Kilinmas: maddesi kapsaminda, kullanilan metotlarn uygun bir yolla
gegerli kimmast veya dogrulanmasi laboratuvarlar tarafindan saglanmasi gereken bir
akreditasyon sartidir.

Bir Olgiimiin kalitesi, ilgili metodun gegerli kilnmasiy/dogrulanmasi, Olgim belirsizliginin
tahmini, izlenebilirli§in saglanmasi ile ortaya konur ve kalite kontrol cahsmalar1 ile siirekliligi

saglanir.

Bu kilavuz, Olciimlerin kalitesinin saglanmasi ve ispatlanmasi i¢in yol gOsterici ve tavsiye
niteligindedir. Ag¢iklamalar ve Oneriler miimkiin oldugunca tiim deney alanlarmi kapsayacak
sekilde genellenmistir. Ancak, uluslararasi kabul gérmiis Ve tiim deney alanlarma uygulanabilir
bir gegerli kima veya dogrulama yonteminin ve ortak terminolojinin olmadigr bilinmelidir.
Dolayistyla her laboratuvar oncelikli olarak kendi ¢cahsma alam ve teknik disiplinini g6z Oniine
alarak uygun gecerli kilma/dogrulama yontemini belirlemelidir. Gegerli kilma
calismalarinda bu kilavuzda belirtilen kavramlar ve yontemler esas alnabilir. Sayet cahsilan
deney alani ile ilgili ya$alsartlar var ise tiim cahsmalarda bu sartlar goz oniine ahnmahdir.
Bu durum;\ TS"EN ISO/IEC 17025:2017°de su sekilde ifade edimistir (1); “Laboratuvar
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standart olmayan yéntemleri, laboratuvar tarafindan gelistirilmis yontemleri ve amaglanan
kapsamlarinin disinda kullanilmas: diisiiniilen veya baska bir sekilde degistirilen standart
yontemleri gecerli kilmalidir. Gegerli kilma, s6z konusu uygulamanin veya uygulama alaninin

ihtiyaglarint karsilayacak kapsamda olmalidir”.

Bu kilavuzda metotlarin gecerli kimmasi1 ve dogrulama ile ilgili degisik sektorleri kapsayan

bilgiler verilmistir. Tiirkce hazirlannus olan bu kilavuz zorunlu dokiiman degildir.

Ik siiriimii 2019 yiinda yaymlanan bu rehber dokiiman, okuyuculardan gelen yazli ve sdzlii
geri bildirimlerin rehber hazrlama kurulunca degerlendirilmesi sonucunda baz teknik
konularin daha anlagilir kiinmasi, yeni yaymlanmis olan standartlara uyum saglanmasi, nitel
analiz boliimiine giincellenen bilgilerin ilave edilmesi ve farkh yorumlara yol agtifi diisiiniilen
redaksiyonel diizeltmelerin yapilmas: amaci ile revize edilmistir. Ik olarak 20 Mayis 2019
tarihinde yaymlanan bu kilavuzun tiim haklari TURKAK ’a aittir.
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2. KISALTMALAR VE SEMBOLLER

ACC Tekrarlanabilirlik uyumu (Accordance)
ACS Amerikan Kimya Dernegi (American Chemical Society)

ANOVA Varyans Analizi (Analysis of Variance)
AOAC Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar Birligi (Association of Official Analytical

Chemists)
Amerikan Test ve Malzemeler Toplulugu (American Society for Testing and
ASTM .
Materials)
b Sapma (bias)
CCaq Karar smir1
CCsp Algilama kapasitesi
CON Ara kesinlik uyumu (Concordance)
Cv Degisim (Varyasyon) katsayis1 (Coefficient of variation)
df Serbestlik derecesi (Degree of freedom)
EN Avrupa Normu (Eurpean Norm)
EPA Cevre Koruma Dairesi (Environmental Protection Agency)
FDA Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Administration)
FN Yanhs negatif sonug sayis1 (False negative)
FNR Yanhs negatif Oram (False negative ratio)
FP Yanls pozitif sonug sayis1 (False positive)
FPR Yanhs pozitif Orani (False positive ratio)
Yiksek performansli swvi  kromatografisi  (High performance liquid
HPLC
DAD chroma_tqg_raphy)
Diyot dizisi algilayict
Beseri Ilaglarin Uluslararas1 Uyum Konferans:1 (The International Council for
ICH Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use)
D Izotop seyreltme (Isotope Dilution)
LC-MS Swv1 kromatografisi kiitle spektrometresi (Liquid Chromatography Mass
Spectroscopy)
IEC Uluslararas1 Elektroteknik Komitesi (International Electrotechnical Commitee)
ISO Uluslararas1 Standartlar Kurumu (International Standardization Organization)
Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure
IUPAC . .
and Applied Chemistry)
LAK Laboratuvarlar arasi karsilastrma (Interlaboratory Comparison)
LLOQ Diisiik tayin smir1 (Lower limit of quantification)
LOD Algllama smirt (Limit of Detection)
LODso Paralel 6lgiim sonuglarinin %50 sinin pozitif/negatif oldugu deger
LOQ Tayin smir1 (Limit of Quantification)
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Ulusal Test Otoriteleri Birligi, Awusturalya (The National Association of

NATA Testing Authorities, Australia)
Amerikan Teknoloji ve Standartlar Ulusal Enstitiisii (National Institute of
NIST
Standards and Technology) i
NMKL Gida Analizleri alannda Iskandinav Ulkeleri Birligi (Nordic Committee on
Food Analysis)
RLR Giivenilirlik oram (Relability ratio)
RM Referans Malzeme (Reference Material)
RSD Bagil Standart Sapma (Relative Standart Deviation)
SLR Segicilik Oram (Selectivity Ratio)
SNR Hassasiyet Oram (Sensitivity Ratio)
SRM Sertifikali Referans Malzeme (Certified reference material)
TN Dogru negatif sonug sayis1 (True negative)
TP Dogru pozitif sonug sayis1 (True positive)
TSE Tirk Standartlar1 Enstitiisii

TUBITAK  Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu
TURKLAB Kalibrasyon ve Deney Laboratuvarlart Dernegi

UME
UR
VIM

Ulusal Metroloji Enstitiisii
Giivenilmeyen bolge (Unreliability Region)
Uluslararas1 Metroloji Sozligii
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3. AMAC

Bu kilavuzun amaci laboratuvarlar tarafindan kullanilan metotlarm gecerli kiinmasi
(validasyon) ve dogrulanmasi (verifikasyon) c¢alsmalarina yonelik temel teorik ve pratik

bilgiler vermek, yol gostererek desteklemektir.
4. KAPSAM

Bu kilavuz, kimyasal, fiziksel, mekanik vb. deney alanlarinda, nitel ve nicel metotlarin gegerli
kilnmas1 veya dogrulanmas: i¢in genel bilgileri kapsamaktadwr. Mikrobiyolojik, tibbi ve
duyusal analizler, alana 6zel bazi uygulama ve tanmlar igermekte olup alana 6zel gereklilik ler
goz Oniine almarak bu kilavuzdan faydalanilabilir. Kilavuz kullanilan yazhmlarin gegerli
kimmas1 ile ilgili faaliyetleri kapsamaz. Laboratuvarlar deney alanlarindaki genel
uygulamalar1 ve bu kilavuzu dikkate alarak, metodun gegerli kihnmasi veya dogrulama
calismalarinda kullanacaklar1 metot performans parametreleri, ¢ahsma kapsamm gibi konulara

karar vermelidir.

Ele alman yontemler TS EN ISO/IEC 17025:2017 (1) 7.2 maddesinde belirtilen “a) sapmalarmn
ve kesinlik derecelerinin referans standart ya da referans malzeme kullanilarak
degerlendirilmesi veya kalibre edilmesi; b) sonuclar etkileyen unsurlarm sistematik olarak
degerlendirilmesi; C) etiiv sicakligi, verilen hacim gibi kontrol edilen degiskenlerin degisimiyle
yontemin saglamhgimin sinanmasi; d) sonuglarin, gecerli kilinmig diger yontemlerle elde
edilmis  sonuglarla  karsilastiriimasin”  Kapsar. Ancak, “e) laboratuvarlar aras:
karsilagtrmalart; f) sonuglarin dlgiim belirsizliginin, yontemin teorik ilkelerinin anlasimasma
ve numune alma veya deney yonteminin uygulanmasina dair pratik tecriibenin anlasiimasina

dayanan degerlendirilmesini” kapsamaz.
5. TANIMLAR

Bu kilavuzda kullanilan tammlar genel olarak VIM JCGM 200:2008 Uluslararas1 Metroloji
Sozigi’ne (2) dayanmaktadr. Ancak farkl deney alanlarinda ve teknik kuruluslarca farkh bir
termmnolojinin kullanilabilecegi de goz oniinde bulindurulmalidir. Bu kilavuzda farkh bir
terminolojinin kullanildigi durumlarda kaynak belirtilmistir. Baz terimlerin tanmu kilavuzun
ilgili boliimlerinde gve Ingilizce karsiiklar: ise kisaltmalar bolimiinde veya terimin ik gectigi
yerde verilmistir;
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6. METODUN GECERLI KILINMASI VE DOGRULANMASI

Analizler/deneyler bir degiskene deger atamak olarak tammmlanan olgtimleri (nicel- kantitatif)
icerebildigi gibi, tanimlama, ayrt etme, smiflandirma veya varlk/yokluk tespitini de (nitel—
kalitatif) igerebilir. Nicel analiz, olaylar arasmdaki iliskileri tanimlamak i¢in saywsal veriler
kullanir. Nitel analiz ise sozciikleri veri olarak kullanir. Her ki durumda da genellikle
istatistiksel analizlerle degerlendirilebilecek olan bol miktarda veri toplanmasi gerekir. Bu
bakis agisiyla bu kilavuzda metotlarin gegerli kihinmasi ve dogrulanmasi nicel ve nitel olarak
ayri ayri ele alimmustir.

TS EN ISO/IEC 17025:2017 (1) metotlarin gegerli kilinmasint “belirlenen gerekliliklerin
amaglanan kullanim igin yeterli oldugu durumda yapilan dogrulama” olarak ve dogrulamayt
ise “belirli bir dgenin belirlenmis gereklilikleri karsiladigina dair nesnel kanit saglanmast”

olarak tanmmlamaktadir.
6.1. Metot Secimi

TS EN ISO/IEC 1702522017 (1) standardmin 7.2.1.4 maddesi uyarmca laboratuvarlarda
“Uluslararasi, bolgesel veya ulusal standartlarda veya saygin bir teknik kurulus tarafindan
veya ilgili bilimsel yaymlarda veya dergilerde yayinlanmis olan veya donamim iireticisi
tarafindan belirtilen metotlarin kullanilmasi tavsiye edilir. Laboratuvar, uygun ve miimkiin
olmadigi durumlar disinda (6rnegin mevzuat geregi ya damiisteri beklentisi gibi durumlar) bir
metodun en giincel ve gegerli siiriimiiniin kullanilmasini saglamalidir. Laboratuvar tarafindan

gelistirilmis veya degistirilmis metotlar da kullanilabilir”.

Laboratuvar, miisterilerinin beklentilerini karsilayan ve iizerinde karsiikli uzlastiklar1 deney
metodunu secer. Misteri kullanilacak metodu belirtmediginde, laboratuvar uygun bir metot
seemeli ve secilen metot hakkmda miisteriyi bilgilendirmelidir. Laboratuvarin varsa ve
kullanim1 uygunsa standart metotlar1 tercih etmesi tavsiye edilir. Mimkiin oldugunca gegerli
kima verileri laboratuvarlar arasi ortak cahsma ile elde edimis metotlar tercih edilmelidir.
Metot seciminde ilgili mevzuat ve TURKAK dokiimanlarmda yer alan politikalar da dikkate
almmalidir.

Metot se¢ciminde diger laboratuvar cahsmalarinda da oldugu gibi fiziksel imkanlar (G6rnegin,
hazrrlanan ¢ozeltilerin® saklanmasma uygun ortamlar), biitge, fayda/bedel analizi, hedef
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belirsizlik degeri, cihaz performans dzellikleri gibi etkenler de degerlendirilmelidir. O, -80 °C’de

saklama gerektiren bir metot se¢ildiginde bu sicaklikta ortam saglanabilmelidir.
6.2. Metodun Geg¢erli Kilnmas1 ve Dogrulanmasi1 Plam

Rutin kullanima almadan Once segilen metodun amaca uygun oldugu ve gereken performansi
gosterdigini ispatlamak ve objektif kantlar sunmak amaci ile Sekil 1’de verilen siire¢ akisi

dogrultusunda metot gecerli kimir veya dogrulanir. Akis igerisinde ilgili bolim numaralari

Metodun Segimi (Bolim 6.2.1)

!

Caligma Tipinin Belirlenmesi
(metodun gegerli kilinmasi ve dogrulama-6.2.1-Tablo1)

)

Metot Performans Parametrelerinin Segimi
(6.2.2-Tablo 2- Tablo 3)

!

Deney Tasarimi (6.2.3-Tablo 3- Tablo 4)

!

Parametreler icin Hedef Degerlerin Belirlenmesi
(6.2.3-6.3 ve 6.4)

!

Uygulama (6.2.3-6.3 ve 6.4)

!

Sonuglarin Hesaplanmasi, Degerlendiriimesi ve Raporlanmasi
(6.2.5-6.3 ve 6.4)

verilmistir.

SON

Sekil 1. Metodun gegerli kihnmas1 ve dogrulanmasi i¢in siire¢ akist.
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Calisma Tipinin Belirlenmesi (Gegerli Kima veya Dogrulama)

Laboratuvarm ele aldigt metotlar uluslararasi/bolgesel/ulusal standart metotlar, saygm bir
teknik kurulus tarafindan yaymlanmis olan metotlar, bilimsel yaymlarda yaymlanmis olan
metotlar, donanim iireticisi tarafindan belirtilen metotlar veya ticari firmalarin hazr kit iceren
metotlar1 olabilir. Eger metotlar laboratuvarin ihtiyag duydugu gecerli kima performans
parametreleri hakkmnda yeterli bilgi icermiyorsa metotlar gecerli kihnir.

Segilen metot kullanilmadan o6nce, raporlanan veriye gore gegerli kima veya dogrulama

islemlerinden hangisine tabii tutulacagina Tablo 1’e gore karar verilebilir.

Metotlarin dogrulanmas1 gerekliligi TS EN ISO/IEC 17025:2017’nin (1) 7.2.1.5 maddesinde
“Laboratuvar uygulamaya baslamadan once, gereken performansin elde edilebildigini
gilivence altina almak suretiyle, yontemlerin diizgiin bir sekilde ¢alisilabildigini dogrulamaldir.
Eger yayimlayan kurulus tarafindan yéntem giincellenirse, dogrulama gerekli olgiide
tekrarlanmaldir” ifadesi ile yer alr. Bu ifade laboratuvarda dogrulamanin gergeklestirilmesi
icin bazi deneysel cahsmalarin yapimasi gerektifi anlamina gelmektedir. Buradaki is yiikii,
laboratuvarda yeni gelistirilmis bir metodun gegerli kinmasina kiyasla kayda deger olglide
azdr. Bununla birlikte laboratuvar kosullarinda yapilacak dogrulama g¢ahsmasi, gegerli kiinmisg
metodun yaymlanan metot performans parametrelerinin elde edilebildigini kantlamaya yetecek
kadar (istatistiksel olarak anlamli) kapsamli olmalidir (Tablo 1- 1. ve 3. maddeler).

Bir standart hazrlama kurulusu (EN, 1ISO, ASTM vb) veya bir teknik kurulus (EPA, NMKL;
AOAC W) tarafindan hazrlanmis standart metot, laboratuvarlar arasi ortak galsma yolu ile
gecerli kimmus, ilgili metot performans parametreleri yaymlanmis ve hicbir degisiklige maruz
brakimadan kullaniliyorsa yeniden gegerli kimmasi gerekmez. Metodun dogru bir sekilde
uygulandiginin giivence altma alnmasi yani dogrulanmas: (Tablo 1-1. madde) yeterlidir (3).

Benzer bir sekilde saygm bir teknik kurulus tarafindan veya ilgili bilimsel yaymlarda ve
dergilerde yaymlanmis olan veya donamm {reticisi tarafindan Onerilen metotlarm kullanim1
soz konusu oldugunda, metot performans parametreleri amaca uygun olarak yeterli derecede
cahbsilarak gegerli kiinmus, raporlanmis ve degisiklik yapilmaksizin laboratuvarda uygulanmais
olmasi1 sartiyla sadece dogrulama yapilr. Laboratuvar yaymlanan performans parametrelerini

amaca uygunluk yoniinden degerlendirmeli Ve S0z konusu deneyin metot yapici tarafindan
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yeterli seviyede gecerli kindigma dair objektif deliller bulmaya ¢alismaldir (Tablo 1-
1.madde). Bulgular yeterli goriildiigii takdirde dogrulama, degilse gegerli kiima yapihr.

Standart test metodunun bir parcasi olarak kit kullanilmas1 gerektiginde kullanilan kitin metot
isterlerini karslamas1 kosulu ile sadece dogrulama yapilr. Standart bir deney metodunun bir
parcast olmayan wve ticari olarak iretimis kitler kullanildiginda iiretici firmanm Onerdigi
performans parametreleri on incelemeye tabi tutulur, amaca uygun olmasi durumunda onerilen
metoda aynen uyulur ve uygun sekilde dogrulama yapilarak kullanilr (Tablo 1- 3. madde).
Uygun bir dogrulamanmn nasil yapilacagi bu rehberde ilgili metot parametresinin ag¢iklandi1g1
bolimde ele alnmustrr. Ancak, Kit iceren metotlarm kullaniminda yasal sartlar ve TURKAK >m
ilgili politikalar1 dikkate almmalidir.

Bir metot, belirli bir amag dogrultusunda kullanilmak iizere performans ozelliklerinin yeterli
oldugunu gostermek gerektiginde gecerli kilimnmahdwr. TS EN ISO/IEC 17025:2017°nin (1)
madde 7.2.2°¢ gore “Laboratuvar standart olmayan metotlary; laboratuvar tarafindan
gelistirilmis metotlary; amaglanan kapsami disinda kullanilan standart metotlari; baska sekilde

degistirilmis standart metotlar: gegerli kilmalidir”.

Ampirik'  standart metotlar i¢in gereken performans parametrelerine dair istisnai durumlar

Tablo 1°de (2. ve 4. maddeler ve dip not ii) agiklanmustir.

Bazz durumlarda  (standart metotlar dahil) gecerli kilmmis metotlarda  degisik lik
yapma/modifikasyon gerekebilir. Bunun i¢in laboratuvarin gegerli bir teknik neden ortaya
koymasi gerekir. Gegerli kimmis metotlarda yapilan degisikliklerin 6lgiim sonuglarina etkisi
dogrulama yapilarak incelenir. Dogrulama verileri gegerli kima verileri ile uyumlu degilse
yani, verilen metot performans parametre degerleri ile dogrulama calsmalarinda elde edilen
degerler arasmdaki fark istatistiksel olarak anlamli ise metot gecerli kilma ¢ahsmasi yapilir
(Tablo 1- 6. madde, dip not iii ). Ampirik karakterdeki metotlarda (mekanik ve fiziksel test vb.)
sonuglar metoda bagimli oldugundan degisiklikten olabildigince kag¢mlmalidir.

f Deney kosullarina bagl olarak 6lgiilen degerin degistigi, izlenebilirligin genellikle deney metodunca saglandigi, bulunan sonuglarin baska
bir metot ile bulunan sonuglarla direk olarak karsilagtirilamadigi, metot sapmasinin s6z konusu olmadigi metotlara ampirik metot denir.
Cekme, basma, uzama.gibi mekanik; sertlik, vizkozite gibi fiziksel 6zellikleri 6lgmeye yonelik testler; korozyon testleri, mikrobiyolojik
analizler vb. ampirik metotlara Srnek olarak gosterilebilir.
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Tablo 1. Metot gruplarma gore dogrulama veya gecerli kima Kkarar tablosu.

Bir standart hazirlama kurulusu (TS, EN, ISO, ASTM vb)
veya bir teknik kurulug (EPA, NMKL, AOAC vb)
tarafindan hazirlanmis standart metotlar, ilgili bilimsel
yaymlarda yayimlannug veyadonanim iireticisi tarafindan
belirtilen metotlar kullaniliyorsa ve bu metotlar

laboratuvarin ihtiyag duydugu gegerli kilma performans
parametreleri hakkinda yeterli bilgi i¢eriyorsal dogrulama yapilir.

1. maddede belirtilen metotlar' kullanihyor, fakat bu

metotlar laboratuvarm ihtiya¢ duydugu gegerli kilma

performans parametreleri hakkmda yeterli bilgi

icermiyorsa’ gecerli kilma yapilr.

Hazir kit iceren metotlar kullaniliyor ve metot laboratuvarm
ihtiya¢ duydugu gegerli kilma performans parametreleri
hakkinda yeterli bilgi igeriyorsa dogrulama yapilr.

Hazir kit iceren metotlar kullaniliyor ve metot laboratuvarm
ihtiya¢ duydugu gegerli kilma performans parametreleri
hakkinda yeterli bilgi icermiyorsa gecerli kilma yapilir.

Metot laboratuvar tarafindan gelistirilmigse segerlilkalma yapihr.

Gegerli kilmnus metotta  yapilan degisikliklerin Slgiim sonuglarna etkisi dogrulama yapilarak
degisiklik yapilmissa'", incelenir. Dogrulama verileri, gegerli kilma verileri ile uyumlu degilse gecerli
kilma ¢aligmas1 yapilr.

Laboratuvarlar sz konusu metodun yeterli seviyede gegerli kilindigini ispatlamakla yiik timliidiir.

Izlenebilirligin metot iizerinden saglanabildigi ampirik karakterdeki deney metotlarinda metot sapmast (bias) tamm olarak sifirdir.
Bu tiir deneylerde referans bir deger olmayabilir. Bunedenle butip metotlarda genelde gergeklik parametresi ile ilgili bilgiler yer
almaz. Fiziksel, elektriksel ve mekanik 6zellikleri 6lgmeye yonelik hazirlanmis pek ¢ok genel kullanimli standart deney
metodunda kesinlik verileri ya yeralmaz yada matriks uyumsuzlugu nedeni ile verilerin kullamlabilirligi uy gun olmayabilir (4) (5)
(6) (7). Ampirik karakterdeki metotlarda gergeklik vekesinlik verilerinin olmamasi veya numune uyumsuzlugu nedeni ile
laboratuvarin ihtiyacina cevap vermemesi gegerli kilmagaligmasi gerektirmez. Bu gibi durumlarda, metot 6ngoriilerine tam bir
uyum saglamak kosuluile dogrulama yapilir. Tam uyumdan, kullanilan tiim cihazlar, sarf malzemeleri vb dahil higbir degisiklik
yapilmaksizin metot prosediiriine uy gun olarak ¢alismanm yiiriitilmesi anlagilmalidir. Eger ampirik karakterdeki standart deney
metodu kimyasal bir 6zelligi 61¢iiyor ise bu metot ampirik karakterde bile olsa gergeklik ve kesinlik verilerinin olmadigi durumlarca
metot gegerli kilinmalidir.

Yapilan degisiklikler, kolon tiirii, 6ziitleme ¢6ziictisii, numune hazirlama veyaanalitik prosediirde miktar degisikliklerini igeriyorsa
dogrulama verilerinin sonuglaria gore gegerli kilma yapilip yapilmayacagina karar verilir. Yapilan degisiklik 6l¢iim teknigine gore
farkl fiziksel veya kimyasal 6zelliklerdeki matriksleri (kategori/iiriin grubu) i¢eriyorsa gegerli kilma yapilir.
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Performans Parametrelerinin Secimi

Tim performans parametrelerinin tanm ve tespit yontemi gecerli kima ve dogrulama i¢in
aynidr. Gegerli kima/dogrulama se¢imi yapildiktan sonra yapilan c¢alismanm amacma uygun
performans parametrelerinin belirlenmesi Tablo 2 ve 3’e gore yapilabilir. Konu ile ilgili farkh

ornekler Ek 1’de sunulmustur.

Gegerli kima ve dogrulama ¢ahsmalarmda hangi metot performans parametrelerinin
calsilmas1 gerektigi calsilan deney alanina bagh olarak farklilik gosterebilir. Baz alanlarda
(6rnegin mekanik Ozellikleri belirlemeye yonelik testler) sadece kesinlik ve miimkiin oldugu
durumlarda gerceklik c¢ahismasi yeterli olurken, eser elementleri belirlemeye yonelik
deneylerde tiim performans parametrelerinin ¢alsilmas: gerekebilir. Yapilacak cahsmalarin
kapsamu ve genigligi ¢ahsma alam ile ilgili genel kabul gérmiis uygulamalar ve miisteri talepleri
dikkate alnarak belirlenir.

Tablo 2. Nicel analizler i¢in metot gecerli kiima/dogrulama performans parametreleri.

Parametreler Gegerli Kilma | Dogrulama

Secicilik Evet Belki'
Algillama Smirt (LOD) Evet Belki'
Tayin Smirt (LOQ) Evet Belki'
Gergeklik Evet Evet

Dogruluk | Kesinlik ' | Tekrarlanabilirlik Evet Evet
Ara kesinlik Evet Belki'

Cahgyma Araligi Evet Belki'
Dogrusallik Evet Belki'
Saglamlik Evet Hayir

Metoda bagli olarak gerekli olabilir. Laboratuvaristerse bu ¢calismay1 yapabilir.

