Walidacja procedury analitycznej
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Tresé wyktadu

d Czym jest walidacja procedury analitycznej ?

4 Dlaczego walidujemy procedury analityczne ?

d Naczym polega walidacja ?

d Co jest wynikiem walidacji ?
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Zadania_analityczne

Sprawdzanie zgodnosci z aktami normatywnymi
Tworzenie nowych regulacji normatywnych
Sterowanie procesami produkcyjnymi

Kontrola i zapewnienie jakosci (surowcow, produktow
i towarow)

Wspomaganie krajowego i miedzynarodowego handlu

Wspomaganie badan



PN-EN ISO/TEC 17025

Ogélne wymagania dotyczace kompetenciji
laboratoriow badawczych i wzorcujacych

Laboratorium powinno stosowac procedury analityczne wiasciwe do

zadania analitycznego i spetniajagce wymagania klienta. Powinno sie

preferowa¢ stosowanie procedur opublikowanych w_ normach

miedzynarodowych, regionalnych lub krajowych. Mozna tez stosowac

procedury zaadoptowane przez laboratorium lub opracowania wilasne,
jezeli sa one odpowiednie do przewidywanego zastosowania i zostaty

zwalidowane.
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Rdznice terminologiczne

PN-EN ISO/IEC 17025. Ogélne wymagania dotyczace
kompetencji laboratoriow badawczych | wzorcujacych:

walidacja metody 6adawczej

VIM, Miedzynarodowy stownik podstawowych | ogolnych
terminéw metroloqii:

walidacja procedury pomiarowej

GLP, Dobra praktyka laboratoryjna:
walidacja standardowej procedury pomiarowej

walidacja procedury analitycznej




Walidacja

WALIDACJA jest potwierdzeniem przez zbadanie | przedstawienie

obiektywnego dowodu, ze zostaly w calkowicie spetnione szczegodlne
wymagania dotyczace zamierzonego zastosowania.
(PN-EN ISO/IEC 17025)

WALIDACJA jest procesem definiowania charakterystyki procedury
analityczne] dla oceny mozliwosci jej zastosowania do okreslonego

zadania.
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Proces walidacji

Poznanie wymagan analitycznych dla zamierzonego celu
prowadzenia pomiarow

Wyznaczenie charakterystyki procedury analitycznej

Sprawdzenie, ze wymagania moga by¢ w petni zrealizowane
za pomocg walidowanej procedury analitycznej

Swiadectwo (raport) walidacji



Charakterystyczne
wymagania

* Rodzaj analitu

* Poziom stezen

» Zakres stezen

* Rodzaj matrycy

* Obecnosc¢ interferentow
* Technika analityczna

* Granica wykrywalnoscii oznaczalnosci » Wymagania prawne

* Precyzjai dokladnosc¢ )
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Parametry walidacji

* Precyzja: powtarzalnosé, odtwarzalnos¢
* Granica wykrywalnosci/oznaczalnosci

* Linowos¢, zakres roboczy

é * Odzysk

S | « Czutosé

g * Selektywnos¢
N * Odpornosc¢

* Niepewnosc¢

* Spojnosé pomiarowa
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Parametry analityczne

Parametry analityczne procedury pomiarowej:
Q jakosciowe:
» selektywnosé, specyficznosé

U ilosciowe:
= zakres roboczy (liniowy)
= granica wykrywalnosci i oznaczalnosci
= odzysk

Wiasciwosci wynikow pomiarow:
= spdéjnos¢ pomiarowa

= niepewnos¢ (z uwagi na np. powtarzalnosc /
odtwarzalnos¢, odpornosc)
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Ktdre procedury analityczne
wymagaja walidacji ?

» nie majace statusu normy;,
» opracowania wiasne,
» znormalizowane:
stosowane poza przewidzianym zakresem;
» znormalizowane:

po wprowadzeniu modyfikacji.
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Procedury analityczne o statusie normy

» procedury zamieszczone w miedzynarodowych, regionalnych
i krajowych normach badan

(ISO, EN, PN, DIN, BS, ASTM....)

