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Рассмотрены процедура валидации биоаналитической методики определения глюкозы с помощью биохи-

мического анализатора. Проведена аттестация данной методики в Проблемной лаборатории морфофункцио-
нальных исследований Национального фармацевтического университета. Рассмотрены тесты, применяемые 
при этом, и приведены результаты экспериментальных оценок. Доказано, что методика определения глюкозы в 
биопробах с помощью анализатора-фотометра биохимического «BPC BioSED» соответствует регламентиро-
ванным характеристикам и критериям, а измеренные с помощью нее параметры соответствуют должным. 
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Ведение 
В соответствии с требованиями стандарта ГОС-

ТУ ISO/IEC 17025 (п. 5.4.5) каждая исследователь-
ская лаборатория (ИЛ) должна подтверждать пра-
вильность использования стандартизированных ме-
тодов исследований. Необходимо оценивать при-
годность методов, разработанных в лаборатории и 
не стандартизированных, а также стандартизиро-
ванных методов, использующихся вне сферы их 
прямого назначения или при их модификации [1]. 
Эти требования обуславливают необходимость про-
ведения валидации (оценки пригодности) методов, 
использующихся в ИЛ.  

Анализ литературных источников показал, что 
для оценки пригодности химико-аналитических мето-
дов разработано достаточное количество стандартизи-
рованных методик и регламентов, в то время как вали-
дация биоаналитических методик не имеет четких ме-
тодических рекомендаций и положений [2 – 4]. 

Основной материал 
Учитывая требования стандарта ГОСТУ 

ISO/IEC 17025 и актуальность поставленных задач, 
в Проблемной лаборатории морфофункциональных 
исследований Национального фармацевтического 
университета (ПЛМИ НФаУ) была разработана  ва-
лидационная процедура для оценки пригодности 
биоаналитических методик. Руководствуясь этой 
процедурой проведена валидация методики опреде-
ления глюкозы в пробах биологической жидкости 
глюкозооксидазным методом с помощью анализато-
ра-фотометра биохимического «BPC BioSED». 

Цель валидации: 
1) подтверждение на базе объективных дока-

зательств того, что методика удовлетворяет уста-
новленным критериям, а измеренные с помощью 
нее параметры соответствуют должным; 

2) определение характеристик методики: стан-
дартной неопределенности, расширенной стандарт-
ной неопределенности. 

Задачи валидации: 
1) детализировать требования к данной био-

аналитической методике; 
2) определить характеристики методики; 
3) проверить соответствие методики установ-

ленным требованиям; 
4) в случае выявления несоответствий опреде-

лить их причины и пути устранения. 
Перечень тестов, выбранных для проведе-

ния валидации. В качестве основных тестов для 
проведения валидации данной методики внутри од-
ной лаборатории были выбраны следующие: опре-
деление специфичности методики, оценка внутри-
лабораторной сходимости и воспроизводимости, 
правильности методики, ее линейности и определе-
ние неопределенности измерений. Для каждого из 
этих тестов определены критерии приемлемости. 

Для исключения грубых ошибок при обработке 
результатов измерений проводилась проверка вы-
борки на однородность. В соответствии с методика-
ми, предложенными в ДФУ [2] выпадающие из вы-
борки варианты исключались. 

Определение специфичности методики. Спе-
цифичность – характеризует способность методики 
однозначно определять компонент в присутствии 
других, ожидаемых компонент. Эту характеристику 
определяют по ряду измерений, проведенных на 
чистом образце (образцах) и по ряду измерений, 
проведенных на образце (образцах) в присутствии 
других компонент (примесей). 

Согласно [5] ферментативные глюкозооксидаз-
но-перокидазные методы с колориметрическим за-
вершением являются более специфичными, чем не-
ферментативные. 
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Содержащиеся в плазме (сыворотке) крови мо-
чесвая кислота, глютатион, креатинин и другие ве-
щества не мешают определениюглюкозы энзимным 
методом (лишь аскорбиновая кислота и цистеин в 
больших концентрациях могут оказывать влияние 
на ход анализа). Следовательно, данная методика 
является специфичной. Предел обнаружения данной 
методики составляет 0,056 ммоль/л 

Оценка внутрилабораторной сходимости и 
воспроизводимости. С целью оценки внутрилабора-
торной сходимости и воспроизводимости были вы-
браны три фактора, которые могут оказать наиболь-
шее влияние на результаты измерений и их качество:  

1) оператор-лаборант, проводящий экспери-
мент; 

2) повторение серий наблюдений через некото-
рый промежуток времени одним оператором; 

3) тест – набор, который используют в данной 
методике. 

