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Uvod k tfetimu vydani

Prvni vydani této piirucky vyslo v roce 1998 po stanoveni Sesti principti analytické praxe. Kdyz bylo
v roce 2014 zvetejnéno druhé vydani, dospélo se k zaveru, Ze téchto Sest zasad stale plati a ze odpovidaji
pozadavkim mezinarodnich norem, jako je ISO/IEC 17025. Od té doby byla ISO/IEC 17025 revidovana
a doslo k novému vydani, ale zminénych Sest zasad zlstava stale v platnosti jako v roce 1998.

ISO/IEC 17025:2017 zavedla zaméteni na vzorkovani spojené se zkouSenim nebo kalibraci provadéné
laboratofi, proto byl do tohoto vydani ptirucky zahrnut i oddil o vzorkovani a manipulaci se vzorkem
ve vztahu k validaci metody. Kromé toho byly pfidany dalsi pokyny pro hodnoceni kalibra¢ni funkce,
a bylo rozhodnuto zaméfit se na validaci kvantitativnich metod, takze odkazy na kvalitativni analyzu
byly odstranény. Ti, kteti se zabyvaji kvalitativni analyzou, mohou vychazet z Pokynu Eurachem
Assessment of performance and uncertainty in qualitative chemical analysis [R Bettencourt da Silva and
S L R Ellison (eds.) Eurachem/CITAC Guide: Assessment of performance and uncertainty in qualitative
chemical analysis. Prvni vydani, Eurachem (2021). ISBN 978-0-948926-39-6. Dostupné na
www.eurachem.org].

A konecné, ptirucka je nyni podpofena fadou dopliujicich navodt. Jsou uréeny k pouziti ve spojeni
s touto priruckou a poskytuji dalsi pokyny k vybranym tématim. Ve vyvoji je jesté cela fada doplnku.
Ty aktudlné publikované zahrnuji:

e Planning and reporting method validation studies [V. Barwick (ed.), Planning and Reporting
Method Validation Studies — Supplement to Eurachem Guide on the Fitness for Purpose of
Analytical Methods (2019). Dostupné na www.eurachem.org].

e Blanks in method validation [H. Cantwell (ed.) Blanks in Method Validation — Supplement to
Eurachem Guide The Fitness for Purpose of Analytical Methods, (1. vydani 2019). Dostupné
na www.eurachem.org].
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Uvod k druhému vydani

V oblasti kvality analyz doslo od prvniho vydéani tohoto Pokynu v roce 1998 k mnoha vyznamnym
posuntim. Zaprvé byla revidovana série norem ISO 9000, které predstavuji zaklady systému
managementu kvality. Jejich koncepce je integralni soucasti mezinarodnich norem a smeérnic
posuzovani shody, je zdkladem pozadavkii na kompetenci laboratofi, poskytovateli zkouSeni
zpusobilosti (PT) a vyrobct referen¢nich materialt (RM). Vsechny tyto dokumenty zdlraziiuji vyznam
pouzivani validovanych metod.

Zadruhé bylo revidovano nebo vytvofeno nékolik obecnych nebo oborove specifickych pokynti pro
validaci metod. Legislativa EU obsahuje v mnoha oborech povinné pozadavky na analyticka méteni.

Zatieti bylo v analytické komunité vynalozeno zna¢né Gsili na zavedeni konceptu nejistoty. Napiiklad
IUPAC ve svych Harmonized guidelines for single-laboratory validation of methods of analysis (2002)
ptedpovida, ze .,...se zvySujicim se diirazem na nejistotu méteni jako kli¢ovy indikator jak vhodnosti
pro dany ucel, tak i spolehlivosti vysledki, analyti¢ti chemici budou ve zvySené miie provadét validaci
meéfeni jako podklad pro odhad nejistoty...* V nasledujicich letech zavedly akredita¢ni organy obecné
zasady a smérnice jasn¢ uznavajici pouziti validace metod pii procesu odhadu nejistoty méfeni.

Daéle byl zasadnim zptsobem revidovan Mezinarodni metrologicky slovnik — Zakladni a vSeobecné
pojmy a pfidruzené terminy (VIM) zahrnujici chemicka a biologicka méfeni. I kdyZ terminologie
vztahujici se k validaci metod je jeSté vzdalena od harmonizované, situace se zlepSila. VIM je téz
normativnim dokumentem pro laboratote akreditované podle napt. ISO/IEC 17025 a ISO 15189.

Druhé vydani tohoto pokynu si klade za cil zohlednit zmény v mezinarodnich normach a smérnicich
klade mensi dlraz na terminy a definice. Misto toho odkazuje na VIM a dalsi snadno dostupné zdroje.
V duisledku toho byl z ptiloh vynechén seznam terminti a definic. Literatura citovana v tomto vydani
pokynu je uvedena v bibliografii na konci dokumentu. Dalsi zdroje a literatura vztahujici se k vyvoji
metod a jejich validaci je uvadéna jako ,Reading list® v menu ,Publications’ na webové strance
Eurachem na www.eurachem.org. Pfiloha A je pfepracovana jako dasledek zmén v ISO 78-2. Toto
vydani bylo rovnéz rozsifeno o informace o statistickém zakladu vypoctu meze detekce (ptiloha B),
analyzu rozptylu (ptiloha C) a kvalitativni analyzu (pfiloha D).

Ve zvySujici se mife je u rutinnich laboratofi, zejména v odvétvi zdravotnictvi, bézné¢ pouzivani
komeréné dostupnych meéficich systémil. To znamena, Ze odpovédnost za validaci lezi prevazné na
vyrobci. V laboratofi se ¢innost zaméii na verifikaci vykonnostnich dat publikovanych vyrobcem
a diikaz, Ze metoda funguje v prostorach koncového uzivatele.

Pokud se vSak podivame zpét na uvod k prvnimu vydéni, dochazime k zavéru, ze Sest zdsad v ném
uvedenych stale plati a odpovida pozadavkim mezinarodnich norem jako je ISO/IEC 17025.

10
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Uvod k prvému vydani’

V ramci britského programu podporujiciho spravné provadéni analytickych méfeni bylo stanoveno Sest
zasad analytické prace, které jsou dohromady povazovany za nejlepsi piistup pro praxi. Téchto Sest
zésad, které jsou podrobné popséany v jiné pfirucee’, zni:

1.
2.

»Analyzy je tfeba provadét tak, aby byly splnény dohodnuté pozadavky* (tj. definované cile).

,»K analytickym méfenim se maji pouzivat metody a zafizeni, u nichz bylo vyzkouSeno
a ovéteno, Ze jsou vhodné pro dany tcel.*

»Pracovnici provadéjici analyzy maji byt jak kvalifikovani, tak i kompetentni pro dany ukol.“
(a maji prokazat, ze dovedou provadét analyzu patfi¢nym zptisobem).

,Laboratof se ma pravideln¢ podrobovat nezavislému posuzovani technické vykonnosti.*
»Analytickda méfeni provadéna v jedné laboratofi maji byt ve shod¢ s méfenimi provadénymi
jinde.*

,»Organizace provadéjici analyticka méfeni ma pouzivat dostate¢né definované postupy fizeni
a zajistovani kvality.*

Uvedené zasady jsou platné jak pro laboratore, které¢ pracuji izolované, tak pro laboratote, jejichz
vysledky je tfeba porovnavat s vysledky jinych laboratofi.

Hlavnim zamérem tohoto dokumentu je pomoci laboratofim pii uplatiovani zasady Cislo 2 tim, Ze
poskytuje navod k zhodnoceni zkusebnich metod s cilem prokazat, ze jsou vhodné pro dany ucel.

* Prvni vydani (1998) této piirucky vypracovala pracovni skupina Eurachem na zakladé navrhu pivodné
vytvofeného v LGC. Cleny skupiny Eurachem byli v té dobé:

D. Holcombe, P. De Bi¢vre, D. Bottger, C. Eastwood, J. Hlavay, M. Holmgren, W. Horwitz, M. Lauwaars, B.
Lundgren, L. Massart, J. Miller, J. Morkowski, B. te Nijenhuis, B. Nyeland, R. Philipp, P. Radvila, J. Smeyers-
Verbeke, R. Stephany, M. Suchanek, C. Vandervoorst, H. Verplaetse, H. Wallien, M. Walsh, W. Wegscheider, D.
Westwood, H. J. van de Wiel.

T The manager’s guide to VAM, UK Department of Trade and Industry, Valid Analytical Measurement
Programme. Published as VAM Principles M. Sargent. Anal. Proc., 1995, 32, 201-202.

11
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Zkratky a symboly

V této prirucce se pouzivaji nasledujici zkratky a symboly.

AMC

ANOVA

AOAC International
ASTM International
BIPM

CCQM

CEN

CITAC

CLSI

CRM

EA

EC

EPA

EQA (EHK)

EU

GUM

ICH

IEC
ISO
TUPAC
JCGM
LOD
LOQ
ME
NATA
QA

QC
RSC
SANCO
SOP

PT

RM
RSD
UV/VIS
VIM

Analytical Methods Committee

analyza rozptylu

celosvétove uznavana organizace vyvijejici standardni postupy
celosvétove uznavana organizace vyvijejici standardni postupy
Mezinarodni ufad pro vahy a miry

poradni vybor latkového mnozstvi — metrologie v chemii
Evropsky vybor pro normalizaci

Spolupréce pfi mezinarodni navaznosti v analytické chemii
Clinical and Laboratory Standards Institute

certifikovany referen¢ni material

Evropska spoluprace v akreditaci

Evropska komise

Environmental Protection Agency

externi hodnoceni kvality

Evropska unie

Evaluation of measurement data — Guide to the expression of uncertainty in
measurement

International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use

Mezinarodni elektrotechnicka komise
Mezinarodni organizace pro normalizaci
Mezinarodni unie pro ¢istou a uzitou chemii
Joint Committee for Guides in Metrology
mez detekce

mez stanovitelnosti

matricovy vliv

National Association of Testing Authorities
zajistovani (prokazovani) kvality

fizeni kvality

Royal Society of Chemistry

European Commission’s Directorate-General for Health and Consumers
standardni pracovni postup

zkouseni zpusobilosti

referen¢ni material

relativni smérodatna odchylka
ultrafialova/viditelna

Mezinarodni metrologicky slovnik — Zakladni a vSeobecné pojmy a piidruzené
terminy

12
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b absolutni vychyleni (bias)

b(%) relativni vychyleni v %

kq nasobitel pouzivany pfi vypoctu meze stanovitelnosti

m pocet méfeni

n pocet opakovanych pozorovani pouzitych k zprimérovani pii uvadéni vysledki

np pocet pozorovani slepého pokusu pouzitych k zprimérovani pfi vypoctu korekce na
slepy pokus (blank)

r mez opakovatelnosti

R mez reprodukovatelnosti

R(%) relativni vytéznost (zjevna vytéznost) v procentech

R' (%) relativni vytéZnost ptidavku (spiku) v procentech

s smérodatna odchylka

S0 odhad smérodatné odchylky pro jednotlivé vysledky pti nebo blizko nulové
koncentrace

So smérodatna odchylka pouzita pfi vypoctu meze detekce nebo meze stanovitelnosti

S1 smérodatna odchylka mezilehlé preciznosti

Sy smérodatna odchylka opakovatelnosti

SR smérodatna odchylka reprodukovatelnosti

u standardni nejistota

x stiedni hodnota (aritmeticky primér)

X, referen¢ni hodnota

Xref sttedni hodnota méfeni alternativni metodou, napfi. referencni metodou

x stfedni hodnota vzorku s pfidavkem pfi stanoveni vytéznosti

Xspike pfidana koncentrace pfi stanoveni vytéznosti
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1 Uvod

1.1 Duvod vzniku tohoto Pokynu

a oblast jeho pusobnosti

V analytické praxi je zakladnim pozadavkem, aby
pouzité metody prosly fadnou validacni studii.
Dnes si vétSina analytiki, zejména téch
v akreditovanych laboratofich, dobfe uvédomuje
jeji vyznam. Problém spociva spise v praktické
strance planovani a provadeéni efektivni valida¢ni
(nebo verifikacni) studie a hodnoceni vhodnosti
pro dany ucel. Pozadavky norem jako ISO/IEC
17025 [1], ISO 15189 [2] a ISO 15195 [3]
zdaraziiji dualezitost toho, aby metody byly
platné. Naptiklad ¢lanek 7.2.1 normy ISO/IEC
17025 zdtraziiuje potiebu prokazat, ze metody
vyhovuji danému ucelu:

wLaborator musi pouzivat vhodné metody
a postupy pro viechny laboratorni cinnosti...*

a dale. ,, Pokud zakaznik nestanovi metodu, ktera
ma byt pouzita, musi laborator zvolit vhodnou
metodu sama... "

Tento Pokyn si klade za cil pojednat o otazkach
souvisejicich s wvalidaci metod a zvySit tak
u ¢tenafd povédomi o tom, co validace zahrnuje,
pro¢ je dilezitd a poskytnout predstavu, jak je
mozné ji provést.

Ocekava se, ze Pokyn bude predevsim uzitecny
pro a) manazery laboratofi, ktefi odpovidaji za to,
ze metody pod jejich dohledem jsou platné
ab) analytiky, ktefi odpovidaji za planovani
aprovadéni studii metod za ucelem jejich
validace nebo verifikace. Dalsi pracovnici mohou
pouzivat tento pokyn jako zdroj podkladovych
informaci — vedouci pracovnici z pohledu
managementu a mladsi pracovnici z technického
hlediska nebo pro vzdélavani.

Pokyn se zaméfuje spiSe na validaci v jedné
laboratofi nez na mezilaboratorni pfistup (viz
oddil 4.1). Klade si za cil nasmérovat ¢tenafe na
zavedené postupy tam, kde existuji a pokud
neexistuji, pak podat jednoduché zasvéceni do
procesi pii validaci a poskytnout zakladni
predstavu, kterda by umoznila ¢tenafi navrhnout
svoji vlastni strategii validace nebo verifikace.
Obsahuje 1 odkazy na dals$i material
o jednotlivych technickych aspektech validace.

Pokyn se zaméfuje na validaci kvantitativnich
metod. K dispozici je Pokyn Eurachem/CITAC,
ktery klade zvlastni dGraz na hodnoceni

Bé&zné pouzivand synonyma pro vykonnostni
charakteristiky metody jsou ,parametry vykonnosti

vykonnosti a nejistoty v kvalitativni chemické
analyze [4].

Pokyn se vyhyba dirazu na pouzivani statistiky,
ackoliv nepochybné pro ty, ktefi maji prakticke
znalosti zakladni statistiky, bude pochopeni
azavadéni procesi validace metod snazsi.
Uvéadime nékolik odkazt na publikace o zdkladni
statistice pro analytiky [5, 6].

Pochopeni validace metod u analytiki mutze
branit skute¢nost, Ze v ruznych oblastech
analytickych meétfeni se nékdy pouzivd odlisSna
terminologie pro popis riznych aspektd stanoveni
vykonnosti metody. Tento Pokyn se snazi
dodrzovat terminologii 3. vydani VIM (viz oddil
1.2.1), ale uznava, ze se bézn¢ pouzivaji i jiné
terminy, a pokud je to mozné, poskytuje jejich
vysvétleni. Nejlepsi radou pfi pouziti terminu,
ktery mtize byt chapan mylné, je definovat zdroj
a konvenci, ktera je pouzita.

U procesu validace metod se predpoklada, ze pii
studii uréeni vykonnostnich charakteristik® se
pouziva pristrojové vybaveni, které vyhovuje
specifikaci, pracuje spravné a je odpovidajicim
zpusobem kalibrovano. Tento Pokyn se tudiz
nezaméfuje na pojmy ,kvalifikace vybaveni‘ nebo
,kvalifikace instrumentace‘. Podobné analytik,
ktery provadi zminéné studie, musi byt
kompetentni v pfedmétné pracovni oblasti a musi
mit dostateCné znalosti o provadéné praci, aby
mohl cinit patficnd rozhodnuti ze ziskdvanych
pozorovani tak, jak studie pokracuje.

1.2 Poznamky k pouzivani tohoto
Pokynu

1.2.1 Terminologie

Tam, kde je to mozné, tento Pokyn vychazi
z terminologie 3. vydani VIM [7, 8]. V piipadé
potfeby byla doplnéna terminologii pouZzivanou
ISO/IEC 17025 [1], dalsimi ISO dokumenty [9,
10, 11] a IUPAC Harmonized Guidelines for
Single-Laboratory Validation [12], aby se
zohlednily terminy bézné pouZzivané
v analytickych laboratofich.

Pouziva-li se né€kolik podobnych termind, mize
byt v nékterych piipadech obtizné rozhodnout,
ktery termin pouZzit. Pro srozumitelnost jsme
povazovali za dilezité pouzivat termin
konzistentné v celém Pokynu. Jednim z ptikladt
je termin pouzivany pro dokument, ktery

metody*, ,metrologické
a ,vykonnostni vlastnosti‘.

charakteristiky*
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poskytuje detailni popis metody, ktera bude
validovana prostfednictvim pracovniki
avybaveni dané laboratore. U kvantitativnich
analyz VIM uvadi postup méreni (measurement
procedure), v ISO/IEC 17025 je to metoda
(method), v ISO 15189 je to postup laboratorniho
vySetieni (examination procedure) a mnoho
laboratoti odkazuje na svlij standardni pracovni
postup (standard operating procedure) (SOP).
Pracovni skupina se rozhodla ptidrzet se ISO/IEC
17025 a pouzivat genericky termin metoda.
V dusledku toho pouziva tento Pokyn bézné

uznavany termin ,validace metody‘ ackoliv
,validace postupu‘ by byla spravné;jsi.
Terminiim ,robustnost* (ruggedness)

a ,selektivita® (selectivity) je davana piednost
pfed ,robustness‘ a ,specificnosti‘ (specificity)
[13] protoze ty prvé pouzivda IUPAC [12].
Robustnost (robustness a ruggedness) se pouziva
k oznaceni fady riznych véci v analytickych
laboratotich a v publikacich [14]. Napriklad
ISO/IEC 17025:2017 odkazuje na robustnost
zkusebni  metody  prostrednictvim  zmény
kontrolovanych parametrii, jako je teplota
inkubadtoru, davkovany objem a robustnost proti
vnejsim  viiviim v ustanovenich tykajicich se
validace metody. V tomto Pokynu se posuzovani
robustnosti vztahuje k zZdamérnym malym zméndm
parametrii zkuSebni metody, napft. teploty, pH,
doby inkubace atd., a ke stanoveni jejich vlivu na
vykonnost zkusebni metody. Dalsi podrobnosti
jsou uvedeny v oddile 5.9.

Riizné terminy jako napt. ,kalibrace, ,mé&feni‘,
,zkouseni‘, ,analyza‘ a ,vySetfeni‘ se uzivaji
k popisu laboratornich praci. V tomto Pokynu se
pouziva ,analyza‘ v obecném slova smyslu
a v ptipadé potieby se jeji okolnosti specifikuji.
Obdobn¢ se v tomto pokynu hovofi o métené

* Zkusebni vzorek: Vzorek piipraveny z laboratorniho
vzorku, ze kterého se odebiraji zkuSebni podily pro
zkouSeni nebo analyzu [18].

koncentraci, ackoliv v chemické laboratofi se
bézné urcuje nékolik dalsich veli¢in [15].

P#i  procesech vzorkovani, upravy vzorkl
a analyze se mohou pouzivat terminy jako ,cil
odbéru vzorkd‘ (sampling target), ,primarni
vzorek® (primary sample), ,dil¢i vzorek‘
(increment), ,smésny vzorek® (composite
sample), ,podvzorek® (subsample), ,laboratorni
vzorek® (laboratory sample), ,zkusebni vzorek*
(test sample), ,zkuSebni podil® (test portion)
a ,zkuSebni roztok‘ (test solution) [16, 17].
Vtomto Pokynu pouzivame obvykle obecny
termin ,vzorek* nebo ,zkusebni vzorek‘ [18]." Ty

vvvvvv

jsou definovany v textu. Definice z VIM, ISO
9000 [9;] a [UPAC [18, 19] se uvadéji vSude, kde
je to mozné. Terminy z VIM majici vztah
k analytické chemii dale vysvétluje pokyn
Eurachem Guide ,,Terminology in analytical
measurement® [8]. Uzivatelé by si meli uvédomit,
ze dosud neexistuje obecnd shoda na definicich
nekterych termini, které pouziva validace metod.

1.2.2 Struc¢né navody

V oddile 5 jsou ve stinovanych rameccich
uvedeny ,Strucné ndavody © tykajici se specifické
vykonnostni charakteristiky metody. Je vSak
zfejmé, ze v mnohych laboratofich neni cas
anejsou zdroje pro provedeni experimentl tak,
jak jsou tam popsany. Provedeni operaci
popsanych v rameccich s pouzitim mensiho poc¢tu
opakovani, nez je doporu¢ovano, presto poskytne
uzitecné informace a je urcit€¢ lepsi nez ned¢lat
vibec nic. Ziskané informace budou vsak mén¢
spolehlivé, nez kdyby se provedl plny pocet
opakovani.
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2 Dulezitost vhodnosti pro dany ucel

2.1 Dulezitost analytickych méreni

Kazdy den se provadi v tisicich laboratofi na
celém svété miliony zkousek, méfeni a vySetteni.
Je to pro bezpocet diivodi, naptiklad jako zplsob
ocefiovani zbozi pro obchodni ucely, podpora
péce o zdravi a stavebnictvi, kontrola kvality
a bezpec¢nosti potravin a krmiv, forenzni analyza
a monitorovani zivotniho prostiedi. Prakticky
kazda oblast spolec¢nosti se néjakym zpiisobem
opira o praci analytika.

Néklady na provadéni téchto méreni jsou vysoké
a dal$i ndklady mohou vznikat z rozhodnuti, ktera
jsou na zaklad¢ téchto vysledkt ¢inéna. Napiiklad
zkousky prokazujici, Ze potravina neni vhodna
pro spotiebu, mohou vést ke vzniku narokd na
odskodnéni. Krom¢ toho testy potvrzujici
pritomnost zakazanych drog mohou mit za
nasledek pokuty, uvéznéni nebo v nékterych
zemich i popravu. Je tedy zifejmé, jak dilezité je
provadéni spravnych meéfeni a jak dilezité je byt
schopen prokazat, ze vysledek je spravny.

2.2 Profesni povinnosti analytického
chemika

Nelze-li davérovat vysledku analyzy, je jeho
hodnota velmi mala a takovou analyzu je Iépe
neprovadét vibec. Kdyz zakaznici poveétuji
laboratot analytickou ¢innosti, predpokladaji, ze
laboratot disponuje odbornymi znalostmi na
takovém stupni, ktery jim neni vlastni. Zakaznik
oc¢ekava, ze bude moci davéfovat dodanym
vysledkiim a obvykle je napada jen tehdy, kdyz
vznikne spor. A tak laboratof a jeji pracovnici jsou
ziejm& odpovédni za opravnénou divéru
zakaznika tim, ze poskytuji spravnou odpovéd’ na
analytickou ¢ast problému, jinymi slovy poskytuji
vysledky, které jsou prokazateln¢ ,vhodné pro
dany ucel‘. Rozumi se tim tedy, Ze provadeéné
zkousky odpovidaji analytické Casti problému,
ktery si zdkaznik pieje fesit a Ze konecna zprava
uvadi analytické udaje takovym zplisobem, aby
mu zakaznik snadno rozum¢l a mohl vyvodit
patficné zavéry. Validace metody umoziuje
analytikim prokazat, ze metoda je ,vhodna pro
dany ucel‘.

Ma-li byt analyticky vysledek vhodny pro
zamySlené pouziti, musi byt dostatecné
spolehlivy, aby na jeho zakladé bylo mozné
sdivérou  pfijmout  veSkerd  rozhodnuti.
Vykonnost metody musi byt tedy validovana
aodhadnuta nejistota vysledku na dané
konfidenéni  Grovni.  Nejistota ma byt

vyhodnocena a uvadéna zptisobem, ktery je Siroce

uznavan, vnitiné konzistentni a  snadno
interpretovatelny  [20].  VétSinu  informaci
pozadovanych pro odhad nejistoty je mozno
ziskat béhem validace metody. Timto tématem se
struéné¢ zabyva oddil 5.8 apodrobnéji tada
pokynti Eurachem a spolupracujicich organizaci
[4, 16, 21].

Bez ohledu na to, jak kvalitni je metoda a jak
kvalifikované se pouziva, lze analyticky problém
vyfesit analyzou takovych vzorki, které jsou pro
dany problém vhodné. Odebirdni vhodnych
vzorkll je odborna prace vyzadujici porozumeni
problému a chemii, ktera s nim souvisi. Laborator
by méla nabizet, pokud je to mozné, zakaznikovi
odborné poradentstvi pro odebirdni vzorkl
v ramci své péce o zakaznika. Jsou vsak ziejme
situace, ve kterych laboratof nemiize sama
odebirat vzorky, nebo mit na odbér vliv. V téchto
ptipadech je tfeba uvadét vysledky analyz vzorkt
tak, jak byly doruceny a ve zprave by to mélo byt
jasné uvedeno. DalsSi podrobnosti o vzorkovani
jsou uvedeny v oddile 4.7.

Dosud jsme se zamétovali vétsinou (a spravné) na
celkovy cil validace metod, tj. prokazani, Ze
takové metody jsou ,vhodné pro dany ucel‘. Ma
vSak byt ziejmé, ze validaéni/verifikacni studie
metody prinasi laboratofi provadejici
validaci/verifikaci dal§i vyhody. Poskytuje
dikladné znalosti a zkuSenosti s praktickymi
podrobnostmi  provadéni  metody, vcetné
uvédomeni si kritickych krokdi tohoto procesu.
Validace/verifikace umoziuje laboratofi a jejim
pracovnikiim ziskat vys$si dvéru ve své vysledky.

2.3 Vyvoj metody

Validaci muze predchazet vyvojova faze, na které
se mohou podilet jini pracovnici a kterd muze
nabyvat rznych forem.

V krajnim ptipadé mulze jit o pfizplsobeni
stavajici metody drobnymi zménami tak, aby byla
vhodna pro nové pouziti. Naptiklad metoda pro
stanoveni toluenu ve vodé muize byt upravena
podle zavedené metody pro stanoveni benzenu ve
vod€. Matrice je stejnd a tyto dva analyty maji
vcelku obdobné vlastnosti. Je pravdépodobné, ze
principy izolace, identifikace a kvantifikace, které
se pouzivaji pro benzen, mohou se t€Z pouzit pro
toluen. Jestlize je na druhou stranu poZadovana
metoda pro stanoveni benzenu v pudé, nemusi byt
adaptace z metody pro benzen ve vod€ nejlepsi
volbou. Uprava né&jaké jiné metody pro stanoveni
organickych sloucenin v piid¢é je mozna lepSim
vychozim bodem.
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V jiné mezni situaci mdze analytik zacit jen
s nastinem predstavy a k navrhu vhodné metody
vyuzit své odborné znalosti a zkusSenosti. To
samoziejmé znamena mnohem vice prace a veétsi
pochybnosti, zda finalni metoda bude uspésna. Pii
vyvoji metod neni neobvyklé pracovat soucasne
na né€kolika riznych predstavach, nez se vybere
jeden finalni pfistup.

Bez ohledu na to, kolik usili se vénovalo vyvoji
metody, neni zadnd zaruka, ze metoda bude
plnohodnotné fungovat pfi validaci (nebo za
rutinnich podminek v laboratofii). Pokud se na fazi
vyvoje a validace podileji rizni zaméstnanci, je
mozné zkontrolovat, zda jsou pokyny (metoda)
srozumitelné a zda je lze fadné realizovat.
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3 Validace metody a verifikace metody

3.1 Definice

Definice validace ve Cctyfech mezindrodnich
dokumentech uvadi tabulka 1. Validace metody je
v podstat€ proces definujici analytické pozadavky
a potvrzujici, ze uvazovand metoda je zpusobila
zvladnout pozadavky, kterd dana aplikace
vyzaduje. Zahrnuje potiebu vyhodnotit vykonnost
metody. Rozhodovéni o vhodnosti metody je
dalezité, v minulosti byla tendence zaméfit
validaci metody pouze na vyhodnoceni jejich
vykonnostnich charakteristik.

Validace metody je obvykle tzce svazana
s vyvojem metody. Mnohé z vykonnostnich
charakteristik metody (tabulka 2), které¢ se poji
s validaci metody, se obvykle vyhodnocuji,
pfinejmensim piiblizné, i v rdmci vyvoje metody.
Je vsak dulezité piipomenout, ze formalni
validace se ma tykat konecné verze metody
(zdokumentovaného postupu).

Pojem , kvalifikace ‘ téz patrné zahrnuje verifikaci
(tabulka 1). Poznamka: kvalifikace v tomto
pfipadé souvisi s validaci/verifikaci metody
anevztahuje se na procesni kvalifikaci ve
farmaceutickém pramyslu.

ISO 9000 [9] definuje verifikaci (ovéfovani) jako
,,potvrzovani prostiednictvim poskytnuti
objektivnich ditkazi, Ze specifikované pozadavky
byly splneény”. To se velmi podoba definici
validace uvedené v tabulce 1. Ve VIM [7] se
uvadi, ze verifikace (ovéfovani) je ,, poskytnuti
objektivniho ditkazu, Ze dana polozka spliuje
specifikované pozadavky* a validace znamena
,0verovani, ze specifikované pozadavky jsou
primérené pro zamyslené pouziti “.

ISO/IEC 17000:2020 [22] uvadi, ze verifikace
(ovetovani) ma prokazat pravdivost
prostrednictvim poskytnuti objektivnich ditkazii
a ze specifikované pozadavky byly splnény.

3.2 Zakladni pojmy

Razné zplisoby definovani validace a verifikace
v tabulce 1 mohou byt zavadéjici, ale ilustruji
nekteré dulezité aspekty téchto zakladnich pojmi.
Definice z ISO/IEC 17000:2020 ma dva body
stojici za povSimnuti:

e definuje dva pojmy nezavisle na sobg;
e pouzivd terminy potvrzeni vérohodnosti
a potvrzeni pravdivosti.

Tyto pojmy naznacuji, ze vZzdy bude existovat
urcitd mira rizika, tj. Ze metoda, ktera je vhodna
pro dany ucel, nemusi vzdy pfinést vysledky,

které jsou zcela spolehlivé. Toto pojeti rizika je
v souladu s novym zamétenim na hodnoceni rizik
v ISO/IEC 17025:2017 [1].

Existuji nékteré pojmy, které jsou ustfednim
bodem vSech definic v tabulce 1. Patfi sem:

e zamyslené pouziti;
e specifikované pozadavky;
e objektivni dikaz.

S témito pojmy bude vzdy spojeno riziko. Proto je
tfteba zohlednit pfi urovani rozsahu praci
nezbytnych k ziskdni objektivnich  ditkazii
o vhodnosti metody pro dany ucel zamyslené
pouziti zkuSebni metody a riziko, které jsou
laboratot a zédkaznik ochotni pfijmout, pokud jde
o spolehlivost vysledkd zkousek.

P1i pohledu na tyto tfi pojmy z hlediska hodnoceni
rizik je tfeba zvazit nékteré dilezité aspekty, které
mohou mit dopad na obsah a rozsah dané
valida¢ni/verifika¢ni studie.

e Zamyslené pouziti

Zkusebni metoda je vybrana nebo vyvinuta
s ohledem na konkrétni rozsah pouziti, tj. pro
konkrétni analyty v konkrétnich matricich
surCitym rozsahem koncentraci. Vlastni
vyvinutd metoda bude mit rozsah pouziti, ktery
pfesné¢ odpovida  potfebam  zakaznika.
Standardni metoda miZe mit obecnéjsi rozsah
a existuje riziko, Ze obecny rozsah nemusi plné
zahrnovat potieby zakaznika.
Riziko:  Pravdépodobnost, zZe
poucziti nebude dostatecné reSeno.
Specifikované pozadavky;

Jedna se o pozadovanou vykonnost metody
v ramci jejiho rozsahu pouziti a prokazuje se
prostiednictvim procesu validace/verifikace.
Specifikované  pozadavky = mohou byt
vyjadieny jako pozadavky na piislusné
vykonnostni charakteristiky nebo alternativné
jako obecna cilova nejistota méfen.

Riziko: Specifikované pozadavky, které maji
zajistit, ze metoda je vhodnd pro dany ucel, pro
ktery ma byt pouzita v laboratori, nemusi byt
plné pochopeny nebo popsdany.

Objektivni dikaz

Jedna se o udaje z valida¢ni nebo verifikacni
studie, ktera tvori zaklad k urceni, zda je
zkuSebni metoda vhodna pro ucel jejiho
zamysleného pouziti v laboratofi. Ve valida¢ni
studii tato data ukazuji, zda zkuSebni metoda
splituje specifikované pozadavky na pfislusné
vykonnostni  charakteristiky. Ve  studii

zamyslené

18



Vhodnost analytickych metod pro dany ucel

Pokyn Eurachem

verifikace tyto udaje ukazuji, zda Ize
dosdhnout  vykonnostnich  charakteristik
spojenych se standardni metodou, kdyz je
standardni metoda provadéna v laboratoii
a pro v laboratofi zamyslené pouziti.

Riziko:  Verifikacni  studie nemusi byt
dostatecné diikladnd, aby poskytla dostatecné
objektivni ditkazy ve vztahu ke skutecnému
pouzivani metody.

Tabulka 3 uvadi, jak jsou zdkladni pojmy
zahrnuty do wurCovani, jaké wvalidacni nebo
verifikacni studie by mély byt provedeny, aby se
stanovilo, zda je metoda vhodna pro dany ucel.

3.3 Validace metody

Metoda by meéla byt validovana, kdyz je tfeba
prokazat, ze jsou jeji vykonnostni charakteristiky
dostacujici pro pouziti k urcitému ucelu. Jak je
naptiklad uvedeno v c¢lanku 7.2.2.1 v ISO/IEC
17025 [1], laboratof musi validovat:

¢ nestandardni metody;

e laboratorni metody vyvinuté laboratofi;

e standardni metody pouzivané  mimo

zamysleny rozsah pouziti nebo jinak upravené.

Validace se musi provést v rozsahu nezbytném ke
splnéni pozadavkl na stanovené pouzivani nebo
oblasti pouziti [23]. Rozsah validace (,méfici
rozsah‘, ,zaméfeni‘) bude zaviset na aplikaci
metody,  podstat¢  uskuteénénych  zmén
a podminkach, za kterych se metoda bude
pouzivat. Norma dale uvadi (v kapitole 7.2.2.2),
Ze pii zménach validované metody se stanovi vliv
téchto zmén a pokud se zjisti, ze ovliviyji
puvodni validaci, musi se provést nova validace
metody. To je podrobnéji feseno v oddile 4.2.

Validace je téz nezbytna, kdyz je nutné prokazat

ekvivalenci  vysledki  ziskanych  dvéma
metodami, napf. nové vyvinutou metodou
a existujici standardni/pravné pfijimanou
metodou.

3.4 Verifikace metody

U standardnich metod, jako jsou napf. metody
publikované ISO nebo ASTM, neni validace
v laboratoti, ktera je pouziva, nutna. AvsSak
laboratot musi verifikovat vykonnost metody
v laboratofi za skute¢nych podminek pouzivani.
Tato verifikace metody ma byt provedena
pfedtim, nez je metoda uvedena do rutinniho
pouzivani, aby se prokdzalo, Ze laborator je
schopna dosahnout vykonnostnich charakteristik

metody, jak je to podrobné popsano v ¢lanku
7.2.1.5 normy ISO/IEC 17025:

Laborator musi pred zavedenim oveérit, zda je
schopna radné provadet metody tim, Ze zajisti, Ze
je schopna dosahovat pozZadované vykonnosti.

Verifikace se téz vyzaduje, pokud doslo
k vyznamné zméné, jako je novy, avSak podobny
pristroj, ptemisténi vybaveni atd.

Ve zdravotnickych a klinickych laboratofich se
vétS§ina méefeni a zkouSek provadi komercénimi
postupy, u nichz jiz provedl validaci vyrobce, ale
které se musi verifikovat koncovym uzivatelem
[24]. ISO 15189 v ¢lanku 7.3.2 [2] zdUraziuje, ze
laborator musi mit postup pro overeni, zda je
schopna spravne provadet metody laboratornich
vySetreni pred jejich uvedenim do provozu, a to
zajistenim  toho, Ze je schopna dosahovat
pozadované vykonnosti, jak je specifikovina
vyrobcem nebo metodou a ze laborator musi
zajistit,  aby  rozsah  verifikace  metod
laboratornich vysSetieni byl dostatecny k zajisteni
platnosti  vysledkiit relevantnich pro klinicke
rozhodovani. Toto mlize zahrnovat i situaci, kdyz
ptistroj je doplnén o novy software, nebo kdyz
z fizeni kvality vyplyva, Ze vykonnost zavedené
metody se ¢asem méni. Kontrolni seznam Jak
vybrat a zajistit platnost zkuSebni soupravy je
k dispozici v pfiloze D.
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Tabulka 1 — Definice pojmii ,verifikace‘ and ,validace‘ v ISO 9000, ISO/IEC 17025, ISO/IEC 17000 a VIM
Definice Odkaz

Verifikace, ovéfovani — potvrzovani prostfednictvim poskytnuti objektivnich | ISO 9000:2015[9]
dikazi, ze specifikované pozadavky byly splnény.

Validace — potvrzeni prostiednictvim poskytnuti objektivnich dukazi, ze
pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo na specifickou aplikaci byly
splnény.

Verifikace, ovérovani — poskytnuti objektivniho ditkazu, ze dana polozka splituje | ISO/IEC
specifikované pozadavky. 17025:2017°[1]
Validace — ovéfovani, ze specifikované pozadavky jsou pfiméfené pro zamyslené
pouziti.

Verifikace, ovéfovani — potvrzeni pravdivosti prostiednictvim poskytnuti | ISO/IEC
objektivnich dikazi, ze byly specifikované pozadavky splnény. 17000:2020 [22]

Validace — potvrzeni vérohodnosti prostiednictvim poskytnuti objektivnich dikaz,
ze byly specifikované pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou
aplikaci splnény.

2 ISO 9000 poznamenava, ze ¢innosti provadéné pii verifikaci (oveéfovani) se nékdy nazyvaji kvalifikaéni
proces.

®ISO/IEC 17025:2017 odkazuje na VIM [7] pii definovani validace a ovéfeni.

Tabulka 2 — Prehled vykonnostnich charakteristik, které se obvykle
vyhodnocuji pfi validaci metody

Vykonnostni charakteristika

Selektivita
Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)

Pracovni rozsah

Analyticka citlivost

Pravdivost

o vychyleni (bias), vytéZnost

Preciznost

o opakovatelnost, mezilehla preciznost a reprodukovatelnost

Robustnost

Nejistota méteni

2 Pfesné feCeno, nejistota méteni neni vykonnostni charakteristikou daného
meéfictho postupu, ale vlastnosti vysledku, ziskaného pomoci tohoto
méficiho postupu. Nejistota méieni je klicovou soucasti kazdého vysledku
méfeni a odrazi u¢inky vykonnostnich charakteristik.

Kalibra¢ni funkce je nedilnou soucasti kvantitativni metody a jako takova
neni povazovana za funkéni charakteristiku. Kalibracni funkce je vSak
zahrnuta v oddile 5 této piirucky, protoZe je povazovana za kliCovy
predpoklad pro validaci/verifikaci riznych vykonnostnich charakteristik.
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Tabulka 3 — Zakladni pojmy

Dostupna Proces k zajisténi | Kritéria Vysledek procesu
metoda platnosti
Nové vyvinuta Validace Specifikované pozadavky | Objektivni dikaz, ze
metoda se pro zamyslené pouziti metoda spliiuje
specifikovanym pozadavky a
(obecnym) specifikace pro
rozsahem pouziti (ptislusné) stanovené
vykonnostni
charakteristiky
|
Platna metoda se | Verifikace Specifikace vykonnostnich | Objektivni dikaz Ze
specifikacemi charakteristik (relevantni metoda je vhodna pro
(ptislusnych) pro skute¢né rutinni skute¢ny ucel, pii
vykonnostnich pouziti metody) pouziti v dané
charakteristik laboratofi
napt. standardni “ .
(nap Zkusenosti
metoda) 1%
s provadénim metody
(mozno doplnkové
SOP)
...nebo...
Stejné jako vySe, | Validace Dodatecné specifikované Jako vyse
ale s nutnosti | + pozadavky pro jednu nebo
nékterych Giprav vice vykonnostnich

Verifikace (vykonnostnich
charakteristik
neovlivnénych tipravami)

charakteristik s ohledem na
skutecné pouziti jiz
validované metody.
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4 Jak maji byt metody validovany?

4.1 Pristupy k validaci metod
4.1.1 Obecné

Jakmile se ukonéi pocatecni vyvoj metody,
laboratot by meéla podrobné¢ zdokumentovat
mefici postup (viz piiloha A). Pravé tento
zdokumentovany postup dale podléha formalni
validaci.

Existuji dva zasadni ptistupy k validaci metody,
piistup na zaklade mezilaboratorniho
experimentu a pristup v jediné laboratofi. Bez
ohledu na uvedeny pfistup je to laboratof, kterd
metodu pouziva, ktera je odpoveédna za zajisténi,
7ze metoda je vhodna pro zamyslené pouziti
a v piipadé potfeby za provedeni dalSich praci
k doplnéni stavajicich validacnich udaju.

4.1.2 Pristup s vyuZitim
mezilaboratorniho experimentu

O metod¢ validace metod pomoci cileného
mezilaboratorniho experimentu, ¢asto uvadéného
jako spole¢né studie (,collaborative studies‘ nebo
,cooperative  studies‘), pojedndva mnoho
publikaci. Existuje fada navodl pro tento typ
validace [25, 26, 27, 28] a rovnéz také normy ISO
5725 [29], které lze povazovat za obecné
nejvhodnéjsi. Pokud mé vyvijend metoda Siroké
pouziti, tfeba jako publikovany standardni
(normovany) postup, pak je pravdépodobné pro
validaci spole¢na studie s ucasti skupiny
laboratoii preferovanym zptsobem. Publikovana
metoda validovana timto zptisobem se povazuje
za robustni. Publikované informace obvykle
zahrnuji preciznost (opakovatelnost,
reprodukovatelnost a/nebo odpovidajici meze
preciznosti) a nékdy odhady vychyleni (bias).
Jestlize byla metoda validovana nékterou
z normalizac¢nich organizaci, jako je ISO, CEN
nebo AOAC International, uZzivatel obvykle
potfebuje pouze ovefit udaje publikované
o vykonnosti a/nebo stanovit tdaje o vykonnosti
pro vlastni pouzivani metody. Tento pfistup tedy
snizuje pracovni zatéz laboratofe, ktera tuto
metodu pouziva.

4.1.3 Pristup v jediné laboratori

Laboratofe Cas od ¢asu zjisti, Ze potfebuji metodu,
ktera neni dostupna jako publikovana norma
(standard). Pokud se metoda vyviji pro pouziti jen
v jedné laboratofi, naptiklad protoze neexistuje
jeji obecna potieba nebo protoze dalsi laboratoie
jsou konkurenty, je pfistup validace v jediné
laboratofi na misté [12].

Zda budou metody validované v jedné laboratofi
prijatelné pro regulacni ucely, mize zaviset na
smérnicich nebo pravnich ptedpisech platnych
v dané oblasti métfeni. Obvykle je mozné od
pfislusného regulacniho orgénu ziskat jasné
prohlaSeni o jeho politice (uplatiovanych
obecnych zasadach).

4.1.4 Validace zkusebnich souprav

V néekterych ptipadech mtize byt v postupu métfeni
pouzita zkusebni souprava (test kit), napt. kdyz je
tteba méteni dokoncit v kratkém Case nebo udrzet
nizké ndklady na méteni nebo kde to z riznych
dvodt mize byt nejlepsi volbou.

Pro zajisténi spolehlivosti méfeni je dilezité
spravné vybrat zkuSebni soupravu a vyhodnotit
jeji vhodnost. Jelikoz je analytickd metoda silné
integrovana do funkce zkuSebni soupravy a neni
to vzdy pro uzivatele zfejmé, validace téchto
metod je Casto provadéna dodavatelem soupravy
a musi byt zohlednéna pfi hodnoceni vhodnosti
zku$ebni soupravy. Systematicky pristup usnadni
vybér a hodnoceni a zajisti, Ze se provede spravne.
Kontrolni seznam Jak vybrat a zajistit platnost
zkuSebni soupravy je k dispozici v ptiloze D.

4.2 Rozsah validaénich studii

Laboratof musi rozhodnout, které vykonnostni
charakteristiky (viz tabulka 2 a oddil 5) je tfeba
pti validaci zkoumat, a v nékterych piipadech,
v zavislosti na tom, k ¢emu ma byt zkuSebni
metoda pouzita, 1 jak podrobné ma byt
prosetfovani jednotlivych vykonnostnich
charakteristik. IUPAC protokol [12] uvadi
nekolik situaci, které pfipadaji v uvahu, mezi
jinymi charakter metody a kompetenci laboratofte.

Jestlize je rozsah analytické Ccinnosti dobfe
definovan a pouziti je v prubehu ¢asu podobné,
mize se v organizaci nebo pro odvétvi vydat pro
rozsah validac¢nich studii obecna smérmnice.
Piiklady takovych specifickych pokynii jsou
uvedeny v tabulce 4 (farmaceuticky obor)
atabulce 5 (analyza rezidui veterinarnich 1é¢iv
v potravinach zivo¢isného puvodu).

Kazda laboratof, ktera chce prokazat vhodnost
ur¢ité analytické metody pro dany ucel, by méla
peclivé naplanovat studii validace metody, ktera
ma byt provedena. Planovani zahrnuje vhodny
navrh sady experimentd, které by mély
poskytnout  dostatecné  objektivni  dikazy
o prislusnych vykonnostnich charakteristikach,
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aby bylo mozné posoudit, zda je konkrétni metoda
vhodna pro dany ucel.

Dobrym zékladem pro planovani valida¢niho
procesu je zacit od dikladné zvazené analytické
specifikace uvedené v predmétu
dokumentovaného postupu (viz A.5 v pfiloze A),
ale je zfejmé, ze ne vzdy je tento postup v praxi
mozny. Posuzovani vykonnosti metody miize mit
sva omezeni. To bere na védomi verze
ISO/IEC 17025 z roku 2005 (Clanek 5.4.5.3,
poznamka 3: Validace je vzdy rovnovihou mezi
naklady, riziky a technickymi moznostmi),
zatimco podle verze normy z roku 2017 by mél
byt k urceni rozsahu validace metody pouzit
ptistup zalozeny na rizicich.

Laboratof voli to nejlepsi v ramei svych omezeni,
bere v tvahu pozadavky zakaznika a regulacni

pozadavky, stavajici zkuSenosti s metodou,
dostupné prostredky (oddil 4.4) a potiecbu
metrologické  slucitelnosti [7] s  dalSimi
podobnymi, jiz v laboratofi pouzivanymi
metodami, nebo metodami  pouzivanymi
v ostatnich laboratofich. Ne¢které vykonnostni
charakteristiky se mohou urcit ptiblizn€¢ béhem
vyvoje metody nebo v prubehu zavadéni metody.
Casto pfisluiny soubor experimentii poskytne
informace 0 nekolika vykonnostnich
charakteristikach, takze peclivé planovani
a (pokud je to mozné) pouziti vhodného planu
pokusi muze minimalizovat Usili potfebné
k ziskani hledanych informaci.

Dalsi pokyny k planovani validace a verifikace

jsou uvedeny v dodatku Eurachem Planning &
reporting validation studies [30]).

Tabulka 4 — Rozsah ¢innosti pii validaci ¢tyf typia analytickych aplikaci. Priklad z oboru farmacie [13].
»X*“ oznacuje vykonnostni charakteristiku, ktera se obvykle validuje

Typ analytické aplikace

mezilehla preciznost)

Vykonnostni charakteristika | Identifikacni Kvantitativni Limitni test Stanoveni
zkouska zkouska na necistotu hlavni slozky
na necistotu

Selektivita X X X X

Mez detekce X

Mez stanovitelnosti X

Pracovni rozsah vcetné linearity X X
Pravdivost (vychyleni, bias) X X
Preciznost (opakovatelnost a X X

v tomto pokynu.

POZNAMKA Tabulka je zjednodusena a byla upravena, aby vyhovovala struktuie a terminologii pouZitym

Tabulka 5 — Klasifikace analytickych metod vykonnostnimi charakteristikami, které musi byt
stanoveny pro kvantitativni analyzu v oblasti zkousSeni potravin Zivo¢isného piivodu na rezidua 1é¢iv

[31]
Mez Rozhodovaci | Pravdivost | Preciznost | Selektivita | Robustnost
detekce limit /Vytéznost /specificita
CCp! CCd!
Screeningové + ) ) + + +
metody
Potvrzujici + + + + + +
metody
I Dalsi informace viz oddil 5.3.5.2

Dusledky vyse uvedenych omezeni jsou obzvlaste
kritické v ptipadech, kdy se tato metoda nebude
pouzivat rutinn€. Proces validace metod, které se

budou pouzivat rutinné, je pomérné dobie
definovan. Nepochybné tytéz principy jako pro
rutinni zkouSeni se vztahuji na ad hoc analyzu
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(analyzu jen pro tento piipad). Je potiecba mit
k ziskanym vysledkim odpovidajici stupen
divéry. Stanoveni rovnovahy mezi casovymi
a finanénimi omezenimi a potiebou validovat
metodu lze dosdhnout pomoci piistupu
zalozeného na rizicich. Za urcitych okolnosti
muze toto posouzeni rizik ukazat, ze je vhodng;jsi
zadat analyzy v jiné laboratofi, kde mohou byt
provadény rutinné.

4.3 Validacni plan a zprava

Validac¢ni ¢innosti se musi provadét a vysledky se
musi uvadét v souladu s dokumentovanym
postupem.

Takovy postup musi:

e zajistit, aby byly vyhodnoceny vykonnostni
charakteristiky potfebné k prokazani, ze
metoda je vhodna pro zamysleny ucel,
dokumentovat kritéria pfijatelnosti pro kazdou
vykonnostni charakteristiku;

navrhnout experimenty nezbytné¢ k ziskani
udajii umoznujicich urcit vhodnost pro dany
ucel.

Nastin valida¢niho planu (,valida¢ni protokol®)
a validacni zpravy mtize byt obsahem oborovych
smérnic (viz oddil 4.5).

ISO/IEC 17025 [1] v ¢lanku 7.2.2.4 popisuje
minimdlni zdznamy o validaci, kter¢é musi
laboratot uchovavat. Narodni akreditani organy
mohou navic poukézat na minimalni pozadavky
na takovou dokumentaci [23]. Jednoduchou
Sablonu pro kombinovany plan validace
a valida¢ni zpravu Ize nalézt v dodatku Eurachem
Planning & reporting validation studies [30].
Obecny piistup pouZzity v tomto dodatku je popsan
nize.

e Titulni strana. Obsahuje nazev a odkaz na
metodu a piehled charakteru metody a tcelu
studie.

Analytické pozZadavky. Informuje
o pozadovaném rozsahu metody a jejim
pouziti, ucCelu studie, charakteristikach
vykonnosti, které maji byt studovany,
pozadavcich na vykonnost metody, vsech
dostupnych tdajich o vykonnosti a materialech
dostupnych pro studii.

Vykonnostni charakteristiky. Kazdé
vykonnostni charakteristice mé byt vénovan
samostatny oddil. V ném ma byt strucné

popsana charakteristika vykonnosti,
zopakovany vSechny specifické pozadavky,
nastinény  experimenty, které  budou

provedeny, a zptusob hodnoceni vysledki. Je

tteba uvést vysledky a konstatovat zavéry

z experimentti. Pofadi, ve kterém jsou
jednotlivé vykonnostni charakteristiky
studovany, mize v nékterych piipadech

vyzadovat zvazeni (viz oddil 3.5 dopliku
Eurachem Planning & reporting method
validation studies).

Shrnuti. V posledni ¢asti maji byt shrnuty
vysledky a veskeré dalsi informace ziskané pro
kazdou vykonnostni charakteristiku. Uvedou
se duasledky pro rutinni pouzivani metody
je uvést zavéreéné prohlaseni, zda je metoda
vhodna pro dany ucel. Je to pozadavek normy
ISO/IEC 17025 [1].

4.4 Prostredky validace
4.4.1 Slepé vzorky

Pouziti riznych druht slepych vzorka (blanki)
umoznuje posoudit jakou mérou lze ptifadit
méfeny signal analytu a jakou mérou jinym
pri¢inam. Analytik ma k dispozici rizné druhy
slepych vzorki:

e Slepé vzorky (sample blanks). Jedna se
v podstaté¢ o matrice vzorkl bez piitomnosti
sledovaného analytu v detekovatelnych
urovnich (nebo s velmi nizkymi, ale dobfe
znamymi koncentracemi sledovanych
analyttl), napt. vzorek lidské moci bez
specifické navykové latky nebo vzorek masa
bez rezidui hormoni. Slepé vzorky mutze byt
obtizné ziskat, ale takové materialy jsou
potfebné pro ziskani realného odhadu
interferenci, které by se mohly vyskytovat pfi
analyze zkusSebnich vzork.

Kalibra¢ni slepé vzorky. Kalibracni slepy
vzorek je kalibracni standard, ktery
neobsahuje sledovany analyt (analyty) na
detekovatelné tirovni.

Proceduralni slepy vzorek. Proceduralni
slepy vzorek je vzorek, ktery neobsahuje
matrici, prochazi celym postupem méfeni a je
analyzovén stejnym zpusobem jako zkuSebni
vzorek.

Slepé vzorky reagencii. Slepy vzorek
reagencii je smés jakéhokoli rozpoustédla
(rozpoustédel) a/nebo reagencie (reagencii),
kterd se dostava do detektoru pii analyze
zkuSebniho vzorku.

