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ONSOZ

Son yillarda gida giivenligi ve giivenilirligi konusunda diinyanin en ¢ok ilgilendigi konularin
basinda biyoteknoloji ve biyoteknolojik yontemlerle elde edilen genetik olarak degistirilmis
organizmalarin (GDO) kullanimi1 gelmektedir. Tarim {iriinlerinde modern biyoteknolojiyi
kullanarak iiriin dayanikliligini, verimini ve kalitesini arttirma gibi amaglarla genetik degisiklik
yapilmaktadir. GDO’lara iligkin diinyadaki gelismelerin yakindan takip edilmesi, iilkemizin bu

konudaki politikalarinin belirlenmesi agisindan oldukga 6nemlidir.

Diinya iizerinde GDO’lu tarimsal iiriin ekimi yapan birgok iilke bulunmaktadir. Ulkemizde
gida amagl onay verilmis bir gen bulunmamaktadir ve GDO’lu {irtinlerin birincil {iretimi
yasaktir. Bu sebeple Bakanligimiz ithalat kontrolleri ve yurt i¢i kontrollerinde
laboratuvarlarimiz tarafindan yapilacak GDO analizleri ve analiz sonuglarmin giivenilirliginin
saglanmasi i¢in metotlarin verifikasyonu biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda
Laboratuvarlarimizda GDO analizleri ile ilgili metot birliginin saglanmasi ve GDO
analizlerinde uygulanacak verifikasyon parametrelerinin belirlenmesi amaci ile Bakanligimiza
bagli Gida Kontrol Laboratuvarlarindan ve Bakanligimiz tarafindan yetkilendirilen Ozel Gida
Kontrol Laboratuvarlarindan konu uzmanlarinin katilimiyla yapilan toplantilar ve
uzmanlarimizin  Ozverili ¢alismalar1 neticesinde olusturulan ve yayimlanan “GDO
Analizlerinde Verifikasyon Rehberi”, ulusal/uluslararasi dokiimanlar dogrultusunda ve konu

uzmanlarimizin degerli katkilari ile giincellenmistir.

“GDO Analizlerinde Verifikasyon Rehberi”nin hazirlanmasinda ve giincellenmesinde yogun
caba sarfeden konu uzmanlarina, Genel Miidiirliigiimiiz personeline ve bu konuda emegi

gecenlere siikranlarimi sunuyorum.

Dr. Durali KOCAK
Gida ve Kontrol Genel Muduru

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
Giincelleme No & Tarihi: 02- Subat 2023



YONETIM KOMITESI

Dr. Durali KOCAK
Selman AYAZ
Erol BULUT

Osman AKYUZ
Tevfik B. ALTUNKAYNAK

! T.C. TARIM VE ORMAN BAKANLIGI

Genel Miidiir

Genel Miidiir Yardimcisi

Gida Kontrol ve Laboratuvarlar D. Bsk.
Miihendis (Calisma Grup Sorumlusu)
Tarim ve Orman Uzmani

GOREV ALANLAR VE KATKIDA BULUNANLAR (*)

Nihal AKMAN

Sevgi AKSOY

Ali ALMA

Erdem ARTUVAN

Elif ATMACA

Dr. Géniil GUVEN AYATA

Sule AYDIN

Beyza BALABAN

Dr. Fatma GUNGOR BOYNUEYRI
Dr. Ziimriit URKUT COPCUOGLU
Hasan CELLIK

Ayfer DEMIREL

Fatma AYDIN ERARSLAN

Dr. Recep GECKINLI

Aykut GULEREN

Alper GUNGOR

Dr. Burcu GUVEN

Sevda YAZICI

* Soyadina gore alfabetik dizin

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
Giincelleme No & Tarihi: 02- Subat 2023

