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1. Wstep

Jednym z podstawowych kierunkéw rozwojowych analityki i monito-
ringu zanieczyszczen Srodowiska jest dazenie do oznaczania coraz mniejszych
stezen sktadnika w probkach o ztozonej matrycy. Tego typu zadanie jest wiel-
kim wyzwaniem dla analitykéw i wymaga zwrdcenia uwagi na kontrole i za-
pewnienie jakosci wynikéw badan [4+6, 17, 19, 20]. Dokladnos¢ oznaczen
mozna osiagnaé stosujac proces walidacji metody analitycznej z réoznymi ma-
trycami [3, 7, 22, 23, 28]. Walidacja metody jest procesem ustalenia czy charak-
terystyki techniczne metody analitycznej sa odpowiednie do zamierzonego celu.
Dla uzyskania najbardziej wiarygodnych wynikoéw nalezy przeanalizowa¢ me-
todyke badawcza, w tym procedure¢ przygotowywania i pobierania probek.
Waznos¢ metody mozna zweryfikowac tylko poprzez badania migdzylaborato-
ryjne [5, 11, 13, 14, 18, 29, 30, 37]. W sktad procedury oszacowania jakos$ci
wchodza zazwyczaj nastgpujace elementy:

» kontrola i ocena doktadnosci uzyskiwanych wynikoéw poprzez okresowe
analizowanie probek kontrolnych,

» ocena doktadno$ci metody poprzez: analize probek certyfikowanych mate-
rialdbw odniesienia, porownanie uzyskanych wynikoéw z wynikami uzyska-
nymi dla tej samej probki przy zastosowaniu metody odniesienia, wykona-
nie analiz probek po dodaniu do nich wzorca, przeprowadzenie porOwnaw-
czych badan miedzylaboratoryjnych, stosowanie kart kontrolnych, stosowa-
nie odpowiedniego systemu rewizji (auditingu).



Z walidacja metody analitycznej nierozerwalnie zwigzane sa trzy para-
metry [5, 21, 28, 31, 32]:

» granica wykrywalnosci (LOD), zalecana dolna granica wartosci tego
parametru jest trzykrotna warto$¢ odchylenia standardowego danej me-
tody,

» granica wiarygodnej wykrywalnoséci (RDL) — jej warto$§¢ powinna wy-
nosi¢ co najmniej szesciokrotng warto$¢ odchylenia standardowego,

» granica oznaczalno$ci (LOQ) czyli warto$¢ uznana za najmniejszy wia-
rygodny(na poziomie prawdopodobienstwa wynoszacym co najmniej
99%) wynik oznaczenia dang metoda. Przyjmuje sig, ze warto$¢ ta musi
wynosi¢ migdzy 9 a 10s (s — odchylenie standardowe).

Zalezno$¢ migdzy tymi parametrami przedstawiono na rysunku 1 [15].
Niezwykle istotnym parametrem jest dokladnos¢ metody, ktora charakteryzuje
btad bezwzgledny certyfikowanego materiatu odniesienia i otrzymanego wyni-
ku walidowanej metody [11, 13, 34, 36, 38].
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Rys. 1. Schemat zalezno$ci miedzy podstawowymi parametrami charakteryzujacymi
okreslona metodyke analitycznag [15]

Fig. 1. Diagram of dependence between basic parameters characterizing the definite
analytic methodology [15]



Materiatem odniesienia jest substancja ktorej jedna lub wigcej wtasci-
wosci sa wystarczajaco homogeniczne i dobrze zbadane by mozna go byto za-
stosowa¢ do kalibracji przyrzadow pomiarowych, oceny metod analitycznych
czy tez oszacowania wartosci innych przyrzaddéw analitycznych [14, 15, 28, 37].
Natomiast certyfikowany material odniesienia jest to material z odniesienia
z dotaczonym certyfikatem, ktorego jedna lub wigcej wlasciwosci sa poswiad-
czone w wyniku zastosowania procedury badawczej, ktora zapewnita odniesie-
nie do doktadnego wzorca jednostki miary (traceability), wyrazajacej dana wia-
sciwos¢ z jednoczesnym podaniem dla kazdej certyfikowanej wlasciwosci war-
to$¢ niepewnos$ci na okreslonym poziomie ufnosci, ktéry zazwyczaj wynosi
95%. W zalezno$ci od stosowanej metody ten blad nie moze przekroczy¢ 20%,
tj. odzysk oznaczanego analitu w granicach 80 do 120% [11, 13, 17]. W chwili
obecnej rozrdznia si¢ trzy rodzaje materiatow odniesienia:

» sktadu chemicznego,
» wlasciwosci fizycznych,
» specjalnych wtasciwosci technicznych.

