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PROVADECI NARIZENi KOMISE (EU) 2021/808
ze dne 22. brezna 2021

o provadéni analytickych metod pro rezidua farmakologicky

ufinnych latek pouZivanych u zvifat urcenych k produkci

potravin a o interpretaci vysledki, jakoZ i o metodach, které se

maji pouzivat pro odbér vzorki, a o zruSeni rozhodnuti
2002/657/ES a 98/179/ES

(Text s vyznamem pro EHP)

Cléanek 1

Piredmét a oblast pisobnosti

Toto nafizeni stanovi pravidla tykajici se analytickych metod pouziva-
nych pro odbér vzorkd a laboratorni analyzy v souvislosti s rezidui
farmakologicky U¢innych latek v zivych zvifatech urcenych k produkci
potravin, jejich télesnych ¢astech a tekutinach, exkrementech, tkanich,
produktech zivoc¢isného puvodu, vedlejSich produktech Zzivocisného
puvodu, krmivu a vod¢é. Rovnéz stanovi pravidla pro interpretaci analy-
tickych vysledki téchto laboratornich analyz.

Toto nafizeni se vztahuje na ufedni kontroly, jejichz cilem je ovéfit
soulad s pozadavky na pfitomnost rezidui farmakologicky ucinnych
latek.

Clének 2

Definice

Pro tucely tohoto nafizeni se pouziji definice uvedené v ¢lanku 2 nafi-
zeni Komise v prenesené pravomoci (EU) 2019/2090 ('), v nafizeni
Komise (EU) 2019/1871 (%), v ¢lanku 2 nafizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 470/2009 (}) a v nafizeni Rady (EHS) ¢. 315/93 (4).

(") Nafizeni Komise v ptenesené pravomoci (EU) 2019/2090 ze dne
19. cervna 2019, kterym se dopliuje nafizeni Evropského parlamentu
a Rady (EU) 2017/625, pokud jde o pifipady podezfeni na nesoulad nebo
zjisténého nesouladu s pravidly Unie pro pouzivani nebo rezidua farmakolo-
gicky Gc¢innych latek, které jsou povoleny ve veterinarnich 1écivych ptiprav-
cich nebo jako doplnkové latky, nebo s pravidly Unie pro pouzivani nebo
rezidua zakézanych nebo nepovolenych farmakologicky ¢innych latek (Uf.
veést. L 317, 9.12.2019, s. 28).

(?) Nafizeni Komise (EU) 2019/1871 ze dne 7. listopadu 2019 o referenénich
hodnotach pro opatieni pro nepovolené farmakologicky ucinné latky piitomné
v potravindch Zivo&isného piivodu a o zruSeni rozhodnuti 2005/34/ES (Ut
veést. L 289, 8.11.2019, s. 41).

(®) Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) & 470/2009 ze dne
6. kvétna 2009, kterym se stanovi postupy Spolecenstvi pro stanoveni limitl
rezidui farmakologicky ucinnych latek v potravindch Zzivocisného ptvodu,
kterym se zrusuje nafizeni Rady (EHS) ¢. 2377/90 a kterym se méni smérnice
Evropského parlamentu a Rady 2001/82/ES a naiizeni Evropského parla-
mentu a Rady (ES) ¢. 726/2004 (Ut. vést. L 152, 16.6.2009, s. 11).

(*) Nafizeni Rady (EHS) ¢ 315/93 ze dne 8. unora 1993, kterym se stanovi
postupy Spolecenstvi pro kontrolu kontaminujicich latek v potravinach (Ut.
vést. L 37, 13.2.1993, s. 1).
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Pouziji se rovnéz tyto definice:

1) ,.absolutni vytéznosti“ se rozumi vytézek analytu ze zavérecné faze
analytického procesu vydéleny mnozstvim analytu v pivodnim
vzorku a vyjadiuje se v procentech;

2) ,presnosti“ se rozumi tésnost shody mezi vysledkem zkousky
a piijatou skuteCnou referencni hodnotou stanovenou odhadem
pravdivosti a preciznosti (°);

3) ,.chybou alfa (o) se rozumi pravdépodobnost, ze zkouseny vzorek
je vyhovujici, ackoli byla naméfena nevyhovujici hodnota;

4) ,analytem” se rozumi slozka systému, jez se ma analyzovat;

3

5) ,,povolenou latkou“ se rozumi farmakologicky tcinna latka povo-
lend k pouziti u zvifat ur¢enych k produkci potravin v souladu se
smérnici Evropského parlamentu a Rady 2001/82/ES (°);