Dr. Ayse GUMUS KARACA
Dr. Safak BASIACIK KARAKOC
Dursun KIRISIK

Giilhis KOKANGUL

Dr. Esra Alpozen MENGEN
Dr. Eren NUMANOGLU
Feryal OKSUZCE

Aybike ONER

Cigdem ONER

S. Dilek OZCAN

M. Kiirsat OZTURK
Utkucan PARLAKCI

Dr. Giilsen SOYLEMEZ
Ferruh TOMBUL

Orhan TURAN

H. Aytiil TURKMENOGLU
Metin YILDIRIM

Dog. Dr. Aysun YILMAZ



! T.C. TARIM VE ORMAN BAKANLIGI

ICINDEKILER
1. AMAQC VE KAPSAM ...ttt ettt ettt neeenee e 1
2. VERIFIKASYON PARAMETRELERI ......cccoconiiiiiniiiiineess e 1
2.1. DNA Ekstraksiyonu ve Saflagtirtlmast.........cccoeoiiiiiiniiiiciiieceeee e 2
2.1.1. InhibiSyon KONtrOI .....c.cv.evevieeieicieicecieieee et 2
2.2, Yanl1s POZItif OTaN1 (20) ..veeiueeiieeiiiiiiie ettt 4
2.3. Yanlig Negatif Orant (90).....ccuiueeieriiiaiieiiiesie ettt 4
2.4. Tespit Limitinin (LOD) Hesaplanmasi...........ccoooveiiiiiieiiiiiic e 5
2.4.1. ROIatif LOD (LODI6I) «ovveverveiveriesiesiisesseeiesie e stestesiessessessessesseessessessessessessessessesseenes 5
2.4.2. ADSOLit LOD (LLODabs) «.vveveereesiuerueaeeseesieasesseeseeaeessessseaseessesssessssssesssessssssesssessessses 5
2.4.3. ASIMELIK LOD (LODasym) -.e.ecseeererereerereaseersereseesesessesessesesessessssesessesessssessssessssesessens 6
2.5, CrOSS-TAIK. ... 7
2.6. Kesinlik (Precision) (Kantitatif) ...........ccooiiiiiiiiieise e 8
2.6.1. TekrarlanabilirliK ..........cccooiiiiiiii e 9
2.7. Olgiim Limitinin Hesaplanmas1 (LOQ) (Kantitatif) ..............cccococoveeriieiecieeeeecceen, 9
2.7.1. ROlatif LOQ (LOQUel) - reerveeeeesiesiesriaieaseeiesiesiestestessessessessessesseessessessessessessessessesennes 9
2.7.2. Absoliit LOQ (LOQaDS) «errverrerrerrerresrenreaseaiesiessestestessessessesseesesseessessessessessessessessessennes 9
2.8. DOZIUIUK (TTUCNESS) ... 10
2.9. Dinamik Aralik, R? Katsayis1 ve Amplifikasyon Verimliligi (Kantitatif)..................... 11
2.10. Saglamlik (RODUSENESS) .....vveiuriiiieiiieiie i 12
3. IC KALITE KONTROLLERI ..........cooooiviiiiiieeeee e 13
4. ILAVE CALISMA YAPILMASI GEREKEN DURUMLAR ..........c.cccccooviviunrnnn, 13
4.1. Personel YetKilendirme ... 13
4.2.Yeni PCR CINAZI ....cooiiiiiiiiie et 15
4.3. Metot/Kit DeGISTKIIZi. . .ecuvieiieiiieiieiie ettt 15
4.4, Alan DeGISIKIIZE. ..ccviiveeiiiiiiiieiie e 15
4.5. Gida Uretimi Amaciyla Yetistirilen Uriinlerin Yaprak, Govde, Kok Gibi Bitki
KISIMIArinim ANALIZE .......eeeiiiieiii e 15
5. KAYNAKLAR L.ttt e et et e et esre e et e e beeebeenneeennes 16
ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018

Giincelleme No & Tarihi: 02- Subat 2023
i



1. AMAC VE KAPSAM

! T.C. TARIM VE ORMAN BAKANLIGI

Bu dokiiman ile laboratuvarlarimizda GDO analizleri ile ilgili metot birliginin saglanmasi ve

GDO analizlerinde uygulanacak verifikasyon parametrelerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Bu dokiiman ulusal/uluslararasi kuruluslarca onaylanmis, valide edilmis standart PCR temelli

kalitatif ve kantitatif GDO analizlerinde verifikasyon c¢alismalarin1 kapsar. Validasyonu

yapilmamis ya da eksik yapilmis metotlar ve ¢oklu (multiplex) kantitatif metotlar bu dokiimanin

kapsam1 digindadir.

2. VERIFiIKASYON PARAMETRELERI

GDO analizlerinde valide edilmis metotlarin laboratuvarlar tarafindan uygulanabilmesi i¢in bir

takim dogrulama ¢aligmalar1 yapilmalidir. Yapilacak ¢alismalar Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. GDO Analizleri i¢in Yapilmas1 Gereken Caligmalar

DNA inhibisyon testi

Verifikasyonunda yapilir.

Parametre Kalitatif metotlar Kantitatif metotlar
DNA ekstraksiyonu ve safligi | Evet Evet
DNA Ekstraksiyon DNA Ekstraksiyon

Verifikasyonunda yapilir.

Dinamik aralik, R? katsayis1 ve

Gerektiginde yapilir. (DNA
ekstraksiyon inhibisyon

. . el kontroliinde ¢alisiimamissa R? | Evet

Sl el ve amplifikasyon verimliligi)
Dinamik aralik yok
Dogruluk (Trueness) - Evet
Kesinlik (Precision) - Evet
Olgiim limitinin hesaplanmasi
- Evet

(LOQ)
Tespit limitinin hesaplanmas: | Evet/ Coklu (Multiplex) i
(LOD) metotlarda* opsiyonel
Asimetrik LOD (LODasym) Coklu (Multiplex) metotlarda* -
Cross-Talk Coklu (Multiplex) metotlarda* -
Yanlisg Pozitif Oran1 % Evet -
Yanlig Negatif Oran1 % Evet -
Saglamlik (Robustness) Gerektiginde Evet* Gerektiginde Evet**

*Coklu (Multipleks) Metot; iki veya daha fazla hedefin bir reaksiyonda es zamanli olarak tespit edildigi metottur.

**Detaylar 2.10°da tanimlanmustir.
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2.1. DNA Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Prosediir: Bu parametre kalitatif ve kantitatif tiim analizler i¢in kullanilir. Metot daha 6nceden
valide edilmigse her DNA ekstraksiyonu en az 2 paralel ve her seferinde ayri test porsiyonu
olacak sekilde ayr1 giinlerde ve farkli analistlerle yapilmalidir.