Zakres badan w inzynierii srodowiska rozwija si¢ w wielkim stopniu
dlatego niewystarczajace jest przedstawianie ,,suchych wynikow badan” nie-
zbedne jest takze udowodnienie iz otrzymane zalezno$ci (wyniki badan) zostaty
wykonane za pomoca metod pewnych — zwalidowanych. Poniewaz brak jest
doktadnej metodyki przeprowadzenia procesu walidacji metody badawczej
dlatego celem pracy jest przedstawienie mozliwosci przeprowadzenia walidacji
z zastosowaniem zarowno metod chemicznych jak i mikrobiologicznych.

2. Walidacja metod chemicznych

W prezentowanej pracy przedstawiono jeden z kilku mozliwych sposo-
bow przeprowadzenia procesu walidacji metody analitycznej. Inaczej mowiac
walidacja jest procesem, ktorej celem jest:

» zapewnienie, ze niepewno$¢ wyniku jest mozliwa do zaakceptowania przez
odbiorce wyniku,

oszacowanie wplywu roznych czynnikéw (instrumentalnego, ludzkiego,
srodowiskowego) na niepewnos¢ wyniku,

wskazanie, ze metoda jest odpowiednia do osiagnigcia zalozonego celu.
Walidacje stosuje sig, gdy [7, 11, 14, 30, 37]:

opracowuje si¢ nowa metode,

wprowadza sie zmiany W metodzie,

parametry metody zmieniajq si¢ w czasie,

ustalona metod¢ wykorzystuje si¢ w innym laboratorium albo przez innych
analitykow, albo za pomoca innych przyrzadow.
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Walidacja metody obejmuje oszacowanie nastgpujacych parametréw [7,
11, 14, 15, 18, 28, 30, 37]:
» granica wykrywalnoSci,
» granica oznaczalnosci,
» powtarzalnosc,
» odtwarzalnos¢,
» odpornos¢ na zmiang warunkow,
» poprawnos¢ (obciazenie, btad systematyczny catkowity),
» selektywno$¢, specyficznose,
> odzysk,
» zakres liniowoSci,
> czulo$e,
» niepewnos¢,
» doktadnosé.
2.

1. Granica wykrywalnoS$ci

Jest to najmniejsza zawarto$¢ substancji, ktora mozna wykry¢ z 95%
pewnoscia statystyczna [5, 9, 10, 13, 18] wg wzoru (1).

XL = Xpi + kespy (1)

gdzie:
X_ — granica wykrywalnosci,
Xp — $rednia z pomiaréw dla §lepych probek (analiza powinna obejmowacé
co najmniej 20 pomiarow),
Spi — odchylenie standardowe obliczone z wynikow dla probek $lepych,
k — wspotczynnik liczbowy, ktérego wartos¢ zalezy od zadanego poziomu
ufnosci przewaznie warto$¢ ta wynosi od 2 do 3.

Granic¢ wykrywalnos$ci oblicza si¢ na podstawie uzyskanych danych
z absorbancji lub ze stezenia.
2.2. Granica oznaczalnoSci

Jest to najmniejsze stezenie substancji, ktore mozna oznaczy¢ z dopusz-
czalna precyzja i doktadnoscia w ustalonych warunkach badania [5, 6, 10, 13,
18] wg wzoru (2).

XLo = KoSo (2)



gdzie:
X0 — granica oznaczalno$ci
S, — odchylenie standardowe przy st¢zeniu X, (S, nie powinno by¢ wigk-
sze niz 10% x,,)
ko, — mnoznik, ktorego warto$¢ nie jest jednoznacznie ustalona, 5+10

2.3. Powtarzalnos¢ i odtwarzalno$¢ (precyzja)

Powtarzalno$¢ okres$lana jest przez rozrzut wynikéw uzyskanych:
» ta sama procedura pomiarows i tym samym przyrzadem przez t¢ sama osobg,
» w tym samym laboratorium, w krotkich odstgpach czasu.

Odtwarzalno$¢ okre$lana jest przez rozrzut wynikéw uzyskanych:
» przez roézne laboratoria (odtwarzalno$¢ migdzylaboratoryjna),
» w jednym laboratorium, lecz w réznych odstgpach czasu (odtwarzalnos$¢ we-
whatrzlaboratoryjna) przez rézne osoby i za pomoca roznych przyrzadow.

Miara precyzji jest odchylenie standardowe [5+7, 14, 15, 34, 37] wy-
znaczone w wyzej zdefiniowanych warunkach. Stuzy do obliczenia granicy
powtarzalnosci i odtwarzalno$ci zgodnie z wyrazeniami wg wzoru (3):

r=2,8s, , R=228"sg (€))

gdzie:
Sy — odchylenie standardowe powtarzalnosci,
R — odchylenie standardowe odtwarzalnosci.