" Kilavuz tek laboratuvarda yapilan galigmalan kapsadigi igin tekrariiretilebilirlikten bahsedilmemistir.
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Tablo 3. Nitel analizler i¢cin metot gegerli kilma/dogrulama performans parametreleri.

Parametreler Gegerli Kilma | Dogrulama
On test Belkil Hayir
Yanls Pozitif Orani Evet Belki'
Yanhs Negatif Oran1 Evet Belkil
Hassasiyet Orani Evet Belki'
Ozgiilliik Oran1 Evet Belki
Pozitif Olabilirlik Orani Belki' Belki
Negatif Olabilirlik Orani Belki' Belkil
Giivenilirlik/ Etkinlik/Dogruluk Oran1 Evet Belki'
Giivenilmeyen Bolge Evet Hayir
Algillama Smi1 (LOD) Evet Evet
Tekrarlanabilirlik Uyum Evet Hayir
Ara Kesinlik Uyum Evet Hayir
Secicilik Evet Hayir
Saglamlik Evet Hayir

Metoda bagli olarak gerekli olabilir.

Deneysel Tasarim ve Uygulanmasi

Laboratuvar, kendi kullanim alanmi dikkate alarak belirledigi metot performans parametrelerini
elde edebildigini kantlamaya yetecek (istatistiksel olarak degerlendirilebilecek) bir calisma
plam hazrlar. Plan metodun kapsadigi matriksler ve oOlgtim araliklar1 dikkate almarak
yapiimalidir.

Bazi durumlarda 6lgtim prensibine gore matriksler, kategorilere (6rnegin siit tirlinleri, siyah et,
beyaz et, sebzeler, narenciye, sebzeler gibi veya siit tiriinleri kategorisi peynir yogurt gibi alt
kategorilere ) ayrlabilir ve gahsmalar her kategoriyi temsil eden iiriin veya iirtinler segilerek
yapilabilir (8) (9). Gegerli kima c¢ahsmalarinda metodun kapsamu genigse, bununla uyumlu
olacak sekilde her bir kategoriyi temsilen bir iirtinde ve sektore bagh olarak aksi belirtilmedikce
en az sayda (tercinen bes) farkh kategoride c¢ahsilir. Eger metot kapsanmu smrli sayida
kategoriyi igeriyorsa ilgili kategorileri temsilen bir {riin ile gegerli kima c¢ahsmasi
ylritilebilir.

Dogrulama ¢alsmalari, metodun kapsadigi matriks ve iiriin gruplarmi kapsamaldr. Ancak,
deney metodunun c¢ok fazla sayida matriks ve irlinii kapsadiy durumlarda (6rnegin,
plastiklerde gekmegdeneyi, gida maddelerinde kimyasal analizler vb.) laboratuvar kendi ¢alisma
alanmi dikkate alarak belirledigi en zorlayic1 kategoriyi temsil eden iirliin iizerinde dogrulama
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calismas1 yapabilir. En zorlayic1 ifadesi farkh deney alanlarinda farkh anlamlar ifade edebilir.
Bu sifat bir matriksi, {liriinii veya seviyeyi, kimi zaman geri kazanimi, kimi zaman kesinligi,
kimi zaman LOD&LOQ seviyesini, kimi zaman bir 6l¢tim teknigini, kimi zaman da mevzuatta
verilen limiti niteleyebilir. Laboratuvar kendi deney alammi gozeterek en zorlayici1 olani

secmelidir.

Ancak yapilan secime gore, laboratuvarin calstigi diger matrikslerde/seviyelerde metodu
uygulama kabiliyetini i¢ ve dis kalite kontrol ¢ahsmalar1 ile gostermesi beklenir. Dogrulama
cahsma sonuglarindan 6lgiim belirsizligi hesaplanacaksa ve mevzuat geregi baglayici kriterler
yoksa dogrulama ¢alsmalarinin hangi matriks ve derisim seviyelerinde yapilacaginin se¢imi
laboratuvarin  sorumlulugundadir. Calgmalar, miimkiin oldugunca rutin analiz sonuglari
tizerinde etkili olan tim degiskenlerin (kisi, cihaz, mekan, sarf malzeme, zaman vb.) etki
araligini yansitacak sekilde planlanmalidir (Tablo 4).

Hem metodun gegerli kilmmasi hem de dogrulama i¢in gegerli olan performans parametreleri
6.3 ve 6.4°de ele almmustir. Secilen deneysel tasarima gore performans parametreleri cahsilir
ve sonuglar kaydedilir. Tablo 4 ve Tablo 5, yasal bir sartin olmadig1 ve/veya kendi deney alani
lle ilgili genel kabul gbérmiis metot gecerli kima ve dogrulama yaklasgiminin olmadigi
durumlardaki olas1 yaklagimlar1 verir. Gegerli kima ve dogrulama calsmalari srasinda
uygulanacak detayh calsma plam ve deneysel tasarmlar, metot performans parametrelerinin
ele alndig1 bolimlerde verimistir. Ayrica kullanilabilecek diger deneysel tasarimlar hakkinda
bilgi Ek 2’de sunulmustur. Gegerli kilma ve dogrulama g¢alsmalar1 srasmda kullanilacak olan
malzemeler; farkh deney/derisim seviyelerindeki numuneler, bos numuneler, rutin test
numuneleri, matriks uyumlu referans malzemeler ve reaktif boslar1 olabilir (3). Laboratuvarlar
arasi karsilastirma (LAK) numunelerinin bu amagla kullanilabilmesi igin, raf 6mrii veya lriiniin
acimasi ile baglayan kullanim siiresi boyunca kararhliginin (LAK saglayicisinin beyam veya
literatiir  verisi ile) ispatlanmis olmasi gerekir (10). Metodun gegerli kihinmasi ve
dogrulanmasina ait hedef degerler, metodun amaglanan kullanimina uygun olarak mevzuat ya
da miisteri beklentileri dogrultusunda bu asamada belirlenir. Caligmalar tamamlandiktan sonra
elde edilen sonuglarin nasil degerlendirilecegi her bir performans parametresine ait bashk

altmda sunulmustur.
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Tablo 4. Nicel analizler i¢in deneysel tasarim Onerileri.

e Gecerli Kilma _ Dogrulama _
Tekrar sayist Deney seviyesi Tekrar sayist Deney seviyesi
Secicilik' >6 >1 >6 >1
Dogruluk'
Gergeklik™ >10 Cahgyma arahginda >3 farkh seviye. >10 >1
Bu seviyelerden biri miimkiinse matriks uyumlu referans
malzeme olmalidir. Bulunmadig:r durumlarda 3 seviyede
analit ekleme yapilabilir".
Kesinlik’
Tekrarlanabilirlik V" >6 calisma araligmda >3 farkh seviye >6 >1
Ara kesinlik | 6 giinde birer 6 giinde birer
B S caliyma araligmda >3 farkh seviye tekrar veya 5 >1

farkli giinde
ikiser tekrar

farkli giinde
ikiser tekrar

Caliyma arahigi

Cihaz ¢alisma aralig

Metot ¢alisma araligi 1 =6 (2-3 tekrar) I >4(2 tekrar)
Saglamhik"' (8-24) (2 1 ; "
tekrar)
LOD/LOQ *
LOD
LOQ 210 1 >10 1

Girigim yapan maddelerin seviyeleri bilinmiyorsa, ¢aligmalar degisik seviyelerde mutlaka tekrarlanmalidir.

degerlendirmesi yapilacak ve karar kurali uygulanacak ise s6z konusu deger mutlaka ¢aligilir.
Test numunelerinde beklenen analit derisimine yakin derisim.

Bu ¢alisma i¢in secilecek seviyeler alisma araligini kapsayacak sekilde diisiik, orta ve yiiksek seviyeleri icermelidir. Bir sinir deger, yasal limit veya miisteri beklentisine uygunluk

Laboratuavar tek bir limit degere gore ¢alisma yaparak sonug veriyorsa ve limit degerin alt1 veya tistii miisteri i¢in 6nemarz etmiyorsa ¢alismalar hedef seviyede yapilir.

az 2 tekrarh 6lgtimlerleelde edimis ise ayr1 bir tekrarlanabilirlik calismasina gerek yoktur.
Faktor sayisina gore degismektedir. Her bir faktor i¢in 2 ayri calisma.

vi

Vil

Tekrarlanabilirlik galismalar1 gegerli kilma/dogrulama ¢aligmalarma katilan biitiin personel i¢in ayr1 yapilmalidir. Ara kesinlik ¢alismasi farkl giinlerde farkli personel tarafindan yapilanen

LOD ve LOQ icin,tavsiye edilen tekrar say1ist EURACHEM (3) (6.3.1.2- 1 madde) yaklagimini temsil eder. Diger yaklagimlara ait tekrar sayilar1 kendi iginde degerlendirilmelidir.

v

Tekrarlanabilirlik standart sapmas birden fazla kiigiik veri setinin birlestirilmesi ile de tahmin edilebilir, 6rnegin; farkl giinlerde iki tekrar

METODUN GECERLIi:KILINMASI VE DOGRULANMASI iCiN BiLGILENDIRME KILAVUZU

TURK AKREDITASYON KURUMU
2019




Tablo 5. Nitel analizler i¢in deneysel tasarm onerileri.

Gecerli Kilma Dogrulama
Parametre Tekrar Deney Tekrar Deney
sayist seviyesi sayisi seviyesi
1 | On test 5 + bos -
2 | Yanhs Pozitif Oram
3 | Yanhs Negatif Oram
4 | Hassasiyet Oram
5 | Seg¢icilk Oram Al
6 | Giivenilirlik/Etkinlik/Do gruluk
Orani i 10 S oo 10
7 | Alglama Smmr1 (LOD) 3-5
8 | Giivenilmeyen Bolge -
9 | Tekrarlanabilirlik Uyum -
10 | Ara Kesinlik Uyum -
11 | Segcicilik 1+bos -
12 | Saglamlik 2 ané‘;‘;rlyé@m

Hesaplamalar ve Raporlama

Deneysel c¢alismalardan elde edilen Verilerin uygunlugunun Kkontroli ve belirlenmis hedef
degerler ile karsilastirilmas1 amaciyla, uygun oldugunda istatistiksel teknikler kullanilmalidir.
Bu konuda kullanilabilecek istatistiksel teknikler ilgili parametre bash@i altmda ve Ek 3’de
verilmistir (11) (12).

Metot gecerli kima sonug¢ raporu, yeterli delilleri ve agiklamalari igerecek sekilde hazrlanir.
Rapor; metodun tanmini, kapsammi, c¢esidini (standart, kit, makaleye dayanan metot vs.),
kullanilan cihaz, kimyasal ve ¢Ozeltilere ait bilgi ve varsa ilgili dokiimanlara olan atiflari,
cahsmanmn kimler tarafindan gergeklestirildigini, cahsma araligini, deney tasarmuni, kullanilan
matriksler ve derisim seviyelerini, planlama ve ¢alsma swasmda yasanan Onemli gozlemleri,
cabsilmas1 planlanan ve ¢alsilan parametrelere ait sonuglari, istatistiki testleri, sonuglarin
hesaplanmasini, yorumunu Ve yararlanilan kaynaklari igerebilir (3). Ayrica raporun sonug
bolimiinde yapilan c¢ahsmanm hedef parametrelerle kiyaslanmasi sonucu amaca uygunluguna
ait beyan sunulur. Raporlamada kullanilacak tiim verilerin gereken biiyiiklikte anlamli
rakamlar olarak sunulmasina dikkat ediimelidir. Raporda deney sonuglarinin nasil verilece gi
(kag anlamli rakam, hangi ondalk seviyede) de ifade edilmelidir.
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Kalitenin stirekliliginin saglanmas1 amaciyla i¢ ve dis kalite kontrol planlamalar1 (kalite kontrol
icin derisim seviyeleri ve sikhg1 v.b.) yapilabilir.

Dogrulama sonu¢ raporunda ise, yapilan cahsmalarin daha dar kapsamh olmasi sebebiyle
gegerli kima raporundaki kadar ayrmtili bir rapor yazmaya gerek duyulmayabilir. Ancak,
cabsilan parametrelere ait sonuglar, istatistiki testler, sonuglara ait hesaplamalar ve yorumlari
ve dogrulanan test metoduna uygun cabsildigmin objektif delilleri dogrulama raporunda yer
almalidir.

Metot Performans Parametrelerinin Kalite Kontrol Calsmalar: ile Izlenmesi

Metotlar, gegerli kima/dogrulama ¢alsmasi sonrasmda rutin kullanima almirsa, metodun
kullanim siiresi boyunca degisen sartlar Olgciim/deney sonuglarinda belirgin bir degisiklige
sebep olabilir. Metodun performansini olumsuz etkileme ihtimali olan bu degisimlerin
izZlenmesi i¢in laboratuvarlarda kalite kontrol ¢alismalar1 yapilmahdr (13). Metodun gegerli
kilmmas1 veya dogrulanmas1 sonrasinda hangi performans parametrelerine ait Olglim
sonuclarmin (veya baska bir gostergenin) kalite kontrol ¢caligmasi ile takip edilecegine karar
verilir. Karar verilitken degisme olasiligi yiiksek performans parametrelerinin  segilmesi
Oonemlidir. Bu ¢alismalar sonunda metot performans parametrelerinde zamanla bir degisim
tespit edilir ve metoda uygun cahlsilmadigi sonucuna varilwsa, diizeltici faaliyetlere baslanir.
Gerekirse gecerli kima/dogrulama c¢alismasi yenilenir, performans parametresi revize edilir ve

iZleme yeniden baslatilir.

Kalite kontrol caligmalar1 laboratuvarin kendi olanaklar1 ile gerceklestirdigi i¢ kalite kontrol
ve/veya baska laboratuvarla ortak c¢ahsmalarin yapildigi dig kalite kontrol seklinde
gerceklestirilebilir. I¢ kalite kontrol ¢absmalarinin sikhg1 risk esash diisiiniilerek deney bazinda
belirenmelidir. Bu sklk zamana bagh olarak giinlik, haftalk olarak segilebilecegi gibi
numune sayisma (6rnegin % 5 veya her 20 numunede 1) bagh olarak da segilebilir. Siklikla
kullanilmayan metotlar gerekli Slclide dogrulanmalidir. Kalite kontrol calismalarinin nasil
yirtitiilecegi ¢esitl kaynaklarda daha detayh ele almmustir (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19).
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6.3. Nicel Metotlar icin Performans Parametreleri
Segicilik

Kimyasal analizlerde secgicilik ITUPAC (20) tarafindan “bir metodun, standart karisim veya
matrikslerin icindeki belirli analitleri, onunla benzer ozellik gosteren diger maddelerin
girisimleri olmaksizin tamimlayabilme derecesi” olarak tanmlanir. Farmakopelerde ise (21)
(22), “numunede var olan ve analizi yapilacak maddeyle girisim yapabilecek diger yardimci
(safsizliklar, bozunma iiriinleri) veya etken maddeler yanminda analiz edilmek istenilen

maddenin dliciilebilme kabiliyetidir” tanim ile verilmistir.

Secicilik 6lgiim sonucunun sadece aranan analite ait oldugunun, s6z konusu analite kimyasal ve
fiziksel olarak benzeyen baska bir maddenin girisim yapp yapmadigmin, yapiyorsa girigim
seviyesinin ortaya konmasidir. Boyle bir ¢alismada analitin numunede bulundugu form ve
metot ile Olciilebilecek olan formun eslesmesi Ve girisim yapan maddelerin tanimlanmasi
gerekir. Girisim yapan maddelerin miktarinin tespit edilemedigi durumlarda, ¢ahsmalar degisik

deney seviyelerinde mutlaka tekrarlanmalidir.

Secicilik analiz teknigine bagh olarak degisebilir (9). Aletli analizlerde (6rnegin ICP-OES)
girisim yapan maddeler ve girisim seviyeleri kullanilan dalga boyu ile degistigi gibi bir dalga
boyunda girisim yapan bir element diger bir dalga boyunda girisim yapmayabilir.

Secicilik aym numuneye farkh metotlar uygulanarak incelenebilir. Ornegin, HPLC DAD
teknigi ile yapilan bir analizde girisim tespit edildiginde, girisim yapan maddenin tanimlanmasi
(nitel analiz) ve miktar tayini i¢in seciciligi daha i1yi olan swv1 kromatografisi kiitle
spektrometrisi  (LC-MS) teknigine basgvurulabilir. Calsmada tekrar sayis1i laboratuvar
tarafindan girisim yapan maddenin tammlanmasina yetecek seviyede (6-7 tekrar) olmalidir.

Metot dogrulamasinda, matriks degisikligi yapimamasi kosulu ile, istendigi takdirde segicilik
calismas1 yapimayabilir. Mekank ve fiziksel testler, elektriksel Olglimlere dayal testler,
tahribatsiz muayene testleri ve giiriiltii 6lgiimiine dayal testler gibi bazi 6lgtim yontemleri i¢in
secicilik parametresinin ¢alisilmas: gerekmez. Ciinkii kullanilan cihaz sadece s6z konusu
biiyiikligli olcer.

Metodun gegerli kiinmasi veya farkh matriks kullanimi durumunda metodun dogrulanmasi

asamasmnda calsilan segicilik parametresinin uygunlugunun degerlendirilmesi gerekir. Girigim
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yapan madde tespit edildikten sonra analit ekleme (eklenen analit bu kez girisim yapan
maddedir) ile miktar tayini yapilr. Girisim yapan maddeler analiti iceren numuneye beklenen
girisim  diizeylerinde ve farkh derisimlerde eklenir. Girisim yapan madde eklenerek ve
eklemeden hazirlanmis iki numune analiz/6lgiime tabi tutularak sonuglar karslastirilr. Girigim
yapan madde eklenerek ve eklemeden yapilan Olgiimlerde elde edilen sonuglarin ortalamalari

(6-7 tekrarh olgiim sonucu) arasmda anlamh bir fark olup olmadigi t-testiile degerlendirilir.
Algilama Smirt (LOD) ve Tayin Smir1 (LOQ)

Diisik derisimlerde nicel analiz icin kullanilan analitikk metotlarin gelistirilmesi, gecerli
kimmas1 ve raporlanan analiz sonuglarmin yorumlanmasinda metodun aradiZimiz analitin
varhgini ayrt edebildigi ve/veya giivenilir Olgiim yapabildigi en diisik derisimin bilinmesi

gerekir.

Disik derisimler
kullanilmaktadir. Siklikla karsilasilan terimler; alglama smr1 (LOD - limit of detection), tayin
smir1 (LOQ - limit of quantification), diisiik tayin smir1 (LLOQ - lower limit of quantification),

soz konusu oldugunda farkh hesaplama teknikleri ve farkh terimler

karar smir1 (CCa - decision limit), algilama kapasitesi (CCP - detection capability), kritikk deger
(Xc - critical value) ve en diisiik algilanabilir degerdir (x4 - minimum detectable value). Tablo 6°da
kimyasal Olglimlerde bu parametrenin  hesaplamast igin en ¢ok kullanilan uluslararasi
referanslardan bazlar1 ve bu referanslarda kullanilan terimler sunulmustur. Bu kilavuzda,
alglama smir1 (LOD - limit of detection), tayin smr1 (LOQ - limit of quantification) terimleri
kullanilmustir. Laboratuvar yasal sartlari, metot ongoriilerini, deney alanmna has terimleri ve

hesaplama tekniklerini kullanmahdir.

Tablo 6. En ¢ok kullanilan uluslararas: referanslar ve smr derisim ifade eden terimler.

Eurachem ISO 11843 IUPAC (24) 2002/657/EC FDA (26) AOAC (27) EURL
©) (23) (25) (28)
- X CCa N
LOD Xd LOD CCp LOD LOD
LLOQ
LOQ LOQ LOQ LOQ

Bir metodun LOD/LOQ degerini belirlemek i¢in kullanilan numuneler Olgiim prosediiriine
uygun sekildé hazlanir ve analiz edilir. Sonuglar rutin analizlerin hesaplamalarinda kullanilan

model defiklem @kullantlarak hesaplans.  Olgiim bir cihaz iceriyorsa, cihazn ve metodun
S31

METODUN GECERLi KIINMASI VE DOGRULANMASLICiN BILGiLENDIRME KILAVUZU
TURKPAKREDITASYON KURUMUY



LOD/LOQ degerlerini birbirinden ayrmak gereklidir. Cihazin alglama ve tayin smniri
genellikle cihaza verilen bir numune veya standart analizi veya bir kromatogram elde edimisse
sinyal giiriiltii oram ile elde edilebilir (3).

Bu kilavuzda, EURACHEM’ de (3) belirtilen LOD ve LOQ hesaplama yontemi Onerilmistir.
Tablo 6’da sunulan diger yontemler tercih edildiginde EK 4°’te verilen asamalar takip
edilmelidir. EURACHEM’e gore LOD ve LOQ tekrarlanabilirlik kosullar1 altnda elde edilen
bos numune Olgliimlerinden hesaplanr. LOD ve LOQ degerlerinin zamana bagh olarak 6nemli
Olciide degistigi bazt durumlarda, LOD ve LOQ tahmini i¢in ara kesinlik kosullar1 altmda elde
edilen bos numunelerin olgtim sonuglar1 kullanilmalidir. LOD ve LOQ hesaplanmasinda
kullanilan standart sapma (s;), ara kesinlk kosullarinda elde edildiginde, bos diizeltmesinin
dikkate almmasma gerek yoktur (s, = So almrr). Sostfir veya sifira yakmn derisimlerde, gegerli
kima veya dogrulama c¢algmasi1 swrasmda tercihen ara kesinlik kosullar1 altnda yapilan m
sayida (tekrar sayis1 6-15 arasi) tek sonuca ait standart sapmadwr. so cihaz sinyallerinin degil
(varsa model denklemden) elde edilen derisimlerin standart sapmasidir.

Boyle bir ¢alisma i¢in ( 6rnegin, atomik spektroskopi tekniginde) diisiik seviyede analit iceren
numuneler kullanilabilir. Beklenen LOD degerine yakmn analit derisimine sahip numuneler de
kullanilabilir. Kromatografi gibi giiriiltii seviyesinin istiinde bir sinyali algilamaya dayanan
teknikler i¢cin LOD degerine yakmn analit derisimine sahip numuneler daha uygun olabilir.

LOD veya LOQ tespitinde ayrica numune boslar1 tercih edilir (29). Numune boslar1 analit
icermez fakat, tiim prosediir basamaklart ve eklenen kimyasallar1 igerir. Fakat numune boslari
lle yapian Olgtimler matriks etkisini yanstmaz. Farkh matriksleri kapsayan metotlar icin her
matrikse ait standart sapma degerinin ayri ayri belirlenmesi Onerilir.
Algilama smmr1 ve tayin smr1 hesaplamalar1 Denklem 1 ve Denklem 2’de verilmistir.
LOD = k X s, Denklem 1
LOQ =k x s, Denklem 2

Carpmm faktorii (k) olarak genellikle LOD i¢in 3 ve LOQ i¢in 6 veya 10 kullanilir.

Rutin analiz sonuglarma bos diizeltmesi uygulanmasi ya da uygulanmamasina goére LOD ve
LOQ hesaplamalarinda kullanilacak olan standart sapma (sy) i¢in iki farkh hesaplama

(Denklem 3%ve Denklem 4) oOnerilmektedir. Metotta test numunelerine bos diizeltmesi
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uygulanmiyorsa LOD ve LOQ hesabmnda kullanilacak standart sapma (s,) asagidaki (Denklem
3) gibi hesaplanir.

' SO
SO - —
Vn
So sifir veya sifira yakin derigimlerde, gegerli kilma veya dogrulama c¢alismasi swrasinda tercihen ara
kesinlik kosullart altinda yapilan m sayida (tekrar sayis16-15 arasi) tek sonucaait standart sapma
LOD ve LOQ hesaplamak igin kullanilan standart sapma

n rutin analizlerde sonuglar raporlanirken ortalamasi alinan tekrarh 6lgtim sayist

Denklem 3

So'

Metotta test numunelerine bos diizeltmesi uygulamyorsa LOD ve LOQ hesabnda kullanilacak
standart sapma (s,) asagidaki (Denklem 4) gibi hesaplanir.

Denklem 4
So sifir veya sifira yakin derisimlerde, gegerli kilma veya dogrulama galismasi sirasinda tercihen ara
kesinlik kosullar1 altinda yapilan m sayida (tekrar sayis16-15 arasi) tek sonug
so’ LOD ve LOQ hesaplamak i¢in kullanilan standartsapma
n rutin analizlerde sonuglar raporlanirken ortalamasi alinan tekrarh 6lgiim sayisi
nb bos diizeltmesinin hesaplanmasmda ortalamas1 alinan gézlemlerin sayisi

Omnegin, 6lgiim prosediirii rutin analizde test numunelerinin 3 kez 6lgiilmesi gerektigini ve 2
adet bos numunenin ortalamasi ile bos diizeltmesi yapimasi gerektigini belirtiyorsa; n =3 ve
Np = 2 olacaktrr.

LOD ve LOQ parametrelerinin degerlendirilmesi: Metodun gegerli kiinmasi veya
dogrulanmas1 asamasmda elde edilen LOD ve LOQ \erilerinin uygunlugunun
degerlendirilmesi gerekir. Calsmalarda elde edilen (Tablo 6’da belirtilen yontemlerden biri
segilerek hesaplanan) LOD ve LOQ degerleri, varsa ilgili mevzuatta verilen yasal sart ve/veya
metotta belirtilen LOD ve LOQ degerlerine esit veya daha kiiciik olmalidr. LOD ve LOQ
verilerinin - bu dokiimanlarda belirtilmedigi veya tavsiye/dornek niteliginde belirtildigi
durumlarda laboratuvar tarafindan miisterinin ihtiyacinm1 karsilayacak LOD ve LOQ degerleri
hedef olarak secilebilir.