DNA ektraksiyon verifikasyon ¢alismasi i¢in matriks grubu olarak islenmemis gida, islenmis
gida, yem, tohum ve bitki kisimlari (yaprak, kok, govde gibi) belirlenmistir. Segilen
matrikslerin GDO igermesi zorunlu degildir. Bu matriks gruplarindan hangisi/hangileri
laboratuvarin onayli faaliyet listesinde yer aliyorsa/alacaksa o grubu temsilen belirtilen
matriksle ayr1 giinlerde (en az 3 farkli giinde) 6 tekrarli ekstraksiyon yapilarak sonuglarin
ortalama degeri, standart sapma ve RSD hesaplanir. Ornegin 3 giin x 6 tekrar x 1 matriks = 18
ekstraksiyon analist sayisina boliinerek yapilabilir.

> 067
STSapma=s=\-‘—

RSD% = > %100
X

2.1.1. inhibisyon Kontrolii

Prosediir: Herhangi bir matriksten elde edilen DNA’lardan inhibisyon riski en fazla olan 6rnek
(bebek mamasi, lesitin, DDGS, melas, ¢ikolata ve diger kakaolu iiriinler gibi asir1 islem gérmiis
tiriinler) tercih edilerek, en az bir tanesi inhibisyon testine tabi tutulmalidir. Bu amagla DNA
ekstrakti calisma konsantrasyonuna ayarlanir (6rnegin 40 ng/pL). Bu ¢alisma diliisyonunda en
az 4 noktah diliisyon serisi (1:4, 1:16, 1:64, 1:256) olusturulur. Calisma konsantrasyonundan
ve her bir diliisyondan en az 2 PCR tekrart ¢alisilir. Bu dort diliisyondan kalibrasyon egrisi
olusturulur (Cizelge 2 ve Sekil 1).

Hesaplamanin yapilabilmesi i¢in sirasiyla her bir diliisyon faktorii igin dlgiilen Ct degerleri
yazilir. Bu degerlerin her bir ¢ifti i¢in ortalamasi alimir. ACt, ardisik dilisyonlarin Ct
ortalamalarinin farki ile bulunur. Diliisyon faktoriiniin logaritmalar1 alinir ve Ct ortalamalari ile
logaritmik degerin egrisi cizilir. Egrinin egimi ve R? katsayis1 hesaplanir. Bu ¢aligma takson
spesifik, kloroplast/aktin geni taramasi gibi PCR yontemlerinden herhangi biri ile yapilabilir.
Reaksiyonun verimi asagidaki sekilde hesaplanir;

Verim; 10 ¢V/egim)_1
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Cizelge 2. Kabul Edilebilir DNA Kalitesi

Ornek Kodu: 1
Diliisyon Faktorii Ol"'c"itlen O”’z‘:'fma ACt Bezg‘e“ Logaritma

L4 gj 24.00 200 2.00 -0,6021
1:16 ;g 26.00 2.00 200 21,2041
1:64 ;Z 28.00 200 2.00 -1,8062
1:256 28 30,00 200 200 22,4082

R o . . Tahmini -

Olgiilen Ortalama | Tahmini Ortalama | Degerlendirme

Ct Ct Ct
Ct
Calisma 22

b » 2200 22.00 0,000

32

30

y = -3,3219x + 22
RP =1

\ )
24

22

28

Ct

20

T T
-3,0 -2,5 -0,5 0,0

-2,0 -1,5 -1,0
log(1/diliisyon faktér)

Sekil 1. Kabul Edilebilir DNA Kalitesi Kalibrasyon Egrisi

Kabul kriteri: Inhibisyon testi yapilan DNA ekstraktlar1 asagida belirtilen 3 kriteri de

saglamalidir.

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
Giincelleme No & Tarihi: 02- Subat 2023



! T.C. TARIM VE ORMAN BAKANLIGI

1. Ortalama fark (ACt), 6l¢iilen Ct degeri ile tahmini (ekstrapole) Ct degeri arasindaki fark
< 0,5 olmalidir.
2. Kalibrasyon egrisinin egimi -3,6 ile -3,1 arasinda olmalidir. (Rafine yaglar, lesitin, ileri
islenmis gida ve yemler gibi tiriinlerde bu deger -4,1 ile -3,1 arasinda olabilir)
3. R? degeri > 0,98 olmalidir.
Eger ekstrakte edilen DNA inhibitor iceriyorsa DNA saflastirilmali veya inhibisyonun ortadan
kaldir1ldig1 noktaya kadar diliisyon yapilmalidir.

2.2. Yanhs Pozitif Oram (%0)

Bu oran, bilinen negatif bir numunenin kullanilan metotla pozitif olarak tanimlanmasi
olasiligidir ve yiizde (%) olarak ifade edilmektedir. Bu parametre her ne kadar validasyon
parametresi olsa da laboratuvarlardaki personelin konu hakkindaki yetkinliginin arttirtlmasi

icin tiim kalitatif analizlerin verifikasyonunda istenmektedir.

