GUIA LNR: VALIDACION DE METODOS DE CONFIRMACION SEGUN REC 2021/808 Ed.02 (Diciembre 2024)

agencia

espaiola de Centro SC MAPA
alim ay Nacional de SUBDIRECCION GENERAL DE LABORATORIOS DE
Alimentacion

nutricién Alimentacion” ggg SANIDAD ANIMAL Y VEGETAL
LABORATORIO CENTRAL DE SANIDAD ANIMAL SANTA FE

Laboratorios Nacionales de Referencia para residuos de medicamentos veterinarios

GUIA LNR: VALIDACION DE METODOS DE CONFIRMACION
SEGUN REC 2021/808

Ed. 02 (Diciembre 2024)

Modificaciones a la Ed. 01:
- Posteriormente a la Ediciéon 01 de esta guia, se ha publicado el Reglamento de Ejecucion (UE) 2024/2052 de la Comisién de 30 de

julio

de 2024 (11) que modifica el Reglamento de Ejecucién (UE) 2021/808, lo que hace necesaria la actualizacion de ésta en los

siguientes aspectos:

- Ajustes de redaccién en el apartado “Recuperacion absoluta”

- Modificacién del criterio para el coeficiente de variacion maximo admisible del Efecto Matriz Relativo en funcion de las diferentes
fracciones de masa. Y, por consiguiente, ajuste del criterio para validaciones multiespecie.

- Ajustes de redaccion en el apartado “Ambito de aplicacion del REC 2021/808: piensos”.

- Ajustes de redaccion en el apartado “Precision: repetibilidad”.

- Inclusién de nota aclaratoria en el apartado de métodos de confirmacién cuantitativos vs cualitativos.

1.

OBJETO

Transcurrido un tiempo desde la publicacién del REC 2021/808 y de la Guia EURL de validacién
de métodos de confirmacion cuantitativos, y su consiguiente aplicacion, se ha visto que algunos
aspectos no quedan suficientemente claros dando lugar a diferentes interpretaciones. Se
requiere por tanto el establecimiento de unos criterios comunes para homogeneizar las formas
de trabajo.

El objetivo principal de este documento es establecer unos criterios minimos comunes que
complementen los recogidos en el Reglamento de Ejecucion 2021/808 de la Comision y en las
Guias EURL.

El REC 2021/808 dice en repetidas ocasiones en relaciéon con la validacion de métodos:
“Pueden utilizarse otros enfoques para demostrar que el método cumple los criterios de
funcionamiento, a condicién de que alcancen la misma cantidad y calidad de informacién”.

Asi mismo, la GUIA EURL de validacion de métodos de confirmacion cuantitativos dice: “This
document serves as a guidance to support official control laboratories in the planning of method
validation studies and shall contribute to the harmonisation of official control methods.
Laboratories operating under Commission Implementing Regulation (EU) 2021/808 are not
obliged to follow this guidance minutely; different approaches are acceptable if they provide the
same level and quality of information”.

En consecuencia, ambos documentos dejan claro que se pueden seguir enfoques de validacion
diferentes, siempre que permitan llegar al mismo nivel y calidad de informacién. Esta Guia
recoge la interpretacion de los dos LNR sobre coémo alcanzar ese nivel y calidad de informacion
requerido y, por tanto, su seguimiento garantiza el cumplimiento del REC 2021/808. No
obstante, otros enfoques serian también validos.

Esta Guia LNR aplica a las validaciones completas de métodos de confirmacion cuantitativos

de sustancias farmacol6gicamente activas, realizadas por el procedimiento convencional (el
método alternativo no es objeto de esta guia LNR).
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2. MINIMOS DE VALIDACION Y OTRAS CONSIDERACIONES

Parametro / tema

Minimos / consideraciones

Métodos de
confirmacion
cuantitativos vs

- En todos los casos se debera plantear una validacion como método
cuantitativo

- SOlo para sustancias del grupo A -excepto las que tienen RPA- y sustancias
no autorizadas, si algin analito no cumple los criterios de precisién y/o
veracidad, se podra validar como cualitativo, dejando evidencia de que se ha
intentado validar cuantitativamente.

