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Weryfikacja wg normy PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02

Weryfikacja - sprawdzenie mozliwosci prawidtowego
realizowania metody przed jej wprowadzeniem,
sprawdzenie czy metoda osigga wymagane
parametry

Zapisy z przeprowadzonej weryfikacji powinny by¢
zachowywane.

Weryfikacja powinna by¢ powtorzona w przypadku
zmian w metodzie.
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Walidacja wg normy PN-EN ISO/IEC
17025:2018-02

Walidacja powinna bycC na tyle obszerna aby
spetniC potrzeby danego zastosowania lub
obszaru zastosowania. (17025:2018-02)

Walidacja jest procesem.
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Walidacji podlegaja

* metody nieznormalizowane
* metody opracowane przez laboratorium

* metody znormalizowane wykorzystywane
poza przewidzianym dla nich zakresem

* metody znormalizowane, ktore zostaty
zmodyfikowane
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Techniki stosowane do walidacji metody to:

* wzorcowanie lub wyznaczanie systematycznego btedu
pomiaru i precyzji z wykorzystamem WZOrcow
odniesienia lub materiatow odniesienia

* systematyczna ocena czynnikow wptywajgcych na
wynik

* badanie odpornosci metody poprzez zmiang
kontrolowanych parametrow (temperatura, objetosc)

e porownanie wynikow uzyskanych innymi metodami
e porownania miedzylaboratoryjne

e ocena hiepewnosci wynikow pomiarow
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Cechy zwalidowanych metod:

« odpowiednie do potrzeb klienta
* spojne z wyspecyfikowanymi wymaganiami

dla zamierzonego zastosowania

Powtorna walidacja metody gdy
zwalidowana metoda ma wprowadzane
zmiany, ktorych oddziatywanie jest
okreslone jako majgce wptyw na walidacje
pierwotna.
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Zapisy z walidacji:

 zastosowana procedura walidacji
* specyfikacja wymagan

 cechy charakterystyczne metody
 uzyskane wyniki

* stwierdzenie walidacyjne dla metody,
wskazujgce na jej przydatnosc do
zamierzonego zastosowania
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Walidacja moze obejmowac parametry:

 doktadnosc¢ * granice wykrywalnosci

» odtwarzalnosc e granice oznaczalnosci

» powtarzalnosc « selektywnosc, specyficznosc
* czutoscC « zakres roboczy

* precyzje » stabilnosc

* poprawnosc « wydajnos¢ amplifikacji

* linlowos¢ *  Niepewnosc

PN-EN ISO/IEC 17025:2005,

Definition of Minimum Performance Requirements for. Analytical Methods of GMO Testing. European Network of GMO
Laboratories (ENGL),

PN-EN ISO 24276
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Weryfikacja moze obejmowac parametry:

* precyzje (RSDr)

* poprawnosc (btad systematyczny)

* liniowosc¢ (wspotczynnik R?), wydajnosc
amplifikacji

 granice wykrywalnosci

 granice oznaczalnosci

Guidance document from the European Network of GMO
laboratories (ENGL) ,Verification of analytical methods
for GMO testing when implementing interlaboratory
validated methods” EUR 29015 EN - 2017
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Stabilnosé

Zdolnos¢ metody lub urzgdzenia do odpornosci na
dziatanie czynnikow zewnetrznych -wytrzymatosc
metody, urzgdzenia.

Dla metody PCR czynniki, ktére mogg wptywac na jej
stabilnosc to:

termocykler

mastermix

objetos¢ reakcji

stezenie starterow i sond
temperatura przytgczania starterow

Badanie stabilnosci (gela,stycznqéci) metody powinno
udowodniC niezawodnoSc¢ analizy po wprowadzeniu
niewielkich celowych zmian parametrow metody.

Kryterium akceptacji: odchylenia przy niewielkich celowych
zmianach nie powinny byc¢ wieksze niz £30%
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Czutosé

Najmniejsza iloScC sktadnika, ktora
daje sygnat i moze byC oznaczana
dang metodg badawcza.

Selektywnosc, specyficznosc¢

Miara zdolnosci metody do
wykrywania okreslonego fragmentu
DNA z mieszaniny.
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Powtarzalnosc¢ (precyzja w warunkach powtarzalnosci)

Stopien zgodnosci miedzy wynikami przy
powtarzaniu badania w okreslonych warunkach tg
samg metodg badawcza.