Для проверки влияния первого фактора были 
выбраны четыре оператора-лаборанта одинаковой 
квалификации и проведено четыре серии наблюде-
ний на стандартном образце глюкозы 
Сст = 10 ммоль/л. С учетом требований ДФУ [2] в 
каждой серии было проведено не меньше чем по три 
измерения.  

Оценка внутрилабораторной сходимости и вос-
производимости по фактору оператор-лаборант про-
водилась по критерию Кохрена: 

L
2 2

В max j
j 1

G S S
=

= ∑ .  (1) 

Критическое значение статистики крG при до-

верительной вероятности р = 95%  для L – незави-
симых оценок (количество серий), каждая из кото-
рых имеет (n – 1) степень свободы, табулировано. 

Критерий приемлемости: 
ВG < крG ,   (2) 

тогда дисперсии в сериях 2 2
1 LS , ,SK  считаются рав-

ными и принадлежащими к одной генеральной со-
вокупности. 

Расчетная оценка составила ВG = 0,079433/ 
0,153866 = 0,5162, что меньше табличного значения 
критерия Кохрена G(n = 4, f = 2) = 0,7679. Следова-
тельно, дисперсии однородны, и данная методика 
имеет внутрилабораторную сходимость по иссле-
дуемому фактору. Для оценки внутрилабораторной 
сходимости и воспроизводимости по фактору опе-
ратор-лаборант было рассчитано среднеквадратиче-
ское отклонение (СКО) внутрилабораторной сходи-
мости данной методики: 

L
2

r r j
j 1

S S L
=

σ ≈ = ∑ ,        (3) 

которое составило r rSσ ≈ = 0,196129. 
Далее определен предел сходимости  (допус-

тимое расхождение между результатами параллель-

ных измерений): 
( ) rr Q p, n= ⋅σ .  (4) 

При Q(p,n)  = 3,31, где n = 3, p = 0,95, величи-
на предела сходимости составила r = 0,649188. 

Рассчитано общее среднее: 
L

j
j 1

X X L
=

= ∑ ,    (5) 

которое составило Х =10,83 и междусерийное СКО  

( )
L

2
jB

j 1
S (X X) L 1

=
= − −∑ , (6) 

BS = 0,114147, 
а также СКО результатов в условиях внутрилабора-
торной воспроизводимости  

2 2
R B rS S S n= + ,     (7) 

RS =0,160785. 
Конечным параметром, который рассчитывает-

ся при оценке внутрилабораторной сходимости по 
фактору оператор – лаборант, является предел внут-
рилабораторной воспроизводимости 

( ) RR Q p,n S= ⋅ .   (8) 

Данный показатель составил R = 0,532199. 
Для проверки влияния второго фактора прове-

дены три серии наблюдений стандартном образце 
глюкозы Сст = 10 ммоль/л в разное время работы 
анализатора-фотометра биохимического «BPC 
BIOSED». Расчеты оценочных показателей прово-
дились в соответствии с методикой, примененной 
для проверки влияния первого фактора. 

Оценка внутрилабораторной сходимости и вос-
производимости по временному фактору показала, 
что по критерию Кохрена выборочное значение 

BG = 0,686815 меньше табличного значения 

крG = G(n = 3, f = 4) = 0,7457. Следовательно, дис-

персии однородны, и данная методика имеет внутри-
лабораторную сходимость по временному фактору. 
Для оценки внутрилабораторной сходимости и вос-
производимости по временному фактору рассчитано:  

• среднеквадратическое отклонение внутри-
лабораторной сходимости данной методики  

r rSσ ≈ = 0,482241; 
• пределы сходимости при Q(p,n) = 3,86 (где 

n = 3, p = 0,95) : r =  1,861451; 

• общее среднее Х  = 10,13467;  
• междусерийное СКО BS = 0,281015; 
• СКО результатов в условиях внутрилабора-

торной воспроизводимости RS = 0,354233; 
• предел внутрилабораторной воспроизводи-

мости  R = 1,367337. 
Для проверки влияния третьего фактора в каче-

стве исследуемых тест-наборов использовались 
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тест-наборы: «Реагент» и «FDelisit». Эти тест-
наборы наиболее часто применяются в ПМЛФИ 
НФаУ при проведении определения глюкозы в био-
логических жидкостях глюкозооксидазным мето-
дом. В качестве исследуемого образца использовал-
ся стандартный образец глюкозы Сст = 10 ммоль/л.  

Оценка внутрилабораторной сходимости и вос-
производимости по фактору тест-набор показала, 
что по критерию Фишера дисперсии однородны 
( 2 2

B 1 2F S S= = 1,065/0,76 = 3,787841 (при 1 2S S> ) 
меньше критического значения статистики распре-
деления Фишера кр 0,975F F (8,8)= = 4,43326). Следо-

вательно, точность данной методики не зависит от 
типа применяемого при исследовании тест-набора.  