Wygodniejsze jest uzywanie odchylenia standardowego, poniewaz
przewaznie ma stata warto$¢, jezeli rozpatruje si¢ niezbyt duzy zakres wartosci.

2.4. Odporno$¢ na zmian¢ warunkow

Ocena odporno$ci metody polega na wyodrgbnieniu takich etapéw pro-
cedury, ktéorych zmiana moze mie¢ wptyw na wynik [5, 13, 28, 38]. Moze to
by¢, na przyktad, czas reakcji prowadzacej do wywolania barwy lub czas trwa-
tosci zabarwienia. Wykonanie analiz roztworu o tym samym st¢zeniu lecz r6z-
nym czasie reakcji, da odpowiedz na pytanie, czy czas ten ma wpltyw na po-
prawnos¢ lub precyzje wyniku. Planujac eksperymenty nalezy pamigtaé, ze
réwnoczes$nie mozna zmienia¢ tyko jedna wielkos¢.



2.5. Poprawnos$¢ (obcigzenie, blad systematyczny calkowity)

W celu sprawdzenia poprawnos$ci i oceny obciazenia metody stosuje si¢
rézne sposoby postgpowania, do ktorych przede wszystkim naleza [11, 13, 14,
15, 18, 37]:
» ocena wynikow analiz certyfikowanych materialéow odniesienia lub materia-
16w odniesienia;
» metoda dodatkéw wzorca do probki badanego obiektu, w tym:
a) probek badanego obiektu, ktore byly juz poddane analizie i oznaczono
w nich pewne st¢zenia danej substancji lub
b) probek czystej matrycy niezawierajacej badanej substancji,

Przed przystapieniem do sprawdzenia poprawnosci metody przy okre-
slonym jej zakresie oznaczalno$ci nalezy upewnié sig, czy przygotowane
W laboratorium materiaty odniesienia sg jednorodne i wykazuja wystarczajaca
trwato$¢ w czasie przewidzianym do wykonania catosci doswiadczenia. Jezeli
badano co najmniej pie¢ réznych stezen danej substancji (odniesienia), to oce-
niajac zalezno$¢ migdzy warto§ciami odniesienia a wynikami analiz mozna
zastosowa¢ rownanie regresji liniowej. Wykres mierzonych wartosci jako funk-
cja teoretyczna stgzenia powinien by¢ liniowy ze wspotczynnikiem nachylenia
(b) réwnym jednoS$ci i stala przesunigcia (a) rowna zero. Rozna od zera stata
przesunigcia (a) wystgpuje w przypadku statych bledow systematycznych. Btad
staly jest niezalezny od iloSci lub stezenia substancji badanej [5]. Wykrycie
przyczyn bledu systematycznego popelnianego w trakcie analizy moze przy-
czyni¢ si¢ do jego eliminacji poprzez wprowadzenie odpowiedniego wspolt-
czynnika korygujacego, czyli tzw. poprawki. Powinien by¢ jednak spetlniony
warunek, ze wielko$¢ btedu jest proporcjonalna do zmiany mierzonej ilosci lub
stezenia badanej substancji. Btad staty, pochodzacy np. z odczynnikow, moze
by¢ korygowany na etapie odczytu wyniku analizy, tj., jesli funkcja wzorcowa-
nia (w analizie instrumentalnej) ma odpowiednia posta¢ np. y = a + bx, to wow-
czas. jak wynika z rownania warto§¢ odczytu sygnatu analitycznego probki Y
jest korygowana o warto$¢ wspolczynnika przesunigcia a. Najprosciej bledy
systematyczne, czyli obciazenie metody, mozna obliczy¢ z rdéwnania (16),
w ktérym warto$¢ ,,prawdziwa’— o nalezy zastapi¢ warto$cia nominalna mate-
rialu odniesienia X (Crer), C2Yyli wg wzoru (4):

- _ X=Xl
Obciazenie (By) = —— ub 1-RR 4)
Xo



gdzie:
RR — wspotczynnik odzysku badanego sktadnika z matrycy.

W praktyce laboratoryjnej, jesli nie ma innych zrodet btedéw systema-
tycznych, poprawnos¢ metody najczesciej zwiazana jest z niepelnym odzyskiem
badanego sktadnika (analitu) z danej matrycy [5+7, 14, 15, 23, 26, 37, 38].
Przepis analityczny takiej metody powinien uwzgledni¢ oznaczanie odzysku
badanego sktadnika z matrycy. Jezeli do oceny wynikoéw badania odzysku ana-
litu z matrycy nie stosuje si¢ metody regresji liniowej, to ewentualna poprawke
mozna obliczy¢ zgodnie z rownaniem wg wzoru (5):

_ X% _(Cz)
_—XO

RR (%)

gdzie:
RR — wspolczynnik odzysku badanego sktadnika z matrycy,
Xo — stezenie (nominalne) analitu w materiale odniesienia,
X; — stezenie analitu oznaczone w materiale odniesienia,
c, — ewentualne zaklocenie pochodzace z tta (matrycy wolnej od analitu).