Kryterium akceptacji: RSDr<25%

Odtwarzalnos¢ wewnatrzlaboratoryjna
Stopien zgodnosci miedzy wynikami przy

powtarzaniu badania przez wszystkich analitykow tg
samg metodg badawczg w okreslonych warunkach.

Kryterium akceptacji: RSDR<35%
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Zakres roboczy

Zakres w ktorym metoda zachowuje jednorodnosc,
liniowosc¢. Zakres ten mozna okresli¢ jako zakres

stosowania, w ktorym mozna osiggngc¢ akceptowalng
poprawnosc i precyzje.

Kryterium akceptacji: RSDr i poprawnos¢ <25%

Poprawnosc, btad systematyczny (doktadnosé)

Stopien zgodnosci miedzy srednig wartoscig uzyskang z
duzej serii pomiarow, a przyjetg wartoscig odniesienia.
Poprawnos¢ metody powinna zostac sprawdzona poprzez
analize odpowiednich materiatow referencyjnych z
certyfikowang zawartoscig oznaczanego skfadnika.

Kryterium akceptacji: £25% od oczekiwanej wartosci
wzorcowej
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Liniowosc
Zdolnosc do uzyskiwania wynikow pomiaru wprost
proporcjonalnych do stezenia substancji oznaczanej w probce,

w okreslonym zakresie — zgodnie z wyznaczonym rownaniem
funkcji regresji y=ax+b

Zaleznos¢ miedzy obiema zmiennymi charakteryzuje
wspotczynnik korelacji R

Kryterium akceptacji: R*=0,98 (wspotczynnik determinacii)
Wydajnos¢ amplifikaciji

Parametr zalezny od wspotczynnika nachylenia krzywej

standardowej (slope). |, .
' i | Slope |
Wyliczany jest ze wzoru: Z&fficiency =10 ) _q

Przyjeto, ze slope =-3,32 odpowiada 100% wydajnosci.

Kryterium akceptaciji: -3,1=slope=-3,6
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Precyzja

,Doktadnosc¢ — wzgledne odchylenie standardowe w warunkach
powtarzalnosci (RSDr)”: wzgledne odchylenie standardowe
wynikow badan uzyskanych w warunkach powtarzalnosci.
Warunki powtarzalnosci to warunki, w jakich uzyskano wyniki
badan prowadzonych tg samg metodg, na identycznym
materiale badawczym, w tym samym laboratorium, przez tego
samego uzytkownika, przy uzyciu tego samego sprzetu, w
krotkich odstepach CZaSU (Rozporzgdzenie Komisji (UE) nr 619/2011)

SD
RSD, = —=x 100

SD - odchylenie standardowe

M — Srednia wynikow z 10 powtérzen
(aby przy poziomie ufnosci=95% k=2)
RSDr < 25%
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Granica wykrywalnosci (LOD)

Najmniejsza ilos¢ analitu lub najmniejsze jego stezenie w probce
badanej, ktore zostaty wykazane badaniami
miedzylaboratoryjnymi lub odpowiednig walidacjg, mozliwe do
wykrycia w sposob nie podlegajgcy watpliwosci, lecz
niekoniecznie mozliwe do oznaczenia iloSciowego (PN-EN ISO 24276)

Jest to najmniejsza ilos¢ substancji badanej jakg mozna wykryc¢
w badanej probce dang metodg badawcza.

LOD powinno by¢ mniejsze od 1/20 stezenia docelowego, np. dla

0,9% teoretyczna wartos¢ LOD powinna by¢ mniejsza od 0,045%
(Definition of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of GMO
Testing. European Network of GMO Laboratories, ENGL)
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Granica oznaczalnosci (LOQ)

Najmniejsza ilos¢ analitu lub najmniejsze jego stezenie w probce
badanej, ktore zostaty wykazane badaniami
miedzylaboratoryjnymi lub odpowiednig walidacjg, mozliwe do
oznaczania ilosciowego z akceptowang precyzjqg i
doktadnoscig.(PN-EN 1SO 24276)

Jest to najmniejsza ilos¢ substancji badanej jakg mozna pewnie
oznaczyc¢ ilosciowo z akceptowalnym poziomem precyzji i
doktadnosci.