Slepy vzorek rozpoustédla. Slepy vzorek
rozpoustédla se skladda z rozpoustédla
(rozpoustédel)  obsazeného v  roztoku
predkladaném méficimu piistroji.

Dalsi pokyny k tomu, jak definovat a zachazet se
slepymi vzorky ve valida¢ni nebo verifikacni
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studii, 1ze nalézt v dodatku Eurachem Blanks in
method validation [32].

4.4.2 Rutinni zkusebni vzorky

Rutinni zkusebni vzorky jsou uZzite¢né, protoze
poskytuji informace o preciznosti, interferencich
atd., se kterymi se lze setkavat pfi kazdodenni
praci. Pokud byla stanovena koncentrace
sledovaného analytu (analytd) ve zkuSebnim
vzorku, napft. pouzitim vhodné referen¢ni metody,
lze ji pouzit k posouzeni vychyleni (bias) méfeni.
Takové metody nejsou vzdy k dispozici.
Alternativné¢ lze spolu se zkuSebnim vzorkem
analyzovat vhodny CRM (se stejnou matrici a
podobnou koncentraci analytu), je-li k dispozici,
a stanovit tak koncentraci pfitomného analytu
(analytd).

4.4.3 Materialy/roztoky s pridavkem

Predstavuji materialy nebo roztoky, ke kterym byl
analyt (analyty) zdmérné pridan. Pfednostné jsou
ze stejné matrice jako vzorky bézné analyzované
pomoci zkusebni metody. Tyto materialy nebo
roztoky jiz mohou obsahovat sledovany analyt, je
tedy tfeba vénovat pozornost tomu, aby piidavek
(spike) nevedl k urovnim analytu, které by
presahovaly pracovni rozsah metody. Piidavky
(spikovani) o zndmém mnoZzstvim analytu
umoznuji zvysit odezvu meéfeného analytu
a zvySeni vypocitat na zakladé¢ piidaného
mnozstvi, i kdyz absolutni mnoZzstvi analytu
ptitomného pred a po pfidani piidavku neni
znamo. VSimnéme si, Ze u mnohych metod je
pridavek pfidavan takovym zpusobem, Ze neni
vazan na matrici vzorku tak tésné€, jak by tomu
bylo, kdyby byl pfitomen ptirozenym zplsobem.
To plati zejména pro pevné vzorky. Tudiz odhady
vychyleni (bias) ziskané na zaklad¢ ptidavku
(spikovani) mohou byt pfili§ optimistické.

Pridavky (spikovani) se nemusi omezovat jen na
analyty, které jsou pfedmétem zajmu. Mohou se
tykat ¢ehokoliv, co je pridano ke vzorku, aby se
prezkousel vliv ptidavku. Naptiklad ke vzorku
mohou byt pfidana rliznd mnozstvi pfislusné
potencidlni interference, aby se odhadla
koncentrace interferentu, pii které je jiz stanoveni
analytu nepfiznivé ovliviiovano. Je tfeba obvykle
piesné urcit povahu pridavku (spiku).

4.4.4 Prirozené kontaminované
materialy

Jsou to materialy, ve kterych je analyt, ktery je
pfedmétem z&jmu, v podstaté cizi slozkou, ktera
se dostala do vychoziho materialu n¢kdy pied
vzorkovanim. Analyt ma tedy k matrici t€snéjsi
vazbu, nez kdyby byl pfidan jako piidavek
(spikovanim). Odpovidajici hodnota obsahu

analytu bude zaviset na mnozstvi analytu, které
bylo ve styku s materialem, rychlosti pfejimani
matrici a jeho ztritdm a dal§im ztratdm
prostiednictvim metabolismu, rozkladu nebo
dals$im chemickym a fyzikdlnim procesim.
Pfirozen¢ kontaminované materidly mohou byt
rutinnimi zku$ebnimi vzorky a mohou také tvofit
zaklad certifikovanych referen¢nich materidlt.
Jejich uzite¢nost pti validacnich studiich zavisi na
tom, jak dobife miize byt hodnota analytu
charakterizovdna. Pro studie vychyleni je nutna
presné znama koncentrace analytu, ale pro studie
preciznosti to neplati. Mezi ptiklady pfirozen¢
kontaminovanych materiald patfi:

1. Herbicidy v mouce vyrobené z obili, které bylo

osetieno herbicidy v prub&hu rustu.

Aktivni  slozky  ve  farmaceutickych

preparatech pifiddvanych ve stadiu vyroby

farmaceutického pripravku.

. Praskovy vaje¢ny bilek (se zndmym obsahem
proteinu) piidavany k téstu na cukrovi pred
pecenim, pfi zjistovani alergend.

2.

4.4.5 Standardy méreni

Musi se peclive zvazovat pouziti slova ,standards*
(v anglictin€ pozn. ptekl.), jelikozZ se tento termin
vztahuje téZ na psané dokumenty, jakymi jsou
normy [SO. Kdyz se tento termin vztahuje
k latkdm pouzivanym pro kalibraci nebo pro ucely
identifikace je vyhodné se odvolavat na n¢€ jako na
standardy méfeni (etalony) nebo kalibratory [7].
Tradi¢né se za né povazuji roztoky jednotlivych
latek, ale v praxi to mize byt cokoli, v ¢em byl
uréity parametr nebo vlastnost charakterizovana
do té miry, Ze mize slouzit jako metrologicka
reference.

Je dulezité rozliSovat mezi referencnimi materialy
(RM) a certifikovanymi referenénimi materialy
(CRM) [7, 33], protoze existuje vyznamny rozdil
v jejich pouzivani v procesu validace metody
(5.6.2). Referencnimi materialy mohou byt ve
skutecnosti jakékoliv materidly pouzivané jako
reference a mohou zahrnovat laboratorni
reagencie znamé Cistoty, primyslové chemikalie
nebo jiné artefakty. Vlastnost nebo predmétny
analyt musi byt stabilni a homogenni, ale doty¢ny
material nevyzaduje, aby meél vysoky stupen
charakterizace, metrologické navaznosti, nebo

prohldSeni o nejistot¢ meéteni, které jsou
vyzadovany u certifikovanych referencnich
materiald.

Obecn¢ je charakterizace pfedmétného parametru
u CRM pod dikladngjsi kontrolou nez u RM,
a navic je charakterizovana hodnota certifikovana
s dokumentovanou metrologickou navaznosti
a nejistotou. Charakterizace se obvykle provadi
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n¢kolika odlisnymi metodami, nebo jedinym
primarnim meéficim postupem tak, aby bylo
vychyleni (bias) pti charakterizaci pokud mozno
redukovano nebo i dokonce eliminovano.

Posuzovani vychyleni (bias) vyzaduje spolehlivy
referen¢ni bod, nejlépe CRM se stejnou matrici
a koncentraci analytu jako u zkusebnich vzorki.

4.4.6 Statistika

Statistické metody jsou nezbytné pro shrnuti
udaji a k cCinéni objektivnich  zavért
o odlisnostech mezi soubory dat (statistické testy
vyznamnosti). Analytici by se méli sezndmit
pfinejmensim se zékladnimi prvky statistické
teorie, zejména témi slouzicimi k vyhodnocovani
preciznosti, vychyleni (bias), linearniho rozsahu,
meze detekce (LOD), meze stanovitelnosti (LOQ)
a nejistoty méfeni. Rada uZiteGnych knih
seznamujicich se statistikou pro analyticka méfeni
je uvedena v seznamu literatury Eurachem
reading list (najdete jej na webovych strankach
Eurachemu v ¢asti Publications na webu
Eurachem, www.eurachem.org).

4.5 Pozadavky na validaci

Pozadavky, jak provadét validaci metod, mohou
byt specifikovany v odvétvovych smérnicich
odpovidajicich zaméteni dané metody [naptiklad
13, 25, 31, 34-37]. Pokud takové smeérnice
existuji, doporucuje se podle nich postupovat. To
zaruci, ze jak ptislu$né terminologie validace, tak
1 pouzita statistika jsou vykladany zptisobem
odpovidajicim zvyklostem pfislusného odvétvi.
Oficialni uznadni metody muze vyzadovat
charakterizaci vyzadujici mezilaboratorni studii.

4.6 Proces validace metody

Ma-li tesit konkrétni problém zikaznika, musi
laboratof nejprve stanovit analyticky pozadavek,
ktery definuje vykonnostni charakteristiky, které
musi metoda k vyfeSeni daného problému
spliovat (Obrazek 1).

V reakci na tyto pozadavky musi laboratof
identifikovat vhodnou existujici metodu nebo
podle potfeby vyvinout/modifikovat vlastni
metodu. VSimnéte si, ze nekteré spravni predpisy
mohou vyzadovat pouziti urCité metody. Tabulka
6 uvadi typy otazek, které by mohly vyvstat pii
formulovani analytickych pozadavka (sloupec 1)
a odpovidajici vykonnostni charakteristiky
metody, které mlze byt potieba vyhodnocovat
(sloupec 2). Laboratotf pak stanovi a vyhodnoti
odpovidajici vykonnostni charakteristiky
a zkonfrontuje je s analytickymi pozadavky.
Proces validace kon¢i zdvérem a prohlasenim, zda
je analyticky pozadavek spInén ¢i nikoliv. Pokud

analyticky poZadavek neni splnén, je nutny dalsi
vyvoj metody. Tento proces vyvoje a hodnoceni
pokracuje, dokud neni metoda povazovana za
schopnou splnit pozadavek (pokud je to
ekonomicky proveditelné) nebo dokud neni
rozhodnuto, Ze metoda je nevhodna a je tieba
zvolit jiny pfistup.

Ve skutecnosti je analyticky pozadavek malokdy
predem dohodnut se zdkaznikem takto formalne.
Zakaznici obvykle vymezuji své pozadavky ve
formé ceny a/nebo doby a obvykle neznaji
potfebnou vykonnost metod. Pozadavky na
vykonnost metod vSak mohou byt stanoveny
v ptipadech, kdy se metody opiraji o regulacni
pozadavky nebo shodu se specifikaci. Evropska
unie publikovala naptiklad pozadavky pro
analyzu pitné vody [38], na analyzy provadéné
v ramcové smernice o vodé [39], pro stanoveni
urovni rezidui veterinarnich 1éCiv v potravinach
zivocisného ptivodu [31] a pro rezidua pesticidl
v potravinach a krmivech [35].

Obvykle je vSak ponechavano na uvaze analytika,
aby rozhodl, jaka vykonnost je potieba. Velmi
Casto to znamend porovnani analytického
pozadavku se znamou schopnosti metody (napf-.
publikovanou u standardnich (normovanych)
metod, zjiSténou v programech  zkouseni
zpusobilosti (PT) nebo odhadnutou
z matematickych modeld, jakym je Horwitzova
funkce [40]).

Finan¢ni omezeni mohou zptsobit, ze vyvoj
metody nebo dalsi vyvoj, pokud validace metody
nebyla Gspésna, ktery splnuje urcity analyticky
pozadavek, neni ekonomicky proveditelny,
avtakovém piipadé je tieba rozhodnout, zda

pozadavek zmirnit na dostupné&jsi uroven, nebo
piehodnotit odiivodnéni analyzy.

4.7 Vzorkovani a manipulace se
vzorkem ve vztahu k validaci
metody

4.7.1 Vyznam zvazZeni vzorkovani a
manipulace se vzorkem pri
planovani validace metody

Zajisténi vhodnosti analytickych vysledkit pro

dany tcel nezavisi pouze na platnosti analytické

zkuSebni metody, ale ve vétSiné ptipadt také na
platnosti odbéru vzorkidi a manipulaci se vzorky
pfed analytickym zkousenim. To potvrzuje
skutecnost, Ze nejistota meéfeni vyplyvajici

z odbéru vzorkli je casto vyrazné vySS$i nez

prispévek nejistoty z naslednych analytickych

postup. V revidované verzi normy ISO/IEC

17025 z roku 2017 [1] je kladen zvySeny diiraz na

vzorkovani. Norma vyzaduje, Ze se pii odhadu
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nejistoty méfeni musi vzit v uvahu vSechny
prispévky, které jsou vyznamné, vcéetné tcch,
které vyplyvaji z odbéru vzorkd. Rovnéz uvadi, ze
validace mize zahrnovat postupy pro odbér
vzorkli, manipulaci a pfepravu zkouSenych
polozek, a pozaduje, aby ve zpravach o zkouskach
byl uveden .,..odkaz na plin odbéru vzorkii
a metodu odbéru vzorkii pouzitou laboratori nebo
Jinymi subjekty, pokud jsou tyto odkazy relevantni
pro platnost nebo pouziti vysledkii*.

Otédzkou je, co lze ud¢€lat pro zajisténi platnosti
postupii odbéru vzorki — a kdo je za to
odpovédny? V mnoha piipadech primarni odbér
vzorkd provadi zdkaznik nebo nezavisly subjekt
specializovany na odbér vzorkll. V této situaci
nema laboratof Zadnou moznost, jak provést
pfimou validaci postupu odbéru vzorki.
Laborator vsak miize provést ovéfeni platnosti
vzorkd ptredkladanych laboratofi (dale jen
,laboratorni vzorek®, viz oddil 4.7.5). Naproti
tomu v piipadech, kdy je odbér vzorkl nedilnou
soucasti zkuSebni metody, maji byt pocatecni
kroky odbéru vzorkt v procesu soucasti valida¢ni
studie. Zvlastnim pfipadem je situace, kdy je
laboratot odpoveédna za zkouSeni v terénu, a to
bud’ pomoci piimo méficich senzorti (kde neni
odebran zadny fyzicky vzorek), nebo kde se
zkouseni provadi ,,na mist€“, a to bezprostiedné
po odbéru vzorku.

Dale je tfeba také zvazit manipulaci se vzorky po
jejich ptijeti do laboratofe. Odbér podvzorkt (po
vhodné homogenizaci) a skladovani vzorkl nebo
podvzorkt pred zahajenim zkuSebniho procesu
muze mit vyznamny dopad na povahu zkusebniho
vzorku a obsah analytu. Tyto kroky proto maji byt
soucasti validacni studie.

V nékterych oblastech (napt. zkouSeni krmiv
apotravin v ramci EU [41]) existuji zvlastni
pravidla a predpisy, které musi laboratoie
pracujici v téchto oblastech dodrzovat. Nicméné
v nésledujicich  pododdilech  tento  Pokyn
poskytne néktera obecna doporuceni k tomuto
tématu.

Validace postupu odbéru vzorka by méla usnadnit
odhad nejistoty z odbéru vzorkd. Prirucka
»Measurement uncertainty arising from sampling
— A guide to methods and approaches” [16]
ukazuje, jak miZe odhad nejistoty béhem validace
postupu vzorkovani ptispét k uré¢eni vhodnosti pro
ucel celé zkusebni metody. Vzhledem k tomu, Ze
podminky odbéru vzorkli béhem rutinniho
zkouseni se mohou li§it od podminek
ptevazujicich béhem validace a ze podminky
odbéru vzorkli a objekt vzorkovani se Ccasto
vyznamné 1i§i od ukolu k tkolu, zdiraziuje

ptirucka vyznam validace postupu odbéru vzorku
a nutnost zavedeni fizeni kvality pro prubézné
sledovani vykonnosti celé metody, vcetné
postupu odbéru vzorki.

Vlastni manipulace a pfiprava vzorkd v laboratofi
ma byt zahrnuta do validace/verifikace zkusebni
metody podle zasad popsanych v této piirucce
(viz také oddil 4.7.5). Validace nebo verifikace
postupt primarniho (nebo terénniho) odbéru
vzorki je mimo rozsah této prirucky, ale postupy
jsou popsany jinde [42]. V nasledujicich
pododdilech je popsana odpovédnost laboratoie
za zajisténi toho, aby byl pouzivan platny postup
odbéru vzorku.

4.7.2 Laborator neodpovida za odbér
vzorku

Pokud je vzorek ptfivezen az k ,laboratornim
dvefim*“ nékym mimo laboratof, nemiize byt
laboratof odpovédna za platnost procesu odbéru
vzorkd. A% takovych ptipadech
ISO/IEC17025:2017 [1] vyzaduje, aby laboratof
ve svém protokolu o zkouSce uvedla ,,...
prohlaseni o tom, Ze vysledky se vztahuji pouze ke
zkouSenym polozkam*.

Laboratof vSak ma pfevzit odpovédnost za
informovani vzorkafe o otazkach, které mohou
ovlivnit platnost laboratorniho vzorku a jeho
naslednou vhodnost pro zkouseni. Pfi komunikaci
se zakaznikem a vzorkafem je dilezité zdlraznit
kritické body v krocich odbéru a prepravy vzorki
a pripadné doporucit provedeni a dokumentaci
ptislusné validace.

Po obdrzeni laboratorniho vzorku by laboratof
meéla vyhodnotit procesy odbéru a piepravy
vzorkll piezkoumanim dokumentace, kterd je
ptiloZena ke vzorku a samotného vzorku. Pokud
je to mozné, mély by urcit, zda dany plan
vzorkovani ma poskytovat dostate¢né
reprezentativni vzorek. M¢ly by ur€it, zda
podminky skladovani a piepravy, jako je teplota
a baleni, by mohly ovlivnit integritu vzorku (viz
oddil 4.7.5).

4.7.3 Laborator odpovida za odbér
vzorkl v ramci metody

V ptipadech, kdy je laboratof odpovédna za
vyjezd do terénu (at’ uz se jedna doslova o pole,
jezero nebo o vyrobni linku) a za ziskani
dostatecné reprezentativnich vzork pro zkouSeni
v laboratofi, je tieba provést tplnou validaci
celého procesu. Pokud se pouzivaji dobte popsané
a validované postupy odbéru vzorkd, ma je
laboratot verifikovat, aby se ujistila, Ze jejich
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pouziti splituje 0cCel ziskat laboratorni vzorky
vhodné pro zkouseni.

4.7.4 Zkousky v terénu

Pokud je laboratof odpovédnd za piremisténi
zkuSebniho zafizeni na misto odbéru vzorku
(napt. na pole, jezero nebo do mist vyrobniho
procesu), analyticka metoda se provadi mimo
prostory laboratote, je tfeba provést dikladnou
validaci/verifikaci. Tato validace/verifikace ma
zohlednit vSechny piislusné zvlastni podminky
v misté odbéru vzorkid/zkouSeni, které mohou
ovlivnit ~ platnost  konecnych  vysledku.
V takovych ptipadech je vSak odbér vzorkl tzce
integrovan do celkového procesu méfeni. Mize se
jednat bud’ o prfimé meéteni, kdy se zafizeni
dostane do kontaktu s pivodnim materialem
a méfeni se provadi pfimo (méfeni in situ), nebo
se vzorek odebere, a ihned se zkousi na stejném
misté (meéfeni na miste [43]).

V obou piipadech se obvykle nevyzaduje zadna
nebo jen velmi omezenad manipulace se vzorkem
nebo jeho pfiprava.

Validace/verifikace téchto metod ma byt
provedena pokud mozno srovnanim s vykonnosti
interné¢ pouzivané (,,ex situ”) metody nebo
srovnatelné metody. Zejména v pripadé méficich
zafizeni in situ je dilezité ovéfit dokumentaci
poskytnutou vyrobcem a jako takovou lze
validaci/verifikaci  povazovat za  obdobu
kvalifikace pfistroje.

4.7.5 Prijem a manipulace se
vzorkem

Vzorek dodany do laboratofe bud’ zakaznikem,
nebo profesiondlnim vzorkafem se obvykle
nazyva  ,laboratorni  vzorek™. = Vhodnost
laboratorniho vzorku pro zkouSeni by méla

posoudit laboratof po obdrzeni vzorku. Toto
hodnoceni ma byt zalozeno na okamzitém
vzhledu vzorku, pfipadném baleni vzorku a na
tom, jak byl vzorek dodan do laboratote (napt. zda
byl uchovavan pii niz$i nez urcité teploté). Krome
toho musi laboratoi také posoudit plan odbéru
vzorkd a metodu, zda ,...jsou relevantni pro
platnost nebo pouziti vysledku* (citace z normy
ISO/IEC 17025:2017 [1]).

Neékdy Ize laboratorni vzorek zkouSet pomoci
analytické metody bez jakéhokoli zpozdéni nebo
rozdéleni, ale v mnoha ptipadech musi byt vzorky
dodané do laboratofe pied zahajenim zkouSeni
skladovény (za vhodnych podminek). Kromé toho
muze byt mnozstvi laboratorniho vzorku prili$
velké na to, aby bylo vhodné pro pocatecni kroky
analytického procesu, jak je uvedeno v metode.
Naprtiklad procesem homogenizace a odbéru
podvzorkli mize byt vzorek zmensen na vhodnou
velikost, ktera se nazyva ,,zkusebni vzorek*.

V ptipadech, kdy analytickdi metoda zacina
u zkusebnich vzorkl, tj. neni popsan postup
odbéru podvzorkd, je laboratot stale odpovédna
za kvalitu/platnost zkuSebniho vzorku. Veskeré
kroky predchazejici vychozimu bodu analytické
metody (pfechod od "laboratorniho vzorku" ke
"zkusebnimu vzorku") musi laborator peclive
vyhodnotit.

Laboratof musi tyto po¢ate¢ni kroky zahrnout do
opakovanych zkousek, které se obvykle provadé;ji
jako soucast validace nebo verifikace metody pro
kazdou z pfislusnych charakteristik vykonnosti.
U nékterych z téchto pocate¢nich postupd, jako je
skladovani a homogenizace, mize byt vhodné
provést specificky test robustnosti (napf. zménou
parametrd, jako je teplota, ¢as atd.). Vice
informaci o testovani robustnosti naleznete
v oddile 5.9.2.
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Problém zakaznika

k feSeni
Stanoveni analytického
pozadavku
Urcete/upravte existujici Vyhodnotte Vyviiei J
metodu nebo vyvijejte vykonnost yvuefit ?1 metodu
novou metody ale
ANO
Y
Je metoda R Init
’ \_ NE ozvort Je dalsi vyvoj
vhodna pro dany : analyticky S
ucel? pozadavek? v
ANO NE
v
Vydejte valida¢ni Nov¢ formulujte
Zpravu analytické pozadavky
A

Pouzivejte Metoda je
metodu nepouzitelna

Obrazek 1 — Proces validace metody od problému zikaznika aZ k rozhodnuti, zda ¢i nikoliv miiZe byt
poZadavek zikaznika FeSen urcenou metodou. Poznamka: Validace metody sestava z faze, ve které se
vykonnostni charakteristiky vyhodnocuji a nasledné porovnavaji s analytickymi poZadavky. Bez ohledu na
to, jaké idaje o vykonnosti mohou byt pro metodu k dispozici, se vhodnost pro dany ucel uréi podle toho,
jak metoda funguje, kdyzZ ji uréeny analytik pouZzije s dostupnym vybavenim/zafizenim.
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Tabulka 6 — OtazKky, které mohou vyvstavat pii formulovani analytického poZadavku a souvisejici
vykonnostni charakteristiky s odkazy na prislusné oddily tohoto pokynu

Dotaz Vykonnostni charakteristika Oddil P:;Zl?:_
Existuji né¢jaka omezeni zdroji, Jakd — lidé, cas,
finance, vybaveni a reagencie, laboratorni prostory?
Vyzaduje se vzorkovani a rozdélovani vzorki (a bude
se to provadét v laboratoti)?
Existuji néjaka omezeni tykajici se dostupnosti a
velikosti vzorku? - - 3)
Jaka je chemickd, biologicka a fyzikalni podstata
matrice?
Je analyt dispergovan nebo lokalizovan?
Jsou analyty v matrici stabilni?
Je pozadovan kvalitativni ¢i kvantitativni vysledek? Selektivita 5.1
LOD a LOQ 53

Které analyty jsou pfedmétem zajmu a na jaké Girovni | Selektivita 5.1

jsou pravdépodobné piitomny (%, upg/g, ng/g, | LOD a LOQ 53

atd......)? Pracovni rozsah 5.4 b)
Kalibra¢ni funkce 5.2

Jsou analyty pfitomny ve vice neZ jedné chemické | Selektivita 5.1

formé (napft. oxidaéni stavy, stereoizomery) a je nutné

umet jednotlivé formy rozlisit?

Jaka veli¢ina se ma méfit (,méfena veli¢ina®)? Zajima | Vytéznost 5.6

vas ,celkova“ koncentrace pfitomného analytu, nebo

,extrahované  mnozstvi za  specifikovanych

podminek?

Jaka se pozaduje pravdivost a preciznost? Pravdivost a vytéznost 5.6
Opakovatelnost, mezilehla
preciznost a 5.7 c)
reprodukovatelnost

Jaka je cilova nejistota a jak ma byt vyjadiena? Nejistota 5.8

Jaké jsou pravdépodobné interference s analytem | Selektivita 5.1

(analyty)?

Byly stanoveny toleranéni meze pro vSechny | Robustnost 5.9

parametry, které jsou pro provedeni analyzy kritické d)

(napft. doba extrakce, inkubacni teplota)?

Maji byt vysledky porovnavany s vysledky dalSich | Nejistota 5.8
laboratofi? ©)
Maji byt vysledky porovnavany s externimi | Nejistota 5.8
specifikacemi? ©)

a) Ne vSechny prvky analytického pozadavku maji pfimy vztah k poZzadavkim validace metody, ale v obecnéjsi
roving urcuji, zda je pfislusny ptistup aplikovatelny. Naptiklad je mozno volit rizné pfistupy podle toho, zda
je analyt dispergovan ve vzorku nebo izolovan na jeho povrchu.

b) Kalibracni funkce je nedilnou soucasti kvantitativni metody, a tudiz neni povazovana za vykonnostni
charakteristiku. Kalibracni funkce je vSak zahrnuta v oddile 5 této ptirucky, protoZe je povazovana za
kli¢ovy predpoklad pro validaci/verifikaci riznych vykonnostnich charakteristik.

¢) Jednim ze zakladnich prvki analytického pozadavku je to, aby bylo mozné posoudit, zda je ¢i neni metoda
vhodna pro dany ucel, a tedy musi zahrnovat pozadovanou nejistotu vyjadienou jako standardni nejistota
nebo rozs§ifena nejistota.

d) U publikovanych normovanych (standardnich) postupti se obvykle ukazalo, Ze jsou robustni v rdmci rozsahu
postupu, tj. typli matric a pracovniho rozsahu. A tedy verifikace provadéna v rdmci jediné laboratote pfi
zavadéni publikované normované (standardni) metody nevyzaduje zkouméni robustnosti.
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5

Tato kapitola se zabyva kazdou z vykonnostnich
charakteristik, které mohou byt posuzovany jako
soucast validacni nebo ovérovaci studie metody.
Jsou zde zahrnuta souvisejici témata kalibracni
funkce a nejistoty méfeni. Stanoveni kalibracni
funkce je soucasti vyvoje metody. Posouzeni této
kalibra¢ni funkce vSak ma patfit mezi soucasti
valida¢ni nebo verifikaéni studie. Predstavuje
stézejni predpoklad pro posouzeni vykonnostnich
charakteristik, a tedy i pro posouzeni vhodnosti
metody pro dany ucel. Ackoliv nejistota méteni
neni vykonnostni charakteristikou daného
meéficitho postupu, ale vlastnosti vysledk,
ziskanych pomoci tohoto méficiho postupu,
nejistota méfeni je dilezitou soucasti kazdého
vysledku méfeni a odrdzi vliv vykonnostnich
charakteristik. Proto byla zafazena do této
kapitoly.

5.1 Selektivita
5.1.1 Pojmy a definice

Analyticka selektivita se vztahuje k ,mire, ve
kterée miize byt metoda pouZita pro stanoveni
prislusnych analytii ve smésich nebo matricich
bez interferenci od ostatnich slozek majicich
podobné chovani * [44].

Definice v jinych dokumentech [7, 19, 45]
viceméné odpovidaji této interpretaci. Zatimco
IUPAC doporucuje termin ,,selektivita®, v jinych
oblastech, napf. farmaceutickém sektoru [13], se
pouziva  ,specificnost® nebo ,analyticka
specificnost’. U  posledniho terminu  se
doporucuje vyvarovat se zameény s ,diagnostickou
specifi¢nosti‘ pouzivanou v laboratorni mediciné
[46].

5.1.2 Vlivy interferenci

Obecné lze fici, Ze analytické metody sestavaji
z méfici etapy, které mize, ale nemusi predchazet
etapa izolace. Selektivita ma byt formalné
zkoumadna jiz na pocatku procesu vyvoje/validace
metody, protoze pfitomnost interferenci ovlivni
vykonnost metody [14]. V méfici etapé se
koncentrace analytu obvykle neméfi piimo.
Namisto toho se kvantitativné urCuje specificka
vlastnost (napf. intenzita svétla). Je tudiz zasadni
zabezpecit, aby méfend vlastnost odpovidala
pouze analytu a ne néemu, co je chemicky nebo
fyzikalné¢ podobné, nebo nevznikala nahodné
a nevedla tak ke vzniku vychyleni (bias) vysledku
méteni.

Typy pfitomnych interferenci mohou zaviset na
pouzité analytické technice. Kromé toho mohou

Vykonnostni charakteristiky metody a souvisejici témata

interference pochdzet =z matrice (vnitini-
endogenni) nebo mohou byt vneseny bcéhem
analytického postupu (z Ccinidel, pouzitych
materiald atd.).

Interference mohou zapficinit vychyleni (bias)
tim, Ze zvySuji nebo snizuji signal pficitany
métené velic¢in€. Velikost vlivu u dané matrice je
obvykle umérna signdlu a je tedy nékdy nazyvéana
,proporcionalnim‘  vlivem. M¢éni  smérnici
kalibra¢ni funkce, ale nikoliv tsek. Tento vliv se
také nazyva ,ihlovy‘ (rotational) [47].

,Translacni‘ (translational) nebo ,fixni vliv*
pochazi ze signalu vznikajiciho plsobenim
interferenci ve zkuSebnim roztoku. Nezavisi tudiz
na koncentraci analytu. Casto se uvadi jako
,pozadi‘ nebo interference v ,zakladni ¢are‘. Méni
usek kalibracni funkce, ale nikoliv jeji smérnici.

Neni neobvyklé, Ze se oba, jak proporcionalni, tak
translacni vlivy uplatiiuji soucasné. Metoda
pridavkti standardi mutze Kkorigovat pouze
proporcionalni vlivy.

5.1.3 Posuzovani selektivity

Selektivita postupu se musi stanovit u doma
vyvinutych metod, metod pievzatych z védecké
literatury a metod publikovanych normaliza¢nimi
organy pouzivanymi mimo rozsah, pro ktery je

standardni metoda specifikovana. Pokud se
metody publikované normalizacnimi organy
pouzivaji v ramci deklarovaného rozsahu,

selektivita se obvykle zkouma v ramci procesu
standardizace a laboratof by jiz neméla provadét
dalsi Setfeni, pokud nelze predvidat dalsi
problémy s interferenci v souvislosti s pouZzitim
metody v laboratofi.

Selektivitu metody lze povazovat za vykonnostni
charakteristiku, jejiz posouzeni zavisi na pouzité
analytické technice. Selektivita metody se
obvykle zkouma jako schopnost dané analytické
techniky méfit pfedmétny analyt ve vzorcich, ke
kterym byly zamémé pridany specifické
interference (ty, které se pravdépodobné mohou
vyskytovat ve vzorcich). Tam, kde neni zifejmé,
zda interference jsou jiz piitomny, selektivita se
vyhodnocuje jako schopnost méfit analyt ve
srovnani s jinymi nezavislymi metodami.

Dulezitym hlediskem u selektivity, které se musi
zvazit, je skuteCnost, zda se analyt muze
vyskytovat ve vzorku ve vice nez jediné formé,
napf. vadzana ¢i nevédzand, anorganicka C¢i
organokovova nebo ruzné oxidaéni stavy. Je tedy
rozhodujici definovat méfenou velic¢inu, aby se
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piedeslo nejasnostem. Ptiklad 1, 2 a 3 nize
a Struény navod 1 ilustruji praktické tvahy,
tykajici se selektivity.

5.1.4 Potvrzeni identity

Konfirmaéni techniky mohou byt uzitecné pro
ovéfovani identity. Cim vice dikazd lze
shromazdit, tim lépe. Nevyhnutelné¢ existuje
kompromis mezi nédklady a vynaloZzenym ¢asem
na identifikaci analytli a jistotou domnénky, ze
identifikace byla provedena spravne. Zasady
hodnoceni rizik mohou byt pouzity jako pomtcka
pfi urcovani, zda je pouziti konfirmacéni techniky
vhodné.

Potvrzeni identity analytu je tuzce spjato
s posouzenim selektivity metody. V obou
pfipadech  analytik  vyhodnocuje  vystup
z detektoru, aby zjistil, zda je pfitomen signal,
apokud ano, zda lze tento signdl spolehlivé
prifadit stanovovanému analytu.

Konfirmace zvySuje davéru ve zkoumanou
techniku a je zvlast¢ uziteCna, pokud pouzité
techniky konfirmace jsou zaloZzeny na vyznamné
odlisnych principech. Je-li vyhodnocovana méfici
metoda vysoce selektivni, nemusi byt pouziti
dalsich konfirmacnich technik potieba [31].

V soucasné dobé¢ se k potvrzeni identity na
zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z)
molekuldrnich iont nebo fragmentacnich
schémat a relativni Cetnosti (intenzitiyu iontd
pouzivaji pfistroje hmotnostni spektrometrie
(MS), (napt. ICP, plynova a kapalinova
chromatografie spojena s MS). Hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS)
mize poskytnout vysokou miru jistoty pfi
konfirmaci na zaklad¢€ vysoce piesné hmotnosti
dat MS/MS, ktera lze ziskat.

32



Vhodnost analytickych metod pro dany ucel Pokyn Eurachem

Priklad 1 - Chromatografie. Pik Piiklad 2 - Spektroskopie. U ICP-AES se
v chromatografickém  zadznamu lze  pfifadit doporucuje, aby se na zacatku a v pravidelnych
pfedmétnému analytu na zakladé toho, ze RM intervalech béhem Sarze provadéla systémova
obsahujici takovy analyt vykazuje signal na stejném meziprvkovd korekce a korekce pozadi jako
misté¢ chromatogramu. Nalezi ale signal analytu, opatfeni pro fizeni kvality.

nebo néfemu, co se shodou okolnosti soucasné
eluyuje, tj. néjakému stabilnimu vlivu? Muze to byt
jedno ale i oboji. Identifikace analytu pouze takovym
zpisobem je nespolehlivd a je nutna jind forma
podpurného dikazu.

U infracervené spektroskopie lze identifikaci
neznamé latky provadét na zakladé souladu
signalu absorbance (,piki‘) s jejich polohou
v referen¢nim spektru knihovny spekter. Jakmile
jsme presvédCeni o provedeni spravné

V piipadech, kdy se chromatograficky systém identifikace, mélo by se zaznamenat spektrum RM
pouzivé s neselektivnim detektorem (napi. UV-Vis, za presné stejnych podminek jako u zkuSebniho
FID atd.), lze selektivitu posilit opakovanim podilu. Cim vy3si je podet piki, které se u analytu
chromatografického stanoveni s pouzitim kolony a RM shoduji, tim vyssi je pfesvédceni ve
sjinou polaritou nebo pouzitim jiného nebo spravnosti identifikace. Bylo by téz uzitecné
ortogonalniho principu separace, aby se zjistilo, zda stanovit, jak tvar spektra zavisi na zpisobu izolace
se signaly stale objevuji ve stejném retenénim Case analytu a jeho pfipravy k infradervené analyze.
(v ramci toleran¢niho okna pfijatelnosti). Napriiklad, pokud se spektrum zaznamenava

z tablety soli, mize rozdé€leni velikosti Castic ve

Experimentalni parametry, jako je separaéni faktor Zkusebnim podilu ovliviiovat tvar spektra.

(o) a rozliSeni (Rs), Ize pouzit k charakterizaci toho,
jak  dobfe  jsou  chromatografické  piky
oddéleny/rozliseny.

Pfistroje pro hmotnostni spektrometrii mohou
nabidnout vysokou selektivitu a uplna spektralni data
mohou poskytnout ditkazy o pfitomnosti interferenci.

Piiklad 3 — Hmotnostni spektrometrie. U ICP-MS se mohou vyskytnout izobarické a polyatomické
interference. Izobarické interference se tykaji riiznych prvkd, jejichZ izotopy maji stejnou hmotnost, jak Fe,
tak Ni maji izotopy o hmotnosti 58, proto kazdy signal méteny pii m/z 58 ma potencialné piispévky z obou
prvki. Polyatomické interference jsou vysledkem kombinace dvou nebo vice izotopt z riznych prvkd, které
se obvykle vyskytuji v plazmatu. Resenim mize byt méfeni izotopu, ktery nemé izobarickou interferenci.
Alternativné muze byt mozné aplikovat matematické korekce a jsou k dispozici instrumentalni technologie,
které mohou uc¢inné€ odstranovat interference.

V LC-MS nebo GC-MS mohou byt interference zptisobeny, kdyZ jsou izobarické slozky z extraktu vzorku
eluovany spole¢né s analytem. Méfeni vice analyticky specifickych iontd v jednoduchych kvadrupélovych
hmotnostnich spektrometrech nebo meéteni analyticky specifického produktového iontu (iontd) pomoci
druhého kvadrupolu v trojitych kvadrupélovych hmotnostnich spektrometrech mitize zvysit selektivitu
detekce. Obecné lze fici, Ze u metod tandemové hmotnostni spektrometrie muze strategicky vybeér
prekurzorového a produktového iontu (iontd) specifickych pro analyt poskytnout vétsi jistotu v selektivité
detekce. V ptipadech, kdy se pouziva izotopem znaceny vnitini standard, ktery je eluovan v tésné blizkosti
analytu, je tfeba zkontrolovat interference zptisobené necistotami piirozeného izotopového analytu. Mtize
také dochazet k prekryvani signalu mezi kanaly (cross talk). Cross-talk (pfekryvani signalu mezi kanaly) je
oznaceni pro jev, kdy dva prekurzorové ionty v hmotnostni spektrometrii vedou ke vzniku stejného
produktového iontu. Pokud kolizni cela neni schopna zcela odstranit fragmentaéni ionty prvniho prekurzoru
pfed zahdjenim fragmentace druhého prekurzoru, mohou se v chromatogramu druhého prekurzoru objevit
produktové ionty prvniho prekurzoru. Ug¢inky matrice zptisobené interferencemi, které méni G&innost iontil
analytu a/nebo iontl vnitiniho standardu, aby dosahly detektoru MS, zejména v platformach ESI-MS, mohou
ohrozit detekci.
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Struény navod 1 — Selektivita

Co délat

Kolikrat

Co z dat pocitat/stanovit

Poznamky

Analyzujte zkuSebni
vzorky a referenéni
materialy
kandidatskou a
dal$imi nezavislymi
metodami.

Pouzijte vysledky konfirmacnich technik
k posouzeni schopnosti dané¢ metody
prokazovat identitu analytu oddélen¢ od
jinych interferenci.

Rozhodnéte, jaka je rozumna
potieba dalSich diikazii, aby
se dosahlo postacujici
spolehlivosti.

Analyzujte zkuSebni
vzorky obsahujici
ruzné ocekavané
interference spolu

s predmétnymi

Vyhodnot'te vliv interferenci. Omezuje
pfitomnost interferentu detekci nebo
kvantifikaci analytd?

Pokud interference snizuje
nebo zvySuje detekcei ¢i
kvantifikaci analytd, je dalsi
vyvoj metody nutnosti.

analyty.
Analyzujte slepé 1 Zkoumejte  pritomnost endogennich | Pokud budou zjistény
vzorky prislusné interferenci pochazejicich z matrice | nezadouci signaly, bude nutné
matrice. hledanim nezadoucich signali, napf. | provést dalsi vyvoj metody.
u chromatografickych technik
zkontrolujte, zda se néjaké piky vyskytuji
v reten¢nim Case analytu.
Analyzujte 1 Vysetiete piitomnost exogennich | Pokud budou zjistény
proceduralni  slepy interferenci pochazejicich z analytického | nezadouci signaly, bude nutné
vzorek postupu, ¢inidel, rozpoustédel, pouzitych | provést dalsi vyvoj metody.
materialu atd.
5.2 Kalibracni funkce Pokud se v laboratofi pouziva standardni metoda,

Vétsina modernich, instrumentalnich metod jsou
»srovnavaci metody”, zaloZzené na porovnani
signalu, nebo jiného druhu indikace z méficiho
zafizeni, ziskaného z méfeni reference se znamou
hodnotou veli¢iny, se signalem ziskanym
zmeéfeni zkuSebniho vzorku. Tento zpisob
kvantifikace vyzaduje kalibracni funkci a je
v protikladu k ,,absolutnim metodam®, kde je
obsah analytu stanovovan pfimo (napf.
gravimetrie nebo volumetrie). Kvantitativni
srovnavaci metody musi byt vyvinuty se
spolehlivou kalibra¢ni funkci. Predpokladem
vSech experimentd doporucenych v této piirucce
je vhodny mechanismus kvantifikace, takze
soucasti valida¢ni/verifikaéni studie ma vzdy byt
dikladné posouzeni kalibracni funkce metody.

Kalibracni  funkce je nedilnou soucasti
kvantitativni metody a stanoveni této funkce
(véetné popisu potfebnych méficich standardu,
mefeni atd.) proto musi byt soucCasti vyvoje
metody. Jakmile se stanovi, dokumentuje se jako
souCast metody, kterda se nasledné¢ wvaliduje.
Vhodnost kalibra¢ni funkce pro dany ucel musi
laboratot prokazat pred jakoukoli
validaci/verifikaci ~ riznych  vykonnostnich
charakteristik, které vyzaduji kvantifikaci.

ma laboratof vzdy pouzit v ni zdokumentovany
kalibracni postup (pokud neni nutna tprava pro
splnéni konkrétniho analytického pozadavku).
Laboratof vSak musi prokazat, ze kalibra¢ni
funkce je i naddle vhodna pro dany ucel. Pro
spravné rutinni provadéni metody je rovnéz
dulezita dobra znalost ,,chovani“ kalibra¢ni
funkce v konkrétni laboratofi (pii specifickych
podminkach a pouziti piistroji atd.). Kromé toho
je predpokladem pro to, aby bylo mozné bezpecné
provést dvoubodovou kalibraci pfi rutinnim
provadéni metody (nebo pfipadné jednobodovou
kalibraci, pokud lze prokazat, ze kalibrace
prochézi pocatkem (0,0)).

5.2.1 Definice

Kalibrace je ve VIM3 [7] definovana jako
»cinnost, kterd za specifikovanych podminek
v prvnim kroku stanovi vztah mezi hodnotami
veli¢iny s nejistotami méfeni poskytnutymi
etalony a odpovidajicimi indikacemi
s pfidruZzenymi nejistotami méfeni a ve druhém
kroku pouzije tyto informace ke stanoveni vztahu
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pro ziskani vysledku méfeni z indikace*.” Tato

definice je zndzornéna na obrazcich 2 a 3 nize.
(Dalsi podrobnosti k tomuto pojmu naleznete

300 =
@
E-]
o
g X2, U(x,) o
LG:J' 200 — Y3, tlys3
3
o
(%)
@
=
E 100 —f
X4, t(xy)
¥1, ulyy)
| | |
10 30 50

Hodnota veli€iny (x;)jednotka

v piiru¢ce Eurachem ,,Terminology in analytical
measurement® [8]).

Obrazek 2 — Ilustrace prvniho kroku v definici kalibrace, stanoveni kalibra¢ni funkce y=f(x).
(Vsimnéte si, Ze svislé a vodorovné Sipky oznacujici standardni nejistotu indikace a hodnoty veli¢in nejsou

v méFitku) Odkaz [8]

300 —

Vs

200 —

Indikace (y;)jednotka

100 —

Hodnota veliciny (x;)/jednotka

Obrazek 3 — Znazornéni druhého kroku definice kalibrace, kdy indikace (signal) z méteni vzorku odpovida
hodnoté veli¢iny, kterou lze rovnéz vypoéitat pomoci inverzni kalibraéni funkce x=f-!(y) Odkaz [8]

*Poznamka k definici také uvadi: ,,Kalibrace mize byt vyjadiena udajem, kalibra¢ni funkci, kalibra¢nim
diagramem, kalibra¢ni kfivkou nebo kalibra¢ni tabulkou. V nékterych ptipadech se mize skladat ze souctovych

nebo nasobnych korekei indikace s pfidruzenou nejistotou méteni .

5.2.2 Kalibrac¢ni postupy

V mnoha riznych analytickych metodach, které
se denné provadéji v tisicich analytickych

laboratofich po celém svéte, se kalibracni funkce

stanovuje mnoha riznymi zplsoby, z nichz
nejbéznéjsi jsou:
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e Externi kalibrace

Mg¢fici  pristroj (pouzivany na  konci
analytického procesu) se kalibruje samostatn¢
pomoci  Cistych  kalibra¢nich  standardd
(ptipadné vcetné Cinidel z ptipravnych krokt).
Ptidavek standardu

Do vzorku se pfida znamé mnozstvi daného
analytu v riznych mnozstvich a mnozZstvi
analytu ve vzorku lze wurcit extrapolaci
kalibra¢ni funkce.

Standardy s odpovidajici matrici

Alikvotni ¢asti matrice se obohacuji analytem
v nékolika koncentracich pokryvajicich
ocekavany rozsah méfeni metody.

Pokud je to mozné, jeden z téchto matricovych
standardti by m¢l byt porovnan s CRM (i kdyz
je na urovni mimo kalibra¢ni interval).

Vnitini standard

Ke vSem kalibra¢nim standardim a vzorku,
ktery ma byt meéfen, se piida sloucenina
odlisnd od analytu (ale s podobnym
analytickym chovanim, napf. izotopicky
znacena forma analytu). Kalibra¢ni funkce je
zalozena na relativnich odezvach mezi obéma
slouceninami.

V nékterych piipadech je rozhodujici linearita
kalibracniho intervalu, zatimco v jinych
pfipadech jsou vhodné nelinearni kalibra¢ni
funkce. U absolutnich metod nejsou stanoveni
zavisla na zadné kalibra¢ni funkci.

Casto nelze ziskat matrici bez analytu (slepy
vzorek), ktera se pouziva k vytvoreni referen¢nich
vzorkd nebo standardi odpovidajicich matrici,
napfiklad pfi kvantifikaci endogenni biomolekuly
v biologickych matricich.

V téchto pripadech lze pouzit korekci slepého
vzorku, externi kalibra¢ni kiivku, simulovanou
matricovou kfivku nebo nahradni (surrogate)
analyt jako kalibrator v matrici (viz dodatek
Eurachem Blanks in Method Validation [32]).

Bez ohledu na pouzity piistup by mélo byt
prokazano, ze odezva pouzitych Kkalibratort
skute¢né predstavuje odezvu autentického analytu
v matrici vzorku, kterd je pfedmétem zajmu,
v celém kalibra¢nim rozsahu.

Endogenni  koncentrace  matrice  vzorku
extrapolovana z pfidavku standardu by méla
souhlasit s endogenni koncentraci interpolovanou
z kalibra¢ni kiivky nahradni matrice nebo
nahradniho analytu. Proto maji byt provedena
nezavisla stanoveni, ktera prokazou rovnocennost
pristupti a skutecnost, Ze soubor kalibra¢nich

standardti odrazi odezvu autentické analyzované
latky v matrici.

5.2.3 Matricové vlivy

Je dilezité zdlraznit, Ze Zadna metoda by nem¢ela
byt v laboratofi pouzita bez dukladného
vyhodnoceni matricovych vlivi béhem validace
metody.

Terminologie tykajici se matricovych vlivli neni
zcela harmonizovana. Jednd se o koncept
sriznymi vyznamy, ktery Ize interpretovat
riznymi zpusoby v zavislosti na konkrétnim
analytickém oboru. Na jedné strané jsou
interference a vlivy matrice souvisejici pojmy
a Casto se pouzivaji zameéniteln¢ kvili nejasnosti
pojmu. IUPAC vsak rozliSuje mezi témito dvéma
pojmy v definici vlivu matrice: ,,Kombinovany
vliv vSech slozek vzorku kromé analytu na méteni
mnozstvi. Pokud lze urcit konkrétni slozku, ktera
zpusobuje urcity vliv, pak se jedna o interferenci.*
[18] (viz také oddil 5.1.2).

Vlivy matrice mohou ovlivnit vysledek analytické
metody mnoha riznymi zpisoby a ovlivnit rizné
kroky analytického procesu v zavislosti na typu
matrice a principech pouzité analytické metody.
Vliv matrice miize mit také vliv na kalibracni
funkci metody, ktera ma byt posuzovana.

Teoreticky by mél byt vliv matrice na
experimentalni vysledky zcela eliminovan. To je
vSak obtizny ukol vzhledlem k obrovské
rozmanitosti matric a nepiedvidatelnym tc¢inktim,
které by mohly mit. Proto nemusi byt mozné vlivy
matrice zcela odstranit. Strategie navrzené
k prekonani vlivu matrice jsou zalozeny na dvou
hlavnich pfistupech:

e snizeni primarnich pficin, jako jsou matricové
komponenty odpovédné za matricové vlivy;

kompenzace ucinku matricovych vliva
v kalibracnich funkcich pouzivanych pro
kvantifikaci. K dosazeni tohoto cile 1ze pouzit
kalibrace pomoci externiho standardu
s odpovidajici matici, vnitiniho standardu

a pridavku standardu.

Rizné vlivy matrice mohou mit vyznamny dopad
na kalibracni funkci a jeji vhodnost pro
kvantifikaci. Nekteré z rtznych pfistupi ke
stanoveni kalibra¢ni funkce, které jsou uvedeny
voddile 5.2.2, pfedstavuji r1izné pokusy
o ptekondni tohoto dopadu a zohlednéni vlivl
matrice by mé¢lo byt vzdy souéasti posouzeni
kalibracni funkce behem verifikace/validace
metody.

Béznou praxi je porovnani kalibra¢ni kiivky pro
¢isté roztoky s kalibra¢ni kfivkou pro matricové
odpovidajici standardy. Je tieba provést vizualni
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porovnani ki#ivek a dopliikové vypolty/testy
k ur€eni moznych matricovych vlivi.

5.2.4 Posouzeni kalibracni funkce

Bez ohledu na kalibracni postup ptedepsany
analytickou metodou musi laboratot pouzivajici
tuto metodu prokazat, ze postup je vhodny pro
dany ucel.

Béhem verifikace/validace metody je nutné
potvrdit kalibra¢ni funkci popsanou v metodé
(v celém intervalu); prokazat, Ze kalibracni
interval je kompatibilni s intervalem uvedenym
v rozsahu platnosti metody pro ptislusné matrice
vzorkd; a potvrdit, ze navrhovany rutinni
analyticky kalibratni postup (jednobodovy,
ohrani¢enim nebo vicebodovy) je vhodny.

Aby se potvrdilo, ze kalibra¢ni funkce je vhodna
pro pozadovany rozsah, maji se predepsané
kalibracni standardy s rozsahem koncentraci,
ktery ptekracuje rozsah koncentraci o¢ekavany ve
zkuSebnich vzorcich o = 10 % nebo dokonce
+20 %, zméfit tiikrat a signaly (jednotlivé
hodnoty i primémé hodnoty pfi kazdé
koncentraci) zaznamenat do grafu (viz Strucny
navod 2, krok 1). (Napf. pokud se v zkuSebnich
vzorcich ogekava rozsah 1 az 100 mg 1!, pak by
se pii verifikaci/validaci mél posoudit rozsah Sirsi
0+ 20 %, tj. od 0,8 do 120 mg 17). Zvolené
koncentrace maji byt rovnomeérné rozmistény
v celém rozsahu. Pocatecni posouzeni kalibracni
funkce by mélo spocivat ve vizudlni kontrole
kiivky odezvy pro primérné hodnoty, hledani
potencialnich odlehlych hodnot a zjisténi, zda se
ktivka zda byt linearni, ¢i nikoli. Dal§im krokem
je vyhodnoceni, zda se jevi rozptyleni
jednotlivych bodii umérné koncentraci v celém
rozsahu (tj. nedostate¢na homogenita rozptylu).

Pro potvrzeni vztahu mezi danymi standardnimi
koncentracemi  (x-hodnotami) a odezvami
méteného pfistroje  (y-hodnotami) je nutna
statistickd analyza.

Velmi Castym pristupem je vypocet (a
vyhodnoceni) koeficientu determinace R, ale
dirazné se nedoporucuje pouzivat pouze tento
piistup.

v

Spolehlivéjsim statistickym piistupem je aplikace
regresnich principd, které poskytuji nejlepsi
regresni kiivku (linearni nebo kvadratickou).
Regresni kiivka je zakladem pro sestaveni grafu
rezidui pro vyhodnoceni spravného prolozeni
kalibra¢ni kiivky (viz Struény névod 2, krok 2).
Posouzeni muze zahrovat také specialni
statistické metody, jako jsou testy ,,dobré shody*
[48, 49].

V  piipadech, kdy existuje ,nedostatek
homogenity rozptylu“, mize byt vizZend regrese
vhodnym fesenim.

Na zékladé odezvy kiivky a podpirnych
statistickych 1udaju ziskanych pro kalibra¢ni
interval mize analytik posoudit, zda je kalibracni
postup uvedeny v metodé vhodny pro dany ucel.
Kromé¢ toho Ize provést posouzeni vhodnosti
zjednodusené kalibrace, naptiklad jednobodové
nebo dvoubodové kalibrace, pro dany tucel pii
b&Zném pouzivani metody.

Jak je uvedeno v oddile 5.2.3, na kalibra¢ni funkci
mohou mit vliv také matricové vlivy vyplyvajici
ze slozeni vzorku, a to v zavislosti na typu
meéficiho zafizeni pouzivaného metodou.
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Struény navod 2 — Kalibraéni funkce

Co délat

Co z dat pocitat/stanovit

Poznamky

1. Zméite slepy vzorek | Vyneste odezvu (osa y) vuci | Toto vizudlné potvrdi, zda ¢i nikoliv je

a kalibrac¢ni standardy | koncentraci (osa x). pracovni rozsah u instrumentace linearni.

v 6-10 koncentracich

rovnomerne Vizualné¢ zhodnotte a stanovte | Poznamka: Tam, kde signal neni ptfimo

rozlozenych priblizny linearni rozsah a horni a | imérny koncentraci, napf. u pH nebo pfi

v pfedmétném rozsahu. | dolni mez pracovniho rozsahu | praci s dal§imi iontové selektivnimi
instrumentace. elektrodami nebo u imunometrickych

metod, je tieba pfed posuzovanim linearity

Pak piejdéte k bodu 2). provést transformaci hodnot.