Оценка равенства средних значений с помощью 
критерия Стьюдента ( 1 2 pt x x S= − = 1,89713, 

( )kp 0,975T t 16= = 2,472878, крt Т< ) показала стати-

стическую незначимость отличий в результатах изме-
рений, полученных с помощью данных тест-наборов. 
Значит тест-набор «Реагент» и тест-набор «FDelisit» с 
доверительной вероятностью р=0,95 обеспечивают 
статистически одинаковое определение концентрации 
глюкозы с помощью аттестуемого метода. 

Оценка внутрилабораторной сходимости и вос-
производимости по трем факторам оператор-
лаборант, время исследования, тест – набор показа-
ла хорошую устойчивость методики по этим пара-
метрам. Точность данной методики не зависит от 
оператора, времени и типа применяемого при ис-
следовании тест-набора.  

Оценка правильности методики. Правиль-
ность в пределах лаборатории оценивалась с помо-
щью стандартных образцов [6]. Эксперимент прово-
дился в условиях внутрилабораторной повторяемо-
сти и сходимости. Каждая серия измерений прове-
рялась на однородность.  

Для стандартных образцов глюкозы Сст1= 
= 5ммоль/л, Сст2 = 10 ммоль/л, Сст3 = 20 ммоль/л од-
ним оператором – лаборантом проведено четыре 
серии наблюдений в разное время работы анализа-
тора-фотометра биохимического «BPC BIOSED». 
Далее для каждой из трех серий рассчитаны общее 
среднее по формуле (5) и сделана оценка системати-

ческой погрешности B B X C= = − . Для оценки зна-
чимости систематической погрешности рассчитано 
по формуле (6) междусерийное СКО BS . Проверяют 
значимость систематической погрешности в сравне-
нии с  случайной по критерию Стьюдента: 

( )22
В Bt B S L U 2= + .             (9) 

Выборочное значение критерия Стьюдента со-
ставило Bt = 2,911808.  

Критическое значение статистики крТ  нахо-

дится как квантиль распределения Стьюдента при 
доверительной вероятности р = 0,95. 

Систематическая ошибка не значима, если 

В крt Т≤ , тогда аттестуемая методика обеспечивает 

правильность измеренеий в пределах лаборатории. 
Оценка правильности методики, проведенная с 

помощью стандартных образцов, показала, что для 
трех стандартных образцов глюкозы Сст1 = 5 
ммоль/л, Сст2 = 10 ммоль/л, Сст3 = 20 ммоль/л систе-
матическая ошибка не значима (по заданному кри-
терию приемлемости). Следовательно, аттестуемая 
методика обеспечивает правильность измерений в 
пределах лаборатории. 

Оценка линейности методики. Для определе-
ния линейности в пределах рабочего диапазона взя-
то 5 градуировочных проб с концентрациями, охва-
тывающими весь диапазон измерений данной мето-
дики: С1 = 2ммоль/л, С2 = 5ммоль/л, С3 = 10 ммоль/л, 
С4 = 20 ммоль/л, С5 = 30 ммоль/л.  Оценка линейно-
сти методики проводилась в два этапа. 

На первом этапе – была проведена проверка 
однородности дисперсий на границах рабочего диа-
пазона. Для этого проведено 5…10 измерений про-
бы с концентрацией С1 = 2 ммоль/л и С5 = 30 ммоль/л. 

Рассчитаны для х1 = С1 = 2 ммоль/л и х5 = С5 = 
= 30 ммоль/л средние значения: 1y = 1,934286, 5y =  
= 30,51857 и средние квадратические отклонения: 

1S = 0,257737, 5S = 0,516702. 
По критерию Фишера была проведена проверка 

однородности дисперсий: рассчитанное выборочное 
значение критерия FВ = 4,019068 меньше критиче-
ского кр 0,975F F (6,6)=  = 4,994909. Следовательно, 

дисперсии однородны и метод обеспечивает опре-
деление глюкозы в пределах от 2 до 30 ммоль/л с 
требуемой точностью. 

На втором этапе – проведена проверка линейно-
сти биоаналитической методики в заданном диапазо-
не измерений, для чего было сделано 5 серий измере-
ний заданных градуировочных проб. В каждой серии 
проведено не менее трех повторных измерений.  

Оценка линейности методики показала, что по 
заданному критерию приемлемости линейная харак-
теристика обеспечивает более адекватную аппрок-
симацию зависимости измеряемой величины от гра-
дуировочных концентраций. Рассчитаны параметры 
линейной зависимости Y = 0,333969 + 1,019398X и 
построен градуировочный график (рис. 1). 