Bunun yaniswra, elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin dogrulamas1 da asagida agiklandig1 gibi
ayrica gergeklestirilmelidir.

Hesaplanan LOD degerinin kontrolii: Bos numuneye, onceden tespit edilen LOD derisim

seviyesinde analit eklenir. Bos numune Ve analit eklenmis numune tercinen ara kesinlik
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kosullarinda, tim Olgiim prosediirii izlenerek analiz edilirler. Analit eklenmis numunelere
cthazin verdigi yanttilarin ortalamasi, bosnumunelere cihazin verdigi en yiiksek yanittan biiyiik
ise hesaplanan/onceden tespit edilen LOD degerinin dogrulugu kantlanmis olur. Hesaplanan
LOD degerinin kontrolii ile ilgili 6rnek Ek 5°te verilmistir.

Hesaplanan LOQ degerinin kontrolii: Hesaplanan LOQ degerinin kontrolii i¢in; Onceden
hesaplanan LOQ seviyesinde analit iceren bir numune veya analit eklenmis bos numune ara
kesinlik kosullar1 altnda tiim Olgiim prosediirii izlenerek analiz edilir. LOQ seviyesi ig¢in
hedeflenen kesinlik ve gergeklik degerleri varsa ve LOQ seviyesinde yapilan olgiimlerde elde
edilen veriler hedef degerlerle uyumlu ise hesaplanan LOQ degerinin dogrulugu kantlanmisg

olur.

Diger bir yontemde ise hesaplanan LOQ seviyesinde analit iceren bir numune veya analit
eklenmis bos numune en az 3 tercinen 5 tekrarh olarak tiim Slgiim prosediirii izlenerek analiz
edilir. Bu c¢alismadan elde edilen standart sapmanmn Denklem 5'ten hesaplanan standart
sapmadan kiigiik veya esit olmasi degerin dogrulandigmni gosterir (19).

Tnsa Jn Denklem 5
§ = ——
3 tafa
Xoo gegerli kilma/dogrulama cahsmasi ile tespitedilen/hesaplanan LOQ seviyesi
s ; analit eklenmis numunelerin kabul edilecek maksimum standart sapmasi
n ; analit eklenmis numune sayisi (3 ile 5 arasi)

tafe 5 tdagihm tablosundadf=n-1ve «=0,05 degeri
Bu durumda deney sayilarma gore alnmasi gereken t degerleri asagida verilmistir. Farkh n ve
t degerleri i¢in diizenlenmis hesaplama yontemi asagida verilmistir. Diger n sayilari igin t

degerleri tablolardan bulunmalidir.

n=3 t=4,303 s =0,134" x4, Denklem 6
n=4 1=3,182 s =0,210 " x4 Denklem 7
n=5 t=2,776 s =0,268-x,,, Denklem 8

Bununla birlikte, 6zellikle aletli analiz metotlarinin dogasi geregi zamanla cihazlarda gozlenen
degisikliklerin LOD ve LOQ degerlerini degistirebilecegi dikkate almmalidir. Gerekirse kalite
kontrol kapsammnda LOD ve LOQ degerleri takip edilir. Ayrica, laboratuvarlarda, siklikla
metodun taym smmi seviyesinde analit iceren rutin numuneler analiz ediliyorsa, mevcut tayin

smir1 degéri belili aralklarla kontrol edilmelidir.
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Sadece cihaz ile Olgiim igeren deney alanlarinda LOD ve LOQ kavramu olmaz. Bu tip
Olgtimlerde alt 6lgtim smirlar1 cihaza bagh bir 6zellik olup en kiigik Olgiim degeri cihazlarin
teknik katologlarindan Ogrenilebilir. Benzer sekilde, mekanik ve fiziksel vb. dzellikleri 6lgmeye
yonelik deneylerde oOlgiilen biiyiikligiin yoklugu soz konusu olmadigindan LOD kavranu da

soz konusu degildir. Bu tip deneylerde raporlama st ifadesi kullanilir.
Dogruluk

Olciimlerin dogrulugu deney sonucu ile dlciilen biiyiikliigiin gercek degeri arasmdaki yakmlik
derecesi olup kesinlik ve gerceklik olarak isimlendirilen iki bilesenden olusur. Laboratuvar
gegerli kilma ve dogrulama ¢ahsmalarinda 6lgiim dogrulugunu degerlendirmelidir.  Ancak
gerceklik ¢alsmasi yapmamn miimkiin olmadigi; 6megin RMnin olmamasi, sadece kesinlik
cahsmalarmin yapilabildigi baz deney alanlar1 da s6z konusu olabilir. Bu durumun zamanla

degisebilecegi goz Oniine alnarak, gelismeler takip edilmelidir.
Kesinlik

Kesinlik 6lciim sonuglarmin birbirlerine yakmhginm 6lgiisiidiir. Olciim sonuglarinin ortalama
deger etrafindaki dagilimini gosterir. Calisma kosullarina gore kesinlik; tekrarlanabilirlik, ara
kesinlik ve tekrariiretilebilirlik olarak ¢ farkh sekilde ifade edilebilir. Laboratuvar i¢i metot
gegerli kima/dogrulama ¢alsmalart s6z konusu oldugunda sadece tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik (laboratuvar igi tekrariiretilebilirlik) degerlendirilir. Laboratuvarlar arasi ortak
cahsmalar ile elde edilebilen tekrariretilebilirlik bu dokiimamn kapsamu disnda olmakla

birlikte aradaki farklar1 gostermek amaci ile Tablo 7'de verilmistir.

Kesinlik, standart sapma (S), bagil standart sapma (RSD), veya bagil standart sapmanin diger
ifade sekli olan degisim katsayisi (CV, veya yiizde bagil standart sapma, %RSD) cinsinden ifade
edilebilecegi gibi tekrarlanabilirlik sinwr (r) veya ara kesinlik smut (Ri) olarak da ifade

edilebilir. Rastgele hatalarin gostergesi olan bu deger hicbir zaman sifir olamaz.
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Tablo 7. Kesinlik ifade tiirleri.

Olciim kosullar

Numune | Analist Cihaz, Zaman ([Kalibrasyon |Laboratuva
Calisma tiirii laboratuvar Araligy |Egrisi r
imkdnlar, (uygunsa)

ortam sartlari

Tekrarlanabilirlik

(r, s,RSDr, %CVi) S Aym Aym Kisa | Aym Ayni
Avra kesinlik

(Ri.si, RS, %CM) Ayni Ayni/farkh Aynv/farkl Uzun Farkl Ayni

Tekrariiretilebilirlik*

(R, sz, RSDg, %CVk) Ayni Farkh Farkh Uzun Farkh Farkh

*Tekrartretilebilirlik birden fazla laboratuvarin katihmiyla yapilan ¢caligmalar igindir.

Kesinlk g¢aligmalar1 planlanirken miimkiin oldugunca rutin kullanimdaki tiim degiskenler (kisi,
cihaz, mekan, sarf malzeme, zaman vb.) ve metodun Olgiim arahgi dikkate alnmalidir. Ayrica
deney sonuglarmin Olgtim yonii ile degistigi (anizotrop) malzemelerde (plastik ve kauguk
tirtinler, ahsap, tekstil, kumas, vb.) kesinlik verilerinin numune alma yonii ile degisebilece gi
g6z ard1 edilmemelidir.

Farkh matrikslerin s6z konusu oldugu genis Olglim arahgma sahip metotlarda kapsamh bir
kesinlik ¢ahgsmas1 gerekir. Tercihen disiik, orta ve yikksek olmak iizere {i¢ farkh deney
seviyesinde kesinlik ¢ahsmasi yapilir. Farkh matriksler s6z konusu oldugunda her kategoriyi
temsilen bir matriks i¢in farkh derisim seviyelerinde kesinlik cahsilir. Boylece her matriks i¢in
farkh derisim/6l¢iim seviyeleri ile kesinlik sonuglar1 arasmdaki iliski ortaya konulur.

Dogrulama cahsmasinda ise en zor kategoride bir matriks se¢ilmesi yeterli olabilir.

Gegerli kiman veya dogrulanan metot bir smrr degere karsi uygunluk degerlendirmesi amaci
ile kullanilacaksa, diger bir deyis ile karar kurah uygulanacak ise degerlendirmeye esas olacak
bu deger kesinlik cahgmalarinda mutlaka yer almalidir. Calsmada kullanilan numunelerin rutin
numuneleri  temsil eder nitelikte olmas1 gerekir. Kesinlk ¢alsmalarinda RM kullanma
zorunlulugu Yyoktur. Rutin analiz numunelerine kiyasla daha homojen olmalar1 nedeni ile
RMilerle yapilan ¢alsmalarin rutin numunelere nazaran genellikle daha diisiik kesinlik degerleri
verdigi bilindiginden ve yikksek maliyetleri nedeni ile kullanimi smrhdir. Ancak matriks
uyumunun tam olarak saglandigi durumlarda (6rnegin, petrol ve petrol tirevieri) RM
kullanilarak aym anda hem gergeklik hem de kesinlk c¢algmasi yapilmasi is yikiiniin

azaltilmas1 yonii ile uygun olabilir.

Tekrarlanabilirlik pstandart sapmas: tekrarlanabilirlik kosullar1 altmda elde edilen deney
sonuglarinth  stafdart sapmasdr (30)e Tekrarlanabilirlik kosullar1 deney metodunun izin
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verdigi kadar kisa zaman aralklarinda, aym cihaz kullanilarak, aym kisi tarafindan, ayni

laboratuvarda, 6zdes numunelere aym metodun uygulanmasini ifade eder.

Ara kesinlik standart sapmasi (Si) ara kesinlik kosullar1 altnda elde edilen deney sonuglarinin
standart sapmasidrr. Ara kesinlk kosullar1 bagimsiz deney sonuglarmin uzun zaman aralklari
icinde, aym ve/veya farkh donanm kullanilarak, aym ve/veya farkh kisiler tarafindan, ayni
laboratuvarda, Ozdes numuneler ve aym metotla elde edildigi kosullardir. Kisacas1 bir
laboratuvarda karsilasilabilecek tim degiskenliklerin belirsizlige yanstilmasidir. Ara kesinlik
cahsmasinda, Ozellkle aletli analiz tekniklerinde kalibrasyon standartlar1 ve egrisinin yeni
olmas1 6nemli bir husustur.

Bagimsiz deney sonuglarnin elde edilebilmesi i¢in numunelere (varsa numune hazirlama
islkmi de dahil) tim islem basamaklari uygulanmalidir. Deney yapilacak malzemenin
heterojenligi nedeni ile biiyilkk kesinlik degerlerinin elde edilebilecegi (yapt malzemeleri
mekanik ve fiziksel testler gibi) diistiniiliiyorsa, tekrar sayismin yiiksek tutulmasi tavsiye edilir.
Kesinlk c¢ahsmasi i¢cin farkh kaynaklarda farkh sayiar/serbestlik dereceleri verilmekle beraber
deney/0lclim sayismin en az 5 serbestlik derecesi verecek sekilde tasarlanmasi Onerilir. Buna
uygun olarak yapilacak deney tasarmu tekrarlanabilirlik ve ara kesinlk kosullarinda 6 giinde
birer tekrar veya 5 farkh giinde ikiser tekrar olacak sekilde secilebilir. Ayrica standart sapmanin
tek bir analitik partiden elde edilmesi yerine ¢aligmalar birkac analitik partide/seride yapilmali
ve elde edilen kesinlik verileri uygun yontemlerle (Denklem 13, Denklem 14 ve Denklem 15)
birlestirilmelidir.

Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik 6rnek ¢ahsma planlar1 Sekil 2°de sunulmustur.

Giin 1 Giin 2 Gin 3 vb.
A A
/ N ' Y
lAlt-numune1 | Alt-numune 2 Alt-numune 3 Alt-numune 4 Alt-numune 5 Alt-numune 6
numune numune numune numune numune numune
hazrrlama hazirlama hazirlama hazirlama hazirlama hazrrlama
Olgiim Olgiim Olgiim Olgiim Olgiim Olgiim

Sekil 2. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik ¢alismalar1 i¢in 6rnek ¢alisma plan.
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Deney tasarmuna gore standart sapma ve bagil standart sapma hesabi asagidaki formiiller
kullanilarak yapilabilir.

n sayida 6zdes numune kullanilarak yapilan tekli olgtimler icin;

S:\/ i (X, —X)? Denklem 9

n—1

S
% RSD = 7 100 Denklem 10

ile hesaplanir. Burada, Xij,tekli 6lgiim sonucunu, X ise Olgtimlerin ortalamasmi ifade eder.

n sayida 6zdes numuneler kullanilarak yapilan iki tekrarh Olgtimler igin;

= Ziea =y Denklem 11
2n
s

% RSD = 7 100 Denklem 12

Ay kategorideki farkll {irlinler veya aym firiiniin farkh derisimleri ile n sayda iki tekrarh
Olctimler yapildiginda;

n 2 (X _yl)]

(x+yl

RSD = Denklem 13

denklemleri kullanilir. Burada Xive i iki tekrarh Olgiimlerin sonuglarmi ifade eder.

Kesinlik standart sapmasi yukarda anlatildigi gibi basit tekrarlar iceren bir deneysel tasarm ile
hesaplanabilecegi gibi i¢ ice deney tasarmi (EK 2) kullanilarak ANOVA ile de hesaplanabilir.
Deney metodunun dogasi geregi aym giin igerisinde yeterli sayida deney yapma imkam yoksa
kesinlik calismasinda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlk standart sapmalarmi aym anda vermesi
nedeni ile ANOVA en etkili istatistiksel degerlendirme yontemidir. Dogrulama amach ¢aligma
sonuclarmin degerlendirilmesinde ANOVA kullanilacaksa c¢ahsmaya katilacak personelin

tecriibbesi g6z Oniine alnmarak yeterli sayida cahsma yapilmasi saglanir.

Buradaki deney tasarmunin giinlik olarak (en az 2 tekrar ile) en az 5 giin yapilmas1 onerilir (3)
(31). Ek 6’da 6rnek bir hesaplama verimistir.

Farkh seviyelerde, {iriin kategorilerinde, analitikk partierde vb. farkl kosullarda elde edilen, n
sayidaki Olcimlerin standart sapmalar1 ve/veya bagil standart sapmalar1 asagidaki formiiller (ve
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ANOVA testi 6ncesinde varyanslarin homojenliginin uygun bir istatistiksel yaklagimla, 6rnegin
Cochran testi, ispatlanmak kosulu) ile birlestirilebilir.

_ |3fiSE +dfySE+ -+ dfiSi Denklem 14
dfy +df, +--+dfy

2 2 4 ... 2
psp — \[dflRSDl + df,RSDZ + -+ + df RSD? Serklom 15

df, + df, + -+ df

Burada swrasiyla her bir veri setine ait df; serbestlik derecesini, s; standart sapmasmi, ve RSD;
bagil standart sapmasmi ve K ise toplam veri seti sayisii ifade eder. Elde edilen birlestirilmis

standart sapmanmn toplam serbestlk derecesi ise (df; + df, + ---+ df;,)’dir.

Tekrarlanabilirlik stnirinin kullaninu: Tekrarlanabilirlik s, tekrarlanabilirlik — sartlari
altnda elde edilen ki deney sonucu arasmdaki mutlak farka esit ya da daha kiicik olan ve % 95
ihtimalle olmast beklenen deger olarak tammlanir (32). Bulunan veya verilen r degeri, gegerli
kima veya dogrulama c¢ahsmalarinda elde edilen tekrarlanabilirlik standart sapmasi ile
hesaplamir ve rutin analizlerde i¢ kalite kontrol amaci ile, tekrarh ¢ahsmalarda ise kesinligin
degerlendirilmesi amaci ile kullanilir. Deney metodunda verilen r degerinin kullanilabilmesi
icin matriks ve deney seviyesi uygun olmalidir. Bu amagla rutin analizlerde iki paralel 6lgiim
yapildiginda Olgiim sonuglar1 arasmdaki mutlak fark, verilen r degerine esit veya kiigiik
olmaldir. Aksi halde sonuglarin raporlanabilmesi i¢in izlenecek admmlar ISO 5725-6’ya uygun
olarak degerlendirilebilir (31).

Kesinlik parametresinin degerlendirilmesi: Metodun gecerli kiimmasi veya dogrulanmasi
asamasmda elde edilen kesinlik verilerinin  degerlendirilmesi igin  asagida  verilen
yaklagimlardan uygun olanvolanlar1 kullanilabilir.

I.  Bulunan degerler mevzuattaki degerlerle kiyaslandiginda kiigiik, esit veya istatistiksel
olarak belirli bir olasilik i¢in ( genellikle 0,95) anlamli derecede farkh olmamalidir.

ii. Ilgili mevzuatta tekrarlanabilirlik ve/veya ara kesinlik standart sapma degerleri
verilmemigse, dogrulama ¢ahsmasinda elde edilen tekrarlanabilirlik ve/veya ara
kesinlik standart sapmalar, gegerli kilma ¢alismasinda elde edilen degerlerle
kiyaslandiginda kiigik veya esit olmali veya istatistiksel olarak belirli bir olasilik i¢in
( genellikle’ 0,95) anlamh Glgiide farkh olmamalidir.
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iii.  Olgillen degerlerin, oran (%, ppm, ppb gibi) olarak ifade edildigi metotlarda gecerli
kima veya dogrulama ¢ahsmalarinda elde edilen tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik bagil
standart sapmalar1 (RSDr ve RSDRr) Horwitz veya modifiye Horwitz esitlifine gore
degerlendirilebilir. Horwitz esitliginden elde edilen HORRAT degerinin (Denklem 17
ve Denklem 21) 0,5 ve 2 arasmda olmasi beklenir, fakat deger arahgi baz kaynaklarda
0,3 — 1,5 olarak raporlanmistir (27). Bu degerlendirme bicimi (oranla ifade edilse dahi)

ampirik metotlar1 kapsamaz.

Ara kesinlik bagil standart sapmasi1 degerlendirmesi formiilii;
% RSDRrH = 2 (105109 C) Denklem 16

HORRATR = RSDr/RSDgrH Denklem 17
C  Kkitle fraksiyonu (Omegin 10ug/g igin (10/1000000pug/pg) =0.00001°dir).

RH  Horwitz esitliginden hesaplanan bagil ara kesinlik standart sapmasi1

Tekrarlanabilirlik bagil standart sapmasi degerlendirmesi formiilii;

% RSDrH =% RSDrH X 0,66 Denklem 18
HORRAT: = RSD{/RSDrH Denklem 19

iv.  Tekrarlanabilirlik ve/veya ara kesinlk standart sapma degerleri yukaridaki bahsedilen
yontemlerden higbiri ile elde edilemiyorsa,
a. aym numunede laboratuvar i¢inde elde edilen sonuglar birbirleri ile; veya
b. aym numune ve metotla baska laboratuvarlarda yapilan ¢alsmalarin sonuglari
birbirleri ile Ek 3’te verilen istatistiksel teknikler kullanilarak karsilastirilabilir.

Gergeklik

Gergeklik, belirli sayidaki analiz sonucunun ortalamasmin gercek degere yakmlik derecesinin
Olgtistidiir (33). Bilimsel ¢aligmalarin dogasi geregi Olgiimlerin ¢ok az gergek degerin dogrudan
Olciilebilmesine olanak saglar. Yapilan cahsmalarda kullanilan deney/test numunesinin tiim
numuneleri  temsil etmesindeki yetersizlik, kimyasal analizlerde matriks etkisi, olgiimiin
cevresel kosullara bagmliligi, Olgiimlerde kullanilan donanmmdan kaynaklanan degiskenlik ler
ve tanmlanamayan faktorler Olglilen degere etki eder. Bu degiskenlikler 6lgiim sonucunun

belirsizligi olarak hesaplanip raporlanr ve 6lgiim sonuglarinin kalitesinin bir gdstergesidir.
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Gergekligin olgiitli bir referans degerden sapmadw. Referans deger bazen gercek degerdir,
bazen ise tizerinde uzlasilmis (konvansiyonel) degerdir. Gergeklik ¢alismasi ile toplam hatanin,
sistematik hata bileseni belirlenir. Sistematik hatalar1 tanmlayan performans parametresi

gergeklik, Olgiitii ise sapma (bias) veya geri kazanimdur.

Sapma, tek yonlidir, pozitif veya negatif yonlii olabilir. Sapma metodun/olgiimiin sapmast
olabilecegi gibi, metodu uygulayan laboratuvarin metodu uygulayabilme yetenegini yansitmak
tizere laboratuvar sapmast da olabilir. Metot gecerli kilma ve dogrulama cahsmalarmin tek bir
laboratuvar tarafindan yiiriitiildiigii durumlarda elde edilen sapma laboratuvar sapmasi ve metot
sapmasmin toplamidw. Ampirkk karakterdeki metotlarda metot sapmasi olmaz, sadece
laboratuvar sapmasi olabilir (34).

Gergekligin tespiti dort sekilde yapilabilir:
I. Matriks uyumlu referans malzemelerin analizi,
il. Referans deger ile karsilastirma (Ornegin referans metot, referans cihaz )
iii. Analit eklenmis malzemelerle (spike) yapilan ¢alismalar,

iv. Yeterlilik deney sonuglar1 (En, z veya zeta degeri ile).

Gergeklik, matriks ve derisin seviyesine gore degiskenlik gosterebilir, bu nedenle incelenecek
matriks sayis1 ve deney seviyeleri calismaya uygun sekilde segilip gegerli kima/dogrulama
planinda belirtilir. Uygulanabilir oldugu durumlarda sapma tiim {iriin kategorilerini ve ¢aligma
araligin1 kapsayacak sekilde gesitli deney seviyelerinde (0rnegn; diisiik, orta, yiiksek derisim)
ve Uriin kategorilerinde metodun tamamu uygulanarak tespit edimelidir (bk. Deneysel Tasarmm
ve Uygulanmas1 Bolim 6.2.3). Calismalarda miimkiinse c¢alsma araliginda en az bir seviyede
matriks uyumlu referans malzeme ile iki seviyede analit ekleme veya matriks uyumlu RM
olmadigi durumlarda g seviyede analit ekleme yapilabilir. Bu seviyeler ¢alisma araligi igcinden
secilmelidir.

Gergeklik cahsmasinda yapilacak deney sayisit ile ilgili olarak cesitli kaynaklarda degisik
sayllar verilmektedir. Tekrar saysmin en az 10 olarak almmasi tavsiye edilir. Olgiimler
tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda yiiriitiilebilir, ancak ara kesinlik kosullar1 altmda yapilmasi
tavsiye edilir. Rutin analizlerde yapilacak dogrulama c¢ahsmalarinda deneyi yapacak tiim
personel gerceklik cahismalarina katdmahdir.
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Sistematik hatalarin  belirlenmesinde miimkiin oldugu durumlarda matriks uyumlu RM ile
calsma tercih edimelidir. Ancak matriks uyumlu RM sayisinin az olmasi bu tiir cahismalari
kisitlayabilir. Ampirik karakterdeki metotlar (mekank ve fiziksel testler) i¢cin ¢ogu zaman
matrks uyumlu RM temini miimkiin olmamaktadr. Bu tiir metotlarda referans bir deger ile
karsilastrma da yapilamiyorsa, sapma, laboratuvarlar arasi karsilastirma ve yeterlilik testlerine
katilarak belirlenebilir.

Referans degeri Crer = Urer (K) olan bir matriks uyumlu RM ile “n” adet dlgiim yapildiginda
ve Cm ortalamas1 ve Srer standart sapmasi ile sapma, bagl sapma ve % bagl sapma asagidaki
formiller yardmi ile bulunur (35). Aym formiiller sapmanin referans metot ile
degerlendirilmesinde de kullanilabilir. Bu durumda formiildeki sertifika degeri (Crer) yerine

referans metottan elde edilen deger kullanilir.

5 Denklem 21
U SReF (uREF)
b n k
b G = Cppr Denklem 22
bagill —
& Crer
Cpn—C Denklem 23
%bbagll — m—REF. 100
Crer
Cym ; Yapilan Slclimlerin ortalamasi
Crier ; Referans deger
; Sapma
Ub : Sapmadan kaynaklanan standart belirsizlik
k : kapsam faktorii

Eger referans malzeme/metot kullanimu ile gergeklik, geri kazamm olarak ifade edilecekse
asagidaki formiiller yardmm ile bulunabilir.

7 Con Denklem 24
CREF
C Denklem 25
%R =—"-.100
CREF

Matriks uyumlu referans malzemelerin olmadigi kimyasal analizlerde analit ekleme (spike)
yolu ile sistematik hatalarin Olgiilmesinin miimkiin olup olmadigmna bakilr. Bu durumda geri

kazanim degeri asagidaki formiiller yardimi ile bulunabilir.
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Coon — Cii Denklem 26

C

R =

eklenen

— Denklem 27
%R = M 100

Ceklenen
Geri kazannm c¢ahgsmasinda analit ekleme igin kullanilacak standart ¢ozeltilerin kalibrasyon
egrisinin ¢iziminde kullanilan ile aym olmamasi tercih edilir. Laboratuvar bir nedenle ayni

malzemeyi kullanmak zorunda kalrsa, miimkiin oldugunca standardin hazrlanisinda farklhilik
yaratmalidir (farkh gilinlerde hazrlama, farkh ana stok, farkh kisi tarafindan hazirlama vb.).