LOQ powinno by¢ mniejsze od 1/10 stezenia docelowego przy
wzglednym odchyleniu standardowym w warunkach
powtarzalnosci (RSDr)<25% , np. dla 0,9% teoretyczna wartosc¢
LOQ powinna by¢ mniejsza od 0,09%.

(Definition of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of GMO
Testing. European Network of GMO Laboratories-ENGL)
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Szacowanie niepewnosci

* Niepewnosc standardowa — np.

Zrodta niepewnosci _
odchylenie standardowe

 Metoda =

: . « Ztozona (catkowita) niepewnosc
+ Srodowisko e e, Standardowa — uc .
+ Personel engeenend  J@st 0szacowanym odchyleniem
ot coment naccorsencewin €0 Standardowym rownym dodatniemu
* Wzorzec pierwiastkowi kwadratowemu
- Obiekt badany =R calkowitej wariancji otrzymanej przez

uwzglednienie wszystkich sktadnikow
P\ | niepewnosci

> 2~ * Niepewnos¢ rozszerzona U — zakres
, # w ktorym znajduje sie wartosc

Suma niepewnosci ze zrodet
niepewnosci daje niepewnosc¢
ztozona.

Niepewnosc rozszerzona - - - .
(niepewnosc¢ catkowita) jest iloczynem mierzonej wielkoselizdueym

wspotczynnika rozszerzenia (k) p02|c’)mem Pf”OSC' _ _
i zZtozonej niepewnosci standardowej * Wspotczynnik rozszerzenia dla poziomu
ufnosci 95% wynosi k=2
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Weryfikacja - praktyczne wyznaczanie
parametrow dla ilosciowego Real Time PCR

1. Optional: Test at least 3 target CDﬂl.’.‘E'ﬂItt‘ElTiDﬂS in the range cf 300 ng — 0.1 ng
Preliminary test | (dependent on plant spemes}

to define e.g. 300 ng Maize DNA c-::n‘espnuds to approx. 110 000 endogenes gene
appropriate DNA | copies whereas (.1 ng corresponds to approxemately 37 copies.
concentrations

2 DTma.m.tc Example 1: 2 calibration curves munimmum requirements

range. 1

coefficient. and 5 calibration points with 3 PCR rephcates each (triplicates)
amplification All slopes shall be i the range of -3.6 = slope = -3.1 and all B’ values
efficiency should be = 0.98.

Example 2: 4 calibration curves;

5 calibration points with 2 PCR replicates each (duplicates)
average of 4 slopes and R’ are used to verify the acceptance.

Example 3: 2 calibration curves;
8 calibration points in 5 PCR. replicates (pentaplicates) also covening the

low cencentrations for LOD and L.OQ. Average of the part above LOQ
for slope and R’ are used to verify the acceptance.

Guidance document from the European Network of GMO laboratories
(ENGL) ,Verification of analytical methods for GMO testing when
implementing interlaboratory validated methods” EUR 29015 EN - 2017
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Weryfikacja - praktyczne wyznaczanie
parametrow dla ilosciowego Real Time PCR

At least 2 GM levels (one around labeling threshold and one around
LOQ, a third recommended to the upper part of the dynamic range)

Example 1: 2 DNA extraction replicates per GM level, 2 PCER replicates
per extraction/plate, 4 plates resulting in 16 test results and § GM-
estimations per GM level* (Fig. 2)

3. Trueness,
Precision, RSDy | Example 2: 2 DNA extraction replicates per GM level, 4 PCE. replicates
per extraction/plate, 2 plates resulting in 16 test results and 4 GM-
estimations per GM level® (Fig. 3)

For estimation of the intermediate precision PCE. runs are carmed out at
least on two different days by the same operator or, if possible, by an
additional operator.

LOGQ: 10 PCE. replicates at a low concentration (e.g. 80, 60, 40, 20, 10,
5. and 1 copies). LOQ) is the lowest concentration of a series where RSD
of the copy mumber measurements are below 23% and the pomt 15

4. 1.0Q.1.0D covered by the standard curve.