Prosediir: Istenilen giivenilirlik seviyesi, calismada kullanilan &rneklerin sayisima baghdir.
Onayl faaliyet listesinde yer alan/yer alacak yem, tohum ve gidalarda (islenmis ve islenmemis)
her bir matriks igin 2 ekstraktta 5 tekrarli ¢alisma yapilmalidir (2 ekstraksiyon x 4 matriks x 5
tekrar). Bu asamada 40 ¢alisma tiim personele dagitilarak farkli PCR calismalarinda (farkli

run’larda) toplami 40 tekrar olacak sekilde tamamlanir.

Kabul Kkriteri: Calisma giiven araligi % 95 olmalidir.
% Yanlig Pozitif Sonug = (Pozitif tespit edilen negatif 6rnek sayisi / Bilinen tiim negatif

orneklerin sayist) X 100

2.3. Yanhs Negatif Oram (%)

Bu oran, bilinen pozitif bir numunenin kullanilan metotla negatif olarak tanimlanmasi
olasiligidir ve yiizde (%) olarak ifade edilmektedir. Bu parametre her ne kadar validasyon
parametresi olsa da laboratuvarlardaki personelin konu hakkindaki yetkinliginin arttirilmasi

icin tiim kalitatif analizlerin verifikasyonunda istenmektedir.
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Prosediir: Istenilen giivenilirlik seviyesi calismada kullanilan &rneklerin sayisina baghidir.
Onayh faaliyet listesinde yer alan/yer alacak iirin grubuna goére yem, tohum ve gidalarda
(islenmis ve islenmemis) her bir matriks ig¢in 2 ekstraktta 5 tekrarli ¢alisma yapilmalidir.
Verifikasyonu yapilan gen bolgelerini igerecek sekilde en fazla esik degeri (% 0,9) seviyesinde
(6rnegin LOD diizeyinde; % 0,05, % 0,1 gibi) CRM / CRM’lerle spike yapilarak elde edilen
pozitif numune caligilir (2 ekstraksiyon X 4 matriks x 5 tekrar). Bu asamada toplam 40 ¢aligma

tiim personele dagitilarak farkli PCR ¢alismalarinda (farkli run’larda) yapilir.

Kabul Kriteri: Calisma giiven aralig1 % 95 olmalidir.
% Yanlis Negatif Sonug= (Negatif tespit edilen pozitif 6rnek sayisi / Bilinen tiim pozitif

orneklerin sayist) x 100

2.4. Tespit Limitinin (LOD) Hesaplanmasi
Coklu metotlar i¢in opsiyoneldir.

Prosediir: LOD rélatif (%) veya absoliit (kopya sayis1) olarak hesaplanabilir.

2.4.1. Rolatif LOD (LODral)
Diisiik GM seviyesindeki pozitif kontrol materyalinin en az 10 PCR tekrar ile 6l¢iilmesi ve
ayni ylizdeye sahip tiim tekrarlarin (ayni c¢aligmada) pozitif oldugu en disiik Seviyenin

bulunmasidir.

Kabul Kriteri: Calisma % 95 giiven araliginda validasyon verileri ile uyumlu (< % 0,045 m/m)

olmalidir.

2.4.2. Absoliit LOD (LODabs)

% 95 giliven araliginda LODaps’un belirlenebilmesi igin 60 PCR paraleli gereklidir. Ancak
pratikte 1 kopya zorunlu olmak iizere en az 3 farkh seviyede (Beklenen LOD, iistii ve alti)
en az 10 PCR tekrari seklinde galisilir (6rnegin 20, 10, 5 ve 1 kopya). Yanlis negatif oran1 %

5’ten az olmalidir. Bu durumda tiim PCR sonuglarinin da pozitif olmasi gerekir.
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Kabul kriterleri:
1. LOD tiim 10 degerin de pozitif bulundugu en diisiik seviye olarak kabul edilir.
2. LODabs 3 kopyadan kii¢iik olamaz.
3. Calisma % 95 giiven araliginda validasyon verileri ile uyumlu (< 25 kopya) olmalidir.
4. Bir (1) kopya calismasi sonuglarinin yaklasik % 36’smin negatif olmasi beklenmektedir.
% 36°dan az negatif sonug bulunmasi, seyreltme hatasmi gostermektedir. Ornegin, 10

tekrarl1 1 kopya ¢aligsmasi Sonuglarindan en az 4 paralelin negatif olmasi gerekmektedir.

Yanlis negatif sonug, analit miktarinin LOD seviyesine yaklastigi miktarlarda goriiliir.
Diliisyon serileri segilirken daha 6nceki bilgiler 1s18inda beklenen LODabs Seviyesinin iizerinde

ve altinda konsantrasyonlar kullanilmalidir.

2.4.3. Asimetrik LOD (LODasym)
Coklu (Multipleks) Real Time PCR calismalarinda yiiksek miktarda baska hedef(ler)in
mevcudiyetinde gilivenilir bir sekilde saptanabilen ancak miktarsal olarak Slglilemeyen bir

hedefin numunedeki en diisiik (yaklasik LODaps diizeyinde, < 25 kopya /reaksiyon) miktaridir.