Sapma ve geri kazanim ifadeleri birbirini 100’e tamamlar (% sapma = 100 - % geri kazanim).
Laboratuvarlar c¢alisma alanlarma gore geri kazanim veya sapma ifadelerinden uygun olani

gercekligi nicellendirmek i¢in kullanabilirler.

Gergeklik parametresinin degerlendirilmesi: Metodun gegerli kilinmasi veya metodun
dogrulanmas1 asamasmnda gerceklik cahsmalari (geri kazanim/sapma) yapimis ise elde edilen
verilerin uygunlugunun degerlendirilmesi gerekir. Bu amagla asagida verilen uygulamalardan

bir veya birka¢1 uygulanarak degerlendirmeler yapilabilir.

I.  Matriks uyumlu referans malzemelerin kullanimi ile gerceklik degerlendirmesi:
a. Matriks uyumlu referans malzemelerin analizi yapilarak elde edilen geri
kazanim/sapma degeri, Oncelikle ilgili mevzuatta veya metotta belirtilen geri
kazanim/sapma degerine esit veya daha iyi olmalidir.

b. Eger geri kazanm/sapma degeri ilgili mevzuatta veya metotta yer almiyorsa, elde
edilen geri kazanim/sapma degeri Tablo 8 veya bunun gibi sektorel kaynaklardan elde
edilen veriler kullanilarak degerlendirilebilir. Tablo 8 analitik sonuglarin oran olarak
ifade edildigi (%, ppm, ppb v.b) metotlar icin kullanilir. Bu tablo sonucu oranla ifade
edilse dahi ampirik metotlar i¢in Kullamlmaz.
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Tablo 8. Geri kazamm/sapma degeri degerlendirme tablosu (27).

. Geri Kazamm Sapma
Analit Miktan
(%) (%)
% 100 98 - 102 (-2) - (+2)
% 10 98 - 102 (-2) - (+2)
% 1 97 - 103 (-3) - (+3)
% 0,1 95 - 105 (-5) - (+5)
100 ppm 90 - 107 (-10) - (+7)
10 ppm 80 - 110 (-20) - (+10)
1 ppm 80-110 (-20) - (+10)
100 ppb 80 - 110 (-20) - (+10)
10 ppb 60 - 115 (-40) - (+15)
1 ppb 40 - 120 (-60) - (+20)

Matriks uyumlu referans malzeme kullanilarak yapilan gerceklik cahsmalarinda
“a” ve “D” yontemlerinin dismda bir yol takip edimek istendiginde veya
yukardaki yontemleri uygulama imkani olmadiginda 6nem testi ile (tercinen % 95
olasilik i¢in) asagidaki yaklasim kullanilarak degerlendirme yapilabilir.

|b| < ku, veya |A| < ku,, ise sapma Snemsiz (% 95 icin k=2)

|b| > ku, veya |A| > ku,ise sapma 6nemli (% 95 icin k~2)

Il.  Referans deger ile karsilastirma yapilarak gerceklik degerlendirmesi:

a.

Referans deger ile karsilastirma yapilarak elde edilen geri kazamm/sap ma
degeri, Oncelikle ilgili mevzuatta veya metotta belirtilen geri kazanmm/sapma

degerine esit veya daha iyi olmaldir.

Eger geri kazanm/sapma degeri ilgili mevzuatta veya metotta yer almiyorsa,
referans metottan elde edilen referans deger ile dier metottan elde edilen deger
t testi yapilarak karsilastrilir. t degeri asagidaki gbi hesaplanir Belirli bir
olasilik i¢cin (tercihen % 95 olasiik igin) istatistiksel olarak anlamh fark
olmamasi elde edilen geri kazanmm/sapma degerinin Oonemsiz oldugu anlamina

gelir.
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Denklem 28
¢ _|Cm_CREF|ﬁ_ |b0rt|\/7’_l— |Rort_1| \/‘r_l
hesap — - -
S S SGeriKazamm

S . Deney sonuglarinin Standart sapmasi
n . Deney sayis1
Rort :  Ortalama geri kazanim
SGeri Kazamm : Geri kazanim sonuglarnin standart sapmast
bort. . Sapma sonuglarmm ortalamasi

Eger thesap< ttablo ise istatistiksel agidan anlamh bir fark yoktur ve geri kazanmy/sapma
Oonemsizdir. Eger thesap™> tiablo ise istatistiksel ac¢idan anlamlhi bir fark vardr ve geri

kazanim/sapma Onemlidir.

iil.  Analit eklenmis malzemelerle (spike) yapilan ger¢eklik degerlendirmesi

a. Dogrulama c¢ahsmalarinda analit eklenmis malzemelerle (spike) yapilan
cahsmalardan elde edilen geri kazanm /sapma degeri mevzuatta velveya
metotta belirtilen geri kazamm/sapma degeri ile karsilastrilmalidir. Bulunan

degerler verilen geri kazanim veya sapma degerine esit veya daha iyl olmalidir

b. Eger geri kazamm degeri ilgili mevzuatta veya metotta yer almiyorsa, elde
edilen geri kazamm degeri Tablo 8 veya bunun gibi sektorel kaynaklardan elde

edilen veriler kullanilarak degerlendirilebilir.

V.  Laboratuvarlar arast karsdastirma/yeterlilik testlerine katiim yoluyla gerceklik

degerlendirmesi:

Laboratuvarlar aras1 karsilastirma/yeterlilik testlerine katlhm yoluyla gergeklik ¢alismasi
yapidiginda, “Z” skoru ile raporlanan karsilastirma sonucunda laboratuvarm |z| < 2 arasmda
bir skor almas1 durumunda, o laboratuvara ait geri kazanim/sapmanin kabul edilebilir oldugunu

gostertr.

Onemli bir sapma ¢ikmas1 durumunda, metot gdzden gegirilir ve sapmanmn kaynag tespit edilir.
Bu durumda metot kullanilmaya devam edilecekse Sekil 3’te gosterililen karar akisma gore
sonuglarda ya diizeltme yapilr ya da sapma Olgiim belirsizligine dahil edilir (33). Mevzuat ya
da standart test metodu izin veriyorsa diizeltme yapir. Sapma diizeltmesi her kosulda
yapiimayabilir. Mevzuat izin veriyorsa istatistiksel Onem testi yapilarak asagidaki akis semasi

takip edilir.
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Genellikle ampirkk karakterdeki pek cok deney alannda (mekanik ve fiziksel Ozellikleri
Olcmeye yonelik testler vb) RM iiretlememesi nedeni ile laboratuvar i¢inde ger¢eklik calismasi
yapilamamaktadir. Bu gibi durumlarda sistematik hatalarin 6lgiilmesinin en etkin yolu yeterlilik
(laboratuvarlar arasi karsilastrma) testi ¢cevrimlerine katlhm ve/veya referans kabul edilecek
bir laboratuvar (6rnegin TUBITAK UME) veya akredite laboratuvarlar ile karsiastirma
yapimasidir. Yukaridakilerden higbiri yapilamiyorsa bu metot i¢in gergeklik parametresi

yerine kesinlik parametresi raporlanir.
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Istatistiksel olarak

anlamh sapma
tespit edildi mi?

- Olgiim belirsizligine
¢—— Evet kiyasla kiigiik

bir sapma mi?

Sapma metotda yapilan
kiglk degisikliklerle ortadan
kaldirilabiliyor mu?

Yasakianmig mi?

dogrulamasi ...

Izin verilmis mi?

Sapma glivenilir bir
sekilde tespit
edilebiliyor mu?

Belirsizlikte azalma
saglar mi?

Sonuglar dizeltimez.

Sekil 3. Sapma degerine gore sonuglarm diizeltme Karar akisi (36).

iciNB
ITASY N KURUM

Metotta
degigiklikler yap.

A

DIRME KILAVUZU

e N
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Cabsma/Olgiim Arahg:

Calisma araligi metodun kabul edilebilir bir belirsizlikle sonu¢ sagladigi, diger bir deyisle
yontemin kabul edilebilir bir gerceklik ve kesinlik ile uygulandig: araliktir.

Calsma arah@inin en diisik noktasi LOQ ve en yikksek noktasi analitik hassasiyette
(kalbrasyon egrismin egimi) Onemli farkhliklarin gozlemlendigi derisim seviyesidir.
Hedeflenen derisim aralklar1 da (alt ve iist smrlar) gahsma arah@ olarak tanmlanabilir.

Caliyma arali@ina ait veriler genellikle metodun gelistirilmesi srasmda elde edilir.

Sonuglarin  bir 6l¢iim cihazi ile elde edildigi durumlarda c¢ahgma araligi yerine 6&l¢iim aralig:
kavramu daha uygun olabilir. Bu tip durumlarda 6lgiim araligi uygulanan metoda bagh olmayip
kullanilan cihaza has bir ozelliktir. Ornegin, kuvvet Olgiimiinde kullanilan yiik hiicrelerinde,
elektriksel olgiimlerin yapidigi multimetrelerde, giiriiltii lglim cihazlarinda, viskozite 6lgtim
cihazlarinda vb. hangi aralkta Olglimiin yapilabilecegi cihazlarin kendisinden ya da bu
cihazlarin teknik bilgi formlarindan elde edilebilir.

Metot ve Cihaz Calisma Aralig

Calisma arali@i, hem metot hem de cihaz i¢in gegerli bir kavramdr. Bu durum genellikle deney
numunelerine On iglem (ayristrma, Ozitleme, seyreltme veya sonrasi zenginlestirme vb.)
uygulandiginda karsmiza ¢ikar. Numunenin 6n islem gérmeden dogrudan olgiildigi
durumlarda cihaz ve metot ¢alsma arahgi aynidr. Metodun ve cihazin, tanimlanan galigma

arahginda calisip cahsmadigi degerlendirilmelidir.

Metodun cahsma arah@i tespit edilirken numuneye On islemler dahil tiim deney prosediirii ve
hesaplamalar yansitilir. Cihazin ¢ahsma araligi ise, Olgiim cihazina verilen, On isleme tabi

tutulmus numuneler ile tespit edilir.

Ampirkk metotlarm pek cogunda (6rnegin, mekanik, fiziksel, elektriksel testler) kullanilan
Olciim cihazinin alt ve ist Olglim smir1 ¢ahsma araligidir. Cihazin kalibrasyonu bu ¢aliyma

araligin1 kapsayacak sekilde yapilmis olmahdir.
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Cihazin ¢alisma araliginin belirlenmesi: Aletli analizlerde cihazin ¢ahsma arahgindaki

derisimlere karsi cihaz yaniti arasmdaki bagmti tespit edilmelidir. Bu asamada:

a) cihaz kalibrasyon yontemi (tek nokta kalibrasyonu®, ¢ok noktali kalibrasyon,
bloklamali (bracketing) kalibrasyon, standart ekleme) ve matematiksel modeli (dogrusal
veya agrlikli regresyon gibi) tespit edilir, (14)

b) belirlenen bagmti dogrulanir,

C) tim Olgiim basamaklar1 dikkate almarak metot ve cihaz ¢alisma araliklarinm uyumu

degerlendirilir.

Cihazin kalibrasyon egrisinin istatiksel analizinde genellikle lineer regresyon tercih edilir.
Lineer regresyonunda en onemli kabul, “X” (derisim) eksenindeki hatalarin “y” (cihazin yanit1)
ekseninde olusan hatalara kiyasla kiicik oldugunun varsaylmasidr (37). Dolaysiyla
kalibrasyon standart ¢ozeltileri ¢ok hassas ve dikkatli bir sekide hazrlanmali ve gerekirse
tartim (gravimetrik numune hazirlama) yapilmahidr (38) (39). Bu baglamda, Oncelikle
izlenebilirligin saglanmas1 amaci ile sertifikalandmrilmis kalibrasyon (tek analit veya karigim)
standartlar1  (9) veya safhgi sertifkalandirilmis  SRMler temin edilmelidir.  Saflig:
sertifikalandirilmis kati fazdaki SRMler uygun c¢ozictilerde ¢ozilerek istenilen derisim(ler)de
stok ¢ozeltiler hazrlanir. Calisma amacma ve kapsamma bagh olarak bu stok ¢ozeltiden ara
calsma ¢Ozeltileri ve birden fazla analitin Ol¢timiiniin yapildigi durumlarda olgtimii yapilan
analitleri iceren ¢ozelti kargimlar1 hazrlanabilir.  Ancak bu durumda uygulanacak ara
islemlerde (tartmlar, hacim Ol¢timleri gibi) izlenebilirlik saglanmalidir. Laboratuvarlar bir risk
degerlendirmesi sonucu veya tercihen ¢ozelti hazirlamak yerine belirli derisimlerde kullanima
hazir sertifikali stok veya karisim standart ¢ozeltilerini de almay1 tercih edebilir. Laboratuvar
cozeltilere ait detaylari dokiimante eder ve standart ¢ozeltinin kararhligmi etkilemeyecek
saklama kosullarin1 tecriibelere veya literatire dayanarak veya deneysel caligmalar yaparak
belirler. Eski standartlarin kararlliginin istatistiki olarak hazrlanan yeni (taze) standarda karsi
degerlendirilme yontemi literatiirde sunulmustur (40). Standart test metodu kullanilmasi

durumunda metotta ¢ozeltilerle ilgili bu bilgiler yer aliyorsa metot ongoriilerine aynen uyulur.

f Tek noktah kalibrasyon yapmak izotopca zenginlestirilmis standartlarin kullanildid1 izotop seyreltme teknigi
kullanildigimda veya'dogrusalliktan emin olundugu durumlarda miimkiindiir.
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Cihazin ¢ahsma arahgmin belirlenmesi ve amaca uygunlugunun degerlendirilmesi igin,
beklenen derisim arahigmin enaz % 10 azi ve fazlas1 derisimler ile incelenir. Calisilacak deney
seviyesi belirlenirken, yasal sartlar ve ilgili deney alam i¢in yaymlanan rehberler dikkate
almmali ve dlgiim noktalarinin sayis1 olabildigince arttrilmahidr. Boyle bir rehberin olmadigi
durumlarda bu aralkta secilecek Olglim noktalarinin sayismin bos dahil en az 6 olmasi tavsiye
edilir. Rutin metot uygulamalarinda mevzuata veya test metoduna uygun olarak daha az sayida
Olciim noktast secilebilir. Derisimler “x” eksenine tercihen esit araliklarla olacak sekilde
secilmelidir. Her derisim seviyesindeki tekrar sayismin istatistiksel —hesaplamalarin
giivenilirligi i¢in en az 2 olmasi tavsiye edilir.

Laboratuvar kalibrasyon egrisinin ¢iziminde kullanacagi dis kalibrasyon, standart ekleme vb.
yontemleri literatiire Veya tecriibelere dayanarak belirler. Bunlara ek olarak i¢ standart ekleme
yontemi hem dis kalibrasyonda hem de standart ekleme kalibrasyon yOnteminde Ol¢iim
asamalarindan veya cihazdan olusabilecek hata oranlarmi azaltmak i¢in kullanilr. Baz aletli
analiz tekniklerinde, matriksden gelen baz bilesenler analitin sinyalini artrma veya azaltma
yoniinde egilim gosterebildigi icin matriksle uyumlu kalibrasyon standart ¢ozeltisi hazirlanmasi
onerilir. Bu amagla, iginde aranan analiti icermeyen bos numunelere tiim analitik prosediiriin
uygulamas1 sonrasi elde edilen ¢ozelti kalibrasyon standartlarmin seyreltiimesinde kullanilir.
Matriks etkisinin istatiksel olarak onemli olup olmadig: t-testi ile ortaya konabilir (41).

Metodun ¢calisma araligi belirlenmesi

Metodun caligma araligi belirlenirken;

a) Bilinen derisinde (farkl derisimlerde matriks uyumlu referans malzeme veya analit
eklenmis) numuneler ve bos numuneler temm edilmeli,

b) Kullanillan numuneler tiim dlgiim metodu uygulanarak analiz edimeli ve
hesaplanmals,

c) Farkli derisimlerdeki numuneler tercihen hedeflenen calisma arahgmi kapsamal,

d) Cihaz, belirlenen kalibrasyon yontemi uygulanarak kalibre edilmelidir.

Calisma, hedef aralk boyunca esit sekilde dagilmis 6-10 farkh derisindeki RM veya analit

eklenmis numune ve bos numune en az 2 defa Glgiilerek yapilir.
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Metodun c¢ahgma arahgr i¢indeki derisim seviyelerinde elde edimis kesinlk ve gergeklik
verileriyle, cahsma arahgi degerlendirilir. Gergeklk ve kesinlik cahsmalarmmdaki veriler
uygunsa ve ilgili aralig1 kapsiyorsa ayri bir calisma istenmeyebilir (3).

Metot ve cihaz ¢alisma araliginin degerlendirilmesi

Gorsel inceleme. Calsma arali@inin  degerlendirilmesi i¢in ik asamada, verilen
derisimlere/seviyelere (x)karsiik olgtim yanttlari/sonuglart (y) Sekil 4’°teki gibi grafige aktarilir
ve iki degisken arasmdaki iliskinin ik degerlendirilmesi gorsel olarak yapilr. Regresyon
analizine dahil edilemeyecek aykir1 degerler gorsel olarak incelenir. Eger X ve y degerleri
arasmda lincer olmayan bir iliski goriliiyorsa istatistiksel olarak dogrusallik testlerinin
yapiimasina gerek yoktur. Sekil 4’te, kalibrasyon standartlarmin derisimine (X ekseni) karsilik
cihazin yaniti (sinyali-y ekseni) arasmdaki bagmti kalibrasyon grafigi olarak tammlanir ve
cthazin gahsma arahgma ait grafik 6rnegi olarak verilmektedir. Test numunesinin sahip olmasi
beklenen derisimler (farkh derisimlerde matriks uyumlu referans malzemesi veya analit
eklenmis numuneler) (x ekseni) ile dlgiilen degerden hesaplanan derisim (y ekseni) arasmdaki
bagmti ile (kalibrasyon grafigi) metodun cahsma arahfi degerlendirilebilir. Olgiilen derigim,
metotta belirtildigi gibi numuneye Olglim yonteminin tiimiiyle uygulanmasi (numune hazirlik

dahil) ve kalibre ediimis cihazin kullanilmasiyla elde edilen sonugtur.

Kalibrasyon Grafigi

1,2 - .
Olgtim araligi
1 4
//
0,8
H LoQ
E 0.6 1 | Duyarlik=egim
>4 LoD Dog [ Aralik
0.2 L ogrusal Aralik —
v v
0 : T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Derisim

Sekil 4. Cihaz ve metodun cahgma arah@inin belirlenmesi i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigi.

Uygun matematiksel modelin bulunmasi. Ikinci asamada iliskinin tiirii yani derisime karsilik
cthazin verdigi yamit arasmdaki en uygun matematiksel (6rnegin basit dogrusal veya agrlikli

regresyon,®quadratik) model belirlenir. Dogrusal regresyon modeli yaygn olarak kullanilsa da,
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y ekseninde yer alan cihaz sinyalinin standart sapmasi derisimle orantili ise agwlikli dogrusal
regresyon modeli kullanilir. Kalibrasyon egrilerini olusturan veriler arasmda (X ile y) her zaman
dogrusal bir iligkinin olacag diisiiniilmemeli ve bazi durumlarda 2. dereceden, quadratik veya
bagka bir bagmtinin miimkiin olabilecegi gz ardi edilmemelidir.

Dogrusallik (Lineerlik) testleri. Ugiincii asamada, bagmtinm belirlenmesi icin segilen modelin
regresyon istatistigi yapiir. Dogrusal bagmnti icin artk grafigi cizilerek derisim ve yanit
arasmdaki dogrusal iliski onaylanmalidir. Olgiim sonucu ile model fonksiyondan elde edilen
sonuglar arasmdaki fark olarak tammlanan artiklarm, sifira gore rastgele dagiimi dogrusalligi
ortaya koymaktadr. Sistematikk egilimler dogrusalligin olmadigini gosterir. Kalibrasyon
egrisinden sapan bir degeri, ona yakmn derisimleri degerlendirmeden ve teknik gerekceler
sunmadan hesaplama disi brakmak giivenli degildir. Kalibrasyon egrisinin dogrusalligini
degerlendirirken Mandel’s uygunluk testi kullanilabilir (3) (11) (42)

Matematiksel modeller, analiste kalibrasyon icin net ve giivenilir bir fonksiyonel iliski
bulmakta yardimci olmali ve analitik ekipmanin kabiliyetlerini smrlamamaldr. Regresyon
tirleri ve artik analizi ve ilgili grafik Ek 7°de detayh olarak ele almmustir.

Degerlendirmenin  objektif delillerle ispatlanmas1 ve dogru raporlama i¢in fonksiyona ait
korelasyon katsayssi, y eksenindeki kesme noktasi, regresyon denkleminin egimi ve artik
kareler toplamu sunulur (42) (14).

Cihazin ¢ahsma arahigi ve uygun kalibrasyon fonksiyonu belirlendikten sonra (kullanilan 6l¢tim
metodunun dogasma ve cithazin aym derisimdeki ilgili analite karsi verdigi yanitin zamanla
degisimine bagh olarak) giinliik, haftallk veya belirli periyotlarla tekrarlamir. Baz sektorel
rehberlerde, ¢alisma arali@i dogrusal olarak ortaya konulduktan ve uygun regresyon fonksiyonu
olusturulduktan sonra rutin kullanimda belirli sartlar dahilinde tek noktalh kalibrasyon

kullanilmasmna izin verilmektedir (9).

Standart test metodu kullanildiginda metot yapici iliskiyi dogrusal (lineer) olarak tammlamis
ise lineerlik dogrulamasi yapmaya gerek Yyoktur. Ancak metotta verilmesi durumunda

korelasyon katsayisina uygun cahsimahdir.
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Saglamlik (Dayanik lilik)

Saglamlik brr deney metodunun sonucu etkileyen onemli parametreleri iizerinde yapilan kiiglik
planl degisikliklerin sonuca etki diizeylerinin belirlenmesidir. Bu etkilerin istatistiksel olarak
anlamli olmamas1 metodun, ilgili parametreler i¢in saglam oldugunu gosterir (3) (43). Metodun
gegerli kilmmasi1 cahsmalarinda saglamlik ve dayaniklilik cofu zaman birbiri yerine gegen
terimler olarak karsmiza cikmaktadwr. Bu kilavuzda sadece saglamlik terimi kullanilacaktir.

Degiskenler, calismalar esnasmda oOlgiilen, kontrol edilen veya manipiile edilen faktorlerdir. Bir
durumdan digerme farkhlik gosterirler. Degiskenler nitel ve nicel olarak tanmlanmanin
yaninda bu veri tiplerinin alt tanimlamalar1 olarak asagidaki sekilde de verilebilir. Degisken
ornekleri Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Degiskenlerin tammlanmasina Ornek.

Degisken tiirii Ornek
Nitel - Nominal Nitel smiflandirmalarda kullanilirlar (renk gibi)
Nitel - Ordinal Olgmeye calistigimiz bitylkligiin biiytik/kiictik veya

kaliteli/kalitesiz olarak smiflandirilmasmi saglar. Ne kadar kaliteli
veya ne kadar biiyiik oldugu konusunda bilgi vermez.

Nicel - Aralk Olciilen degerlerin sralanmasini ve degerler arasmdaki farkhliklarin
karsilagtrilmas1 ve 6lgiilmesini saglar.
Nicel - Oran Aralk degiskenlerin 6zelliklerine ek olarak, tanimlanabilen bir sifir

noktasma sahiptir, boylece “X Y’den 2 kat daha fazladwr” gibi
ifadeler de kullanilabilir.

Degiskenlerin etki diizeylerinin belirlenmesi amaci ile (saglamlik) uygun bir deney tasarimi
secilmelidir. En 1y1 deney tasarimi, en az deneysel caba ile en fazla anlamli veri elde edilmesini
saglayan deney tasarmudir. Saglamlik cahsmalarinda cesitli yaklagimlar miimkiin olsa da en
yaygin olarak kullanilanlar; basit deneysel tasari (41), faktoriyel deneysel tasarmlardan
Plackett-Burmann deneysel tasarmi (44) ve bir seri hiyerarsik etkilesimin ele alindigi i¢ ige
deneysel tasarmdir (45).

Basit deney tasariminda her seferinde bir parametre degistirilirken diger bagimsiz parametreler
sabit tutulur. Bu yontem ile degistirilen parametrenin deney sonuglarina etkisi arastirilmaktadir
(46). Etkenlerin tek tek incelenebildigi gibi birlesik etkileri de incelenebilir (47). Metot
parametreleri arasmda bir etkilesim s6z konusu oldugu ve ¢ok sayda parametrenin es zamanli

olarak degerlendirilmesi gerektiginde faktoriyel deneysel tasarim Onerilir, ancak kullanimi
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istatistiksel bilgi ve tecribe gerektirmektedir. Bu tiir deneysel tasarmlarinda K sayida faktdriin
L sayida degiskeni varsa LX kadar deney yapimasi1 gerekmektedir. Plackett-Burmann ve ic ice
deneysel tasarimlarin dismda kullanilan deneysel tasarimlari arasmda Taguchi, Box-Behnken,
Central composite, Latin hypercube vb. sayilabilir. Deneysel tasari uygulamalarinda ticari
yazihmlar kullanilabilir. Bunlardan birkagr, Design-Expert, Fusion Pro, Minitab, Modde vb.
olarak gosterilebilir.