2. Zm¢ite slepé vzorky | Vyneste odezvu (osa y) vuci | Tato etapa je nezbytna k zhodnoceni

a kalibrac¢ni standardy | koncentraci (osa X). Vizualné | pracovniho rozsahu, u néhoz se predpoklada

2-3krat pri 6-10
koncentracich
rovnomerné
rozvrzenych v celém

linearnim rozsahu.

zhodnot'te pfitomnost vybocujicich
hodnot, které se nemusi zahrnout do
regrese.

Vypoctéte prislusné regresni
statistiky. Vypocététe a vyneste rezidua
(rozdily mezi pozorovanou hodnotou
y a vypoftenou hodnotou y
odpovidajici ptfimce pro kazdou
zhodnot x). Nahodné rozdéleni
rezidui okolo nuly potvrzuje linearitu.
Systematické tendence naznacuji
nelinearitu  nebo zménu rozptylu
v zé&vislosti na urovni.

je pak tfeba zvysit. Pouziti funkei vyssich,

linearita, zvlast¢ kdyz metoda pouziva
dvoubodovou kalibraci.

Pokud je smeérodatnd odchylka umeérna
koncentraci, pak uvazte spiSe vypocet
vazenou regresi nez  jednoduchou
nevazenou linearni regresi.

Je nebezpecné vylucovat odlehlé hodnoty
bez jejich pifedchozi kontroly dalSim
meéfenim pii blizkych koncentracich.

Za ur¢itych okolnosti mize byt pro kalibraci
ptistroje lepSim fesenim pokusit se prolozit
dana data nelinedrni kifivkou. Pocet vzorki

nez kvadraticka se obecné nedoporucuje.
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53 Mez detekce a mez
stanovitelnosti

5.3.1 Terminy a definice

Pfi meéfeni nizkych koncentraci je tieba wvzit
v uvahu tii obecné koncepce. Zaprvé je tieba urcit
hodnotu vysledku, ktery se povazuje za indikaci
tirovné analytu vyznamné odli$né od nuly. Casto
se pozaduje né&jaka reakce na uroven analytu, jako
prohlaSeni, ze material je kontaminovany. Tato
uroveil je zndma v klinické chemii jako ,kriticka
aroven‘, ,rozhodovaci mez‘, nebo ,mez blanku‘
[50].

cwwr

analytu, kterd mtze byt metodou detekovana na
stanovené konfidencéni urovni. Tedy pii jaké
skuteéné koncentraci pirekroime s jistotou
kritickou Uroven popsanou vyse? Pro tento pojem
se pouzivaji terminy jako ,mez detekce® (LOD),
,minimalni detekovatelnd hodnota‘ a ,detek¢éni

3

mez .

V nekterych smérnicich EU se pouzivaji terminy
CCa a CCB [31]. Dalsi informace o téchto
pojmech naleznete v oddile 5.3.5.2.

Zatteti je dulezité stanovit nejniz§i troven, pii
které typicka aplikace vykazuje pfijatelnou
vykonnost. Tento tfeti pojem se obvykle uvadi
jako mez stanovitelnosti (LOQ)".

Terminologie tykajici se vSech téchto pojmu je
velmi riiznoroda a lisi se podle odvétvi. Napiiklad
terminy ,mez detekce (LOD) nebo ,detekéni
mez‘ (DL) se dfive nepiijimaly obecné, i kdyz
byly pouzivany v nékterych oborovych
dokumentech [51]. Nyni vSak byly zaclenény do
VIM [7] a IUPAC Gold Book [18]. ISO pouziva
obecny termin minimalni detekovatelnd hodnota
redukované stavové proménné‘ (,minimum
detectable value of the net state variable®), ktery
se pro chemii pfevadi na ,minimalni
detekovatelna redukovana koncentrace*
(,minimum detectable net concentration) [52, 53,
54, 55]. V tomto pokynu se pouzivaji terminy
,kriticka uroven‘, ,mez detekce* (LOD) a ,mez
stanovitelnosti‘ (LOQ) pro vSechny tii vyse
uvedené pojmy. Pii validaci metody to jsou LOD
a LOQ, které se obvykle stanovuji.

Je téz nutné odliSovat mezi detekéni mezi
instrumentace a detekéni mezi metody. Detekéni
mez instrumentace mize vychazet z analyzy
vzorkl, Casto slepych vzorkd reagencii, pfimo
vkladdanych do pfistroje (tj. s vynechanim vSech

Mezi  pouzivanad synonyma  patfi
stanovitelnosti®, ,.kvantifikacni mez‘,
kvantifikace®, ,,mez ohldSeni* a ,,mez pouziti®.

,,mez
,,mez

krokd pripravy vzorkl) nebo na zakladé pomeéru
signalu  k Sumu, napf. v chromatogramu.
K ziskani detekéni meze metody musi LOD
vychazet z analyzy vzorkd, které byly podrobeny
celému meéficimu postupu a vysledky byly
vypoCteny podle stejného  vztahu jako
u zkusSebnich vzorkli. Detekéni mez metody je
validaci metody, a proto se na n¢j tento pokyn
zamétuje.

Nasledujici odstavce popisuji experimentalni
odhad LOD a LOQ. Statistické zaklady vypoctu
LOD uvadi piiloha B. Protoze jak LOD, tak
1 LOQ zavisi na preciznosti pii nule nebo v jeji
blizkosti, popisuje oddil 5.3.2 nejprve
experimentalni odhad smeérodatné odchylky
vysledkt v blizkosti nuly.

5.3.2 Stanoveni smérodatné
odchylky pri nizkych drovnich

Jak LOD, tak i LOQ se obvykle vypocitavaji
vynasobenim smérodatné odchylky (s) vhodnym
faktorem. Je dilezité, aby tato smérodatna
odchylka odpovidala preciznosti pozorované pro
typické zkusebni vzorky s koncentraci blizkou
nule a aby byl pro ziskani spolehlivého odhadu
proveden dostateCny pocet opakovanych méteni.
V tomto oddile je smérodatna odchylka s
zalozena na smérodatné odchylce so pro jednotlivé
vysledky v blizkosti nuly, upravené o ptipadné
pramérovani nebo korekci na slepy pokus
pouzivané v praxi (viz niZze). O alternativnich
pristupech pojednava oddil 5.3.5.

Pfi uréovani LOD a LOQ experimenty
s jednoduchou replikaci je tieba zohlednit
nasledujici problémy.

Vhodné vzorky pro odhad LOD a LOQ:
Takovymi vzorky by mély byt predev§im bud’
a)slepé vzorky, tj. matrice neobsahujici
detekovatelné mnozstvi analytu nebo b) zkusebni
vzorky s koncentraci analytu blizkou nebo nizsi
nez je ocekavana LOD. Slepé vzorky funguji
dobfe u metod, kde slepy vzorek vykazuje
meéfitelny signal, jako jsou spektrofotometrie
a atomova spektroskopie. AvSak techniky jako
jsou chromatografie, které vychazi z detekce piku
prevysujiciho Sum, vyzaduji vzorky
o koncentracni tirovni v blizkosti nebo nad LOD.
Takové vzorky lze pfipravit naptiklad pomoci
pridavku (spikovanim) ke slepému vzorku (viz
oddil 4.4).
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Kdyz slepé vzorky nebo zkusebni vzorky s nizkou
koncentraci nejsou dostupné, mohou se casto
pouzit slepé vzorky reagencii’. Tam, kde tyto slepé
vzorky reagencii neprochéazeji celym postupem
meéfeni a davkuji se pfimo do pfistroje, poskytne
vypocet zalozeny na takovych méfenich
LOD/LOQ instrumentace.

Pokryti rozsahu metody: U metod pouzitelnych
pro rizné matrice, mize byt nutné stanovit
smérodatnou odchylku oddélené¢ pro kazdou
matrici.

Zabezpecfeni reprezentativnich opakovani:
Ziskana smérodatna odchylka by méla odpovidat
vykonnosti metody pouzivané v dané laboratofi,
tj. sme¢rodatnd odchylka by se mela pocitat
z vysledkt zkousSek, kde analyzy jsou provadény
ptesné podle celého dokumentovaného postupu,
véetné krokti pro ptipravu vzorkd. Hodnoty
pouzité pro vypocet smerodatné odchylky s, by
mély byt v jednotkdch méfeni uvedenych
V postupu.

Podminky méfeni: Smérodatnd odchylka se
obvykle ziskava za podminek opakovatelnosti
atakovy postup je popsan Vv této Casti.
podminek mezilehlé preciznosti. Tento piistup je
popsan dale v oddile 5.3.5

Pocet pozorovani: Pocet opakovani (m) k ziskani
odpovidajiciho odhadu smérodatné odchylky ma
byt dostacujici. B€Zzné se povazuje za potiebné
provést mezi 6 a 15 opakovanimi; ve validacnich
zpravach/protokolech se casto doporucuje 10
opakovani (viz oddil 5.3.6).

Primérovani: U mnoha postupti méfeni se pii
rutinnim pouzivani metody vykazuje prumeér
z jednotlivych opakovani, kdy se kazdy replikat
ziskava celym méficim postupem. V takovém
ptipadé by se méla upravit smerodatna odchylka
jednotlivych vysledkt 5o vydélenim odmocninou
n, kde n je pocet opakovani primerovanych pti
rutinnim pouzivani.

Korekce na vliv slepého pokusu: Pokud je
korekce na slepy pokus soucasti postupu méteni,
je nutno vénovat pozornost urcovani smerodatné
odchylky pro vypocet LOD a LOQ. Pokud byly
vSechny vysledky ziskavané v prubéhu validaéni
studie korigovany stejnou hodnotou slepého
pokusu — zde preferovany pfistup pro svou

* V terminologii tykajici se slepych vzorkll panuje
znand nejednotnost — dalsi informace naleznete v

jednoduchost bude smérodatna odchylka
vysledkli mensi nez odchylka pozorovana v praxi,
kdy jsou vysledky korigovany na rtizné¢ hodnoty
slepych pokusi ziskanych v rdmci jednotlivych
sérii.

V tomto piipadé by se méla so opravit

. ; 1 1 . v r oy
vynasobenim ~t kde n je pocet opakovani
b

pramérovanych pifi uvadéni vysledkd, kde byl
kazdy replikat ziskan celym meéficim postupem,
a ny je pocet slepych pokust pouzitych k vypoctu
korekce na slepy pokus.

Poznamenejme, Ze za podminek mezilehlé
preciznosti budou vysledky korigovany rtiznymi
hodnotami slepého pokusu, takze neni nutna
zadna uprava smérodatné odchylky (viz oddil
5.3.5).

Priklad 4 wuvadi piiklad takového vypoctu
a postupovy diagram na Obrazek 4 shrnuje upravy
vyzadované pti prumérovani a korekci na slepy
pokus.

Ptiklad 4 — Validaéni Gloha vychazi z analyzy slepého
vzorku. Je provedeno deset (m) nezavislych méteni
slepého vzorku za podminek opakovatelnosti.
Vysledky poskytly primérnou hodnotu 2 mg/kg se
smérodatnou odchylkou so 1 mg/kg.

Ptipad 1 — V meéficim postupu se uvadi, Ze
zkuSebni vzorky se maji méfit jednou (n=1)
a vysledky se maji korigovat jedingym vzorkem
slepého vzorku (n,=1). V sérii méfeni se kazda
série sklada z jednotlivych opakovani rutinnich
vzorkh a jednoho slepého vzorku (my).
Smeérodatna odchylka pro vypocet LOD/LOQ je
pak podle obrazku 4 rovna:

' ’1 1 ,1 1
So = So ;-l'n—b: 1 I+I=1\/§=l,4mg/kg

Piipad 2 — V méficim postupu se uvadi, Ze
zkusebni vzorky se maji metit dvakrat (n=2) a téz
slepy vzorek by se mél analyzovat duplikatné.
V sériich méteni sestava kazda série z duplikat
(n=2) rutinnich vzorki a dvou (m,) slepych
vzorkll. Koncentrace nalezena pro rutinni vzorky
se koriguje odectenim primérné hodnoty ze dvou
slepych vzorki. Smeérodatnd odchylka pro
vypocet LOD/LOQ je pak podle obrazku 4 rovna:

’ ’1 1 ,1 1
So = So Z+n_b:1 E+5=1mg/kg

ptiloze Eurachem Supplement Blanks in Method
Validation [32].
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Pii validaci vypocitejte z vysledkt
m opakovanych méfeni
smérodatnou odchylku so

Budou se
vysledky pfi
rutinnim
pouzivani metody
korigovat na slepy

pokus?

ANO

NE

1 1
Sg = So E+E

sl

&

Pouzijte vypocétenou smérodatnou w
odchylku sg pro vypodet <
LOD a LOQ J

so je odhad smérodatné odchylky z m jednotlivych vysledka pfi nulové koncentraci nebo v jeji blizkosti.
s je smérodatna odchylka pouzita pfi vypoctu LOD a LOQ.

n je pocet opakovanych pozorovani s vyhodnocenim praméru pti uvadéni vysledkd, kdy kazdy replikat se
ziskava za pouziti celého méficiho postupu.

ny je pocet pozorovani slepého pokusu pouzitych k zprimérovani pii vypoctu korekce na slepy pokus podle
postupu méfeni.

Obriazek 4 — Vypocet smérodatné odchylky s; pro uréeni odhadu LOD a LOQ. Postupovy diagram vychazi
z experimentalni smérodatné odchylky, so vypoctené z vysledki opakovanych méfeni vzorku s koncentraci
blizko nuly za podminek opakovatelnosti, a to bud’ s korekci v§ech vysledki na slepy pokus, nebo bez ni,
podle toho, jak je stanoveno metodou. Tato korekce na slepy pokus miiZe byt zaloZena na jediném méfeni
slepého pokusu nebo na priméru nékolika méfeni slepych pokusi.
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5.3.3 Odhad LOD

Pro tucely wvalidace obvykle postacuje zjistit
ptibliznou hodnotu LOD, tj. Groven, pfi které se
stava detekce problematickou. Pro tento ucel
obvykle postacuje ,3s’ pfistup uvedeny ve
Struény navod 3.

Jestlize cCinnost souvisi s podporou souladu
s predpisy nebo specifikacemi, je na misté
exaktn€jsi pfistup berouci v uvahu piedevsim
stupn¢ volnosti nalezejici k so. To podrobné
popisuje [UPAC [56] a dalsi zdroje [57, 58]. Kdyz
se k rozhodovani pouziva kriticka hodnota a/nebo
LOD, m¢la by se preciznost sledovat a ¢as od casu
muze byt nutné meze piepocitat. Riizna odvétvi
a/nebo predpisy mohou vyzadovat pro odhad
LOD rlzné ptistupy. Doporucuje se pfipojit pii
uvadéni meze detekce pouzitou konvenci. Pokud
neexistuji pro odhad LOD zadné odvétvové
smérnice, je mozno pouZzit

Struény navod 3 — Mez detekce (LOD)

pfistup uvedeny ve Struéném navodu 3 jako
obecny navod.

5.3.4 Odhad LOQ

LOQ je nejnizsi uroven analytu, kterda miZze byt
stanovena pii zachovani pfijatelné vykonnosti. Za
,pfijatelnou  vykonnost® se v jednotlivych
smérnicich rizné povazuji preciznost, preciznost
a pravdivost nebo nejistota méteni [59]. Podle
vétsSiny konvenci se LOQ vSak v praxi pocita jako
koncentrace  analytu odpovidajici  ziskané
smérodatné odchylce (sg) pii nizkych urovnich
vynasobenych koeficientem kq. Podle IUPAC je
standardni hodnotou pro i 10 [56] a pokud je
smérodatna odchylka pfi nizkych koncentracich
priblizn¢ konstantni, odpovidd tento nasobitel
relativni smérodatné odchylce (RSD) rovné 10 %.
Neékdy se téZ pouzivaji nasobky 5 a 6, coz
odpovidd hodnotiam RSD 20 % a 17 %
v uvedeném potadi [60, 61, 62]. Viz dale odkaz
[58] a Stru¢ny navod 4.

reagencnich slepych pokust.
nebo

Opakujte méteni reagencnich

odchylku so vysledkd.

Vypoctéte s; z so podle
postupového diagramu na

Co délat Ilfg:t- Co z dat pocitat/stanovit Poznamky
1. Opakujte méfeni slepych 10 Vypoctéte smérodatnou
vzorkd, tj. matric odchylku s vysledk.
neobsahujicich zadny o
detekovatelny analyt. Vypoctéte sy zSo podle
postupového diagramu na
nebo obrazku 4.
Opakujte méteni zkusebnich
vzorku s nizkou koncentraci
analytu. Vypoctéte LOD jako
LOD =3 X sj.
2. Opakujte méteni 10 Vypoctéte smerodatnou Postup 2. je prijatelny, pokud nelze

ziskat slepé vzorky nebo zkuSebni
vzorky s nizkou koncentraci.

Kdyz tyto slepé vzorky reagencii

. P obrazku 4. neprochazeji celym méticim
sle]?ycI} pokusii s p.rldavkem procesem a piimo se davkuji do
o nizké koncentraci analytu. pFistroje, poskytne vypocet

Vypoététe LOD jako zaloZeny na takovych méfenich
LOD = 3 X sj. LOD instrumentace.

Poznamky

odchylka.

1) U nékterych analytickych technik, napf. chromatografie, zkuSebni vzorky s pfili§ nizkou koncentraci
analytu nebo slepé vzorky ¢inidel se budou muset upravit ptidavkem, aby se ziskala nenulova smérodatna

2) U kazdého stanoveni se ma opakovat uplny méfici postup.

3) Smérodatna odchylka se vyjadiuje v jednotkach koncentrace. Pokud se smérodatna odchylka vyjadii
v signalni doméné, LOD je koncentrace odpovidajici odezvé slepého pokusu yg + 3 X sj. Struény piiklad
vypocti LOD v signalni doméné uvadi téz odkaz [5].
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Struény navod 4 — Mez stanovitelnosti (LOQ)

Co délat Ilil(‘)zlllt- Co z dat pocitat/stanovit Poznamky
1. Opakujte méfeni 10 Vypoctéte smérodatnou Hodnota pouzivana obvykle pro
slepych vzork®, tj. matric odchylku so vysledkd. Eogﬁcieqt llio j5e ob];lylgle 1 t()): Valev ijiné
neobsahujicich zadny B odnoty jako > nebo 6 se bezne
ypoctéte s, z so podle Pl . . .
detekovatelny analyt. 5 tupovéh(()) T —— pouZivaji (Y Z‘aVISIOStl na ,vhodnosti
obrézku 4 pro dany ucel®).
nebo :
Opakujte méteni
zkusebnich vzorkl Vypoéitejte LOQ jako
s nizkou koncentraci LOQ = kq X s§.
analytu.
2. Opakujte méfeni 10 Vypocététe smérodatnou Postup 2. je ptijatelny, pokud nelze
reagencnich slepych odchylku so vysledkd. ziskat slepé vzorky nebo zkusebni
pokusi. Vypodtéte 5!, z so podle vzorky s nizkou koncentraci.
0 0
nebo postupového diagramu na Kdyz tyto slepé vzorky reagencii
Opakuite m&Feni obrazku 4. neprochazeji celym méficim
regaeﬁiérfi::r}lle;fem “ch procesem a piimo se davkuji do
polégusﬁ S pﬁdavrl)q}ém nizké . . pfistrOJe, Oy e IO
koncentrace analytu. Vypocitejte LpQ jako instrumentace.
LOQ = kq X 5.

3. Experimentalni 5 Potvrzeni, Ze jsou splnéna | Pfistup 3. se navrhuje v pripadé€, ze
potvrzeni kritéria pravdivosti a pfesnost.i | mohou byt obdrzeny zkusebni vzorky
Opakuite m&fen slepvch obsahujici koncentrace analytu na
Vzpoarkllilj rZ:;;ec?; Isleeg)gc urovni LOQ nebo v jejim okoli.
slepych vzorkl matrice s
koncentraci analytu
blizkou LOQ stanovenou
pomoci pfistupu a) nebo
b) nebo LOQ
specifikovaného
zéakaznikem/piedpisy
regulace.
Poznamky
1) U nékterych analytickych technik, napt. chromatografie, zkuSebni vzorky s pfili§ nizkou koncentraci

analytu nebo slepé vzorky ¢inidel se budou muset upravit pridavkem, aby se ziskala nenulova smérodatna

odchylka.
2) U kazdého stanoveni by se mél opakovat Gplny métici postup.
3) Smérodatna odchylka se vyjadiuje v jednotkach koncentrace.

5.3.5 Alternativni postupy

5.3.5.1 Obecné

V ptedchozich odstavcich je uveden obecny
pfistup pro odhad LOD a LOQ, vychazejici ze
smeérodatné odchylky vysledki pfi koncentracich
v blizkosti nuly ziskané za podminek
opakovatelnosti. Tento postup se vSeobecné
pouziva, ale jiné normy a protokoly uvadéji
alternativni postupy.

V nékterych ptipadech, napt. kdyz se hodnoty
slepych pokusti den ode dne vyznamné odlisuji, se
dava prednost podminkam mezilehlé preciznosti
pfed podminkami opakovatelnosti. Jsou-li
napiiklad dostupné vysledky fizeni kvality pro
zkuSebni vzorky s nizkou koncentraci, mize se
pouzit pro odhad LOD a LOQ smeérodatna
odchylka téchto vysledkt. Kdyz se pro vypocet
LOD a LOQ pouzije smérodatna odchylka za
podminek mezilehlé preciznosti, neni potfeba brat
v uvahu korekci na slepy pokus zndzornénou na
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obrazku 4. Tedy pro vypocet LOD a LOQ se
pouzije experimentalni smérodatnd odchylka
ziskana z vnitintho fizeni kvality rovna
smérodatné odchylce s;. ISO 11843-2 [53]
popisuje, jak 1ze instrumentalni LOD ziskat pfimo
z kalibracni kfivky. Alternativni pfistupy
kodhadu LOD a LOQ jsou navrzeny
v odvétvovych specifickych pokynech [62].

5.3.5.2 CCa/CCP

V natizeni EU 2002/657 (nahrazeném nafizenim
2021/808) pro veterinarni rezidua byly zavedeny
dva analytické pojmy, Rozhodovaci mez nebo
Kritickd koncentrace pii riziku alfa (CCa)
a Detek¢ni schopnost nebo Kritickd koncentrace
pti riziku beta (CCP) [31, 63]. Koncepty CCa
a CCp jsou zaloZeny na ptistupech ISO a IUPAC
pro kritické urovné [53, 56]. Vyhodou konceptu
CCa/CCp je absence nejednoznac¢nosti ohledné
spolehlivosti vysledkt (falesné pozitivni/falesné
negativni) [64, 65]. Na druhou stranu, slozitost
vypoCti a nejasnosti ohledné¢ pouziti jsou
nevyhodou. Napftiklad, zatimco CCa a CCp jsou
¢asto povazovany za synonyma LOD a LOQ pro
latky bez povoleného limitu (viz oddil 5.3.1),
u latek se stanovenym limitem nesouviseji s mezi
detekce, ale s pravidly shody.

5.3.6  Spolehlivost odhadii LOD a LOQ

Je tfeba poznamenat, ze i pii 10 opakovanich
podle Stru¢ny navod 3 a Stru¢ny navod 4, jsou

odhady  smérodatné  odchylky  pfirozené
proménlivé. Odhady LOD/LOQ ziskané bé¢hem
validace se maji tedy brat jako orientacni hodnoty.
To bude postacovat v piipadé, kdy odhady
LOD/LOQ vyzaduji pro prikaz, ze koncentrace
vzorkli budou vyrazné¢ vyssi nad LOD/LOQ.
Pokud se ocekava, ze laboratorni vzorky budou
obsahovat nizké koncentrace analytu, maji se
LOD/LOQ sledovat pravidelné. Bez ohledu na
ptistup pouzity k odhadu LOD/LOQ musi byt
LOD/LOQ potvrzena experimentdln¢ (viz
Stru¢ny névod 4c).

Prestoze jsou pfistupy k odhadu LOD/LOQ
definovany, dobfe znamy a pfijaty, zpisobuji tyto
terminy stale nejasnosti a Casto jsou nespravné
pouzivany nebo interpretovany, zejména pokud se
vysledek blizi nule [58]. V nékterych predpisech
analyzované latky s piijatelnou piesnosti nebo
konzistentni odchylkou [35, 62], pfiCemz se
uznava skuteCnost, Zze relativni nejistota
v blizkosti nuly je nepfijatelné vysoka [66, 67].
V pokynech EU pro rezidua pesticidd je ,mez pro
uvadéni® (reporting limit) definovana jako
nejniz$i troven, pii které se rezidua uvadéji jako
absolutni hodnoty, a je rovna nebo vyssi nez LOQ
[35].
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54 Pracovni rozsah
5.4.1 Definice

,Pracovni rozsah‘ * je intervalem, ve kterém dana
metoda poskytuje vysledky s pfijatelnou
nejistotou. Pracovni rozsah je zdola ohraniceny
mezi stanovitelnosti LOQ. Horni ohrani¢eni
pracovniho rozsahu tvoii koncentrace, pfi které se
projevuji ~ vyznamné anomalie  analytické
citlivosti. To mize byt zplisobeno nasycenim
detektoru, problémy s interferenci pti vysokych
koncentracich nebo jinymi jevy zplsobujicimi
Spatnou vytéznost.

5.4.2 Pokyny pro
validacni/verifikaéni studii

Pracovni rozsah validované metody ma byt
uveden v rozsahu dokumentovaného postupu (viz
A. 5 v priloze A) V prubchu validace je nutné
potvrdit, Ze danou metodu lze pouzit ke stanoveni
sledovaného analytu (analytl) v tomto
ocekavaném rozsahu urovni analytu v realnych
vzorcich s pfijatelnou nejistotou. Pro posouzeni
pracovniho rozsahu musi laboratof zohlednit
vztah mezi znamymi a naméfenymi hodnotami
pomoci uplného analytického postupu, vcéetné
kalibracni funkce stanovené jako zaklad pro
urceni téchto naméfenych hodnot (viz oddil 5.2).

V zavislosti na o¢ekavanych urovnich analytd ve
vzorcich pfijatych laboratofi k analyze mutze byt
nutné tyto Grovné upravit tak, aby spadaly do
rozsahu kalibrace. To se provadi bud
zakoncentrovanim (u nizkych urovni analytu)
nebo fedénim (u vysokych tirovni). Zda se fedéni
provede pfed nebo po piipravé vzorku pro
kone¢né méfeni, bude zaviset na povaze vzorki,
ale v obou piipadech musi byt tyto pocatecni
kroky analytického procesu zahrnuty do
valida¢nich experimenti.

Je dulezité zvazit G€inky jakéhokoli pocatecniho
fedéni, koncentrace a/nebo pfipravy ve vztahu
k matrici vzorki. Toto musi byt nedilnou soucasti
validacni/verifikacni studie.

5.4.3 Posouzeni pracovniho rozsahu

Pro posouzeni pracovniho rozsahu metody by
mély: 1. byt k dispozici vzorky se znamymi
koncentracemi (nejlépe referenéni materialy
s podobnymi matricemi jako zkuSebni vzorky
nebo materialy s piidavkem, pokud nejsou
k dispozici vhodné referenéni materialy) a slepé
vzorky; 2. pouZzité vzorky se maji podrobit celému
méficimu postupu, vcetné¢ vSech pocatecnich

* Termin VIM [7] pouZiva termin ,méfici interval‘ nebo
,pracovni interval‘.

zakoncentrovani nebo fedéni; 3. koncentrace
jednotlivych vzorki maji pokud mozno pokryvat
cely pfedmétny rozsah a 4. piistroj by mél byt
kalibrovan podle doporuc¢eného kalibra¢niho
postupu. Vysledek méfeni kazdého zkusebniho
vzorku se vypocitava popsanym postupem. Tyto
hodnoty se pak vynaseji na osu y vii€i zndmym
koncentracim pro vzorky (osa x) jako na
obrazku Obrazek 5. Pracovni rozsah metody a
linearita se stanovi na zdkladé vizualniho
zhodnoceni grafu. Jakékoli vyznamna odchylka
od linearity nebo smérnice od 1 pro kiivku by
méla byt vySetfena. Napiiklad mohou existovat
mozné problémy s interferenci a aplikaci metody
na danou matrici vzorku, coZ miize znamenat, ze
kalibrac¢ni funkce neni u této matrice vhodna pro
dany ucel. Tento problém Ize feSit pouzitim
standardli s odpovidajici matrici (viz oddil 5.2).
V piipadech, kdy je kiivka linearni az do urcité
urovné koncentrace, po které se zacne vychylovat,
muze byt vhodné zuzeni rozsahu.

Pracovni rozsah metody se musi stanovit pro
kazdou matrici uvedenou v rozsahu pouziti
metody. Je to proto, Ze interference mohou byt
pfi¢inou nelinedrni odezvy a schopnosti metody
extrahovat/izolovat analyt se pro rizné matrice
vzorkli mohou lisit.

Stanoveni pracovniho rozsahu se bude dale opirat
o0 udaje studii preciznosti a pravdivosti (viz oddily
5.6 a 5.7) za predpokladu, Ze tyto studie pokryvaji
koncentrace v celém pracovnim rozsahu metody.
Na zaklad¢ téchto studii miize byt pracovni rozsah
omezen, pokud se pravdivost nebo presnost na
dolnim nebo hornim konci rozsahu bude jevit jako
nepiijatelna.
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Obrazek 5 — Typicky priklad k¥Fivky pro mérici postup, kdy se naméiena koncentrace vynasi proti
koncentraci vzorku. Znazornény jsou vykonnostni charakteristiky ,pracovni rozsah‘, ,analyticka citlivost*

a,LOQ"
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Struény navod 5 — Pracovni rozsah

Zméite v souladu

s popsanou metodou
slepé vzorky a
referencni materialy
nebo slepé vzorky

s ptidavkem, a to 2-
3krat pii 6-10
koncentracich ndhodné
rozvrzenych v celém
predmétném rozsahu.

nelinearitu.

Vizualn¢ zhodnot'te a stanovte
priblizny linearni rozsah a horni a
dolni meze pracovniho rozsahu.
Vypocététe prislusné regresni
statistiky. Vypoctéte a vyneste
rezidua (rozdily mezi pozorovanou
hodnotou y a vypoctenou hodnotou y
odpovidajici primce pro kazdou z
hodnot x). Nahodné rozdéleni rezidui
okolo nuly potvrzuje linearitu.
Systematické trendy signalizuji

Co délat Co z dat pocitat/stanovit Poznamky
Kalibrujte pfistroj Vyneste namétenou koncentraci Tento krok je potieba pro posouzeni, zda jsou
podle navrhovaného (osa y) vici koncentraci zkusebnich navrhovany rozsah instrumentace a
kalibra¢niho postupu. vzorkd (osa x). kalibra¢niho postupu vhodné pro dany ucel.

Pokud jsou k dispozici udaje ze studii
preciznosti a vychyleni (bias), které pokryvaji
predmétny rozsah, nemusi byt nutna
samostatna studie pracovniho rozsahu metody.

5.5 Analyticka citlivost
5.5.1 Definice

Analyticka citlivost pfedstavuje zménu odezvy
pristroje, ktera odpovida zmeéné meétené veliCiny
(napt. koncentraci analytu) tj. smérnice kiivky
odezvy [7, 19]. M4 byt vyjadiena jako vztah mezi
zmeénou signalu z piistroje a odpovidajici zménou
hodnoty métené veliCiny [7].

Aby byla zohlednéna citlivost metody jako celku
(tj. vCetné vSech ptipravnych krokt, a nikoli

pouze  konecného  méfeni  provedeného
ptistrojem), mély by vzorky métené pro stanoveni
kiivky  odezvy  pfedstavovat  standardy

s odpovidajici matrici.

Oznaceni ,analyticka‘ se doporucuje proto, aby se
vyloucila zdmeéna s ,diagnostickou citlivosti*
pouzivanou v laboratorni mediciné [45]. Termin
,citlivost® se né€kdy pouziva k oznaCeni meze
detekce, ale toto pouziti VIM nedoporucuje.

5.5.2 Pouziti

Analyticka citlivost nepatii mezi zvlasté

vyznamné vykonnostni charakteristiky. Existuji

vSak nékteré jeji uzitecné aplikace:

1. Pokud se analyticka metoda provadi za icelem

sledovani malych zmén koncentrace analytu.

Neékdy je znama teoreticka analyticka citlivost.

Mnoho iontové selektivnich elektrod vykazuje

chovani podle Nernstovy rovnice, napf.

odezva dobfe fungujici sklenéné elektrody se
meéni 0 59 mV/pH.

. U spektrofotometrickych méticich systémi se
muze absorbance predpovédét pomoci Beer-
Lambertova zdkona. To mlze poslouzit pro
kontrolu funkénosti instrumentace a nekdy

2.

normy provadéni takovych kontrol vyzaduji
[68].

5.5.3 Posouzeni analytické citlivosti

Pokud je tucelem sledovani malych zmén
koncentrace analytu, mé¢la by byt stanovena
ktivka odezvy metody na pfislusné urovni a mélo
by byt provedeno opakované méfeni vzorki se
znamou koncentraci tésné€ pod a nad touto tirovni.

Na zékladé téchto vysledkl 1ze stanovit linearni
regresni kiivku (a jeji smérnici) pro uzky interval.
V zavislosti na §ifce tohoto ,uzkého intervalu® to
lze dokonce provést i pro nelinearni vztah.

5.6 Pravdivost
5.6.1 Terminologie pro popis kvality
méreni

V tomto pokynu pouzivame pro popis kvality
vysledkl ziskanych danou metodou tfi pribuzné
vykonnostni charakteristiky pravdivost,
preciznost a nejistotu. Védelti pracovnici vSak
¢asto pouzivaji odlisné koncepty, jako jsou druhy
chyb (ndhodné, systematické a hrubé chyby),
presnost (pravdivost a preciznost) a nejistotu.
Nékteré z téchto konceptdi maji kvalitativni
vyznam, jiné jsou kvantitativni. V prub¢hu let se
terminy stejné¢ jako jejich definice zménily
azavedly se nové terminy. Kromé toho se
vriznych oborech dava prednost odliSnym
terminim, to vSe zpusobuje fadu nejasnosti.
Obrazek 6 znazoriuje souvislosti mezi nékterymi
zakladnimi terminy a o dalSich podrobnostech

47




Vhodnost analytickych metod pro dany ucel Pokyn Eurachem

pojednava VIM [7] a pokyn Eurachem
o terminologii [8].

Typ chyby Kvalitativni popis Kvantitativni mira
systematicka R pravdivost R Vychyleni
chyba bias
l Upjas
v
(celkova) chyba —> piesnost —> nejistota

T T T

mira variability
—> preciznost —> (s, RSD...) za speci-
fikovanych podminek

nahodna
chyba

Obrazek 6 — Znazornéni souvislosti mezi nékterymi zikladnimi pojmy pouZivanymi pro popis kvality
vysledklit méfeni (podle prace Menditta et al. [69]). Hodnoceni nejistoty podle GUM [20] predpoklada
korekci znamého prakticky vyznamného vychyleni a zahrnuti nejistoty korekce vychyleni (bias) ubias do
kone¢ného vyjadreni nejistoty. To je naznaceno ¢arkovanou Sipkou pod polickem ,vychyleni‘ (bias). Jak
pojeti prresnosti, tak i nejistoty predpokladaji, Ze méreni jsou provadéna podle zdokumentovaného postupu
a Ze nejsou zahrnuty vlivy ,hrubych chyb‘ (omylu).
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,Pfesnost méfeni vyjadiuje tésnost jednotlivého
vysledku k referen¢ni hodnoté “[29, 55]. (Exaktni
definici uvadi VIM 2.13). Validace metod se snazi
zkoumat pfesnost vysledk pomoci hodnoceni jak
systematickych, tak nahodnych vlivi na
jednotlivé vysledky. Pfesnost se tedy normalné
studuje pomoci dvou komponent: ,pravdivosti®
a ,preciznosti’. Krom¢ toho je stile Ccastéji
vyjadfenim piesnosti ,nejistota mefeni‘, ktera
predstavuje jediny tidaj. Vyhodnoceni pravdivosti
je popsédno nize, zatimco preciznosti je vénovan
oddil 5.7 a nejistoté oddil 5.8.

,Pravdivost’ méfeni vyjadfuje té€snost primeéru
nekone¢ného poctu vysledkl (ziskanych danou
metodou) k referenéni hodnoté. Protoze neni
mozné ziskat nekonecny pocet meteni, pravdivost
nelze méfit. Praktické posouzeni pravdivosti lze
v§ak provést stanovenim vychyleni (bias) méfeni.

5.6.2 Stanoveni vychyleni (bias)

5.6.2.1 Prehled

Prakticky se stanoveni vychyleni (bias) opira
o porovnani primérné hodnoty vysledki (Xx)
kandidatské metody s vhodnou referencni
hodnotou (x,..).* K dispozici jsou tfi obecné

pfistupy: a) analyza referencnich materiald,
b) zkoumani vytéznosti za pouziti vzorkl
s pridavkem a c) porovnani s vysledky ziskanymi
jinou metodou — viz Stru¢ny navod 6. Studie
vychyleni maji pokryvat cely rozsah pouziti
metody a vyZzaduji tedy analyzu riznych typu
vzorkd a/nebo vzorkli s riznou trovni analytu.
Aby toho bylo dosazeno, miize byt tieba
kombinovat tyto rtizné piistupy.

ref

Vychyleni se muze vyjadfovat v absolutnim
méfitku

b =X — xpef (Rov. 1)
nebo v relativné v procentech
b(%) =2l %100 (Rov. 2)

Xref

nebo jako relativni vytéZnost pridavku (spiku)

R'(%) = x 100 (Rov. 3)

' -x
Xs

pike
kde X' je primérnd hodnota vzorku s pfidavkem
a Xgpike jJe pridand koncentrace.

V nékterych oblastech analytickych méfeni se
vSak také pouziva relativni vytéznost v procentech
(,zjevna vytéznost*) [70].

* Referenéni hodnota je nékdy oznadovana jako ,prava
hodnota, skute¢na hodnota‘ nebo ,konvencni prava
hodnota, konvencni skute¢na hodnota“.

R(%) xif x 100 (Rov. 4)

5.6.2.2 Analyza referenénich materialt

Pro stanoveni vychyleni pomoci RM se stanovi
primérna hodnota a smérodatnd odchylka série
opakovanych meéteni a vysledky se porovnaji
s ptid€élenou hodnotou vlastnosti RM. Idealni RM
predstavuje certifikovany matricovy referencni
material s hodnotami vlastnosti blizkymi
hodnotam zkousSenych vzorkd. Certifikované
referenéni materialy jsou obecné uzndvany jako
materialy poskytujici ndvazné hodnoty. [71, 72].
Je také dulezité pripomenout, ze dany RM se ma
pouzivat béhem validacni studie pouze pro jeden
ucel. Naptiklad RM pouzity pro kalibraci se nesmi
pouzit téZ k vyhodnoceni vychyleni.

Ve srovnani se Sirokym spektrem typl vzorkl
a analytl, se kterymi se laboratofe setkavaji, je
dostupnost RM omezena, ale je dilezité, aby
vybrany material byl vhodny pro dané pouziti.
Mize se ukazat potfebné zvazit, jak byl dany RM
charakterizovan, napt. zda nebyla ptiprava vzorku
v ramci charakterizace materidlu urcena na
poskytnuti celkové koncentrace analytu, ale na
mnozstvi, které se extrahuje za urcitych
podminek. Pfi ¢innostech v regulované oblasti se
ma pouzivat odpovidajici certifikovany referenéni
material, v idedlnim piipadé s odpovidajici
matrici, pokud je dostupny. Pro dlouhodobé
sledovani vychyleni v ramci vnitinich postupi
fizeni kvality laboratofe lze pouzit jakykoli
relevantni dostate¢né stabilni material, ale pro
pocatecni posouzeni se mé pouzit CRM.

5.6.2.3 Experimenty s vytéznosti pomoci
vzork( s pridavkem

Pokud nejsou vhodné referencni materidly
k dispozici, mlize se pouzit studie vytéznosti
(experimenty s pifidavkem), poskytujici udaje
o pravdépodobné urovni  vychyleni (bias).
Neschopnost urcit cast nebo veskery pfitomny
analyt mlze odrazet podstatny problém
s metodou. Je tedy nutné hodnotit schopnost
metody detekovat vSechny formy analytu, které
jsou pritomny [70, 73].

Analyty se mohou vyskytovat ve vzorku
v ruznych formach a nekdy jsou predmétem
zajmu analytika jen urcité jejich formy. Dana
metoda muze byt tak zamémé navrzena, aby
stanovovala jen urcitou formu analytu (speciacni
analyza).
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JelikoZz obvykle neni znamo, kolik je pfitomno
analytu ve zkuSebnim podilu, nelze si byt jisty, jak
uspésna byla izolace z dané matrice vzorku.
Jednim ze zplisobt, jak stanovit u¢innost izolace,
je pridat ke zkousenym podiliim analyt v riznych
koncentracich, pak izolovat tyto analyty ze
zkousenych podild s pfidavkem a zméfit
koncentraci analytu. Podstatnym problémem
spojenym s timto zplisobem je to, Ze analyt
dodavany timto zptisobem nebude
pravdépodobné vazan tak siln€ jako ta ¢ast, ktera
je pfitomna pfirozené¢ v matrici zkuSebniho
podilu, a tak tento zpisob bude poskytovat
nerealisticky vysokou pfedstavu o ucinnosti
izolace.

5.6.2.4 Porovnani s vysledky ziskanymi
jinou metodou

Je mozné vyhodnotit vychyleni porovnanim
vysledki  kandidatské metody s vysledky
ziskanymi alternativni metodou. Existuji dva
obecné typy alternativnich metod, se kterymi se
Ize setkat — referen¢ni metoda nebo metoda, ktera
se v soucasné dobe b&zné pouziva v laboratofi.
Ugelem referenéni metody je poskytovat ,piijatou
referencni hodnotu‘ métené vlastnosti a obecn¢
poskytne vysledky s mensi nejistotou nez
kandidatskd  metoda.  Zvlastnim  druhem
referenénich metod jsou primarni metody.” Druhy
ptipad nastava, kdyz je ucelem validace prokézat,
ze kandidatska metoda poskytuje vysledky, které
jsou ekvivalentni vysledkiim existujici metody.
Zde je cilem stanovit, Ze neexistuje vyznamné
vychyleni vici vysledkim ziskanym existujici
metodou (i kdyZ tato metoda miize sama o sob&
vykazovat vychyleni).

V obou ptipadech se vysledky kandidatské
a alternativni metody porovnavaji pro stejny
vzorek nebo stejné vzorky. Jako vzorek (vzorky)
mohou slouzit vlastni (in-house) referenéni
materidly nebo typické zkuSebni vzorky.
Vyhodou tohoto pfistupu je to, ze materidly
nemusi byt certifikovanymi  referencnimi

* Primarni metoda“: metoda nejvys$i metrologické
kvality, jejiz fungovani je zcela popsano a pochopeno
v _jednotkach SI a jejiz vysledky jsou piijimény bez

materialy, protoZe alternativni metoda poskytuje
referencni hodnotu. Dana metoda mize tedy byt
testovana na ,redlnych® vzorcich, které
predstavuji ty, se kterymi se bude laboratof
rutinné setkdvat.

Pokud je tfeba porovnat dvé metody v Sirokém
rozsahu koncentraci, je bézné pouzit jednoduchou
nevazenou regresni piimku [63]. Pfi pouziti
stejnych vzorkii se jedna osa regresniho grafu
pouzije pro vysledky ziskané novou metodou a
druhd osa pro vysledky ziskané naptiklad
referencni metodou. Kazdy bod grafu tak
predstavuje jeden vzorek analyzovany obéma
metodami. Pokud jsou u obou metod ziskany
stejné vysledky, bude vykazovat regresni piimka
usek na ose y 0, smérnici 1 a korela¢ni koeficient
1. Odchylka od tohoto ,,idedlniho* stavu mtize
nastat v fad¢ situaci v zavislosti na nahodnych
a systematickych chybach [63]. Pfi vyhodnoceni
by analytik m¢l graf zkontrolovat a otestovat, zda
se usek a smérnice vyznamné lisi od 0 a 1
(obrazek 7). Vyznamnost lze wurcit pomoci
konfidenc¢nich intervald (95 % nebo 99 %) pro
regresni pfimku, které musi zahrnovat 0 pro usek
a 1 pro smérnici. [5].

Graf vytvofeny pomoci vyse popsaného pristupu
poskytuje cenné informace o povaze ptipadnych
rozdilti mezi obéma metodami. ,Diferen¢ni graf®,
viz obrazek 8, podrobnéji popisuje piipadné
odchylky [74]. Pti vyvozovani zavéra z vypoctené
regresni prfimky je vsSak tfeba postupovat
s opatrnosti. Normalni nevazena linearni regrese
predpoklada, napt. ze neexistuji zadné chyby pro
data na ose x a ze chyby ve sméru y jsou
konstantni v celém rozsahu koncentraci. Tak tomu
je ale ziidka. Pokud je v8ak pro pfesnéjsi metodu
pouzita osa y a je k dispozici alespon deset
datovych  bodi  rovnomérné  rozlozenych
v pfedmétném  rozsahu, poskytuje pfistup
ptijatelné vysledky [75].

odkazu ke standardu stejné veliciny (CCQM).
Odpovidajici termin VIM (viz 2.8 v [7]) je ,,primarni
referencni postup méfeni®.
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Obrazek 8 — Tento graf znazornuje vysledky metody 1 oproti relativnimu rozdilu, tj.
procentualnimu rozdilu mezi vysledky ziskanymi metodou 1 a metodou 2. Tento rozdilovy graf
odhaluje odchylky mezi obéma metodami az priblizné 13 % (primérny rozdil -4,7 %).
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Strucny prehled 6 — Pravdivost

Co délat Kolikrat Co z dat pocitat/stanovit Poznamky
a) Zmeite RM 10 Porovnejte primérnou hodnotu, | Poskytuje miru vychyleni, ktera
kandidatskou X s referen¢ni hodnotou x;.q¢ zahrnuje jak pfispévek metody, tak
metodou RM. Vypoctéte vychyleni (bias), | pfispévek laboratofe k vychyleni.
b, relativni vychyleni
v procentech b (%) nebo
relativni vytéznost v procentech
(zjevnou vytéznost).
b =X — Xper
b(%) = =2t 1100
ref
X
R(%) = —x 100
Xref
b) Zmétite slepé 10 Porovnejte rozdil mezi Vzorky s pfidavkem se maji
vzorky matrice nebo pramérnou hodnotou porovnavat se stejnymi vzorky bez
zkusebni vzorky ptidavku X' a primérnou pridavku, aby se vyhodnotila Cista
s ptidavkem hodnotou Xx vuci pridané vytéznost dodaného pridavku.
pfedmétného analytu koncentraci Xgpike. Vypocitejte
a bez n€j v celém relativni vyt&znost pridavku VytéZnosti u vzorkd s pfidavkem
rozsahu koncentraci. R'(%) pfi riiznych nebo matricovych slepych vzorkt
koncentracich: s ptfidavkem budou obvykle lepsi nez
u rutinnich vzorku, ve kterych je
i —x analyt vazan pevnéji.
R'(%) = x 100
xspike
c) Zmeite 10 Porovnejte primérnou hodnotu Poskytuje miru vychyleni ve vztahu k
RM/zkusebni vzorek X s prumérnou hodnotou X,ef dané¢ alternativni metodé. Alternativni
kandidatskou méfeni ziskanou alternativni metodou mize byt referencni metoda,
metodou a metodou. Vypod&téte vychyleni nebo pokud je zamérem nahrada jedné
alternativni (bias), b, nebo relativni metody druhou a existuje potieba
metodou. vychyleni v procentech, b (%) ¢i | prokazat ekvivalentni ~vykonnost,
relativni vytéZnost v procentech | metoda soucasné pouZivana
(zjevnou vyt&Zznost). v laboratofi.
o Alternativni metoda mlze sama
b =% = Xret 0 sobé vykazovat vychyleni,

X —X
b(%) = ——F %100

Xref

X
R(%) = — x 100

ref

v takovém pripadé test neposkytne
absolutni miru pravdivosti.

POZNAMKA Vychyleni se miize ménit s matrici a koncentra¢ni Grovni, coZ znamena, ze pocet matric a
koncentracnich trovni, které budou pfedmétem zkoumani, se musi deklarovat ve validaénim planu.
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5.6.3 Interpretace méreni vychyleni

Obrazek 9 znazornuje dvé slozky vychyleni
(bias), zde uvadéné jako ,vychyleni metody"
a ,vychyleni laboratote*.

Vychyleni metody vznika ze systematickych
chyb, které prislusi k metod¢, nezavisle na tom,
ktera laboratof ji pouziva. Vychyleni laboratoie
vznika z dalSich systematickych chyb, které¢ jsou
specifické pro danou laboratof a jeji provadéni
dané metody. Laboratof mulze samostatné
odhadnout pouze sloucené (celkové) vychyleni
z obou zdroji. Pii kontrole vychyleni je vSak
dilezité si byt védom konvenci, které pro tento
ucel plati. Naptiklad pro n¢které¢ aplikace v oblasti
potravin jsou regula¢ni limity nastaveny ve
vztahu k méfené veli¢ing, ktera je definovana
pomoci konkrétniho standardniho méficiho
postupu (oznacované¢ho také jako ,empirické
metody‘). Pro méfici postupy pouzivané ke
stanoveni  takovych ,veli¢éin definovanych
postupem* je vychyleni metody podle své definice
nulové. Vychyleni zpiisobené pouze danou
metodou (viz obr. 9) je tak ignorovano a hlavnim
zajmem je metrologicka srovnatelnost s dal§imi
laboratofemi vyuzivajicimi stejnou metodu.
V takové situaci by laboratof v idedlnim ptipadé
mela stanovit vychyleni pouzitim referen¢niho
materialu  certifikovaného pomoci stejného
standardniho méfictho postupu, ktera je
pfedmétem zkoumani. V takovém piipadé se
pouziji obvyklé smérnice pro kontrolu
a interpretaci vychyleni. Pokud takovy material
neni k dispozici nebo je tieba doplnit dalsi
informace, mize laboratoi pouzit alternativni
materialy, pfi interpretaci vysledki vS§ak ma

zohlednit  vSechny znamé rozdily mezi
zkoumanou metodou a metodou (metodami)
pouzitou k ziskani referencni hodnoty.

Pii plnéni analytického pozadavku muze byt
stejny analyt méfen né€kolika riznymi méficimi
pristroji na nékolika mistech v ramci dané
organizace. V takovém piipadé se v rdmci dané
organizace projevuji Cetné a komplexni zdroje
vychyleni. Pro takovou situaci miize organizace
stanovit postupy odhadu reprezentativni nejistoty
zahrnujici vSechna mista/pfistroje pouzité pro
danou aplikaci. M¢l by se prednostné pouzit
material, ktery ma stejné vlastnosti, vcetné
matrice vzorku, jako vzorky, které maji byt
méfeny. Pro ureni hlavnich pficin variability
prispivajicich k celkové nejistoté méteni se miize
pouzit analyza rozptylu, coz umozni piijmout
naslednd opatfeni ke snizeni rozdild v ramci
organizace.

Pro vétSinu uceli se vSak o pfijatelnosti vychyleni
ma rozhodovat na zékladé celkového vychyleni
zméfeného pomoci vhodnych referencnich
materiald, vzorkl s ptidavkem nebo referencnich
metod, se zfetelem na preciznost metody
a veskeré nejistoty v referen¢nich hodnotéch, a na
presnost vyzadovanou pii koncovém pouziti.
Doporucuje se statistické testovani vyznamnosti
[74, 75].
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Obrazek 9 — Celkové vychyleni se sklada z vychyleni metody a vychyleni laboratoife. Poznamka:
Laboratorni vychyleni a vychyleni metody jsou na obrazku znazornény tak, Ze pisobi stejnym smérem.
V realné praxi tomu tak vZdy neni.

54



Vhodnost analytickych metod pro dany ucel

Pokyn Eurachem

5.7
5.7.1 Opakovani

Opakovani je nezbytné pro ziskani spolehlivych
odhadi vykonnostnich charakteristik metody,
jako jsou preciznost (meéfeni) a vychyleni
(méfeni). Je tfeba navrhnout experimenty
zahrnujici opakované analyzy tak, aby pokryvaly
vSechny zmény pracovnich podminek, jez lze
béhem rutinniho pouzivani metody ocekavat.
Cilem ma byt stanovit typickou variabilitu,
a nikoliv minimalni variabilitu.

Preciznost

5.7.2 Podminky preciznosti

Preciznost je meéfitkem toho, jak blizko jsou
vysledky z opakovanych méfeni jeden od druhého
[7, 29]. Obvykle se wvyjadfuje statistickymi
parametry, které popisuji rozptyleni vysledkd,
typicky smérodatnou odchylkou (nebo relativni
smérodatnou odchylkou), vypoctenou z vysledka
ziskanych provedenim opakovanych méfeni na
vhodném  materidlu  za  specifikovanych
podminek. Rozhodnuti o ,specifikovanych
podminkach® je dulezitym aspektem vyhodnoceni
preciznosti méfeni — podminky uréuji typ
ziskaného odhadu preciznosti.

,Opakovatelnost métfeni® a ,reprodukovatelnost
mefeni‘ predstavuji dvé krajni miry preciznosti,

které mizeme ziskat. Dokumentace
standardizovanych metod (napf. od ISO) obvykle
obsahuji, kde je to na misté, udaje

o opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.