W celu stwierdzenia istotnosci roéznic pomigdzy stezeniem badanego
sktadnika w materiale odniesienia, a oznaczonym nalezy przeprowadzi¢ testowa-
nie za pomoca testu t-Studenta (P = 0,95), sprawdzajac hipotezg Ho, czy odzysk
rézni si¢ od jednosci (100%), czyli HO : RR = 1; HI : RR # 1. Stosujac whasciwy
model testu t-Studenta, warto$¢ statystyki t oblicza sie wg rownania (6):

1-RR|
RR-u

= (6)

cwzgRR

gdzie:

RR - ugyzgrr — niepewnosc ztozona wspotczynnika odzysku

2.6. Selektywnos$é, specyficznosé

Parametry te oceniane sa na etapie opracowania metody i podawane
w normach jako czynniki przeszkadzajace [5, 13+15, 28].



2.7. Odzysk

Jest to czg$¢ substancji [%] dodanej przed analiza do badanej probki [5,
6, 10, 13, 17], okreslona na podstawie pomiaru substancji w probce wzbogaco-
nej i nie wzbogaconej wg wzoru (7):

R[%] = 100 {(CZC—_%} 7

d

gdzie:
R — odzysk,
C; — stezenie substancji w probce nie wzbogaconej,
C, — stezenie substancji w probce wzbogaconej,
Cq — stezenie substancji dodanego do probki.

2.8. Dokladnos¢

Doktadnos¢ (D) metody okresla sig jako rdznicg migdzy zmierzona war-
todcia x a wartoscia ,,rzeczywista” (y) [1, 2, 5, 6, 13, 16, 17, 33, 35, 37]. Miara
doktadnosci moze by¢ blad bezwzgledny obliczany na podstawie wzoru (8):

D=x-y (8)

Btad bezwzgledny moze mie¢ znak dodatni, gdy x >y lub ujemny, gdy

x <y. Czesto btad bezwzgledny wyraza si¢ nie zwracajac uwagi na znak, obli-
czajac jako wartos¢ bezwzgledna czyli (9):

D= | X-y | 9

W przypadku postugiwania si¢ wartoscia Srednia , jako ,,prawdziwa”,
btad bezwzgledny wyraza sig¢ w postaci (10):

Dzlxér-yl (10)
Blad wzgledny (relatywny) opisuje sig¢ rownaniem (11):

DreI = |X _ y|

(11)



i czgsto w praktyce analitycznej wyraza w procentach (12):

Dy = (MJ-loo (12)
y

Powiazania poj¢¢ charakteryzujacych wynik (metode) badania z wyste-
powaniem réznego rodzaju bledow przedstawia ponizszy schemat:

Dokladnos$¢ = Poprawnos¢ + Precyzja

Doktadnosé¢, wigc jest to [2, 5, 6, 10, 11, 23, 24, 35, 36]:

» zgodno$¢ migdzy warto$cia znana (z oszacowana niepewnoscia) a wartoscia
bedaca wynikiem analizy,

» wielko$¢ jej btedu systematycznego,

» metoda niedoktadna moze by¢ obarczone blgdem systematycznym stalym
(niezaleznym od poziomu zawarto$ci oznaczanego sktadnika) i zmiennym
(zaleznym od stg¢zenia oznaczanego skladnika). Doktadno$¢ powinna by¢
oszacowana na podstawie minimum 10 wynikéw oznaczen dla minimum
trzech r6znych poziomow stgzen z badanego zakresu.

2.9. Zakres liniowoS$ci

Zakres stgzen substancji, w ktorym metoda daje wyniki badan propor-
cjonalne do stgzenia substancji. Liniowo$¢ ocenia si¢ wizualnie oraz przez wy-
znaczenie wspotczynnika regresji liniowej. Precyzje kalibracji w analizie in-
strumentalnej dobrze charakteryzuja parametry Krzywej wzorcowej opisane
robwnaniem regresji y = a + bx, takie jak resztowe odchylenie standardowe
(punktow warto$ci mierzonych od linii prostej) sy oraz wspotczynnik nachylenia
(czulo$é) b. Jakos¢ pomiaru instrumentalnego polepsza sig, gdy wzrasta czutos§¢
i zmniejsza si¢ odchylenie standardowe s,. Odchylenie standardowe metody
(kalibracji) sy, uwzglednia wptyw na jakos¢ analizy parametrow sy i b. Precyzjg
najlepiej wyrazi¢ w postaci wspolczynnika zmiennosci, ktory daje mozliwosé¢
wzglednego poroéwnania réznych technik np. instrumentalnych, stosowanych do
analizy tego samego czynnika [5+7, 13+15, 17, 28, 37]. Do oceny istotnosci
roznic precyzji stosuje si¢ test F—Snedecora. Wspotczynnik zmiennos$ci oblicza
si¢ w procentach wg réwnania (13):