Cahgsmanin yapilabilmesi i¢in analiz Oncesi arastrma yapmak ve metot lizerinde etkisi olan
olas1 degisiklikleri belirlemek de faydal olacaktir. Olasi nicel ve nitel degisikliklere ornek
olarak metot parametreleri (mekanik testlerde; ¢ekme hiz, uzama oram, aletli analizlerde;
mobil faz bilesimi, kolon sicakhgi, farkh kolon; farkh seri, iiretici, Ozitleme siiresi, Ozitleme
¢oOziiclisli, cozicillerin safhg1 veya iireticisi, mobil faz akis hiza gbi) ve gevresel sartlar
(laboratuvar sicakhgi, nem gibi) verilebilir. Saglamlik c¢alismasinin sonuglar1 asagida ornekleri

verilen ifadeler gibi raporlanabilir.

— Numune (105 + 2) °C’de kurutulur.

— Mekanik testlerde ¢ekme hizn (105 + 2) mmymin’dir.

— Mikrofonun yerden yiiksekligi (70 &= 10) cm olmaldr.

— Hazrrlanan ¢6zelti buzdolabinda en fazla 2 hafta kararhdir.
— Tampon ¢ozeltinin pH’s1 5,5 + 0,1 olmalidir.

Cahsma sonucunda etkisi tespit edilen kritkk deney parametrelerinin degisim araligi (tolerans

smirlar1) gegerli kilma raporunda ve deney/Olctim prosediirinde belirtilmelidir.

Metot gecerli kima ¢algmalar1 kapsammnda saglamlik testi genellikle asagidaki asamalari
igertr.

1. Test edilecek faktorlerin belirlenmesi

Saglamlik testinde degerlendirilecek deney metodu, numune alma asamasmdan sonucun elde
edimesine kadar tiim detaylann ile incelenir ve faktorler (6lgiim sonucunu etkileyebilecek
deney/0lgiim kosullar1) tespit edilir. Bu cahsma yapiirken, metot gelistrme asamasinda
edinilen tecriibelerden, benzer deneylere uygulanmis saglamhk testi Orneklerinden veya

ulusal/uluslararas1 yaymlanmus bilimsel makalelerden yararlamlabilir. Faktorler nicel ve nitel
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karakterde olabilir. Nitel faktore ornek olarak farkh marka kromatografi kolonu kullanim1

gosterilebilir. Nicel faktorlere bir 6rnek ise Tablo 10°da verilmistir.

Test edilecek faktorler “etkin faktirler” olarak tammlanir. Deney tasarmuni istatistiksel olarak
anlamli hale getrmek icin “sanal faktorler” belirlenir. Sanal faktorler gergek bir faktdr degildir.
Bu sanal faktorler rastgele Olgiim hatalarmi ortaya koymak icin gerekmektedir. Plackett-
Burman deney tasarmm i¢in etkin faktorler, sanal faktorler ve deney sayilar1 iliskisini Tablo 11
gostermektedir. Daha fazla sayda faktor icin saglamlik cahsmasi yapmak veya daha giivenilir
sonuglar elde etmek amaciyla deney sayisi arttirilabilir.

Tablo 10. Graftt firnli atomik absorbsiyon spektrometresi metodu ile yapilan bir deney i¢in
ornek baz nicel faktorler.

Degisken 1 Degisken 2
Sembol Faktor Yiiksek Diisiik Nominal De ger

Deger (+1) Deger (-1)

A Enjeksiyon hacmi (pL) 30 10 20

B Atomlasma sicakhgr (°C) 2700 2600 2650

C Kiilleme Stiresi (S) 40 10 25

D Kiilleme Sicakhgi (°C) 1100 700 900

E Sanal faktor

F Sanal faktor

G Sanal faktor

Tablo 11. Plackett-Burman deney tasarm i¢in etkin faktorler, sanal faktorler ve deney

sayllar1 iligkisi.
Etkin faktor sayis1 | Sanal faktor sayisi PIaCket;E::lrrnn?n ey Desr:;’)lls?iZi
3-4 4-3 7 faktor icin 8
5-8 6-3 11 faktor icin 12
9-12 6-3 15 faktor igcin 16
13-16 6-3 19 faktor i¢in 20
17-20 6-3 23 faktor igin 24

2. Tespit edilen faktorlericin degisim araliginin belirlenmesi

Saglamlik  ¢ahsmasinda
optimizasyonu srasinda faktorlerin en uygun kosullar1 (nicel nommal degerler ve nitel sartlar)

belirlenir.

faktor

seviyelerinin  belirlenmesine  gegilmeden Once metot

Gabsmanin kapsamu ve aralklar1 belirlenitken s6z konusu deney ve Olgiim
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sonuclarm1  etkileyen tiim nicel ve nitel faktorler dahil edimeli ve cahsma aralklar:
belirlenirken laboratuvarda karsilasilabilecek durumlar g6z Oniine almmalidir.

Nicel nominal degerler i¢cin degisim araligi belirlenirken, genellikle nominal degerden esit
sapmalar goz Oniine alnwr. Ug degerler (degisken 1 ve 2) nominal degere gore simetrik olarak
secilir (Ornegin, etiiv sicakhi nominal degeri 100 °C olmasi ve degisim araligmin 97-103 °C
seciimesi). Simetrik se¢imin ¢ahsmaya uygun olmadigi durumlarda, iki u¢ deger nominal deger
lizerinde asimetrik olarak secilebilir (6rnegin, 25 °C’nin altmda cahsmayan HPLC kolon
firminda nommal degerin 30 °C olmasi halinde degisim araligmnin 25-40°C seg¢ilmesi durumu).
Ancak sapma yonlerinden herhangi birini kullanma imkan: yoksa nominal deger ve uygun olan
u¢ degerden birisi degisken olarak secilir (6rnegin, 25 °C’nin altmda ¢alismayan HPLC kolon
firminda nommal degerin 25 °C olmas1 halinde degisim arah@inm 25-40°C seg¢ilmesi durumu).

Sanal faktorler i¢in degisim araliklar1 belirlenmez, sonuglar (+1) veya (-1) olarak yer alr. Tablo
10°da secilen baz faktorler ve degiskenler gosterilmistir. Yiiksek degerler icin genellikle (+1),
diisiik degerler i¢in (-1) kullanim1 tercih edilirken, nitel karakterli faktorlerde degiskenlerin (+1)
veya (-1) olarak se¢ilmesinin bir 6nemi yoktur.

3. Deney tasarimmin segilmesi

Analitik metotlarin gegerli kimmasinda saglamlik testi i¢in en sik kullanilan deneysel tasarim
Plackett-Burman deneysel tasarmudir. Bu deneysel tasarmimimn o6zelligi 4n sayda Ol¢iim
yapilarak 4n-1 sayida faktodriin incelenebilmesidir. Ornegin 7 faktoriin saglamlik acgismdan test
edimesi i¢in 8 ¢ahlsma Yyapmak yeterlidir. Rastgele hatalardan kaynaklanan problemlerin en
aza indirilmesi i¢in yapilan 8 deney dizisi kendi igerisinde en az 2 tekrar ile uygulanmalidir.
Plackett-Burman deney tasariminda 8, 12, 16 ve 20 deney dizi sayist i¢in olusturacak tasarimin
ilk satrndaki (1 numarali deney dizi satir1) degiskenler Tablo 12°de verilmistir. Diger satrlar

bir dnceki satrm bir kaydmrilmasi ile olusturulur.

Tablo 12. Plackett-Burman deney tasarminda degiskenlerin durumu.

Deney dizi no | Deney tasarm ilk satin
8 +++-+--
12 ++-+++---+-
16 ++++-F-F++--+---
20 tt--tttt-t-F----++-
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Deneysel tasarmm, her bir faktoriin yiiksek (+1) ve diisiik (-1) degerlerini esit sayida icermelidir.
Ayrica her bir faktdriin yiiksek ve diisik degerleri de esit sayida olmalidir. Oregin, 7 faktorlii
(4 etkin, 3 sanal) 8 deneyli Plackett-Burman deneysel tasarmna ait 6rnek Tablo 13‘de
verilmigtir. Burada A faktoriiniin 4 adet (+1) ve 4 adet (-1) degeri bulunmaktadir. Aym sekilde
diger faktorler de esit sayida (+1) ve (-1) degerlerini igermektedir. Omegin, A faktdriiniin (+1)
degerine karsiik (Deney no 1, 4, 6 ve 7) B faktoriniin 2 adet (+1) degeri (Deney no 1 ve 7) ve
2 adet (-1) degeri (Deney no 4 ve 6) bulunmaktadir.

Tablo 13. Plackett-Burman deney tasarmm (7 faktor 8 deney igin).

Deney Dizi No Faktor Sembolleri

A(B|C|D|E|F|G
+1|+1(+1(-1|+1|-1]|-1
1+l 41|+ -1 [+1) -1
1 -1 +1 |+ +1] -1 +1
+1]-1 (-1 (+1|+1|+1|-1
-1 +1) -1 | -1 +1|+1| +1
+1| -1 +1[-1]-1]|+1|+1
+1(+1]| -1 |+1|-1(-1]+1
1)-1)-1)-1)-1)-1]-1

O[N] OT B WD

4. Olciimlerin yapilmast

Olglimler tekrarlanabilirlik kosullar1 altmda ve tiim islem basamaklar1 uygulanarak yapilir.
Belirlenen faktér ve degisken kombinasyonlarinin her biri igin 6lgiim en az 2 kez tekrarlanir.
A, B, C ve D sembollerine ait faktorler; etkin faktorler, E, F ve G sembollerine ait faktorler;
sanal faktorler olarak secilirse, deneyler Tablo 14‘de gosterildigi diizende yapilir. Etkin
faktorlerin sayis1 ve deneysel tasarimi, uygulamadan uygulamaya farkhlik gosterebilir. Bu
durumda 6rnegin, 1 numarali deneyde atomik absorbsiyon spektrometresi cihazinin enjeksiyon
hacmi (A faktorti) 30 uL. (+1), atomlasma sicakhgr (B faktorii) 2700 °C (+1), kiilleme siiresi (C
faktorii) 40 s (+1), kiilleme sicakhg1 (D faktorii) 700 °C (-1) olarak ayarlanarak en az 2 tekrarh
Olciim yapilir. E, F ve G faktorleri sanal faktorler oldugu icin sadece faktorlerin etki degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Geriye kalan deneyler de tamamlanarak toplamda 8 deney
gurubundan elde edilen veriler (cihaz sinyalleri, 6rn: absorbans, gerilim farki) kaydedilir.
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Tablo 14. Plackett-Burman deney tasarm (7 faktor 8 deney i¢in) uygulanarak elde edilen

Olclim sonucu.

Deney Dizi No E tk'g fakct:orlelg éanallzfaktoger Olgiim Sonucu (y;)
1 +1 | +1|+1| -1 | +1|-1 -1 Y1
2 1) +1(+1) 1) -1+ -1 Y2
3 s I O O A +1 Y3
4 +1[(-1]-1] +1|+1|+1 -1 Ya
5 1 +1-1) -1 +1|+ +1 Ys
6 +1(-1|+1] -1|-1]|+1 +1 V6
7 +1|+1|-1]+1]|-1]|-1 +1 y7
8 1011 -1-11-1 -1 Y8

5.Faktorlerin etkilerinin hesaplanmast ve saglamlik ¢calismasmin degerlendirilmesi

Saglamlik testine tabi tutulan faktdrlerin 6lglim sonucuna etkileri kullanilan deney tasarimina
gore degiskenlik gosterebilir. En yaygin kullanimlardan biri Ex degerinin bulunmasidir. Ex
degeri Ecrit degerinden biiyilkse faktor Olgiim sonucunu Onemli derece etkilemektedir.
Faktorlerin etkilerinin hesaplanmas1 ve degerlendirilmesi konusunda bu kilavuzda verilenlerin

dismda farkh hesaplama yontemleri de vardir.

_ XYl — XYy Denklem 29
x N/2
1
ZEZN /2 Denklem 30
(SE), =
ny
Ecrit = tcritx (SE)e Denklem 31
Ex Her bir faktore ait etki degeri
Ecrit Kritik etki degeri
N Deney sayis1 (Tablodaki 6rnekte N=8)
En Sanal faktorlerin etki degeri (E, F ve G faktorleri)
Y E’n= B% + B+ E, FveG faktorleri i¢in En
e
(SE)e Faktoriin standart hatas1
nN Sanal faktorlerin sayis1(nn=3)
terit Iki uclu t dagihminda % 95 olasiikta ve belirli bir serbestlik derecesinde (Serbestlik
derecesinn)
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Faktoriin standart hatasmin (SE)e hesaplanmasinda farkh yontemler vardr. Bunlardan bir tanesi
ara kesinlkk kosullar1 altmda nommal degerlerde yapilan tekrarh Olglimlerinin standart
sapmasmin kullanimasidir. Asagidaki formiil ile hesaplanir.

1
/
(SE), = <2_52> ? Denklem 32
€ n

n: tekrar sayisi
s: standart sapma

Deneysel parametrelerden Onemli diizeyde yiksek etkiye (Ex>E crit) sahip faktorler
belirlendikten sonra bu faktorlerle ilgili agiklama ve notlar deney prosediirine eklenir.
Saglamlik ¢ahsmalarinin sonuglar1 degerlendirilirken ¢ok sayida c¢ikarm yapilabilir. Test
edilen faktorlerden istatistiksel olarak ve/veya deneyimler isi%inda Onemli derecede etkin
olanlar belirlendikten sonra o faktor i¢in degisim arah@ daraltilarak test tekrar edilir.

6.4. Nitel Metotlar i¢cin Performans Parametreleri

Nitel bir metot “bir maddeyi kimyasal, biyolojik veya fiziksel Ozellklerine gore tammlayan
analitik metot” olarak tanimlanmistr (25). Nitel metotlar, sonuglarin pozitif (var) veya negatif
(yok) yant veya var/yok olarak tanmlandigi; Lmit testler gibi belirli bir esik deger ile
biiyiikligiin karsilastirildigi ve molekiiler yap1 veya cins tamimlanmas: hakkmnda bilgilerin
verildigi metotlardr (48). Kimyasal analizlerde Ozellikle nicel metotlarm ¢ok pahah oldugu
durumlarda tarama testleri olarak da kullanilabilmektedir. Bu sekilde izin verilen limitler ile
hizli bir sekilde kiyaslama yapilarak analiz maliyetleri diisiirilebilmektedir. Ornegin, doping
testlerinde Once yasaklh maddeye ‘“var/yok™ bakilr, varsa miktari tespit edilir. Aym sekilde
tarama amaciyla hayvansal Uriinlerde antibiyotik kalntilarina var/yok metotlar1 ile bakildiktan
sonra pozitif ve siipheli durumlarda miktar tespiti yapilabilir.

Nitel metotlarda metotlarin gecerli kihnmasi ile ilgili ¢esith arastricilar tarafindan yazilmais
yaymlar ve bazi rehberler i¢inde belirtilmis performans kriterleri bulunmakla birlikte tiim deney
alanlart i¢in kullanilabilecek tek bir rehberin varhgi s6z konusu degildir (49). Bu metotlarin
sonuglarini yorumlamak i¢in kullanilan istatistiksel yontemler ve terimler, nicel metotlardan
farklilik gostermektedir. Algilama/tayin smir1 ve segicilik nicel metotlarla aym anlamda
kullanilmak le birlikte sapma, kesinlk ve Olgiim belirsizligi gibi terimler nitel alanda
kullanilmamaktadar (48).
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Nitel analizlerde gecerli kilma, uygulanan deney tasarmma gore en az dort basamaktan olusur

(50). Her bir basamaktaki performans kriterleri aym veri setinden elde edilen sonuglar

kullanilarak hesaplanmr. Sekil 5’te gosterilen bu basamaklar swrasi ile

1. Derisim arahgmin belirlenmesi icin poztif ve negatif numuneler kullanilarak yapilan

on test cahismasi,

2. Pozitif ve negatif numuneler kullanilarak;

ii.
iii.
iv.
V.
Vi,

Vil.
viii.
IX.

X.

XI.
Xi.

Xiil.

Yanhs Poztif Oram (False Positive Rate - FPR),

Yanls Negatif Oram (False Negative Rate-FNR),

Hassasiyet Orani (Sensitivity Rate — SNR veya SS),

Ozgiillik Orami (Specificity Rate — SLR veya SP),

Pozitif Kestirim Degeri (Positive Predictive Value- PPV),

Negatif Kestirim Degeri (Negative Predictive Value- PPV),

Pozitif Olabilirlik Oram (Likelihood Ratio of Positive Results- LR(+),
Negatif Olabilirlik Oram (Likelihood Ratio of Negative Results- LR(-),
Giivenilirlik Oran/Etkinlik (Reliability Rate-RLR),

Giivenilmeyen Bolge (Unreliability Region -UR),

Algilama Smirt (Limit of Detection-LOD),

Tekrarlanabilirlik Uyum (Accordance -ACC),

Ara Kesinlik Uyum (Concordance - CON) degerlerinin belirlenmesi,

3. Segiciligin pozitif ve negatif numuneler kullanilarak potansiyel girisimler varhgmnda

degerlendirilmesi,

4. Saglamh@mn pozitif numuneler ile degisik deney kosullarinda incelenmesidir.
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- -

ADIM 1

Y s

-

On test calimasi
(derisim araligi belirienir

A

ADIM 2
(pozitif ve ve negatif Grmekler ile analiz)

Yanls pozitif orani, yanlis negatif
orani, hassasiyet oran, secicilik
orani, glvenilirik orani, glveniimeyen

bélge, tespit limiti, tekrarlanabilirik
uyum, ara kesinlik uyum degerleri

belirlenir

Yy .- -~ '
ADIM 3 Segicillk

(girisim yapan maddeler bulundudu (girisim yapan maddeler ile
pozitif ve negatif Grnekler) tamamlayi caligma)
- SORR T s

“ ) P - " ‘

ADIM 4 Saglamik
(pozitif Brmekler ile degisik deney kogullannda |

Y

< Amaca uygunluk >

Sekil 5. Nitel analizlerde gegerli kilma basamaklar1 (50).
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On Test Calsmasi

On test, bir sonraki asamann planlanabilmesi ve iyi bir dagihm elde edilen derisim arahginin

belirlenmesi i¢in yapilir (50).

Sekil 6’da gosterilen On test galismasinda, derisim arah@i boyunca esit aralklarla segilmis bes
farkl seviyede olan poztif numuneler ve bir negatif numune (bos) kullanilir. Derisimler
belirlenirken mevzuatta belirtilen limitler ve ticari kitlerde iireticinin beyan ettigi LOD dikkate
almr. RM veya bulunmadigi durumda analit eklenmis numune kullanilir. Tim derigim
seviyelerinde pozitif numuneler ve negatif numuneler, tekrarlanabilirlik kosullar1 altmda 10
tekrarh olarak analiz edilir (50). Yapilan cahsmada bagmsizlik kosulunun saglanmasi igin
numuneler rastgele srayla analiz edimeli ve analistler numunelerin  derisim seviyeleri
hakkmnda bilgi sahibi olmamalidir.

On test galigmas|

Analitik parti 1

‘ * 5 farkli pozitif seviye + bog

)

Bagimsiz
tekrarlar

1...10 1..10 1.0 1..10 1..10 1..10
Sekil 6. On test ¢alismas1 deney tasarmi (50).

Oranlar, Alglama Smiri, Giivenilmeyen Bdlge ve Uyumlar
Oranlar (vanhs pozitif, yanls negatif, hassasiyet, secicilik, giivenilirlik)

Nitel analizlerde oranlarin belirlenmesinde c¢apraz tablolar, performans o6zellikleri egrisi veya
Bayes teoremi kullanilabilir (49). Capraz tablo, farkh prensipteki analizler i¢in uygulanabilir
oldugundan kullanimi daha ¢ok tercih edimektedir (50). Bahsedilen performans Kriterlerinin
belirflenmesi igin yaygn olarak Tablo 15°de gosterilen 2 X 2 ¢apraz tablolar (contingency table)
kullanilir. Oranlar gergek deger verdigi kabul edilen referans bir metot veya referans bir deger
ile karsilastrilarak hesaplanr. Boylelikle capraz tablolar kullanilarak FPR, FNR, SNR, SLR,
PPV, NPV, RLR, LR(+) ve LR(-) olmak iizere 9 performans hesaplanabilir (49).
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Capraz tablolar yaklagiminin temel 6zelliklerinden biri, nitel metotlarin performansi ile ilgili
genel bir bakis agis1 vermesidir. Fakat her bir numune igin hata olasihigi hakkinda bilgi vermez.
Rutin numunelerin ¢apraz tabloyu olusturmak icin kullanilan numunelerle aym istatistiksel
davranisa sahip oldugu varsayilmaktadir. Bu nedenle tablonun olusturulmasi i¢in kullanilan

numunelerin toplam sayisi ¢ok dnemlidir.

Tarama amagh kullanilan metotlar i¢cin gecerli kilma c¢ahsmasinda tiim numunelerin hem nicel
yontemler hem de onay (nitel veya nicel) yontemleri kullanilarak analiz ediimesi gerektigine

dikkat edilmelidir (49).

Tablo 15. 2 X 2 gapraz tablo.

Referans deger (Beklenen
Gézlenen deger deger) Toplam
Pozitif Negatif
Pozitif TP FP NP obs
Negatif FN TN NN, obs
Toplam Np.a NN,a N
TN dogru negatif sonug¢ sayisi
TP dogru pozitif sonug sayisi
FN yanlig negatif sonug sayis1
FP yanlig pozitif sonug sayisi
Ny obs go6zlenen negatif sonug sayisitoplamu
Mp obs gozlenen pozitif sonugsayisitoplam
Ny g gercek negatif sonug sayisitoplanu
Np g gergek pozitif sonug sayisitoplamu

Cabsma i¢in, her bir partide 5ile 10 arasmda farkll derisimde analit igeren pozitif numuneler
ve negatif numuneler 10 tekrarh olarak analiz edilirler. Bu sekilde 3 farkh partide caligma
gerceklestirilir  (n>30). Bagimsiz Olglimleri  saglamak igin numuneler rastgele swa ile
hazirlanmali ve analiz edilmelidir. Numuneler arasmda mutlaka bos numunelerde bulunmalidir.

Hesaplamalar yapilirken tiim veriler kullanilabilecegi gibi derisimlere gore ayri da yapilabilir.

ACC cahsmalar1 tekrarlanabilirlik kosullarmi ve CON cahsmalar1 ara kesinlik kosullarini
(degisik analitik partiler, degisik analistler, ekipmanlar ve kimyasallar vb.) saglamalidir (50).
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Oranlar, giivenilmeyen bélge, tespit limiti, tekrarlanabilirlik uyum ve ara kesinlik uyum

Analitik parti 2.1 Analitik parti 2.2 Analitik parti 2.3
Yiritme 1 Yiriitme 2 Yiriitme 3
(analist, ekipman ve/veya zaman) (analist, ekipman ve/veya zaman) (analist, ekipman ve/veya zaman)

6 @ 5060 s

Bagimsiz

tekrarlar
1..101..10 1...101...101...101...101...101...101...101...101...10 1..101...10 1...101...101...101...101...101...101...101...101...10 1..101...10 1...101...101...101...101...101...101...101...101...10

10 farkl pozitif seviye + bog 10 farkl pozitif seviye + bog 10 farkli pozitif seviye + bog

Sekil 7. Oranlar, giivenilmeyen bdlge, tespit limiti, tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik uyum
calismas1 deney tasarmm (50).

Yanhs pozitif oram (FPR); Numune i¢inde aranan analit bulunmadigi halde pozitif sonug elde
edime olasiligidir. Bu oran, analitin bulunmadignin bilindigi veya referans bir metot ile negatif
oldugu belirlenen numunelere gegerli kilman metot uygulandiginda elde edilen yanhs pozitif
(FP) sonu¢ sayismin, yanhs sonu¢ poztif sayisi (FP) ile dogru negatif sonu¢ sayismin (TN)
toplamina esit olan gergek negatif sonug saysi toplamina ( ny , ) oranidir. Yanhs pozitif orani
analitin bulunmadi@r durumlar i¢in s6z konusu oldugundan derisinden bagmsizdir. Ancak
degisik girisim yapan maddeler veya aym maddenin degisik seviyelerdeki girisimleri farkh
yanls pozitif oranma neden olabileceginden cahsma deseni olusturulurken dikkate almmalidir
(48).