Opakovatelnost, u které ocekavame nejmensi
kolisani mezi vysledky, je mirou variability
vysledkd, kdyz meéfeni provadi jediny analytik
s pouzitim stejného vybaveni v kratkém ¢asovém
Gseku.”

Reprodukovatelnost, u niz se ofekava nejveétsi
kolisani mezi vysledky, je mirou variability
vysledkii mezi laboratofemi. '

Mezi témito dvéma extrémy poskytuje ,mezilehla
preciznost® odhad kolisani ve vysledcich, kdyz se
méfeni provadéji v jedné laboratofi, ale za
podminek, které jsou variabilnéj$i nezZ podminky
opakovatelnosti. Pouzité¢ presné podminky maji
byt uvedeny v kazdém jednotlivém piipadé.
Cilem je ziskat odhad preciznosti odrazejici
vSechny zdroje kolisani, které se vyskytnou

* Opakovatelnost je nékdy oznagovéna jako preciznost
,v ramci pokusu‘, ,v ramci série’ nebo ,v ramci
vzorku‘.

Pfi validaci se reprodukovatelnost vztahuje na
kolisani mezi laboratofemi pouzivajicimi stejnou
metodu. Reprodukovatelnost mize také poukazovat na
kolis&dni pozorované mezi laboratotemi, které pouzivaji

v jedné laboratofi béhem rutinnich podminek
(rtizni analytici, del$i Casovy tsek, rizné polozky
vybaveni atd.).}

5.7.3 Odhady preciznosti obecné

aspekty

Obecné preciznost zavisi na koncentraci analytu,
a proto by méla byt stanovena pii fadé koncentraci
v celém predmétném rozsahu. To miiZze zahrnovat
urcitou koncentraci, kterd je predmétem zajmu
(napf. regulacni limit), a koncentrace na krajich
intervalu méfeni. V ptipadé potifeby by mél byt
stanoven vztah mezi preciznosti a koncentraci
analytu. Pokud je naméfend koncentrace vyrazné
nad mezi detekce, je preciznost Casto Umeérna
koncentraci analytu. V takovych pfipadech mize
byt vhodnéjsi vyjadfit preciznost jako relativni
smérodatnou, protoze ta je v piredmétném rozsahu
ptiblizné konstantni.

Vyhodnoceni preciznosti vyzaduje dostatecny
pocet opakovanych méfeni provedenych na
vhodnych  materidlech. =~ Materidly  maji
reprezentovat zkusebni vzorky z hlediska matrice
a koncentrace analytu, homogenity a stability, ale
nemusi se jednat o certifikované referencni
materialy. Opakované méfeni by mélo byt také
nezavislé, tj. cely proces méefeni by mél byt
opakovan, vcetné¢ vsech kroki pfipravy vzorku.
Minimalni pocet opakovani se li§i v zavislosti na
riznych protokolech, ale obvykle se pohybuje
mezi 6 a 15 pro kazdy material pouzity ve studii.

Je tfeba mit na paméti, ze je obtizné spolehlivé
odhadnout smeérodatnou odchylku z datovych
souborti s malo opakovanimi. Je-li to pfipustné,
lze hodnoty vypocitané z né€kolika malych
soubori opakovanych meéfeni kombinovat
(sloucit) za ticelem ziskani odhadii s dostateCnym
poctem stupniil volnosti.

Ur¢ité plany pokusi analyzované pomoci analyzy
rozptylu (ANOVA) jsou efektivni cestou
k ziskani odhadli opakovatelnosti a mezilehlé
preciznosti s vhodnym poctem stupnii volnosti
(dalsi vysvétleni tohoto pfistupu je uvedeno
v piiloze C). Informace o experimentech pro
posouzeni preciznosti naleznete ve Stru¢ném
navodu 7.

ruzné metody, ale se zamérem méfit stejnou veli¢inu
[7].

! Mezilehla preciznost se nékdy oznacuje jako
,vnitrolaboratorni reprodukovatelnost‘, ,kolisani mezi
pokusy* ,kolisani v ramci série‘ nebo ,kolisani v ramci
vzorku®.
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5.7.4 Meze preciznosti

Je uzitecné vypocitat ze smérodatné odchylky s
,meze preciznosti‘ [29, 55]. To umoznuje
analytikovi rozhodnout, zda existuje vyznamny
rozdil, pfi stanovené konfiden¢ni urovni, mezi
vysledky duplikatnich analyz vzorku ziskanych za
specifikovanych podminek. Mez opakovatelnosti
(r) se vypocte takto:

r=~2xtxs,, (Rov. 5)

kde faktor \/E odrazi rozdil mezi dvéma
mefenimi, # je hodnota oboustranného Studentova
¢ pro piislusny pocet stupnil volnosti (vztahujici se
k odhadu s,) a na pozadované konfidencni urovni.
Pro relativné velky pocet stupiili volnosti je ¢ = 2
na konfidenc¢ni trovni 95 %, proto se mez
opakovatelnosti ¢asto aproximuje jako:

(Rov. 6)

Mez mezilehlé preciznosti a mez
reprodukovatelnosti R vypocitime obdobné, jen
nahradime s, za s7 a sx.

r=28xs,

Dokumentace standardizovanych metod (napf.
zISO) obvykle obsahuje tudaje o mezich
opakovatelnosti i reprodukovatelnosti, pokud jsou
relevantni.

Je-li uvedena mez preciznosti, lze snadno
vypocitat odpovidajici smérodatnou odchylku
(napt. s, v piipadé meze opakovatelnosti)

pieskupenim rovnice 6. To muze byt uzite¢né pro
ucely verifikace.

5.7.5 Soucasné stanoveni
opakovatelnosti a mezilehlé
preciznosti

Ptistupy k soucasnému stanoveni opakovatelnosti
a mezilehlé preciznosti jsou popsany v ISO 5725-
3 [29]. Krom¢ toho nabizi model zaloZzeny na
Harmonizovanych pokynech pro validaci metod
analyzy v jedné laboratofi [12] moznost stanovit
opakovatelnost a mezilehlou preciznost v ramci
jedné studie. Podvzorky vybraného zkusebniho
materidlu se opakované analyzuji za podminek
opakovatelnosti v nékolika rtznych sériich,
pfiCemz podminky mezi sériemi se mohou
maximalné lisit (rizné dny, rizni analytici, rizné
vybaveni atd.). Pomoci jednofaktorové ANOVA
[5, 6] 1ze opakovatelnost vypocitat jako preciznost
v ramci skupiny, zatimco mezilehla preciznost se
ziskd jako druha odmocnina souctu ctvercl
preciznosti v ramci skupiny a mezi skupinami.
Tento typ zpracovani muze poskytnout Ucinny
zpusob, jak ziskat dostatecné stupné volnosti pro
odhady opakovatelnosti a  meziskupinové
preciznosti. Naptiklad 8 skupin po 2 opakovanich
vede k 8 a 7 stupnim volnosti pro odhady
opakovatelnosti a preciznosti mezi jednotlivymi
sériemi. Dalsi viz ptiloha C.

56



Vhodnost analytickych metod pro dany ucel

Pokyn Eurachem

Struény navoed 7 — Opakovatelnost, mezilehla preciznost a reprodukovatelnost

Co délat

Kolikrat

Co z dat pocitat/stanovit

Poznamky

Zmérte referencni
materialy, pfebytecné
zkusebni vzorky nebo
slepé vzorky s pridavkem
v riznych koncentracich
v ramci pracovniho
rozsahu. Opakovatelnost
a mezilehlou preciznost
lze uréit z oddélenych
studii (viz a) a b) nize)
nebo soucasné v jedné
studii (viz ¢) nize.

a) Stejny analytik a
zafizeni, stejna laborator,
kratky Casovy usek.

6-15 opakovani pro
kazdy material.

Urcete smérodatnou odchylku
(s) z vysledki pro kazdy
material.

Odhady smérodatné
odchylky opakovatelnosti
s pro kazdy material.?

b) Rlizni analytici a
zafizeni, stejna laborator,
delsi ¢asovy usek.

6-15 opakovani pro
kazdy material.

Urcete smérodatnou odchylku
(s) z vysledki pro kazdy
material.

Odhady smérodatné
odchylky mezilehlé
preciznosti s; pro kazdy
material.

¢) Ruzni analytici a
zafizeni, stejna laboratof,
delsi ¢asovy usek.

6-15 skupin
duplikatnich méteni
ziskanych za
podminek
opakovatelnosti v
riznych
dnech/zatizeni pro
kazdy material.

b

Vypoctéte smérodatnou
odchylku opakovatelnosti z
vysledkit ANOVA pro kazdy
material.

Vypoctéte meziskupinovou
smérodatnou odchylku z
ANOVA a zkombinujte ji se
smérodatnou odchylkou
opakovatelnosti pro kazdy
material.

Odhady smérodatné
odchylky opakovatelnosti
s pro kazdy material.

Odhady smérodatné
odchylky mezilehlé
preciznosti s7 pro kazdy
material.

d) Ruzni analytici a
zafizeni, ruzné laboratofe,
delsi ¢asovy usek.

6-15 skupin
duplikatnich méteni
ziskanych za
podminek
opakovatelnosti v
ruznych laboratotich
pro kazdy material.

b

Vypoctéte smérodatnou
odchylku opakovatelnosti z
vysledkit ANOVA pro kazdy
material.

Vypoctéte mezilaboratorni
smérodatnou odchylku z
ANOVA a zkombinujte ji se
smérodatnou odchylkou

Odhady smérodatné
odchylky opakovatelnosti
s pro kazdy material.

Odhady smérodatné
odchylky
reprodukovatelnosti s,
pro kazdy material. Toto
vyzaduje zvlastni

opakovatelnosti pro kazdy mezilaboratorni

material. porovnani
(,mezilaboratorni
studie®).

n =2, z riznych dnt.

2 Smérodatnou odchylku opakovatelnosti 1ze také odhadnout slouc¢enim nékolika malych datovych soubori, napft.

® Duplikatni méfeni uvnitt kazdé skupiny poskytne vyvazeny pocet stupiiti volnosti pro odhady smérodatnych
odchylek v ramci skupiny a mezi skupinami. Rostouci pocet opakovani v kazdé skupin€ zvysi pocet stupnii volnosti
spojenych s odhadem opakovatelnosti.
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5.8 Nejistota méreni

Uplné pojednani o nejistoté (méfeni) presahuje
ramec této prirucky, ale podrobné informace lze
nalézt jinde [20, 21]. Nejistota je parametr
spojeny s vysledkem méteni, ktery charakterizuje
rozptyleni hodnot, kter¢ mohou byt divodné
pritazeny méfené veli¢in€. Odhad nejistoty by
mél zohlednit vSechny zndmé vlivy plsobici na
vysledek. Nejistoty spojené s kazdym vlivem se
kombinuji podle zavedenych postupi.

Nekolik ptistupt k ziskani odhadu nejistoty pro
vysledky z chemickych méteni popisuji [21, 76,
77, 78]. Ty zohlednuji:

e celkovou, dlouhodobou preciznost metody (tj.
mezilehlou preciznost nebo reprodukovatel-
nost);

vychyleni (bias) a jeho nejistotu, vcetné
statistické nejistoty tykajici se méfeni
vychyleni a nejistoty referen¢ni hodnoty [79,
80, 81, 82, 83];

kalibraci zafizeni. Nejistoty spojené s kalibraci
zafizeni, jako jsou vahy, teploméry, pipety
aodmérné banky, jsou cCasto zanedbatelné
malé ve srovnani s celkovou preciznosti
a nejistotou vychyleni. Je-li mozné to oveéfit,
pak nejistoty kalibrace se nemusi zahrnout do
odhadu nejistoty;

jakékoli vyznamné vlivy pusobici navic k vyse
uvedenym. Napftiklad rozpéti teplot nebo Cast
povolené danou metodou nemusi byt ve
valida¢nich studiich plné uplatnény a mize byt
nutné pridat jejich ucinek. Tyto vlivy lze
uzitecné kvantifikovat studiemi robustnosti
(viz oddil 5.9) nebo souvisejicimi studiemi,
které stanovi velikost daného vlivu na
vysledek.

Tyto zdroje nejistoty patii k analytické metode.
Proces méfeni vSak zahrnuje i vzorkovani. Vliv
odbéru vzorki na vysledky méteni by proto mél
byt také zahrnut do celkového odhadu nejistoty.
Pokyny, jak zahrnout tento zdroj nejistoty, jsou
uvedeny v pfirucce Eurachem “Measurement
Uncertainty Arising from Sampling” [16].

Pokud je vyznamny piispévek jednotlivych vlivd,
napfiiklad v kalibra¢nich laboratofich, bude nutné
zohlednit jednotlivé ptispévky vSech jednotlivych
vlivil samostatng.

Je tfeba poznamenat, ze s vyhradou dodate¢ného

posouzeni vlivi mimo rozsah mezilaboratorni
studie tvoii smérodatna odchylka

* Obvykle se studuje vliv na méfenou veli¢inu, ale
alternativou je zkoumat vliv na experimentalni
parametr, napt. rozliSeni pikli v chromatogramu.

reprodukovatelnosti pracovni odhad
kombinované standardni nejistoty za
predpokladu, ze vychyleni laboratoie méfené na
relevantnich materidlech je malé ve vztahu ke
smérodatné  odchylce  reprodukovatelnosti,
vnitrolaboratorni opakovatelnost je srovnatelna
s opakovatelnosti standardni metody a mezilehld
preciznost laboratoie neni vétsi nez publikovana
smérodatna odchylka reprodukovatelnosti [77].
Tento pfistup také ptredpoklada, ze vSechny
laboratote ticastnici se mezilaboratorni studie jsou
kompetentni, maji  podobnou  vykonnost
a pouZzivaji stejnou metodu (viz pozadavky normy
ISO 5725-2 [29]).

5.9 Robustnost

5.9.1 Definice

,Robustnost® (,ruggedness‘— viz oddil 1.2.1, kde
je diskutovana terminologie a upozornéno, Ze
robustnost, jak je definovana nize, mize byt
v nékterych  publikacich  oznacovana  jako
robustness) zkusebni metody je ,,schopnost
meficiho postupu udrzet piijatelnou vykonnost pii
mensich zménach pracovnich podminek™ [19,
84].

5.9.2 Test robustnosti

U kazdé metody existuji urcité etapy, které, pokud
nejsou provadény dostatecné peclivé, maji
vyznamny vliv na vykonnost metody a mohou
dokonce vést k tomu, ze metoda nebude fungovat
vibec. Tyto etapy je tfeba identifikovat, obvykle
pii vyvoji metody, a pokud je to mozné,
vyhodnotit jejich vliv na vykonnost metody
pomoci ,testu robustnosti‘. VIiv vybranych
faktort lze vyhodnotit pomoci planu pokusu,
ktery umoznuje soucasné studovat fadu faktort
v pfedem stanoveném poétu pokusi. Casto se
pouzivaji dvoutroviiové screeningové navrhy,
jako jsou neuplné¢ faktorové nebo Plackett-
Burmanovo planovani pokusti.

Vysledky Ize znazornit riznymi zptisoby, pomoci
souhrnnych  tabulek, sloupcovych  grafii,
regulacnich diagramu, grafil vlivll
a pravdépodobnosti atd. [85, 86]. AOAC tento
pojem definovala a popisuje zavedenou techniku,
jak provést takovy test pomoci planu pokust
podle Plackett-Burmana [87].

,Test robustnosti‘ zahrnuje provedeni imyslnych
zmén do metody a zkoumani nasledného vlivu na

I3 * I3 v ~ r w ~
vykonnost.” Nasledné je pak mozné urcit v metod¢
proménné, které maji nejvyznamnéjsi vliv, a tak
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zajistit, aby pfi pouzivani metody byly peclivé
kontrolovany. Pokud je tfeba metodu dale
vylepsit, nejspise se toho dosahne soustfedénim se
na ty ¢asti metody, o nichz je znamo, Ze jsou
kritické.

Robustnost postupu se musi stanovit u metod
vyvinutych ve vlastni laboratofi, u metod
pfevzatych z védecké literatury a u metod
publikovanych normaliza¢nimi organy
pouzivanymi mimo rozsah, pro ktery je standardni
metoda specifikovdna. Pokud se v ramci metody
pouzivaji metody zvefejnéné normalizacnimi
organy, byla robustnost obvykle zkoumana jako
soucast procesu vzniku normy. Z tohoto divodu
neni studie robustnosti na tirovni jedné laboratoie
ve veétsiné piipadi nezbytnd. Informace
o robustnosti by mély byt uvedeny v laboratornim

postupu ve form¢ deklarovanych toleranc¢nich
limitd pro kritické experimentalni parametry (viz
priklad 5 a Strucny navod 8). Testovani
robustnosti pomoci experimentadlniho navrhu
umoziuje identifikovat podminky, které jsou
kritické pro vykonnost metody, a specifikovat

kritéria vhodnosti systému. Rozsah hodnot
pfijatelnych  charakteristik ~ vykonnosti lze
definovat, zatimco kritické podminky Ize

zaznamenat jako soucast strategie kontroly rizik,
aby byla zajisténa platnost analytického postupu
pii kazdém pouziti [13, 88].

Dané mnozstvi lze snizit (napf. o jednu desetinu).

Absorbance roztoku by méla byt 0,3 — 0,5.

membranovym filtrem.

Priklad 5 — Vytah z ISO 11732 [68]. Pokyny poukazuji na kriticnost nékterych experimentalnich parametra.

NH4Cl susen do konstantni hmotnosti pfi 105 + 2 °C.
Pti skladovani v plastové 1ahvi (polyethylenu) pii pokojové teploté je roztok stabilni asi 1 mésic.

Odplynte a vycistéte roztok..., naplite jej do reagencniho zasobniku ¢inidla a nechte stat alesponi 2 hodiny.
e Tento roztok lze uchovavat v chladnicce po dobu nejvyse jednoho tydne.

e  Pro odbér vzorki jsou vhodné nadoby ze skla, polyalkenti nebo polytetrafluorethylenu (PTFE).

e Ve vyjimeénych pripadech lze vzorek skladovat az dva tydny, pokud byl po okyseleni piefiltrovan

Struény navod 8 — Robustnost

Co délat Kolikrat

Co z dat pocitat/stanovit Poznamky

Identifikujte proménné, Nejucinnéji se hodnoti

které by mohly mit pomoci planovani
vyznamny vliv na vykonnost | pokust. Napt. 7
metody. parametrt Ize studovat

v 8 pokusech s
vyuzitim planu pokust
podle Plackett-
Burmana [87].

Pfipravte experimenty
(analyzy referencnich
materiali nebo zkuSebnich
vzorki) pro sledovéni vlivu
systematické zmény
proménnych na vysledky
méfent.

Navrhnéte fizeni
kvality nebo
upravte metodu tak,
aby bylo mozné
kontrolovat kritické
proménné, napf.
stanovenim
vhodnych meznich
toleranci ve
standardnim
operacnim postupu.

Urcete vliv kazdé zmény
podminek na vysledky méteni.

Serad’te proménné v poradi od
nejvétsiho vlivu na vykonnost
metody.

Proved’te testy vyznamnosti,
abyste zjistili, zda jsou
pozorované vlivy statisticky
vyznamné.

59




7w

Vhodnost analytickych metod pro dany ucel Pokyn Eurachem

6 Pouzivani validovanych metod

Pfi pouziti metody nékoho jiného, at’ uz se jedna
o metodu vyvinutou jinde v laboratofi,
publikovanou metodu nebo dokonce standardni ¢i
regulativni metodu, je tieba zvazit dvé véci.

Zaprveé, jsou stavajici validacni udaje dostatecné
pro pozadovany ucel, nebo je nutnd dalsi
validace? Je tfeba poznamenat, ze kromé
mnozstvi poskytnutych informaci o vykonnosti
metody je problémem také spolehlivost zdrojt
validacnich dat. Data ziskana z mezilaboratornich
studii nebo od wuznavanych normalizacnich
organizaci jsou obecné povazovana za spolehliva,
méné spolehliva jsou data zvefejnéna pouze ve
védecké literatufe nebo poskytnutd vyrobci
zafizeni a/nebo reagencii.

Zadruhé, pokud jsou stavajici validacni tdaje
dostacujici, je laboratof schopna verifikovat
(ovétit) vykonnost, kterou metoda udajné
umoznuje? (Viz oddil 3.4). Jsou dostupna
vybaveni a =zafizeni adekvatni? Pokud byla
metoda validovdna rozsdhlym testovanim za
vSech extrémnich pracovnich podminek, bude
novy kompetentni analytik pravdépodobné
schopny dosdhnout uspokojivych vysledka
v ramci stavajicich udaji o vykonnosti. To by se
v§ak mélo vzdy alespon zkontrolovat. Obvykle
staCi otestovat schopnost analytika dosdhnout
deklarované opakovatelnosti a zkontrolovat
ptipadné vychyleni za predpokladu, ze se
standardni metoda pouziva v ramci svého
rozsahu. Toto je podrobnéji popsano nize.

Normované metody se obvykle vytvareji néjakou
formou mezilaboratorni studie a normalizacni
organy, které je vytvareji, maji casto odborniky na
statistiku, ktefi pomahaji zajistit, aby byly
validac¢ni studie spravné navrZeny, provedeny
a vyhodnoceny. Norma ISO 5725 [29] popisuje
model, na némz by mélo byt mezilaboratorni
porovnani metod zaloZzeno, aby poskytlo
spolehlivé informace o vykonnosti metody. Tento
model se stidle vice pouzivd, ale ne vSechny
normované metody mu byly podrobeny. Bylo by
riskantni pfedpokladat, ze vSechny normované
metody byly fadné¢ wvalidovany, a je proto
odpovédnosti analytika zkontrolovat, zda jsou
poskytované informace o vykonnosti metody
odpovidajici.

Podobné se casto predpoklada, ze standardni
metody lze pouzit pfimo z rukopisu a Ze
publikované udaje o vykonnosti lze dosahnout
okamzit¢ kymkoli, kdo metodu pouzije. To je
nebezpecny predpoklad. Dokonce i ti, kdo jsou
obeznameni nebo jsou odborniky v konkrétni

oblasti chemie, na kterou se metoda vztahuje,
pottebuji praxi, aby ziskali plnou dovednost.
Tento druh seznamovani se s vykonnosti metody
je soucasti divodu pro provadéni verifikacni
studie jiz validovanych metod (viz oddil 3.4).

Aby byla pfi pouzivani validovanych metod (nebo
v podstaté jakékoliv metody) zajiSténa pfijatelna
vykonnost, doporucuje se dodrzovat nasledujici
pravidla:

1. Analytik se ma plné€ seznamit s novou metodou
diive, nez ji zafne pouzivat. V idedlnim
piipadé¢ bude metoda nejprve piedvedena
analytikovi n¢kym, kdo jiz ma s jejim
pouzivanim zkuSenosti. Analytik by ji pak mél
zpocatku pouzivat pod daslednym dohledem.
Mira dohledu se bude snizovat, dokud analytik
nebude povazovan za dostatecné
kompetentntho pro  samostatnou  praci.
Kompetentnost se miize napiiklad stanovit na
zéklade schopnosti analytika dosahnout Grovni
vykonnosti uvedenych v metod€, jako je
opakovatelnost, mez detekce atd. Toto je
typicky zpasob, jak Ize nékoho zacviéit
v pouzivani nové metody: Laboratorni postupy
Skoleni se casto takto navrhuji, spolu
s objektivnimi méfitky, k ob¢asnému testovani
kompetenci béhem skoleni. V kazdém piipadé
by si mél analytik metodu prostudovat
aseznamit se s teorii, na které je meéfeni
zalozeno, teoreticky si nacviCit jednotlivé
etapy, urCit mista, kde lze udé€lat prestavku,
acasti procesu, kde je analytik povinen
pracovat nepretrzit¢. Kde je tfeba piipravit
¢inidla, jak jsou po pfipravé stabilni? Je tfeba
je pripravit predem? Klasickym uskalim je
stravit nékolik hodin pfipravou fady vzorki
a poté zjistit, ze priprava cCinidla potfebného
pro dalsi fazi prace vyzaduje slozitou syntézu,
amezitim mohou vzorky samy o sobé
degradovat.

2. Je tieba provést posouzeni toho, kolik vzorkt
lze pohodIn€ zvladnout najednou. Je lepsi
analyzovat nékolik vzorki dobfe, nez se
pokouset analyzovat velky pocet a pak muset
vétSinu z nich opakovat.

3. Pred zahajenim prace se ujistéte, ze je vSe
potfebné pro metodu k dispozici. To zahrnuje
shromazdéni spravného vybaveni, cinidel
a standardii (vCetné¢ doprovodné pfipravy),
pfipadn€ vyhrazeni mista v digestofich atd.

Po dokonceni verifikacni studie (a uvédoméni si
praktickych bezpecnostnich opatfeni a vSech
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kritickych krokd) muize byt uzitetné piipravit
interni SOP (nebo kontrolni seznam), ktery se
bude dodrzovat pti rutinnim pouzivani metody.
Upozoritujeme, ze takovy dokument nesmi
zadnym zplsobem ménit postup méfeni, ale ma za
cil zdlraznit klicové kroky a provést analytika
postupem.

Pokud je nutné upravit nebo zménit validovanou
metodu n¢koho jiného, pak je nezbytna
odpovidajici  revalidace. = Zmény  mohou
v zavislosti na své povaze zpusobit, ze ptvodni
valida¢ni data nebudou relevantni.
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7

71  Uvod

,Zajistovani kvality‘ (QA) a ,fizeni kvality* (QC)
jsou pojmy, jejichz vyznamy se Casto meni
v zévislosti na kontextu. Podle ISO se zajistovani
kvality tyka ¢innosti, které laboratot provadi, aby
zajistila splnéni pozadavkd na kvalitu, zatimco
fizeni kvality popisuje jednotliva opatieni, ktera
se pouzivaji k tomu, aby pozadavky byly skutecné
splnény [9].

Validace/verifikace metody poskytuje predstavu
o schopnostech a omezenich metody, se kterymi
se lze setkat pfi rutinnim pouzivéani, pokud je
metoda pod kontrolou. K ovéfovani, zda je
metoda stale pod kontrolou, tedy zda funguje
podle ocekavani, jsou nutné specifické kontrolni
Cinnosti. Béhem stddia validace/verifikace se
metoda pouzivala z velké casti na vzorky
0 znamém obsahu. Jakmile se metoda vyuziva
rutinn€, pouzivd se pro vzorky s nezndmym
obsahem. Vhodné wvnitini fizeni kvality Ize
provadét pokraCujicim méfenim  stabilnich
zkuSebnich vzorkd, coz umoziuje analytikovi
rozhodnout, zda rozmanitost ziskavanych
vysledk skute¢né odrazi rozmanitost
analyzovanych vzorki, nebo zda dochazi
k neo¢ekavanym a nezddoucim  zméndm
vykonnosti metody. V praxi je tieba tyto znamé
vzorky méfit s kazdou sérii vzorkl jako soucast
procesu fizeni kvality. Provadéné kontroly budou
zaviset na povaze, kritiCnosti a Cetnosti analyz,
velikosti série, stupni automatizace a naro¢nosti
zkousek a také na zkuSenostech ziskanych béhem
procesii vyvoje a validace. Rizeni kvality miize
mit mnoho podob, a to jak v ramci laboratote
(interni), tak mezi laboratofemi (externi).

7.2 Interni fizeni kvality

Interni QC se vztahuje k postupiim provadénym
pracovniky laboratofe se zamérem kontinualniho
sledovani operaci a vysledki méfeni s cilem
rozhodnout, zda jsou vysledky dostatecné
spolehlivé pro uvolnéni [19, 89]. To zahrnuje
opakované analyzy stabilnich zkuSebnich vzorkd,
slepych vzorkt,, standardnich roztokd nebo
materiald podobnych tém, které se pouzivaji pro
kalibraci, obohacenych vzorkti s ptidavkem,
vzorki bez identifikace (blind samples) a vzorkl
pro tizeni kvality (vzorkd QC) [89]. Pro sledovani
vysledkd ftizeni kvality se doporucuje pouzivat
regulac¢ni diagramy [89, 90]. Zavedené QC musi
byt prokazateln¢ dostacujici k zajisténi platnosti
vysledkti. Ke sledovani riznych typl zmén
v ramci procesu lze pouzivat rizné druhy fizeni

Vyuziti validaénich dat k navrhu rizeni kvality

kvality. Vzorky pro fizeni kvality, analyzované
v pravidelnych intervalech v analytické sérii,
odhali drift v systému; pouziti riznych typt
slepych vzorkil ukaze, jaké jsou kromé analytu
dalsi ptispévky k signalu pfistroje; duplikované
analyzy umoziuji kontrolu opakovatelnosti.
Vybér kontrolnich materidli a postup fizeni
kvality mohou zéaviset na kritickych bodech
vykonnosti metody, které byly zjistény béhem
studie validace nebo verifikace.

Vzorky pro fizeni kvality jsou typické vzorky,
které jsou po stanovenou dobu dostate¢n¢ stabilni
a homogenni, aby poskytovaly stejny vysledek (s
vyhradou ndhodnych vykyvii ve vykonnosti
metody), a jsou k dispozici v dostateCném
mnozstvi, aby bylo mozné provadét opakované
analyzy v béhu casu. Béhem tohoto obdobi Ize
mezilehlou preciznost metody kontrolovat
sledovanim hodnot ziskanych z analyzy vzorku
QC, obvykle jejich vynesenim do regula¢niho
diagramu. Pro diagram se nastavuji meze
(obvykle se ,varovné meze‘ nastavuji ve
vzdalenosti +2s; od stfedni hodnoty a ,regulacni
(ak¢éni) meze® ve vzdalenosti +3s; od stfedni
hodnoty, kde s; je smérodatnd odchylka pro
mezilehlou preciznost). Pokud vynesené hodnoty
QC odpovidaji ur€itym pravidlim tykajicim se
stanovenych meznich hodnot, je QC povazovana
za vyhovujici. Dokud je hodnota vzorku QC
ptijatelna, je pravdépodobné, Ze vysledky vzorkl
ze stejné série jako vzorek QC mohou byt
povazovany za spolehlivé. Je dulezité, aby
ptijatelnost hodnoty ziskané pro vzorek QC byla
oveéfena hned, jak je to v analytickém procesu
proveditelné, aby se v ptipadé vyskytu problému
neplytvalo usilim na nespolehlivou analyzu
samotnych vzorkl. Vysledky QC by nemély byt
pouzivany pouze k hodnoceni, zda metoda
dosahla pfijatelné urovné¢ v uréitém casovém
okamziku (napf. k potvrzeni, zda vysledky
ziskané pro sadu zkuSebnich vzorkd v jednom
béhu mohou byt vydany zakaznikovi). Sledovani
trendd v prubéhu ¢asu mize odhalit problémy
s vykonnosti metody, coz umoziiuje piijmout
napravna opatfeni dfive, nez se metoda skutecn¢
vymkne kontrole.

Béhem validace metody ziskdme pocatecni
odhady rlznych mér preciznosti. Abychom
nastavili realistické meze v regulacnim diagramu,
musi méfeni odrazet zpisob, jakym se ma metoda
skutecné pouzivat v kazdodenni praxi. Méfeni
béhem validace by proto méla napodobovat
vSechny mozné variace provoznich podminek:
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ruzné analytiky, kolisani teploty v laboratofi atd.
Pokud se to neprovede, bude smérodatna
odchylka pro mezilehlou preciznost s;, nerealn¢
mald, coz povede k tomu, ze v grafu budou
vytyCeny meze, které pii bézném pouziti nelze
splnit. Z tohoto divodu se obecné doporucuje
ptehodnotit uvedené meze po jednom roce nebo
po nashromazdéni dostate¢ného poctu vysledkt
[89].

Pouziti riznych typt slepych vzorkli umoziiuje
analytikovi zajistit, aby mohl vypocty provedené
pro analyt vhodné korigovat a odstranit tak
vSechny ptispévky k odezvé, které nelze priradit
analytu. Vice informaci o riznych typech slepych
pokusti je obsazeno v doplnku Eurachem Blanks
in Method Validation [32]. Opakovana analyza
rutinnich ~ zkuSebnich  vzorkh  umoznuje
zkontrolovat zmény preciznosti analytického
procesu, které by mohly nepfiznivé ovlivnit
vysledek [91]. Replikdty mohou v sérii sousedit,
aby se ovéfila opakovatelnost. Mez preciznosti
metody (viz 5.7.4) lze pouzit k posouzeni, zda je
rozptyleni vysledkti opakovani piijatelné.

Analyza vzorkl bez identifikace (blind samples)
je v podstaté formou opakované analyzy a slouzi
ke kontrole preciznosti. Sestava z opakovaného
vkladani zkuSebnich podild do analytické série,
tfeba vedoucim laboratote, a je tak nazvana proto,
ze analytik obvykle nezna identitu zkusebnich
podilti ani to, Ze se jedna o opakované vzorky.
Analytik tak nema z4dné predem dané piedstavy
o tom, ze by konkrétni vysledky mély spolu
souviset.

Standardy nebo materialy podobné tém, které se
pouzivaji pro kalibraci, rozlozené v intervalech
v analytické sérii, umoziuji provadét kontroly,
zda je odezva analytického procesu na analyt
stabilni.

Stanoveni a zdGvodnéni vhodné urovné fizeni
kvality na zakladé posouzeni rizik je
odpovédnosti vedeni laboratote, s piihlédnutim
k poznatkiim ziskanym pfi validaéni/verifika¢ni
studii, spolehlivosti metody, kriticnosti prace a
proveditelnosti  opakovani analyzy, pokud
nefunguje napoprvé spravné. Je vSeobecné
pfijimano, ze pro rutinni analyzu se obecné
pfijima jako pfimétend trovei interni QC 5 %, tj.
1 z kazdych 20 analyzovanych vzorki ma byt
vzorkem QC. Pro robustni rutinni metody
s velkym objemem vzorkti vSak muize byt nizsi
uroven fizeni kvality primétena.

U komplexnéjSich  postupii neni neobvykla
uroven 20 % a ojedincle l1ze pozadovat i 50%
uroven. U analyz provadénych jen obcCas by méla
byt pti kazdé ptilezitosti provedena verifikani
studie. To muZze obvykle zahrovat pouziti RM
obsahujiciho  certifikovanou nebo znamou
koncentraci analytu, po niz nasleduji opakované
analyzy tohoto vzorku a vzorku s pifidavkem
(vzorku, do kterého bylo zamérné ptidano znamé
mnozstvi analytu). Pokud se tyto analyzy
provadeji castéji, maji podléhat systematickym
postuptim fizeni kvality zahrnujicim pouziti
regulacnich diagrami a kontrolnich vzorkd.

7.3  Externi fizeni kvality

Pravidelna tcast ve zkouSeni zpiisobilosti (PT),
znamych také jako externi hodnoceni kvality
(EHK), je uznavanym zpasobem, jak muze
laboratoft sledovat svou vykonnost jak vic¢i svym
vlastnim pozadavkim, tak i urovni obdobnych
laboratofi. PT pomaha odhalit rozdilnosti mezi
laboratofemi (reprodukovatelnost) a systematické
chyby (vychyleni).

Programy PT a jiné typy mezilaboratornich
porovnani jsou uznavany jako dulezité prostredky
pro sledovani urovné shody analytickych
vysledkd na narodni a mezinarodni rovni. Podle
normy ISO/IEC 17025 [1] musi laboratof sledovat
svou vykonnost prostfednictvim tcasti v PT
a/nebo mezilaboratornich studiich .,...tam, kde je
to mozné a potrebne*. Takova ucast musi byt
planovana a vyhodnocena a musi byt pfijata
vhodna nésledna opatfeni.

V nékterych ptipadech mohou akreditacni organy
urCit ucast v konkrétnim programu PT jako
pozadavek akreditace. Hodnota PT je samoziejme
pouze tak dobrda jako program samotny.
Pozadavky na kompetenci poskytovatelti PT jsou
popsany v norm¢ ISO/IEC 17043 [92]. Praktické
informace o vybéru, pouziti a interpretaci
programi PT jsou uvedeny v pfiru¢ce Eurachem
[93]. V databazi EPTIS (www.eptis.bam.de) lze
nalézt informace o velkém poctu programu.
Nicméné pro nove vznikajici oblasti analyzy nebo
zejména ziidka pouzivané aplikace nemusi byt
zadny plné vhodny program PT k dispozici. Tyto
a dalsi omezeni jsou zohlednény v pokynech [94,
95], které vyzaduji, aby akreditované laboratote
vypracovaly strategii své ti¢asti v PT.
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8

8.1 Od navrhu ke konec¢né verzi

Dobra dokumentace a fddné vedeni zdznamt jsou
pro spravné validovanou metodu nezbytné.
Metoda, jez je predmétem validace, se uziva podle
zdokumentovaného postupu, ktery ma byt
povazovan do schvéleni validaéni zpravy za
navrh. Jakmile je validacni proces ukoncen, je
dalezité dokumentovat analyticky postup tak, aby
metoda mohla byt jasné€ a jednozna¢né zavedena.
Je pro to fada divodu.

e Riiznd posuzovani metody provedend béhem
procesu validace predpokladaji, Ze pii pouziti
bude metoda pokazdé pouzivana stejnym
zpusobem. Pokud tomu tak neni, nebude
skutetna  vykonnost metody odpovidat
vykonnosti predpovidané validacnimi daty.
Dokumentace musi proto omezit moznost
zavedeni nahodnych obmén metody.

Patficna dokumentace je rovnéz nezbytna pro
ucely auditu a hodnoceni a mize byt
vyzadovana také ze smluvnich nebo
regulativnich divodu.

Vhodné dokumentace metody pomiize zajistit,
aby byla metoda pfi kazdém pouziti
konzistentni. Vzhledem k tomu, Zze kvalita
dokumentace ma ptfimy vliv na to, jak
konzistentné 1ze metodu pouzivat, je
pravdépodobné, ze ovliviiuje preciznost
mefeni a nejistotu  meétfeni.  Prispévek
k nejistote spojeny ] nedostatecné
zdokumentovanymi metodami muze byt ve
skuteCnosti tak velky, ze metoda se stava
prakticky nepouzitelnou. Jakékoli
nesrovnalosti v dokumentaci se musi vyfesit,
predtim nez lze =ziskat rozumny odhad
nejistoty.

8.2
8.2.1 Kontrola instrukci

Nalezit¢ zdokumentovat metodu neni snadné.
Informace maji byt uvadény ptiblizné v poradi,
vjakém je uzivatel pravdépodobné¢ bude
potiebovat. Castou chybou je predpokladat, ze
vsichni pochopi fungovani metody stejné dobie
jako osoba, ktera ji vyvinula a zdokumentovala.
Tato pfedpokladdand znalost miize byt nebezpecna.
UziteCnym zpasobem, jak otestovat dokumentaci,
je, aby kompetentni pracovnik postupoval piesné
podle popisu v dokumentaci. Pokud to odpovida
zamyslenému ucelu, méla by dokumentovana
metoda dobfe fungovat pii pouziti rliznymi
analytiky a poskytovat konzistentni vysledky.
Pokud ne, je nutné text ptfepracovat, aby byly

Doporuceni

Dokumentace validovanych metod

postupy popsany podrobnéji a byla odstranéna
nejednoznacnost.

8.2.2 Doporuceni v normach

Rada norem poskytuje navod, jaky druh informaci
by se mél do dokumentace metody zahrnout.
Z pohledu analytika jsou pravdépodobné
dokumentaci fady rtiznych typti metod chemické
analyzy (normalizacni organy kazdoro¢né
vytvareji, validuji a samoziejm¢ dokumentuji
velké mnozstvi metod a potiebuji co
nejkonzistentnéjsi pfistup a tyto normy vytvareji
predev§im pro potfeby svych vlastnich
technickych vybort1). Norma ISO 78-2 [96]
obsahuje rady tykajici se dokumentace metod pro
obecné chemické metody. Vzorové rozvrzZeni
zalozené na této normé je uvedeno v piiloze A.
Normy wuvadeji logické poradi informaci
s doporuc¢enymi nadpisy a jaké informace by se
m¢ely objevit pod kazdym nadpisem. Pii pouZzivani
téchto norem by Ctenaf m¢l dbat na vyvazenost
mezi flexibilitou pfistupu a konzistentnosti.
Ackoli je zadouci, aby dokumentace vSech metod
m¢ela stejny format, je tfeba si uvédomit, ze ne
vSechny metody vyZzaduji stejnou miru
podrobnosti a cCasto bude i vhodné nékteré
doporucené Casti z dokumentace vynechat.

Kromé dokumentace metod je také dtlezité, aby
byly zdokumentovany a schvéleny valida¢ni
plany a zpravy. Dodatek Planning and Reporting
Method Validation Studies Doplnék Planning and
Reporting Method Validation Studies poskytuje
pokyny pro dokumentaci validacnich plani
a zprav [30].

8.2.3 Rizeni dokumentu

Pro laboratof, kterda dokumentuje své vlastni
metody, mlze mit smysl vytvorit si ,vlastni styl‘.
Kromé toho, ze predklada relevantni informace
logickym a snadno pouZitelnym zptsobem,
umoznuje také rozlozit zat€z  spojenou
s dokumentaci mezi vice autort. Navrhy
vytvofené nékolika autory Ize zkontrolovat
z hlediska  konzistence  pomoci  jediného
kontrolniho subjektu.

Dokumentované metody tvori dilezitou soucast
laboratorniho systému managementu kvality
amély by podléhat vhodné mife fizeni
dokumentt. Divodem je zajistit, aby se skute¢né
pouzivaly pouze metody a postupy, které byly
schvaleny jako vhodné k pouzivani. Proto by
vramci procesu dokumentace mély metody
obsahovat informace, které uzivateli umozZni
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posoudit, zda byla metoda schvalena k pouZiti
a zda je kompletni. Déle by mély byt k dispozici
dalsi informace tykajici se Cisla verze a data
o vydani metody, autorovi, poctu existujicich
kopii metody a piipadnych omezenich pro
kopirovani.

Cas od ¢asu mohou metody vyzadovat
aktualizaci. Mohlo naptiklad dojit k vylepSeni

technologické  podstaty  postupu.  Rizeni
dokumentti dovoluje hladké stazeni zastaralych
metod a vydani revidovanych metod. V dnesni
dobé je proces fizeni dokumenti vyrazné
zjednoduSen diky pouziti specidlniho softwaru.
Zmény sméji provadét pouze opravnéné osoby.
Toto lze nastavit v softwaru, kde mohou mit
prislusné soubory vSeobecny pfistup ,jen pro
¢teni a velmi omezeny pristup ,pro zapis®.
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Dopady validaénich dat pro rutinni pouzivani analytickych

metod a uvadéni vysledku

Je dilezité, aby analytik byl schopen prevést data

ziskana pii analyze vzorkli pomoci validované
metody na vysledky, které pifimo pfispivaji
k feSeni problému zdkaznika. Pomahaji tomu
vykonnostni charakteristiky zjisténé behem
procesu validace. Data o opakovatelnosti,
mezilehlé preciznosti a reprodukovatelnosti 1ze
pouzit ke zjisténi, zda jsou rozdily zjisténé pii
analyze vzorkli vyznamné. Rizeni kvality
zalozené na validacnich datech lze pouzit
k potvrzeni, Ze metoda je pod kontrolou a pfinasi
smysluplné vysledky. Odhad nejistoty méfeni
umoziuje vyjadfit vysledek jako rozsah hodnot
s pijatelnou urovni spolehlivosti.

Je dilezité, aby analytik mél ptistup k validacnim
udajim, které lze pouzit k podpofe platnosti
vysledkd. Jinou otazkou je, zda se tyto informace
postoupi zakaznikovi. Casto zakaznik nema
technické znalosti, aby vyznam téchto udaju
ocenil. Za takovych okolnosti je ziejmé

24

S tématy, jako je validace metody, variabilita
a nejistota méfeni, je tieba za urcitych okolnosti
zachéazet obezietn€, napiiklad v pravnich nebo
forenznich souvislostech. Mize byt lepsi oteviené
zminit existenci nejistoty pfifazené k méfeni a byt
pfipraven obh4jit rozhodnuti u¢inéna s védomimi
této nejistoty.

Opatrnost je nutna vici snaham pouzit analyticky
vysledek s pfidruZzenou nejistotou k rozhodnuti,

zda ptivodni zésilka, ze které byl vzorek odebran,
splituje specifikaci nebo limit [97]. Takové
rozhodnuti nemusi byt v odpovédnosti analytika,
ackoli od n¢j mize byt vyzadovana technicka rada
a pomoc pii rozhodovacim procesu.

V nékterych odvétvich nemusi toto rozhodnuti
z4viset na analytikovi, ale mize byt stanoveno
v pravnich  pfedpisech nebo odvétvovych
pokynech [61, 98]. Téma korekce vychyleni je
popsano v letadku Eurachem Treatment of an
Observed Bias [99] a pokyny pro korekci
vychyleni Ize nalézt v normé ISO 15796 [100].

Pti uvadéni vysledki jako ,nedetekovano je tieba
postupovat s opatrnosti. Samo o sob€ toto
prohlaSeni neposkytuje potiebnou informaci
a mélo by byt doplnéno vysvétlenim, jaka je pro
tento konkrétni ptipad mez detekce. Alternativné
muze byt vysledek uveden jako niz8§i nez
stanovena mez detekce. Nékdy je vhodné vykazat
¢iselnou hodnotu, i kdyz mize byt pod domnélou
mezi detekce. Utedni organy mohou nékdy
pozadovat uvedeni meze stanovitelnosti.

Pokud je spolu s vysledkem pozadovano uvedeni
nejistoty, je vhodné uvést rozsifenou nejistotu za
pouziti vhodného koeficientu rozsiteni. Naptiklad
koeficient rozSifeni 2 odpovidd intervalu
s konfidencni tUrovni pfiblizné 95 %. Dalsi
navody k uvadéni nejistoty meéteni lze nalézt
v Pokynech Eurachem/CITAC [21, 97].
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Priloha A — Protokol dokumentace metod

Nalezita dokumentace metod je diskutovana v oddile 8 ptirucky. Nasledujici format je uveden jako
vhodny vzor pro inspiraci. Vychazi z normy ISO 78-2 [96], ale obsahuje n¢ktera dopliujici doporuceni
tykajici se kalibrace, fizeni kvality a fizeni dokumentti. Pfiloha A slouZi pouze jako voditko a méla by
byt ptizplisobena tak, aby vyhovovala jakymkoli specifickym pozadavkim.

Al Piedmluva

A.1.1 Souhrn aktualizaci a revizi

Tento oddil mé dvoji ucel. Zaprvé ma umoznit provadéni drobnych zmén v textu metody bez nutnosti
uplné revize a nového vytisténi metody. Zadruhé se doporucuje, aby kazda metoda byla pravidelné
pfezkoumavana z hlediska vhodnosti pro dany ucel, a souhrn slouzi jako zaznam o tom, Ze to bylo
provedeno. Souhrn se obvykle nachazi na zacatku metody, hned za ptedni obalkou.

A.1.2 Aktualizace

Mnoho laboratofi pouziva systémy pro spravu dokumentt a sprava dokumentu je obvykle elektronicka.
V situacich, kdy se stale pouZzivaji ruéné psané zmény, budou jakékoli ru¢n€ psané zmeény v textu metody
ptijaty, pokud budou zmény zaznamenany také do tabulky uvedené nize (rucné psané zaznamy jsou
pripustné) a budou nalezit¢ schvaleny. Predpoklada se, Ze schvaleni (autorizace) potvrzuje, Ze byly
prozkoumany vlivy zmén na validaci metody a Ze tyto zmény nezptsobily zadné problémy a zZe byly
provedeny ve vSech kopiich metody.

# Oddil Podstata zmény Datum Autorizace
1 (napt.) | 3.4 Zména prittoku na 1,2 ml min-! 02/07/24 | DGH

A.1.3 Revize
Vzdy se ma ocekavat, ze datum, kdy byla metoda pouzivana, bude lezet mezi datem revize a datem dalsi
revize, jak je uvedeno v tabulce.

Datum revize | Vysledek revize Datum p¥iSti revize | Autorizace

A2  Uvod

Uvod se pouziva v piipadé potieby k poskytnuti informaci, jako jsou napiiklad pfipominky k technické
naplni postupu nebo divody jeho vypracovani. Pokud jsou pozadovany podkladové informace
o metod¢, mély by byt pfednostné zahrnuty do této casti.

A3 Nazev

Nazev musi obsahovat druhy vzorkt, pro které se zkusebni metoda pouziva, analyt nebo charakteristiku,
ktera se stanovuje, a princip stanoveni. Pokud je to mozné, mél by se omezit na nasledujici informace.
Preferovany format:

Stanoveni A{analyt nebo mérena velicina} (v pritomnosti B{interference}) v C {matrice} pomoci D
{princip}.

A4 Upozornéni

Upozornéte na vSechna rizika a popiSte preventivni opatieni nezbytna k jejich zamezeni. Podrobna

bezpecnostni opatieni mohou byt uvedena v prislusnych oddilech, ale zde je tfeba upozornit na existenci
nebezpeci a nutnost preventivnich opateni. Uved’te vhodna varovani pred v§emi riziky spojenymi s:

nakladanim se vzorky,

nakladanim nebo pripravou rozpoustédel, ¢inidel, standardi nebo jinych materiald,
obsluhou zafizeni,

pozadavky na specialni pracovni podminky, napft. digestote,

diasledky rozsifovani méfitka experimentu (meze vybusnosti).
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AS Rozsah
Tato ¢ast umoziuje potencialnimu uzivateli rychle posoudit, zda je metoda pravdépodobné vhodna pro
zamyslenou aplikaci nebo zda ma omezeni. M¢ly by byt uvedeny nésledujici podrobnosti:

popis zakladniho problému (pro¢ je metoda potiebna),

analyt (analyty) nebo métfena veli¢ina (veliCiny), které lze touto metodou stanovit,

forma, ve které je analyt (analyty) stanovovan — speciace, celkovy/dostupny atd.,

matrice vzorku, ve které (kterych) miZe byt tento analyt (analyty) stanovovany,

pracovni rozsah (méfici interval), ve kterém 1ze metodu pouzit. To by se mélo tykat vlastnosti,
napf. koncentraci v laboratornim vzorku,

znamé interference, které zabranuji nebo omezuji pouziti metody,

e instrumentalni techniky pouzivané v metodé¢,

¢ minimalni mnozstvi vzorku.

Potravinaftstvi [101] pouziva pojem ,pouzitelnost® jako synonymum pro rozsah a definuje jej jako
»analyty, matrice a koncentrace, pro které 1ze uspokojivé pouzit metodu analyzy*.

A.6 (Normativni) reference
V této ¢asti se musi uvést seznam dokumentti nezbytnych pro pouzivani metody. Dokumenty, které pii
pripravé metody slouzily pouze jako reference, musi byt uvedeny v bibliografii na konci dokumentu.

A7 Definice
Uved'te veskeré definice pojmi pouzitych v textu, které mohou byt nezbytné pro jeho iplné pochopeni.
Pokud je to mozné, pouzivejte definice ISO. Citujte zdroje. V pripad¢ potfeby lze sem zaradit analytické
strukturni vzorce.

A8 Princip

Naznacte zakladni kroky metody, princip, podle kterého analyticka technika funguje. Pomoci muze
vyvojovy diagram nebo diagram pficin a nasledkt. Tato ¢ast by méla byt napsana tak, aby umoznovala
pochopit, jak metoda funguje. Zahriite vysvétleni principu vypoctu. Kde je to vhodné pro objasnéni
fungovani metody nebo vypoctd, uved’te podrobnosti o vSech relevantnich chemickych reakcich (to
muze byt naptiklad relevantni v ptipad¢ derivatizace nebo u titrace).

Napt. ,,Koncentrace se urci z 6bodové kalibra¢ni kiivky odectenim koncentrace odpovidajici absorbanci
vzorku, korigované o hodnotu slepého vzorku, a vynasobenim koncentracnim faktorem.

A9 Reakce

Tento oddil uvadi zakladni reakce, pokud jsou povazovany za nezbytné pro pochopeni textu nebo
vypocéti. Odivodinuji vypocty z dat ziskanych pfi stanoveni a mohou vést k lepsimu pochopeni metody,
zejména pokud dochazi k n€kolika postupnym zméndm v oxidacnim stavu stanovovaného prvku.
V ptipadé titraci jsou uzitecné zejména pro uréeni poctu ekvivalentd v kazdém molu reagujici latky.

A.10 Cinidla a materialy
Uved'te seznam vSech €inidel a materiald potiebnych pro analyticky proces spolu s jejich zakladnimi
charakteristikami (koncentrace, hustota atd.) a oCislujte je pro dalsi odkazovani. Uvadéjte:

registracni ¢isla Chemical Abstract Service (CAS) (jsou-li k dispozici),
podrobnosti o veskerych souvisejicich rizicich vcetné pokynt k likvidaci,
analytickou tfidu nebo Cistotu,
potiebu kalibracnich a QC materiald pochazejicich z nezavislych Sarzi,
podrobnosti pfipravy, véetné nutnosti piipravy predem,
pozadavky na uchovavani a skladovani,
dobu pouzitelnosti materialli v piivodnim stavu a pfipravenych ¢inidel,
pozadované slozeni s poznamkami o koncentraci nebo jiné veli¢ing,
e pozadavky na oznaceni.
A.11 Pristroje
Popiste dostatecné podrobné jednotliva zafizeni a jejich propojeni, aby bylo mozné je jednoznacné
sestavit. Cislujte polozky pro pozdéj§i odkazovéani. Srozumitelnost mohou zvysit schémata a vyvojové
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diagramy. Kazda kontrola funkce sestaveného zatizeni musi byt popsana v odstavci ,,Postup® v bodu
nazvaném ,,Pfedbézna zkouska“ nebo ,,Kontrolni zkouska“ (viz A.13).