En este caso el CCa se podria obtener:
e CCa=NMC (8)
NOTA: siempre que se cumpla las condiciones incluidas en el apartado de

cualitativos verificacion del CCa
e O bien, utilizando la incertidumbre obtenida, aunque ésta fuera
I6gicamente muy alta -en caso de utilizar el método 3-.
NOTA: Este apartado recoge instrucciones dadas por los EURL a este
respecto. Aunque la tabla 5 del REC 2021/808 contempla la posibilidad de
una validacion cualitativa para métodos de confirmacion del grupo A, ésta no
€S una opcion a priori y esta sujeta a lo expuesto en el segundo guion.
Métodos de

confirmacion
cuantitativos usados
ademas como
cribado

Una vez validado un método como cuantitativo de confirmacion (y establecido
el CCa correspondiente), se podra utilizar con fines de cribado y establecer un
CCp por alguno de los métodos incluidos en el REC 2021/808. Por ejemplo,
CCpB = STC = LCL /NMC -en caso de utilizar el método 2- (9)

Requisitos aplicables
a la separacion
cromatografica

En analitos que salen al inicio del cromatograma, podria ser dificil cumplir el
criterio de tiempo de retencion relativo (TRR): 0,5 % para la cromatografia de
gases y 1% para la cromatografia liquida.

Si durante la validacion se observan dificultades en el cumplimiento del criterio
anterior se podria aplicar el criterio de TR absoluto con la tolerancia que permite
el Reglamento:

o HPLCyGC: +0.1 min
o UPLC: 0.1 min para TR=2 min -y <5 % para TR <2 min

NOTA: en rutina deberia utilizarse el mismo criterio utilizado en la validacion.

Otra opcion seria calcular el TRR con otro patrén interno.

Muestras blanco
diferentes (lotes)

Se refiere a muestras con diferente nimero de registro o identificacion,
procedentes de diferentes animales. (por ejemplo: 7 muestras de musculo de
bovino diferentes serian 7 muestras de musculo procedentes de 7 animales
distintos, o dicho de otra manera 7 lotes de musculo de bovino).
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Validaciones
multi-especie y/o
multi-matriz

Validaciones multi-especie: se podran llevar a cabo siempre que el estudio de
efecto matriz relativo realizado sobre al menos 20 muestras, repartidas entre
todas las especies objeto de validacion, sea correcto (es decir, los CV no
superaran los valores fijados en el cuadro 2 del anexo | del REC 2021/808),
con un minimo de 5 puntos por especie o0 grupo de especies. (ej. ovino-caprino,
gamba-langostino).

Validaciones para matriz en general (de cualquier especie). Sélo para aquellos
casos que sea razonable.

Si se realiza la validacion sobre un minimo de 5 especies representativas, se
podra considerar validado el método para la matriz en general. Para ello, habré&
que realizar la validacion en al menos 1 especie de cada uno de los siguientes
grupos (7):

- Rumiantes (bovino, ovino y caprino)

- Mamiferos monogastricos (porcino, conejo y équido)

- Aves

- Peces

- Crustaceos (gambas, langostinos, etc.)

Asi, por ejemplo, una validacion de cloranfenicol realizada en musculo de
bovino, ave, porcino, trucha y gambas, podria considerarse el método validado
en musculo, con un CCa comun.

NOTAS:

- Cuando el objeto de analisis sea un numero de especies limitado, tendria
mas sentido validar s6lo esas especies concretas.
Ejemplo: validacion de orina s6lo en bovino y porcino, si el laboratorio sélo
recibe este tipo de muestras.

- En algunos casos, segun la matriz a analizar, se podra excluir alguno de
los grupos anteriores. Por ejemplo: en el andlisis de orina sélo tendria
sentido analizar 5 especies de los 2 primeros grupos.

Validaciones multi-matriz: se podran realizar, pero requeriran estudios
estadisticos -previos o durante la validacion- (ANOVA, comparacion de rectas
en matriz, etc.).

Uso indistinto de especies /matrices en una serie de andlisis (por ej. recta de
calibrado en una especie/matriz y cuantificaciones en otra especie/matriz):
requerira estudio previo que demuestre que las rectas tienen igual
comportamiento.