S
v%::§m~100|ub V, =—>
X

100 (13)

A gred



Nie w kazdym przypadku wiadomo z gory, czy uzasadnione jest przyje-
cie hipotezy o liniowej zalezno$ci. W celu rozstrzygnigcia tego problemu nalezy
dla kazdej z m zadanych wielkosci wykona¢ nj réwnoleglych pomiarow.
Otrzymamy przy tym blad losowy w przypadku, gdy prawidtowo wybrano za-
lezno$¢ liniowa, nie powinien by¢ istotnie r6zny od rozrzutu zmierzonych war-
tosci wzgledem linii regresji (linii prostej). Zalozenie to sprawdza si¢ za pomo-
cg analizy wariancji wg wzoru (14):

wariancja ,, rozrzut wartosci srednich”

"~ wariancja ,, rozrzut wewnatrz oznaczen rownoleglych” (14)

W praktyce laboratoryjnej do oceny liniowosci wykorzystuje si¢ wspot-
czynnik regresji r, przyjmujac arbitralnie warto$§¢ graniczna dla tego wspolt-
czynnika np. nie mniejszy niz 0,999. Jesli warto$¢ r jest mniejsza od 0,999,
nalezy rozwazy¢ wystgpowanie regresji nieliniowej roznej od regresji liniowej
typu y = a + bx. Po dokonaniu odpowiednich przeksztalcen, tzn. sprowadzeniu
modelu nieliniowego do postaci liniowej, nalezy wybraé typ rownania regresji
0 najwigkszym, istotnym statystycznie wspotczynniku korelacji [5, 6, 14, 15].
W przypadku oznaczania substancji gtdéwnej wspotczynnik korelacji r powinien
by¢ wigkszy od 0,995, natomiast w przypadku oznaczania zanieczyszczen po-
winien by¢ wigkszy od 0,98. Aby okresli¢ zakres liniowosci nalezy wykonac
minimum 5 serii wzorcéw (po 3+6) powtodrzen, ktorych stgzenia obejmuja
80+120% stezenia spodziewanego w probcee.

2.10. Czulosé

Jest to zmiana odpowiedzi przyrzadu na zmiang st¢zenia substancji. Na
przyktad w spektrofotometrii czuto$¢ mozna wyrazié¢ jako (15):

Kx = (A2 — Ap)/(Co-Cy) (15)

gdzie:
A, i A, — wartosci absorpcji §wiatta odpowiednio dla natezenia c; i C,.

Granica wykrywalno$ci i granica oznaczania ilo$ciowego zaleza od czu-
to$ci metody. Znana jest tez inna definicja czutosci, ktora okresla ja jako rozni-
ce stezenia (lub zawarto$ci) oznaczanego sktadnika, odpowiadajaca najmniej-
szej roéznicy odpowiedzi jaka mozna wykry¢. W analizie klasycznej czuto$é
metody zwiazana jest z czulo$cia reakcji chemicznej lub czutoscia wagi anali-
tycznej. Czuto$¢ reakcji analitycznej jest to wlasciwos¢ reakcji okreslona przez



najmniejsza ilo$¢ substancji, ktora moze by¢ wykryta za pomoca danej reakcji.
Parametrami charakteryzujacymi czuto$¢ liczbowo sa stezenie graniczne i mi-
nimum wykrywalne. Stezenie graniczne jest to najmniejsze st¢zenie substancji
w roztworze, przy ktorym mozna ja jeszcze wykry¢ dana metoda. Stezenie gra-
niczne okresla si¢ stosunkiem masy substancji wykrywanej (zwykle 1 g) do
masy (objgtosci) rozpuszczalnika. W analizie instrumentalnej czuto$¢ przedsta-
wia kat nachylenia krzywej wzorcowej i mozna ja obliczy¢ metoda najmniej-
szych kwadratow [3, 5, 12+14, 22, 25, 37, 38].

2.11. Niepewnos$¢

Parametr zwiazany z wynikiem pomiaru, charakteryzujacy rozrzut warto-
$ci, ktore mozna w uzasadniony sposob przypisaé wielkosci mierzonej. Przy
oszacowywaniu niepewnosci nalezy bra¢ pod uwagg [5, 6, 11, 14, 15, 37, 38]:

» calkowita precyzj¢ metody,
» calkowity btad systematyczny i jego niepewno$¢,
» niepewno$¢ wzorcowania.