Prosediir: Verifikasyonu yapilacak ¢oklu metodun validasyon ¢aligmalarinda LODasym Yer
almalidir. Her bir hedef bolge icin seviye validasyon verilerine gore belirlenerek LODasym
calisgiimahdir. Yiksek miktardaki diger hedeflerin varliinda hedef sekans 25
kopya/reaksiyonu; diger hedef(ler)in toplam miktar1 20000 kopya / reaksiyonu gegcmemelidir

(Cizelge 3).
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Cizelge 3. Uglii (Triplex) PCR i¢in LODasym Calisma Ornegi (Her seviye icin 10 tekrar)

Coklu PCR kosullar1 Hedef Sekan_s A Hedef Sekan_s B Hedef Sekan_s C
(kopya /reaksiyon) | (kopya /reaksiyon) | (kopya /reaksiyon)

LOD asym Hedef A 10 2500 2500

LOD asym Hedef B 2500 10 2500

LOD asym Hedef C 2500 2500 10

Not: Bir veya daha fazla PCR tekrar1 negatif ise PCR i¢in kullanilan DNA konsantrasyonu
verifikasyona gore kontrol edilmelidir. Ornegin; yiiksek miktardaki hedeflerin kopya sayilari
tiim tekrarlar pozitif sonu¢ verene kadar (6 dilusyon seviyesinde 6 tekrar olacak sekilde)

caligilacaktir.

Kabul kriteri: Verifikasyon verileri, yayimlanmis validasyon verileri ile uyumlu olmalidir. Her
hedef bolge icin 10 tekrar calisilmali, hedef sekans tiim paralel ¢alismalarda pozitif sonug

vermelidir.

2.5. Cross-talk

Farkl1 hedeflerin amplifikasyonu sirasinda iiretilen floresan sinyalleri, diger tespit kanallarina
sizabilir ve sinyaller birbiri ile gakigabilir. Bu etki cross-talk olarak bilinmekte, hedef dizi
amplifikasyonunu taklit ederek, yanlis amplifikasyona ve yanlis pozitif sonuca neden

olabilmektedir.

Not: Cross-talk etkisi genellikle, yontem i¢in segilen boyalara ve cihaz ayarlarina bagli olup,
kalitatif ve Kkantitatif ¢oklu PCR (mpPCR) yontemlerinin dogrulanmasi sirasinda
degerlendirilmelidir. Genel olarak, cihaz yaziliminin uygun boya kalibrasyon ayarlar ile ve
birbirlerinden uzakta spektral emisyonu veren raportér boya se¢imi ile bu problem

Onlenebilmektedir.
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Prosediir: Cross-talk’un olmadiginin gosterilmesi amaciyla PCR modiilii ve ilgili kanal igin
hedef DNA igermeyen ancak diger hedef(ler) ve ilgili kanal(lar) i¢in yiiksek hedef kopya
sayilar1 iceren orneklerle her modiil i¢in 3 tekrarli olarak calisilir. Hedef dizilerin miktari,
LODasym'nin belirlenmesinde kullanilan kopya sayilari ile uyumlu olmalidir (6rnegin; kanal
basina 20.000 kopya, bkz. Cizelge 4).

Cizelge 4. Dortlii (tetraplex)-PCR i¢in Cross-talk Calisma Ornegi (Her kosul igin 3 tekrar)

Hedef A Hedef B Hedef C Hedef D
Kosul (kopya/ (kopya/ (kopya/ (kopya/
reaksiyon) reaksiyon) reaksiyon) reaksiyon)
Cross-talk A 0 20000 20000 20000
Cross-talk B 20000 0 20000 20000
Cross-talk C 20000 20000 0 20000
Cross-talk D 20000 20000 20000 0

Not 1: Cross-talk PCR ¢aligmasinin yapildigi hedef igermeyen kanalda, boya tarafindan emilen
floresan sizintist (filtre sizintis1) olarak degerlendirilmektedir. Kanalda tespit edilen floresan
sinyali, farkli bir PCR’da probun molekiiler cross-hibridizasyonundan da kaynaklanabilir. Her
Real-Time PCR cihazi, kanallardaki cross-talk sinyalleri agisindan kontrol edilmelidir. Cross-
talk tespit edilirse kullanilan referans materyalden kaynaklanabilecek kontaminasyon olup

olmadigin1 gostermek igin tekli (single-plex) ¢aligma yapilmalidir.

Not 2: Hedef dizilerin bir kanalda ayni raportdr boya ile ayni anda tespit edildigi ¢oklu PCR
(Single-colour multiplex PCR) yontemleri i¢in cross-talk ¢alismasi gerekli degildir.

Kabul kriteri: Cross-talk tespit edilmemelidir. Olasi cross-talk sinyali tespit kanalinin floresan

esik degerinin (threshold) altinda olmalidir.

2.6. Kesinlik (Precision) (Kantitatif)
Kesinlik ¢aligmasi tekrarlanabilirlik ile hesaplanir.
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2.6.1. Tekrarlanabilirlik

Prosediir: Dogruluk (Trueness) ile ayni kosullarda yapilan ¢alismalardir. Tekrarlanabilirlik
kosullar1 altinda PCR tekrarlar1 ile hesaplanmaktadir. Tekrarlanabilirlik test edilen tim GM
seviyeleri i¢in yapilmalidir. Test kosullari rutin analiz sartlari ile ayn1 olmalidir. En az 16 PCR

sonucu elde edilmelidir.