FPR(%) = —— x 100 Denklem 33

FP+TN

FPR Yanlis pozitif orant
FP Yanlis pozitif sonug sayisi
TN Dogru negatif sonug sayisi

Yanhs negatif oram (FNR); Omek i¢inde aranan analit bulundugu halde negatif sonug elde
edilme olasiigdir. Bu oran, analitin bulundugunun bilindigi veya referans bir metot ile pozitif
oldugu belirlenen numunelerde gecerli kiman metot uygulandiginda elde edilen yanhs negatif
(FN) sonu¢ saysiin, yanhs negatif sonug sayisi (FN) ile dogru poztif sonug sayisi (TP)
toplamina esit olan gergek pozitif sonug sayisi toplammna ( np , ) orandr. Yanhs negatif orani

ve onun tamamlayicist olan hassasiyet oran: analitin derisiminden etkilenmektedir (48).
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Denklem 34

FNR(%) = 100

—X
FN+TP

FNR Yanhs negatif orani
FN Yanlis negatif sonug sayis1
TP Dogru pozitif sonug sayisi

Ozgiilliik (Dogru negatif) oram (SLR); Nitel testlerde analitin buluinmadigi numunelerde
analiz sonucunda negatif sonu¢ almma oramdr (48). Bazi kaynaklarda bagil spesifiklik olarak
da ifade edilebilir. Capraz 2X2 olasilik tablosunda sadece negatif oldugu bilinen numuneler
iizerinden hesaplandig1 i¢in, negatif vakalarla ilgili olasiik verir. Bu nedenle “sartli olasilik”
olarak degerlendirilmelidir. Burada sart negatif vakalardr. Yani incelen orneklerde ne kadar
pozitif bulundugu hassasiyet hesabm etkilemez. Bu oran, analitin bulunmadig1r veya referans
bir metot ile negatif oldugu belirlenen numunelerde gecerli kilman metot uygulandiginda elde
edilen dogru negatif (TN) sonug sayisim, (dogru negatif sonug sayisi (TN) ile yanhs pozitif
sonug sayist (FP) toplamina esit olan) gercek negatif sonug sayist toplamma ( 7ny , ) oranidir
(48) (51).

TN Denklem 35
LR=———X1 = 100 — FPR
£ TN + FP 2 oo

Hassasiyet (Dogru pozitif) oram (SNR); Nitel testlerde analitin bulundugu numunelerde
analiz sonucunda pozitif sonu¢ almma oranidr (48). Capraz 2X2 olasilik tablosunda sadece
pozitif oldugu bilinen numuneler iizerinden hesaplandig1 i¢in, pozitif vakalarla ilgili olasilik
verisini verir. Bu nedenle “sarth olasilik” olarak degerlendirilmelidir. Burada sart pozitif
vakalardrr. Yani incelen Orneklerde ne kadar negatif bulundugu hassasiyet hesabmi etkileme z.
Ancak analitin derisiminden etkilenir. Bu oran, analitin bulunmadig1 veya referans bir metot ile
negatif oldugu belirlenen numunelerde gegerli kiman metot uygulandiginda elde edilen dogru
poztif (TP) sonug sayismin, (dogru pozitif sonug sayist (TP) ile yanhs negatif sonug sayist (FN)
toplamma esit olan) gergek pozitif sonug saywsi toplamina (np , ) oramdrr (48) (51) (52).

Denklem 36

SNR X 100 = 100 — FNR

" TP+ FN

Giivenilirlik (etkinlik/dogruluk) oram (RLR); Dogru test sonuclarmin elde edilme oramdir.
Dogruluk, iki farkl yontemle elde edilen yanitin, tekrarlar ve gerceklesen ile referans sonug
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arasmdaki uygunluk derecesidir. Dogru negatif (TN) ve poztif (TP) test sonuglar1 toplaminin

sayssma (N=np , + M, ,=Npobs+ NN,obs ) oram ile hesaplanmaktadir (51).

TP+ TN Denklem 37
TP+TN +FP+FN

RLR =

Pozitif ve negatif kestirim degerleri

Nitel testlerdeki ama¢ aranan maddenin numunede bulunup bulunmadiginin ortaya konulmasi
oldugundan elde edilen sonucun dogrulugunun bilinmesi 6nemlidir. Bu nedenle pozitif kestirim
degeri ve negatif kestiim degeri metodun basarismi tammlamak igin  hesaplananan
parametrelerdir. Her iki parametrede Ozellikle tanisal yani hastalklarm tespitinde kullanilan
metotlarm gegerli kilma/dogrulama g¢alismalarinda hesaplanmir (53).

Pozitif Kkestirim degeri, test metodu ile gozlenen pozitif sonuglarin giivenilirligini ifade eder.
Gergek poztif sonuglarin  analiz  sonucunda elde edilen pozitiflere oramdr. Bu hesap
hassasiyetin aksine sadece pozitif sonuglar1 iizerinden hesaplanmaz. Bu nedenle pozitif 6rnek
sayismdaki artis yiksek Poztif Kestrim Degeri alnmasina neden olir. Aym sekilde gercek
pozitif 6rneklerin says1 azaldiginda ve negatifler arttifinda daha diisiik Pozitif Kestrim Degeri
elde edilir. Tam testlerinde Olgiim metodu ile hasta karari verildiginde bireyin gercekten hasta
olma olasiigidir. Negatif Kestirim degeri ise 6lgiim metodu ile hasta degil karar1 verildiginde
bireyin ger¢ekten hasta olmama olasiligidir.

Pozitif kestirim degeri (PPV); Gergek pozitiflerin analiz sonucunda elde edilen tim pozitiflere
orandrr (51).

TP Denklem 38
TP + FP

Negatif kestirim degeri (NPV); Gergek negatiflerin analiz sonucunda elde edilen tiim negatiflere
orandrr (51).

PPV =

TN Denklem 39

NPV = ——
TN+ FN

Olabilirlik oram

Olabilirlik orani, poztif ve negatif olabilirlik oram olarak nitel testlerin performasinin
belirlenmesi icin hesaplanmaktadir. Pozitif olabilirlik oram, pozitif bir test sonucu gordikkten

sonra numunenin /gercek poztif olma olasiligmi gosterir. Bu oran ne kadar yiiksek olursa,
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gercek pozitifler o derecede iyi tespit edilebilmektedir. Negatif olabilirlik orani, bir test sonucu
negatif oldugunda bunun dogruluk oranmi ifade eder. Bu oran ne kadar kiigiik olursa, gercek
negatifler o kadar iyi tespit edilebilmektedir. Pozitif ve negatif olabilirlik oram asagidaki

formiiller ile hesaplanir.

LRt Hassasiyet (SNR) Denklem 40
~ 1— Ozgilliik (SLR)
P 1 — Hassasiyet (SNR) Denklem 41

Ozgiilliik (SLR)
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Uyum Kkontrolii

Elde edilen kategorik sonuglarin birbirine uyumunun degerlendirilmesi i¢in beklenen ve
gozlenen sonuglar arasmdaki farkin kabul edilir olup olmadiginin tespit edilmesi gerekir. Bu
amagla McNemarKi-kare testi veya Cohen’s Kappa Katsayr Testi kullanilabilir. NMKL No
20’de Kappa testinin degerlendirme i¢in daha uygun oldugu belirtilmektedir (52).

McNemar Ki-kare testi: asagidaki formiil kullanilarak hesaplamir. Hesaplama sonucu elde
edilen ki-kare (y?) degeri, %5 anlamlilik seviyesinde 3,84 den kiigiik bir deger ise beklenen ve
elde edilen pozitif oranlar1 arasmda anlamh bir fark yoktur. Biiyilk oldugu durumda ise %5
anlamlilik seviyesinde referans deger ile elde edilen degerler arasmdaki fark vardr sonucuna
varilir (52).

__(IFN —FP| = 1)? Denklem 42
B FN + FP

2

Youden Indeksi, Y; asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir ve -1ile +1 arasmda degisir. Sifir
degerinin altnda elde edilen Youden Indeks degeri testin basarh olmadigini gosterir. Deger
+1’e ne kadar yakmsa ya da iki metot karsilastirilirken hangi metot +1° e daha yakmsa daha

basarih olarak degerlendirilir.

Y = %SNR + %SLR — 100 Denklem 43

ROC egrisi (Alict islem karakteristigi egrisi); tanisal testlerinin  performansinin
degerlendirilmesi i¢cin kullanilan yontemlerden biridir. Egri lizerinde hassasiyet, o6zgiilliik,
kesim smir1 (cut-0ff) gibi birgok parametre hesaplanabildigi icin son yillarda kullanimi giderek
artmistr. ROC egrisi hassasiyet (dogru pozitif) degerinin yanhs pozitif (1-0zgiilliikk) degerine
karsi ¢izilmesi ile elde edilir (Sekil 8). Cizilen egri lizerindeki her bir nokta farkh derisimlere
kasiik gelen hassasiyet ve yanhs pozitif degerlerini gosterir. Egri aym zamanda birden fazla
nitel metodun karsilastrilmasi iginde kullanilabilir. Cizilen egrinin altmda kalan alan AUC
(Area Under Curve) metodun performasi hakkmnda bilgi verir. AUC, 0.50 ile 1.00 arasmda
degerler alabilir ve 1’¢ ne kadar yakmsa tamisal test o diizeyde daha iyi bir ayrim yapabilir
anlammi tagmmaktadr (53) (54). Buna gore testin ayrm giici AUC degeri,

- 0.9-1.00 — mitkkemmel
- 0.8-0.9- tyi
- 0.7-0.8 —kabul edilebilir
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olarak degerlendirilir. ROC egrisi ve AUC degerinin hesaplamas1 karmasik oldugu i¢in 6.4.2.1
maddesinde belirtilen deney deseni kullanilarak istatistiksel programlardan (SPSS, GrapPad,
MedCalc vb.) biri ile hesaplanabilir.

Receiver Operating Characteristic (ROC) Curve

0,8
0.6
0.4

0,2

True Positive Rate (Sensitivity)

0,0

0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 1,0
False Positive Rate (1 - Specificity)
Area Under Curve = 0,9518

Sekil 8. Minitab programu ile ¢izilmis ROC egrisi.

Kappa testi: Cohen’nin Kappa katsayis1 asagidaki formiil ile hesaplamir ve elde edilen deger
lizerinden uyum degerlendirilir. Hesaplamada, g6zlenen uzlasi (po) ile beklenen uzlasi sikligi
(pe), degeri kullanilir (52)

RIR = p. — TP+TN Denklem 44
Po= TP X TN +FP +FN
), = (Mp o X Np s ) + (Mya X Ny o5 ) Denklem 45
e (TN + FP + FN + TP)2
K=(po-pe)/(1-pe) Denklem 46

po= RLR; gdzlenen uzlasi, giivenilirlik
Pe; beklenen uzlagi

Elde edilen Kappa degeri asagidaki gbi degerlendirilir;

k<0.20 Zayif uyum
0.21<x<0.40 Vasat uyum
0.41<k<0.60 Orta uyum
0.61<x<0.80 Iyi uyum
>0.80 Cok iyi uyum
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Algilama Smmir1 (LOD) ve Giivenilmeyen Bolge (UR)

Nitel analizler i¢in algilama sinwri, numunedeki analitin glivenilir bir sekilde tespit edilebildigi
en diisiik miktar veya derisindir. Nitel analizlerde alglama smir, bos numunelerin standart

sapmasi kullanilarak hesaplanamaz. Algllama smm yanhs negatifin (B tipi hatamn) %5
olasiiga es deger oldugu derisimdir (49).

Ozellikle enstriimantal yantin alndigi nitel yontemlerde yaygm olarak kullanilmakta olan bir
performans parametresi de Kesim s (cut-0ff)’dir. Duyusal yantin alndigr nitel
metotlarda, genellikle %5 hata olasiligl ile numunenin farkhlastigi derisim seviyesini ifade
eder. izin verilen maksimum limitin belirlendigi durumlarda ise kesim derisimi hassasiyet orani
ile iliskili olup hassasiyet oranmin %95 ve B tipi hatalarin %35’e denk geldigi derisim seviyesine
karsihk gelir (49).

Algllama smrinin belirlenmesi igin performans ozellikleri egrisi (PCC) Sekil 9°da gosterildigi
gibi ¢izilir. Bu egri sigmoidal bir egri olup, her bir derisim seviyesindeki poztif sonug (yanit)
alma ylizdesi ile derisim seviyesi arasmda olusturulur ve nonlinear regresyon ile degerlendirilir.
Bu egri kullanilarak ayrica giivenilmeyen bolge, yanlis poztif, yanhs negatif, hassasiyet ve
Ozgiillikte hesaplanabilir (49).

100 —
90 b
80
70
60
50
40 ;‘ 50
30
20
10 ;
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Derisimug/L

Pozitifyanitorani(%)

'
0 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105 110 115120 125 130 135 140 145 150 155 160

x\ Derigimm pg/L xu=LOD

Sekil 9. Algllama smrmin belirlenmesi icin performans ozellikleri egrisi (PCC)
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Tablo 16. Performans o&zellikleri egrisi (PCC), derisim, tekrar sayisi, pozitif negatif yanit ve

pozitif sonu¢ (yanit) alma yiizdesi.

Derisim C ug /L N Pozitif yanit Negatif yanit p(i)(%)
160 10 10 0 100
140 10 10 0 100
120 10 9 1 90
100 10 8 2 80

80 10 6 4 60
60 10 3 7 30
50 10 2 8 20
40 10 1 9 10
20 10 0 10 0
10 10 0 10 0
100
a
TNR = 100% TPR = 100%
FPR= 0% FNR= 0%
FPPR

0

Xpis

Sekil 10. Performans ozellikleri egrisinde ideal durum.

Performans ozellikleri egrisinde ideal durum TN ve TP oranmmn %100, FP, FN oranmin %0

oldugu Sekil 10’da gosterilen durumdur. Ancak bu durum deneysel cahsmalarda bu sekilde
elde edilmez, (50) Sekil 11°de gosterildigi gibidir.
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100

ITNVE = 100% TPR = 100%
FPR= 0% FNR= 0%
FPPR
0
Xpis
100D
g
PPR
& —

Glvenilmeyen bolge (UR)

Sekil 11. Performans ozellikleri egrisi: deneysel olarak elde edilen egrinin sekli (51).

Nitel metotlarda kullanilan diger bir alglama limiti, paralel 6lgiim sonuglarmin %350°’sinin
pozitif ve negatif oldugu LODso degeridir. Sperman-Karber metodu LODso degeri
belirlenmesi i¢cin Onerilen hesaplama yontemlerinden biri olup asagidaki formiil kullanilarak

LODsodegeri elde edilebilir (52).

LOD , =e™ Denklem 47
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k-1
m = Z p(D)+ ((p+ 1) —pE) (@) +x0 +1))/2 Denklem 48

Bu formiilde; k,derisim sayisi; p(i), her bir derisimdeki, i(i=1,2,3) pozitif oram — her seviyedeki
hassasiyet; Xi, derisimin (C) dogal logaritmasin1 (InC;i) ifade etmektedir.

Giivenilmeyen Bolge (UR)

Nicel analizde, belirsizlik, Olgiimiin belirli bir olasilikla bulunabilecegi aralkk ile ilgili sayisal
degerdir. Bununla birlikte nitel metotlarda var/yok seklinde ikili yant bulunur. Bu yiizden
belirsizlik, sayisal bir deger olarak degil, hata yapma olasiliklar1 bolgesi olarak ifade edilen
giivenilmeyen bolge (UR) olarak adlandirilir. Bu boélge, nitel yontemin yanhs cevap
verebilecegi Uist ve alt derisim limiti ile tammlanir ve Xu ile Xiarasmdaki bolge olarak gosterilir

(49).
Tekrarlanabilirlik Uyum ve Ara Kesinlik Uyum

Tekrarlanabilirlik uyum (ACC): Nitel analizlerde tekrarlanabilirlik kosullarmi ve elde
edilecek veriyi temsil etmektedir. Her bir partideki iki aym test materyalinin aym laboratuvarda
tekrarlanabilirlik kosullarinda analiz edimesi durumunda ardisik olarak aym sonucu alma
oranidir (50).

ACC asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanir.

rr—-D+nm-r)(n—1r-—-1)) Denklem 49

ACC =
n(n—1)

n=her bir analitik partideki toplam sonug
r=her bir partideki pozitif sonuglarn sayis1

Ara kesinlik uyum (CON): Nitel analizlerde ara kesinlik kosullarin1 ve elde edilecek veriyi
temsil eder. Aym test materyalinin degisik laboratuvarlarda (tekrariiretilebilirlik kosullarinda
ortak c¢ahsma ile) veya aym laboratuvarda (degisik parti kimyasallar ile ara kesinlik
kosullarinda ¢ahsma) analiz edilmesi durumunda aym sonucun saglanabilme oramdr. CON
aym laboratuvarda yapilan c¢ahsmalarda her bir seviyedeki farkh ACC verilerinin ortalamasi
tizerinden hesaplanr (50). Asagida formiilde deney tasarmm 3 partide incelendigi i¢in bu ¢
partinin ortalamasi jbelirtilmistir.
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Denklem 50

ACC

CON = 1parti + ACC

+ ACC

2.parti

3

3.parti

Tekrarlanabilirlik (ACC) ve ara kesinlik (CON), 6l¢iim sonucunun gergek degere olan yakmli g1
hakkmda bilgi vermez. Ancak bu parametreler dogruluk yani giivenilirlik ile ilgili parametreler
oldugu icin; RLR degeri gibi metodun uygulanacagi tiim derisim arahginda 1’e yakm olmasi
Onerilir. Degerlerin 0,8’den biiyilk olmasi o derisinde metodun yeterli standardizasyonu
sagladigint gosteri. ACC ve CON degerleri tekrar saylarindan etkilenmektedir ve analit
derisimine bagh olarak bos numune ve pozitif numuneler icin farkl degerler elde edilebilir (50)
(51).

Seciciligin Potansiyel Girisimler Varliginda Degerlendirilmesi

Analitik metodun Slgiim prensibine uygun olarak belirlenmis girisim yapan maddelerin etkileri,
metodun gegeli kilma ¢aligmalar1 kapsaminda degerlendirilmelidir (50).

Cahsma i¢cin secilen girisim yapan maddelerin bulundugu pozitif ve negatif numuneler en az
10 bagimsiz tekrar ile analiz edilirler. Girisim yapan maddeler analitin tanmlanmasinda
degisiklige neden olacak seviyede ve cahlsilan matrikste normalde bulunacagi derisim
seviyesinin {lizerinde eklenmelidir (50). Cahsma i¢in Once bos ve aranan analit ile
zenginlestirilmis numuneler 10 bagimsiz tekrar ¢ahsilabilecek sekilde hazrlanir. Analitlerin
seviyesi daha onceden gegerli kima ¢alismasinda belirlenmis %100 giivenilirlik oram (RLR)
seviyesinde olacak sekilde diizenlenmelidir. Daha sonra hem bos ve hemde aranan analit
bulunan numunelere girisim yapan madde eklenerek numuneler rastgele bir swa ile
tekrarlanabilirlik kosullar1 altnda c¢ahsiimahdir.

Girisimlerin etkisi RLR seviyesinde yanhs sonu¢ oranmndaki degisiklikler ile belirlenebilir.
Yapilan tekrar sayisina bagh olarak RLR degerinde maksimum %5 veya %10 degiskenlik kabul
edilebilir (50). Segicilik ¢ahsmasi deney tasarm Sekil 12°de gosterilmistir.
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Segicilik (girisim yapan maddeler)

Analitik parti 3

Girigim yapan
madde + analit

Girigim yapan
madde + bog

Bagimsiz
tekrarlar

Sekil 12. Secicilk c¢ahsmas1 deney tasarmu (50).

Saglamhigin Incelenmesi

Nitel metotlarda zorunlu olmamakla birlikte saglamhk cahsmasi, deneysel kosullarda mindr
sapmalarm etkisini degerlendirmek i¢in kullanilir ve cahsmalarin gergeklestirilmesi icin iki
faktorlii ve iki seviyeli tam faktoriyel deney tasarmm kullanilmasi Onerilir. Analiz edilecek
numunelerdeki analitin derisimi %100 RLR saglayan seviyede olmalidir. Numuneler rastgele
br swra ile tekrarlanabilirlik  kosullar1 altmda  analiz = edimelidir.  Sonuglarin
degerlendirilmesinde yapilan tekrar sayisma bagh olarak RLR degerinde maksimum %35 veya
%10 degiskenlik kabul edilebilir (50). Saglamlk c¢ahsmasi deney tasarmm Sekil 13’de

gosterilmistir.
Sagjlamiik
Analitik parti 4

Faktér 1 Faktor 1

Seviye 1 Seviye 2
Faktor 2 Faktor 2 Faktor 2 Faktor 2
Seviye 1 Seviye 2 Seviye 1 eviye 2

1..40 1...10 1...10 1...10

Sekil 13. Saglamlik ¢alismas1 deney tasarmu (50).
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7. RUTIN CALISMALARDA OLASI DEGISIKLIKLER

Laboratuvarlarda yeni bir personelin ¢ahgsmalara katidmasi, deney sonucu iizerinde etkin olan
kimyasal /sarf malzeme degisikliklerinin risk olusturabileceginin (6rnegn immunaafinite kolon
degisikligi, lizat degisikligi) diisliniilmesi, yeni bir cihazin devreye almmasi veya cihazin
yerinin degistirilmesi s6z konusu olabilir. Bdyle durumlarda bu degisikliklerin verilmis veya
belirlenmis metot performans parametreleri ilizerinde Onemli bir degisiklife neden olmadigi

gosterilmelidir.

Yeni personel

Laboratuvara yeni bir personel katildiginda sadece bu personele nicel analizler icin Tablo 4°de,
nitel analizler i¢cin Tablo 5°‘de yer verilen ¢ahsmalar yaptrilir. Nicel analizler s6z konusu
oldugunda bu cahsmalar en azindan gerceklik ve kesinlik cahsmalarini icermelidir. Yapilan
calsmalar sonunda yeni personelden elde edilen sonuglarin mevcut Glgiim belirsizligi tizerinde
onemli bir degisikligZe neden oldugu saptanr ise Olglim belirsizligi bu yeni veriler si¢inda
gozden gegirilmelidir. Gerekirse metodun gegerli kilinmasi/dogrulanmasi srasmda elde edilen

belirsizlige katkisi olan parametreler tekrar incelenir.

Yeni donanim

Gegerli kihnmis bir metotta Ozellkleri tamimlanmis olan yeni bir cthaz temin edildiginde bu
yeni donanmmin deney/6lgiim metodu 6ngoriilerini yani tammlanmis olan 6zellikleri karsilamasi
yeterlidir. Bu kapsamda yapilacak c¢ahsmalar yetkinligi ispatlannms herhangi bir personel
tarafindan yapilabilir. Tim personelin bu ¢calismalarda yer almasina gerek yoktur. Eser miktar
analizleri s6z konusu ise yeni donanim devreye almmadan 6nce; nicel metotlarda LOD ve LOQ
parametreleri ve nitel metotlarda LOD parametresi c¢alsilir. Cahsmalar Tablo 4 ve Tablo 5

dogrulama siitunlarinda belirtildigi gibi yiirtitiiliir.

Yapilan ¢aligmalar sonunda yeni donanimdan elde edilen sonuglarmm mevcut Slgtim belirsizligi
lizerinde Onemli bir degisiklige neden oldugu saptanr ise Olglim belirsizligi bu yeni veriler
siginda gozden gegirilir ve gerekirse metodun gegerli kiinmasi/dogrulanmasi srasnda elde

edilen belirsizlige katkisi olan parametreler tekrar incelenir.
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Yeni kimyasal

Genellikle deney metodunda tanimlanmis olan kimyasal maddelerdeki degisikliklerin (6rnegin
farkh firmadan temin) metot performans parametrelerinde onemli bir degisiklige neden olmasi
beklenmez. Ancak, mikotoksin analizlerinde oldugu gibi bazi deney alanlarinda 6n asamada
kullanilan immunoaffinite kolonlar1 farkh markalarda farkh geri kazanmlar elde edimesine
neden olabilir. Bu durumlarda yeni kimyasal madde Tablo 4 ve Tablo 5°de yer alan dogrulama
stitunlarma uygun olarak etki ettii parametre yoniinden degerlendirilir.