Podstawowymi zrdédtami niepewnosci w trakcie badania probek z wy-
korzystaniem odpowiedniej procedury analitycznej moga by¢:
» blednie lub nieprecyzyjnie zdefiniowana wielko$¢ oznaczenia,
» nie prawidtowy wybdr materiatdéw odniesienia,
» wabhania w trakcie powtdrzen pomiarow,
» brak spelnienia wymogu reprezentatywnosci dla pobranej probki,
» nieznajomo$¢ wptywu wszystkich warunkow zewngtrznych na wynik po-
miaru analitycznego.

Wg Guide to the Expression of Uncertainty In Measurement (GUM)
W celu okreslenia niepewnos$ci wyniku analizy nalezy [3, 4, 6, 8, 13, 15, 27, 39,
40]:
» zdefiniowaé procedure pomiarowa i wielko$¢ oznaczana,
» opracowa¢ model, najczesciej w postaci matematycznej), stuzacy do obli-
czania wyniku analizy na podstawie mierzonych parametrow.

3. Walidacja metod mikrobiologicznych

Walidacja powinna symulowa¢ badania rutynowe tak doktadnie, jak
tylko to mozliwe. Dlatego podczas walidacji nie sa wskazane badania oparte na
sztucznych probkach: certyfikowanych materiatach odniesienia czy probkach
domieszkowych — chyba, ze probki naturalne badane przez laboratorium sa
w wigkszos$ci czyste mikrobiologicznie. Probki o bardzo niskiej liczbie bakterii
sa niewlasciwe z punktu widzenia walidacji dla wigkszo$ci metod, pomimo Ze



badanie na tym poziomie zanieczyszczeh interesuja analityka w zwiazku z ko-
niecznoscia weryfikacji zgodno$ci wynikow z wymaganiami i ich niepewnosci
w zakresie wartosci granicznych. Jednak w celu poznania prawdziwej natury
stosowanych metod w probce musi by¢ wystarczajaco duzo drobnoustrojow tak,
aby na wynik badania jak najmniejszy wptyw miato ich przypadkowe rozmiesz-
czenie [13+15, 17, 22, 23, 37].

>
>
>

Wybér sposobu walidacji zalezy od rodzaju metody — czy jest to metoda:
jako$ciowa,
ilosciowa okreslajaca ogolna liczbe komorek,
ilosciowa selektywna.

Parametry charakterystyki metody jakosciowej [3, 5, 6, 11, 13+15, 17,

18, 23, 37] sa nastgpujace:

» doktadnos$é¢ — procent probek poprawnie zidentyfikowanych,

» zgodno$¢ wynikéw w laboratorium — odpowiada powtarzalnosci metod
ilosciowych,

» zgodno$¢ wynikow miedzy laboratoriami — odpowiada odtwarzalnosci me-
tod ilosciowych,

» specyficznos¢ — zdolno$¢ metody do selekcji i wyrdzniania poszukiwanych
mikroorganizmow ze wszystkich innych w tym samym $rodowisku,

» selektywnos$¢ - zdolno$¢ metody umozliwiajaca rozwodj typowego organi-
zmu przy jednoczesnym powstrzymywaniu rozwoju nietypowych mikroor-
ganizmow,

» granica wykrywalnos$ci — najmniejsza liczba mikroorganizméw w badane;j
probee, ktora mozna wykry¢ ale niekoniecznie okresli¢ ilosciowo z odpo-
wiednig doktadnoscia.

Parametry charakterystyki metody ilosciowej [5, 13+15, 17, 19, 21, 28,

34, 37]

» doktadno$¢ — powinna by¢ oszacowana dla roznych poziomow zanieczysz-
czen badanego zakresu,

» poprawnosc,

» precyzja — powtarzalnosc,

» precyzja — odtwarzalnosc,

» niepewnos$¢ wyniku,

» specyficznosc,

» selektywno$¢,

» granica oznaczalnosci,

» zakres.



3.1. Dokladno$é

W badaniach mikrobiologicznych doktadnos¢ jest okreslana tym samym
terminem co w badaniach chemicznych. W badaniach mikrobiologicznych po-
dobnie jak i chemicznych doktadno$¢ metody powinna by¢ oszacowana dla rdoz-
nych pozioméw zanieczyszczen badanego zakresu [5, 6, 9, 14, 15, 18, 19, 21].