Остаточное средне квадратическое отклонение 
линейной градуировочной характеристики равно 

y1S = 1,029459. 

Расчет неопределенности измерений. Неопре-
деленность измерений определена с помощью метода 
контроля на базе стандартных образцов (СО) [6, 7]. 
Для оценки неопределенности измерений был выбран 
стандартный образец Сст = 10 ммоль/л, для которого 
указана погрешность погрешность ( )0u x = 0,5. Про-
ведена проверка: являются ли все серии выборками, 
принадлежащими одной генеральной совокупности, 
для чего по критерию Кохрена.  
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Рис. 1. Градуировочный график: Y=  0,333969 + 1,019398 X 

 

Рассчитано выборочное значение оценки 
ВG = 0,686815, определено, что это значение мень-

ше критического значения статистики Gпр 
( крG = G(0,95;3;4) = 0,7457. Следовательно, диспер-

сии в сериях считаем равными, а выборки – принад-
лежащими к одной генеральной совокупности. 

Далее была сделана оценка стандартных неоп-
ределенности входных величин u(x0), u(Bj), u(ej): 

u(x0)  = 0,5⋅0,5 = 0,25; 
u(Bj )  = 0,281015; 
u(ej) = 0,215665. 

Суммарная стандартная неопределенность ре-
зультата измерения: 

( ) ( ) ( ) ( )2 2 2
c j 0 j ju y u x u B u e= + + = 0,433567. 

Для расчета расширенной неопределенности 
вычислялось число эффективных степенй свободы 
по формуле Велча-Саттерсвейта [7]. 

Число эффективных степеней свободы равно 
эф.ν = 10,71345 ≈ 11. 

Коэффициент Стьюдента для доверительной 
вероятности р = 0,95 и эф.ν = 11 равен  

( )S эф.t p,ν  = 2,200985. 

Расширенная неопределенность: 

( ) ( )p S эф. c jU t p, u y= ν ⋅ = 0,954275. 

b/"%д/ 

Валидация методики определения глюкозы в 
биологических жидкостях глюкозооксидазным ме-
тодом с помощью анализатора-фотометра биохими-
ческого «BPC BioSED» доказала, что данная мето-
дика имеет рабочие характеристики, соответствую-
щие регламентированным, удовлетворяет установ-
ленным критериям, а измеренные с помощью нее 
параметры соответствуют должным. 

В процессе валидации определена стандартная 
неопределенности измерения и  расширенная стан-
дартная неопределенность. 

qC,“%* л,2е!=23!/ 
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ВАЛИДАЦІЯ МЕТОДИКИ ВИЗНАЧЕННЯ ГЛЮКОЗИ У ПРОБАХ БІОЛОГІЧНОЇ РІДИНИ ГЛЮКОЗООКСИДАЗ-

НИМ МЕТОДОМ ЗА ДОПОМОГОЮ АНАЛІЗАТОРА-ФОТОМЕТРА БІОХІМІЧНОГО «BPC ВIOSED» 
Доброва В.Є., Малоштан Л.М., Довжикова О.В. 

В даній роботі розглянуто процедуру валідації біоаналітичної методики визначення глюкози за допомогою біохімі-
чного аналізатора. Проведена атестація цієї методики у Проблемній лабораторії морфофункціональних досліджень 
Національного фармацевтичного університету. Розглянуто тести, які використовувалися при цьому та надано ре-
зультати експериментальних оцінок. Доведено, що методика визначення глюкози у біопробах за допомогою аналізато-
ра-фотометра біохімічного «BPC BioSED» відповідає регламентованим характеристикам і критеріям, а виміряні за її 
допомогою параметри відповідають належним. 

Ключові слова: валідаційна процедура, біоаналітична методика, критерії відповідності, невизначеність вимірювань.  
 

VALIDATION OF MEASUREMENT OF GLUCOSE IN BIOLOGICAL LIQUID TEST BY GLUCOSEOXIDAS METHOD  
WITH BIOCHEMICAL  PHOTOMETER «BPC ВioSED» 

Dobrova V.E., Maloshtan L.N., Dolgicova Е.V. 
The prosedure of validathion bioanalytical method of glucose measurement with biochemical photometer are considered. 

At Problem laboratory of morfofunctional researches of National university of pharmacy the attestation of this method have been 
done. Using tests and resaults of researches are present. There are showed that the measurement of glucose in biological liquid 
test by glucoseoxidas method with biochemical  photometer «BPC ВioSED» is good and realised reglament characteristices.  

Keywords: validathion procedure, bioanalytical method, criteria of accordance, vagueness of measurings.  


