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WALIDACJA / WERYFIKACIJA




WALIDACIA / WERYFIKACJA

Walidacja / weryfikacja jest potwierdzeniem, przez zbadanie i przedstawienie
obiektywnego dowodu, ze zostaty spetnione szczegdlne wymagania dotyczace
konkretnie zamierzonego zastosowania.

Walidacja / weryfikacja ma zatem na celu sprawdzenie, czy w warunkach
danego laboratorium jestesmy w stanie wykona¢ oznaczenie dang metoda
analityczng co najmniej z zatozong precyzjg, poprawnoscia i niepewnoscia.



PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 =
7.2.1 WYBOR | WERYFIKACJA METOD

Laboratorium powinno stosowa¢ wiasciwe metody i procedury dla catej
dziatalnosci laboratoryjnej oraz jezeli jest to wtasciwe, do oceny niepewnosci
pomiaru, jak rdwniez techniki statystyczne stosowane do analizy danych.

Jezeli klient nie okreslit metody, ktéra ma by¢ zastosowana, laboratorium
powinno wybra¢ wtasciwg metode i poinformowac klienta o wybranej
metodzie.

Laboratorium powinno zweryfikowac, czy jest w stanie prawidtowo realizowac
metody przed ich wprowadzeniem, poprzez upewnienie sie, ze moze 0siggnac
wymagane parametry.



PN-EN I§O/ IEC 17025:2018-02 -
7.2.1 WYBOR | WERYFIKACJA METOD

Jezeli wymagane jest opracowanie metody, powinna to by¢ planowana

dziatalnos¢, a jej realizacja powinna by¢ powierzona personelowi posiadajgcemu
odpowiednie kompetencje i zasoby.

Podczas opracowywania metody nalezy przeprowadza¢ okresowe przeglady, aby
potwierdzi¢, ze potrzeby klienta sg nadal spetniane.



PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02 -
7.2.2 WALIDACJA METOD

Laboratorium powinno przeprowadzic walidacje metod
nieznormalizowanych, metod opracowanych przez laboratorium oraz metod
znormalizowanych wykorzystywanych poza przewidzianym dla nich zakresem
lub w inny sposdéb zmodyfikowanych.

Walidacja powinna by¢ na tyle obszerna, na ile jest to konieczne, aby spetnic
potrzeby danego zastosowania lub obszaru zastosowania.

Cechy charakterystyczne walidowanych metod, ocenione z punktu widzenia
zamierzonego zastosowania, powinny by¢ odpowiednie do potrzeb klienta i
spojne z wyspecyfikowanymi wymaganiami.



PLAN WALIDACIJI / WERYFIKACJI




PRZED PRZYSTAPIENIEM DO PROCESU
WALIDACII / WERYFIKACII

Przed przystgpieniem do procesu walidacji nalezy okresli¢c podstawowe cechy
procedury analitycznej:

v czy ma to by¢ analiza jakosSciowa, czy ilosciowa;
v" rodzaj oznaczanego analitu;

v" matryce, w ktérych bedzie oznaczany dany analit;
V' zakres stezen oznaczanego analitu;
v

obecnosé substancji przeszkadzajgcych (interferentdw) i sposoby
eliminowania ich dziatania;

v' istnienie regulacji prawnych lub innych wymogéw, ktérym powinna
sprostac dana procedura analityczna;



PRZED PRZYSTAPIENIEM DO PROCESU
WALIDACIJI / WERYFIKACII

Przed przystgpieniem do procesu walidacji nalezy okresli¢ podstawowe cechy
procedury analitycznej:

v/ wymagana warto$¢ granicy wykrywalnosci i granicy oznaczalnosci;
v" wymagany poziom dla precyzji metody;

wymagany poziom dla poprawnosci metody;

wymagany zakres stosowania;

wymagana niepewnosc;

wymagana odpornos$¢ metody;

DN N N N

wymagana aparatura pomiarowa i sprzet pomocniczy.



ZAtOZENIA WALIDACYINE / WERYFIKACYJNE

Przyktadowy plan weryfikacji / walidacji:

Zakres metody:
PARAMETRY METODY 0,15+ 20,0 [mg/l]
SYMBOL ZALOZENIE:
Liniowosé r > 0,995
Granica wykrywalnosci LOD < 0,05 [mg/l]
Granica oznaczalnosci LOQ < 0,15 [mg/l]
Poprawnosé metody D <10%
Powtarzalnos¢ Powt. <10%
Precyzja posrednia Prec. posr. <10%
Odzysk R 90 + 110%
Niepewnos¢ rozszerzona u(y) < 20%




OPTYMALIZACIA WYZNACZANIA
PARAMETROW WALIDACYINYCH /
WERYFIKACYJNYCH




PARAMETRY WALIDACJYJNE / WERYFIKACYJNE -II

1) zakres pomiarowy;

2) liniowos¢ (dla metod ilosSciowych opartych na krzywych
kalibracyjnych);

3) granica wykrywalnosci (jesli to wtasciwe);

4) granica oznaczalnosci (jesli to wtasciwe);

5) precyzja (powtarzalnos¢, precyzja posrednia, odtwarzalnosé);
6) poprawnosg;

7) selektywnos¢;

8) niepewnosc.