Uved'te minimalni pozadavky na vykonnost a verifikaci, s kiiZzovym odkazem na ¢ast o kalibraci (A.13)
a vSechny pfislusné navody k pfistrojam. Je-li to vhodné, odkazujte se na mezinarodni normy nebo jiné
mezinarodné uznavané dokumenty tykajici se laboratorniho skla a souvisejicich zafizeni. Zahrite
pozadavky na prostiedi (odtahové digestote atd.).

A.12  Vzorkovani
Vzorkovani v tomto protokolu zahrnuje jak odbér vzorkt pro ziskani laboratorniho vzorku, tak déleni
vzorkll v laboratofi za icelem ziskani zkuSebniho vzorku, ze kterého bude odebran zkusebni podil.

Pokud je vzorkovani pro pfipravu laboratorniho vzorku nezavislé na chemické analyze jako takové,
obecné postaci poukdzat informativné na pfislusny postup zabyvajici se konkrétné touto otazkou. Pokud
takovy relevantni postup neexistuje, mtize oddil o vzorkovani obsahovat plan vzorkovani a postup
vzorkovani s pokyny, jak zabranit zménam produktu, zohlednujici pozadavky tykajici se pouziti
statistickych metod.

0ddil o vzorkovani by mél poskytovat vSechny informace nezbytné pro piipravu zkusebniho vzorku
z laboratorniho vzorku. Uvedte podrobnosti o skladovani, apravé/predupravé a likvidaci. Pokud je tato
faze obzvlaste slozita, mize byt vhodné vyhotovit samostatny dokument popisujici jednotlivé kroky.

A.13 Postup

Popiste sled jednotlivych operaci. Pokud je popisovana metoda jiz uvedena v jiné norme, pouzije se
vyraz ,,pouzijte metodu uvedenou v ISO 12345 nebo ,,pouzijte jednu z metod uvedenych v ISO 12345
s uvedenim piipadnych zmén, je-li to potieba. Zminte Cinnosti, pro které jsou nutna zvlastni
bezpecnostni opatieni. Oddil ,,Postup* obvykle obsahuje pododdily, tykajici se nasledujicich zalezitosti.

e zkuSebni podil (jeho piiprava ze zkusebniho vzorku nebo laboratorniho vzorku a pozadovana
hmotnost nebo objem);

o slepé pokusy (podminky a omezeni);

e predbézna zkouska nebo kontrolni zkouska (napi. pro ovéteni vykonnosti méticiho pfistroje);

e stanoveni nebo zkouska (zkousky). Zahrnuje uvedeni poctu meéfeni nebo zkouSek (napf.
duplikaty) a podrobny popis vSech kroku;

e kalibrace. Identifikujte kritické Casti analytického procesu. Ty se budou muset kontrolovat
peclivym provedenim a kalibraci. Odkaz na prislusné ¢asti vyse. Zaclente kalibraci zafizeni —
co je tieba kalibrovat, jak, ¢im a jak cCasto? Zvazte vhodnou metrologickou navaznost
kalibratort.

A.14 Vypocet

Popiste zptisob vypoctu vysledku (vysledkd). Uved’te informace o jednotkach, ve kterych ma byt
vysledek a dals$i veliciny vyjadieny, rovnici pouzitou pro vypocet, vyznamy algebraickych symbola
pouzitych v rovnici, pocet desetinnych mist nebo platnych ¢islic, v nichz ma byt vysledek vyjadien.
Symboly veli¢in musi byt v souladu s normou ISO 80000 [15].

A.15 Preciznost

U metod, které byly podrobeny mezilaboratornimu porovnani, se musi uvést tidaje o preciznosti (tj.
opakovatelnost a reprodukovatelnost). Udaje o preciznosti musi byt vypoéteny a pokud mozno by mély
byt také uvadény v souladu s prisluSnou c¢asti ISO 5725 [29] nebo v souladu s jinou vhodnou
mezinarodni normou (na kterou je tfeba odkazovat). Jasné¢ uvedte, zda jsou hodnoty preciznosti
vyjadieny v absolutnich nebo relativnich hodnotach, nebo jako meze preciznosti.

A.16 Zajistovani a Fizeni kvality

Jednim z vysledkd provedené validace by mél byt popis internich a externich postupid fizeni kvality
(zkousSeni zpusobilosti), které je tfeba dodrzovat. Vysvétlete, jakou formu ma fizeni kvality, jak Casto se
provadéji kontrolni zkousky béhem analyzy Sarzi, jaka jsou kritéria pro vyhovujici/nevyhovujici
vysledek a jaka opatfeni se piijimaji v ptipadé nevyhovujiciho vysledku. Ki#izovy odkaz na piislusné
¢asti vyse.

A.17  Zvlastni pripady
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Zahrte veskeré zmény postupu vyzadované v piipadé pritomnosti nebo nepiitomnosti specifickych
slozek v analyzovaném produktu. Zmény musi byt jiz zminény v oddile ,,Rozsah*. Kazdy zvlastni ptipad
musi mit odliSny nazev.

A.18 Protokol o zkouSce
Tento oddil ma specifikovat informace, které maji byt uvedeny v protokolu o zkousce. Obvykle by mély
byt zahrnuty nasledujici aspekty zkousky:

e odkaz na pouzitou metodu;

o vysledek (vysledky) a ptipadné tidaj o souvisejici kvalité (preciznost, specifikovana nejistota,
konfidenéni interval), v€etné odkazu na oddil o ,,Vypocet™;

e jakékoliv odchylky od postupu;

e jakékoli pozorované neobvyklosti;

e datum zkousky.

Akreditacni predpisy mohou obsahovat pozadavky na protokoly o zkouskéch, stejné tak jako odvétvoveé
pravni predpisy a smérnice.

A.19 Prilohy

Pro lepsi Citelnosti je vhodnéjsi neékteré informace uvadét jako ptilohu. Musi byt jasné€ uvedeno, zda je
pfiloha normativni nebo informativni. Ptiklady informaci, které lze pfilozit, jsou udaje z validace
metody, analyzy rizik a vypoctl nejistoty. U posledné jmenovanych je tfeba urcit hlavni zdroje nejistoty
vztahujici se k metod¢€ a uvést prifazené hodnoty. Je tfeba zminit i nevyznamné piispévky, které nebyly
pouzity v kone¢ném vypoctu. Kombinovana standardni nejistota a/nebo rozsifena nejistota by mély byt
uvedeny spolu s vysvétlenim, jak byly odvozeny. Podrobnéjsi pojednani mize byt k dispozici v souboru
uvedeném kfizovym odkazem.

A.20 Seznam literatury
Jsou-li informativni odkazy povazovany za nezbytné, mohou byt uvedeny v textu na misté, kde se na n¢
odkazuje, nebo pokud je jich vice, v seznamu literatury na konci dokumentu.
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Pfiloha B — Statistické zaklady pro vypoéet meze detekce’

Struény navod 3 v oddile 5.3 ukazuje, Ze lze mez detekce (LOD) vypocitat vyndsobenim vhodné
smérodatné odchylky faktorem 3. Tato ptiloha popisuje statisticky zaklad pro hodnotu tohoto faktoru.

Pti stanoveni LOD je obvykle zdmérem zjistit nejnizs$i koncentraci analytu pfitomného ve vzorku, kterou
jiz lze detekovat pomoci daného postupu méfeni a na specifikované konfiden¢ni trovni. Definovani
LOD je dvoustupiiovy proces. Nejprve se stanovi ,kritickd uroveni‘. Tato hodnota se nastavi tak, aby
pravdépodobnost, ze ziskany vysledek méteni piekroci kritickou Uroven, nebyla vétsi nez a, jestlize
vzorek skute¢né neobsahuje Zddny analyt. Kriticka Groven predstavuje kritérium pro prohlaseni vzorku
za ,pozitivni‘. Pravdépodobnost falesné pozitivniho zévéru obvykle pouziva o = 0,05; coz vede ke
kritické hodnotg ptiblizné 1,65s (kde s je smérodatna odchylka velkého poctu vysledkt pro slepy vzorek
nebo vzorek obsahujici nizkou koncentraci analytu a 1,65 je jednostranna Studentova t-hodnota pro
nekoneény pocet stupiii volnosti na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05). Kritickd uroveii se nejvhodnéji
vyjadfuje jako koncentrace, i kdyZ v zasadé to muze byt jakékoli pozorovani, jako je plocha piku.
Jakykoli vysledek ptrekracujici kritickou tirovent ma byt prohlasen za pozitivni.

Pokud by vSak prava hodnota koncentrace ve vzorku byla pfesné rovna kritické tirovni (vyjadiené
koncentraci), dalo by se u pfiblizn€ poloviny vysledki méteni ocekavat, ze budou pod kritickou trovni,
coz by vedlo k 50 % fale$n¢ negativnich vysledkd. Mira falesn¢ negativnich vysledkt ve vysi 50 % je
zjevne prili§ vysokd, aby byla prakticky pouzitelna; metoda neposkytuje spolehlivé vysledky nad
kritickou uroven, pokud je koncentrace rovna kritické urovni. LOD ma ptedstavovat pravou koncentraci,
pro kterou je mira faleSn¢€ negativnich vysledk pti dané kritické hodnot¢ piijatelna. Fale$né negativni
chyba f se obvykle nastavuje jako rovna hodnoté falesné pozitivni chyby, coz je predevsim
z historickych ditvodit (IUPAC doporucuje vychozi hodnoty o = = 0,05 [56]). Pii pouziti a = = 0,05
musi byt LOD 1,65s nad hodnotou urcenou pro kritickou uroven. Faktor pro vypocet LOD pii o =f =
0,05 je tedy 1,65 + 1,65 = 3,30. Toto ¢islo se obvykle zaokrouhluje, aby se ziskal vysledek ‘3s’ uvedeny
v Struéném névodu 3. Tento pfistup je zaloZen na nékolika aproximacich, které jsou popsany v literatute
[56].

Nasobitel 3, vypocteny v pfedchozim odstavci, vychazi z hodnoty jednostranného Studentova ¢- pro
nekone¢ny pocet stupiiti volnosti, zaokrouhleno dolli na jedno platné Cislo. Pro statisticky rigor6zni
odhad LOD by mél pouzity multiplikacni faktor zohlednit pocet stupiili volnosti spojenych s odhadem
s. Pokud je naptiklad s ziskana z 10 opakovanych méfeni, hodnota Studentova ¢ pti o = 0,05 je 1,83 (9
stupiti volnosti). To vede k vypocitanému LOD jako 3,7s.

" Text vychézi z pfiru¢ky Eurachem Guide on Terminology in Analytical Measurement [8].
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Priloha C — Analyza rozptylu (ANOVA)

Hlavni myS$lenkou ,analyzy rozptylu‘ (ANOVA) je, ze tam, kde je mozné né¢jakym zpisobem seskupit
data z opakovani, napt. podle analytika, pfistroje, dne, laboratofe, metody atd., tam lze celkovou
variabilitu v celé sad& dat vyjadiit jako kombinaci rozptyld (s?) mezi skupinami a uvnité skupin.
ANOVA mtize byt pouzita k vyhodnoceni vysledkl z typu experimentélni studie zobrazené na obrazku
Cl. V tomto ,hierarchickém néavrhu‘ se opakovand méfeni (obvykle ziskana za podminek
opakovatelnosti) opakuji v riznych méficich cyklech, aby poskytly p skupin dat. Pro odhad mezilehlé
preciznosti z takové studie maji byt rozdily v podminkéch mezi jednotlivymi cykly (rtizné dny, analytici
atd.) maximalni.

Skupina 1 Skupina 2 Skupinap

Obrazek C 1 — Priklad ,hierarchického navrhu‘ experimentu, ze
kterého 1ze pomoci ANOVA vyhodnetit riizné miry preciznosti

Obecnou formu tabulky pro jednofaktorovou ANOVU, pro celkovy pocet N vysledkd, v p skupinach
o n pozorovanich a v stupnich volnosti, znazoriuje obrazek C2. Kazdy fadek tabulky se vztahuje
k jinému zdroji rozptylu. Prvnifadek se tyka variability mezi priméry skupin, druhy popisuje variabilitu
v ramci skupin a tfeti popisuje variabilitu datového souboru jako celku. Tabulkové procesory
a statisticky software také poskytuji kritické hodnoty F'a F a odpovidajici hodnotu P (pravdépodobnost).

Zdroj variability Soucet ¢tverci (SS) v Sti‘edni ¢tverec F P | Fuit
(MS)

Mezi skupinami SSb p-1 | MS, = SS/(p-1) MSy/MSyw

Uvnitt skupiny SSw N-p | MSw = SSw/(N-p)

(rezidualni)

Celkovy SSiot = SSH+SSw N-1

Obrazek C2 — Struktura tabulky pro jednofaktorovou ANOVA

Hodnoty souvisejici s variabilitou mezi skupinami se témét vzdy oznacuji terminy ,mezi skupinové’
nebo jsou identifikovany podle jednotlivych faktord seskupeni (napf. analytik, den nebo laboratof).
V softwarech, ucebnicich atd. se pro popis variability uvnitt skupiny pouziva n€kolik riznych termini

v

— nejéastéjsi jsou ,ve skupinach‘, ,rezidualni‘, ,chyba‘ nebo ,méfeni‘.

Za predpokladu, Ze hierarchicky navrh zobrazeny na obrazku C1 provadi jedna laboratof, ze opakovana
méteni v ramcei kazdé skupiny byla ziskana za podminek opakovatelnosti a Ze se analytické podminky
mezi skupinami liSily, 1ze opakovatelnost a mezilehlou preciznost vypocitat nasledujicim zptsobem.

1. Smérodatna odchylka opakovatelnosti s, se ziska jako druha odmocnina primérného souctu
¢tverct uvnitf skupiny, ktery predstavuje variabilitu uvnitt skupiny:
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s, =+ MS (Rov. C1)

2. Prispévek k celkové variabilité od faktoru seskupeni (Ssemeen) ziskdme také z tabulky ANOVA:

Shetween = " MSb ;MSW (ROV. Cz)

3. Mezilehlou preciznost s; 1ze nyni vypocitat kombinaci vySe uvedenych slozek variability uvniti
skupiny a mezi skupinami:

s, = ,/sf +s§etween (Rov. C3)

Experiment zminiovany v oddile 5.7.5 lze ilustrovat nasledovné. V ramci provadeéni validace metody
v jedné laboratofi byla v pribéhu kazdého z osmi dnil provedena duplikatni méfeni (tabulka C1). Méfeni
v jednotlivych dnech byla provadéna za podminek opakovatelnosti, avSak s riznymi analytiky, na
rizném vybaveni atd. v riznych dnech, aby se napodobily podminky, za kterych bude metoda rutinné
pouzivana.

Tabulka C1 - Priklad experimentilniho uspoiadani, které umoziiuje vyhodnotit opakovatelnost
a mezilehlou pomoci jednofaktorové ANOVA s prijatelnym poctem stupiiti volnosti

Den: 1 2 3 4 5 6 7 8
Vysledek: | xi1 | x12 | X210 | X22 | X3,1 | X32 | Xa1 | X42 | X510 | X52 | Xe1 | Xe2 | X701 | X72 | X8,1 | Xs2

Jednofaktorovdi ANOVA mize byt pouzita k oddé€leni variability vlastni metodé (opakovatelnost)
a variability zplsobené rozdily v podminkach méfeni, tj. riznymi analytiky, zatizenim, prodlouzenym
¢asovym rozsahem (mezilehla preciznost). Pfipominame, Ze pii tomto pfistupu neni mozné vyvodit
zavery o tom, ktery z parametrti — analytik, zafizeni, ¢as — nejvice prispiva k mezilehlé preciznosti, ale
to ve fazi validace obvykle neni zapotiebi. Pokud jsou tyto informace potfebné, je nutné pouzit
hierarchické uspotadani s vicefaktorovou ANOVA (multi-factor hierarchical nested design), aby bylo
mozné odhadnout variabilitu zptsobenou jednotlivymi faktory, jako je zafizeni, analytik a Ccas,
samostatné a soucasné.

Pouziti jednofaktorové ANOVA na vysledky v tabulce C1 poskytne tabulku vysledkd podobnou tém
uvedenym na obrazku C2. Hodnoty F, kritické F' a P hodnoty umoziuji vyvodit jasné zavéry o tom,
zda je variabilita mezi vysledky ziskanymi v riznych dnech vyrazné€ vétsi nez variabilita ve vysledcich
ziskanych ve stejny den. Hodnoty dvou mér preciznosti (s, a s;) se pak snadno vypoctou z rovnic C1 —
a C3 vyse. Prifazeny pocet stupiii volnosti (v) bude N-p = 16-8 = 8 pro s.. Hodnota v pro mezilehlou
preciznost je komplexnéjsi, ale nebude mensi nez p-1, tj. 7 v tomto ptikladu (viz obrazek C2).
Vysledkem je rozumny kompromis mezi pracovnim usilim a nejistotou odhadt preciznosti.
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Priloha D — Jak vybrat a zajistit platnost zkuSebni soupravy

Tato ptiloha je ur€ena k pomoci pii volbé spravné zkusebni soupravy (test kit) tém, ktefi ji pouzivaji pro
provedeni zkuSebni metody nebo jako soucast zkusebni metody. Uzivatel by mél zhodnotit vSechny
otazky a porovnat specifikace a pozadavky dané zkusebni soupravy, aby mohl posoudit jeji vhodnost.
V casti ,,Navrhy pro uzivatele* byste meli najit pomoc pro toto hodnoceni.

Nazev zkuSebni soupravy:

Cislo Sarze:

Datum hodnoceni zkuSebni
soupravy:

Nézev vyrobce:

Datum vyroby zku$ebni soupravy:

(velicinami)?

LS G Pozadavek Vhodhost
Polozky Kritérium zkuSebni > pro dany Névrhy uzivateli
uzivatele ucel?
soupravy
1. Jaky Je?rozsah zkusebni | / ] g Co je Porovnejte identitu navrhované
soupravy: merenou méfené veli¢iny s cilovou veli¢inou.
velicinou

Zkontrolujte podobnost chemické
struktury, polaritu a kmen pro
mikrobiologické metody, napiiklad
kmen DNA v soupravach PCR,
sekvence aminokyselin pii testovani
alergenti atd.

1.2. Jaka je
matrice?

Vyhodnot'te podobnost kategorii,
typt v ramci kategorii a odvétvi.
Zkontrolujte porovnatelnost
chemického slozeni matrice pro
chemickou analyzu, mikrobiologické
zatéze v piipadé mikrobiologickych
analyz a pfisad v pfipadé¢ analyzy
DNA.

1.3. Jaky je
pracovni rozsah?

Zkontrolujte, zda je uroven nebo
pracovni rozsah zku$ebni soupravy v
mezich cilové Grovné/pracovniho
rozsahu.

2. Je zkuSebni souprava
validovana?

2.1.

O4anNo Je-li odpovéd’ ANO, zhodnotit

CONE polozky 2.2.,2.3.,2.4.a2.5.
Pokud je odpoveéd’ NE, proved'te
uplnou validaci pouziti zkusebni
soupravy, viz bod 2.5., nebo
vyhledejte alternativni zkuSebni
soupravu.

2.2. Kterd Zkontrolujte, zda validace byla

organizace provedena vyrobcem nebo

provedla nezavislou organizaci, a popiste

validaci? pfipadné jejich prislusné osvédceni

treti stranou (napft. akreditace
zkuSebni laboratoie podle ISO/IEC
17025 nebo certifikace podle ISO
9001, schvaleni SVP).
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Polozky

Kritérium

Specifikace
zkuSebni
soupravy

Pozadavek
uzivatele

Vhodnost
pro dany
ucel?

Navrhy uzivateli

2.3. Ktery
navod/protokol
byl pouzit pro
validaci zkusebni
soupravy?

Nize jsou uvedeny ptiklady
ptijatelnych navoda/protokolt;

IUPAC, Harmonized
guidelines for single-
laboratory validation of
methods of analysis
(Technicka zprava
IUPAC) [12]

Pokyn Eurachem: The
Fitness for Purpose of
Analytical Methods — A
Laboratory Guide to
Method Validation and
Related Topics, (3 ed.
2025).

ICH, Validation of
analytical procedures: Text
and methodology Q2
(R2), Adopted November
1%, 2023 [13]

ISO 16140, Microbiology
of the food chain-Method
validation [102]

AOAC
INTERNATIONAL
Methods Committee
Guidelines for Validation
of Microbiological
Methods for Food and
Environmental Surfaces
[103]

NordVal International
Protocol for Validation of
Microbiological alternative
(proprietary) methods
against a reference
method-Protocol No.1
[104]

Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)
standards [105]

2. Je zkuSebni souprava
validovana?

2.4. Které
vwkonnostni
charakteristiky
byly hodnoceny?

Priklady vykonnostnich
charakteristik, které by mohly byt
relevantni, jsou:

Kvantitativni analyza;

o  Selektivita

e  Mez detekce (LOD)

e Mez stanovitelnosti
(LOQ)

e  Pracovni rozsah

e  Analyticka citlivost

e  Pravdivost

e  Preciznost

e  Robustnost

Kvalitativni analyza;

e  Stanoveni mezni
koncentrace

e  Diagnosticka citlivost

e  Diagnosticka specifita

Zkontrolujte, zda jsou pozadované
charakteristiky vykonnosti zahrnuty
ve validaci.
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Polozky

Kritérium

Specifikace
zkuSebni
soupravy

Pozadavek
uzivatele

Vhodnost
pro dany
ucel?

Navrhy uzivateli

Jako minimum je tfeba prokazat
hodnoceni nasledujicich
charakteristik vykonnosti

Analytické kvantitativni metody;

e  Pfesnost (pravdivost a

preciznost)

e  Pracovni rozsah
Mikrobiologické kvantitativni
metody

e  Piesnost (relativni

pravdivost a preciznost)

e  Selektivita

(inkluzivita/exkluzivita)
Kvalitativni metody
e  Diagnosticka citlivost
e  Diagnosticka specifita

2. Je zkusebni souprava
validovana?

2.5. Existuje
validacni
zprava?

Zkontrolujte, zda valida¢ni zprava
potvrzuje prohlaseni dodavatele o
validaci zkuSebni soupravy.

Pokud existuje ptijatelna validacni
zprava o zkuSebni souprave, ovérte,
zda Ize dosahnout hodnot vlastnosti
pro vybrané charakteristiky
vykonnosti a zda je to
zdokumentovano ve zprave.

Pokud zkuSebni souprava neni
validovana, musi byt validace
provedena jako pro interni metodu
podle nasledujicich dokumentt:

e [UPAC, Harmonized
guidelines for single-
laboratory validation of
methods of analysis
(Technicka zprava
TUPAC) [12]

e  Pokyn Eurachem: The
Fitness for Purpose of
Analytical Methods — A
Laboratory Guide to
Method Validation and
Related Topics, (3 ed.
2025).

e ICH, Validation of
analytical procedures: Text
and methodology Q2
(R2), Adopted November
1%, 2023 [13]

e SO 16140, Microbiology
of the food chain-Method
validation [102]

e AOAC
INTERNATIONAL
Methods Committee
Guidelines for Validation
of Microbiological
Methods for Food and
Environmental Surfaces
[103]

e NordVal International
Protocol for Validation of
Microbiological alternative
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Specifikace Posadavek Vhodnost
Polozky Kritérium zkuSebni wivatele prlfl’ég;“y Navrhy uZivateli
soupravy
(proprietary) methods
against a reference
method-Protocol No.1
[104]
e  Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)
standards [105]
Nebo muze byt validace provedena
nezévislou autorizovanou organizaci,
jako je napiiklad
e AOAC
INTERNATIONAL
e AFNOR
e NMKL-NordVal
International
e SKUP

3. Stanovil vyrobce néjaka
omezeni pro pouZzivani
zkuSebni soupravy?

4. Jsou znamy né&jaké
interference, které by
mohly omezit pouziti
zku$ebni soupravy?

5. Dodava vyrobce kromé
zkuSebni soupravy také
kalibratory, pufrovaci
roztoky, vzorky pro fizeni
kvality, CRM atd.?

Kromé provedeni verifikacni nebo
valida¢ni studie je tieba provadét
interni fizeni kvality, aby se
sledovala kvalita vysledkti méfeni
ziskanych pii bézném pouzivani
zku$ebni soupravy.

6. Jsou-li  kalibratory
dodavany, jsou k dispozici
informace o mnavaznosti
jejich hodnot?

Vyberte zkusebni soupravu, kterd
poskytuje vysledky s navaznosti na
ptislusnou referencni hodnotu.

7. Jsou znamy né&jaké
problémy s komutabilitou?

8. Jak dlouho trva
dokonceni jednoho
méieni?

9. Jaké konkrétni

dovednosti se od obsluhy
vyzaduji?

10. Kolik stoji pouziti
zku$ebni soupravy k
provedeni jednoho
meéfeni?

11. Je potfeba néjaké
specialni vybaveni?

12. Jaka je doba
pouzitelnosti?

13. Jaké jsou podminky
skladovani?
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Polozky Kritérium zkuSebni wivatele prlfl’ée;“y Navrhy uZivateli
soupravy
14. Koneéné posouzeni: Je zkusebni souprava ANoOd
vhodna?
Ne O
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Predmluva

Poznatek, ze proces méteni zacind, kdyz je odebran primarni vzorek z materidlu, ktery mé vzorek
predstavovat (tj. vzorkovaného objektu), vyzaduje, aby i proces validace zacal v tomto bod¢. Tradi¢né
byly primarni vzorkovani a chemicka (nebo fyzikalni) analyza povazovany za dvé samostatné ¢innosti,
Casto provadeéné riznymi organizacemi s pracovniky, ktefi z velké ¢asti neveédéli o Cinnostech druhého,
a s riznymi piistupy k zajisténi kvality dat. Validace analytickych metod nebo analytickych postupt,
pokud se uvazuje izolované, je dobfe zavedena [1]. Nové zhodnoceni integrované povahy celkového
procesu méteni vSak dava prilezitost spojit tyto dveé Cinnosti — odbér vzorktl a analyzu do jednotného
pfistupu k validaci. Mnohé z vykonnostnich charakteristik pouzivanych pfi validaci analytické metody,
napi. pracovni rozsah, analyticka citlivost, selektivita, nejsou obecné pouzitelné pro postupy odbéru
vzorki, ale nejistota spojena s vyslednou naméfenou hodnotou, ackoli v soucasné dobé neni uznana

vvvvvv

ucel, a tedy platnosti celkového postupu méteni.

Tento novy pokyn popisuje rozsifeni zavedenych validacnich metodik s cilem poskytnout integrovany
pristup pro celkovy proces méfeni, a proto Validace postupii méreni, které zahrnuji odbér vzorkii
ktera vyplyva ze vzorkovani [3], a pouziva ji jako kli¢ové méfitko pro posouzeni vhodnosti pro ucel
postupu méteni, a tedy vyslednych hodnot métreni. Tento pfistup je stejné pouzitelny pro méfeni
provedena in situ (tj. bez odebrani vzorku) a pro méteni provedend ex situ (tj.ve zkuSebni laboratofi po
dodani dfive odebraného vzorku). K vysvétleni, jak 1ze tento pfistup pouzit pro postupy meteni in situ
a ex situ, slouzi dva teSené ptiklady.

Vypracovani tohoto pokynu proto vyzadovalo spolupraci mezi odborniky v obou oblastech validace
analytické metody a nejistoty méfeni, zejména slozky nejistoty meteni vyplyvajici ze vzorkovani (tj.
nejistoty vzorkovani). T¢zi také z komunikace se zaméstnanci pracujicimi pro organizace, které
provadéji odbér vzorkll a/nebo analyzu, napiiklad prostiednictvim online diskusniho fora
(organizovaného spolecnosti EUROLAB).
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Souhrn

Tento pokyn si klade za cil vysvétlit, jak validovat cely postup méteni od okamziku, kdy je primérni
vzorek vybran (a obvykle odebran) z konkrétniho vzorkovaného objektu, az do uvedeni vysledku
méfeni. Spolehliva interpretace vysledku méfeni, naptiklad pro posouzeni shody s mezemi [2],
vyzaduje nejen naméfenou hodnotu, ale také realisticky odhad nejistoty méfeni s ni spojené. Je to
nakonec nejistota méteni, kterd shrnuje kvalitu naméfené hodnoty a sdruzuje ptispévky ze vsech slozek
postupu méfeni (odbér vzorkll a analyza). Nejistotu méfeni lze proto pouzit k ovéteni celého postupu
méteni posouzenim, zda je vhodny pro konkrétni zamysleny ucel (oddil 1), za predpokladu, Ze i vSechny
ostatni vykonnostni charakteristiky analytické casti postupu méteni byly prokazany jako vhodné pro
tento ucel.

K validaci se pfistupuje integrovanym pfistupem, ve kterém jsou vzorkovani, priprava vzorku
a analytické kroky povazovany za soucasti celého procesu méfeni. Pokud je pro konkrétni kombinaci
analytického a vzorkovaného objektu jiz specifikovana cilova nejistota méteni, 1ze skute¢nou celkovou
nejistotu méteni a jeji hlavni slozky odhadnout pomoci pfistupd, jako je duplikatni metoda spolu
s odhadem analytického vychyleni (bias) pomoci certifikovanych referen¢nich materiald (CRM) [3].
Celkova nejistota méfeni pak mlize byt porovnana s cilovou nejistotou pro posouzeni vhodnosti pro
ucel celého postupu méfeni. Jsou popsany moznosti nastaveni cilové nejistoty pro konkrétni situaci.
Pokud je skute¢na nejistota mefeni nepiijatelné nad (nebo pod) cilovou nejistotou, mohou byt slozky
nejistoty méteni (napt. vzorkovani, pfiprava a analyza vzorkll) prezkoumany (stejné jako jejich relativni
naklady), aby se zjistilo, které slozky mohou byt nejlépe upraveny tak, aby dosahly cilové nejistoty,
a tim dosahly vhodnosti pro dany ucel (oddil 2).

Pro vysvétleni, jak Ize tento pfistup k VaMPIS aplikovat, jsou uvedeny dva fesené piiklady. V prvnim
z téchto prikladi (méfeni koncentrace dusicnant v salatu) je aplikovan sekvencni ptistup. Driive
validovany ex situ analyticky postup (tj. analyticka metoda) se pouziva k posouzeni vhodnosti pro ucel
celého postupu méfeni, ktery zahrnuje vzorkovani v terénu (podle postupu doporuc¢eného Evropskou
unii), tedy ,,integraci® postupu odbéru vzorkii do stavajiciho (v soucasné¢ dobé pouze analytického)
postupu méieni. Cilova nejistota pro tuto situaci neni externé specifikovana, proto je vypoctena
metodou optimalizované nejistoty” . Ukazalo se, ze stavajici postup métfeni neni vhodny pro dany ucel,
zejména kvili sloZce nejistoty méteni ze vzorkovani. Naptiklad zvySeni poctu hlavek salatu pouzitych
ve smésném vzorku z 10 na 40 poloZek, mize snizit nejistotu méfeni na hodnotu, kterd je mnohem
blize k cilové hodnoté. Dalsi snizeni analytické slozky nejistoty méfeni pod uroven povazovanou za
vhodnou pro dany ucel, pokud ji hodnotime samostatn¢, mtize také dale pomoci dosahnout vhodnosti
pro ucely celého postupu méfeni.

Druhy ptiklad pouziva ptistup simultanni (integrovany) k validaci celého postupu méfeni in situ (.
vzorkovani a analyza) pro olovo v pidé pomoci pienosného zafizeni rentgenové fluorescencni
spektrometrie (pXRF). Nahodna slozka nejistoty méfeni se odhaduje pomoci duplikatni metody
a systematicka slozka kromé analyz vhodného CRM téz porovnanim hodnot métent in situ a ex situ na
stejnych vzorkovanych objektech. Porovnavaji se dva rizné piistupy k nastaveni kritérii vhodnosti pro
ucel pro dva rtizné zamyslené ucely. Postup méfeni in situ je shledan vhodnym pro ucely
geochemického mapovani, ale ne pro posouzeni shody s regula¢ni prahovou hodnotou na tomto mistg.

Je diskutovana potieba pribézného Fizeni kvality (QC, interni a externi) rutinni aplikace validovanych
postupli méfeni (oddil 3). Rizeni celkového postupu méfeni je nezbytné, aby bylo mozné G&inné
aplikovat VaMPIS. Tradi¢né nékteré organizace, které provadéji primarni odbér vzorki, pracovaly
s malou mirou komunikaci s analytickymi laboratofemi, které provadéji analyticky postup a uvadéji
vysledky méteni. Aby bylo mozné validovat cely postup méfeni a provadét pribéznou QC, musi byt

2 Optimalizovana nejistota je hodnota nejistoty méveni, ktera minimalizuje celkové naklady na provedeni méreni
(véetné odbéru vzorkit) a dusledky, které vyplyvaji z ucinkii této nejistoty na rozhodnuti o shode.
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zvysena uroven komunikace a efektivni spoluprace mezi vSemi organizacemi odpovédnymi za tyto
¢innosti (oddil 4).
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BCR Community Bureau of Reference

CRM certifikovany referenc¢ni material

CTS mezilaboratorni porovnani odbérii

Df stupn€ volnosti

EoL ocekavani ztraty

FPAM Vhodnost analytickych metod pro dany ucel (pokyn Eurachem)
GPS "Global Positioning System" (globalni systém urcovani polohy).
GUM Pokyn pro vyjadfovani nejistoty méteni

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

ICP-AES atomova emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem
MQC integrované fizeni kvality méteni

IMQCP plan integrovaného fizeni kvality méfeni

ISO Mezinarodni organizace pro normalizaci

LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MPT zkousSeni zpUsobilosti méfeni

NBS National Bureau of Standards

NIST Narodni ufad pro normalizaci a technologie

pXRF prenosna rentgenova fluorescence (spektrometr)

PT zkouseni zpUsobilosti

QA zajistovani (prokazovani) kvality

QC fizeni kvality

QUAM Stanoveni nejistoty analytického méteni (pokyn Eurachem)
RANOVA robustni analyza rozptylu

RM referenc¢ni material

RST referencni vzorkovany objekt

SPT zkouseni zpUsobilosti pro odbér vzorkt

SS soucet ctvercl

VaMPIS Validace postupti méfeni, které zahrnuji odbér vzorkt

94




Uvod

1 Uvod

1.1 Duvod vzniku pokynu

Validace postupu méfeni se tradicné zamétuje na analytickou slozku tohoto procesu, ktera se obvykle
provadi v laboratofi (tj. ex sifu). Nicméné dochazi k rostoucimu uvédomeéni si, zZe proces metfeni
skutecné zacina v dobé, kdy je primarni vzorek vybran ze vzorkovaného objektu [3]. Tato koncepce se
stava jeste jasngjsi, kdyz je k méfeni na vzorkovaném objektu pouZito zafizeni in situ, kdyz se dfive
zjevne oddélené kroky vzorkovani a analyzy spoji do jednoho postupu méteni. Disledky této koncepce
pro proces validace spocivaji v tom, Ze musi byt pfepracovéana tak, aby zahrnovala vSechny kroky
postupu meéfeni, véetné vzorkovani a jakékoli fyzické piipravy nebo konzervace aplikované na tento
primdrni vzorek. SpiSe nez se snazit jednoduse ptidat vzorkovani k tradi¢nimu ptistupu pro analytickou
validaci, je efektivnéj$i pouzit novy integrovany pristup k validaci celého postupu méfeni. Tento
integrovany piistup pouziva nejistotu hodnoty meéfeni jako klicové meétitko, které sjednocuje
a kvantifikuje G¢inky vsech krokli v postupu méteni (vzorkovani a analyza).

1.2 Cil pokynu a komu je urcen

Hlavnim cilem tohoto pokynu je vysvétlit ptistupy, které lze pouzit k validaci postupu méfeni, ktery
zahrnuje primarni odbér vzorkl celkove, a také zduraznit vyznam probihajiciho fizeni kvality a otazek
managementu. Pokyn je urcen tém, kdo navrhuji a validuji postupy méteni jako cely proces (in situ nebo
ex situ), a zejména pro ty, ktefi navrhuji postupy odbéru vzorkt. Bude také uzitecnou pomickou pro ty,
kdo rutinné provadéji postupy metfeni a monitoruji prubézné prokazovani kvality analytickych méfeni,
vcetn¢ odbéru vzorki a analytickych slozek.

1.3 Kontext pokynu
1.3.1 Obecny kontext

Primarni odbér vzorkl a analyza (zkouSeni) jsou Casto provadény riiznymi organizacemi. Historické
oddé¢leni lidi a organizaci zapojenych do téchto dvou slozek celého procesu méreni prinasi nékolik
problému, které jsou popsany nize.

1.3.2 Pro validaci

Koncept a praxe validace je nyni dobfe zavedena ve zkuSebnich (napf. analytickych) laboratofich, ale
diive byla zfidka formalné aplikovana tak, aby zahrnovala postup odbéru vzorkli. Validace postupu
odbéru vzorku izolovang, bez integrace s naslednym procesem analytického méfeni nebo zkouseni, je
potencialné zajimava pro organizace zapojené pouze do odbéru vzorkl a byla akreditovana nékterymi
akreditacnimi organy. Dlkazy o vhodnosti pro dany ucel vSak nemohou byt bez namétenych hodnot
kvantitativni ani objektivni, jak to pozaduje norma ISO/IEC 17025 [4] a nékteré akreditacni organy.
Pokud jedna organizace provadi cely proces méteni (tj. odbér vzorkli a méteni, at’ uz kvantitativni nebo
kvalitativni [5]), pak je relativné snadné validovat cely proces. Pokud jsou vSak zapojeny dvé (nebo
vice) organizaci, musi mezi nimi probihat pribézna komunikace a spoluprace, aby bylo mozné validaci
provadét efektivné.

1.3.3 Pro regulacni organy

Pro regulacni orgény musi existovat povédomi o tom, Ze spolehlivd rozhodnuti o shodé¢ musi byt
zalozena na vysledcich meéfeni z validovanych postupli meéfeni (véetné odbéru vzorkl
a analyzy/zkouSeni). Tradi¢ni pfedpoklad, ze vzorek lze povazovat za pln¢ ,,reprezentativni pro dany
vzorkovany objekt™ (tedy za pfedpokladu zanedbatelné slozky nejistoty odbéru vzorkt celkové nejistoty
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meéfeni), pokud je odebran ,spravné” a ,spravaym postupem odbéru vzorkli, musi byt kriticky
zhodnocen.
1.3.4 Pro akreditacni organy

U akredita¢nich organti musi byt definice postupu méteni rozsifena tak, aby zahrnovala primarni odbér
vzorkd a vSechny kroky, které mohou nastat mimo zkusebni laboratotf (napf. konzervace vzorkd,
ptreprava vzorku a jejich fyzikalni ptiprava), jak vyzaduje kapitola 7.4.1 normy ISO/IEC 17025 [4]. Je
tteba hledat kvantitativni dikazy k prokazani platnosti celého postupu méfeni, tedy vcetné odbéru
vzorkd a analyzy.

1.4 Pokyn Eurachem FPAM: Vhodnost analytickych metod pro dany ucel —
Pokyn pro laboratore k validaci metod

Pokyn Eurachem FPAM [1] je dobfe zavedenym dokumentem, ktery popisuje kroky potfebné k validaci
analytické metody (nebo presnéji postupu méieni [6]), které musi byt validovany posouzenim vhodnosti
pro el vysledki méfeni. Pouziva odhady pro osm vykonnostnich charakteristik® analytickych postupi,
které se vyskytuji po dodéni ,laboratorniho vzorku* do zkusebni laboratofe (obrazek 1, posledni 3-4
kroky stinované svétle edé nebo nestinované). Ctvrty krok fyzikalni piipravy laboratorniho vzorku
obvykle probiha v laboratofi, ale neni vzdy zahrnut do procesu analytické validace.

1.5 Pokyn Eurachem: Nejistota méreni vyplyvajici z odbéru vzorki

Pokyn Eurachem o nejistoté vzorkovani [3] se primarné zabyva odhadem ptispévku nejistoty méfeni
v disledku procesu vzorkovani (nejistota vzorkovani) v kontextu celého procesu méfeni (obrazek 1,
prvni 3-4 kroky, stinované tmavsi Sedou). Proces méteni se povazuje za zahdjeny, kdyz je primarni
vzorek odebran z vzorkovaného objektu (napft. Sarze, sada nebo objem materialu), a za ukonceny, kdyz
je uveden vysledek analytického méteni. Pro validaci celého procesu méfeni je celkova nejistota méfent,
ktera vyplyva z obou slozek, vzorkovani a zkouSeni (napt. chemicka analyza), identifikovana jako
klicovy sjednocujici parametr, ktery miize byt pouzit k rozhodnuti vhodnosti pro ucel vyslednych
naméfenych hodnot, a tedy k dosazeni kvantitativni a transparentni validace.

1.6 Ucel zahajeni procesu méreni

Ucelem procesu méfeni (véetnd odbéru vzorkil a zkouseni, jako je chemicka analyza) je umoznit
uzivateli vysledkti méfeni piijimat spolehliva rozhodnuti. Vysledek méfeni mize byt naptiklad pouzit
pii posuzovani shody®, aby se rozhodlo, zda je koncentrace analytu ve vzorkovaném objektu pod (nebo
nad) danou regulac¢ni mezi. Kazdy vysledek méteni se obvykle sklada ze dvou hodnot, odhadované
hodnoty koncentrace a pridruzené nejistoty. Nejistota méfeni musi byt spolehlivé odhadnuta a musi byt
dostatecné mala, aby bylo mozné ucinit spolehlivé rozhodnuti, ale ne tak mala, aby byl postup méfeni
nepiimétené nakladny. Postup méfeni Ize povazovat za validovany, pokud lze prokazat, Ze je vhodny
pro dany ucel. Vhodnost pro dany ucel je ¢asto definovédna z hlediska cilové nejistoty. Obecné plati, Ze
cilova nejistota (ktera ma zahrnovat slozku nejistoty odbéru vzorkll) ma byt stanovena ve zvlastnim
pfedpisu nebo dohodnuta mezi zkuSebni laboratofi a jejim zdkaznikem. Jednou z moZnosti nastaveni
cilové nejistoty méteni, pokud je pozadovana, je pouziti optimalni nejistoty méfeni, ktera minimalizuje
naklady na méfeni i potencialni ndklady na nespravnou klasifikaci (napf. kvtli nespravnému prohlaseni
o shodg, viz piiloha A, piiklady Al, A2 a ptiloha B). Dvé hlavni slozky postupu méfeni, vzorkovani
a analyza, pfispivaji k celkové nejistot¢ méteni. Validace se musi zaméfit predevS§im na celkovou

bSelektivita, mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ), pracovni rozsah, analyticka citlivost, pravdivost
(vychyleni, vytéznost), preciznost (opakovatelnost, mezilehla preciznost a reprodukovatelnost), nejistota meétent,
robustnost.

‘Termin ,,posuzovani shody-souladu (compliance assessment)” je v tomto dokumentu obecné pouzivan, ale
uvedené techniky by byly obvykle stejné pouzitelné pro ,,posuzovani shody (conformity assessment)*.
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nejistotu méfeni, ale nasledné také na tyto dvé slozky, coZ umozni dosahnout cilové trovné nejistoty
meéfeni ndkladove nejefektivnéjsim zptisobem.

Krok procesu Forma materialu Popis kroku procesu
Odbér vzorku Vzorkovany objekt > Odbfr (,iﬂéﬂf,o '\,fzorkuvncl')o nekolika
¢asti tvoficich smésny vzorek

v

7| Primarni vzorek

Uprava anebo zpracovani (déleni)

v
v Podvzorek —»  Dalsi uprava anebo zpracovani (déleni)
Fyzikélni piiprava < |
vzorku v

Fyzikélni uprava, napf. suseni,
prosivani, mleti, déleni, homogenizace
|
v
- Vybér zkouseného podilu k chemické

Zkusebni vzorek d . . . .
upravé pied chemickou analyzou

Y

Laboratorni vzorek

L 4

Chemickd uprava vedouci
k analytickému stanoveni
Analyza |

L )

Zkougeny roztok

] Zkouseny podil T

Stanoveni koncentrace analytu

Y

Obrazek 1 - Schematicky diagram celého typického procesu méieni. Tmavé Sedé ramecky
ukazuji kroky vzorkovani, priuhledné ramecky analytické kroky a svétle Sedé ramecky krok
fyzikalni pripravy, ktery lze zahrnout do obou kategorii v zavislosti na planu pokusii pouzitém
pro validaci [3]

1.7 Co je validovany postup méreni a jak lze kvantitativné prokazat jeho vhodnost?

Postup odbéru vzorki nelze validovat izolované, ale musi byt chapan jako jedna slozka jakéhokoli
postupu mefeni. Jednim z dulezitych faktort je, Ze validace postupu méfeni poskytuje kvantitativni
dikaz, ze vysledné namérené hodnoty spliuji stanovené pozadavky postupu meteni. Napiiklad, pokud
lze prokéazat, Ze nejistota naméfenych hodnot je vhodnd pro dany ucel (napf. nejistota méfeni je
dostateéné blizko cilové nejistoty). Validace bude vyZadovat urCity stupen opakovani pro odhad
nejistoty jednotlivych naméfenych hodnot. Rutinni aplikace validovaného postupu, a to i pro testovani
shody, nemusi nutné vyzadovat opakovana meéteni.

Cilova hodnota nejistoty méfeni, jakkoli nastavena, mize byt pouzita pro kvantitativni validaci celého
nebo integrovaného postupu meéfeni, tedy vcetné postupu odbéru vzorkl. Ovéfeni postupu méfeni
celého integrovaného postupu v jednom jediném procesu se nazyva simultanni ptistup. Mlze se také
stat, Ze analyticky postup jiz byl validovan izolovanég, a to bud’ validaci v ptislu§né laboratofi, nebo
prostrednictvim mezilaboratorni studie, kdy je n€kolik laboratofi pozadéano, aby striktné¢ dodrzovaly
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stejny standardni pracovni (operacni) postup. V této situaci lze pouzit sekvencni ptistup, pii kterém je
postup odbéru vzork validovan po analytickém (tj. zkuSebnim) postupu, aby se dosdhlo validace celého
postupu méfeni. V tomto druhém piipade by vsak validace analytického postupu méla byt pfezkouména
a potencialn€ revidovana v kontextu tohoto konkrétniho celkového procesu méteni (viz oddil 2.1).

1.8 Terminologie

Pro ucely tohoto doplitkového pokynu plati obecné definice uvedené v obou pokynech Eurachem [1, 3],
v jinych ptipadech je citovan externi zdroj. Pojmy jsou v textu pfi prvnim pouZiti zobrazeny tucné.

Termin ,,postup méfeni* se pouziva jak pro postup odbéru vzorkd, tak pro analyticky postup, s obasnym
predchazejicim adjektivem ,,cely* pro zdlraznéni této situace. Analyticky postup se pouziva (spise nez
tradi¢ni ,,analytickd metoda*), aby odpovidal pojmu ,,postup méteni* pouzitému a definovanému ve
VIM [6] (definice 2.6)¢, namisto ,,metody méfeni, ktera obecné popisuje vybranou techniku [6]. Termin
»proces mefeni“ se pouziva v SirSim smyslu, coz odpovida definici VIM ,méfeni® (definice 2.1)¢,
obvykle s cilem zdtraznit proces spise nez vysledek.

Tento dokument a pokyn o nejistoté vzorkovani [3] pouzivaji ,,odhad* nejistoty méfeni na zakladeé
odhadované smérodatné odchylky. Pokyn QUAM [2] pouziva jak ,,odhad, tak termin ,,hodnoceni,
ktery se pouziva v GUM [7]. Ze statistického hlediska existuje skute¢na (dosud nezndma) hodnota
smérodatné odchylky a tim i nejistoty méfeni. Kazd4a hodnota nejistoty méfeni je tedy pouze odhad
s vlastnim konfiden¢nim intervalem [8].

Pojem ,,koncentrace®, pokud neni kvalifikovan, by mél byt chapan tak, Ze se vztahuje na jakoukoli
z riznych mér poméru nebo mnozstvi. Pokud text vyZaduje omezenou interpretaci, je ,,koncentrace*
kvalifikovana (naptiklad jako ,latkova koncentrace*) nebo nahrazena konkrétnéj$im terminem
(naptiklad ,,hmotnostni zlomek*).

dPodrobny popis méfeni podle jednoho nebo vice méficich principli a dané metody méfeni zaloZeny na modelu
meéfeni a zahrnujici jakykoliv vypocet k ziskani vysledku méfeni.
“Proces experimentalniho ziskani jedné nebo vice hodnot veliCiny, které 1ze rozumné pfiradit veli¢ine.
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2 Pristupy
2.1 Zahrnuti postupt odbéru vzorki do integrovanych postupti méreni

ISO/IEC 17025:2017 [4] stanovi jako obecny pozadavek, ze ,,metoda vzorkovani se musi
zabyvat faktory, které maji byt pod kontrolou, aby se zajistila platnost vysledkit nasledného
zkousSeni*. Jinymi slovy, postup odbéru vzorkl se musi zabyvat v§emi hlavnimi faktory, které
mohou ovlivnit kvalitu vzorku odebraného z daného vzorkovaného objektu (napt. heterogenita
analytu, vlhkost, expozice slune¢nimu zafeni, teplota, typ ptdy, mnozstvi/objem vzorku atd.),
a vSemi dalSimi faktory, které vznikaji béhem baleni a pfepravy vzorkl. Kazdy z téchto
ovliviiujicich faktort musi byt fesen a jejich mozné ti€inky na jakékoli rozhodnuti o shod€ musi
byt vyhodnoceny ve vztahu k jakymkoli kritickym akcepta¢nim mezim s pouzitim celkové
nejistoty méteni uvedené spolu s vysledkem méfeni pro kazdy primarni vzorek.

Nejistota méfeni zahrnuje nahodné i systematické slozky, pfi¢emz druhé jmenované je
(kolik dil¢ich vzorki, pokud se pouzivd smésny vzorek [3]), jakou hmotnost (nebo objem)
vzorku odebrat (na dil¢i vzorek) a kde a kdy odebrat vzorek (vzorky) z vzorkovaného objektu
(podle konkrétniho postupu odbéru vzorkl). VSechny tyto aspekty ovlivni vhodnost vzorku
a tim i cely postup méfeni a nasledné vhodnost vyslednych vzorki, které jsou bud’ predany do
laboratofe nebo méfeny in sifu prenosnym zatizenim nebo senzorem.

Validace postupil vzorkovani musi tedy poskytnout objektivni dikaz, Ze jsou splnény
pozadavky na postup vzorkovani (i kdyz jsou integrovany do celého postupu méteni, tedy
vcetné zkouSeni popsaného nize) pro dany ucel, coz vede k tomu, ze vzorky jsou vhodné pro
meéfeni/zkousenti (tj. vhodné vzorky pro tento tcel). Celkovym pozadavkem bude, aby byl odbér
vzorkd prokazan kvantitativné (tj. pomoci odhadli nejistoty meéteni), aby byl dostatecné
reprezentativni pro ptivodni vzorkovany objekt [9].

Objektivni dikaz je stanoven nastavenim kritérii pfijatelnosti pro fadu vykonnostnich
charakteristik (viz oddil 2.2) podle dané situace a prokazanim, Ze tato kritéria byla splnéna.
Reprezentativni vzorek je definovan jako ,,vzorek vyplhvajici z postupu odbéru vzorku,
u kterého se ocekava, ze odpovidajicim zpiisobem reprezentuje sledované viastnosti zakladniho
souboru* [3]. Nedostate¢na reprezentativnost je ¢asto vnimana jako prevazné vyplyvajici
z heterogenity analytu ve vzorkovaném objektu. V této souvislosti je vSak tfeba zdlraznit, Ze
muze byt také ovlivnéna technikou pouzitou konkrétnim vzorkafem a naslednymi zménami
koncentrace sledovaného analytu (analytt) mezi okamzikem odbéru primarniho odbéru
a aplikaci analytického postupu na laboratorni vzorek v disledku faktord, jako jsou nevhodné
baleni, nedostate¢na kontrola dilezitych provoznich podminek béhem piepravy nebo nespravna
manipulace operatora.

Existuji vyjimecné pripady, kdy primarni vzorek tvoii 100 % vzorkovaného objektu.
V takovém prtipadé slozka nejistoty vzorkovani nevyplyva z heterogenity analytu v ramci
objektu, ale vyplyvd z nevhodného baleni/pfepravy a zmén v procesech pfipravy, jako je
skladovani vzorku, filtrace atd. Tyto ptispévky k nejistoté 1ze nékdy kvantifikovat pomoci
terénnich slepych vzorki.

Postup odbéru vzork Ize kvantitativné validovat pouze jako soucast celého procesu méfeni,
protoze vyZaduje namétfené hodnoty. Analyticky postup (nebo ,,metodu méfeni*) 1ze posuzovat
izolovang, ale to vylucuje ucCinky vSech krokli v postupu méfeni, které se vyskytuji pred
analytickym krokem. Stupen reprezentativnosti, ktery se odrazi v nejistot¢ méfeni, lze
povaZzovat za dualezitou vykonnostni charakteristiku procesu méfeni, jakmile tento proces
zahrnuje vzorkovani. Toto je dale rozpracovano v oddile 2.2.
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Nekteré postupy odbéru vzorkli pro konkrétni aplikace jsou popsany v prislusnych
legislativnich dokumentech (napf. natfizeni Komise (ES) ¢. 152/2009, kterym se stanovi metody
odbéru vzorkd a metody analyzy pro ufedni kontrolu krmiv [10]). V soucasné regulacni praxi,
kterou se tidi generalni feditelstvi EK odpovédné za provadéni téchto politik, jsou tyto postupy
odbéru vzorkt vysledkem rozsahlych diskusi mezi odborniky (z ¢lenskych stati EU, primyslu,
akademické obce atd.) po specializovanych cyklech zkouSeni zpiisobilosti (PT),
mezilaboratornich studiich nebo jinych vyzkumnych studiich. Tyto studie jsou organizovany
tak, aby shromdzdily dostatek dikazii pro konkrétni analyticky problém, napt. prokazujici, ze
laboratote jsou schopny spolehlivé méfit na nizSich urovnich konkrétni mérenou veli¢inu, coz
ucinn€ umoziuje regulacnim organiim stanovit zdkonem dovolenou mez. V uvedeném nafizeni
se uvadi, ze ,,odbér vzorkit pro uredni kontrolu krmiv, pokud jde o stanoveni slozek,
doplnkovych latek a nezadoucich latek, se provadi v souladu s metodami stanovenymi v priloze
1*. Krom¢ toho se ,,priprava vzorkii pro analyzu a vyjadreni vysledkii se provadi v souladu
s metodami stanovenymi v priloze 11 [10].