LOD: 10 PCE. replicates at a low concentration (e.g. 20, 10, 5, and 1
copies). LOD 1s then the lowest concentration i a series where all
replicates are positive.

Guidance document from the European Network of GMO laboratories
(ENGL) ,Verification of analytical methods for GMO testing when
implementing interlaboratory validated methods” EUR 29015 EN - 2017
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Schemat doswiadczenia — doktadnosc, precyzja
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Guidance document from the European Network of GMO laboratories
(ENGL) ,Verification of analytical methods for GMO testing when
implementing interlaboratory validated methods” EUR 29015 EN - 2017
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Schemat doswiadczenia — doktadnosc, precyzja

GM level 1
Sample (e.g. CRM) E
row
TR
DNA extraction replicates J
¥ ¥
v PN
— l_
7Y Hh
PCR replicates IUI ll_l Lj L‘
W

\ PCR result 1 PCR vesult?

A
iy b
IR

\  PCR result3 PCR result 4

GM level 2

FCR result 1 PCR resuilt 2

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy (IHAR-PIB)

GM ievel 3 (optional)

Be Y

1. PCR plaie
fi gy e
—_ =
PCR resuit i PCR resuit 2 )
He o
|I_I 2. PCR plaie

PCR resuli 3 PCR resuilr 4 i

Guidance document from the European Network of GMO laboratories
(ENGL) ,Verification of analytical methods for GMO testing when
implementing interlaboratory validated methods” EUR 29015 EN - 2017
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Tabks 1. Example of condlane eeked

Schemat doswiadczenia — stabilnos¢

Fachor Condilan d Condi@on 1 |
Thermal cycler | A 5
(orand/modsal) |
Master mix | unchanged -10% |
concaniration
Prirmer canc2ntatian unchanged - 30% |
Proba concentrafion unchan - 30% |
Master mix volume (tolal | 19 plL master mix + 5 pL | 24 qunaa1errnl:+5|JL5an1|:lE|
of 25 uL) sample DMA, DA,
Anneaing femparature +1"C -1"C |
Tabke 2 Multfaciarial desigm of ihe conditone Gutined in tabie 1
| Combination
Factar 1 3 3 F] 5 5 7 E
Tharmal cychar a K] 1] a i 1 1 i
kaekar mix a O i i a a 1 i
Frimer a 1 o i a i O |
concemntration
Frobe a 1 i a i a O i
concentration . .
Maebar mix ] | 1 1 1 ] 1]
yolumea | |
Annaaling a 1 o i i a i o
temperature

Definition of Minimum Performance Requirements for
Analytical Methods of GMO Testing, JRC,ENGL, 2015
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(ironevitonn |

e

Quantitative
Qualitative
= Erobsen, Masrio
ﬂuppﬂ:ihlllt‘p Concen rations
» Fepankdiiy B cienoy
Practicabliity o nennicn
Limit of - L00, Limt of 00,
Cretection * LO0,, faprians]) Detection * 100, fosdonal)
= Theorescal
m o Engeari rroanitil
Crasstalk = Filtar Nasdthroug Crosstalk = e Blemcthrough
= Qg Censemintien.
Robustness Aedtaan Vabarme, T
+ EMficiancy ® EMiciincy
Dynamic Range * B coeffickem Oymamic Range * Bf opeficient
Limit of = LDG, Limit af LY7o
Quantification = (0a, (eatenal Quantification = Lo, (aptand]
+ Trueness ® Trusemess
Accuracy L= Accuracy « Ermclalon

Multiplex PCR Target sequence A Target sequence B Target sequence C
Condition {copies/reaction) (copies/reaction) (copies/reaction)
Test LODasym
target A” 10 2,500 2,500
Test LOD s
target B 2,500 2,500
Test LODagym 2,500 2,500 10
target C ! !
Target Target Target Target
sequence A sequence B sequence C sequence D
Condition
(copies/ (copies/ (copies/ (copies/
reaction) reaction) reaction) reaction)
Cross-talk A 0 20,000 20,000 20,000
Cross-talk B 20,000 0 20,000 20,000
Cross-talk C 20,000 20,000 0 20,000
Cross-talk D 20,000 20,000 20,000 0

»Guidance document on multiplex real time PCR methods” EURL-GMFF 2021
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