Yeni alana tasmma

Laboratuvar ¢ahsmalarmi aym personel ve donanim ile yiiriitecegi yeni bir alana tasidiginda bu
alan ¢evre kosullarinin metot tizerine etkisinin incelenmesi i¢in yeni alanda ilgili metot igin
belirlenmis performans kontrolii yapilir. Elde edilen degerler limitler i¢indeyse ek bir ¢aligma
yapimaz. Yer degistirme islemlerinde cihazin performansi laboratuvar tarafindan yeterince
ortaya konulamadigi durumlarda cihaz teknik servisinin goriisii ve gerekirse destegi almabilir.
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8. KULLANILAN TERIMLER

Terim (ikincil oneri)*

Ingilizce karsiig

Alic1 Islem Karakteristizi Egrisi

Receiver Operating Characteristic Plot

Ara kesinlik Uyum

Concordance

Artk Grafigi Residual Plot
Ampirik Metot Empirical Method
Analit eklenmis Spike

Aykirt Deger Outlier

Bagil Relative

Birlesik Standart Sapma Pooled (Combined) Standard Deviation
Bloklama Bracketing

Bos numiune Blank sample

Cihaz Instrument

Dayanik lilik Ruggedness

Deneysel Tasarm Experimental Design
Dogrulama Verification

Dogrusal Aralk Linear Range
Dogrusallik Linearity

Duyarlilik (Hassasiyet) Sensitivity

Eser Trace

Genisletilmis Belirsizlik Expanded Uncertainty
Girisim Yapan Interferent

Bos Blank

Giiven Arahg1

Confidence Interval

Giiven Diizeyi

Confidence Level

Guvenilirlik Oram

Reliability Rate

Giivenilmeyen Bolge

Unreliability Region

Hata Error

Homojenlik Homogeneity

I¢ ice (Yuvalanmis) deney tasarmu Nested experimental design
Iki Yanh Two Sided

Istatistiksel 6nem testi

Statistical significance test

Isletme Ici Metot (Kurum Ici Metot)

In House Method

Kaba Hata

Gross Error

Kabul Smir1

Acceptability Limit

Kalnt1

Residue

Kalibrasyon Egrisi

Calibration Curve

Kalite Control

Quality Control

Kalite Kontrol Karti

QC Charts

Kapsam Faktorii

Coverage Factor

Kesim Derisimi

Cut-Off Concentration

Rehber Guide
Kirletilmis Contaminated
K6r numune Blind sample

Laboratuvarlar yAras1 Karsilastrma

Interlaboratory Comparison
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Matriks

Matrix

Metrolojik 1zlenebilirlik

Metrological Traceability

Negatif kestirim degeri

Negative Predictive Value

Negatif olabilirlik orani

Likelihood ratio of negative results

Nicel Quantitative
Nitel Qualitative
Numune Sample
Numune Alma Sampling
Olcii (Olciit) Measure
Olgiilen (Olgiilen Biiyiikliik) Measurand

Onem Testi (Anlamlilik Testi)

Significance Test

Ozdes Numune

Identical Sample

Ozgiillik

Specificity

Oziitleme

Extraction

Pozitif kestirim degeri

Positive predictive value

Pozitif olabilirlik oram

Likelihood ratio of positive results

Prosediir (Dokiiman Anlaminda)

Procedure

Rutin Routine

Saglamhk Robustness

Sapma Bias

Segcicilik Selectivity
Sertifikalandirilmis Deger Certified Value
Tayin Smir1 Limit Of Quantification
Ellegleme Handling

Tek Etken ANOVA One Factor ANOVA
Tekrar Replicate
Tekrariiretilebilirlik Reproducibility
Tekrarlanabilirlik Repeatability
Tekrarlanabilirlik Uyumu Accordance

Ara Kesinlik Uyumu Concordance

Tespit Olasihig:

Probability Of Detection (POD)

Teyit Etmek

Confirm

Uzerinde uzlasiimis deger
(konvansiyonel)

Conventional Value

Yanhs Negatif Test Sonucu

False Negative Test Result

Yanhs Pozitif

False Positive

Yanhs Pozitif Test Sonucu

False Positive Test Result

Yasal Metroloji

Legal Metrology

Yeterlilik Proficiency
Yetkinlik Competence
Yigndan Numune Alma Bulk Sampling
Metot Method

Yiksek Dagilim

Over-Dispersion

Zenginlestirilmis

Fortified Sample

B -Beklenen_Tolerans Araligi

B-Expectation Tolerance Interval

*TSEN ISO/IEC 17025:2017 ve Uluslararast Metroloji Sozliigii icerisinde yer alan tanimlara yer verilmemistir.
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9. EKLER

Ek 1. Metoda Gore Secilebilecek Performans Parametreleri

Tablo 17. NATA Rehberine gore gegerli Kiimacak metodun grubuna gore Segilebilecek
performans parametreleri (43).

Gegerli Kilma Dogrulama
Parametreler - - - - - : . .
Nicel Analiz Nitel Analiz | Nicel Analiz | Nitel Analiz
LOD* ve LOQ* Evet Hayrr Evet Hayrr
Duyarlilik Evet Evet Evet Evet
Secicilik Evet Evet Evet Evet
Dogrusallik Evet Hayr Evet Hayr
Cahsma Aralig Evet Hayrr Evet Hayrr
Matriks Etkisi Evet Evet Evet Evet
Gergeklik Evet Evet Evet Evet
Kesinlik Evet Evet Evet Evet
Saglamhk Evet Evet Evet Hayir
Olgiim belirsizligi Evet Hayr Evet Hayr

* Analit miktar1 sifirayakm derisimlerde yapilacak 6l¢timlerde kullamlan yontemlericin gereklidir.

Tablo 18. AOAC Rehberine gore gegerli kiinacak metodun grubuna gore segilebilecek
performans parametreleri (55).

METODUN GECERLi KIINMASI VE DOGRULANMASLICiN BILGiLENDIRME KILAVUZU
TURKPAKREDITASYON KURUMUY

MIEE Limit testi MIEEL Limit testi
Tammlama | Metotlar L metotlar i _
Parametreler testleri (Disiik (Diisiik (Yiiksek (Yiiksek Nitel
derisim) Cens derisim) CEDSIT)

Dogruluk Hayr Evet Hayr Evet Evet Hayrr

Kesinlik Hayrr Evet Hayrr Evet Evet Hayrr

Ozgiilliik Evet Evet Evet Evet Evet Evet

LOD Hayr Evet Evet Evet/Hayr Hayr Hayrr

LOQ Hayr Evet Hayr Evet/Hayr Hayr Hayrr

Saglamlik Hayir Evet Hayrr Evet Hayrr Hayir

Dogrusallik/

Calsma Hayrr Evet Hayr Evet Hayr Hayrr

arahg1
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Tablo 19. Huber (2007)’e gore gegerli kimacak metodun grubuna gore Segilebilecek
performans parametreleri (56).

Nitel Analiz Izl(-l-)(fglﬁ‘l?a::;z Nitel Analiz Nicel Analiz
Parametreler (Onemli Eser .(Eser .(Eser

Bilesenler) Bilesenler) Bilesenler) Bilesenler)
LOD Hayrr Hayrr Evet Hayrr
LOQ Hayrr Evet Hayr Evet
Dogrusallik Evet Evet Hayr Evet
Caligma aralig: Evet Evet Hayrr Hayrr
Kesinlik Evet Evet Hayrr Evet
Dogruluk Evet Evet Hayr Evet
O zgiillik Evet Evet Evet Evet
Saglamlik Evet Evet Hayr Evet

Tablo 20. Ellison’a (12) gore gegerli kimacak metodun grubuna gore Segilebilecek
performans parametreleri.

Parametreler Nitel _Nicel Analiz Nicel Analiz Fiziksel
(Onemli Bilesenler)? | (Eser bilesenler)? ozellikler
Segicilik/O zgiillik Evet Evet Evet Evet
Kesinlik Hayrr Evet Evet Evet
Sapma Hayrr Evet Evet Evet
LOD Evet Hayir Evet Hayir
LOQ Hayrr Hayrr Evet Hayrr
Dogrusallik/Calisma | Hayrr Evet Evet Evet
arahgi
Saglamlik Evet Evet Evet Evet
a Temel bilesenler: analit derisiminin kiitle olarak %1 ile %100 araliginda oldugu veya var/yok tespitinin sorun olmadig

b Eser analizler; analit derisiminin 100 mg kg™ den diisiik oldugu veya tespit yeteneginin dnemli oldugu
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Tablo 21. US Farmokope’sine gore gecerli kimacak metodun grubuna gore secilebilecek
performans parametreleri (57)

Kategori Il
Parametreler | Kategori | Nicel Limit testler | Kategori 111 | Kategori 1V
Dogruluk Evet Evet Belki' Belki' Hayrr
Kesinlik Evet Evet Hayrr Evet Hayrr
Ozgiilliik Evet Evet Evet Belki' Evet
LOD Hayr Hayr Evet Belkil Hayr
LOQ Hayrr Evet Hayir Belki Hayir
Dogrusallik Evet Evet Hayrr Belkil Hayr
Saglamlik Evet Evet Belki' Belki Hayrr

i Testinniteliginebagh olarak gerekli olabilir

Kategori I: Bitmis farmasotik {irtinlerde baskm ilag maddelerinin ana bilesenlerinin veya

aktif bilesenlerin (koruyucular dahil) miktar tayini i¢in analitik prosediirler

Kategori Il: Bitmis farmasotik trinlerdeki baskm ilag maddeleri veya bozunma

bilesiklerindeki safsizliklarm belirlenmesi i¢in analitik prosediirler. Bu prosediirler nicel

analizleri ve limit testleri igerir.

Kategori Ill: Performans ozelliklerinin belirlenmesi i¢cin analitik prosediirler (6.,

¢coziinme, ila¢ salmi ve digerleri)

Kategori IV: Tanimlama testleri
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Ek 2- Deneysel Tasarmlar
1. Basit Tekrarlar

Tek bir test materyalinde yapilan bir seri gozlem c¢ahsmasidir. Kesmligin tespiti igin
kullanilabilecegi gibi referans degerin bilindigi durumlarda sapma tespiti i¢in de kullanilabilir.
Basit tekrarlar gereken tekrar sayisi kadar tekrarlanabilirlik veya ara kesinlik kosullarinda
Olgtimlerle gerceklestirilir. Kesinlik verisini degerlendirmek i¢in standart sapma kullanilir.
Referans deger ile farkhligin ortaya konulmasi gerektigi durumlarda t-testi gibi temel
istatistiksel testleri kullanilabilir (12).

2. Icice (Yuvalanmus - Nested) Deneysel Tasarim

ISO 3534-3 standardi 3.2.21 maddesinde (30) icice deneysel tasarmm, faktorler arasmda
hiyerargik bir iliskiyi saglayan ve en az iki faktor iceren deney tasarmm olarak verilmistir.
Faktorler, deney sonucunu etkileyebilecek miktar ya da kosullar1 tanmlamaktadir. Ornegin,
analistin etkisini belirlerken analist bir faktdr olarak deney tasarminda degerlendirilir.
Faktorler nitel veya nicel olabilir.

Genel olarak Sekil 15°te gosterilen i¢ ice (yuvalanmig) deneysel tasarim varyans bilesenlerinin
degerlendirilmesinde kullanilr. Bu nedenle gecerli kilma c¢ahsmalarinda kesmligin tespitinde,
laboratuvar numunesinin homojenliginin kontrokinde ve numune alma c¢ahsmalarinda siklikla
uygulanr. Laboratuvar numunesinin homojenligini istatistiksel olarak ispatlamak i¢in homojen
laboratuvar numunesinden alman bir dizi numune ile bu numuneden ve tekrar analizleri i¢in

alman alt numuneler ile hiyerarsik icice bir desen olusturulur.

Dengeli bir igice deney tasarrminda aym seviyedeki gruplardan esit sayida gézlem yapimasi
planlanir. Icice deneysel tasarmm tek veya iki etkenli ANOVA ile incelenir (12).
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Sekil 14. I¢ ice (yuvalanmis) deney tasarm.

3. Faktoriyel Desenler
Faktoriyel deney desenlerinde (Sekil 16) bir faktoriin tim ya da baz seviyeleri (nf) baska bir
faktoriin ki veya daha fazla seviyesi (mf) ile birlestirilir. Kombinasyonlari olusturan faktorler
caprazlanmis olarak ifade edilir ve nf"f sayidadr. Eger olasi tiim seviyelerin kombinasyonlar1
deney tasarmu icinde bulunuyorsa buna tam faktériyel tasanm denir. Oregin 3 ayr1 faktoriin
2 seviyesi i¢in 23=8 test/deney yapihr. Sonuglar iki etkenli veya yikksek sra degisken ANOVA
ile degerlendirilir (12).

F2

F1 ﬁ
Sekil 15. Faktoriyel deney tasarmu
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4. Dogrusal Kalibrasyon Deseni
Kalibrasyon ve dogrusallik testi igin kullanilan bir deney tasarmudwr. Sekil 16°de gosterilen

dogrusal kalibrasyon deney tasarmm belirli bir test materyalinde farkh seviyelerde tekrarlar
halinde 6lgiimler igerir. Istatistiksel olarak lineer regresyon testi yapihr (12).

200

-
[
[~}
W

Okratoksin A
2
-]

@
S

N\

T v J
0 5 10 15
Hg/L

Sekil 16. Dogrusal kalibrasyon deney tasarmu.
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Ek 3. Deneysel Verilerin istatiksel Yontemlerle Degerlendirilmesi

Parametrik olmayan istatistiksel testler;
+ David Testi

o  H2Tesh

¢  Komogorov-Simirnoy test

| Normal daglmn kontroli vapilir |

l

Normal daglum
gisteriyor mu?

|
Evet
¥

Axdun deger kontrolil vapalir

'

Vel seti teknik
agidan incele

-Evet—  Askin defer var m1?

!

Ven seti G ecerh bir teknik
kullamlamaz [Eanr neden varmi? Hayr
I
Evet
¥
Ortalam al arin
Degeri veri .| wveya standart
setinden gikar sapmalann
kontroliini vap

Parametnk istatistiksel tesfler;
¢+  (Grmbbs
¢  Dmon(()Test
4—+ BEox Plot
¢ Cochran Testi
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Verilerin istatistiksel Degerlendiriimesi

Verilerin normal dadilip dagilmadidi kontrol edilir.
Normal dagilan veriler igin parametrik testler, normal
dagilmayan veriler icin parametrik olmayan testler
uygulanir.

(David test, X2 testi, Kolmogorov-Smirnov testi)

Sapan verilerin tespiti

(Grubbs, Dixon (Q),Box Plot.
Cochran vb.)

2 ortalamanin

} Ortalamalarin kargilagtinimasi I

l

karsilagtirimasi

ortalamanin referans
deger ile karsilagtirmasi

eslestiriimig 6rnekler

) 4

ortalamalann bagimsiz
orneklerden geldigi
eslestiriimemis drnekler

F testine gore
Esit varyanslar

F testine gtre
Farkh varyanslar

Standart sapmalarin
karsilastirimasi

>2 ortalamanin

karsilagtiriimasi karsilagtinimasi

| 2 standart sapmanin

>2 standart sapmanin
karsilagtiriimasi

Parametrik: t-testi
Parametrik olmayan:
isaret testi, Wilcoxon
isaretlenmis sira testi

Parametrik: Eslestiriimis t-testi
(Excel’de Ortamalar igin iki
ornek)

Parametrik olmayan: igaret testi,
Wilcoxon igaretlenmis sira testi,
Cok sayida deger: x-y grafigi

Parametrik: Esgit
varyanslar igin t-testi
{Excel’de esit
Varyanslar Varsayarak
Iki Ornek)

Parametrik: Farkh
varyanslar igin
Cochran t-testi
(Excel’de Farkh

Varyanslar
Varsayarak iki Ornek)

Parametrik olmayan:
Mann-Whitney U-testi,
Tukeyin cubuk testi

Parametrik: ANOVA

Parametrik olmayan:

Kruskal-Wallis testi

Parametrik: F-testi

Parametrik olmayan:

Siegel-Tukey testi

Parametrik: Cochran testi,
Levene testi, Bartlett testi,
Hartley testi

GECERLIi KILINMASI VE DOGRULANMASI iCiN BiLGILENDIRME KILAVUZU

P

2019
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Ek 4. LOD, LOQ Hesaplanmasinda Kullamlacak Alternatif Yontemler
1. 1SO 11843 (23) standardinda belirtilen yontem

ISO 11843, kritk degerler (xc — critical values) ve en disik alglanabilir degerler (xd —

minimum detectable values) olmak iizere iki istatistiksel smr degeri onermektedir.

Denklem 51

xC =
Denklem 52
6% = Denklem 53
Denklem 54

df: serbestlik derecesi ( df=(1.J) - 2)

loF kalibrasyon egrisinin artik standart sapmasi (excel kullanilarak regresyon islevi ile hesaplanabilir)
b. kalibrasyon grafiginin egimi

K: metot tekran

L: Cihaz tekrar1

I: kalibrasyon egrisindeki nokta sayis1 (stfir da dahil)

J: Derisimi aym kalibrasyon standartlarmin sayis1 veya 6l¢iim tekrar say1st

X: kalibrasyon standartlarnin derisimlerinin ortalamas1 (sifir da dahil)

S xx: kalibrasyon standartlarinin derisimlerinin ortalamadan farklarimin karelerinin toplam

Ornegin, 100 farkh kisiye ait (kisi basi bir numune bulunan) kan numunelerinin analizi icin
bu yaklasima ait degiskenler Tablo 22°de sunulmustur.
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Tablo 22. 100 farkh kisiye ait kan numunelerine ait analizde degiskenler.

Senaryo I |J |K [L

1 | Sifir dahil 6 farkh derisimde kalibrasyon standardindan 3’er adet | 6 |3
olmak ftizere 18 adet ¢ozelti hazwrlanmistir. Bu 18 adet standart
¢Ozeltinin her biri 1 kere Ol¢tilmiistiir.

2 | Sifir dahil 6 farkh derisinde kalibrasyon standardmdan 1°er adet | 6 |3
¢cOzelti hazrlanmistr. Bu 6 adet standart ¢ozeltinin her biri 3 kere
Olgiimiistiir.

3 | Sifir dahil 6 farkh derisinde kalibrasyon standardmdan 1°er adet [ 6 |1
hazrlanmistir. Bu 6 adet standart c¢ozeltnin her biri 1 kere

Olciilmiistiir.

4 | Her bir kisiye ait olan bir kan numunesinden 2’ser adet alt 6rnek 2
hazirlanmistir. Bu alt 6rnekler (toplam 200 adet numune) 1 kere
Olgiilmiistiir.

5 | Her brr kisiye ait olan bir kan numunesinden 1’er adet alt 6rnek 2
hazrlanmistir. Bu alt 6rnekler (toplam 100 adet numune) 2 kere
Olgtilmiistiir.

2. IUPAC teknik raporunda (24) belirtilen yontem

IUPAC teknik raporunda (24), LOD ve LOQ tahmini i¢in Onerilen yontemler asagida

sunulmustur.

2.1 Ust limit yaklasimi yontemi 1

sy 1+=+& |
LOD = {t(d ,a) —y} — Denklem 55
I S =

ng s
s2 = (yl—yl) Denklem 56
Y L (n-2)
=1
LOQ = 3xLOD Denklem 57
2.2 Ust limit yaklasimi yontemi 2

S
LOD = t(df, a) q—y Denklem 58
1
LOQ =3xL0OD Denklem 59
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2.3 Standart yaklasim 1

LOD =3t Denklem 60
44

Sb, bos numune Olgtimlerinin standart sapmasidr. Burada Kkalibrasyon egrisinin kesme noktas,
bos numune Olgiimiine ait sinyallerin ortalamasma esittir, tiim kalibrasyon noktalar1 kalibrasyon
grafiginin tam lizerindedir, Bos numune Olglimlerinin ortalamasi tiim popiilasyonu temsil ettigi

kabul edilmistir.

2.4 Standart vaklasim 2

1

/

LOD = 3x (1 + i) ) Denklem 61
ny q,

Mo, bos numune Olclimlerinin sayisidir. Bu sayede standart yaklagim 1 i¢in sunulan kabullerden

sonuncusu (i) dikkate alnmamis ve bdylece gercekei bir yaklasim yapilmis olur.

Yukaridaki denklemlerde kullanilan kisaltmalar asagida verilmistir:

df. serbestlik derecesi [ df =n—2)]

o : giiven (olasiik) seviyesi

Sy : kalibrasyon egrisinin artik standart sapmasi

q1: kalibrasyon egrisinin egimi

n: kalibrasyon egrisindeki (sifir noktast da dahil) tiim noktalarin (tekrarh Olgtimler de
dahil) sayis

C: kalibrasyon standartlarmin derisimlerinin ortalamas1 (Sifir noktasi da dahil)
ns: kalibrasyon egrisindeki noktalarin sayisi (sifir noktasi harig)

ci: kalibrasyon egrisindeki i noktasma ait derisim

Nb, bos numune Olciimlerinin sayist

Sb, bos numune Olclimlerinin standart sapmasi

3. EC2002/657 (25) no’lu Avrupa Birligi Direktifinde Belirtilen Yontem

2002/657/EC nolu Avrupa Birligi direktifinde (25), karar smr1 (CCa) ve alglama kapasitesi
(CCP) olmak iizere iki kavram tanmlanir. Alfa (o) hata, gergcekte mevzuata uygun olan
numune i¢in uygunsuz karar verme olasiligi (yanhs uygunsuzluk/yanhs pozitif karar), beta (B)
hata ise gergekte mevzuata uygun olmayan numune i¢in uygun karar verme olasiligidir (yanlis
uygunluk/yanlis negatif karar). Karar smr1 (CCy), o hata olasiligr ile bir numuneye uygunsuz
(izin verilen elimitin, lizerinde) karari verilecek smirdir. Algllama kapasitesi (CCp) ise, B hata
olasiligr i€ bir mumunedeki analitin tespit/tanimlanmasi/miktar tayini yapilabilecek smirdir.
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Izin verilen yasal degeri olmayan (yasakh) analitler icin CCgp, metodun 1- B olasilikla

(kirletilmis) numunedeki analit miktarmm dogru tespit edildigi smrdir. Sadece izin verilen

yasal degeri olmayan analitler icin CCp, LOD seviyesine denk gelir. Boyle durumlarda Sekil

18’de gosterildigi gibi istatistiksel olarak a, B degerleri swrastyla % 99 ve % 95 giiven arahgina

isabet eder. Dolayistyla asagida agiklanan hesaplama yontemleri yasal limitleri tespit edilmis

analitlerin CCq, CCp hesaplamalarinda kullanilamaz. Yasal mevzuatta limiti olan analitlerin

CCq Ve CCp hesaplama detaylan i¢in ilgili mevzuat ve literatiirde detaylar (58) verilmistir (9)

(25) (58) (59).

Sikhk

2,33 sg

CCu

1,64 sg

ccp

Yanit

Sekil 17. izin verilen limit degeri olmayan analit icin karar smir1 ve alglama kapasitesi (25).

3.1 Hesaplama yontemi 1

Bu yontem, CCq ve CCp’nn ISO 11843 (23) standardmnda belirtilen kalibrasyon egrisi

hesaplamalarina dayanmaktadwr. Sekil 17 bu standarda gore CCq Ve CCptammmini gorsel olarak

ortaya koymaktadr (58).
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v : Olgiilen yamt

(Or: sinyal siddeti)

kalibrasvon

VooR fonksivonu (v=ax+h)

YCCa

net dumim

dagil net durum  degigkeninin
= degiskeninin minimum algilama
kritik degeri  defen
| | -
I I - .
0 cCa CCR 1 Durum degiskemn

(Or: derisim)

Sekil 18. ISO 11843 (23)‘e gore CCq Ve CCp’nin tanimlanmasi.

Bu yontem ile CC, hesaplamak i¢in; bos numunelere metodun gerektirdigi en diisiik metot
performans seviyesi ve istiinde esit araliklarla se¢ilmis farkli deney seviyelerinde analit eklenir
ve numuneler ara kesinlik sartlar1 altmda tiim Glgiim prosediirii uygulanarak analiz edilir (23).
Eklenen derigsime karsi yanitt grafigi ¢izilir. Elde edilen kalibrasyon egrisinin ‘“kesim noktasi ile
kesim noktasmin ara kesinlik kosullarindaki standart sapmasmm 2,33 katmin toplamina”
karsiik gelen derisim, CCgqolarak tanmlanir (0a=0,01, Denklem 62). Kesim noktasi ile kesim
noktasmin ara kesinlik kosullarindaki standart sapmasmin 2,33 kati, kalibrasyon egrisinin
kesim noktasmmn ist giiven limitini-ycco belitmektedir. Ayrica 2,33 katsayisi % 99 giiven

arahg1 i¢in z degeridir.

CCp hesaplamak i¢in, bos numunelere metodun gerektirdigi en diisik metot performans
seviyesi ve altmda esit aralklarla se¢ilmis farkh deney seviyelerinde analit eklenir ve tiim
Olciim prosediirii uygulanarak analiz edilirler. Eklenen derisime karsi yanit grafigi ¢izilir. CC,q
seviyesinde Olgiilen ortalama derisimin ara kesinlik sartlart altnda elde edilen standart
sapmasmin 1,64 kat1ile CCq’nin toplamina karsiik gelen derisin CCp olarak ifade edilir (=%
5). Burada 1,64 katsayis1 % 95 giiven araligindaki z degeridir. Her iki parametrenin hesaplamasi

icin belirtilen emddiisiik metot performans seviyesi, analitin en diisiik tespit edilebilecek ve
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tanimlanabilecek derisim seviyesidir. Genellikle CCp seviyesinin bu anlamda kullanilmas1
onerilmektedir (9).

CC, ve CCp hesaplanmasinda kullanilacak deneysel tasarimlar1 ve buna bagh hesaplamalarin
yapabilecegi kullanima hazr MS Office Excel tabaninda galsabilen programlar mevcuttur (58)
(59). Tablo 23‘de verilen deney tasarmmi bu amagla kullanilabilir. Bu deneysel tasarm gegerli
kima i¢in gerekli diger parametrelerin (ara kesinlk, gergeklk) elde ediimesi iginde
kullanilacagindan deneme sayilari CCqy Ve CCp hesaplanmasi i¢in ihtiyag duyulandan daha
fazladr. Sadece bu iki parametrenin hesaplanmasi gerektigi durumlarda kirletilmis numuneler
6 yerine 3 tekrarh olarak g¢alisilabilir.

Bos numuneler ve kirletilmis (analit eklenmis) numuneler Tablo 23’de belirtilen plan dahilinde
ara kesinlik kosullar1 altmda tiim Slgiim prosediirii gergeklestirilerek analiz edilir ve ilgili analit
tanimlanir. Sonrasnda, eklenen analit derisimi (X ekseni) ile bu derisimler i¢in elde edilen sinyal
(y ekseni) ile kalibrasyon grafigi ¢izilir. Cizilen grafigin fonksiyonu (y=a + bx) olarak elde
edilir. Bu yaklasim dogrusal kalibrasyon egrisi Ongdriisiine dayandigi icin  kalibrasyon
grafiginin dogrusallik testi Ek 6’da agiklandigi gibi test edimelidir.

Tablo 23. CC, ve CCphesaplanmasinda kullanilacak 6rnek deney tasarmu.