2.2 Vykonnostni charakteristiky pro postupy méreni, které zahrnuji

vzorkovani

Je zfejmé, ze odbér vzorkdl musi byt proveden v souladu se zdokumentovanym postupem
odbéru vzork, véetné odebrani primarniho vzorku ze vzorkovaného objektu, ktery jej obsahuje
(a v ptipad¢ potieby konzervuje), prepravy do laboratoie a koneéného skladovani. Tento postup
musi byt proveden podle ISO/IEC 17025:2017 (kapitola 7.3) [4], podle planu vzorkovani, ktery
specifikuje hmotnost nebo objem primarniho vzorku, pocet dil¢ich vzorkl (v zavislosti na
ocekavané nebo znamé heterogenité vzorkovaného objektu), misto (mista) a Cas, typ a velikost
kontejneru pro ptepravu vzorkd, podminky béhem ptepravy vzorku (kromée in situ nebo méfeni
na misté) a jakykoli druh konzervace. Tyto faktory maji byt zvazeny a optimalizovany pfii
navrhovani kazdého postupu odbéru vzorkd. Navrh postupu odbéru vzorkli zavisi na
vlastnostech vzorkovaného objektu (heterogenita analytii) a ucelu odbéru vzorki, a tedy na
ucelu celkového procesu méfeni.

Rozumi se, ze ne¢které z vyse uvedenych charakteristik mohou byt identifikovany jako vysledek
odborného  Gsudku (kompetentnimi  vzorkafi/inspektory, kteti maji odpovidajici
zkuSenosti/znalosti rtiznych vzorkovanych objektil), které jsou nasledné validovany. Pii
rutinnim pouzivani mohou byt vyzadovany drobné umysiné odchylky od pisemnych postupt
odbéru vzorkd vzhledem k podminkam, za kterych jsou vzorky odebirany. V takovém piipadé
ma byt provedeno také posouzeni rizik s cilem odhadnout G¢inky téchto odchylek na kvalitu
laboratorniho vzorku a pfipadné na vysledek méteni a také na konecné rozhodnuti o shode¢.
Jakékoli odchylky maji byt jasn€ zdokumentovany.

Kromé téchto zamérnych odchylek postupu odbéru vzorkli miize mit na vhodnost vzorku
ptichazejiciho do zkuSebni laboratofe vliv i fada ovlivilujicich faktort (jak je uvedeno vyse),
a to v zavislosti na skute¢ném provedeni postupu odbéru vzork (a na vhodnosti postupu odbéru
vzorki). Pfi pohledu na cely proces méfeni (véetné vzorkovani a analyzy) musi byt pouzity
takzvané vykonnostni charakteristiky pro cely postup méfeni.

Otazkou je, zda vzorkovani jako soucast celého procesu méfeni vyzaduje zvlastni pozornost
vénovanou nekteré z téchto vykonnostnich charakteristik (konkrétné vcetné stupné
reprezentativnosti vzorku). Pozorovani jednotlivych vykonnostnich charakteristik uvedenych
dale v této Casti pro kazdou charakteristiku jsou zalozena na informovaném usudku, ale
vyzadovala by specialn¢ navrzené provadéni pokusi, aby bylo kvantitativné prokdzano.

Pokyn Eurachem FPAM [1] pfedepisuje experimenty pro poskytovani objektivnich ditkazi pro
kazdou (relevantni) vykonnostni charakteristiku postupu meéteni. Dikazy musi byt vyjadieny
pomoci specifickych pozadavki na kvalitu nebo vykonnostnich charakteristik.

Kromé pracovni charakteristiky ,,selektivita“ je dikazem poskytnutym pro analytické metody
obvykle kvantitativni mira ve formé smérodatné odchylky zaloZené na vysledcich opakovanych
meéfeni (provadénych za specifickych podminek méfeni). Pro cely postup méfeni, ktery
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zahrnuje vzorkovani, musi objektivni dikazy zahrnovat vSechny aspekty z valida¢nich postupt,
které jiz byly rozsahle a komplexné popsany pro analytické metody [1].

Zahrnuti vzorkovani do celého postupu métfeni vSak vyzaduje, aby byly zahrnuty nékteré dalsi
kroky. Ty byly popsany jinde [3]. Planovani pokust ma zahrnovat odhad nejistoty méfeni,
vcetné slozky vyplyvajici z primarniho odbéru vzorkl (tj. nejistoty vzorkovani). To bude
obvykle vyzadovat replikaci odbéru vzorkt (alesponi duplikaci) a kazdy z téchto nezavislych
vzorkd musi byt analyzovan pomoci nezavislych replik (alesponn v duplikatech), aby byla
umoznéna validace a tim zajisténo, ze budou odebrany vhodné vzorky pro naslednou analyzu.

Problém vznika, kdyz dva nezéavislé organy/organizace provadéji vzorkovani a zkouseni
oddélené. Tyto organy musi spolupracovat a umoznit provedeni vySe uvedenych plant.

Pfi pohledu na celkovy postup méfeni jsou preciznost a pravdivost (vychyleni) a nasledné
nejistota méteni spojend s vysledkem meéteni vykonnostnimi charakteristikami, u kterych lze
ocekavat, Zze budou mit nejvétsi vliv pii zahrnuti vzorkovani.

U studii preciznosti je dalezit¢é zahrnout vlivy vSech relevantnich ovliviijicich faktort
z odbé&rové Casti procesu.

Prohlaseni o validaci, které posuzuje vhodnost pro ucel (na zakladé objektivnich diikazi) celého
postupu méfeni (véetné vzorkovani), se rozhodne na zakladé predem stanovenych kritérii pro
vykonnostni charakteristiky pro ty, které jsou ovlivnény pii zahrnuti vzorkovani.

V piipadg, ze jedno nebo vice z téchto kritérii neni splnéno, je jednou z moznosti zlepsit postup
odbéru vzorkli po odlisSném usporadani vzorkovani nebo zvysenim poctu dil¢ich vzorkl ve
smésném vzorku. Pfipadné zlepSenim analytického postupu podle toho, co je praktictejsi
a nakladovée efektivné;jsi.

Nejistota méfeni jiz byla diskutovana jako kritérium pro posouzeni vhodnosti pro ucel celého
postupu méfeni. Nejistota méfeni nebyla vzdy zahrnuta jako vykonnostni charakteristika,
protoze byla povazovana za vlastnost vysledku méfeni, nikoli postupu méteni [1]. Pti pouziti
definic VIM a) postupu méteni a b) vysledku méteni [6] 1ze odhad nejistoty méfeni povazovat
za soucast postupu méfeni. Nejistotu méteni Ize tedy také povazovat za dal§i vykonnostni
charakteristiku jakéhokoli postupu méteni [11].

Nasledujici vykonnostni charakteristiky, kromé nejistoty méfeni, maji byt posuzovany
individualné ve vztahu k hodnoceni vhodnosti postupu odbéru vzorki, pokud jsou integrovany
v ramci celého postupu méteni:

e Analyticka citlivost

,Zména odezvy pristroje, kterd odpovida zméné merené veliciny (napriklad koncentrace
analytu), tj. gradientu odezvové kiiivky “ [1]. Tato dulezita vykonnostni charakteristika musi byt
zkoumdana béhem vyvoje postupu meteni jako jeden z primarnich faktor ovlivijicich jeho
analyticky prispévek k nejistoté, ne vSak ptispévek vzorkovani;

o Selektivita

,, Rozsah, v jakém miize byt metoda pouzita ke stanoveni jednotlivych analytit ve smésich nebo
matricich bez interferenci z jinych slozek podobného chovani® [1]. Tato vykonnostni
charakteristika se béZn€ posuzuje pomoci vhodného CRM (nebo vhodného RM nebo interniho
materidlu pro ftizeni kvality). Obecné lze predpokladat, ze vzorkovani neovlivni tuto
vykonnostni charakteristiku metody;

e Mez detekce, LOD / mez stanovitelnosti, LOQ

,, Nejnizsi uroven analytu, kterou lze detekovat pii stanovené konfidencni uirovni“ (LOD),
»nejnizsi uroven analytu, kterou lze kvantitativné stanovit s prijatelnou vykonnosti “ (LOQ) [1].
Vzhledem k tomu, Ze prijatelnd vykonnost nutné zahrnuje preciznost a pravdivost, tj. nejistotu
méteni, mize mit odbér vzorkt vliv na LOD/LOQ. Pokud je vzorkovani hlavni slozkou
nejistoty méteni, miize vzorkovani zvysit LOD/LOQ méficiho postupu (viz pracovni rozsah).
To mize nastat zejména v piipadé, kdyz postup odbéru vzorkli vede ke kontaminaci.
Vzorkovani mtiize LOD také snizit. Napiiklad pokud se pro stanoveni koncentrace zlata odebira
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velké mnozstvi proudového sedimentu nebo pudy (napt. 50 kg), pak lze efektivni LOD
analytického postupu snizit pouzitim terénnich pfedkoncentra¢nich technik (napft. ryZovani) ke
zvyseni poctu zrn zlata ve zpracovaném laboratornim vzorku, a tim potencialné snizit slozku
nejistoty vzorkovani k nejistoté méfent;

e Pracovni interval (formalné pracovni rozsah)

., Interval, ve kterém metoda poskytuje vysledky s prijatelnou pridruzenou nejistotou mereni
[1]. V zévislosti na heterogeniteé vzorkovaného objektu, ze kterého se odebiraji primarni vzorky,
muze byt vzorkovani hlavni slozkou celkové nejistoty meteni. V nékterych piipadech mize
vzorkovani zménit pracovni interval metody, aby se nejistota métfeni spojena s vysledkem
udrzela v urcitych pfijatych mezich (pod nebo rovna pfijaté cilové nejistoté), a proto obecné
zvySuje LOD/LOQ, a tim snizuje pracovni rozsah postupu méieni.

e Pravdivost

,, Tésnost shody mezi aritmetickym priimérem nekonecného poctu opakovanych namérenych
hodnot veliciny a referencni hodnoty veliciny [6]. Analytickou slozku pravdivosti lze
odhadnout (jako analytické vychyleni) pomoci vhodného (napt. dobie zvoleného) CRM/RM
nebo dobfe charakterizovaného vzorku fizeni kvality nebo polozky PT (se znamymi hodnotami
mnozstvi). Postup odbéru vzorkit ma byt navrzen tak, aby se minimalizovalo vychyleni
vzorkovani ([3], oddil 10.2.4). Zbytkové nebo nezjisténé vychyleni vzorkovani vSak také
ovlivni vychyleni (pravdivost) celkového vysledku méfeni. To nebude ziejmé, pokud je
pravdivost odhadnuta pomoci CRM (¢imz se ignoruje slozka vzorkovani nejistoty méteni). Pro
zahrnuti vychyleni vzorkovani do odhadu vychyleni méfeni je vyzadovdno pouziti bud’
referencniho vzorkovaného objektu (reference sampling target, RST [12]) nebo vysledkt
zkouSeni zpusobilosti pro odber vzorki (Sampling Proficiency Testing, SPT) [3] (nebo
mezilaboratorni porovnani odbeérii (Collaborative Trial in Sampling, CTS) [13]). Pfi méfeni
plynnych vyfukovych plynii se ¢asto provadi referencni méfeni kazdoro¢né€ na stejném zdroji,
aby se vychyleni ovéfilo.

e Preciznost

Vzorkovani, pokud je kvantifikovano jako slozka nejistoty méfeni, jisté¢ ovliviiuje preciznost
vysledku méteni zvysenim, obvykle vyznamné, pozorované variability, ¢imz se zvySuje jak
nepreciznost méfeni, tak nejistota méfeni spojena s jakoukoli namétenou hodnotou (viz pfiloha
A, ptiklady Ala A2);

e Robustnost

., Mira schopnosti ziistat neovlivnén malymi, ale zamérnymi zménami parametrii metody *“ [1].
Lze predpokladat, Zze tyto odchylky vétSinou souvisi s analytickou ¢asti postupu meéteni.
Vzorkovani vSak mize také vyznamné ovlivnit robustnost, pokud vzorkati nedodrzuji dobie
popsany postup vzorkovani (napf. striktné nerespektuji pocet a velikost dil¢ich vzorkil).
Vzorkafi se ¢asto mirné 1isi v tom, jak pouzivaji postupy vzorkovani (imysln¢€ nebo nevédome,
jak ukazuji videozaznamy), coz se Casto odrazi ve skore vykonnosti SPT. Postupy odbéru
vzorkd pro nekteré (zejména heterogenni) vzorkované objekty nejsou dostate¢né€ robustni, aby
snizily ucinky téchto rozdil na vysledné hodnoty méteni a jejich pridruzenou nejistotu méteni.
Stupen reprezentativnosti vzorku (a tedy méfeni) je kvantifikovan nejistotou spojenou
s hodnotami méfeni (tj. nejistotou méteni). To zahrnuje piispévky z preciznosti vzorkovani
a vychyleni vzorku (slozka pravdivosti v disledku vzorkovani). Nejistota méteni zahrnuje
ucinky jak heterogenity koncentrace analytu ve vzorkovaném objektu, tak i typickych mirnych
odchylek od postupu odbéru vzorkt, kterych se vzorkati dopoustéji. Pfidani zamérnéjsich zmén
pravdépodobné neni nutné, pokud se pti validaci pouziva CTS nebo SPT (krok 3b nize), ale
muze byt vhodné, pokud se pouziva duplikatni metoda. Posouzeni vhodnosti pro tcely celého
postupu méfeni (tedy véetné odbéru vzorkil) lze dosahnout porovnanim odhadované celkové
nejistoty méfeni s cilovou nejistotou méfeni (viz oddil 2.3 a ptiloha A, piiklady AlaA2).
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2.3 Validace postupi méieni, které zahrnuji vzorkovani (VaMPIS)
pomoci integrovaného pristupu bud’ sekvencniho nebo simultanniho

2.3.1 VSeobecny pristup

Validace postupu odbéru vzorkli v ramci postupu meéfeni musi byt kvantitativni, aby
poskytovala ,,objektivni dikazy®, jak pozaduje ISO/IEC 17025:2017 (kapitola 7.2.2.1, vCetné
poznamky 1) [4]. Toho lze dosdhnout jednim ze dvou zplsobtli; bud’ pouzitim a) sekvencniho
nebo b) simultanniho piistupu [14].

U sekvencniho pfistupu (oddil 2.3.2) jiz byl analyticky postup/metoda validovan pro
specifikovany analyt a zkuSebni material, ¢imz byly odhadnuty vykonnostni charakteristiky
postupu méteni [1] (bez ohledu na slozku vzorkovani).

U simultanniho pfistupu (oddil 2.3.3) je analyticky postup/metoda validovan/a soucasné
s postupem vzorkovani, a proto povazuje vzorkovani za soucést celého postupu méfeni. Tento
druhy pfistup je zvlaste¢ dilezity pro postupy méfeni in situ, kde jsou kroky vzorkovani
a analyzy ucinné neoddélitelné (oddily 2.3.3-6., 2.5 a ptipadova studie v ptikladu A2 ptilohy
A). Ptehled validace je uveden na obrazku 2.

2.3.2 Sekvenéni pristup k VaMPIS

Sekvencni pfistup je pouzitelny pouze v pripadé, Ze zvoleny analyticky postup (tj. analyticka
metoda) je jiz validovan pro specifikovany analyt v materidlu obsazeném ve vzorkovaném
objektu. Pokud tomu tak neni, je tieba pouzit simultanni piistup (oddil 2.3.3).

Popis 11 kroki tohoto valida¢niho postupu (obrazek 2):

Krok 1: Specifikace méiené veliciny, ktera je pfedmétem zajmu jak z hlediska analytu, tak
z hlediska vzorkovaného objektu (tj. ¢ast materidlu v uréitém Case, kterou ma (primarni) vzorek
predstavovat, napt. Sarze, sada nebo oblast). Ovéfte, zda byla cilova nejistota pro celkovy
postup méfeni externé specifikovana regulacnim organem nebo zakaznikem (pro informovani
kroku 8).

Krok 2: Identifikace podrobného postupu méieni navrzeného pro specifikovany analyt a typ
vzorkovaného objektu. To by mélo zahrnovat postup odbéru vzorkid (napf. piipadné pouziti
smésnych vzorkl ke sniZeni slozky nejistoty vzorkovani k celkové nejistot€¢ méteni), jakoukoli
fyzikalni pfipravu vzorku (napf. suSeni, prosévani, filtraci, mleti, $tépeni, homogenizaci,
prepravu) a vhodny analyticky postup, ktery byl diive validovan (obrazek 1).

Krok 3: Navrh experimenti pro validaci postupu méfeni (v€etné vzorkovani a analyzy)

Vyberte duplikdtni metodu [3], kterd ma byt pouZita jednim vzorkafem na kazdy vzorkovany
objekt, nebo pokud je to mozné a vhodnéjsi pro konkrétni organizaci (napt. zkuSebni laborator)
vice vzorkafi. Vzorkovani riznych objekti mize byt provedeno dvéma nebo vice vzorkafi
stejné vyskolenymi, za predpokladu, Ze ob¢€ poloviny kazdé dvojice vzorkd jsou odebrany
stejnym vzorkafem.

a. Duplikatni metoda vyzaduje vybér nejméné osmi riznych vzorkovanych objektt
(které jsou vybrany jako typické pro zadany typ). Kazdy vzorkovany objekt je
vzorkovan dvakrat pomoci nezavislého nebo ,,éerstvého* vykladu postupu odbéru
vzorki v uplné, nevyvazené nebo zjednodusené vyvazené strategii (obrazek 3 a,
b nebo c). Piikladem této nezavislosti je odlisnd, ale stejné pravdépodobna
interpretace strategie ,,W* v ptikladu A1 pfilohy A.

b. Mezilaboratorni porovnani odbéru (CTS) vyzaduje pouziti alespont jednoho
typického vzorkovaného objektu (ale idedlné nékolika) a aby kazdy tcastnik
ptisn¢ dodrzoval stejny postup odbéru vzorki. Takovy objekt ma byt vzorkovan
duplikatné a nezavisle vSemi rtuznymi vzorkafi pomoci specialni vyvazené
strategie (obrazek 4 [13]). Tato moznost ma tu vyhodu, ze do odhadu nejistoty
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meéfeni a do procesu validace zahrnuje vychyleni mezi vzorkafi (a potencialné,
pokud ucastnici provadéji vlastni analyzy, vychyleni mezi laboratofemi). Pokud
je heterogenita analytu v ramci vzorkovaného objektu prevazujicim zdrojem
nejistoty meéfeni, mize byt dodateCny piispévek z vychyleni mezi vzorkafi
zanedbatelny.

V ramci obou téchto plant pokust je fyzikalni ptiprava vzorku obvykle zahrnuta
pod obecnou kategorii ,,odbér vzorki“. Pokud byl dfive identifikovan jako
potencidlné podstatny zdroj nejistoty méfeni, lze jej odhadnout samostatné
pomoci rozsifeného planu zalozeného také na duplikatni metod¢ [3, obr. D.1].
Ptipadné Ize nejistotu z nékteré fyzikalni ptipravy vzorku zahrnout pod kategorii
»analyza“ provedenim analyz duplikovanych zkuSebnich vzorkl rozd€lenych ze
stejného laboratorniho vzorku spiSe nez na duplikovanych zkuSebnich podili
z jednoho zkusebniho vzorku.

Duplikatni metoda, SPT a CTS jsou priklady pfistupt ,,shora dold®, kde je
zdmérem zahrnout vSechny pfispévky k nejistoté méfeni bez pozadavku
odhadnout tyto pfispévky individualné. Otazkou pak je rozhodnout, ktery
z obecnych krokd v postupu potiebuje mit samostatny odhad svého piispévku
k nejistoté meéteni. Naptiklad duplikatni metoda automaticky zahrnuje slozku
nejistoty méfeni vyplyvajici z fyzikalni ptipravy vzorku (a vSechny kroky pied
vybérem zkusebniho podilu) pod zédhlavim ,,vzorkovani*. Slozka ptipravy vzorku
by musela byt odhadnuta samostatné pouze v piipad¢, Ze by existovalo podezieni,
ze je tak velka, ze by vyzadovala diikaz, Ze jeji nasledné snizeni by bylo potfebné
k dosazeni celkové vhodnosti pro dany ucel [15].

Existuji metody pro odhad nejistoty méfeni (vCetn€ nejistoty vzorkovani) jako
funkce koncentrace [16, 17], ale vyZzaduji mnohem vice duplikatnich vzorkd
v koncentracnim rozsahu. Pfi pouziti duplikatni metody je relativni nejistota pii
koncentracich vyrazné nad mezi detekce (tj. > x 10) pomérné konstantni. Pod touto
hladinou, na které 1ze odhadnout nejistotu méfeni, je regulaéni mez pro posuzovani
shody a valida¢ni experiment miiZze byt navrzen tak, aby tento cil fesil.
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1. Specifikace
méfené veliéiny a

Je cilova MU

vzorkovaného objektu definovina

externé?

Ne

2. Identifikace postupu
méfeni
(PM = PA + PS)

8b. Vypocet
Ano cilové MU

3. Navrh validace
pro PM ¥

9. Posouzeni
dosazeni FFP

4. Aplikace
vybraného PM

Je aktualni MU
dost blizko
cilové MU?

5. Aplikace vybraného
PA na ex situ vzorky

6. Aplikace
analytického QC

10. Uprava PM (PS
nebo PA) k dosazeni
FFP

7. Odhad MU véetné

vzorkovani pomoci
ANOVA 11. Pfezkum FFP AP —

pro sekvenéni pfistup

8. Posouzeni FFP - +*
MU = cilova MU?

Validace ukonéena

Obrazek 2 - Vyvojovy diagram pro kvantitativni a integrovany VaMPIS (sekven¢ni
nebo simultanni). Zobrazuje 11 hlavnich kroku, kterymi se posuzuje postup méreni
(PM), s jeho sloZkami postupu odbéru vzorkii (PV) a analytického postupu (PA). MU je
nejistota méreni, UfS je MU ze vzorkovani, FFP je vhodnost pro dany ucel. Pirevzato
z [14]
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Obrazek 3 - Plany pokusii pouZité pro odhad nahodné sloZky nejistoty méreni (jako
opakovatelnosti) pomoci duplikatni metody: (a) plna dvoustupiiova hierarchicka
vyvaZena, (b) nevyvaZena, (c) zjednodusena strategie [3]
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Wysledek m22

Wzorek m.2

Obrazek 4 - Plan pokust pro mezilaboratorni porovnani odbéri (SPT nebo CTS) [13]
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Krok 4: Aplikace vybraného postupu méfeni, poCinaje postupy odbéru vzorkt a fyzikalni
piipravy vzorkt pro moznost ex situ (véetn€ terénnich slepych vzorkt a pfipadné obohaceného
zkuSebniho materidlu) na vzorkovany objekt (objekty).

Krok 5: Aplikace vybraného analytického postupu na vSechny primarni vzorky odebrané
pro moznost ex situ. Proved’te analyzy duplikovanych (a nezévislych) zkusebnich podilt (nebo
zkuSebnich vzorki) z obou duplikovanych vzorkli v plné vyvazené strategii (pomoci bud’
duplikatni metody obrazek 3, nebo CTS obrazek 4).

Krok 6: Aplikace Fizeni kvality (integrované, tj. analyza a vzorkovani) na vSechna méfeni
rutinnim zpasobem, vcetné odhadu analytického vychyleni a jeho nejistoty (napi. v pfipade
potieby aplikujte korekce na analytické vychyleni, slepé vzorky reagencii a terénni slepé
vzorky).

Krok 7: Odhad celkové nejistoty méreni pouZitim ANOVA na naméiené hodnoty (kde
celkova nejistota méteni zahrnuje slozky vznikajici pfi odbéru a analyze vzorki). Zahriite
odhad analytického vychyleni a jeho nejistoty do odhadu nejistoty méteni. Pfed odhadem
prozkoumejte pravdépodobnostni rozdéleni naméfenych hodnot, abyste rozhodli
o nejvhodnéjsim typu ANOVA (klasicka nebo robustni) a zda je vyzadovana logaritmicka
transformace (nebo piipadné€ jiny typ transformace dat). Dalsi podrobnosti a zpracované
priklady jsou k dispozici v ptiloze A a jinde [3].

Krok 8: Posouzeni vhodnosti vysledkii méi‘eni pro dany tcel porovnanim odhadi jejich
nejistoty méfeni s cilovou nejistotou [3].

a. Muze existovat extern¢ nastavena cilova nejistota specifikovana regulacnim
organem nebo zakaznikem (pomoci pokynt, napi. [18]), vici které lze
odhadovanou nejistotu mefeni porovnat, aby bylo mozné posoudit vhodnost pro
ucely vysledkti méfeni.

b. Cilova nejistota miize byt také vypoctena pro konkrétni analyt/vzorkovany objekt
(krok 8b) v zavislosti na uc¢elu méteni bud’ pomoci procenta celkového rozptylu
[3, oddil 16.2] nebo metody optimalizované nejistoty. Podrobnosti o nich jsou
uvedeny v ptiloze B, také v pokynu Eurachem o nejistot¢ vzorkovani [3, oddil
16.3], a reference [19, 20, 21].

c. Vstupy pozadované pro metodu optimalizované nejistoty zahrnuji experimentalni
odhady nejistoty méfeni a jeji jednotlivé slozky ze vzorkovani (usmp) a analyzy
(#ana). VyZaduji se také naklady jak na komponenty méfeni (odbér vzorki
a analyzu), tak na potencialni dusledky falesné pozitivnich nebo falesné
negativnich rozhodnuti o shodé¢ pro vzorkovany objekt. Celkoveé néklady z obou
zdrojli jsou minimalizovany na optimalni Grovni nejistoty méfeni, kterou lze
pouzit jako cilovou nejistotu a ktera spliuje definici vhodnosti pro dany ucel
(teorie metody Optimalizované nejistoty je uvedena v ptiloze B a feSené ptiklady
jeji aplikace jsou uvedeny v pfiloze A, piiklady Al a A2).

Krok 9: Posouzeni, do jaké miry bylo dosaZeno vhodnosti pro dany tucel porovnanim
experimentalni nejistoty méfeni se znamou nebo odhadovanou hodnotou cilové nejistoty (napft.
optimalizované nejistoty).

a. Pokud je experimentalni nejistota méfeni dostatecné blizko cilové nejistoté, lze
cely postup méfeni povazovat za vhodny pro svij ucel (tj. validovany). Do jaké
miry je aritmeticky rozdil mezi experimentalni a cilovou nejistotu méfeni
vyznamny, lze posoudit statisticky [18, 22] nebo finanéné¢ porovnanim
zbytkovych nakladu (tj. ocekavani ztraty) [19].

b. Pokud se vSak experimentalni nejistota méfeni podstatné lisi od cilové nejistoty,
je tfeba piijmout opatieni k dosazeni vhodnosti pro dany ucel. V tomto piipade
1ze sekundarni ¢ast metody optimalizované nejistoty pouzit k rozhodnuti, zda je
nakladove efektivngjs$i modifikovat bud’ metody odbéru vzorkt, nebo chemické
analyzy, aby se dosahlo optimalni cilové nejistoty.
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c. Rozsah pouzitelnosti této validace a jeji potencial pro méfeni na piibuznych
plodinach je dale rozebran v oddile 2.6.

Krok 10: Uprava postupu mé¥eni pro dosaZeni vhodnosti pro dany uéel (v pfipadé
potieby)

Muze byt nakladové efektivnéjsi snizit celkovou nejistotu méteni upravou postupu vzorkovani
tak, aby se snizil ptispevek usmp, spisSe nez modifikovat analytickou metodu tak, aby se snizil
jeji ptispévek. Typickym pfistupem k snizeni pfispévku usmp nejistoty méfeni, a tedy celkové
nejistoty méteni, je zvySeni poctu dil¢ich vzorkl pouzitych k vytvoreni kazdého primarniho
smésného vzorku. Faktor, kterym Ize zvysit pocet dil¢ich vzorkti k dosazeni vhodnosti pro ucel
Ize teoreticky vypogitat a nasledné experimentalné testovat [23]. ReSeny piiklad je uveden
v ptiloze A, ptiklad Al. Mize se také stat, ze dominantnim zdrojem nejistoty méfeni,
klasifikovanym jako usm, béhem planovani pokust (obrazek 3a) je fyzikalni pfiprava vzorkd,
nikoli samotny odbér. V takovém pfipadé lze pouzit modifikovany plan pokusti k odhadu
a sledovani pozadovaného snizeni této slozky [3, obrazek D1 a 15]. Pokud nejistot¢ méreni
dominuje analyticka slozka, je nakladové nejefektivnéjsi snizit nejistotu analytického méteni.
To lze vyfesit zvazenim nejvice omezujicich vykonnostnich charakteristik [1]. Pokud je to
napiiklad mez detekce, pak miize byt dostate¢né tuto hodnotu n¢jakym zpisobem snizit. Tam,
kde jsou vzorkovani i analyza stejné dominantnimi zdroji nejistoty méfeni, 1ze druhou cast
metody optimalizované nejistoty pouzit k posouzeni, do jaké miry mohou byt ob€ snizeny, aby
bylo dosazeno cilové nejistoty co nejefektivngji.

Krok 11: Prezkum vhodnosti pro dany ucel analytického postupu pro sekven¢ni pristup

V sekvenénim piistupu je analytickd metoda jiz validovana pro specifikovany analyt a zkuSebni
material. Je vS§ak mozné, Ze nejistota méfeni vykazana jako vhodna pro dany ucel pfi izolované
validaci analytického postupu (u.na) se statisticky 1isi od nejistoty odhadnuté béhem integrované
validace v¢etné odbéru vzorkt. Takové srovnani by mély umoznit konfidenéni intervaly obou
odhadii nejistoty méteni [22], pokud jsou k dispozici.

Pokud je nejistota méfeni analytické metody odhadnuté izolované vyrazné€ niz$i nez nejistota
meéfeni z integrovaného pristupu, pak by vyssi hodnota z integrovaného pristupu méla byt
metody zahrnuje ptispévek z heterogenity rutinniho zkuSebniho materidlu (nikoli laboratorniho
vzorku), ktery je obvykle vys$si nez u mnohem homogennéjsiho referencniho materialu, ktery
se tradi¢né pouziva pro tento ucel pii izolované validaci analytického postupu. Muze vsak byt
také uzitecné porovnat citovanou hodnotu wu..a s mezilaboratorni reprodukovatelnosti
z mezilaboratorniho pokusu (napf. CTS), aby bylo mozné posoudit, zda je prvni hodnota
spolehlivé odhadnuta.

Pokud je optimalizovana hladina uan. z vypoctu optimalizované nejistoty vyrazn€ mensi nez
experimentalné odhadovand hodnota, mize byt divod pro snizeni této hodnoty, napiiklad
snizenim analytické meze detekce. Alternativné, pokud je optimalizovana hodnota vyrazné
vEtsi nez experimentalni hodnota, pak mtize byt ditvod pro pouziti méne presného (mozna méne
nakladného) analytického postupu, ktery ma vyssi odhadovanou nejistotu méfeni. Zpracované
piiklady tohoto obecného pfistupu, véetné metodiky optimalizované nejistoty a duplikatni
metody, jsou uvedeny v pfiloze A, ptiklady Al a A2.

2.3.3 Simultanni pristup k VaMPIS

V simultannim a integrovanéjSim pristupu je analyticky postup (tj. metoda) validovan jako
soucast celého procesu méteni. Pozadované kroky (obrazek 2) jsou obecné stejné jako kroky
pro pristup sekvenéni s nékolika vyjimkami:

1. Tam, kde jsou obvykle zpocatku slozky vzorkovani a analyzy postupu méfeni
zvazovany samostatné pro sekvenéni piistup, mohou byt ¢asto zvazovany spole¢né pro
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integrovangjsi simultanni pfistup (zejména pro mérent in situ). Plan pokusi duplikatni
metody lze aplikovat v obou pfistupech, aby bylo zajisténo integrované posouzeni jak
celého postupu méfeni, tak relativniho prinosu jeho dvou hlavnich slozek;

Nekteré vykonnostni charakteristiky analytickych slozek postupu méteni nelze snadno
posoudit pfi simultdnnim pfistupu, jak je popsano v piikladech obsazenych v tomto
pokynu, napft. analyticka citlivost, mez detekce / mez stanovitelnosti, pracovni rozsah
a robustnost. Siroka vhodnost téchto vykonnostnich charakteristik musi byt stanovena
odrazeji v odhadované nejistot¢ méteni, ktera se pouziva k posouzeni vhodnosti pro
ucel celého postupu méteni.

Simultdnni pfistup by vSak mohl byt také pouzit v pfipadé postupu méfeni
aplikovaného se sadou replikatd, v riznych dnech (replikace v ramci kazdého dne),
pomoci jednoho nebo vice operatorit (pokud je to relevantni pro konkrétni zkusebni
laboratot), na jednom nebo vice pfistrojich (pokud je to relevantni), méfenim CRM
nebo dobie charakterizovaného interniho materidlu QC k posouzeni pravdivosti
a véetné ruznych objektt vzorkovani (podle duplikatni metody, jak je popsano).
Mnoho méficich postupt z divodu jejich dlouhého trvani neumoznuje méfeni typicky
32 (nezavislych) analytickych replikatti (obrazek 3a) za podminek opakovatelnosti
meéfeni. Je nutné oddélit je, napiiklad provedenim analyz pro dva vzorkované objekty
kazdy den (napf. n = 8 rozloZené na 4 dny).

Tento simultanni pfistup by byl schopen posoudit opakovatelnost, mezilehlou
preciznost (vcetné kazdodenni variability, variability operatora v ramci laboratoie
a ptipadn¢ variability pfistroje), pravdivost/vychyleni a celkovou nejistotu méteni
spojenou s vysledkem méteni (pfi dodrZeni tohoto konkrétniho postupu méfent), véetné
slozky vzorkovani.

Tento modifikovany piistup neni obecné pouzitelny pro postupy méfeni in situ
v situacich, kdy existuje moznost Casové variability koncentrace analytu v ramci
vzorkovanych objektt;

V kroku 5, pokud je pouzit CTS, kazdy ti¢astnik provadi své vlastni chemické analyzy
pomoci spoleéného analytického postupu, ktery ma byt validovan, spolu s méfenim
spole¢ného referen¢niho materidlu s odpovidajici matrici. Ta umozni kvantifikovat
mezilaboratorni analytické vychyleni (a dalsi nejistotu méteni, kterou generuje);

Analyticka opakovatelnost (z ANOVA v kroku 7) poskytuje odhad této slozky nejistoty
meéfeni (uana). Tato hodnota pak miize byt pouzita jako jeden parametr validace
analytické Casti postupu méfeni. V této Casti validace miize byt rovnéz nutné zvazit
a potencialné upravit dal§i funkéni charakteristiky (tj. selektivitu, mez detekce, mez
stanovitelnosti, pracovni rozsah véetn¢ linearity), aby se dosahlo integrované cilové
nejistoty méteni (véetné odbéru vzorkd a analyzy);

Tradi¢ni cilova nejistota (TU) je obvykle nastavena pouze pro analytickou slozku
nejistoty méfeni (fj. TUana), ale v idealnim piipadé by to mélo byt pro celé méieni, které
zahrnuje pfispévek odbéru vzorkill (tj. TUmess). To miiZe byt nastaveno externé
regulacnim organem nebo dohodnuto se zakaznikem (pro konkrétni analytickou
aplikaci) nebo pomoci interni metody, jako je procento celkového rozptylu (|3]) nebo
optimalizovana nejistota [3, oddil 16.3] nastavena pro konkrétni zvazovany ptipad.

a. Obecn¢ plati, Ze pokud neni zpocatku dosazeno TUans, 1ze informace o vSech
vykonnostnich charakteristikach (uvedenych v oddilu 2.2) pouzit k vybéru
nejucinnéjsich charakteristik, které je tfeba upravit, aby se dan¢ho cile dosahlo.

b. Pokud vzorkovani pfispiva dominantné k celkové nejistoté méfeni a naklady
na odbér vzorkil jsou mnohem niz$i nez naklady na chemickou analyzu, pak
muze byt experimentalni odhad #an. niZ8i, neZ je pozadovano pro splnéni
celkové cilové nejistoty méfeni. V takovém piipadé mlze byt pro tento ucel
dostacujici méné néakladnd analytickd metoda (napf. pouziti kratsi doby
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pocitani na detektoru spektrometru). Naopak za opac¢nych okolnosti mize byt
pozadovano sniZeni uans (napi. pouziti vnitiniho standardu ve spektrometrii
nebo vybér jiné analytické techniky s dolni mezi detekce);

6. Simultanni a integrovangj$i pfistup je vhodny zejména pro in situ postupy méfeni, kde
neni z vzorkovaného objektu odebran zadny fyzicky vzorek. V tomto ptipad€ jsou oba
procesy odbéru vzorki a analyzy G¢inn¢ neoddélitelné a integrovany piistup k validaci
je nezbytny. Lze pouzit stejné dva pfistupy (krok 3), ale ,,duplikatni vzorky* se
provadi premisténim m¢éficiho =zafizeni in situ s prostorovou a casovou
nejednoznacnosti implicitni v postupu méteni (oddil 2.4 s feSenym piikladem v ptiloze
A, priklad A2).

Bez ohledu na piistup piijaty k validaci bude k monitorovani nejistoty méfeni (a jejich slozek
Usmp @ Uana) VyZadovan prubézny odbér vzorki a analytické QC, aby se zjistilo, zda se vyznamng¢
li$i od hodnoty stanovené béhem validace, piipadné pomoci ,,meze opakovatelnosti* [1, oddil
6.6.3]. Podrobné&ji o tom bude pojednéano v oddile 3.

2.4 Metody in situ
2.4.1 Validace metod in situ pomoci integrovaného pristupu

Mgfeni, ktera jsou provedena in situ, nevyzaduji odebrani fyzického vzorku, ale zahrnuji
umisténi néjakého meticiho nebo snimaciho zatfizeni na piivodni misto vzorkovani.

Metoda méfeni zacind umisténim méficiho zafizeni (napf. senzoru) na konkrétni misto (na
dotek nebo velmi blizko k danému objektu vzorkovani) a v uréeném cCase, aby co nejlépe
reprezentovalo uvedeny vzorkovany objekt. Vysledkem tohoto typu odbéru vzorkt je ,,virtualni
vzorek™ s prostorovymi rozméry a hmotnosti, které jsou obvykle ureny méfici technikou
a nemusi byt operatoru pfesn¢€ znamy.

Zarizeni pak analyzuje ¢ast vzorkovaného objektu. Analyzovanou ¢ast 1ze proto povazovat za
vzorek ,.in situ®, ktery byl ,,odebran®, ale nebyl odebran ani extrahovan ze své ptivodni polohy
v prostoru a case. Ptiklady metod in situ zahrnuji senzory méfici, a) rizné plyny v primyslovém
kominé, b) kontaminanty v toku vody (oboji po stanovenou dobu) nebo c) stopové prvky
v ornici na stanovené plose pudy.

Prikladem c) je pfenosna rentgenova fluorescencni spektrometrie (pXRF), u niz se hloubka,
a tedy hmotnost vzorku in situ bude li§it mezi riznymi prvky analytu (napf. 1 az 320 mg)
v zavislosti na hloubce analyzy (napf. kriticka hloubka pronikani rentgenového zafeni) v daném
zkusebnim materialu [24].

»Analytickd™ Cast postupu méfeni je ve vSech pfipadech u¢inné neoddélitelnd od Casti
»vzorkovani“. VSechny ¢asti postupu meéfeni provadi stejnd osoba (nebo piistroj) s malym
jasnym rozdélenim mezi vzorkovanim a analyzou, které jsou obvykle pfitomny pro méfeni ex
situ (kde je odebrany vzorek analyzovan ve vzdalené laboratofi).

Virtualni vzorek navic neni pfipraven/zpracovan (napft. vysusen a/nebo homogenizovan), jak je
obvyklé u ex situ postupii nebo metod. V piipad¢ virtualniho vzorku se ptiivodni heterogenita
koncentrace analytu nesnizuje, jako by tomu bylo v ptipadé brouseni vzorku ex situ, a proto je
Casto pric¢inou zvyseného piispévku ze slozky usn, celkové nejistoty méfeni. Navic tzv. prenosna
nebo kapesni zafizeni ¢asto nemaji vysokou troven méfici vykonnosti piistroju ex situ, jako je
rozliSeni, spektralni rozsah, dynamicky rozsah atd.

Validace postupu méteni in situ v idedlnim piipadé probiha prevazné na misté typického
vzorkovaného objektu (napf. ,,v terénu®). Casto je vSak povazovano za vhodn&jsi otestovat
analytické zafizeni in situ (napf. senzor) v laboratofi, ale tento test pak bude proveden za
relativné idealnich podminek, které nebudou napodobovat podminky, ve kterych jsou rutinni
méteni provadéna. Jakakoli hodnota nejistoty méteni odhadnuta vyrobcem méficiho zafizeni in
situ je obecné pravdépodobnéjsi jako odhad u.n, na zakladé vnitrolaboratorni opakovatelnosti
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a vylucuje analytické vychyleni, mezilaboratorni vychyleni a ¢asto nejdulezitéjsi je ignorovani
usmp slozky celkové nejistoty méfen.

Laboratorni testy zejména nezahrnuji interakci méficiho zafizeni s realnym vzorkovanym
objektem. Validace s certifikovanym referen¢nim materidlem by naptiklad vynechala odebrani
vzorku in situ z typického vzorkovaného objektu, ktery je Casto znacné heterogenni (jak
lateralng, tak vertikaln¢).

Efektivni integrace vzorkovani a analytickych krokd do postupu méfeni in situ znamena, ze
uptednostiiovanou moznosti je integrovany piistup k validaci celého postupu méfeni (oddil
2.3). Metody jiZ popsané pro tento Ucel pro ex situ jsou s mensimi Gpravami Siroce pouzitelné,
ale jsou také vyzadovany nékteré dalsi kroky, jak je popséno nize a v oddilech 2.4.2-2.4.4:

Management kvality vody. EN 17075 [25] popisuje pozadavky a protokoly pro
posuzovani vykonnosti zatizeni pro kontinualni méteni pouzivanych bud’ pro diskrétni
méfeni (pfenosna zatizeni), nebo v pevné poloze pro kontinualni méfeni kvality vody.
Po posouzeni vykonnosti v kontrolovanych podminkach (metrologické vykonnostni
charakteristiky a vSechny relevantni faktory, které mohou ovlivnit méfeni) se
doporucCuje tfimési¢éni terénni ovéfeni, které zkontroluje, zda zafizeni pracuje
v realnych podminkach se stejnou vykonnosti. EN 17075 nepouziva duplikatni metodu
s ANOVA. Misto toho vyzaduje 24 parovych méfeni (zafizeni a referencni metoda)
b&hem terénni zkousky. Poté se vypocita devadesaty percentil rozdilti (v absolutni
hodnoté pro kompenzaci pod/nad odhadem) a porovna se s hodnotou nejistoty meteni
odhadnutou za kontrolovanych podminek;

Meéreni kvality ovzdusi. ISO 20988:2007 [26] poskytuje komplexni pokyny a specifické
statistické postupy pro odhad nejistoty vcetné mefeni vnéjSiho ovzdusi, emisi
staciondrnich zdrojii, vnitiniho ovzdusi, atmosféry na pracovisti a meteorologie. Na
hrani¢ni podminky splnéné pii meteni kvality ovzdusi aplikuje obecnd doporuceni
GUM [7]. Mezi uvazované hrani¢ni podminky patii métfeni rychle se ménici v Case,
jakoz i pfitomnost vychyleni v fad€ pozorovani ziskanych za podminek zamysleného
pouziti metod méfeni kvality ovzdusi. Mezi uvazované metody méfeni patii:

e metody korigované na systematické ucinky opakovanym pozorovanim
referen¢nich materialu;

e metody kalibrované parovym meétenim s referencni metodou;

e metody, které nejsou korigovany na systematické vlivy, protoze ze své konstrukcni
podstaty eliminuji vychyleni;

e metody, které nejsou korigovany na systematické vlivy pti zamysleném pouziti,
které zamérne zohlediuji vychyleni.

Experimentalni data pro odhad nejistoty mohou byt poskytnuta bud’ jedinym planem
pokusti v pifimém pfistupu, nebo kombinaci riznych plant pokust v nepiimém
piistupu.

2.4.2 Odhad opakovatelnosti duplikatni metodou

Pti pouziti duplikatni metody (oddil 2.3.2, krok 3) musi byt odebran duplikovany ,,vzorek*
piemisténim méficiho/snimaciho zafizeni in situ pomoci nové interpretace pokynd pro umisténi
zatizeni v prostoru a/nebo Case.

Plné vyvazena strategie (obrazek 3a) vyzaduje provedeni dvou analyz pro ob& duplikatni
pozice ,,vzorku“. Alternativné Ize provést pouze jednu analyzu pro oba duplikaty ,,vzorku* ve
zjednodusené strategii (obrazek 3c). V tomto druhém piipad¢ bude zapotiebi externi odhad
slozky wana, aby bylo mozné oddélit prispévek vzorkovani (usmp) od kombinované nejistoty
méFeni (imeas), ktera byla odhadnuta pomoci ANOVA (viz piiklad A2). Cas usetieny pouzitim
této zjednoduSené vyvazené strategie lze pouzit k méfeni vétSiho poctu vzorkovanych objektt,
a tim snizit konfiden¢ni interval odhadi nejistoty méteni.
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2.4.3 Odhad analytického vychyleni

Odhad analytického vychyleni pro metodu pouzitou pro postup ex situ (obrazek 2, krok 6, napft.
pomoci vhodného matricového CRM) Ize také aplikovat na méfici zatizeni in situ, ale tento
postup obvykle podhodnocuje vychyleni méteni in situ na skuteénych vzorkovanych objektech.
Mezi pfi€iny tohoto podhodnoceni patii rozdily mezi slozenim a vlastnostmi CRM
a zkuSebniho materialu (a vzorkovaného objektu) v disledku problémt, jako je vlhkost,
velikost zrna, heterogenita a drsnost povrchu [27].

Tyto slozky systematickych vlivli lze odhadnout tak, ze se do validace zahrne srovnani
s méfenim ex situ provedenym na fyzickych vzorcich odebranych na stejnych mistech jako
mefeni in situ. Statisticky model pak muze byt sestaven tak, aby popisoval vztah mezi
hodnotami méfeni in situ a ex situ, ptiCemz umoziuje odhadnout nejistotu méteni obou typi
postupti méteni.

Vysledny model poskytuje odhad vychyleni mezi obéma sadami méteni, které ma dve slozky
(kazda s vlastni nejistotou): pevnou hodnotu nazyvanou translacnim vychylenim (danou
hodnotou tseku) a proporcionalni slozku nazyvanou rotacni slozka (danou hodnotou smérnice,
obrazek 5). Reseny piiklad tohoto p¥istupu je popsan v piiloze A, priklad A2.

; b
c c ).
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= 8 &S otacni vychyleni
~ - v s . . ~0 ’
P -~ Translacni vychyleni S bb& g
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Hodnota mérené veliciny (pravé hodnota) Hodnota méfené veliciny (prava hodnota)

Obrazek 5 - Schematické znazornéni dvou sloZek vychyleni méfreni (nap¥. pro metodu in
situ) jako funkce koncentrace. Vychyleni (bias) je situace, kdy se v§echny namérené
hodnoty liSi od hodnoty mérené veliciny (tj. pravdivé nebo prijaté referencni hodnoty)
bud’ a) o stejnou koncentraci pro transla¢ni vychyleni, nebo b) o nasobek koncentrace
pro rotac¢ni vychyleni. Hodnota mérené veli¢iny miiZe byt reprezentovana bud’
certifikovanou hodnotou série shodnych certifikovanych referen¢nich materiali, nebo
naméifenymi hodnotami provedenymi druhou ,,referenéni metodou (napiiklad
metodou ex situ)

2.4.4 Sladéni mérené veliciny a vzorkovaného objektu

Pted porovnanim méfeni in situ s méfenim ex situ je dalezité sjednotit specifikaci méfené
veli¢iny i vzorkovaného objektu. Hodnota méfené veliCiny (definovana jako ,,veliina, ktera
ma byt métena* [6]) odpovida skutecné hodnote koncentrace analytu ve vzorkovaném objektu.
V ptipad¢ olova v pide (priloha A, ptiklad A2) metoda ex situ (ICP-AES po kyselém rozkladu)
mefi celkovou koncentraci olova v suSené, proseté a mleté ornici.

Naproti tomu metoda in situ (pXRF) méfi také celkové olovo, ale v nezpracované pade, ktera
stale obsahuje vlhkost, biotu (napt. kofeny rostlin), hrubozrnny material, ktery nespada do
definice ,,pidy* (napt. kameny o priméru > 2 mm) a poérové prostory. Dokonale sladit obé
méfené veliCiny muze byt nedosazitelné, ale protoze lze rozdily identifikovat, lze nékdy
sjednoceni zlepsit. Pro ptiklad pidy, pokud je méfena velicina definovana jako koncentrace
hlasena na zakladé susiny, lze toho dosahnout méfenim terénni vlhkosti piidy (idealné sondou
na kazdém mist€) a korekci. Podstatné snizeni vychyleni méfeni bylo popsano pomoci korekce
vlhkosti [27].

Vzorkovany objekt je také tfeba co nejvice sladit mezi obéma méficimi technikami. Pro
uvedeny ptiklad ptdy je hloubka ornice tradi¢né odebrana pro ex situ analyzu 150 mm, zatimco
kriticka hloubka priniku in situ pXRF je pro olovo mensi nez 1,5 mm [27]. Tento nesoulad
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bude dulezity, pokud se ukaze, Zze koncentrace analytu se meni s hloubkou, napiiklad pii
odhaleni pomoci pXRF k méfeni koncentrace olova v pidé€ do hloubky 150 mm [27].

Alternativné 1ze hloubku vzorku ex situ snizit na 1 mm, ale vysledkem bude primarni vzorek
o nizké hmotnosti (napt. ~ 0,5 g) a nasledn€ vyssi slozka nejistoty vzorkovani a vétsi celkova
nejistota méteni pro méteni ex situ.

2.5 Metody na misté

Metody na misté zahrnuji odebirani vzorki a jejich analyzu ,,na misté“. Fyzicky vzorek se
odebira ze vzorkovaného objektu, obvykle se né¢jakym zptisobem pfipravi a poté se analyzuje
v okoli, namisto jeho piepravy do vzdalené laboratofe. V podstaté¢ se velmi podobaji
laboratornim tradicnim méfenim ex situ, s vyjimkou mista, kde se analyza provadi, které je na
miste spiSe nez ve vzdalené laboratofi.

Pro ucely validace je proto postup v podstaté totozny s postupem popsanym pro ex situ postupy
meéteni, které zahrnuji vzorkovani (oddil 2.3). Jedinym rozdilem je, Zze vykonnostni
charakteristiky (vCetné nejistoty mefeni) je tfeba kvantifikovat méfenim na misté, nikoli
v laboratofi.

Podminky na misté jsou obvykle variabiln¢jsi a méné kontrolovatelné nez v laboratofi. Dalsi
faktory, které ovliviuji nejistotu méfeni, mohou byt riizné ptistroje a snizeny dohled personalu.
To by mélo vést k métfeni s riznymi charakteristikami (napt. slozka wu..), které je tieba
kombinovat se slozkou ug., pro odhad celkové nejistoty méfeni, jak jiz bylo popsano pro situaci
ex situ.

2.6 Validacni zpravy a validaéni prohlaseni, které zahrnuji vzorkovani

Obecné pozadavky na ptipravu validacni zpravy jsou popsany jinde [1, oddil 5.3]. V pfipade
ex situ méfeni je tento popis tieba rozsifit tak, aby zahrnoval dostate¢né podrobnosti o vSech
krocich postupu méfeni, véetné primarniho odbéru vzorkd, konzervace a fyzikalni pfipravy
vzorku pied pfivezenim do laboratofe. Pro méreni in situ musi zprava vysvétlit, jak bylo ve
validovaném postupu méfici zafizeni umisténo u vzorkovaného objektu a kolik flexibility bylo
umoznéno pii interpretaci tohoto postupu. Ve vsech piipadech musi byt vyslovné uveden rozsah
validace z hlediska cilového analytu a vzorkovaného objektu, pro ktery je postup pouzitelny.
Naptiklad v piipad€ ex situ stanoveni dusi¢nant v Sarzich hlavkového salatu na poli (pfiloha A,
priklad A1) by se validace vztahovala na podobné Sarze mnoha tisic hlavek salatu, ale ne nutné
na jiné plodiny nebo hlavkovy saldt v maloobchodnim prostfedi. Pro in situ méfeni olova
v ornici (ptiloha A, ptiklad A2) je validace pro geochemické mapovani pouzitelnd pro toto
konkrétni zkuSebni misto, ale nebyla by automaticky pfenosna na jiné kontaminované pidni
lokality bez dukazl fizeni kvality na podporu této Sirsi aplikace.
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3 Kroky nasledujici po validaci

3.1 Prubézna validace

Pro zajisténi vhodnosti pro ucel vysledkii méfeni v rutinnim provozu existuje velmi dilezity
vztah mezi validaci a pribéznym fizenim kvality postupt méfeni, které zahrnuji vzorkovani.