OBSERVACIONES:

- Cuando el método validado se use en rutina, los controles para el
aseguramiento de la validez de los resultados (controles de calidad de la serie
de trabajo)- es decir, control de cuantificacion, graficos de control, etc.-, podran
servir para asegurar que el planteamiento de validacion era el correcto.

- El laboratorio valorara si realizar una validacion completa en una
matriz/especie y luego afiadir especies/matrices mediante extensiones de
validacién segun la GUIA EURL -o validaciones completas-, o abordar una
validacién multi-especie y/o multi-matriz desde el principio. Hay que tener en
cuenta que este tipo de validaciones multi-especie y/o multi-matriz suelen ser
complejas y los resultados no siempre son los esperados.
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Especificidad

Andlisis de un minimo de 20 muestras blanco diferentes. Podran ser de
distintas especies y/o matrices segun sea la finalidad del método, pero debera
haber un minimo de 5 muestras por combinacidon matriz/especie o grupo de
especies.

Las especies y/o matrices deberian estar equilibradas y ser representativas del
alcance del método.

NOTA: en determinados casos en que pueda ser dificil conseguir el minimo
fijado de muestras blanco, se podra justificar el uso de menos muestras.

Efecto matriz
relativo (EMR)

Se realizard sobre al menos 20 muestras blanco diferentes (en el caso de una
validacién multi-especie/multi-matriz, se deberan incluir al menos 5 muestras
de cada matriz/especie o grupo de especies).

NOTA: en determinados casos en que pueda ser dificil conseguir el minimo
fijado de muestras blanco, se podra justificar el uso de menos muestras.

Para poder seguir adelante con esas especies / matrices en la validacion
(validacion multi especie / multi matriz), el resultado del estudio EMR debera
ser correcto (es decir, los CV no superaran los valores fijados en el cuadro 2
del anexo | del REC 2021/808).

NOTA: Este requisito es mas laxo que el anterior en todos los casos excepto
para fracciones de masa > 1 000 ug/kg.

El estudio EMR se har& en principio al nivel del RPA, LMR o CM, aunque podria
hacerse a un nivel mas bajo -nunca mas alto, ya que podria conducir a
resultados falsamente correctos al disminuir el efecto matriz- Para el resto de
sustancias- sin RPA, LMR o CM-, se podréa elegir el nivel central o un nivel
inferior.

Si el EMR no cumple, habria que plantearse:

o Ultilizar otro patron interno

o Estudiar el EMR por especie/matriz. Ver cual no cumple y excluirla
de la validacion.

o Aplicar la Guia EURL Standard Addition Method (9) para abordar el
analisis de muestras concretas -ver apartado de “Otros temas”-

Estudio de efecto
matriz en métodos
sin patrén interno

Si bien el REC no contempla realizar un estudio de efecto matriz en estos
casos, se podria calcular un efecto matriz absoluto utilizando la siguiente
expresion:
Area del pico del PSM
FM (Patréon) = -

Area del pico de la disolucién patrén

El coeficiente de variacion no superara el CVr % (ver apartado de precision).

PSM: patron similar a la matriz (se obtiene al resuspender con solucién patrén
un extracto seco de muestra)

Recuperacién absoluta

No es necesario determinar la recuperacion absoluta del método si se dispone
de un patrén interno, una calibracion de matriz enriquecida o0 ambas cosas. En
todos los demas casos, se determinara la recuperacion absoluta del método.
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Curvas de calibrado

- Curvas de al menos 5 niveles incluyendo el O -sin forzar-.

- Se llevara una curva cada dia de validacién (es decir, un minimo de 3 curvas
en 3 dias diferentes).

- El rango deberd& cubrir los niveles de adicion.

- Al menos una curva con cada matriz/especie o grupo de especie que se
contemple en la validacion (NOTA: aunque no se utilicen para cuantificar, sera
necesario realizarlas para demostrar que se comportan igual diferentes
especies/matrices).