OPTYMALIZACIA WYZNACZANIA
ZAKRESU POMIAROWEGO

4l




OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA ZAKRESU 'l“[
POMIAROWEGO

Zakres pomiarowy metody powinien zawsze by¢ wyznaczony i potwierdzony
zgodnie z zapotrzebowaniem klientéw laboratorium Iub zgodnie z
poziomami, na ktéorych laboratorium zamierza bada¢ rutynowo wprowadzajac
metodyke.

Zdeklarowany zakres pomiarowy nalezy potwierdzi¢ zarobwno w warunkach
precyzji, jak i w warunkach poprawnosci metody.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA ZAKRESU 'l“[
POMIAROWEGO

Dobrg praktyka jest aby dolny poziom zakresu pomiarowego byt rowny wartosci
granicy oznaczalnosci, tj. aby dolny zakres badan determinowata wartos¢
granicy oznaczalnosci.

Jesli gérny poziom zakresu pomiarowego dla metod opartych na krzywych
kalibracyjnych jest wartoscig wiekszg niz ostatni punkt krzywej kalibracyjnej, to
nalezy potwierdzic¢ ten zakres z uwzglednieniem rozcienczen badanych prébek.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA
LINIOWOSCI
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OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA LINIOWOSCI m

Liniowos¢ metody wyznacza sie podczas kalibracji wyposazenia dla metod
opartych na krzywych kalibracyjnych.

Dobrg praktyka jest aby najnizszy punkt na krzywej kalibracyjnej byt rowny
wartosci granicy oznaczalnosci.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA LINIOWOSCI m

Zakres liniowosSci zalezy w duzej mierze od czutosci metody, tj. im wieksza
czutos¢ metody, tym wezszy zakres liniowosci i odwrotnie im mniejsza czutos¢
metody, tym szerszy zakres liniowosci. Wielkos¢ te charakteryzuje wspoétczynnik
nachylenia krzywej kalibracyjnej (b).

WielkoScig charakteryzujgcg rozmieszczenie wartosci sygnatow analitycznych
zaleznych od stezenia jest wspotczynnik korelacji liniowej krzywej kalibracyjnej
(r). Im réwnomierniej roztozone sg punkty na krzywej kalibracyjnej, tym
wspotczynnik ten ma wyzszg wartos¢, dgzaca do jednosci.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA LINIOWOSCI m

Do budowania krzywej kalibracyjnej wykorzystywane s3 certyfikowane
materiaty odniesienia (CRM) wyprodukowane przez kompetentnego
producenta i zapewniajace spdjnos¢ pomiarowa.

Roztwory kalibracyjne przygotowuje sie z certyfikowanych materiatow
odniesienia, ktore sg dedykowane do kalibracji wyposazenia.

Podczas przygotowania roztworow kalibracyjnych nalezy postepowac tak, aby
nie przerwac tancucha spdjnosci pomiarowe;j.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA LINIOWOSCI m

WielkoScig charakteryzujacg rozmieszczenie wartosci sygnatow analitycznych
zaleznych od stezenia jest wspotczynnik korelacji liniowej krzywej kalibracyjnej
(r). Im réwnomierniej roztozone sg punkty na krzywej kalibracyjnej, tym
wspotczynnik ten ma wyzszg wartosc, dgzgcg do jednosci.

Nalezy pamieta¢ aby do kalibracji wyposazenia przygotowac roztwory o takich
stezeniach, aby rownomiernie byty roztozone na krzywej kalibracyjne;.



KRZYWA KALIBRACIJI — niewtasciwe rozmieszczenie punktow
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KRZYWA KALIBRACIJI — wtasciwe rozmieszczenie punktow
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OPTYMALIZACIA WYZNACZANIA
GRANICY WYKRYWALNOSCI
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OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA GRANICY
WYKRYWALNOSCI

O poprawnosci obliczonej wartosci granicy wykrywalnosci mowig nam dwie
nastepujgce zaleznosci:

10-LOD > c

LOD<c
gdzie:
c — stezenie analitu w probkach badanych

Jezeli nie jest spetniony warunek pierwszy (10LOD > c), to oznacza, ze stezenie
przygotowanych analitow (tych na poziomie zbllzonKm do spod2|ewanej LOD) jest za
wysokie i nalezy wowczas przeprowadzi¢ caty tok wyznaczania LOD na nowych
roztworach wzorcowych o mniejszym stezeniu.