» procedury publikowane przez uznane organizacje

(AOAC dla artykutow spozywczych i rolnych; ICH dla
analizy klinicznej, Famakopea w przemysle
farmaceutycznym, ....)

» Nie sa nimi procedury publikowane w literaturze naukowej!!!
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Czy zwalidowanq procedure mozna
.automatycznie” uzy¢ w laboratorium ?

1. Porazpierwszy ? Nie !ll musi zosta¢ potwierdzona;

2. Po potwierdzeniu ? Tak, ale tylko w okreslonym zakresie.
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Kiedy wymagana jest
walidacja procedury ?




Zakres walidacji

Procedura analityczna

- Walidacja catej procedury Przygotowanie
: ANPE - prébek "
(od przygotowania probki do wyniku) aboratorium

« Walidacja petnego zakresu stezen

(oczekiwany zakres stezen !) Kalibracja
przyrzadow
| pomiary

« Walidacja wzgledem spodziewanych
rodzajow probek

Przetwarzanie
danych

Podejmij wysitek tam, gdzie to konieczne! 1
Wynik

Slide 15



Czesto spotykane terminy

* Walidacja petna: gdy badane sa wszystkie istotne
parametry (pomiarowe, dziatania) procedury analitycznej.

* Walidacja czesciowa:. gdy badane sg jedynie niektore
parametry procedury analitycznej.

* Potwierdzenie: postepowanie dotyczace zwalidowane]
procedury majacej status normy. Nie ma potrzeby
dodatkowego walidowania, nalezy jedynie potwierdzic
mozliwos¢ je] prawidiowego stosowania w laboratorium.
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Wymagany zakres walidacji

Dla danego zadania analitycznego warto wybraé najwazniejsze parametry
odnosnie zakresu walidacji

Cholesterol w surowicy
Granica wykrywalnosci: nie jest istotna
Niepewnosc¢: Istotna
(np.. mniejsza niepewnosSc¢ wynikow stata sie w USA zrodtem oszczednoSci
100 min $/rok)

Ocena zanieczyszczenia sSrodowiska [lokalizacja zagrozen]:

Zakres pomiarowy Istotny

Granica wykrywalnosci nie jest istotna

Niepewnos¢ nie jest istotna
Kontrola antydopingowa:

Granica wykrywalnosci parametr decydujacy

Niepewnos¢é Istotna

Zakres pomiarowy, liniowos¢: nie jest istotna

selefieja paramelrow usprawnia funkfcionowanie aboratoriem/’//
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Selektywnos¢
i_specyficznos¢

Selektywnos¢ oznacza stopien w jakim metoda moze by¢
stosowana do oznaczania danego analitu w obecnosci
iInnych sktadnikow probki bez wystepowania interferencji.

(IUPAC, 2001)

Specyficznos¢ oznacza 100 % selektywnosc¢

Czy istniejg metody absolutnie selektywne ?

IUPAC zaleca unikania stosowania terminu specyficznosc !
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Odzysk (1)

Okresla wiarygodnosc¢ procedury pomiarowej

(IUPAC 1999)
wartos¢ _obserwowana

R =

wartos¢ _odniesienia

Wartos¢ odniesienia dla:

C
- CRM R=—=
C
CRM
: : s~ mat
- probki wzbogaconej R —
analit _dod

Wartosc R bliska 1 oznacza niewielkie obcigzenie procedury
pomiarowe;
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Precyzja

Precyzja: (ang. precision) parametr, ktoéry charakteryzuje rozrzut

uzyskanych wynikow wokot wartosci sredniej. Jest obliczany jako

odchylenie standardowe dla serii pomiarowej.

Odchylenie standardowe (ang. standard deviation) to miara

rozproszenia zbioru wartosci uzyskanych w serii pomiarowe,.