Validace postupu méteni poskytuje objektivni diikaz, ze zvoleny postup méteni je vhodny pro
konkrétni ucel. Dale validace poskytne informace o tom, které ovliviiujici faktory jsou kritické
a maji byt popsany v postupu meéfeni, zahrnujiciho zkouseni a vzorkovani, aby byla zajisténa
platnost kone¢nych vysledkti méfeni. To umozni ptipravu vhodného planu fizeni kvality, ktery
bude zahrnovat vSsechny faktory, které je tfeba sledovat. Validace je vSak jednorazova udalost
a nemuze zajistit, ze metoda je vhodna pro ucely bézného kazdodenniho pouZiti, protoze
podminky béhem rutinniho vzorkovani a zkouseni se mohou lisit od podminek béhem validace
[1 a 3, oddil 13.1]. Nékdy mohou byt provedeny nékteré zmény, jako je zavedeni nového
zafizeni nebo nového personalu nebo zlepSeni metody, naptiklad v pripad¢, ze je tieba rozsifit
(analyticky) rozsah metody (vCetné dal§i matrice) nebo rozsitit pracovni rozsah na nizsi (nebo
vy$8i) obsah analytu. V téchto ptipadech ma byt urcen vliv takovych zmén.

Pribézna validace zajist'uje, ze postup méfeni zistava validni béhem rutinniho pouzivéni a je
tak vhodny pro zamysleny ucel naméfenych hodnot. Zahrnuje jak rutinni sledovani postupu
meéfeni (tj. QC), tak hodnoceni vykonnosti postupu po provedeni zmén, aby se zjistilo, zda je
postup méfeni stile vhodny pro dany ucel.

3.2 Rizeni kvality jako nedilna souéast priib&éZné validace

Rizeni kvality (QC) méa byt provadéno béhem celého postupu méfeni. V idealnim piipadé po
integrovaném pristupu mereni QC (IMQC, tedy vcetné vzorkovani). Opatifeni QC jsou
v laboratofich dobie zavedena a rutinné pouzivana. Kromé replikovanych analyz se zahrne
replikovany (napt. duplikovany) odbér vzorkd, aby se ovéfilo, zda je celkova nejistota méteni
odhadnuta béhem pocatecni validace stale pouzitelna. Replikované vzorky mohou byt pouzity
v integrovaném pristupu k soucasné kontrole slozky nejistoty méfeni v dasledku vzorkovani
(usmp) a slozky analyzy (uana), bud’ jako smeas, nebo jednotliveé, v zavislosti na pouzitém planu
pokusti. Mezi dal$si mozné QC materialy patii terénni slepé vzorky pro testovani mozné
kontaminace vzorku a obohacené vzorky pro kontrolu stability analytu ve vzorku b&€hem
ptepravy a skladovani. Pokud analyticky postup zahrnuje rozsahlou ptipravu vzorku, mtze byt
terénni slepy vzorek a obohacené vzorky pouzité pro fizeni kvality pouzity také jako kontrolni
vzorky pro vyhodnoceni vychyleni metody v integrovaném pfistupu. Pro zajisténi vhodnosti
pro ucely rutinni analyzy mé byt pfipraven a dodrzovan vhodny integrovany plan rizeni kvality
mereni (IMQCP), ktery zahrnuje jak slozky analyzy, tak vzorkovani. Frekvence QC bude
zaviset na posouzeni rizika, a pokud je riziko vysoké, doporucuje se vyssi frekvence fizeni
kvality.

Kdykoli dojde ke zméné v odbérové nebo analytické césti postupu méfeni, je nutné
zkontrolovat, zda tato zména neovlivni jeji pivodni vykonnost. V integrovaném pfistupu to lze
provést piepoctem hodnoty umess po aplikaci zjednodusené vyvazené strategie (oddil 2.3.2,
obrazek 3c) v€etné provedené zmeny a porovnat ji s tmeas 0dhadnutou béhem pocatecni validace
(pomoci integrovaného pfistupu). Pokud se nova hodnota meas (0pét s integrovanym piistupem)
vyznamné nelis$i od nejistoty méteni odhadnuté béhem pocatecniho validace [22], 1ze metodu
povazovat za stale vhodnou pro dany tcel a ma byt uvadéna pivodni hodnota #mess. V opacném
piipadé ma byt cely postup revalidovan.
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Pozadavky na pribézné validacni parametry by mély byt stejné nebo blizké pozadavkiim na
pocate¢ni validaci. Pribézna validace ma byt provadéna podle schvaleného postupu a ma byt
dobie zdokumentovana. VSechny vysledky maji byt analyzovany statistickymi nastroji a poté
maji byt uvedeny jasné zavery.

3.3 Monitorovani procesu méreni v ¢ase prostiednictvim zrizeni vhodnych
systémi IMQC

Utelem vhodného Fizeni kvality méfeni (QC) je prokazat, e celkovy postup méfeni je
odpovidajicim zptisobem kontrolovan a vhodny pro zamysleny ucel. Program fizeni kvality
musi zahrnovat vSechny podniknuté kroky, vcetné naptiklad fyzikalni pfipravy primérnich
vzorkd, aby bylo zajisténo, Ze vykazané vysledky méteni jsou vhodné pro dany ucel.

V integrovaném pfistupu musi program IMQC zahrnovat také funkce, které budou pokryvat

vSechny kroky postupu odbéru vzorkli: piiprava odbérovych nadob, kontrola zafizeni,

vzorkovani, preprava, jakoz i kompetence vSech pracovnikii provadéjicich vzorkovani.

Vzorkovaci ¢ast programu IMQC obsahuje zdokumentované ditkazy o tom, ze:

e pracovnici provadejici odbér vzorkli jsou kompetentni, odborné vyskoleni a pribézné
hodnoceni zpusobilosti vzorkafe (oddil 3.5) se provadi podle pfedem naplanovaného
navrhu a ¢etnosti;

e postup pouzity pro odbér vzorkli a manipulaci s nimi je vhodny a validovany;

e zafizeni pro odbér vzorku je pravideln€ udrzovano a kalibrovano, pokud je to mozné;

e (plna a bezpe¢na dokumentace vzorkovani je dostatecna k zajisténi logistické navaznosti
a jedinec¢né identifikace vzorku.

Prvky IMQC pro vzorkovani zahrnuji odpovidajici monitorovani a fizeni zdrojii nejistoty
vzorkovani (tj. jako slozky celkové nejistoty méfeni), jako je heterogenita analytu v ramci
vzorkovaného objektu, nestabilita a mozna kontaminace primarniho vzorku. Postupy IMQC
musi umoznit t¢innou detekci nejistoty vzorkovani vyrazné nad urovni, ktera byla odhadnuta
béhem validace, a poskytnout zpiisob, jak odmitnout neplatné vysledky méteni vyplyvajici ze
vzorkovani, které nejsou vhodné pro dany ucel.

Cile integrovaného ptistupu QC (IMQC) jsou:

e sledovani celkové nejistoty méteni (tmeas) a jejich slozek (usmp @ Uana), pokud je to mozné,
aby se potvrdilo, Ze se vyznamné neodchyluji od hodnot stanovenych pfi validaci;

e monitorovani kontaminace vzorkli béhem odbéru vzorkd a manipulace s nimi (pokud je to
mozné);

e sledovani stability primarnich vzorkli béhem piepravy a skladovani.

Pokud validace ukazala, Ze neexistuje riziko nestability vzorku, Ize tento aspekt vynechat, ale
mélo by to byt zdokumentovano ve validacni zprave.

Prvky interniho fizeni kvality mohou zahrnovat:

e pouziti referenc¢nich vzorkovanych objektl (jsou-li k dispozici), referencnich materialt
nebo materiald pro fizeni kvality;

e pouziti alternativnich pfistroji, které byly kalibrovany tak, aby poskytovaly navazné
vysledky;

e kontrola (kontroly) funk¢nosti zafizenti;

ptipadné pouziti kontrolnich nebo pracovnich zkuSebnich materiali s regulacnimi

diagramy;

prubézné kontroly méficiho zafizeni;

opakovani zkousek nebo kalibraci pouzitim stejnych nebo riznych metod;

opakované zkouSeni uchovanych zkusebnich materiald;

korelace vysledkl pro riizné charakteristiky zkusebniho materialu;

prezkoumani vykazanych vysledkd;
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e vnitrolaboratorni porovnani;
e zkouSeni slepého zkuSebniho materialu (slepych zkuSebnich materiali).

Externi opatieni pro fizeni kvality mohou zahrnovat:
e mezilaboratorni porovnani (nebo porovnani mezi organizacemi), jako je mezilaboratorni
porovnani odbért (CTS) a zkouseni zptsobilosti pii odbéru vzorkt (SPT) (oddil 3.4).

Data ziskana z IMQC maji byt zaznamenana takovym zptisobem, aby bylo mozné detekovat
trendy, a pokud je to mozné, maji byt pouzity statistické techniky k analyze vysledkt [3]
a ptipadné ke zlepSeni vykonnosti laboratoie. Pokud se zjisti, ze vysledky IMQC jsou mimo
pfedem definovana kritéria, maji byt piijata na zakladé hodnoceni rizik vhodna opatfeni, aby
se zabranilo hlaSeni nespravnych vysledk [4].

V piipadé, Ze laboratot/organizace provadi pouze vzorkovani bez provedeni jakychkoli méfeni,
neni mozn¢, aby tato organizace provedla validaci (oddil 2.1) ani aby pouzila postupy IMQC,
které poskytuji kvantitativni vysledky, jako je monitorovani nejistoty méteni, kontaminace
vzorku nebo stability vzorku. Nejlepsim feSenim v této situaci je, aby organizace odpoveédna za
odbér vzorkl spolupracovala se zkuSebni laboratofi za ti€elem provedeni integrované validace
a nasledného IMQC.

Pro akreditaci vzorkovani podle normy ISO/IEC 17025 [4], ktera popisuje obecné pozadavky
na kompetenci zkuSebnich a kalibracnich laboratofi, musi laboratoi potvrdit vSechny
pozadavky souvisejici se vSemi laboratornimi ¢innostmi.

Program fizeni kvality bude G¢innéjsi, pokud bude zahrnovat vice nez jednoho vzorkare, aby
byly vidét zmény ve vzorkovani, heterogenité a preciznosti, inspekci v terénu a validaci
zafizeni.

V ptipadé nesouladu maji byt prosetieny vSechny odchylky.

3.4 Utast v programech PT (véetné odbéru vzorki)

Piinosy pro kvalitu analytickych dat z laboratoii, které se ucastni programi zkouseni
zpusobilosti (PT), jsou nyni dobie znamé. Rozsiteni tohoto principu na cely postup méteni
zahrnutim postupt odbéru vzorku a piipravy vzorki bylo teoreticky navrzeno v roce 1995 [28]
a v praxi bylo demonstrovano pozd¢ji v tomto roce.

Programy zkouSeni zptsobilosti pro odbér vzorkt (SPT) byly od té doby pfijaty v nékolika
aplikacnich sektorech. V nékterych piipadech vsak byly tyto kroky omezeny na primarni kroky
odbéru vzorku.

Vétsina SPT muze byt ucinn€ povazovana za programy zkouseni zpiisobilosti mereni (MPT).
Je to proto, ze MPT vyzaduje replikaci celého postupu méteni. Ugastnici MPT (&asto nazyvané
SPT) jsou povinni nejen odebirat primarni vzorky, ale také provadét fyzikalni pfipravu vzork,
stejné jako chemickou analyzu, i kdyz je tato delegovana na jinou organizaci.

Vysledky z SPT poskytuji kvantitativni dikazy. Umoznuji porovnani nékolika rtznych
implementaci daného postupu vzorkovani, kdy kazda z téchto implementaci je provadéna jinym
vzorkafem. Dulezit¢ je, Ze kazdy vzorkat SPT pouZziva stejnou kombinaci analytu
a vzorkovaného objektu. Informace poskytované SPT mohou byt uzitecné pro: a) Skoleni
novych vzorkail; b) pribézné monitorovani; c) zlepSeni vykonnosti zkuSené&jSich vzorkait.

Kromé toho mohou vysledky SPT poskytnout navazné kvantitativni dikazy, které lze pouzit
bud’ pro certifikaci vzorkatii, nebo pro akreditaci organizaci pro odbér vzorki (napt. podle
ISO/IEC 17025 [4]). Vysledky SPT lze také pouzit k pfisnéjSimu odhadu slozky nejistoty
méteni vyplyvajici ze vzorkovani (nejistota vzorkovani usmp), ktera zahrnuje systematické
ucinky mezi riznymi vzorkafi. Tuto hodnotu pak Ize porovnat s hodnotou nejistoty vzorkovani,
ktera byla odhadnuta v dobé validace (podle integrovaného pfistupu). Pokud se zjisti, ze je
vyrazné vétsi, pak by to naznacovalo, Ze bud’ a) postup vzorkovani musi byt pfezkouman
a testovan v dalsi SPT, nebo b) validace musi byt pfezkoumana a v ptipadé potieby opakovana
nebo pirehodnocena s novou hodnotou nejistoty odbéru vzorkil (¢smp).
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Programy PT tradi¢né vyuZzivaji velmi homogenni polozky PT. To znamena, Ze tyto materialy
nepotiebuji dalsi zpracovani nebo déleni vzorku po odbéru jednoho zkuSebniho podilu.
V disledku toho budou odhady nejistoty méfeni pravdépodobné podhodnoceny, protoze
ignoruji dalsi slozky nejistoty méfeni, které by obvykle vznikly z déleni vzorku a zpracovani
terénniho vzorku, napf. sekani, suSeni a homogenizace. Tato omezeni lze ptekonat, pokud je
z vysledk SPT odhadnuta slozka usmp celkové nejistoty méfeni, kterd a) zahrnuje replikaci
vSech postupi, které by byly pouzity pro redlny terénni vzorek; b) jsou ziskdny z méreni
provedenych na realisticky heterogennich objektech vzorkovani, idedlné v terénnich
podminkach.

Separace analytickych PT a PT pro odbéry vzorkli miize mit za nasledek vylouceni ucinkd,
které vyplyvaji z celého postupu méfeni. Proto je tieba uptednostiiovat integrované MPT. Po
validaci celého postupu meéteni se pomoci krokii popsanych v tomto dokumentu doporucuje
ucast v MPT za ucelem sledovani zptisobilosti praktické realizace celkového postupu meéteni.

3.5 Prubézné hodnoceni kvalifikaci vzorkaru

Vzorkat ma dokumentovat svou kompetenci tykajici se vzorkovani obecné a vzorkovani téch
matric, na které se vztahuje rozsah postupu odbéru vzorkti. Kompetence by mohla byt ziskana
a udrzovana ucasti na teoretickych a praktickych a/nebo odbornych kurzech, seminatich,
zkuSenostech, skoleni na pracovisti pod vedenim zkuseného vzorkate a ucasti v SPT, pokud je
k dispozici (oddil 3.4), a ptipadné certifikaci vzorkate [29, 30].

Mezi pozadované technické dovednosti patfi porozuméni alespoi: ucelu odbéru vzorki;
vzorkovani jako souc¢asti procesu méfeni a jeho ptispévku k nejistoté méfeni; zasadam technik
odbéru vzorkl; omezeni zafizeni; kontrole zafizeni; kalibraci a udrzbé; praktickému odbéru
vzorkd a dil¢imu odbéru vzorkil; zdsadam skladovani a ptepravy vzorkd vcetné spravnych
materialli vzorkovnic a rizikiim kfiZzové kontaminace; a kone¢n¢ vlivu kritickych faktoru.

Sleduje se kvalita odbérovych Cinnosti a nasledné vykonnost a kvalifikace vzorkait (IMQC).
Vykonnost a kvalifikace maji byt rutinn¢ hodnoceny definovanim pribézného specifického
procesu dohledu. Dohled mé byt v idealnim piipadé zalozen na kvantitativnich, ale také
popisnych udajich o vykonnosti ziskanych béhem vzorkovani, véetné¢ udaju o fizeni kvality,
pribéznych pravidelnych Skoleni a shrnuti shody. Posledné jmenované popisné prvky jsou
zvlasté dulezité v piipad¢ Cinnosti odbéru vzorkd, které neprovadi zkusebni laboratof.
V ptipad¢ potfeby mize byt hodnoceni vykonnosti zalozeno také na namatkovych kontrolach
ve forme pohovoril a/nebo inspekce.

Frekvence hodnoceni kvalifikaci vzorkait mtze byt pro osvédCené postupy provedena
minimalné jednou za rok. Frekvence ma vSak zohlediovat relevantni faktory, jako jsou zmény
ptislusnych norem a regulacnich pozadavkd, rizika vyplyvajici z odbéru vzorkt nedostateéné
vyskolenym nebo neSkolenym operatorem/referentem a probihajici zmény v technologii.
Mnozstvi vzorkovaci prace potiebné k udrzeni dostatecné trovné zkuSenosti zavisi na roli
vzorkare.

Utelem priibézného hodnoceni je prokazat a ovéfit znalosti a kompetence vzorkait i v pripadé
neocekavanych nebo neobvyklych okolnosti.
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4 Zalezitosti managementu

4.1 Management celého procesu méreni
4.1.1 Obecné

Proces méteni se sklada z nekolika krokl (shrnuto na obrazku 1). V prubchu piipravné faze
¢innosti je nutné mezi zainteresovanymi stranami vymezit osobu odpovédnou za cely proces
meéfeni. V idedlnim piipadé ma byt za celkovy proces méfeni odpovédny vedouci laboratofe.
Vzhledem k tomu, ze dil¢i odpovédnost za odbér vzorki a vhodnost vzorkli se maze lisit
v zavislosti na okolnostech, lze k urceni oblasti odpovédnosti pfedem pouzit obecny rdmec
(tabulky 1a a 1b), ktery je zde uveden pro jeden konkrétni piiklad. Aby byla zajisténa integrita
vzorkd, maji byt identifikovany a zdokumentovany vsechny kroky postupu odbéru vzorkli a musi
byt vytvotfen tzv. ,fetézec sledovani (pro logistickou, nikoli metrologickou navaznost).
Vzhledem k tomu, Ze odbér vzorki je vétSinou zaloZen na jedné nebo vice osobach, které jsou
odpovédné za riizné kroky v tomto procesu, je stejné dulezité, aby byla role kazdé osoby jasné
definovana a urCena pifed zahajenim procesu a také aby byla jasné identifikovana v fetézci
sledovani.

V zavislosti na celkovém nastaveni a ucelu procesu méteni (a jako takové jeho casti odbéru
vzorkll) mohou byt zapojeny riizné osoby v zavislosti na konkrétni situaci (uvedené ve sloupcich
tabulky 1).

Nasledujici pododdily identifikuji nékolik odpovédnosti, které piebiraji rizné ziicastnéné osoby
na zakladé jejich role a jejich skoleni a zkuSenosti s vykonem této role.

4.1.2 Stanoveni postupu vzorkovani

Vzhledem k tomu, Ze postup vzorkovani stanovi ramec pro skute¢ny odbér vzorkd, ktery ma byt
proveden, je zasadni, aby si ti, ktefi pfebiraji odpovédnost za zavedeni takovych postupt a plant,
pln€ uvédomili jeho vyznam a ticel vzorkovani v ramci celého postupu métreni. Navrhovatelé
postupu odbéru vzorkd musi byt lidé se znalostmi a zkuSenostmi s ohledem na formu a podminky
vzorkovaného objektu, prestoze se to ma tykat i zikaznika. Casto bude zapotiebi informaci od
odbornikii z oboru (tabulka 1).

Pokud byl stanoven a externé validovan postup odbéru vzorkl (napf. regula¢nim organem nebo
podobng), je tym pro odbér vzorkl / méfeni odpoveédny za dodrzovani tohoto postupu a pouziti
IMQC podle potieby.

Kromé¢ toho ma laboratoi provade€jici naslednou analyzu vzorkti byt konzultovana ohledné
jakychkoli specifickych pozadavkii. Organizace vzorkate a zkuSebni laboratofe maji
spolupracovat, aby dosahly spolehlivych vysledki testovani.

4.1.3 Primarni odbér vzorku

Pfed naplanovanim odbéru vzorki musi byt vSechny relevantni informace sdileny mezi zkuSebni
laboratofi, vzorkafi a kone¢nym zakaznikem/klientem. Informace musi byt jasné uvedeny
v dokumentu o postupu vzorkovani, ktery bude mit za ucel uvést spravné informace jednou
v terénu (tj. na misté odbéru vzorku).
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Tabulka 1 - Pfiklad struktury odpovédnosti za méreni * ve fazi rutinniho méreni

(po validaci): (a) celkova odpovédnost vedouciho laboratoi‘e, odbér vzorku

provadény laboratofi, (b) celkova odpovédnost regula¢niho/kontrolniho subjektu

(a) Externi zucastnéné
strany

Klient

Interni zainteresovana strana

Manazer
odbéru
vzorku

Laboratorni
vzorkaf

Interni
kuryr

Prijem
vzorku

Laboratof

Vedouci
laboratote

Celkova odpovédnost
Faze méreni

Zadost o odbér vzorki a
shromazd’ovani informaci

Navrh vzorkovani (nebo vybér
vhodného postupu odbéru vzorkt
(idealn¢ predem validovany)

Primarni odbér vzorkl (veetné in
situ analyzy)

Preprava vzorki

Ovéfeni (vhodnost) a piijem
vzorki

Laboratorni analyza (véetné
pripravy vzorku)

Kvalita kone¢ného vysledku
méfeni

(b) Externi zucastnéné
strany

Klient

Kuryr
baliku

Externi laboratof

Interni zaéastnéna strana

Inspekéni
organ

Profesional
ni vzorkar

Celkova odpovédnost
Féze méreni

X

Zadost o odbér vzorku a
shromazd’ovani informaci

Navrh vzorkovani (nebo vybér
vhodného postupu odbéru vzorki
(idealné predem validovany)

Priméarni odbér vzorkl (veetné in
situ analyzy)

Pteprava vzorki

Oveéfeni (vhodnost) a ptijem
vzorkt

Laboratorni analyza (vcetné
pripravy vzorka a validace
analytického procesu)

Kyvalita kone¢ného vysledku
meéreni

x(*)

™

musi probihat priubézna komunikace a spoluprace mezi regulacnim/kontrolnim organem a vedoucim laboratore,

ktery je odpovédny pouze za analytickou slozku, jakoz i za poskytnuti ditkazii o kvalité vzorkovani. Pokud validace
procesu méreni zahrnuje rizné vzorkované objekty (nebo mérené veliciny), je nezbytné, aby validacni zprdava
obsahovala minimalni pozZadavky, které jsou potrebné k tomu, aby byla validace ucinna (napr. kvalifikace

persondlu/pracovni pozice/odpovédnosti).
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Minimalni informace, které maji byt uvedeny v ramci postupu odbéru vzorki, jsou:
e rozsah méfeni, vCetné:
o rozsahu vzorkovaného objektu (v prostoru a/nebo case);
o definice métené veli¢iny (véetné jednotek meteni a toho, zda ma byt vykazovana na
zaklad¢€ ptivodni/Cerstvé nebo suSené hmotnosti);
o pftisluSnych platnych pravnich ptedpisti a regulacnich limitd pro posuzovani shody
(pokud existuji).
e Analyt (analyty) nebo parametry, které maji byt méteny v laboratornim vzorku;
e veskera méfeni nebo analyzy, které maji byt provedeny v terénu (bud’ na misté, nebo in situ,
tj. bez odebrani fyzického vzorku);
e podminky konzervace vzorku a ptepravy (napi. skladovaci teplota a/nebo atmosféra);
e hmotnost nebo objem vzorku (a pocet dil¢ich vzorki, pokud jsou pozadovany smésné
vzorky);
e vzorkovnice (napf. voln¢ lozené, pocet pytlt nebo sudt specifikovaného objemu a materialu
atd.);
e poznamky o o¢ekdvaném stupni heterogenity vzorkovaného objektu a moznou ptitomnost
subpopulaci;
e konecna hmotnost nebo objem laboratorniho vzorku;
e metody fyzikalni pfipravy primarniho vzorku (v terénu nebo v laboratofi), napt.:
o rozmélnovani a/nebo ptileni;
o déleni vzorku nebo snizeni hmotnosti/ptileni;
o suSeni, prosévani, mleti, pileni, homogenizace.
pocet zkuSebnich vzorkt, zkusebnich podilt a alikvotd, které maji byt analyzovany;
zkuSebni materidly QA/QC;
jakékoli dalsi relevantni informace;
informace tykajici se bezpecnostnich podminek v mist¢ odbéru vzorkd a specifickych
pozadavkd, které je tieba vzit v uvahu pfi manipulaci se vzorky.

Technik odbéru vzorki (vzorkar) se mé se zakaznikem dohodnout na provedeni odbéru vzorkt
v podminkach nejvhodnéjSich pro rutinni operace, napiiklad zamezeni nepiiznivym
povétrnostnim podminkam nebo piekryvani s jinymi ¢innostmi, které by mohly ovlivnit u¢innost
celého postupu (vzorkovani a zkouSent).

Vzorkaf ma tam, kde je to mozné, také zajistit, aby veskeré zatizeni pouzivané pro odbér vzork
bylo dekontaminovano a ovéfeno. Pokud jsou pozadovany in situ nebo méfici pristroje na miste,
ovéii, zda byly spravné kalibrovany, a zajisti, aby byly pro ovefeni v terénu odebrany piislusné
referen¢ni materidly nebo zkusebni materialy QC.

V terénu pied provedenim odbéru vzorkil vzorkat zajisti, aby byly dodrZzeny pokyny uvedené
v dohodnutém postupu odbéru vzorkli. Pokud dojde k jakékoli odchylce (odchylkam) mezi
postupem odbéru vzorki a skute¢nou situaci v terénu, vzorkar si podle svého vycviku zvoli mezi:

e ovéfenim, zda stavajici podminky stale spliiuji minimalni pozadavek na provedeni platného
odbéru vzorkl a pokracovanim v ¢innostech. V tomto pfipad¢ musi vzorkar hlasit jakékoli
podstatné odchylky ve zpraveé o odbéru vzorku;

e pozastavenim cinnosti a pokracovanim v aktualizaci postupu odbéru vzorkl (po konzultaci
se zakaznikem/klientem a laboratoi).

Béhem odbéru vzorki musi byt vSechny relevantni informace popsany ve zpravé o odbéru vzorkd.
Ta musi zahrnovat alespon:

e identifikaci vzorkafe;

e datum, misto a Cas meéfeni a pfipadné klimatické podminky (napf. pfi odbéru vzorku
v otevieném terénu);

e odkaz na provedeny postup odbéru vzorkd;

e podminky cile odbéru vzorki: objemy, hmotnosti, nadoby, ditkazy o mozné kontaminaci atd.;

e pocet a hmotnost/objem odebranych alikvotnich podili a jejich identifikaci (naptiklad
uvedenim ¢isla nadoby nebo uvedenim pouzitého schématu odbéru vzorki);
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e postup homogenizace a redukce primarniho vzorku (ve srovnani se specifikovanym, viz
vyse), je-li pouzito;

e pouzité nadoby a konzervacni latky;

e jakékoli méteni provedené v terénu (in sifu nebo na mist¢) a identifikaci pouzitého zafizeni;

e jakékoli odchylky od dfive dohodnutého postupu odbéru vzorki.

Findlni zprava o odbéru vzorki ma byt schvalena (podepséana) zakaznikem.

Rovnéz by bylo vhodné pfilozit fotografickou dokumentaci zobrazujici alespoii snimky
vzorkovaného objektu, dil¢ich vzorka (alikvotl) pfed homogenizaci a laboratorniho vzorku.

Retézec sledovani by mél byt také pouzit pro zasilani vzorku, hlaSeni podminek transportu
a sledovani Casu.

4.1.4 Manipulace se vzorkem a jeho preprava

V nékterych pripadech mize laboratot prevzit odpovédnost za poskytnuti vhodnych nadob na
vzorky (véetné jedine¢né identifikace) a veSkerych nezbytnych konzervaénich latek (vcetné
pokynt, jak je pouzivat).

Osoby odpovédné za manipulaci a prepravu maji byt dostateéné vyskoleny, véetn¢ informovani
o jakékoli nachylnosti ke zhorSeni kvality vzorki / baleni vzorkl a o podminkach pozadovanych
b&hem piepravy (napf. teplota). V zasad¢ by mohlo byt uzitecné dat odpovédné osobé konkrétni
pokyny, zejména v ptipadech, kdy prepravu provadéji lidé mimo bézny proces méieni (napf.
postovni nebo kuryrni sluzby).

4.1.5 Pfijem vzorku ve zkuSebni laboratoii

Pod vedenim vedouciho laboratofe jsou pracovnici laboratofe (pfedem vysSkoleni v technickych
pokynech, predpisech, doporucenich atd.) odpoveédni za nasledujici kontroly a tkoly po obdrzeni
vzorkl:

zvlastni podminky prepravy;

neporusenost vzorkovnic;

presnost a uplnost dokumentace;

datum a Cas odbéru vzorkdl maji byt v piipad¢ potieby v souladu s maximalni dobou
skladovani;

e proveditelnost analytického pozadavku (pokud to neni pfedem dohodnuto s laboratofi).

V nékterych laboratofich je tato odpovédnost svéfena konkrétnim osobam.

Stav vzorkli dodanych do laboratofe by mél odpovidat stavu definovanému v technickych
referencnich pokynech (naptiklad technickych predpisech), pokud jsou aplikovatelné, jinak by
vzorky mély byt povazovany za nevhodné pro analyzu.

Pro pracovniky laboratofe je uzitecné mit pisemny standardni postup pro kontrolu a odmitnuti
vzorkd, véetné nékterych jasnych kritérii, kterda ma dodrzovat osoba odpovédna za posouzeni
vhodnosti pro analyzu vzorku prichazejiciho do laboratofe. Nevhodnost vzorku neni vzdy mozné
posoudit jeho vizualni kontrolou po obdrzeni, coz miize vyzadovat pozd¢jsi opatieni na zakladé
kvantitativnich dikazi z probihajiciho IMQC, tam, kde je to na misté (oddil 3).

4.1.6 Priprava vzorki (véetné fyzikalnich operaci, jako je skladovani, déleni vzorku
a homogenizace)

Vsechny kroky pfipravy vzorku maji byt vhodné navrzeny a provedeny, zdokumentovany
a zahrnuty do validace postupu méfeni. Za pripravu vzorkd jsou ¢asto odpovédni pracovnici
laboratote (Casto analytici, kteti provadéji analyzu), kteti jsou odpoveédni vedoucimu laboratofe.
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Urceny laboratorni personal je odpovédny za precteni piislusnych pozadavkt zkuSebni metody
a/nebo zakaznikll pfed skladovanim, manipulaci a ptipravou laboratorniho vzorku. Tito
pracovnici maji byt zodpovédni, kompetentni a pfiméten¢ dobte informovani o relevantnosti
svého ukolu. Vedouci laboratofe ma vypracovat pokyny tak, aby umoznil efektivni a bezpecné
provedeni prace.

V nékterych ptipadech je dalsi identifikovatelnou odpovédnou osobou v této fazi zastupce
inspek¢niho organu. Inspektor ma zajistit, aby mnozstvi ptipraveného vzorku bylo dostatecné pro
zamyslenou analyzu a pro uchovani vzorkii a aby vSechny zkuSebni vzorky byly ziskény ze
stejného laboratorniho vzorku.

4.1.7 Konecna odpovédnost za cely proces méreni

Je tfeba aplikovat doporuceni uvedena v predchozich odstavcich a v idealnim piipadé ma byt
vedouci laboratofe odpovédny za cely proces méfeni a delegovat odpoveédnost na ptislusné osoby,
které jsou zapojeny do riznych fazi procesu (na zaklad¢ jejich kvalifikace a zkusenosti). Priklad
systému delegovani odpovédnosti je vyobrazen v tabulce 1 (a, b). Pievzeti odpovédnosti za
¢innosti mimo laboratof vSak bude Casto obtizné a vyzaduje dobrou komunikaci nejen se
zakaznikem a vzorkafi, ale také se zastupcem inspekéniho orgdnu. Vedouci laboratofe mé byt na
zaklad¢ jasnych predchozich dohod tykajicich se ucelu, postupu odbéru vzorkli a konkrétnich
pfenesenych povinnosti pribézné informovan, aby bylo zajist€éno, Ze nic nemize byt Spatné
pochopeno nebo spada mezi dveé nepiekryvajici se oblasti odpoveédnosti.

4.2  Organizace procesu méreni
4.2.1 Komunikace se zakaznikem za iaéelem méieni

Faze komunikace mezi stranami (napf. zdkaznikem/inspekénim nebo regulacnim organem
a laboratofi) by mohla byt rozdélena do dvou riznych kroki: pfedbézna faze pomoci neformalni
komunikace (napf. mobilni telefony) a zavéreéna faze oficidlni a formaln&jsi pisemné
komunikace.

Predbézna faze poskytuje relevantni prilezitost k diskusi / pfezkoumani navrhu postupu odbéru
vzorkl, a zda je povazovan za uspokojivy. Cilem je usnadnit odbér, pfepravu a skladovani vzork,
jakoz i informovat vedouciho laboratofe o jakémkoli zpozdéni nebo vyznamné odchylce pfi
provadéni odbéru vzorki, ktera ovlivni naslednou analyzu.

Pocatecni faze komunikace mtze také identifikovat pozadavky na dalsi Skoleni nebo tpravy
technickych postupli v ramci postupu odbéru vzorkt (vCetné piepravy a skladovani) a vylepsené
pokyny pro pouZiti zafizeni nebo zatizeni pro odbér vzorkli. To mulize byt uzite¢né zejména v
ptipadé, Ze odbér vzorkl a analyzy provadi n€kolik riznych organizaci.

Kazda operace odbéru vzorkli vyzaduje vypracovani prislusnych pokynd, které uvadéji zejména
davod odbéru vzorki, misto a €as odbéru vzorkd, definici cile odbéru vzorkil, métené parametry,
jasné oznaceni primarnich vzorkl v souladu s metodou odbéru vzorki a veskera zvlastni opatfeni
pozadovana na zakladé¢ informaci od zakaznika. Rovnéz maji byt zahrnuty informace
o podminkach piepravy a jakékoli dalsi informace popisujici vzorkovani produktu nebo jiné
informace, které¢ by mohly byt laboratoti napomocné pii hodnoceni vysledkt. V ptipad¢ jakékoli
odchylky od doporuc¢eného postupu odbéru vzorkd by to melo byt podrobné popsano ve zpraveé
o0 odbéru vzorkl. Zasadni je diikladny pfistup s peclivym diirazem na detail.

Laboratof se obecné ma se zakaznikem/inspekénim nebo regulacnim organem dohodnout na
vSech operacich souvisejicich s fazi odbéru vzorkli a/nebo zkouSeni/analyzy. Pokud je odbér
vzorkli provadén vyhradné laboratofi, pak jsou vSechny informace, které jsou relevantni pro
odhad nebo ovéfeni nejistoty méteni, k dispozici vedoucimu laboratore. Pokud vSak odbér vzorki

122



ZaleZitosti managementu

provadi nezévisla organizace, maji byt tyto informace po ptedchozi diskusi s laboratofi o navrhu
postupu odbéru vzorku k dispozici.

Vzhledem k tomu, Ze samotna technika odbéru vzorkd zpisobi nejistotu ve vysledku méfeni, je
nezbytné, aby byly vzorkafi (pracovnici provadgjici odbér vzorkll) vhodné vyskoleni
v pouzivanych postupech. Kromé toho musi vzorkat ¢asto kontaktovat pracovniky laboratote
pridélené k provedeni analyzy a nékdy také pfimo zakaznika, ktery pozadal o méfeni. Tento
ptistup je zvlasté vyznamny v piipad¢ vzorkovacich ¢innosti provadénych nékolika organizacemi
(napf. vladnimi nebo nevladnimi agenturami, kontrolnimi organy, laboratofemi kontroly kvality,
klienty nebo vyrobci). Za takovych okolnosti maji byt piijata preventivni opatfeni, aby se
zabranilo zménam postupu odbéru vzorkd, které by mohly ovlivnit bud’ koncentraci analytu ve
vzorkovaném objektu, nebo v primérnich vzorcich, neptiznivé ovlivnit analytické stanoveni nebo
ucinit vzorky nevhodnymi pro analyticky ucel.
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Priloha A — reSené priklady

Priklad A1: Dusi¢nany v salatu péstovaném ve skleniku — sekven¢ni pristup
k VaMPIS pomoci duplikatni metody

1. Ugel

Validace procesu méteni pro stanoveni koncentrace dusi¢nant v salatu péstovaném ve skleniku
pomoci standardniho protokolu o odbéru vzorkt a analytického postupu (tj. metody), ktery byl
diive samostatné validovan. Obecny pfistup k validaci je popsan v oddile 2.1 tohoto
dokumentu. Poc¢étecni cast validace této ptipadové studie a odhad nejistoty, jiz byly popsany
v ptikladu A1l pokynu Eurachem o nejistoté¢ vzorkovani [3]. Misto opakovani celého textu je

zde uveden souhrn tohoto tématu, pficemz pro podrobnosti odkazujeme ¢tenare na ptivodni
dokument [14].

2. Scénaf a vzorkovany objekt

Dusi¢nany jsou nezbytné pro zdravi rostlin, existuji vSak obavy o lidské zdravi spojené
s konzumaci potravin obsahujicich zvysené hladiny dusi¢nanti. Koncentrace dusi¢nanil v salatu
jsou pravidelné sledovany v souladu s nafizenim EU. Odhady koncentrace se provadéji pro
sektor skleniku s 12 000 az 20 000 hlavkami salatu a vysledek pro kazdy sektor se pouziva
individualng pii posuzovani shody s pfislusSnym natizenim. Kazdy sektor je proto povazovan
spiSe za vzorkovany objekt nez za jednotlivé hlavky salatu. Pro spolehlivé porovnani
naméienych koncentraci dusi¢nand s evropskou regulaéni limitni hodnotou [31] (4500 mg kg ™)
je zadouci odhad nejistoty méteni.

Proces validace je popsan pomoci nasledujicich krokt ze sekvenc¢niho vyvojového diagramu
VaMPIS (obrazek 2):

Krok 1: Specifikace méiené veliciny, ktera je prfedmétem zajmu jak z hlediska analytu,
tak vzorkovaného objektu (shrnuto v tabulce A1.1)

Tabulka Al.1 — Specifikace mérené veli¢iny zahrnujici vzorkovany objekt

Meéftena velic¢ina
Analyt/ technika Jednotka Sektpr/ Vzorkoyany objekt
matrice (objekty)
Extrakce horkou vodou | mg kg™', jak . 1 sektor salatu
L e o Potravina/ 9 ,
a stanoveni dusi¢nanti bylo salat péstovany ve
metodou HPLC obdrZeno skleniku

Krok 2: Identifikace podrobného postupu méreni (véetné jeho dvou slozek)

Krok 2.1 Postup odbéru vzorkt

Ptijaty postup/protokol odbéru vzork pro tento tcel specifikuje, ze z 10 hlavek salatu
sklizenych z kazdého sektoru hlavkového salatu [32] se pfipravi jeden smésny vzorek. Salaty
se vybiraji tak, Ze se danou ¢asti skleniku prochazi ve tvaru pismene W nebo pétibodové kostky.
Tento postup se aplikuje na vSechny sektory bez ohledu na jejich velikost. V tomto ptipadé
byly vzorky odebrany rano a prepraveny do smluvni analytické laboratote v chladicich boxech,
aby dorazily do 24 hodin od odbéru vzorku.

Krok 2.2 Fyzikalni ptiprava vzorku

Priméarni vzorky byly po pfijeti v laboratofi zmrazeny. Salat (dil¢i vzorek) z kazdého
10hlavkového vzorku byl nakrajen na Ctyfi stejné ¢tvrtiny a dvé ¢tvrtiny byly ponechany. Toto
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se opakovalo pro kazdy z 10 dil¢ich vzorkl ve vzorku. Vyslednych 20 ¢tvrtin bylo umisténo do
pfistroje (napt. Hobartova) a macerovano za vzniku smésného vzorku.

Krok 2.3 Analyticka metoda

Analyticka metoda pro stanoveni dusi¢nanti v zelening€ a zeleninovych produktech [33] byla
diive validovana pomoci mezilaboratorniho pokusu [34]. V této aplikaci byly odebrany dva
analytické zkuSebni podily (10 g). Kazdy zkuSebni podil byl extrahovan horkou vodou
a koncentrace dusi¢nanti byla stanovena pomoci HPLC (UV detektor). Vzorky pro fizeni
kvality (vytéznost z obohaceni) byly analyzovany soubézné s redlnymi vzorky. Pivodni
namétené hodnoty pouzité pro odhad nejistoty maji byt minimalné zaokrouhleny a maji
zahrnovat vSechny hodnoty, které jsou mensi nez nula nebo mez detekce.

Krok 3: Plan pokusi pro validaci postupu méieni (vCetné sloZek vzorkovani a analyzy)

Pro tuto validaci byla vybrana duplikatni metoda s pln€ vyvazenou strategii (obrazek 3a), kterd
omezuje naklady, protoze muze byt provedena jednim vzorkafem. Tento pfistup proto
nezahrnuje ptispévek k nejistot¢ méfeni ze systematickych tc€inkdi mezi vzorkafi. V mnoha
pripadech nebude mozné analyzovat vSechny primarni vzorky a jejich duplikaty ve stejny den,
protoze by to naptiklad v prikladu Al vyzadovalo 32 analytickych méteni. Mezi — denni
variabilita by mohla byt zahrnuta do navrhu duplikatni metody, napt. pokud by bylo mozné
provést pouze osm analyz za jeden den, pak by to bylo ekvivalentni dvéma vzorkovanym
objektim. Do navrhu by mohly byt zahrnuty i dal$i zdroje variability, jako jsou vice
(analytickych) operatort a vice piistroji. Naptiklad operator A méfi ve dnech 1 a 3 a operator
B méfi ve dnech 2 a 4. Analyza kazdého vzorku ma byt ndhodné pfitazena kazdy den, aby se
minimalizovaly G¢inky faktord, jako je instrumentalni drift.

Vzhledem k preventivnim opatfenim zahrnutym do ptipravy vzorku (napf. zmrazeni do 24
hodin od odbéru) se povazuje za nepravdépodobné, ze fyzikalni pifiprava vzorku zptsobi
vysokou uroveni nejistoty méfeni (z nahodnych nebo systematickych zdroju), a proto je tato
slozka zahrnuta do odhadu nejistoty méfeni (jako nejistota pripravy vzorku), ale nemusi byt pti
validaci odhadovana samostatne.

Pro protokol odhadu nejistoty bylo vybrano doporu¢ené minimum osmi objektt. Tyto objekty
byly povazovany za typické pro sektory ledového salatu pestovaného ve sklenicich. Pro kazdy
z téchto sektorti byl kromé rutinniho vzorku (vzorek 1, S1) odebran druhy vzorek s 10 hlavkami
(vzorek 2, S2). Tento duplikatni vzorek byl odebran zptsobem, ktery reprezentoval odchylku,
jez by mohla nastat v disledku nejednoznacnosti ve vzorkovacim protokolu, napiiklad
polohovani ptivodu navrhu W a jeho orientace. Primarni a duplikatni vzorky tvofi druhou
uroven vyvazené strategie pro kazdy vzorkovany objekt (obrazek Al.1).

Bylo rozhodnuto, Ze zahrnuti terénnich slepych vzorkti nebude v této situaci pouzitelné, protoze
je nepravdépodobné, Ze by zatizeni pro odbér vzorkt a baleni zpusobilo kontaminaci nebo
ztratu dusi¢nanti z primarniho vzorku.

Krok 4: PouZiti vybranych postupi vzorkovani a pripravy vzorkd na vzorkovany
(vzorkované) objekt (objekty)

Postup odbéru vzorki byl aplikovan jednim vzorkatem na vSech osm sektorti a nebyly hlaSeny
zadné odchylky od pisemného protokolu. Fyzikalni pfipravu vzorku provedli pracovnici
laboratote nezavisle na obou duplikovanych vzorcich pro kazdy vzorkovany objekt.
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Obrazek Al.1 — Piiklad pouziti ,,duplikatni metody“ pro odbér vzorkii ze sektori
cerstvého salatu. Duplikatni metodu lze aplikovat pomoci W navrhu jako vzoru,
protokol stanovuje navrh, ale ne polohu nebo orientaci. Je stejné pravdépodobné, Ze
»W¢ zacne zleva nebo zprava. Deset hlavek je odebrano podél linie W pro vytvoreni
smésného vzorku pro jeden vzorkovany objekt [3]

Krok 5: Pouziti vybraného analytického postupu na v§echny odebrané primarni vzorky

Byly provedeny duplikétni analyzy vSech duplikovanych vzorkl pii nejnizsi urovni vyvazené
strategie (obrazek Al.1). Bylo pouzito plné analytické fizeni kvality (AQC) na SarZe chemické
analyzy. Vysledné naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce Al.2. Nebyly k dispozici zddné
vhodné¢ CRM s odpovidajici matrici, takze analytické vychyleni bylo odhadnuto pomoci
vytéznosti obohacenych vzork.

Tabulka A1.2 — Mé&Feni koncentrace (mg kg™') dusi¢nanii v osmi duplikovanych
vzorcich. Duplikatni vzorky jsou oznaceny S1 a S2. Podobné jsou oznaceny duplikatni
analyzy Al a A2. DS1A2 (hodnota 4754 mg kg™') je tedy analyza 2, ze vzorku 1 ze
vzorkovaného objektu D

Vzorek

Objekt S1A1 S1A2 S1A1 S2A2
A 3898 4139 4466 4693
B 3910 3993 4201 4126
C 5708 5903 4061 3782
D 5028 4754 5450 5416
E 4640 4401 4248 4191
F 5182 5023 4662 4839
G 3028 3224 3023 2901
H 3966 4283 4131 3788

Krok 6: Aplikace analytického fizeni kvality na vSechny naméiené hodnoty rutinnim
zptsobem

Sarze chemickych analyz vyhovovaly viem pozadavkiim na fizeni kvality laboratofe. Nebylo
zjisténo zadné vyznamné analytické vychyleni, a proto korekce vychyleni nebyla povazovana
za nezbytnou pro vysledné hodnoty méteni ani pro odhad nejistoty méteni.

Krok 7: Odhad nejistoty méfeni a jejich sloZek vyplyvajicich ze vzorkovani a analyzy
(aplikace ANOVA na namérené hodnoty)

Podrobnosti 0 namérenych hodnotach a nasledné ANOVA (pomoci softwaru RANOVA3) jsou
uvedeny jinde [3]. Pro ucely této diskuse jsou odhady celkové nejistoty mereni a jejich dvou
slozek vyplyvajicich ze vzorkovani (v&etné ptipravy vzorku) a chemické analyzy (tabulka A1.3,
spodni fadek) oddéleny od celkové variability (vyjadiené jako celkovy rozptyl a celkova
smérodatna odchylka (celkova Sdev)).
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Byla dana ptrednost robustni ANOVA, pted klasickou ANOVA, protoze v nezpracovanych
hodnotach byl patrny maly podil (< 10 %) odlehlych hodnot (sektor C, vzorek S1 nebo S2,
tabulka A.1.2). Takové odlehlé hodnoty by mély nepiiméfeny vliv na nejistotu méfeni
odhadnutou pomoci klasické ANOVA. Robustni statistiky se ukdzaly jako uc¢inné pii zahrnuti
téchto odlehlych hodnot na kterékoli ze tfi urovni planu pokust spiSe, nez se je snazit
identifikovat a v odivodnénych ptipadech je jednotlivé vylucovat [3]. Robustni odhad
smérodatné odchylky (tj. standardni nejistoty) celého postupu méfeni (smeas) je 360 mg kg .
Slozka vzorkovani (v&etné ptipravy vzorku) (ssmp) je 319 mg kg ™!, coz piedstavuje pfiblizné
78 % celkového rozptylu méfeni (100%x22,64/28,91, z % hodnot celkového rozptylu). V tomto
ptipad¢ je nejistota vzorkovani zplisobena piedevsim heterogenitou analytu (tj. dusi¢nani)
v ramci kazdého vzorkovaného objektu.

Tabulka A1.3 — Vystup softwaru RANOV A3 [35] ukazujici robustni odhady nejistoty
méreni (rozSiFena relativni nejistota odvozena z opakovatelnosti) pro pripadovou studii
dusi¢nani v salatu (jednotky koncentrace jsou hmotnostni zZlomek v mg kg™'). Hodnoty

jsou uvedeny nezaokrouhlené pro srovnani, ale budou vyZadovat nasledné zaokrouhleni

Robustni ANOVA
Pramér 4408,3
Celkova Sdev 670,58
Mezi
sektory  Vzorkovani  Analyza Mira
Smérodatna odchylka 565,4 319,05 167,94 360,55
% z celkového rozptylu 71,09 22,64 6,27 28,91
Rozsifena relativni nejistota (95 %) 14,47 7,62 16,36

Hodnoty smérodatné odchylky opakovatelnosti se pouzivaji jako odhady nejistoty méfeni, a to
bud’ jako standardni nejistota (¢meqs 0dhadovana jako smeqs) nebo jako rozsirena forma (pro 95%
spolehlivost) relativné ke koncentraci (x) pomoci:
2s
U'=100 x —= %
X
Pro tento ptiklad je celkova nejistota méfeni odhadnuta jako U'meas = 16,36 % = 16 % pro rutinni
ucely.
Analyticka slozka nejistoty méteni odhadnutd z opakovatelnosti, je U'asna= 7,6 %.

Tato hodnota je podobnd hodnoté U'ama = 6 % (tj. u'aa = 3 %), kterd byla diive uvadéna pro
samostatnou validaci tohoto analytického postupu [34]. Coz bylo zalozeno na hodnotach
mezilaboratorni relativni smérodatné odchylky reprodukovatelnosti [36], v tomto pfipade
3,21 % a 2,37 % pro dva rizné druhy salatu. Hodnota Uz, odhadovana zde pomoci duplikétni
metody je aritmeticky vétSi neZ hodnota ze samotné validace (6 %), coz se mize zdat
piekvapivé vzhledem k tomu, Ze samotna valida¢ni hodnota zahrnovala také mezilaboratorni
slozku. Zvyseni maze byt ¢astecné zplisobeno heterogenitou analytu ve zkusebnim materialu,
ktery byl pouzit v duplikatni metod€. Samostatny piistup obvykle pouziva mnohem
homogennéjsi RM.

Krok 8: Posouzeni vhodnosti vysledkii méi‘eni pro dany ucel porovnanim jejich odhadua
nejistoty méreni s cilovou nejistotou

V soucasné dob¢ neexistuje zadna cilova nejistota (ktera zahrnuje slozku nejistoty vzorkovani)
specifikovana regula¢nim organem nebo zdkaznikem, vuci které 1ze tuto odhadovanou nejistotu
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méteni (16 %) porovnat s posouzenim vhodnosti pro ucel vysledkit méfeni. Byly diskutovany
ruzné piistupy k nastaveni hodnoty cilové nejistoty méfeni [18]. Jednim z téchto pfistupt je
metoda optimalizované nejistoty (ptiloha B, [19]), ktera byla dfive doporucena [3, oddil 16]
a pouzita pro tento ucel v riznych sektorech [21, 37].

Aplikace metody optimalizované nejistoty pro priklad dusi¢nanu v salitu

Aplikaci metody optimalizované nejistoty 1ze provést pomoci mnoha softwarovych balickd, ale
pro tento ucel je napsan program (OptiMU) v tabulkovém procesoru Excel [35]. Vstupni
parametry metody, optimalizovana nejistota a hodnoty pouzité v tomto ptikladu jsou uvedeny
v tabulce Al.4.

Tabulka A1.4 — Vstupni data pro metodu optimalizované nejistoty pouzité pro vypocet
optimalni (cilové) nejistoty pro priklad dusi¢nani v salatu

Parametr Jednotky | Hodnota
Néklady na odbér vzork € 40
Naklady na analyzu € 40
Naklady na nasledky € 5280
Usmp (mgkg™") | 319,05
Uana (mgkg™) | 167,94
Umeas (mgkg™) | 360,55
Limitni hodnota (7) (mgkg™) | 4500
R Il [P RPE

Néklady jsou komercni jednotkové naklady na odbér vzorki a chemickou analyzu. Pii odhadu
naklad na nasledky existuji dvé obecné moznosti. Pokud je produkt chybné ptedan jako
vyhovujici predpisim, dojde k fale$né shodé (tj. fale$n¢ negativni). Pokud se to nasledné zjisti,
bude vyrobci uloZena pokuta a miize byt poZadovano stazeni vyrobku z trhu a vyrobce si nemusi
udrzet podporu zakaznikl, a proto zazije pokles prodeje nebo prudké snizeni ceny akcii. Pfi
vyhodnocovani tohoto parametru 1ze pouzit minulé priklady. Alternativng, pokud je vyrobek
nespravné klasifikovan jako nevyhovujici regulacnimu limitu, dojde ke scénari faleSné neshody
(tj. falesné pozitivni). To obvykle vede ke zbyte¢nému odmitnuti Sarze produktu. Naklady se
zde obvykle vyhodnocuji jako naklady na Sarzi. V tomto piikladu jsou naklady na disledky (.
5280 EUR) vypocteny pro falesnou neshodu (tj. faleSné pozitivni) rozhodnuti na zakladé
hodnoty celé Sarze 12 000 hlavek salatu za 0,44 EUR (vSechny ceny platné v dobé validace
v roce 2004).

Hodnoty nejistoty jsou odvozeny z robustni ANOVA diskutované vyse. Limitni koncentrace
(T) je uvedena v natizenich EU [31].

