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

Weryfikacja - sprawdzenie możliwości prawidłowego 

realizowania metody przed jej wprowadzeniem, 

sprawdzenie czy metoda osiąga wymagane 

parametry

Zapisy z przeprowadzonej weryfikacji powinny być 

zachowywane.  

Weryfikacja powinna być powtórzona w przypadku 

zmian w metodzie.



Walidacja wg normy PN-EN ISO/IEC 

17025:2018-02 

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

Walidacja jest procesem.



Walidacji podlegają

• metody nieznormalizowane

• metody opracowane przez laboratorium

• metody znormalizowane wykorzystywane 
poza przewidzianym dla nich zakresem 

• metody znormalizowane, które zostały 
zmodyfikowane



Techniki stosowane do walidacji metody to:

• wzorcowanie  lub wyznaczanie systematycznego błędu 
pomiaru i precyzji z wykorzystaniem wzorców 
odniesienia lub materiałów odniesienia 

• systematyczna ocena czynników wpływających na 
wynik

• badanie odporności metody poprzez zmianę 
kontrolowanych parametrów (temperatura, objętość) 

• porównanie wyników uzyskanych innymi metodami

• porównania międzylaboratoryjne

• ocena niepewności wyników pomiarów



Powtórna walidacja metody gdy 
zwalidowana metoda ma wprowadzane 
zmiany, których oddziaływanie jest 
określone jako mające wpływ na walidację 
pierwotną.

• odpowiednie do potrzeb klienta

• spójne z wyspecyfikowanymi wymaganiami

dla zamierzonego zastosowania

Cechy zwalidowanych metod:



Zapisy z walidacji:

• zastosowana procedura walidacji

• specyfikacja wymagań

• cechy charakterystyczne metody

• uzyskane wyniki

• stwierdzenie walidacyjne dla metody, 
wskazujące na jej przydatność do 
zamierzonego zastosowania 



Walidacja może obejmować parametry:

• dokładność 

• odtwarzalność 

• powtarzalność

• czułość

• precyzję

• poprawność

• liniowość

• granicę wykrywalności

• granicę oznaczalności

• selektywność, specyficzność

• zakres roboczy

• stabilność

• wydajność amplifikacji

• niepewność

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



Weryfikacja może obejmować parametry:

• precyzję (RSDr)

• poprawność (błąd systematyczny)

• liniowość (współczynnik R²), wydajność 
amplifikacji

• granicę wykrywalności

• granicę oznaczalności

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



Stabilność

Zdolność metody lub urządzenia do odporności na 
działanie czynników zewnętrznych -wytrzymałość 
metody, urządzenia.

Dla metody PCR czynniki, które mogą wpływać na jej 
stabilność to:

• termocykler
• mastermix
• objętość reakcji
• stężenie starterów i sond
• temperatura przyłączania starterów

Badanie stabilności (elastyczności) metody powinno 
udowodnić niezawodność analizy po wprowadzeniu 
niewielkich celowych zmian parametrów metody.
Kryterium akceptacji: odchylenia przy niewielkich celowych 
zmianach nie powinny być większe niż ±30%



Czułość

Najmniejsza ilość składnika, która 
daje sygnał i może być oznaczana 
daną metodą badawczą.

Selektywność, specyficzność

Miara zdolności metody do 

wykrywania określonego fragmentu 

DNA z mieszaniny.



Powtarzalność (precyzja w warunkach powtarzalności)

Stopień zgodności między wynikami przy 
powtarzaniu badania w określonych warunkach tą 
samą metodą badawczą.

Kryterium akceptacji: RSDr≤25%

Odtwarzalność wewnątrzlaboratoryjna

Stopień zgodności między wynikami przy 
powtarzaniu badania przez wszystkich analityków tą 
samą metodą badawczą w określonych warunkach.

Kryterium akceptacji: RSDR<35%



Zakres roboczy
Zakres w którym metoda zachowuje jednorodność, 
liniowość. Zakres ten można określić jako zakres 
stosowania, w którym można osiągnąć akceptowalną 
poprawność i precyzję.

Kryterium akceptacji: RSDr i poprawność ≤25%

Stopień zgodności między średnią wartością uzyskaną z 
dużej serii pomiarów, a przyjętą wartością odniesienia.

Poprawność metody powinna zostać sprawdzona poprzez 
analizę odpowiednich materiałów referencyjnych z 
certyfikowaną zawartością oznaczanego składnika.