Niveles de adicion
(Precision, veracidad)

Como minimo, hay que validar a 3 niveles de concentracion. Segun la
situacion legal, podran ser los siguientes:

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Sustancias con RPA | 0.5 RPA 1.0 RPA 1.5 RPA
Resto de prohibidos | 1.0 LCL 2.0LCL 3.0LCL

0 no autorizados
Sustancias con LMR [ 0.1 LMR/CM 1.0LMR/CM 1.5LMR/CM
o CM

Los valores marcados en negrita son obligatorios, el resto son orientativos con
las siguientes puntualizaciones:

- El rango validado debe incluir el reflejado en la tabla (con la salvedad del
0.1 LMR/CMYy del 0.5 RPA, tal como se especifica en el Reglamento, segln
sea razonablemente posible.

- Sustancias con RPA:

o EI CCa resultante debe ser < RPA en vigor. Por esta razén, si para
calcular el CCa se utiliza el método 3 (2.6.1.c), el LCL debe ser lo
suficientemente bajo para permitirlo — en funcién claro esta de la
incertidumbre del método al nivel del LCL.

o Si razonablemente el nivel 0.5 RPA no se pudiera alcanzar, se
elegira el nivel mas bajo posible comprendido entre 0.5 RPA y 1.0
RPA - demostrando que se ha intentado experimentalmente con al
menos 3 adiciones si es por razones analiticas, si fuera por razones
practicas, habria que justificarlas.

- Resto de prohibidos o no autorizados:

o Los niveles de concentracion validados deberian permitir obtener un
valor de CCa < MMPR, en caso de haber sido establecido (5).

o Compuestos autorizados para alguna combinacion de
matriz/especie (es decir, con LMR) cuando se validan en
combinaciones matriz/especie sin LMR, el LCL se har& coincidir con
0.1-0.5x LMR cascada. Para ser practicos, se podria utilizar el nivel
0.1-0.5 x LMR més bajo que aparezca en el Reglamento 37/2010.

NOTA: la Guia MMPR (5) establece en estos casos un MMPR = %,
LMR en cascada. Para conseguir este nivel, seria necesario partir
siempre de 0.1 LMR en cascada, pero lo condiciona también al
hecho de que sea analiticamente posible. Por esta razén, en la
presente Guia LNR se decide dejar el texto anterior, mas en linea
con el REC 2021/808.

- Sustancias con LMR/CM:

o Sirazonablemente el nivel 0.1 LMR / CM no se pudiera alcanzar, se
elegira el nivel mas bajo posible comprendido entre 0.1y 0.5 LMR /
CM - demostrando que se ha intentado experimentalmente con al
menos 3 adiciones si es por razones analiticas, si fuera por razones
practicas, habria que justificarlas.
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Precision:
Repetibilidad
/Reproducibilidad

Minimo 18 datos por nivel sobre 18 muestras blanco diferentes, obtenidos como
minimo en 3 dias. Se podra seguir cualquiera de las siguientes opciones:

- 4 muestras diferentes x 3 niveles x 5 dias (20 datos por nivel)

- 5 muestras diferentes x 3 niveles x 4 dias (20 datos por nivel)

- 6 muestras diferentes x 3 niveles x 3 dias (18 datos por nivel)

- 7 muestras diferentes x 3 niveles x 3 dias (21 datos por nivel) -esquema
incluido en la guia EURL de validacién de métodos de confirmacion-

- cualquier otra opcion siempre que se cumplan los minimos establecidos.

CONSIDERACIONES:

- Datos equilibrados por matriz/especie o grupos de especie, en la medida de lo
posible

- Cada dia habria que realizar la calibracion en matriz sobre una muestra (o
pool de muestras) de la misma especie/matriz que la utilizada para célculo de
precision y veracidad, si no se ha demostrado que se pueden utilizar especies
y/o matrices indistintamente.

- En determinados casos en que pueda ser dificil conseguir el minimo fijado de
muestras blanco, se podra justificar el uso de menos muestras.

El criterio de reproducibilidad exigido en el REC 2021/808 es el siguiente:

Fraccion de masa CV de reproducibilidad
> 1000 pg/kg 16 (adaptado a partir de la ecuacion de Horwitz)
> 120 ng/kg a 1000 pg/kg 22 (adaptado a partir de la ecuacion de Horwitz)
10 ug/ kg a 120 pg/kg 25"
< 10 pg/kg 30"

*En este sentido, hay que recordar que los CV (%) incluidos en la tabla anterior
para concentraciones inferiores a 120 pg/kg son orientativos y deben ser tan
bajos como sea razonablemente posible. Se podrian permitir de forma puntual
valores mas altos, debidamente justificados por el analista que tomara las
decisiones oportunas.