Tekrar sayis1(n) | Deney 1 (1. Giin), Deney 2 (2.Giin), Deney 3 (3. Giin)

6 Bos numune
6 0,5 x EDMPS™ seviyesinde kirletilmis bos numune X 3 giin
6 1 x EDMPS” seviyesinde kirletilmis bos numune X 3 giin
6 1,5 x EDMPS” seviyesinde kirletilmis bos numune X 3 giin
6 2 x EDMPS™ seviyesinde kirletilmis bos numune X 3 giin

. Toplam 60 deneme

EDMPS: T ahmini en diisiik metot performans seviyesi

Elde edilen kalibrasyon grafifine bagh olarak asagidaki hesaplamalar CCgi¢cin gergeklestirilir.

Yeca = a+2,33.5, Denklem 62
y=a + b X Denklem 63
Yeco=a +h.CCy Denklem 64
—a —a a+2,33.S,—a

CCo—= yb = chba = b 4 Denklem 65
cc =233 5 Denklem 66

¢ b
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Burada b kalibrasyon egrisinin egimi, a kalibrasyon egrisinin kesim noktasy, y Ol¢iim
sonucw/cihaz yaniti, X derisin ve Sa ise kalibrasyon egrisi kesisim noktasmin standart
sapmasidrr. Kalibrasyon egrisinin kesme noktasmin standart sapmasi asagidaki formiillerle

hesaplanabilir (11).

_ SY/. Denklem 67
(2 — fi)z)l/z

Sa

Burada xi, kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in kullanilanderisimleri; X ortalama derisimi; sy/x

artiklarin standart sapmasidir, Denklem 68 ile asagidaki gibi hesaplanir;

_21/2
_ {Zi(yi s }
Sy/x =y

n—2

Denklem 68

Burada ¥; xi derisimi i¢in kalibrasyon model denkleminden hesaplanan degerini; i belirli bir

Xi derisimine kars1 lciim sonucu elde edilen degerdir; n kalibrasyondaki nokta saysidir.

CCpise asagidaki gibi aym kalibrasyon egrisinden hesaplanir;

Yeep =a+2,33.5,+ 1,64 .Scca Denklem 69
y=a + b x Denklem 70
Yecp=a +b.CCq Denklem 71
CCB: yCCﬁ —a — a+2,33.Sa+1,64—.SCCa—a Denklem 72

b b
- 2,33.S5,+1,64.5:c, Denklem 73

a
b

Burada S¢c_, CCoderisim seviyesinde ara kesinlik kosullarinda elde edilen standart sapmadur.
Bu degerin Sa’ya esdeger oldugu varsayildiginda Denklem 73 asagidaki forma dondisiir;

_233.5,+164.5, Denklem 74

cc, .

CCquVe CCpdegerleri her 3 deney icin ayri ayri hesaplanp ortalamas1 ahmir.
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3.2 Hesaplama yOntemi 2

En az 20 adet bos numunenin (matriksi temsil eden) analizi ve sinyal/giiriiltii oranmin Sekil

19’da gosterildigi gibi 3 katma karsiik gelen derisim CC derisimidir.

Sinyal
CC, = 3x20 y _ Denklem 75
Giirilti
Sinyal
3000 +
- ]
2500 + #n‘
i l‘ A
2000 + ‘;' H“
_4: ) ‘ A ’; ' !l. A VN H. ] |
1500 ?M*‘{*d’\&‘ “"'l‘r]“"'l[l'L,L"“"mlF,\-"hl\\.w'“mj'v""\}I.Lf“,mk“t ‘MM’."HH\“ d\v,"h.h%_ 3 rrIM\t“‘r%d}y‘,f\w' hd\)&'”\)rv‘r\'“\"w‘t“\‘]l;‘m;‘,’irhgW] «ll‘f',““u""WN'f’v"‘}"“‘f
1000 . | | | 1 : | | | | ! | | | | i | | | | 3 | | | | ] | | | !
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Zaman (dakika)
Sekil 19. CC, hesaplamasinda sinyal/giiriiltii oramm ortaya koyan kromatogram.

Laboratuvar ici tekrariiretilebilirlik (ara kesinlik) sartlar1 altmda en az 20 adet bos numunenin
(CCq derisiminde analit iceren ve matriksi temsil eden) analiz edilmesi sonucunda ortaya ¢ik an
derisimlerin standart sapmasmin (Spos) 1,64 Kkati ile bu derisimlerin ortalamasinin toplamu CCp

derisimid .
CCp = CC,+ 1,64XS,,, Denklem 76

3.3 Olciim belirsizligine dayanan hesaplama yontemi

Sekil 19 gore CCa degerleri asagidaki gbi ifade edilebilir;

cC, =X, + 2,33xS, Denklem 77

Burada X, bos numunelerin ortalamasini, Sa bos numunelerin ara kesinlik kosullar1 altinda
analiz edimesiyle elde edilen standart sapmasmi, Ss ise tahmini CCp seviyesinde analit
eklenmis bos numunelerin ara kesmnlikk kosullarinda analiz edilmesiyle elde edilen standart

sapmasmi ifdde eder.
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CCy = X, +2,33xS, + 1,64 xS Dl 18

CCq Ve CCp degerlerinin hesaplanmasinda EC 2002/657 no’lu direktifin (25) taslak halindeki
stirimiinde dlgtim belirsizligi ile iliskili bir hesaplama yontemi asagidaki gibi ongoriilmektedir.
Burada oOlgtim sisteminin kalibre edebilecegi en diisiik kalibrasyon seviyesinde (LCL) yapilan
calbsmalara ait dlciim belirsizligi (U) ille CCqasagidaki gibi hesaplanabilir. CCp hesaplanirken
Olctim belirsizligi hedef’beklenen CCpseviyesinde hesaplananarak denkleme dahil edilir

CCo = LCL+ K(rep ruyrukiue 009 XU Denklem 79

CCphesaplanmirken 6lgtim belirsizligi hedef’beklenen CCpseviyesinde hesaplananarak Denklem
80’e dahil edilir;

CCp = LCL + K (e kuyrukiu, %os)*U Denklem 80

4. FDA (26)‘ nin Biyoanalitik Metot Gegerli Kilma Rehberinde belirtilen yontem

FDA’ nn Biyoanalitik Metot Gegerli Kima rehberinde (26) tammladigi disiik tayin siniri
(LLOQ — lower limit of quantification) bos numunelerden elde edilen sinyalin en az 5 katmna
karsiik gelen derisim olarak ifade etmekte ve bu derisimdeki test numunesi Ol¢iimlerinin
kesinlk degerini < % 20 ve dogruluk degerini % 80 — 120 olarak belirlemektedir.

LLOQ = 5xCp,, Denklem 81

5. AOAC (27)Standart Metodun Performans Gereklilikleri Rehberinde Belirtilen Yontem

AOAC Standart Metodun Performans Gereklilikleri Rehberi (27), Ek F bolimiinde algilama
smrint (LOD — limit of detection), bos numunelerin tekrarh Olgiimlerinden elde edilen
derisimlerin ortalamasi ile standart sapmalarinin 3 katmm toplanmna karsihk gelen derigim

olarak tanmlamistir.

LOD = Cpp5 + 3xS,, Denklem 82
LOQ = Cpo +10xS),, Denklem 83
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Ek 5. Hesaplanan LOD Degerinin Kontrolii icin Ornek

Sularda arsenik calsmasinda algilama

smrmm 5 ng/L olarak hesaplanmis oldugunu

varsayarsak, bu seviyede analit eklenmis numune ile yapilan {i¢ tekrar olgtimiinden alman

yanitlar Tablo 24 ’te verilmistir.

Tablo 24. Hesaplanan LOD degerinin kontrolii ¢ahismasina ait 6lgiim sonuglart.

Derisim Tekrarlara ait cihaz yamt1 | Maksimum | Ortalama
Yia Yiz Yi3 Ymak Vi
Bos 0,001 | 16,513 | 14,552 16,513
Algilama smirt
X,op = 5ng/l | 16,312 | 14,731 | 22,412 17,818

Bu verilere gore analit eklenmis numunelere cihazdan alman ortalama sonuc olan 17,818; bos

numuneye cihazin verdigi maksimum yamt olan 16,513’den fazla oldugu i¢cin hesaplanan

alglama smrmm uygunlugu kantlanmis olmaktadir.

METODUN GECERLIi KILINMASI VE DOGRULANMASI iGiN BILGILENDIRME KILAVUZU

TURK,AKREDITASYON KURUMUY

S97



Ek 6. Tekrarlanabilirlik ve Ara Kesinlik icin Ornek

Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik cahsmalarinda farkh giinlerde elde edilen tekrarh O6lgtim
sonuglarmin ANOVA ile degerlendirilmesi asagidaki ornek tablolar ile agiklanmistir.

Tablo 25‘te 6rnek bir deney tasarmm ile elde edilen 6lgiim sonuglar1 yer almaktadir. Bu tabloda
yer alan dlciim sonuglart MS Office Excel veya baska ticari istatiksel paket program kullanilarak
tek etken ANOVA analizi incelenebilir. ANOVA analizi sonucunda Tablo 26°da sunulan
hesaplama formiilleri ile Tablo 27°deki sonuglar elde edilir.

Tablo 25. Ormek bir deney tasarmu ve elde edilen 6lciim sonuglari.

Tekrar No Nca (Mmo)
Giin 1 Giin 2 Giin 3 Giin 4 Giin 5
10,3 9,5 11,1 9,6 10,2
9,8 8,6 115 11,3 10,8
3 11,4 8,9 11,3 8,2 9,7

Tablo 26. Tek etken ANOVA hesaplama formiilleri.

Varyans | Karelerin | Serbestlik Karelerin F P | Forgiitii
Kayna@ Toplamu derecesi Ortalamasi
(SS) (df) (MS)

Gruplar SShb p-1 MSp=SSh/ (p-1)

arasinda

Gruplar SSw N-p MSyw = SSw/ (N-p)

icinde
Toplam
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Tablo 27. ANOVA:S sonucunda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik verilerinin
degerlendirilmesinde kullanilacak sonuglar.

Varyans Karelerin Serbestlik Karelerin = P =
Kaynag Toplamu Derecesi Ortalamasi Olgiti
(SS) (df) (MS)

Gruplar 8.930667 4 2232667 | 3,07 | 0,068278 | 3.48
arasmnda

Gruplar 7.266667 10 0,726667

icinde

Toplam 16,19733 14

Tablo 27’ deki sonuglar wsiginda tekrarlanabilirlik standart sapmasi (Sr) Denklem 84 ile

hesaplanur;
S, = MS,, =/0,726667 = 0,85 mmol Denklem 84
Gruplar Arasi standart sapmasi (Sp) ise Denklem 85 ile hesaplanir
2,232667 — 0726667 _ ., Denklem 85

Sp = \/(Msb_MSw)/n:j 3
Burada n giin i¢i 6l¢tim tekraridir. Arakesinlik standart sapmasi (Si) Denklem 86ile hesaplanr.

S, = [S,2+5,% =1/0852 +0,712 = 1,11 mmol

Denklem 86

Denklem 85 ile Sp hesaplamirken M Sb M Sw den kiiciik ¢cikarsa tekrarlanabilirlik standart
sapmasi (Sr) ve ara kesinlik standartsapmalar1 (Si) birbirine esit olur.

§ ANOVA bir laboratuarda uygulandiginda deney metodunun tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik standart
sapmalarmm belirlenmesinde ve ayrica 2 den fazla 6l¢iim dizisinin aritmetik ortalamalarm Kkargilagtirlmasinda
kullanilabilir. Yukarida verilen 6rnek deney metodunun kesinlik verilerini (tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik)
bulmaya amaglamaktadir. Bu nedenle aritmetik ortalamalarm karsilastirilmasinda uygunluk degerlendirme kriteri

olan F < Folgiitii ¢ikmas1_hali bu calismalarda atanmaz.
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Ek 7. Kalibrasyon Grafiginin Degerlendirilmesi i¢in YOntemler

Kalibrasyon grafigi, yatay eksen x (derisim), dikey eksen y Olglim sonuglar1 (yanitlar) olmak
tizere, (x,y) ikili ornek verilerinin Sekil 20’de gosterildigi gibi isaretlendigi bir grafiktir. Bu
grafikte her bir (x,y) ikilisi tek bir noktadr.

Sekil 20. Olgiim sonuglarmin dagihm grafigi (Sagima diyagramu).
x ve y ekseninde yer alan veriler arasmndaki matematiksel iliski basit dogrusal ve agrlikli

dogrusal regresyon modeli ile agiklanabilir. Dogrusal olarak agiklanamayan durumlarda ikinci

dereceden denklemlerle model kurulabilir. Bu modeller asagida agiklanmustir.

1. Dogrusal regresyon modeli

a. Basit dogrusal regresyon modeli

Olciilen degerler (yi) ve buna karsiik gelen derisimler (Xi) arasmda dogrusal bir korelasyon
varsayimi yapan bir modeldir. Bu model, sonuglarin normal dagihmini ve ¢alisma arahgind aki

varyanslarm homojenligini gerektirir. Aksi durum modelin uygulanabilirligini smirlar.

Cogunlukla c¢aliyma arah@indaki fonksiyonunun dogrusalligimetodun gecerli kiinmasi
cahsmalar1 swrasmda kontrol edilmelidir. Dogrusal modelin denklemi asagidaki sekilde

tanimlanir:

y = a+bx Denklem 87
& = VYi- i Denklem 88

X: derigim

yi: 6lgiim sonucu /yanit1

yi:x derisimine karsgihk kalibrasyon fonksiyonundan elde edilen
a: kesme noktasi

b: egim

&: Olciilen deger ile beklenen deger arasmdaki fark (artik)
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g;y’deki degisimin, regresyon modeli (+bx) ile aciklanamayan kismuni gosterir, verilerin
rastgele degisimlerini  gOsteren artk degeridir.  Artklar, bir regresyon modelinin
belirlenmesinden sonra agiklanamayan (veya artik) degisimi temsil etmektedir. Genellikle iki
degiskenden biri digerine bagmlidir ve bagmli degisken y eksenine ¢izili. Bu nedenle, y
eksenindeki sapmalari en aza indirecek dogru en iyi dogrudur. Bu sapmalarin bazlar1 negatif
bazlar1 pozitif yonde olacag i¢cin hesaplamalarda sapmalarin kareleri en aza indirilir. Bu en
kiigiik kareler yontemi olarak isimlendirilir ve Sekil 21’de gosterilmistir. Bazi durumlarda
dogrusal olmayan iliski logaritmik ifadelerle dogrusal hale donistiiriilebilir.

Sekil 21. En kiiciik kareler yontemi.

Agwrlikli regresyon

Basit lineer regresyonda, y eksenindeki hatalarin eksen buyunca her noktada yani derisimde
esit oldugu varsayilir. Ancak, hatalarn y ekseni boyunca artan derigimle arttifi durumlarda
Sekil 22’ de gosterilen agrlikli regresyon kullanilmahidir. Kalibrasyon egrisinde her nokta ayni
agrliga sahip olmadigindan her bir noktann agwrhgi (Denklem 89) kalibrasyon egrisinin
fonksiyonunun hesaplanmasina (eg@im ve kesisim noktalar) ve diger hesaplamalara dahil
edilmelidir (11).

s, YWi=n Denklem 89
W. =

C > s

Burada si ve wiher bir (x1,y1), veri setine ait standart sapma ve agrhg: ifade etmektedir. Agirlik
ile ilgili hesaplamalara ait detaylar i¢in ilgili literatiire bagvurulabilir (11).
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Sekil 22. Agrliklr lineer regresyonda hata ¢ubuklar1 (11).

Bir lineer regresyon grafiginin basit veya agirhkli olup olmadigina tiim arahktaki varyanslarin
homojenlik (es degiskenligi, en diisik seviyedeki varyans, en ist seviyedeki varyans ile
karsilastirilabilir) testine tabi tutulmasi ile karar verilir.

Homojenlik, gerekli dogrusal araligin en diisik ve en yikksek seviyelerinde tekrarlanan
Olgtimlerin  sonuglarinin/yanitlarinin (n =6-10) standart sapmasmi hesaplayarak dogrulanabilir.
Yapilacak degerlendirmede iki olasilik vardwr. Bu iki olasiigi degerlendirmek i¢in Hartley F-
orani testi uygulanr. En diisik ve en yilksek kalibrasyon seviyelerinin standart sapmalarinin
oranndan hesaplanir (Burada elde edilen F degeri ANOVA ile elde edilen F degeri ile
karistrilmamalidir). Elde edilen oran 1’e yakmsa varyanslarin homojenligi kantlanmis olur.
Ancak say1 1°den ¢ok farkh ise Hartley’in F max tablo degeri bulunur. Tablo degeri ign (P

genellikle % 95) ve serbestlik derecesi (Nenkiigiik-1,Nenbiiyiik- 1) almmalidir.

Shiyi Denklem 90
Fhesaplanan= %;Lk

Skiiciik
Burada: s? diisikk ve yiiksek kalibrasyon seviyelerindeki tekrarlarin varyanslaridur.

a) Eger Fhesaplanan< Ftablo ise, varyanslar istatistiki olarak onemli olgiide farkh degildir;
agrlklandirma gerekli degildir.

b)Fhesaplanan>Fablo ise, standart sapma onemli Olgiide farkldir; agrliklandrma gereklidir.

Bu durumda, calsma arahgi varyanslar arasmdaki fark Onemsiz olana kadar kiigiiltiilmelidir
(42) veya kalibrasyon egrisinin araligi daha dar kalibrasyon araliklarina bolinebilir (Srnegin 0
ve 1000 kalibrasyen araligi icin 0-10, 10-100 ve 100-1000 gibi) (60). Diger yandan,
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agrlklandirma gerekli goriilirse fakat aralk azaltilamiyorsa veya bdoliinemiyorsa, derigim

degerleri farkh agrhk faktorleri kullanilarak hesaplanmahidir.
Regresyon Istatistigi

Korelasyon katsayist: Dogrusal modelin ana parametrelerinden biri de korelasyon katsayisidir
(r). Korelasyon, iki degiskenin ne derece iliskili oldugunu sayisal ifade eder. Korelasyon
katsayis1 ki degisken arasmdaki iliskinin var olup olmadigini ve iliskinin yOniiniin artan veya
azalan yonde oldugunu ortaya koyar. r degeri (-1 ile +1) arasmda degisir. (0 ile -1) arasmdaki r
degeri iki degisken arasnda azalan bir yonde, (0 ile +1) arasmdaki r degeri ise artan bir yonde
liski oldugu anlamma gelmektedir. Korelasyon en uygun egrinin bulunmasmi saglayamaz
ancak en iyi iligkinin en yiiksek korelasyon katsayisina sahip olmasi beklenir. Cesitli korelasyon
iliskileri Sekil 23’de gosterilmistir. Korelasyon Kkatsayisi1 veri seti igindeki bagmtmin bir 6l¢iisii
olup bir dogrusallik testi olmadigi unutulmamahdir (60).

Gorsel degerlendirme sonrasi dogrusal olmadigina karar verilen kalibrasyon grafiklerinde bile
yikksek r degerleri elde edilebilmektedir. Hesaplamanin yeterli saydaki veriyle yapimasi ¢ok
onemlidir. Korelasyon katsayisiin “br” olmasi dogrusallifin kaniti olmayacagi gibi, “sifir”
korelasyon katsayisi, X ve y’nin tamamen ilgisiz oldugu anlamma gelmez —aralarmda dogrusal
iliski olmadig1 anlanmuna gelir (60).

.: . L]
2 . " .
|'-. ] " ' " L
‘.n:' ..:.'n" . . .“"", . "

::.:. 3¥ .".a F L '.i-, .". .;-'.'- Ly :-.
-“.f * o o . ':‘ i ) --I

= X e X = - x X x 1 o

Pozitif Giiclii l'[u.k.emmel Negatif Giiclii Miikemmel o ! Dogrusal olmayan *

poritif pouitif . negatif  megatif Korelasyonyok it iliski

Sekil 23. Korelasyon iliskileri.

Deneysel verilerin dogrusal iliskiye uygunlugu korelasyon katsayisindan (r) cok determinasyon
katsayr (R?) ile olgiilebilir. R? degeri agiklanan varyasyonun toplam varyasyona oram olarak
hesaplandigindan 1’e ne kadar yakmsa, ortaya konulan dogrusal model denkleminden elde
edilen y degeri ile deneysel/©lgiim sonucunda elde edilen y degeri arasmda yakmn iliski
oldugunu dolayisiyla ortaya konulan dogrusal modelin veri setini ¢ok iyi agikladigi anlamina

gelmektedir.
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Artiklarin Analizi: Regresyon analizinde artiklar; 6lgiim sonucu ile model fonksiyondan elde
edilen sonuclar arasmdaki fark olarak tammlanir. Iki degiskenin arasmdaki iliskinin ortaya
konulmas1 i¢in olusturulan basit sagihm grafiginde lneer bir iliski olup olmadig1 her zaman
anlasilamayabilir. Dolayisiyla lneer ilisgkinin ortaya konulmasi igin her zaman artiklarin

grafiksel olarak incelenmesi Onerilmektedir.

Sekil 24’da artkk grafigi Ornekleri verilmistir. Bu grafikte derisime karsiik yiizde artklar
arasmdaki iliski belirtilmistir. Sektorel rehberlerde maksimum yiizde sapma i¢in hedef degerler
belirtilmektedir Kalibrasyon egrisinin dogrusal modelinin kabul edilebilirligi i¢n her bir
kalibrasyon noktasmdaki yiizde sapma degerinin, bu hedef degerden kiicik olmasi
beklenmektedir (9). Sekil 25°de ise farkl durumlar1 agiklayan artik grafikleri mevcuttur. Buna
gore (a) olusturulan grafikk en ideal bir gortiniimdiir. Ciinkii artklar sifirin etrafinda rastgele
dagimaktadir; (b)’de lineer bir egilim olup, muhtemelen yanhs bir fonksiyonsegilmis veya
hesaplamalarda hata yapilmistr. (c)’de varyanslarin derisim ile orantili olarak arttigi veya
homojen olmadig1 disiiniilebilir (lineer olmayan regresyonlarda varyanslar homojen kabul
edilir veya aralk varyanslarm homojen oldugu pargalara ayrilr, (d) yanhs regresyon
fonksiyonu se¢iminin sonucudur. Sistematik egilimler, dogrusallifin olmadigini veya seviye ile
brrlikte varyansin degistigini gosterir. Eger varyans (ya da standart sapma) derisimle orantil

ise basit dogrusal regresyonu kullanmak yerine agrlhkli regresyon hesaplamasmin kullanilmasi

uygun olacaktir.
15% -
10% | =======-=
5% 4 === memeeememssssssssssmsssssssmsssssEssssss-.-
Sapmalar 0% | & % X A
% X
-5% - I R
0% 4 m==e==--
'15%"{0 T T T T T T T T T T T T 1
010 25 50 100 150 250

Kalibrasyon noktalari, ug/k.

Sekil 24. Derisime kars1 sapmalarin ¢izimi.

5104

METODUN GECERLIi KILINMASI VE DOGRULANMASI iGiN BILGILENDIRME KILAVUZU
TURK,AKREDITASYON KURUMU



d} (a) dl (bl
.
+| ® . ® + . ® * : *
L [ ) . Ll L]
. o . - L] . L4 . L]
Ol . . S -~ 0 = s -
. .
- . . . ® . _ « o ®
L ] hd L ]
dh (c) . df (d)
. ° [
. .o . . . * .
e T . . . . . * * . '. .
+ o . . ., . . o .
ole 0 . .
-. . x ° ®e . . o X
- . . !. . . - L] . -
* * o * hd

Sekil 25. Artk grafigi 6rnekleri.

Ozellikle kromatografik analizlerde kalibrasyon egrisinin uyumu bagl artklarm standart

sapmasmin hesaplanmasi ile ifade edilir ve hedef parametreler de bu deger {istiinden verilir
(61).

. Z(Yrel,i - Y—vrel)z Denklem 91
Srr = nk — 2

Burada bagil artiklar Yreli= Ay; 1Y, (artiklar/ X; derisimi i¢in kalibrasyon model denkleminden
hesaplanan ¥; degeri); artiklar ise AY; = Y; — ¥ ; yi burada belirli bir xi derisimine karst 6lgiim
sonucu elde edilen degerdir; n Kalibrasyondaki nokta sayisidir; K ise her bir noktann ne kadar
tekrarla Olciim yapildigi sayidir; serbestlik derecesi ise (nk-2)’dir.

2. Dogrusal olmayan ikinci dereceden fonksiyonlarinin modeli

Bu model, dogrusal modelin yeterliligi kantlanamadigi durumda, 6nemli bir dogrusal olmayan
iliski bulunduktan sonra diisiiniilmelidir. Bumodel de, dogrusal modelde oldugu gibi sonuglarin

normal dagilimini ve ¢cahsma araligindaki varyanslarin homojenligini gerektirir.

Dogrusal modelin yeterliligi ispat edilemiyorsa, dogrusal olmayan ikinci dereceden

fonksiyon modeli uygulanir (14). Bu durumda, verilerin grafik gosterimi bir parabol olacaktir.
Dogrusal olmayan /modelin denklemi asagidaki sekilde tanmlanir:
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y = a+bx + cx? Denklem 92

b ve ¢ katsayilar1 birlikte egrinin simetri eksenini kontrol eder ve aym zamanda kdsenin x ekseni
koordinatidir.

X: derigim

y: 6l¢iim sonucu/ yanit degeri

a: sabit bir terim olup egrinin yiiksekligi veyay eksenini kesme noktasi
b: dogrusallik katsayisi

c: ikinci derece katsayi; egrinin y ekseninde karsilik gelen egimi
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