Kabul kriteri: Dinamik aralik icerisinde rolatif tekrarlanabilirlik standart sapmasi < % 25

olmalidir.

2.7. Ol¢iim Limitinin Hesaplanmasi1 (LOQ) (Kantitatif)

Prosediir: Kopya sayisinin RSD’sinin < % 25’1 sagladig1 en diisiik konsantrasyondur. LOQ
rolatif (%) veya absoliit (kopya sayisi) olarak hesaplanabilir. Metot kalitatif amagla
kullanilacaksa LOQ gerekli degildir.

2.7.1. Rélatif LOQ (LOQrel)

Pozitif kontrol materyali 6rnegin % 0,1 konsantrasyonunda 10 PCR tekrar1 olacak sekilde analiz
edilir. 10 tekrar hedef GM ve 10 tekrar da referans gen analiz edilir. Ger¢ek LOQrel
belirlenebilmesi i¢in diisitk GM yiizdesinde diliisyonlar yapilmalidir.

2.7.2. Absoliit LOQ (LOQabs)
Bilinen pozitif kontrolden (6r: % 1) diliisyon serileri olusturulur ve 10 PCR tekrar1 yapilir
(6rnegin; 80, 60, 40, 20, 10, 5 ve 1 kopya). LOQass RSD’nin < % 25 oldugu son diliisyon

serisidir.

LOQ ayrica “Guidance Document on Measurement Uncertanity for GMO Testing

Laboratories” dokiimani iizerinden hesaplanabilir.

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
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2.8. Dogruluk (Trueness)

Prosediir: Dogruluk, belirlenen esik degerinde ya da metotta belirtilen veya LOQ degerine
yakin bir seviyede c¢alisilmalidir. Eger bu mevcut degilse miktar1 bilinen bir sertifikali referans
materyal ile spike yapilarak referans materyal olusturulabilir.

Eger dogruluk, CRM ile belirlenememisse yeterlilik testlerine katilimla da hesaplanabilir. En
az 2 konsantrasyonda referans materyal ile ¢alisilmalidir. Bu konsantrasyonlardan biri LOQ
seviyesine yakin olmali (6rnegin; % 0,1), digeri etiketleme seviyesinde olmalidir. Ugiincii
olarak farkli bir konsantrasyon seviyesinde c¢aligma Onerilir ve bu seviye yiiksek
konsantrasyonda olmalidir (6rnegin; % 5). Alternatif olarak yiiksek seviyede CRM’den spike
yapilarak referans 6rnek olusturulabilir. Bunun i¢in GM pozitif ve negatif 6rneklerdeki referans
gen miktar1 ayni1 kalibrasyon egrisinde okunarak belirlenir ve asagidaki formiille diliisyon

faktorii hesaplanir.

A
X = (E)(Y—1)+1

X= Diliisyon faktorti

A= GM pozitif DNA ekstraktindaki referans gen kopya sayisi

B= GM negatif DNA ekstraktindaki referans gen kopya sayist

Y= Teorik dilisyon faktori (6r: % 10 GM’den % 0,1 GM hazirlanirsa Y=100x)

Test kosullar1 rutin analiz sartlar1 ile ayn1 olmalidir. En az 16 PCR tekrari ile elde edilmelidir.
Asagida belirtilen farkli deney desenleri kullanilabilir.

Deney Deseni 1: 2 DNA ekstraksiyonu her bir GM seviyesinde, 2 PCR paraleli her bir
ekstraksiyondan 4 plate ¢alisildiginda en az 16 test sonucu ve 8 GM degerlendirmesi yapilir.

1 GM seviyesi x 2 DNA ekstraksiyonu x 2 PCR paraleli x 4 Plate = 16 test sonucu

Deney Deseni 2: 2 DNA ekstraksiyonu her bir GM seviyesinde, 4 PCR paraleli her bir

ekstraksiyondan 2 plate ¢aligildiginda en az 16 test sonucu ve 4 GM degerlendirmesi yapilir.

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
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1 GM seviyesi x 2 DNA ekstraksiyonu x 4 PCR paraleli x 2 Plate = 16 test sonucu

Kabul kriteri: Gergek referans degerden +%25 sapma olabilir veya eger yeterlilik testi katilimi

varsa z skoru 2 ile -2 araliginda olmalidir.

£€X >_< X
8 H = yvar(Y)

Var{ :((} (%] {Va);(X) VagSY)J
sd[X/Y]= Var[X/Y]

WzéGMi/j

i=1

-\/a(n 1)sd2/gan k—

-1 i=1 /]

RSD, = Sew —=100

ort
E: tahmini GM
J: Kullanilan GM say1s1
n: Her bir ekstraksiyondaki tekrar sayisi

k: Birlestirilecek standart sapma sayist

2.9. Dinamik Aralik, R? Katsayis1 ve Amplifikasyon Verimliligi (Kantitatif)
Prosediir: Dinamik aralik, R? katsayis1 ve amplifikasyon verimliligi standart egri iizerinden
degerlendirilen dogruluk (trueness) ve kesinlik parametreleri dogrulanan bir parametredir. En

az iki standart egrinin degerlerinin ortalamasi alinmalidir.