SD jest réowne zeru wtedy i tylko wtedy, gdy wszystkie wyniki sa
identyczne. W kazdym innym przypadku SD >0



SD dla przyrzadéw o réznej rozdzielczosci

X 0,X 0,0X
17 16,8 16,83
17 17,1 17,14
Wyniki 17 16,9 16,88
pomiaréw 17 17,4 17,43
17 17,3 17,27
17 17,2 17,24
17 17,0 16,96

SD 0 0,22 0,223
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Miary precyzji

SD: Odchylenie standardowe jest zawsze liczbg mianowang, a miano
wyrazone jest w takich samych jednostkach jak miano wartosci

wynikow.

RSD: Wzgledne odchylenie standardowe: (ang. relative standard
deviation) otrzymuje sie przez podzielenie wartosci SD przez wartos¢

sredniq.

CV: wspoétczynnik zmiennosci (ang. coefficient of variation) otrzymuje

sie przez pomnozenie RSD przez 100%



Powtarzalnosé

Powtarzalnos¢ (ang. repeatability)
Precyzja posrednia: (ang. intermediate precision)

Odtwarzalnosé: (ang. reproducibility)
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Powtarzalnosé

Powtarzalnos¢ (ang. repeatability) wyznaczana jest na podstawie
wartosci SD serii pomiaréow przeprowadzanych w danym laboratorium,
przez danego analityka, z wykorzystaniem danego urzadzenia

pomiarowego w krétkim okresie czasu.

State: analityk, przyrzad, odczynnik, warunki pomiarowe

Zmienne: skiad prébki; stezenie



Powtarzalnosé

Precyzja posrednia: (ang. intermediate precision) stuzy do
okreslenia diugoterminowego SD procesu pomiarowego: w danym

laboratorium

State: laboratorium

Zmienne: przyrzad, analityk, skiad prébki, stezenie analitu, partia
odczynnikow, warunki laboratoryjne
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Powtarzalnosé

Odtwarzalnosc: (ang. reproducibility) stuzy do okreslenia SD dla

wynikow uzyskanych w réznych laboratoriach.

State: (??)

Zmienne: laboratorium, przyrzad, analityk, skiad prébki, stezenie
analitu, partia odczynnikéw, warunki laboratoryjne
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Granica wykrywalnosci (LOD)
Granica oznaczalnosci (LOQ)

LOD (ang. limit of determination)

GW: najmniejsze stezenie (lub ilo$¢) substancji mozliwe do wykrycia za
pomoca danegj procedury analitycznej V4 okreslonym

prawdopodobienstwem.

LOQ (ang. limit of quantification)

GO: najmniejsze stezenie (lub ilos¢) substancji mozliwe do iloSciowego
oznaczenia za pomocag danej procedury analitycznej z zalozona

doktadnoscia i precyzjq.
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Granica wykrywalnosci (LOD)
Granica oznaczalnosci(LOQ)

Rownanie zaleznosci kalibracjnej:
SygnatY =Db,+ b, *C

Y,, = wartosc¢ srednia dla slepgj proby;
S, = odchylenie standardowe /dla slepej proby

Yiop=Ypt+3sy =2 LOD=L, o5—Dby)b;
Yiog=Ypt10s, > LOQ={ oq—1Dg)b,



Znaczenie LOD

Zdolnosc wykrywania sladowych ilosci analitu

Analit Wynik badania: awnalit(u)...
c, < LOD nie wykryto wykryto O
c, > LOD Wwykryto nie wykryto ©

O kontaminacja, nieodpowiednia selektywnosc, interferencje?
@ interferencje?
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Wartosé graniczna

Analit nie jest obecny Analit jest obecny

Wartosc graniczna

Obszar F Obszar FP

granica
wykrywalnosci

Slepa proba

c~ 0 c>0 stezenie
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Zakres liniowosci
Zakres roboczy