Koncentrace, pii které ma byt systém optimalizovan (c¢,), je obecné volena tak, aby existovala
zna¢nd pravdépodobnost chybné klasifikace. Predchozi aplikace metody optimalizované
nejistoty vyuzily fadu kritérii pro nastaventi ¢,, (napf. 1,17=4950 mg kg ") [38]. Pro toto Setieni
byla hladina ¢, stanovena na hypoteticky donucovaci limit dusi¢nant v salatu [23]. Relativni
rozsifena analyticka nejistota (U snq) byla jiz odhadnuta na 7,62 %. Minimalni koncentrace,
ktera by naznacovala, Ze koncentrace dusi¢nanti byla vyssi nez limitni hodnota (cm— Uana = T),
byla vypoétena jako 4 871 mg kg ! (T + Unna Pii Cm, = 4500 + (0,0762 x 4871). Zajimavé je, Ze
tato hodnota je podobna dvéma dal$im hodnotam, které Ize vypocitat pro nastaveni ¢, pomoci
alternativnich pfistupd, kterymi jsou medianova hodnota neshodnych méfeni (4 891 mg kg™")
a hodnota 1,1T (4 950 mg kg ™).
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Krok 9: Posouzeni, do jaké miry bylo dosazeno vhodnosti pro dany ucel, porovnanim
experimentalni nejistoty méfeni se zndmou nebo odhadovanou cilovou nejistotou (napf.
optimalizovand nejistota).

Vysledky aplikace této metody optimalizované nejistoty (obrazek A1.2) ukazuji piikladove
specifickou verzi obecného piipadu (obrazek B1.1), kde jsou celkové naklady formalné
vyjadfeny jako ,,o¢ekavani ztraty* E(L). Skute¢né nejistota méfeni (jako smess = 361 mg kg ™!,
E(L) = 873 €) je jasn¢ nad optimalni (pouzito jako cilova) nejistotou métfeni (jako Smeas =
184 mg kg™!, E(L) = 395 €). V jednotkach relativni rozsifené nejistoty jsou hodnoty U'eas
téchto dvou bodl 16,4 % a 8,3 % v uvedeném pofadi. To znamend, Ze tento postup méfeni
produkuje namétené hodnoty, které nejsou vhodné pro dany ucel, a proto nejsou zpusobilé pro
validaci v soucasné podobé.

Nicméné obrazek Al.2 také naznacuje, Ze pokud by nejistota méfeni mohla byt snizena
z 361 mg kg ! na piiblizné 184 mg kg™, pak vhodnosti pro dany ucel by mohlo byt dosaZeno
pii cilové nejistoté méteni, a tim zvalidovat tento postup méfeni. Vypocet také ukazuje, ze
celkova tispora ve vysi 478 EUR (873—395 EUR) za Sarzi by pak byla dosazena snizenim rizika
fale$né klasifikace neshody.

Krok 10: Uprava postupu méFeni pro dosaZeni vhodnosti pro dany tucel (v piipadé
poti‘eby)

Pokud se ukaze, Ze postup méfeni neni vhodny pro dany tcel vzhledem k tomu, Ze nejistota
mefeni je podstatné vyssi (nebo nizs$i) nez cilova nejistota (jakkoli nastavend), je mozné
vypocitat, jak lze postup upravit tak, aby dosahl hodnoty nejistoty méteni, ktera bude vhodna
pro dany ucel. Druhou ¢ast metody optimalizované nejistoty lze pouzit k vypoctu, zda je
nakladové efektivnéjsi upravit postup odbéru vzorkt nebo analyticky postup. V tomto ptipade
aplikujeme ctyii rovnice (B1.5 az B1.8 v ptiloze B) za pouziti pfislusnych nakladd na odbér
vzorkd a analytické postupy. Metoda optimalizované nejistoty vypocitava, ze ndkladove
nejefektivnéjsim zplsobem, jak celkové dosahnout cilové nejistoty méfeni, je snizit nejistotu
vzorkovani 2,14krat (z 319 na 149 mg kg'). Pouziva se model z teorie vzorkovani, ktery
predpovida, ze ctverec zakladni chyby vzorkovani (a tudiz obvykle ssmp) je nepfimo umeérny
hmotnosti vzorku [3, str. 24]. Pfistup optimalizované nejistoty také predpovida, ze tohoto
sniZzeni nejistoty vzorkovani by mohlo byt pravdépodobné dosazeno zvysSenim vydaji na
vzorkovani 4,57krat z 40 € na 183 € na Sarzi. Z praktického hlediska se predpoklada, ze zvyseni
hmotnosti vzorku 4krat (tj. odbér 40 hlavek pro smésny vzorek namisto 10 hlavek) snizi
nejistotu vzorkovani 2krat (tj. odmocnina ze 4). Vzhledem k tomu, ze nejistota vzorkovani
pfispiva pfiblizné 78 % k nejistoté méfeni, pak by tato Gprava postupu mela také snizit celkovou
nejistotu méteni o podobny nasobek.

Byl proveden experiment s cilem prozkoumat skutec¢né snizeni nejistoty vzorkovani (a tim
1 nejistoty méteni), které by bylo dosazeno zvySenim poctu hlavek salatu ve slozeném vzorku
z 10 na 40 [23]. Bylo zjisténo nasledné snizeni nejistoty vzorkovani 1,8krat, coz je podobné,
ale aritmeticky mirné€ nizsi nez faktor 2 odhadnuty z teorie vzorkovani. Pokud je tento faktor
1,8 aplikovan na diskutovany ptiklad, snizuje to nejistotu vzorkovani jako Ssmp, z 319 na
177 mg kg!. Pii slouceni se slozkou analyzy to vede ke sniZeni celkové nejistoty méfenti (jako
Smeas) Z 360 na 244 mg kg!' (Zluta skvrna na obrazku A1.2). Pro rozsifenou relativni nejistotu
se jedna o snizeni U'neas z 16,4 % na 11,1 %. Tato modifikovana nejistota méfeni se blizi (o 33
% hodnoty nad) optimalni (tj. cilové) nejistoty méfeni 184 mg kg ™! a vede ke sniZzeni nakladt
(tj. ocekavané ztrate) o piiblizné 375 € na cil (z ptiblizn€ 873 € na 498 €), coz se blizi (78 %)
optimalni Gspote 478 €. Postup méfeni lze proto nyni povazovat za validovany, protoze jeho
vysledky méfeni jsou nyni vhodné pro dany ucel.
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Obrazek A1.2 — K¥ivka optimalizované nejistoty pro piiklad dusi¢nani v salatu,
zobrazujici odhad skute¢né nejistoty méieni (smeas = 361 mg kg™, E(L) = 873 €,
zobrazeno jako zelena tecka), je daleko nad optimalni (pouzito jako cilova) nejistotou
mdéfeni (as Smeas = 184 mg kg™!, E(L) = 395 €, jako ¢ervena te€ka). To znamena, Ze
aktualni postup méfeni neni vhodny pro dany ucel a nelze jej zvalidovat v jeho soucasné
podobé. A Modifikovana nejistota méfeni (Smeas = 244 mg kg™!, E(L) = 500 €, jako Zluta
tecka) je diskutovana v kroku 10 [14]

Krok 11: Pfezkum vhodnosti pro ucely analytického postupu

Metoda optimalizované nejistoty naznacuje, Ze analyticky postup, ktery byl dfive validovan
(s U'ana ~ 6 %), dosahl celkové nejistoty méfeni, ktera je dostateéné blizko optimalni nejistote
mefeni pro aktualni validaci celého méficiho systému. Navic vypocty optimalizované nejistoty
(rovnice B1.6 a B1.8, priloha B) také naznacuji, Ze mirné snizeni nejistoty analytického méteni
(1,56krat) ze 168 na 108 mg kg™ (tj. U'maze 7,6 % na 4,9 %) by bylo také piinosné pro dosazeni
optimalni (tj. cilové) nejistoty. Odhaduje se, Ze tohoto sniZzeni v U'aa Ize dosdhnout zvySenim
analytickych vydaji 2,4krat ze 40 € na 96 €. Tyto vydaje by mohly byt zaméfeny na nizsi U'sna
prezkoumanim a zlepSenim nékterych ze sedmi jiz diskutovanych vykonnostnich charakteristik
(oddil 2.2). Je zajimavé, Ze pokud by bylo této nizs§i U'sma dosaZeno zlepSenim analytické
metody, celkova nejistota mé&feni by podle piedpovédi dale klesla na 207 mg kg ' (U'neas =
9,4 %), coz je jesté blize k optimalizované nejistoté (pouzité jako U'ry) 184 mg kg ™! (U'mess =
8,4 %). Cilova nejistota méteni je definovana jako maximalni hodnota, ale v tomto pfipadé ma
skutecna nejistota méfeni mirné nad hodnotou podobny finan¢ni u¢inek jako mirné€ pod ni.
Vzhledem k tomu, ze analyza pfispiva pouze pfiblizné 22 % k nejistoté méfeni, jeji mezni
sniZzeni by mélo mnohem mensi G¢inek nez jiz provedené petinasobné zvyseni vydajii na odbér
vzorkll. Celkovée lze tedy soucasny analyticky postup povazovat za vhodny pro zarazeni do
tohoto postupu méteni.

Souhrn

Proces sekven¢ni validace postupu méfeni (oddil 2.1 hlavniho textu) byl aplikovan na stanoveni
dusi¢nanti v salatu. Platnost navrhovaného postupu méfeni byla posouzena podle nejistoty
vyslednych hodnot méfeni a bylo zjisténo, Ze neni vhodny pro dany ucel, protoZze nejistota
méteni 16,4 % byla priblizné dvojndsobkem cilové nejistoty 8,3 %. Cilova nejistota nebyla
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regulatorem ani zakaznikem specifikovana, proto byla vypoctena metodou optimalizované
nejistoty. Duplikatni metoda, ktera byla pouzita k odhadu skute¢né nejistoty méfeni, také
ukazala, ze dominantnim zdrojem nejistoty méfeni bylo vzorkovani (U'smp 14,5 % pfispélo
78 % k celkové nejistoté méfeni). Teorie vzorkovani byla pouzita k predpovédi, Ze zvySeni
poctu dil¢ich vzorkli v kazdém smésném vzorku z ptivodné specifikovanych 10 az na 40 by
snizilo celkovou nejistotu méteni az na 11,1 %. Tato Gprava byla povazovana za dostate¢nou
k tomu, aby byly naméfené hodnoty vhodné pro dany ucel a aby byl postup méfeni validovan.
Tato validace nezahrnuje ptispévek k nejistoté meéteni z vychyleni mezi vzorkati, které by
mohlo byt zajisténo mezilaboratornim porovnanim odbérti (CTS). Vzhledem k dominantnimu
ptispévku odbéru vzorkil k nejistoté¢ mefeni zptisobenému zejména heterogenitou dusi¢nant
vSak mutze tento piistup s jednim vzorkafem poskytnout dostate¢né realisticky odhad nejistoty
meéfeni pro ucely validace.

Pouzitelnost validace

Ocekava se, ze tato validace bude obecné pouzitelna pro Sarze salatu jakékoli odridy péstované
ve sklenicich. Divodem je piedevsim to, Ze vSechny salaty jsou péstovany tak, aby spliovaly
stejnou specifikovanou limitni hodnotu, a proto maji obecné podobné slozeni. Platnost tohoto
predpokladu ma byt testovana prabéznymi vysledky IMQC u Sarzi péstovanych za riznych
podminek. Pouziti tohoto méficiho protokolu na jiné potravinarské plodiny by vyzadovalo
prinejmensim verifikaci (ovéfeni) a ptipadné plnou validaci vzhledem k pravdépodobné odlisné
charakteristice prostorové distribuce analytu (dusi¢nantl) v riznych plodinach.
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Priklad A2: In situ méreni celkového olova v ornici — simultinni pfistup
k VaMPIS duplikatni metodou

1. Ucel

Validace procesu méteni in situ pro stanoveni celkové koncentrace olova (Pb) v ornici pomoci
integrovaného postupu méfeni (tj. jak odbéru vzorki, tak analytickych postupil). Obecnym
pfistupem je tedy simultanni validace (oddil 2.3.3). Popsana validace je z velké ¢asti zalozena
na odhadu nejistoty méfent, ktera je typicka pro rutinni operaci [39]. Vhodnost pro ucel méreni
in situ je hodnocena, pokud jsou provadéna pro dva mozné tcely: (1) geochemické mapovani
koncentrace Pb v ornicich na testovaném misté (nc¢kolik vzorkovanych objektd) a (2)
klasifikace pidy pro koncentraci Pb, ktera pravdépodobné piekracuje regulaéni prahovou
hodnotu.

2. Scénaf a vzorkovany objekt

Olovo je tézky kov, ktery je velmi toxicky pro lidsky, zivocisny a rostlinny zivot, a proto je
jeho koncentrace v pidach regulovana v mnoha zemich. Ptipadova studie byla provedena na
pozemku o rozloze ptiblizné dvou hektarii ve Wirksworthu v Derbyshire ve Velké Britanii [27],
kde bylo podezieni z umisténi sttedoveéké huté Pb. Ocekavalo se proto, Ze lokalita bude mit
pudy s Sirokou Skalou rtiznych, ale stale zvySenych koncentraci Pb.

Proces validace je popsan pomoci nasledujicich krokt ze sekvenc¢niho vyvojového diagramu
VaMPIS (obrazek 2):

Krok 1: Specifikace méiené veli¢iny z hlediska analytu i vzorkovaného objektu: shrnuto
v tabulce A2.1

Tabulka A2.1 — Specifikace mérené veli¢iny zahrnujici vzorkovany objekt

Meéfrena veli¢ina

Analyt / Technika Jednotka Sektor / Matrice Vzorkovany objekt

Celkové Pb podle mg Pb na kg Ornice (jmenovitd | Plocha 30 x 30 m pidy (v
ruéniho penosného | vysuSené pidy |hloubka 0—150 mm) |lokalité s 24 takovymi
XRF aplikovaného in | (tj. mg kg™) objekty)

situ

Krok 2: Identifikace navrhovaného podrobného postupu méreni, vcetné jeho dvou
hlavnich slozek odbéru vzorkt a analyzy

Krok 2.1 Umisténi vzorkovanych objektl

Nepravidelnd travnatd plocha, pouzivand pro pastvu zvifat, byla pokryta pravidelnou
vzorkovaci mtizkou 24 vzorkovanych objekti s rozteci 30 m (obrazek A2.1). Umisténi kazdého
in situ méfeni bylo ve stfedu Ctverce o strané 30 m, umisténého pomoci méfici pasky
s odhadovanou prostorovou nejistotou & 2 m.

Krok 2.2 Instrumentalni postup

V kazdém misté méteni byla pfed métenim plocha travniku 150 % 150 mm o hloubce 30 mm
odstranéna ry¢em, aby se odhalila nepokryta pida (tj. ne ¢ast vzorku). Odstranény material,
ktery nebyl soucasti vzorku, byl odlozen a po dokon¢eni méfeni vracen. Rucni pfenosny
rentgenovy fluorescencni spektrometr (pXRF) byl poté umistén ruéné do stiedu nepokryté
zemeé, jemné¢ v kontaktu s pidou. 75sekundovy méfici cyklus byl proveden pomoci
instrumentalni kalibrace navrZzené pro pudy vyrobcem pXRF s analytickou vykonnosti
a instrumentalnim nastavenim popsanym jinde, a to jak pro laboratorni méfeni, zamétené na
analytickou citlivost a selektivitu [40], tak i pro in situ pouziti v terénu [27]. Konkrétnim
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problémem pro selektivitu stanoveni Pb pomoci XRF je potencialni interference na rentgenové
&afe Pb-La z vysokych koncentraci arsenu (As). Uéinnost korekce této interference Ize pro tuto
lokalitu posoudit odhadem pravdivosti jako vychyleni pomoci CRM s vysokymi koncentracemi
As i Pb (napt. NIST 2710). Mez detekce pro Pb byla odhadnuta na 39 mg kg™ ! [27], coZ je
vyrazné pod minimalni koncentraci naméfenou pXRF v tomto misté (~330 mg kg™'). Horni
mez pracovniho rozsahu je vyrazné nad odpovidajici maximalni namétfenou koncentraci
(~11 000 mg kg™).

A B C D E F

1 o o o o
) e o o o o o
3 e o o o o e
4 e o o

5 e o o

6 e e

Obrazek A2.1 — Mapa miizky 24 ¢tvercovych vzorkovanych objekti, kazdy o rozmérech
30 m x 30 m, se stfedovym méficim mistem, rozloZena napric¢ testovanym mistem
(v ramci jeho nepravidelného ohraniceni)

Krok 3: Navrh experimentii pro validaci postupu méreni (véetné vzorkovani a analyzy)

Celkova nejistota méfeni byla odhadnuta pouzitim duplikatni metody se zjednoduSenou
vyvazenou strategii (obrazek 3c), s jednotlivymi méfenimi provedenymi na duplikatnich
»vzorcich® na vSech 24 vzorkovanych objektech. Tim se zkratil ¢as meétfeni na kazdém
vzorkovaném objektu, coz umoznilo pouziti postupu na vice objektl. Minimalni pocet
pozadovanych duplikati je 8 [3], ale zvySeny pocet 24 duplikatii v tomto piipadé davd mnohem
uzsi konfiden¢ni intervaly odhadovanych hodnot nejistoty méfeni [8].

Prvni misto odbéru vzorkli bylo umisténo ve stiedu vzorkovaného objektu podle pisemného
postupu méfeni a bylo provedeno instrumentalni méteni (tj. chemickd analyza). Druhé
(duplikatni) misto bylo pak umisténo 2 m od prvniho mista, aby pfedstavovalo stejné
pravdépodobnou reinterpretaci postupu méfeni (provedeno ru¢né pomoci meéticiho pasma
a ty¢i). Tato prostorova nejistota je podobna 5 m typické standardni GPS [41], ale pouziti
diferencialni GPS muze tuto hodnotu snizit na nékolik cm. V takovém pripadé muze byt
vzdalenost duplikatniho vzorku (tj. méfeni) zmensena tak, aby Siroce odrazela tuto situaci. Malé
rozdily v separaci duplikatnich vzorkl v§ak obvykle nevedou k vyznamnym zménam v odhadu
nejistoty vzorkovani [42].

Kroky 4 a 5. Aplikace vybranych postupi méfeni (vzorkovani a analyza) na vzorkovany
objekt (objekty)

Vzhledem k integrované povaze méfeni in situ byly vSechny kroky provedeny jednim
operatorem na vSech 24 vzorkovanych objektech bez hlaSenych odchylek od pisemného
postupu. Méfenim matricové podobnych RM pied a po prizkumu nebyl zjistén zadny
vyznamny instrumentalni drift. To podpofilo implementaci sekvenéniho spiSe nez nahodného
poradi méfeni kazdého vzorkovaného objektu na celé plose. Vysledné namétené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce A2.2.

Jedna slozka analytického vychyleni byla odhadnuta méfenim lisovanych tablet vyrobenych ze
série 4 odpovidajicich RM putd (3 interni RM a jeden CRM NBS/NIST 2710), a to jak
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bezprosttedné pred, tak bezprostfedné po terénnich méfenich, aby se také odhadl potencialni
instrumentalni drift.

Tabulka A2.2 — In situ namérené hodnoty koncentrace Pb [43]

Vzorek S1Pb S2Pb
& (mgkg™)  (mgkg™)
A6 1 005 1 633
A5 4631 3723
A4 1415 2264
A3 865 1350
A2 2 899 2216
Al 721 1758
B6 2122 1014
B5 1321 1 043
B4 3348 3904
B3 11543 5570
B2 2904 2 833
Bl 2617 2762
C5 976 786
C4 6127 3874
C3 331 576
C2 12 878 8 948
D3 3 246 4332
D2 9 006 6 098
D1 1936 1 989
E3 5811 6289
E2 4611 2 880
El 1326 1442
F3 1215 2713
F2 2070 2 305

Komplexnéjsi odhad vychyleni méteni byl proveden také fyzickym odebranim vzorkt piidy na
stejnych mistech po provedeni méteni in situ. Vzorky o priméru 25 mm a hloubce 0—150 mm
byly odebrany pomoci ptidniho $neku a vysledné primarni vzorky byly pfes noc vysuSeny pfi
65 °C, rozmackany, prosety tak, aby si udrzely velikostni frakci mensi nez 2 mm (podle které
je definovéna piida [44]) a poté rozemlety na < 100 pm v achitovém kruhovém mlyné.
Duplikatni zkuSebni podily téchto zkusebnich vzorki byly poté analyzovany na Pb v plné
vyvazené strategii pomoci ICP-AES po rozkladu kyselinou (dusi¢nou a chloristou), s uplnym
AQC vcetné analytickych duplikati a 6 CRM (BCR 141, BCR 142, BCR 143, NBS2709,
NBS2710, NBS2711), aby bylo mozné odhadnout analytické vychyleni a také zajistit
navaznost. Podobné zkusebni podily byly také odebrany pro pfima méfeni laboratornim pXRF,
pomoci této plné vyvazené strategie, zejména za ti€elem odhadu Cisté analytického ptispévku
k nejistoté méfeni [43].
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Krok 6: Pouziti analytického Fizeni kvality na vSechny naméiené hodnoty rutinnim
zpusobem

Deset terénnich mé&feni NBS/NIST 2710 poskytlo primé&rnou hodnotu 4935 mg kg !, coz oproti
certifikované hodnoté 5532 mg kg ™' dava statisticky vyznamné odhadnuté vychyleni (£ s/vn)
-10,8 + 0,7 % [45]. Ekvivalentni hodnota pro vyznamné vychyleni pXRF v laboratofi (ex sifu)
byla —11,5 £ 1,1 % a pro postup ICP-AES ex situ byla —5,5 £ 0,05 % pfti pouziti 6 CRM.
Negativni vychyleni pro Pb naznacuje, Ze mozna spektralni interference (napf. od As) byla
ucinn¢ korigovana a neovliviiuje selektivitu. Analytické duplikaty byly zahrnuty do plné
vyvazené strategie a zpracovany pomoci ANOVA, interpretovano nize.

Krok 7: Odhad nejistoty méreni a jeji sloZky vyplyvajici ze vzorkovani a analyzy (aplikace
ANOVA na naméfené hodnoty)

Protoze byl pouZit zjednoduseny plan pokusti (obrazek A2.2), byly naméfené hodnoty (tabulka
A2.2) zadany do konkrétni verze piislusného softwaru RANOVA3 [35].

Tabulka A2.3 — Vystup softwaru RANOVA3 [35] ukazujici klasické a robustni odhady
nejistoty méreni (rozsirena relativni nejistota odvozena z opakovatelnosti) pro
pripadovou studii in situ méfeni olova v ornici (jednotkou koncentrace je hmotnostni
zZlomek v mg kg™")

Klasicka ANOVA
Prumér 3275,5 Pocet sektort 24
Celkova Sdev 27973
Mezi sektory Mira
Smérodatna odchylka 2494,8 1265,1
% z celkového rozptylu 79,55 20,45
Rozsifena relativni nejistota (95 %) 77,25
Faktor nejistoty (95 %) 1,8514
Robustni ANOVA
Prumér 2856,6
Celkova Sdev 2050
Mezi
sektory Mira
Smérodatna odchylka 1893,5 785,61
% z celkového rozptylu 85,31 14,69
Rozsitena relativni nejistota (95 %) 55,00

Robustni odhad celkové nejistoty méfeni (nejistota meteni jako relativni rozSifena nejistota U”)
je uveden jako 55 % v pravém sloupci v dolni ¢asti tabulky A2.3. Tento robustni odhad je
pouzitelnéjsi nez klasicky odhad (77,3 %), protoze pravdépodobnostni rozdéleni naméfenych
hodnot je pozitivné zeSikmené a zjevné neni gaussovské (obrazek A2.2a). Zpocatku neni mozné
pomoci tohoto planu pokusti oddélit dve slozky vyplyvajici ze vzorkovani a chemické analyzy.
Slozka ,,vzorkovani* nejistoty méfeni (odhadovana jako Usmp) vSak mize byt zpétné ziskana
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odectenim externiho odhadu analytické slozky od slozky méfeni pomoci jejich rozptylu
(U242 and U'2,¢4s, Tesp. V rovnici A2.1).

U,smp = A U’%neas - U'ﬁna Rovnice A2.1

Externi hodnota U'sma 3 % byla odhadnuta pomoci dodatecnych ex situ pXRF méfeni
provedenych v laboratofi na ptipravenych verzich odebranych primarnich vzorkt ze stejnych
24 objektt, v pln€ vyvazené experimentdlni strategii (tj. s duplikidtnimi analyzami na 10
duplikatnich vzorcich) [27]. Tento pfistup piedpoklada, Ze instrumentalni vykonnost pXRF je
podobna pii pouziti in situ a ex situ.

Dosazeni téchto hodnot do rovnice A2.1, aplikované na hodnoty relativni rozsitené nejistoty
meéfeni, ziskame:
li
U'smp,in situ = 54,9 % = (¥ 552 — 32)

To jasné ukazuje, Zze instrumentalni analyza pfispivd zanedbatelnym podilem (< 0,3 %,
100x3%/55%) k celkovému rozptylu z nejistoty méfeni.

Protoze hodnota nejistoty méteni je velkd (u' > 15-20 %) a pravdépodobnostni rozdéleni je
pozitivné zeSikmené (obrazek A2.2a), nejistotu méteni Ize vyjadrit presnéji pomoci faktoru
nejistoty “U [46]. Robustni ANOVA umoziiuje pracovat az s 10 % odlehlych hodnot, ale
nebude dost efektivni pro vysokou miru zesikmeni zobrazenou na obrazku A2.2a. Hodnotu “U
lze vypocitat ze smérodatné odchylky loge-transformovanych namétenych hodnot (sgmeas),
zobrazenych na obrazku A2.2b, pouzitim:

FU = exp (2sgmeas) Rovnice A2.2

Tuto transformaci a vypocet log. provadi automaticky RANOVA3 a hodnota “U pro tuto studii
je 1,85 (tabulka A2.3) a sG.meas 0,308.
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(a Koncentrace Pb (mg/kg) (b) Log, koncentrace Pb (mg/kg)

More

Obrazek A2.2 — Pravdépodobnostni rozloZeni 48 naméienych hodnot z tabulky A2.2
zobrazujici (a) pozitivné zeSikmené, pravdépodobné logaritmicko-normalni rozloZeni, coz
je potvrzeno (b) pfibliZné normalnim rozloZenim prirozenych logaritmii hodnot

Duplikatni metoda odhaduje pouze nahodné sloZky nejistoty méfeni, takze je tfeba také zvazit
systematické slozky, jako je vychyleni méfeni.
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Zahrnuti systematickych vlivii do odhadu nejistoty méieni

Meteni provedena na NIST 2710 poskytla odhadované analytické vychyleni —10,8 % (£0,7 %).
Fyzikalni forma CRM se vsak velmi lisi od forem zkuSebnich materiadlh métenych in situ, jak
j€ popsano nize.

Je proto realistictéjSi odhadnout vychyleni porovndnim nameétenych hodnot in situ
s naméfenymi hodnotami ex situ provedenymi na fyzickych vzorcich odebranych na stejnych
mistech/bodech, jak je znazornéno na obrazku A2.1, a tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce
A24.

Tabulka A2.4 — Méieni koncentrace Pb v ptidé provedené in situ pomoci pXRF (s jejich
standardni nejistotou, u'= 27,5 %) ve srovnani s témi provedenymi ex situ na
odebranych vzorcich pomoci ICP-AES (u#'= 35,8 %)

Ve

C. Ex situ u'ICP Insitu  u'pXRF
objektu ICP-AES (35,8 %) pXRF (27,5 %)

A6 7 340 2628 1319 363
AS 8 815 3156 4177 1149
A4 1522 545 1 840 506
A3 1290 462 1108 305
A2 9340 3344 2 547 700
Al 3 080 1103 1 240 341
B6 4180 1 496 1568 431
B5 1926 690 1183 325
B4 3670 1314 3626 997
B3 6718 2 405 8 555 2353
B2 5630 2016 2 869 789
Bl 3630 1300 2690 740
Cs 6 880 2463 881 242
C4 9370 3354 5002 1376
C3 1522 545 454 125
C2 21877 7 832 10919 3003
D3 5230 1872 3788 1042
D2 18 784 6 725 7556 2078
D1 2 800 1002 1963 540
E3 10 584 3789 6 050 1 664
E2 7316 2619 3745 1030
El 2235 800 1384 381
F3 3 860 1382 1 964 540
F2 5210 1 865 2188 602
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Vztah mezi dvéma sadami hodnot méteni Pb (obrazek A2.3) ukazuje, Ze hodnoty in situ jsou
obecné mnohem niz§i nez hodnoty ex sifu. Vztah byl modelovan pomoci metody maximalni
pravdépodobnosti proloZzenim linearni funkce, kdy existuje nejistota jak u nezavislych, tak
zavislych proménnych, znamych jako FREML, ktera umoznuje individualni nejistotu mefeni
obou sad métenych hodnot [47]. Relativni standardni nejistota (u ") pro hodnoty in situ je 27,5 %
(tj. = U’ z 55 % deleno 2) a pro méteni ex situ je 35,8 %, coz je 71,5 %/ 2 (kde 71,5 % je
hodnota U’ odvozena z ANOVA pln¢ vyvazené strategie na 10 duplikovanych fyzickych
vzorcich [43]).

FREML Regresni graf
y =-120,08 +0,60418*x
Error bars: 1,0*SD
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Obrazek A2.3 - Vztah mezi hodnotami méieni in situ a ex situ pro koncentraci Pb,
modelované pomoci FREML, vykazujici obecné zaporné vychyleni pro méveni in situ,
odhadované statistickym modelem jako rotac¢ni vychyleni —50 %

Obecna rovnice popisujici statisticky model vychyleni mezi dvéma sadami méfeni koncentrace
Pb [Pb] je:

[Pbin situ= P * [Pb]exsin + @ Rovnice A2.3

Hodnota smérnice linedrniho modelu B dava rotacni slozku vychyleni a hodnota useku
a translacni slozku, jak je popsano na obrazku v oddile 2.4.4.

Pro tuto pfipadovou studii je modelovana rovnice vztahu:

[Pb]in situ — 0,60 (:l: 0,09) X [Pb]ex situ _120 (Zl: 288)

Oba modelové koeficienty maji standardni chybu (sep a se,, zobrazeno v zavorkach), ktera
umoziuje posoudit jejich statistickou vyznamnost. Standardni chyba useku je vice nez dvakrat
veétsi nez jeho samotna hodnota (¢ = 288/120 = 2,4 > 1 9,052).22¢4. n-2) = 2,074), coZ znamena, ze
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usek neni statisticky vyznamny (tj. nelisi se od nuly), a proto neexistuje detekovatelné transla¢ni
vychyleni.

Koeficient smérnice je statisticky vyznamny (¢ = 0,09/0,60 = 0,15 < ¢ ¢.052)22 = 2,074), takze
rotacni vychyleni lze vypocitat jako —40 % (= 9 %) (tj. (1-0,6)x100).

Mozné pticiny tohoto velkého vychyleni méfeni byly identifikovany jako: a) vlhkost ptidy; b)
materidl/Castice s primérem > 2 mm; ¢) drsnost povrchu v ,,neporuseném vzorku* pXRF; d)
rozdily v hloubce mezi neporusenym virtudlnim vzorkem pro in situ pXRF (~1 mm)
a odebranym ex situ terénnim vzorkem pro ICP-AES (150 mm) [27]. Profil koncentrace Pb
hornich 62 mm hloubky dvou jader s pouzitim in situ pXRF na jedenacti 6 mm fezech jadra
neprokazal zadnou detekovatelnou systematickou zménu koncentrace s hloubkou [27]. Toto
zjisténi naznacuje, ze nesoulad hloubky mezi métenimi in situ a ex situ nemusi byt dominantni
pric¢inou systematické chyby mezi nimi.

Uprava systematické slozky nejistoty méreni pro in situ méteni

Existuji dv€ moznosti, jak zachazet s odhadem systematickych vlivli, mezi néz patii analytické
vychyleni, pfi odhadu nejistoty méfeni, ale dosud neni dosazeno konsensu tykajici se
doporucené moznosti.

Prvni moznosti je ,,provést korekci* merent in situ ([Pblyxzr.corr), aby se shodovala s hodnotami
ex situ pouzitim prepoctu modelu vychyleni. To predpoklada, ze méfena veliCina je v tomto
piipadé definovana z hlediska koncentrace analytu uvadéné na zakladé suché hmotnosti (jak je
uvedeno v tabulce A2.1). Pro tuto pfipadovou studii korekéni rovnice pro vychyleni méteni
(ptepocet rovnice A2.3) je:

[Pb]pXRF,raw —a

[Pb]pXRF,corr =
B
V tomto piipad¢ vlozeni hodnoty smérnice a vynechani nevyznamného useku dava:
[Pb] _ [Pb]pXRF,raw
pXRF,corr 0,60

Nejistotu této korekce (se’s = 0,09) Ize kombinovat (jako relativni procento 9 %) do hodnoty
nejistoty méteni U’ = 55 % (u’ = 27,5 %) ptistupem popsanym v [3, oddil A2/6.4], vse
vyjadieno jako relativni standardni nejistota:

Ucorr = ’(ulz + (SGE)

Ugorr = V (27,52 4+92) =289 %
Uéorr =579%

Alternativné lze piidat nejistotu z korekce do nejistoty méfeni, pokud je vyjadiena jako “u,
5G,meas (= In(*11)) pomoci aproximace, kterd je pouzitelna, kdyz s'ias je mensi nez 0,2, coz v tomto
ptipad¢ je (se’s = 0,09) [48].

S6.meas,corr = v0,3082 40,092 = 0,321 Rovnice A2.4
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Rozsiteny faktor nejistoty “U, vypoéteny dfive pro tuto studii jako 1,85, pak lze prepoéitat
pomoci rovince A2.2, ¢imz se ziska mirn€ zvySena hodnota 1,90 (= exp (2x0,321)).

Druhou moznosti pro zahrnuti systematickych vlivii do odhadu nejistoty méteni je nekorigovani
naméfenych hodnot na vychyleni, ale ptidani celkového vychyleni a jeho nejistoty do nejistoty
mefeni ([3, oddil A2/6.4 strana 50], opét vSe vyjadieno relativné v procentech. Pro tuto
pfipadovou studii by to znamenalo vysokou hodnotu U’ 98 %, coZ by v tomto ptipad¢ nebylo
realné pro interpretaci vysledkd.

Ulory = W2+ (B = 1) + (56})

Ulorr = /(27,52 + 402 + 92 = 49Y%,
Utorr =98 %

Krok 8: Posouzeni vhodnosti vysledkii méi‘eni pro dany tcel porovnanim jejich odhadu
nejistoty méfeni s cilovou nejistotou.

Pro cilovou nejistotu in sifu méteni Pb v ptidé€ nebyla externé nastavena zadna hodnota. Existuji
vSak dva mozné zptisoby nastaveni cilové nejistoty, které zavisi na uvedeném tcelu méfeni in
situ.

Ucéel 1: Mapovani koncentrace analytu na misté za ucelem identifikace oblasti s vysSi a niZsi
koncentraci kontaminantu

Kritériem vhodnosti pro ucely geochemického mapovani je, Ze nejistota méteni (vyplyvajici
jak z odbéru vzorkt, tak z analyzy) by neméla piekrocit 20 % celkového rozptylu koncentrace
analytu v oblasti, ktera ma byt mapovana, coz zahrnuje rozptyl mezi riznymi vzorkovanymi
objekty [49 a 3, oddil 16.2]. Pti pouziti 20 % celkového rozptylu je cilova standardni nejistota

(umeas.Target) dana:
u = ’0 2 X S2
meas.Target ’ Total

Tento robustni odhad celkové smérodatné odchylky pro lokalitu v této ptipadové studii byl
2050 mg kg ™' (tabulka A2.3). Cilova nejistota méfeni, vyjadiena jako Umegsrargets DY proto
byla 917 mg kg !. Z hlediska rozsiiené nejistoty méfeni by to mohlo byt vyjadieno bud’ jako
U=1834mgkg !, nebo U'= 64 %.

Ucel 2: Zattidéni pozemku proti meznimu limitu kontaminace

Byl podrobné popsan vypocet optimalni urovné nejistoty méteni pro méfeni in situ a ex situ pro
systémy podobné tém, které byly pouzity v této ptipadové studii [S0]. Tato optimalni hodnota
pak muze byt pouzita jako cilova nejistota. Parametry pro vypocty optimalizované nejistoty
(ptiloha B), prevzaté z ANOVA bez korekce (tabulka A2.3) jsou uvedeny v tabulce A2.5.
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Tabulka A2.5 — Vstupni data pro vypocet optimalni nejistoty, tedy cilové nejistoty
méreni. (* hodnota timeas, ktera zahrnuje korekci vychyleni (rovnice A2.4) by byla 827,0
mg kg™)

Polozka Hodnota | Jednotky
Naklady na odbér vzorki (kazdy) 29 €
Analytické naklady (kazdy) 12 €
Nésl.edné péklady na lokalitu pro falesn¢ pozitivni 10000 €
klasifikaci (tj. nepotfebné remediace)

Usmp 784 mg kg
Uana 43 mg kg
Unmeas 786 mg kg™!
Mezni hodnota koncentrace 2000 mg kg™!
Koncentrace, pfi které je tfeba optimalizovat 2200 mg kg

Limitni hodnota pro maximalni koncentraci Pb v ptudé v této konkrétni situaci zelenych
otevienych prostor v dob& experimentu (1995) byla 2000 mg kg ' [51]. Néklady na odbér
vzorkd a instrumentalni analyzu jsou v tomto vypoctu rozdéleny a jsou zaloZeny na celkovych
nakladech na praci a vybaveni, rozdélenych podle jednotlivych méfeni (tabulka AZ2.5).
Naklady na disledky jsou v tomto piikladu zaloZeny na faleSné pozitivni klasifikaci. K tomu
dochazi, kdyz je naméfend hodnota koncentrace nad mezni hodnotou, ale skute¢na hodnota (t;.
hodnota méfené veli€iny) je pod mezni hodnotou. Naklady se pocitaji z objemu ptudy v chybné
klasifikovaném vzorkovaném objektu, ktery je zbytecné sanovan, a to v cenach pak
prevladaji [50].

Hodnotu optimalni nejistoty méteni, pouzitou jako nejistotu cile, 1ze vypocitat pomoci rovnice
B1.1, jejiz odvozeni je popsano v ptiloze B.

4500
4000 - . ¢ ¢ Aktudtni
53500 1 o« °*
23000 | .
52500 -
N 2000
M) 4
21500 -
21000 |
500
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00

Nejistota méfeni s, .. (Mg kg™)

Optimalhi
*

Oceka

Obrazek A2.4 — Vztah mezi celkovymi naklady (vyjadienymi jako ofekavana ztrata
z rovnice B1.1) a nejistotou méireni (vyjadireno jako Smeas = Umeas) Ukazujici, Ze skuteéna
nejistota méfeni (786 mg kg™', @) je mnohem vy3si neZ optimalni nejistota méfeni (138
mg kg, @) potiebna k dosaZeni vhodnosti pro ulely méfeni in situ pro Géely klasifikace
pozemku
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Krok 9: Posouzeni, do jaké miry bylo dosazeno vhodnosti pro dany ucel, porovnanim
experimentalni nejistoty méteni s optimalni hodnotou (tj. cilova nejistota métent).

Ucel 1: Geochemické mapovani

Pfi pouziti cile Upeas917 mg kg ! (na zakladé kritéria vhodnosti pro dany tcel 20 % celkového
rozptylu) skuteény robustni odhad upe,s pfi 786 mg kg—' (tabulka A2.3) ukazuje, Ze jak
vysledky méfteni, tak i postup méefeni jsou pro tento ucel vhodné. Z hlediska relativni nejistoty
plati stejny zavér, ze je vhodny pro dany ucel, protoze skutecna nejistota méfeni 55 % (tabulka
A2.3) je mensi nez optimalni/cilova nejistota méfeni 64 % (s pouzitim robustnich odhadt
v celém rozsahu). To ptedpoklada, ze cilova nejistota méteni je spiSe preferovanou hodnotou
nez prisny maximalni cil. Skutecnost, ze skutecna nejistota méfeni je pod cilovou nejistotou
mefeni, neni nedostatkem, ale je skute¢n€ prospésnd, protoze dale zlepSuje spolehlivost
geochemického mapovani.

Ucel 2: Klasifikace pozemkii vzhledem k limitu

Vztah mezi néklady (ocekavani ztraty, E(L)) a nejistotou méteni (obrazek A2.4) ukazuje, Ze
skute¢na nejistota méteni (u =786 mg kg™!, U’ = 55 %) je vysoko nad optimélni hodnotou (u =
138 mg kg ™!, U'=9,7 %). Ekvivalentni ndklady na skute¢nou nejistotu méieni (EoL = 4026 €)
jsou vice nez dvakrat vyssi nez pfi optimalni hodnoté nejistoty méfeni (EoL = 1739 €). To
znamena, Ze postup in situ neni na tomto misté v soucasné dobé vhodny pro ucely klasifikace
koncentrace Pb v pidé& proti limitni hodnoté& (T) 2000 mg kg™ '. DosaZeni vhodnosti pro dany
ucel by se nezlepsilo, pokud by byla pro vypocet skute¢né nejistoty méteni pouzita tolerance
pro ucinek korekce vychyleni (rovnice A2.4), aby se ziskala zcela podobna hodnota
827 mg kg . Vhodné&j$im piistupem by pro tento Gcel bylo pouZiti ex sifu méfeni zalozeném
na odebranych primarnich vzorcich. Nejistota méteni piistupu ex situ aplikovana zde analyzou
ICP-AES v8ak dava jest¢ vEtsi nejistotu méteni 71,5 %, opét dominovanou nejistotou
vzorkovani (99,7 % nejistoty méfeni) zpiisobenou pievazné heterogenitou koncentrace Pb
v ramci t€chto objektll. Stejnym postupem Ize také prokazat, ze tato moznost méfeni ex situ je
vysoko nad cilovou nejistotou méfeni, ktera je nutna k dosazeni vhodnosti pro dany ucel.

Krok 10: Uprava postupu méfeni pro dosaZeni vhodnosti pro dany ucel (v piipadé
poti‘eby)

Uéel 1: Pro ucel geochemického mapovani je vhodny jiz postup in situ, takze nominalng
nevyZaduje Zadnou upravu. To je ziejmé z geochemické mapy, ktera byla pfipravena pro tuto
lokalitu (obrazek A2.5a), ktera ukazuje, ze méteni pXRF mize spolehlivé identifikovat mista
s vysokou koncentraci Pb (napt. C2) od mist s nizkou koncentraci Pb (napt. D1). Tato mapa
muze také obecné identifikovat obecnou polohu dvou stiedovékych huti na mistech u sektord
C2 a D2. Tyto dv¢ piiblizné polohy byly definitivné potvrzeny nékolika sadami samostatného
prazkumu pomoci 159 ex situ méfenimi [43], kterd byly prostoroveé modelovana tak, aby ziskaly
obrysy stejné koncentrace Pb technikou znamou jako krigovani (obrazek A2.5b).

Nicméné, i kdyz je postup vhodny pro tcel z hlediska splnéni minimalniho pozadavku nejistoty
mefeni, pouzitim (feknéme n-nasobnych) kompozitnich méfeni v ramci kazdého vzorkovaného
objektu by bylo pfedpovézeno, ze snizi nejistotu odbéru vzorkd a tim i nejistotu méteni (podle
n) a tim dale zlepsi spolehlivost vyslednych geochemickych map koncentrace Pb.

Uéel 2: Pro dosazeni optimalni (cilové) trovné nejistoty méfeni ukazuji vysledky vypoétu
optimalizované nejistoty, Ze k dosazeni vhodnosti pro dany ucel je nutné snizeni 5,8krat
(= 786/138). Nejistoté méfeni dominuje piispévek ze vzorkovani (tj. 99,7 % nejistota
vzorkovani z ptedchozi aplikace (rovnice A2.1). To znamena, Ze nakladove nejefektivnéjsim
zpusobem, jak snizit nejistotu méteni, je snizit nejistotu odbéru vzorkd, i kdyZ naklady na kazdy
odbér vzorkt (29 €) presahuji dvojnasobek nakladl na kazdou analyzu (12 €, tabulka A2.5).

Nejistotu odbéru vzorkll je mozné snizit faktorem x, zvySenim hmotnosti vzorku faktorem x2,
podle teorie vzorkovani, kde s* je nepfimo imé&rna hmotnosti [3, rovnice 6, str. 24]. Ke snizeni
nejistoty vzorkovani o pozadovany nasobek 5,8 k dosazeni vhodnosti pro dany ucel by proto
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bylo nutné provést 34ndsobna kompozitni méfeni na kazdém misté (5,8%), coZ je zjevné
nepraktické. Nicméné i pouziti ¢tyfnasobnych kompozitnich méfeni (feknéme v rozich metru
¢tverecniho kolem mista odbéru vzorkll) by mohlo podobné snizit nejistotu odbéru vzorkt
2krat, a tedy nejistotu méfeni na piiblizné 23 %, coz by snizilo celkové naklady a bylo blize
k dosazeni vhodnosti pro dany tcel.

A B C D E F

Pb Conc.
mg/kg Symbol
<2000

2000-6000

20

s000 . e €0 ma'étry 100 120 120 180 e(b)

(@) [omee

Obrazek A2.5 — Mapy (na zikladé obrazku A2.1) ukazujici namérenou koncentraci Pb
z (a) 24 méreni in situ popsanych v této pripadové studii, (b) samostatného prizkumu s
pouZzitim mnohem vétSiho poctu (159) méieni ex situ [43]. Ukazuji, Ze (a) méienim in
situ, i pri vysoké nejistoté méreni 55 %, se podarilo lokalizovat ¢asti lokality s vysokymi
koncentracemi Pb, které jsou dany pritomnosti stfredovékych Pb huti, které byly
potvrzeny (b) mapou vytvorenou z vétSiho poctu ex situ méreni

Alternativni pfistup, umoznény nizkymi naklady na méteni in situ (12 €), by spocival ve snizeni
rozestupu sité, naptiklad faktorem 3 ze stavajicich 30 m na 10 m. Toto vys§i prostoroveé
rozliSeni prizkumu by mohlo byt aplikovano pouze kolem oblasti s vysokou koncentraci, které
se nachazeji v pocateCnim prizkumu s nizkou hustotou. To by zvysilo naklady na meéfeni
v t&chto oblastech, ale sniZilo potencialnini naklady na zbyte¢nou remediaci 9krat (32), a tudiz
snizilo nasledné naklady o podobny nasobek pro stejnou hodnotu nejistoty meteni [50].

Krok 11: Pfrezkum vhodnosti pro ucely analytického postupu

Tato konkrétni méteni in situ lze povazovat za vhodnd pro ucely geochemického mapovani
prostorového rozlozeni koncentrace Pb, ale ne pro ucely klasifikace kontaminované ptidy na
tomto konkrétnim misté, tj. zda jsou nad nebo pod limitem 2000 mg kg'. Nicméné na jiném
méné kontaminovaném mistg, feknéme s objekty, které jsou viechny pod 500 mg kg™, in situ
pXRF naméfené hodnoty s podobnou nejistotou méfeni 55 %, mohou byt prokdzany jako
vhodné pro tcely klasifikace vzhledem k limitu 2000 mg kg !, ktery by pak byl mnohem vyse
nad nimi.

Pouzitelnost validace

Tento piiklad ukazuje, jak je mozné validovat cely postup méfeni soucasné, véetn€ vSech krokt
vzorkovani a analyzy. V tomto ptipadé ma piispévek analyzy (U'sa) ve vysi 3 % velmi maly
vliv na celkovou nejistotu méfeni (ale to je ¢aste¢né zpuisobeno velmi vysokymi hladinami
koncentrace Pb (primér = ~3000 mg kg '), které jsou vyrazné nad mezi detekce pro Pb touto
technikou, coZ je 39 mg kg ! [27]. Tato validace je proto ponékud specificka pro toto misto,
a to je Casto piipad aplika¢nich sektort, jako je kontaminovana ptida, kde je ¢asto vysoky stupen
variability mezi riznymi misty. To kontrastuje s objekty a misty, ktera jsou si mnohem
podobné;jsi, kdy bude validace obecnéji pouzitelna, jako je tomu v piipadé dusi¢nant v salatu
(ptiloha A, priklad A1).
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Priloha B — Teoretické zaklady metody optimalizované nejistoty

Metoda optimalizované nejistoty je jednim z pfistupd k nastaveni cilové nejistoty méefeni pro
postup méieni, ktery zahrnuje odbér vzorkd i chemickou analyzu. Je stru¢né popsana v oddile
2.3.2, krok 8c a pouzita v prikladech A1 a A2, u obou v kroku 8. Metoda optimalizované
nejistoty umoziuje nastavit jedno kritérium vhodnosti pro dany ucel, které 1ze pouzit k validaci
celého postupu méfeni. Muze také optimalizovat relativni podily nejistoty méteni, které jsou
generovany jak odbérem vzorkd, tak analytickymi postupy.

Metoda optimalizované nejistoty porovnava vliv zmén nejistoty mefeni s odhadovanymi
celkovymi naklady. Tyto naklady nejsou jen naklady na vzorkovani a provedeni chemické
analyzy, ale zahrnuji také naklady, které mohou vzniknout z nespravné klasifikace
vzorkovaného objektu. Tyto ,,nasledné néklady* mohou vzniknout v diisledku vlivu nejistoty
mefeni na rozhodnuti o shodé/posuzovani shody. Pro priklad A1, pokud Sarze salatu poskytuje
falesné pozitivni hodnotu méfeni (tj. faleSnou neshodu) pro koncentraci dusi¢nand, pak bude
SarZe chybn¢ zamitnuta. Tato chybna klasifikace bude stat vyrobce celou hodnotu této Sarze.
Naopak, pokud namétfena hodnota vede k falesné negativnimu rozhodnuti (tj. falesna shoda),
bude spotiebitelim prodana Sarze salatu s hodnotou dusi¢nanii nad limitem EU. Pokud jsou
tyto vysoké hodnoty koncentrace dusi¢nant zjistény nasledné, mlze byt vyrobce pravne
odpovédny za nasledky.

Existuje optimalni Groven nejistoty méfent, pii které jsou minimalizovany celkové naklady (t;.
jak naklady na méteni, tak néklady na disledky, formalné nazyvané ocekavani ztraty E(L))
(obrazek B1.1). Tato optimalni uroven nejistoty méteni mize byt pouzita jako cilova nejistota,
pti které lze fici, ze postup méteni produkuje hodnoty méteni, které jsou vhodné pro tento tcel.

—Soucet ndkladi
Néklady nespravnych

L " rozhodnuti
Minimalni naklady, kde

méfeni jsou FFP
- pfi optimalni/cilové nejistoté

\Celkové naklady

——— Naklady méreni

o

-—

Nejistota

Obrazek B1.1 — Obecna koncepce metody optimalizované nejistoty. Optimalni Groven
nejistoty méreni je stanovena pro minimalni celkové naklady, véetné nakladid jak na
postup méreni (odbér vzorku a analyza), tak na potencialni naklady vyplyvajici z
nespravnych rozhodnuti o shodé

Druha ¢ast tohoto pristupu optimalizované nejistoty dale odhaluje relativni piispévky odbéru
vzorkl a analyzy jak k nejistoté experimentalniho méfeni, tak k celkovym nakladiim na méfeni.
Je proto mozné rozhodnout, ktera z téchto dvou slozek musi byt feSena, aby se zménila nejistota
meéfeni, aby se pfiblizila cilové nejistoté, a tim se dosahlo vhodnosti pro dany ucel.

Rovnice, kterd udava celkové naklady (formalné€ ocekavani ztraty) jako funkci nejistoty méteni
(zelena cara na obrazku B1.1), pfevzata z [19], je:

E(L)=C[1—<I)( £ )]+ D Rovnice B1.1

Smeas Smeas

kde:
E(L) = ofekavani ztraty (formalni termin pro celkové naklady)

C = naklady na nasledky

¢ = limit chyby £ =|T ~ Cal
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Priloha B — Zaklad metody optimalizované nejistoty

T =limitni hodnota

cm = koncentrace analytu, pfi které se provadi optimalizace

Smeas— smerodatna odchylka namétenych hodnot (tj. standardni nejistota)

D = néklady na jednotkovy rozptyl pro cely proces méfeni (vysvétleni v rovnici B1.4)

@ = pravdépodobnost, Ze skutecna koncentrace bude ve shod¢ s limitem, v ptipadé falesného
ptipadu shody, pro koncentraci analytu ¢,. Odectenim této pravdépodobnosti od 1 se vypocita
pravdépodobnost, Zze skutecnd koncentrace je neshodnd, tedy pravdépodobnost nespravné
klasifikace. (@ je dano funkci NORM.S.DIST v Excelu)

Vypoéitané vstupni parametry

Pomoci hlavnich vstupnich parametri (naznaceno vyse, napt. tabulky Al.4, A2.5) lze vypocitat
dalsi parametry.

Proménnd A jsou naklady na jednotkovy rozptyl (ssm,°) pro odbér vzorkt, kde Ly jsou skutené
naklady na odbér vzorkd:

A = Lgmp X Sémp Rovnice B1.2

Proménna B jsou naklady na jednotkovy rozptyl (s...’) pro analyzu, kde Lan. jsou skutecné
naklady na analyzu:

B = Lyn, X s2a Rovnice B1.3

Vypocty optimalnich tirovni téchto dvou nakladd (L'smp @ L'ana) jsou dény rovnicemi B1.7
aB1.8.

Naklady na jednotkovy rozptyl pro cely proces méfeni:

D = (VA +VEB)’ Rovnice B1.4

Optimalni rozdéleni vydaji
Po stanoveni optimalni hodnoty nejistoty jsou z rozptylu méfeni (V¢p,,) vyhodnoceny optimélni

hodnoty rozptylu vzorkovani (vg,,) a rozptylu analyzy (Vieqs). Pouzitim druhé odmocniny
téchto rozptylll 1ze odvodit optimalni nejistoty pro vzorkovani (s'smp) @ analyzu (s'ana).

Optimalni rozptyl vzorkovani:

VA .
U,smp = U'meas [m] Rovnice B1.5

Optimalni rozptyl analyzy:

' ) VB )
V'ana = V meas [m] Rovnice B1.6

Nasledné jsou vypocitany optimalni nédklady na vzorkovani a chemickou analyzu, L'smp @ L'ana.

Optimalni naklady na vzorkovani:
A

L'smp = - Rovnice B1.7
Optimalni naklady na analyzu:
L'ana = v:j Rovnice B1.8
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