Sposoby szacowania doktadno$ci badan mikrobiologicznych:

» przez analiz¢ probki o znanym stgzeniu (np.: certyfikowany materiat odnie-
sienia) i poréwnanie wynikow uzyskanych dana metoda z warto$cia praw-
dziwa otrzymana dla certyfikowanego materiatu,

» przez porownanie wynikow uzyskanych dana metoda z wynikami otrzyma-
nymi metoda odniesienia, ktorej doktadnos¢ jest znana, np.: metoda wceze-
$niej walidowana,

» w przypadku gdy certyfikowany materiat odniesienia nie jest dostgpny do-
puszczalne jest dodanie znanej ilo$ci substancji do badanej probki, a na-
stgpnie jego oznaczenie dana metoda.
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Walidacja metody poszukuje ilosciowego okreslenia doktadno$ci wyni-
kéw za pomoca oszacowania zarowno bledow systematycznych jak i przypad-
kowych czynnikéw wptywajacych na wyniki [5, 7,9, 11, 13, 17, 23, 24, 25, 26,
28]. Tak wigc w badaniach mikrobiologicznych na doktadno$¢ metody ma
wplyw poprawnos$¢ i precyzja. Poprawnos$¢ jest to stopien zgodnosci migdzy
wartos$cig $rednig otrzymana na podstawie duzej serii wynikow badania i przy-
jeta warto$cia odniesienia, natomiast precyzja jest to $cista zgodno$¢ pomigdzy
niezaleznymi wynikami badan uzyskanymi w zadanych warunkach [5].



3.2. Powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢

Powtarzalno$¢ to najmniejsza oczekiwana precyzja gdy metodg stosuje
jeden analityk w tych samych warunkach badania w krotkim odstgpie czasu
jezeli powtarza analizg jednej probki [5, 6, 9, 11, 14, 15, 31, 37]. Na podstawie
odchylenia standardowego powtarzalnosci oblicza si¢ granicg powtarzalnosci,
ktora pozwala okresli¢ r6znicg pomigdzy powtorzonymi analizami wykonanymi
w warunkach powtarzalno$ci. Odtwarzalnos$¢ to najwigksza miara precyzji jeze-
li probke analizuje kilka laboratoriow w celu poréwnania wynikow badania.

3.3. Selektywnosé i specyficznosé

Selektywnos¢ jest to zdolno$¢ metody umozliwiajaca rozwoj typowego
organizmu przy jednoczesnym powstrzymywaniu rozwoju nietypowych mikro-
organizmow. W ten sposob zostaje zminimalizowany problem przerostu kolo-
nii. Specyficzno$¢ natomiast jest to zdolnos¢ metody do selekcji 1 wyrdzniania
poszukiwanych mikroorganizméw ze wszystkich innych w tym samym $rodo-
wisku [3, 5, 6, 11, 13, 28, 31, 38].

3.4. Szacowanie niepewnosci

Badania mikrobiologiczne zaliczaja si¢ do tej kategorii metod ktoéra
uniemozliwia S$ciste statystyczne i metrologiczne podej$cie do szacowania
i wyrazania niepewno$ci wynikéw badania. Ogolnie przyjete podejscie aby
oprze¢ oszacowanie niepewnosci wyniku badania wylacznie na badaniu powta-
rzalnosci i odtwarzalno$ci wynikéw poprzez wykonywanie wielokrotnych ana-
liz jest podejsciem stusznym [5, 13+15, 34, 39, 40]. Idealnie byloby gdyby
oszacowania te zawieraly blad systematyczny oszacowane np. na podstawie
wynikow uzyskiwanych przez laboratorium w badaniach biegtosci.

3.5. Miary rozproszenia wynikow

Miary rozproszenia wynikéw okreslaja roznice pomigdzy poszczegol-
nymi wynikami badania a warto$cia $redniej arytmetycznej. Najczgsciej spoty-
kane miary rozproszenia to [4, 5, 11, 13, 28, 37, 39, 40]:
wariancja,
odchylenie standardowe,
wzgledne odchylenie standardowe,
wspotczynnik zmiennosci,
rozstep.

VVVYY

Wariancja jest to $rednia arytmetyczna kwadratow odchylen poszcze-
golnych wartosci cechy od $redniej arytmetycznej zbiorowos$ci. Wariancja jest
wigc suma kwadratéw roéznic migdzy zaobserwowanymi warto$ciami w probce



a ich wartos$cia $rednia podzielona przez liczbg o jeden mniejsza niz liczba ob-
serwacji. Odchylenie standardowe okresla przecigtne zr6znicowanie poszcze-
gblnych wartosci cechy od $redniej arytmetycznej. Jest to dodatni pierwiastek
kwadratowy z wariancji w probce. Wzgledne odchylenie standardowe (RSD)
jest to stosunek odchylenia standardowego w probce do wartosci Sredniej
w probce. Rozstep (R) definiuje si¢ jako rdznicg migdzy najwigksza
i najmniejsza zaobserwowana wartoscia. Natomiast wspotczynnik zmienno$ci
(CV) okreslany jest jako stosunek odchylenia standardowego do wartosci $red-
niej 1 wyrazany jest w procentach.