Jezeli nie jest spetniony warunek drugi (LOD < «¢), wowczas stezenie
w przygotowanych wzorcach jest za mate i nalezy rzeprowad2|c caty tok
wyznaczania LOD na nowych roztworach wzorcowych o wiekszym stezeniu.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA
GRANICY OZNACZALNOSCI
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OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA GRANICY
OZNACZALNOSCI

Wyznaczong granice oznaczalnosci nalezy zweryfikowaé, wykonujgc materiaty
odniesienia oraz probki rzeczywiste o stezeniach na poziomie wyznaczonej
wartosci granicy oznaczalnosci, aby potwierdzi¢ na poziomie precyzji oraz na
poziomie poprawnosci metody w odniesieniu do przyjetych na etapie planu
walidacji / weryfikacji kryteriéw.

Poziom Powtarzalnos¢ Poziom Poprawnos¢
[%0] [%]
0,15 7,95 0,15 7,89




OPTYMALIZACIA WYZNACZANIA
PRECYZJI




OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA PRECYZJI
METODY i

Precyzja metody powinna by¢ potwierdzona w catym zakresie pomiarowym
przede wszystkim na prdbkach rzeczywistych, ktére rutynowo badane sg w
danym laboratorium.

Nalezy zbada¢ i potwierdzi¢ precyzje minimum na najnizszym oraz na
najwyzszym poziomie wartosci badanego parametru z wykorzystaniem réznych
matryc, ktére badane sg rutynowo Ilub ktdre zamierza badac¢ rutynowo
laboratorium wprowadzajgc metodyke, tak aby potwierdzi¢ metode w catym
zakresie.

Dodatkowo dobrg praktyka jest wyznaczanie precyzji na poziomach, na ktérych
najczesciej wystepuje dany parametr w prébkach réznych matryc badanych w
laboratorium rutynowo lub ktore zamierza badac¢ rutynowo laboratorium
wprowadzajgce metodyke.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA PRECYZJI
METODY i

Precyzje nalezy wyznaczy¢ w warunkach:
v powtarzalnosci,
V' precyzji posredniej,
v odtwarzalnosci (jesli to mozliwe i uzasadnione).

Nalezy rozpatrywac uzyskane wyniki pod wzgledem ich sensu analitycznego.

.| Precyzja

Poziom Powta[lc';)?lnosc posrednia
[%0]
0,15 7,90 9,18
0,50 3,78 5,61
2,00 3,38 5,46
5,00 2,28 5,29
10,0 2,09 3,60
20,0 2,02 2,38




OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA
POPRAWNOSCI




OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA POPRAWNOSCI
METODY i

Poprawnos¢ metody powinna by¢ potwierdzona w catym zakresie pomiarowym
przede wszystkim na probkach certyfikowanych materiatdw odniesienia
(CRM), lub poprzez wzorcowanie wyposazenia pomiarowego w odpowiednich
punktach w calym zakresie pomiarowym, tak aby zapewni¢ spdjnosc
pomiarowa.

Podczas przygotowania probek CRM nalezy postepowac tak, aby nie przerwac
tancucha spojnosci pomiarowe;j.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA POPRAWNOSCI
METODY i

Nalezy zbadac i potwierdzi¢ poprawnos¢ minimum na najnizszym oraz na
najwyzszym poziomie wartosci badanego parametru, tak aby potwierdzic¢
metode w catym zakresie.

Dodatkowo dobrg praktyka jest wyznaczanie poprawnosci na poziomach, na
ktorych badana bytfa precyzja w probkach rzeczywistych roznych matryc podczas
wyznaczania precyzji.



OPTYMALIZACJA WYZNACZANIA POPRAWNOSCI
METODY i

Nalezy rozpatrywac uzyskane wyniki pod wzgledem ich sensu analitycznego.

Poziom Poprawnosé

[%0]
0,15 7,86
0,50 5,79
2,00 5,14
5,00 4,93
10,0 4,86
20,0 3,75




OPTYMALIZACIA WYZNACZANIA
ODZYSKU

il




OPTYMALIZACJIA WYZNACZANIA ODZYSKU M

Wzbogacanie probek i badanie odzysku dodanej substancji do proébki
rzeczywistej ma na celu kontrolowanie wptywu matrycy na badany analit, czyli
wptywu czynnikdw przeszkadzajgcych. Moze by¢ wiec miarg selektywnosci
metody.