Repetibilidad: EI REC 2021/808 habla de que los valores de repetibilidad suelen
ser < 2/3 CVg, y que el CV,debera ser inferior o igual al CVr

El estudio se har& a partir de los mismos experimentos que se realizan para
precision, es decir, un minimo de 18 adiciones por nivel sobre 18 muestras

Veracidad blanco diferentes, obtenidos como minimo en 3 dias.
El criterio de veracidad para la media de todas las adiciones por nivel es el
recogido en el REC 2021/808 -cuadro 1.
NOTA: este criterio no aplica a los valores individuales.
Esta informacion podra ser obtenida de otros laboratorios/bibliografia y podra
utilizarse siempre que las condiciones de almacenamiento sean idénticas
Estudios de (solvente empleado, concentracién de analitos, temperatura, tipo de envase,

estabilidad de analitos
en soluciones patron

etc.).

Estudios de comprobacion de preparacion de soluciones deberan realizarse en
cada laboratorio y serviran también para verificar que los periodos de
estabilidad extrapolados de otros laboratorios/bibliografia se cumplen.
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Estudios de estabilidad
de analitos en matriz

La informacion procederd en la mayoria de los casos del laboratorio de
referencia correspondiente (LNR o LRUE) o bien de bibliografia. También
podran utilizarse los estudios de estabilidad de ensayos de intercomparacion,
aunque son estudios a corto plazo. Estos resultados serdn extrapolables a
todos los laboratorios. No es necesario que cada laboratorio realice estos
estudios.

NOTA: los EURL estan trabajando en la elaboracién de una base de datos de
todos los compuestos por matriz.

Verificacion
experimental del CCa

Esta verificacion sélo es necesaria si el CCa ha sido calculado con el método

de la recta de calibrado. El criterio de verificacion sera:

- Adicionar al menos 20 muestras blanco al CCa.

- Los analitos se detectaran en todas las muestras adicionadas al CCa
(sefial S/IR = 3 al TRR caracteristico en al menos la transicion de
cuantificacion)

- Se confirmaran al menos el 50 % de las adiciones (S/R =23y TRR OK en
ambas transiciones; y cumplimiento de ratio)

NOTA: Si el CCa = RPA, debera confirmarse al menos el 95 % de las muestras
adicionadas al CCo..

LCL (low calibration
level) o

NMC (nivel minimo
calibrado)

Segun el REC 2021/808, es la “concentracion minima a la que se ha calibrado
el sistema de medicion”. Por tanto, el LCL o NMC podria ser la concentracién
mas baja a la que hemos validado y para la cual tendremos informacion de
precision, veracidad e incertidumbre. Otras opciones serian también validas.

Al LCL / NMC el laboratorio puede elegir trabajar de uno de los siguientes
modos:

- Confirmar = 95 % de las muestras adicionadas al LCL /NMC, o bien

- Confirmar 50 - 95 %: en este caso, al CCa calculado a partir del LCL habria
gue confirmar al menos el 50% de las adiciones y al menos el 95% si el CCa
=RPA

NOTA: Hay que comprobar que este % de confirmaciones se mantiene en el
tiempo como parte de los controles de calidad de las series de trabajo.

Limite de
cuantificacion

Ni el REC 2021/808 ni la Guia EURL de validacion de métodos cuantitativos
contempla este limite. El laboratorio podra establecerlo si lo ve pertinente.
Seria el nivel mas bajo validado que cumple los criterios de precision y
veracidad exigidos y en el que al menos se confirma el 95 % de las adiciones
realizadas.

Asi, por ejemplo, cuando el porcentaje de confirmaciones al LCL es = 95 %, el
LCL = LC (si cumple precision y veracidad)
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Incertidumbre

En el REC 2021/808 la incertidumbre se utiliza para el célculo de las
concentraciones criticas (CCa entre ellas). Cada laboratorio debe conocer la
incertidumbre de sus métodos aplicando su procedimiento interno y, como
minimo, considerando la reproducibilidad intralaboratorio.