Zakres liniowosci to przedziat zawartosci analitu, dla ktorego

sygnat jest proporcjonalny do te] zawartosci. (r = 0,999)

Zakres roboczy to przedzial miedzy najnizszym a najwyzszym

stezeniem jakie mogg zosta¢ oznaczone za pomocg danej
procedury analityczne] z zatozong precyzja, doktadnoscia i

liniowoscia.
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Zakres liniowosci,
zakres roboczy

200

180 -

160 - Z.akres liniowosci

140 -
120 -
100 -

LOQ

80 -
60 | LOD

Wielkos$¢ sygnahu

40 - -

20 | / Zakres roboczy

0 +— . . .

0 5 10 15 20
Stezenie

A
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Czutosé

Czutosc¢ iloraz przyrostu odpowiedzi przyrzadu pomiarowego |
wywoltujacej go zmiany stezenia analitu

Interpretacja: nachylenie zaleznosci kalibracyjnej

odpowiedz przyrzadu =
sygnat

zawartoscé
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Odpornosc (1)

Odpornos¢ procedury analityczne] oznacza stabilnosc¢
uzyskiwanych wynikow w zakresie niewielkich zmian
warunkow pomiarowych opisanych w procedurze
analityczne).

Warunki pomiarowe sg dokfadnie opisane w procedurze
pomiarowej: np. pH, temp., stezenia odczynnikow, ......



Response

Parameter

nie-odporny

Parameter Values
 ———

Response

Odpornosc (2)

Parameter odporny

A~0O

Parameter
Values
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Raport z walidacji (1)
&@@@ Sprawozdanie z walidacji

Procedura oznaczanie kadmu (GF-AAS) WC gelektywno§é: brak interferencji

Mezurand: ogodlne stezenie kadmu w produk

do zawartos$ci chlorku 100 mg/kg

spozywczych Spo6jnosé pomiarowa: Sl. Ustalono przez

Zrodlo procedury: opracowanie wilasne

kalibracj¢ oraz przez pomiary CRM firmy Y"

Przeznaczenie: ocena produktow spozywczych Charaktervstyczna niepewnosé:
Matryca: surowce 1 produkty spozywcze U = 15 % (k=2)
Postepowanie: 1. mineralizacja wspomagana mil

2 oznaczanie GE-AAS Sktadniki niepewnosci, patrz Aneks

Kalibracja: roztwory wzorcowe firmy-ZzZZ

Nazwisko

Zakres roboczy: 3,5 pg/kg - 20 ng/kg

Funkcja Analityk Kierownik
LOD: 1 ng/kg Laboratorium
LOOQ: 3,5 ng/’kg podpis
Odzysk (95 +/-2) % mleko (CRM) data
Odpornos¢ nie badano
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Czy moge wykonaé oznaczenie kadmu ?

Rodzaj probki Oczekiwane stezenie ODPOWIEDZ
mleko 0,5-1,5 yg/kg NIE (c< LOD)
woda morska 50 - 300 ng/L NIE (c<LOD), CI)

Sok owocowy 5-10 ug/L TAK
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Dlaczego walidujemy procedury
analityczne ?

AW celu poznania parametrow analitycznych stosowanej
procedury pomiarowej;

W celu zapewnienia zaufania:

= uzytkownikow dane] procedury (analitykow pracujacych
w laboratorium),

= odbiorcow wynikow pomiarowych (klientow laboratorium).

Zapamictajmy !

Walidacja jest 6adaniem procedury analitycznej, a nie pracy analityfa !
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Technika walidacji

... zgodnie z zaleceniami PN-EN ISO/IEC 17025

» Wyznaczanie niepewnosci jest rownoznaczne z systematyczng ocena
czynnikéw wplywajacych na wynik pomiaru

» Polecane jest stosowanie certyfikowanych materiatow odniesienia (CRM)
» Polecany jest udziat w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych

» Polecane jest porownywanie wynikéw uzyskiwanych za pomocg innych
technik analitycznych
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