Deney Deseni 1: 4 veya 5 kalibrasyon noktasinda her bir noktada en az 2 paralel 2 kalibrasyon

egrisi olusturulur. (Tavsiye Edilen)

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
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Deney Deseni 2: 4 veya 5 kalibrasyon noktasinda her bir noktada 2 paralel 4 kalibrasyon egrisi

olusturulur.

Kabul Kriteri: Amplifikasyon verimliligi i¢in; kantitatif metotlarda egrinin egimi

-3,1> Egim > -3,6 araliginda olmalidir. Bu aralik % 90-110 amplifikasyon verimliligine karsilik

gelir.

Verimlilik= (10¢V¢8m-1)x 100 formiilii ile uygulamanin verimi ispatlanmalidr.

R? katsays1 icin; Ortalama deger R? igin > 0,98 olmalidir.

2.10. Saglamhik (Robustness)

Orjinal metottaki konsantrasyonlar (Primer prob, master miks, DNA konsantrasyonu vb.)

ve/veya termal profil degistirildiginde saglamlik c¢alismasi yapilmalidir. EKipman, sarf

malzeme (primer prob ve master miks markasi) degisikliginde saglamligin yapilmasina gerek

yoktur. Saglamlik ¢aligmasi orjinal metotla ve degistirilen metotla her bitki taksonunu (soya,

kanola, misir ve pamuk vb.) temsilen birer tipte 2 seviyede (6rnegin; % 0,1 ve en fazla % 1)

ikiser caligma 3 paralel seklinde yapilir. Verifikasyonda saglamlik ¢alismalari1 Cizelge 5’deki

gibi yapilir.

Cizelge 5. Verifikasyonda Saglamlik Caligma Deseni

Faktor Kosul 1 Kosul 2
Master miks konsantrasyonu Sabit -% 10
Primer konsantrasyonu Sabit -% 30
Prob konsantrasyonu Sabit -% 30
Baglanma Sicaklig1 +1°C -1°C

ilk Yayn Tarihi: 00- Nisan 2018
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3. IC KALITE KONTROLLERI
I¢c kalite kontrolleri Cizelge 6’daki 1SO 24276’ya gore her ¢alismada yapilmalidir. Bu

parametrelerin varligi kalite kontrol kart1 parametrelerini kapsamaktadir.

Cizelge 6. ISO 24276 GDO Analizlerinde Kullanilan Kontroller

Kontrol adimlan

Pozitif
ekstraksiyon
kontrol®

PCR
inhibisyon
kontrol?

Ekstraksiyon
kér kontrol®

Pozitif DNA
hedef kontrol®

Negatif DNA | Amplifikasyon

b
Gevre kontrol hedef kontrol®

reaktif kontrol®

Homojenizasyon

Zorunlu

Niikleik asit ekstraksiyonu

Belirli
arahklarda
zorunlu

Her seride bir

f

Niikleik asit kalitesinin
degerlendirilmesi

!

Niikleik asit amplifikasyonu

Tavsiye edilir,
bazi durumlarda
zorunlu?

Zorunlu Tavsiye edilir Zorunlu

Niikleik asit
amplifikasyonun
sonuglarinin

lederlendirilmesi

!

Degerlendirme

izlenebilirlik (Analiz Detay
Formu veya Cihaz kaydi)

Kontrolin uygulanacad analiz basamaklanni gésterir.

Cevre kontrolii galigma ortaminin kontaminasyonu hakkinda bilgi vermesi agisindan énemlidir. ilk asamadan baglar. Mumunenin
agitilmesi gerekiyorsa bu agamada basglanir.

En az bir ekstraksiyon kor kontrol her bir seride kullaniimaldir.

Pozitif ekstraksiyon kontrol yeni lot numaral kimyasallar kullanildiinda yapilmalidir.

Pozitif DNA hedef kontrol GDO veya hedef takson kontroltdiir. Bu uygun bir pozitif esktraksiyon kontrol ile de sadlanir.

Megatif DMA hedef kontrol yanhs pozitif hakkinda bilgi verir.

Amplifikasyon reaktif kontrol ekstraksiyon ker kontrol kullamildiginda uygulanmayabilir

PCR inhibisyon kontrol ¢ézinebilir inhibitérlerin bulunmadigimi géstermek igin de kullanilabilir. Bu kalp Nikleik Asidin seri
sulandirmas ile gdsterilebilir. Bununla birlikte ¢cézinebilir inhibitérlerin dmek sonuclanina etkisinin degerlendirilecedi degisik yontemler
uygulanabilir.

PCR inhibisyon kontrold drmekte tim PCR-testlerinin negatif oldugu ve amplifiye edilebilir DNA miktaninin bilinmedigi durumlarda
zorunludur.