Kryterium akceptacji: ±25% od oczekiwanej wartości 
wzorcowej

Poprawność, błąd systematyczny (dokładność)



Liniowość
Zdolność do uzyskiwania wyników pomiaru wprost 
proporcjonalnych do stężenia substancji oznaczanej w próbce, 
w określonym zakresie – zgodnie z wyznaczonym równaniem 
funkcji regresji y=ax+b

Zależność między obiema zmiennymi charakteryzuje 
współczynnik korelacji R

Kryterium akceptacji: R²≥0,98 (współczynnik determinacji)

Parametr zależny od współczynnika nachylenia krzywej 
standardowej (slope).

Wyliczany jest ze wzoru: 

Przyjęto,  że slope =-3,32 odpowiada 100% wydajności.

Kryterium akceptacji: -3,1≥slope≥-3,6

Wydajność amplifikacji



„Dokładność – względne odchylenie standardowe w warunkach 
powtarzalności (RSDr)”: względne odchylenie standardowe 
wyników badań uzyskanych w warunkach powtarzalności. 
Warunki powtarzalności to warunki, w jakich uzyskano wyniki 
badań prowadzonych tą samą metodą, na identycznym 
materiale badawczym, w tym samym laboratorium, przez tego 
samego użytkownika, przy użyciu tego samego sprzętu, w 
krótkich odstępach czasu (Rozporządzenie Komisji (UE) nr 619/2011)

Precyzja



Granica wykrywalności (LOD)

Najmniejsza ilość analitu lub najmniejsze jego stężenie w próbce 
badanej, które zostały wykazane badaniami 
międzylaboratoryjnymi lub odpowiednią walidacją, możliwe do 
wykrycia w sposób nie podlegający wątpliwości, lecz 
niekoniecznie możliwe do oznaczenia ilościowego (PN-EN ISO 24276)

Jest to najmniejsza ilość substancji badanej jaką można wykryć 
w badanej próbce daną metodą badawczą. 

LOD powinno być mniejsze od 1/20 stężenia docelowego, np. dla 
0,9% teoretyczna wartość LOD powinna być mniejsza od 0,045% 
(Definition of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of GMO 
Testing. European Network of GMO Laboratories, ENGL)



Granica oznaczalności (LOQ)

Najmniejsza ilość analitu lub najmniejsze jego stężenie w próbce 
badanej, które zostały wykazane badaniami 
międzylaboratoryjnymi lub odpowiednią walidacją, możliwe do 
oznaczania ilościowego z akceptowaną precyzją i 
dokładnością.(PN-EN ISO 24276)

Jest to najmniejsza ilość substancji badanej jaką można pewnie 
oznaczyć ilościowo z akceptowalnym poziomem precyzji i 
dokładności.

LOQ powinno być mniejsze od 1/10 stężenia docelowego przy 
względnym odchyleniu standardowym w warunkach 
powtarzalności (RSDr)≤25% , np. dla 0,9% teoretyczna wartość 
LOQ powinna być mniejsza od 0,09%. 

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



Źródła niepewności

• Metoda 

• Środowisko

• Personel

• Wzorzec

• Obiekt badany

Suma niepewności ze źródeł 
niepewności daje niepewność 
złożoną.

Niepewność rozszerzona 
(niepewność całkowita) jest iloczynem 
współczynnika rozszerzenia (k)
i złożonej niepewności standardowej

• Niepewność standardowa – np. 
odchylenie standardowe

• Złożona (całkowita) niepewność 
standardowa – uc
jest oszacowanym odchyleniem 
standardowym równym dodatniemu 
pierwiastkowi kwadratowemu 
całkowitej wariancji otrzymanej przez 
uwzględnienie wszystkich składników 
niepewności

• Niepewność rozszerzona  U – zakres 
w którym znajduje się wartość 
mierzonej wielkości z dużym 
poziomem ufności 

• Współczynnik rozszerzenia dla poziomu 
ufności 95% wynosi k=2

Szacowanie niepewności



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

Weryfikacja - praktyczne wyznaczanie 
parametrów dla ilościowego Real Time PCR



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

Weryfikacja - praktyczne wyznaczanie 
parametrów dla ilościowego Real Time PCR



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

Schemat doświadczenia – dokładność, precyzja



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

Schemat doświadczenia – dokładność, precyzja



Definition of Minimum Performance Requirements for 

Analytical Methods of GMO Testing, JRC,ENGL, 2015

Schemat doświadczenia – stabilność





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



Radzików

05-870 Błonie

tel. +48 22 733 45 00

NIP: 5290007029

REGON: 000079480

e-mail: postbox@ihar.edu.pl

www.ihar.edu.pl

Dziękuję za uwagę

Magdalena Żurawska-Zajfert

tel.  22 733 45 26 lub 22 733 45 00 wew. 319

e-mail: m.zurawska@ihar.edu.pl