El REC 2021/808, dice a este respecto:

“La reproducibilidad intralaboratorio y la veracidad son adecuadas para definir la
incertidumbre estandar (combinada) de medida, si se determina teniendo en cuenta todos
los factores pertinentes de influencia”.

Por otro lado, la Guia EURL de validacion de métodos de confirmacion dice:
“Since method validation studies are performed on fortified blank matrix, the method’s
trueness contributes to the total measurement uncertainty by design. The within
laboratory reproducibility can therefore be taken as a good estimate of the total
measurement uncertainty, if all relevant factors were taken into account during the
validation study ".

Robustez

Se debera realizar un estudio de robustez. Opciones:

- Segun propone la Guia EURL de validacién de métodos de confirmacion.
Se trata de un experimento sencillo de 8 puntos (2+2+2+2) realizando 3
cambios menores en 3 de los pares y un par con el método inalterado. Se
usaran 8 alicuotas de una misma muestra (igual lote) todas adicionadas al
nivel de interés.

Por ejemplo, podria utilizarse como criterio: diferencias de medias < 15 %,
comparando la media del par inalterado con la media de cada uno de los
pares en el que se ha realizado un cambio menor.

Si alguno de los experimentos no cumple, no quiere decir que el método
no sea robusto y haya que estudiar otros factores hasta encontrar 3 que
cumplan. Habr4 que dejar claro en el PNT que ese factor no se puede
modificar (punto critico del método).

- Oftros estudios de robustez:

o Youden.

o Comprobar que los resultados obtenidos con las diferentes
condiciones experimentales que hayan podido producirse a lo largo
de la validacion (diferentes soluciones patrén, columnas
cromatogréficas, lotes de cartuchos, analistas, etc.). no muestran
diferencias significativas entre ellos.

o Uso del mismo método analitico por un periodo largo de tiempo
cumpliendo los controles de calidad.
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Otros temas

Parametro / tema

Consideraciones /observaciones

Ambito de aplicacion
del REC 2021/808:
piensos

Los piensos estan incluidos en el alcance del REC 2021/808 Unicamente en lo
gue se refiere a métodos relativos a las sustancias farmacoldégicamente activas
en el marco de los planes nacionales tal como se definen en el REC (UE)
2022/1646 de la Comision.

Quedan fuera de este alcance los piensos para control de contaminacion cruzada
en piensos no destinatarios (Reglamento Delegado (UE) 2024/1229- por el que
se completa el Reglamento 2019/4 mediante el establecimiento de niveles
maximos especificos de contaminacion cruzada de principios activos
antimicrobianos en piensos no destinatarios y métodos de analisis de estos
principios en piensos).

Por tanto, no hay obligacion de validar segiin REC 2021/808 métodos de analisis
para control de contaminacion cruzada en piensos no destinatarios (Reglamento
Delegado (UE) 2024/1229).

Método de adicién
estandar (SAM)

Este método, recogido en una Guia EURL (9), puede resultar muy util para el
analisis de muestras concretas, por ejemplo, en los siguientes casos:

Efecto matriz acusado que afecta a la cuantificacion.

Analisis de sustancias enddgenas presentes en la muestra (ej. testosterona o
tiouracilo)

Muestras raras (ej. caso de que llegue al laboratorio solo 1 0 2 muestras de una|
especie concreta).

No es una herramienta de validacion y tampoco puede ser validado -ya que se
realizan adiciones sobre la misma muestra que se pretende analizar-.

Para poder utilizar este procedimiento de trabajo se necesita:

Disponer de un método analitico ya validado/acreditado que cubra el analito o
analitos de interés en la misma matriz o en una matriz similar, ya que se necesitan
conocimientos del comportamiento del analito o analitos.

El laboratorio debe tener descrito su procedimiento de actuacion, incluyendo
controles de calidad adecuados (9)

La Guia EURL describe 2 modos de trabajo:

SSA (Single Standard Addition): para cribado
MSA (Multiple Standard Addition): para confirmacion y cuantificacion.

La Guia EURL incluye también un procedimiento para estimar el CCa.
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