Przy wzbogacaniu probek nalezy pamietac o tym, zeby dodawac¢ mozliwie mata
ilos¢ substancji wzorcowej do préobki o mozliwie duzym stezeniu, tak, aby
probki zbytnio nie rozcienczyc i nie zmienic przez to jej matrycy.

Dodatek materiatu odniesienia do probki powinien by¢ proporcjonalny do
stezenia / zawartosci oznaczonego analitu w probce rzeczywistej (50-150%).



OPTYMALIZACJIA WYZNACZANIA ODZYSKU M

Dobrg praktyka jest wyznaczanie odzysku na réznych poziomach zakresu
wartosci badanego parametru z wykorzystaniem roznych matryc, ktére badane
sg rutynowo lub ktére zamierza badac rutynowo laboratorium wprowadzajac
metodyke, tak aby potwierdzi¢ metode w catym zakresie.

Poziom Dodatek Odzysk BIAS
CRM [%0] [%0]

0,15 0,10 92,57 7,43
0,50 0,50 94,46 5,54
2,00 3,00 104,36 4,36
5,00 5,00 95,79 4,21
10,0 10,0 104,19 4,19




OPTYMALIZACJA SZACOWANIA
NIEPEWNOSCI
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OPTYMALIZACJA SZACOWANIA NIEPEWNOSCI M

Dobrg praktykg jest szacowanie niepewnosci na réznych poziomach zakresu
wartosci badanego parametru, tak aby dokona¢ oceny niepewnosci i podjac
decyzje, czy przyjmujemy dla catego zakresu pomiarowego metody
maksymalng wartos¢ niepewnosci, czy rozdzielamy na podzakresy z
charakterystycznymi wartosciami oszacowanej niepewnosci.

Budzet niepewnosci ztozonej szacujemy propagujac niepewnosci wzgledne
charakteryzujgce réine parametry walidacyjne / weryfikacyjne (cechy
charakterystyczne) na réznych poziomach zakresu.



OPTYMALIZACJA SZACOWANIA NIEPEWNOSCI

Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
0,2 [mg/l] 4,0 [mg/l] 20,0 [mg/l] 200 [mg/l] 400 [mg/l] 800 [mg/l]
uwzg(;dna [%] uwzgedna [%] uwzg(;dna [%] uwzgedna [%] uwzgedna [%] uwzg(gdna [%] uwzgedna [%]
Niepewno$é powtarzalnosci 2,99 1,43 1,28 0,86 0,79 0,76
Niepewnos$¢ precyzji posredniej 3,47 2,12 2,06 2,00 1,36 0,90
BIAS CRM 7,41 5,27 4,79 4,63 3,82 3,48
BIAS - odzysk 5,48 4,73 4,18 3,27 3,90
Niepewnos$é krzywej kalibracyjnej 18,80 0,90 0,20 0,30 0,40 0,40
Niepewnos$¢ zwigzana z rozcieficzeniem probki 0,13 0,21 0,21
Niepewnos$é przygotowania roztworéw kalibracyjnych 0,12
Niepewnosé zlozona analityczna [%] 19,50 5,75 5,22 5,06 4,08 3,63
Niepewnos$¢ rozszerzona analityczna [%] 39,00 11,50 10,45 10,12 8,17 7,25
Niepewnos$¢ pobierania probek 10,54
Niepewnos$é ztozona z etapem pobierania probek 22,17 12,01 11,77 11,69 11,31 11,15
Niepewnos$é rozszerzona z etapem pobierania prébek 44,34 24,02 23,53 23,39 22,61 22,30




REWALIDACJA / PONOWNA
WERYFIKACJA




REWALIDACJA / PONOWNA WERYFIKACIA

Walidacja/weryfikacja metody nie jest procesem jednorazowym, tzn. nie
powinna by¢ wykonana raz na wiele lat stosowania metodyki w laboratorium.

Powinien by¢ to proces ciggly tak, jak procesem ciggtym jest zapewnianie
waznosci wynikow.




REWALIDACJA / PONOWNA WERYFIKACIA

Rewalidacja / ponowna weryfikacja, badz jej elementy, powinny by¢
przeprowadzane, kiedy:

1) stwierdza sie w wyniku kontroli jakosSci stosowanej metodyki zmiennosé
jej parametrow walidacyjnych w czasie;

2) zmieniajg sie osoby wykonujgce dane analizy;
3) zmieniajg sie przyrzady pomiarowe;

4) zmienia sie lokalizacja wykonywanych badan, a co za tym idzie warunki
prowadzonych badan.



DZIEKUJE
ZA UWAGE