3.6. Czulo$¢ metody

Czuto$¢ jest to zdolnos¢ do wykrywania nieznacznych zmian w liczbie
mikroorganizméw w obrgbie danej matrycy. Stosujac rozne matryce, czutos$¢
metody moze si¢ zmienia¢ w niewielki zakresie [6, 12, 13, 17, 32, 34, 37, 40].

4. Badania mi¢dzylaboratoryjne

Warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikow jest stosowanie substan-
¢ji poroéwnawczych i pomocniczych o odpowiedniej, znanej czystosci (materia-
ly certyfikowane), stosowanie sprawdzonej aparatury, wykonywanie badan
przez personel o odpowiednich kwalifikacjach, dokumentowanie kazdego etapu
walidacji oraz badania migdzylaboratoryjne. Badania takie umozliwiaja oceng
wynikéw badan prowadzonych z wykorzystaniem takich samych badz tez po-
dobnych probek testowych przez co najmniej dwa laboratoria [5, 11, 13, 18, 30,
31, 37]. Podstawa do statystycznej oceny danego laboratorium uczestniczacego
sa parametry statystyki indywidualnej i sumarycznej sprawno$ci. Jednym
Z parametréw statystyki indywidualnej jest standaryzowany wspdtczynnik
Z (reszta standaryzowana). Jest to najszerzej stosowana formuta oceny indywi-
dualnej sprawnos$ci. Obliczany jest oddzielenie dla kazdego punktu pomiarowe-
g0. Wyro6zni¢ mozna wspotczynnik Z i zmodyfikowany wspotczynnik Z:

7 - Xias ;XODN (16)

gdzie:
Xias — Wynik uzyskany przez dane laboratorium
Xopn — warto$¢ przyjeta/wartos¢ odniesienia,
S — odchylenie standardowe.



Warto$¢ wspdtczynnika Z reprezentuje standardowy rozktad normalny
w przypadku, gdy warto$¢ przyjeta/odniesienia Xopy jest $rednia, a S jest od-
chyleniem standardowym. Warto$¢ zmodyfikowanego wspoétczynnika Z, ktory
mozna obliczy¢ na podstawie wzoru (17):

- XLABSA (17)

gdzie:
Xias — Wynik uzyskany przez dane laboratorium,
Xopn — warto$¢ przyjeta/warto$¢ odniesienia,

S’= Sz + Uf(odn (18)

gdzie:
S — odchylenie standardowe,
U%sodn — niepewno$¢ wartosci sredniej/warto$ci odniesienia.

Ocena sprawno$ci jest nastepujaca:
> | z| <2 - ocena laboratorium jest zadowalajaca, dane laboratorium wykonu-
je pomiary prawidtowo,
> 2<|z|<3-pomiar watpliwy, oznacza to, ze do pomiaréw wykonywanych
przez dane laboratorium mozna mie¢ zastrzezenia,
> | z|>3—wynik niezadowalajacy, wyniki pomiaréw uzyskane przez labora-
torium uznawane sa za niewiarygodne.

5. Podsumowanie

Walidacja metod chemicznych i mikrobiologicznych obejmuje testowa-
nie istotnych cech charakterystycznych metody. Laboratorium, aby speli¢ od-
powiednie kryteria powinno ustanowi¢, wdrozy¢, utrzymywac i rozwija¢ system
jakos$ci, wlasciwy dla zakresu jego dziatalnosci z uwzglednieniem wszystkich
podejmowanych dziatan i rodzajéw badan. System jakosci w laboratorium po-
winien by¢ odpowiedni do rodzaju i ilosci wykonywanych badan. Podczas ana-
lizy probek trzeba walidowaé dane. Proces ten obejmuje zarowno dokumentacje
oraz kontrolg nienaruszalnosci danych i ich identyfikowalno$ci. Raport z wali-
dacji metod analitycznych powinien zawiera¢ m.in.:

» przedmiot i zakres walidacji,
» rodzaj oznaczanych zwiazkéw i stosowanych matryc,
» opis i charakterystyka metody badawczej,



kryteria akceptacji,

postgpowanie statystyczne i obliczenia (zalecana metoda i coraz czgsciej
stosowana jest metoda ANOVA, ktoéra mozna wykonywaé za pomoca pro-
gramu Statistica),

kryteria rewalidacji,

podsumowanie i wnioski.

Stosowanym sposobem, umozliwiajacym wsteczng identyfikacje da-

nych, od wynikow koncowych do danych pierwotnych, pod katem ich nienaru-
szalnosci, jest pelny audit systemu zbierania i obrobki danych.
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