4. ILAVE CALISMA YAPILMASI GEREKEN DURUMLAR

4.1. Personel Yetkilendirme

Kalitatif analizlerde verifikasyona katilmamis yeni personel igin LOD/LODasym ¢aligmasi

yaptirilir. Calismalar ekstraksiyon verifikasyonundan baglamalidir. Yeni personele GDO

Tarama Analizi, bir Bitki Spesifik Gen ve bir gen bélgesi igin Tip Belirleme Analizinde

ilk Yaymn Tarihi:

Giincelleme No & Tarihi:
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LOD/LODasym seviyesinde 10 tekrarli ¢alisma yaptirilir. Laboratuvar kapsaminda ayni analiz
icin farkli metotlar olmast durumunda, her bir metot i¢in de LOD/LODasym Seviyesinde 10
tekrarli calisma yaptirilir. Kalitatif analizlerde verifikasyona katilan personelden birinin isten
ayrilmasi durumunda kalan verifikasyon verileri asgari kosullari saglamiyorsa eksik ¢alismalar
diger personel tarafindan tamamlanir. Tiim personelin isten ayrilmasi durumunda ise tim

caligmalar yenilenir.

Kantitatif analizlerde personelin yetkilendirilmesi yapilirken mevcut yetkilendirilmis bir
personel ile kopya sayis1 ve ACt gibi farkli prensip ile galigilan metotlar i¢in birer miktar analizi
karsilikli ¢aligilir. Her gen bolgesinin verifikasyonunun en az bir personel tarafindan yapilmig

olmasi gerekir.

Kantitatif analizlerde, verifikasyona katilan personelden birinin isten ayrilmasi durumunda,
kalan verifikasyon verilerinin asgari sartlar1 (en az 16 test sonucu) saglamasi durumunda ilave
caligmaya gerek yoktur. Kalan verifikasyon verilerinin asgari sartlari saglamamasi durumunda;
laboratuvar miktar analizlerinde en az 4 yil siireyle Bakanlik tarafindan yetkili ise ayrilan
personelin yaptigi verifikasyon caligmalarindan en az 1 tanesinin yenilenmesi (Eger kopya
sayist ve ACt gibi farkli prensip ile ¢alisilan metotlar varsa, her birinden en az 1 gen bolgesi
icin verifikasyon yenilenir) yeterli olacaktir. Ancak, miktar analizlerinde verifikasyona katilan
personelden birinin/birkaginin isten ayrilmasi durumunda, ayrilan personelin calistigi gen
sayisinin laboratuvarda ¢alisilan toplam gen sayisinin %50’sini gegmesi durumunda bu oran %

50’ye ulasacak sekilde eksik verifikasyonlar yenilenir.

Laboratuvarin gen ya da plate paylasabilmesi i¢in en az 1 gen bolgesinde personel arasinda
karsilagtirma calismas1t yapmasi ve istatistiki olarak fark olmadigim1 gostermis olmasi
gerekmektedir. Analistler arasinda karsilastirma yapmak amaciyla laboratuvarda galisilacak
tiplerden herhangi biri i¢in analistlerin tiimii ayn1 ¢caligmalar1 yapar. Her bir analistin verileri

kabul kriterlerini karsiliyorsa diger genlerin verifikasyonu tek bir analist tarafindan yapilabilir.

ilk Yaymn Tarihi: 00- Nisan 2018
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4.2. Yeni PCR Cihaz1

Yeni cihaz kullanima alinmadan 6nce her analiz grubu (tarama, tip belirleme ve miktar vb.) i¢in
kalitatif analizlerde LOD seviyesinde 10 tekrarli (tip belirleme analizleri i¢in 1 tip segilerek),
kantitatif analizlerde 1 gen bolgesinde LOQ seviyesinde miktar analizi (kopya sayis1 ve ACt)

caligmasi yapilir.

4.3. Metot/Kit Degisikligi

Yeni metot/kit kullanima alinmadan 6nce verifikasyon yapilir.

4.4. Alan Degisikligi

I¢ kontrol parametreleri kontrol edilir. Parametrelerde bir degisiklik olursa diizeltici faaliyet
baglatilir. Faaliyetin degerlendirilmesine gore verifikasyon veya parametre yenilenir.
Tasinmadan dolayr performansi etkilenebilecek cihazlarin kalibrasyonlari ve performans

kontrolleri yaptirtlir/yapilir.

4.5. Gida Uretimi Amaciyla Yetistirilen Uriinlerin Yaprak, Govde, Kok gibi Bitki

Kisimlarimin Analizi

Laboratuvarlar; organik tarim, iyi tarim uygulamalar1 ve benzeri gida iretimi amaciyla
yetistirilen tirlinlerin yaprak, govde, kok gibi bitki kisimlariin (bitkilerin ¢ogaltimi amaciyla
kullanilacak tohumluklar hari¢) analizlerini yapabilmek i¢in kapsam genisletme
basvurusunda bulunmalidir.

Kapsam genisletme calismalarinda bu iriinler tek bir matriks olarak kabul edilerek DNA
izolasyonu verifikasyonu yapilmasi ve elde edilen DNA'min ileri analizlerde
kullanilabilir oldugunun gosterilmesi igin matriks/matrikslere laboratuvarin kapsamindaki
GDO Tarama analizi metodunun LOD seviyesinde spike yapilarak 10 tekrarl bir calisma
yapilmasi ve sonuglarin GDO Tarama analizi verifikasyon dokiimanina ilave edilmesi
gereklidir.

Not: GDO Analizlerinde Verifikasyon Rehberi’'ne yeni eklenen “Asimetrik LOD” ve “Cross-
talk” parametreleri, bu dokiimanin yayim tarihinden sonra yapilacak verifikasyon

calismalarinda aranacaktir.
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