6) ,.chybou beta (B)* se rozumi pravdépodobnost, ze zkouseny vzorek
je ve skutecnosti nevyhovujici, ackoli byla naméfena vyhovujici
hodnota;

7) ,.systematickou chybou (vychylenim)“ se rozumi rozdil mezi odha-
dovanou hodnotou vysledku zkousky a pfijatou referencni hodno-
tou;

8) ,kalibratnim standardem* se rozumi sledovatelna reference pro
meéfeni, kterd reprezentuje urcité mnozstvi sledované latky navazané
na referenéni stav;

9) ,certifikovanym referencnim materialem™ (CRM) se rozumi refe-
ren¢ni materidl doprovazeny dokumentem vydanym povéfenym
subjektem a poskytujici jednu nebo vice specifikovanych hodnot
vlastnosti s pfidruzenymi nejistotami a navaznostmi s pouzitim plat-
nych postupu (7);

10) ,,simultanni chromatografii se rozumi technika, ve které se
neznama latka nanese na chromatograficky nosi¢ spolu s jednou
nebo vice zndmymi slouceninami v o¢ekavani, ze relativni chovani
nezndmé latky a zndmych latek napomize identifikaci neznamé
latky;

11) ,kolaborativni studii se rozumi analyzovani vzorku (vzorkid) za
pouziti stejné metody ke stanoveni pracovnich charakteristik
metody v riznych laboratofich, kde tato studie umoznuje vypocitat
nahodnou chybu méfeni a laboratorni systematickou chybu pro
pouzivanou metodu;

12) ,konfirmacni metodou* se rozumi metoda, kterd poskytuje plné
nebo dopliujici informace umoznujici jednoznacnou identifikaci
latky a podle potieby jeji kvantifikaci jednim z téchto zptsobi:

a) na Urovni maximalniho limitu rezidui nebo maximalniho limitu
pro povolené latky;

(%) ISO 3534-1: 2006 Statistika — Slovnik a znacky — Cést 1: Obecné statistické
terminy a terminy pouzivané v pravdépodobnosti (kapitola 1).

(®) Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2001/82/ES ze dne 6. listopadu
2001 o kodexu SpoleCenstvi tykajicim se veterinarnich 1écivych pifpravkl
(Ut. veést. L 311, 28.11.2001, s. 1).

() JCGM 200:2008, Mezinarodni slovnik metrologie — Zakladni a obecné
koncepty a souvisejici pojmy (VIM), tieti vydani 2008: https://www.iso.org/
sites/JCGM/VIM-JCGM200.htm (Kapitola 5: Standardy méfeni (Etalony)).
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b) na trovni referen¢nich hodnot pro opatieni pro zakazané nebo
nepovolené latky, pro které je stanovena referenéni hodnota pro
opatfent;

c) na Urovni nejniz§i rozumné dosazitelné koncentrace pro
zakézané nebo nepovolené latky, pro které neni stanovena refe-
ren¢ni hodnota pro opatfeni;

13) ,.koeficientem rozsifeni (k) se rozumi ¢islo, které vyjadiuje poza-
dovanou uroven spolehlivosti a které je spojeno s rozsifenou nejis-
totou méfeni;

14) ,limitem rozhodnuti pro konfirmaci (CCa)“ se rozumi limitni
hodnota, pfi jejimz dosazeni nebo piekroceni lze s pravdépodobnosti
chyby o usuzovat, ze uvedeny vzorek je nevyhovujici, a hodnota 1
— a znamena statistickou jistotu v procentech, ze byla piekrocena
ptipustna hodnota;

15) ,,detekéni schopnosti (CCB)“ se rozumi nejmensi mnozstvi analytu,
které muze byt s pravdépodobnosti chyby B ve vzorku detekovano
nebo kvantifikovano:

a) v piipad¢ zakazanych nebo nepovolenych farmakologicky tcin-
schopna detekovat nebo kvantifikovat vzorky obsahujici rezidua
zakéazanych nebo nepovolenych latek se statistickou jistotou 1 —

B;

b) v piipadé povolenych latek je CCP koncentrace, pii které je
metoda schopna detekovat koncentrace pod ptipustnou hodnotou
se statistickou jistotou 1 — f3;

16) ,uméle obohacenym vzorkem* se rozumi vzorek obohaceny
o znamé mnozstvi analytu, ktery ma byt detekovan nebo kvantifi-
kovan;

17) ,mezilaboratorni studii“ se rozumi zorganizovani, provedeni
a vyhodnoceni zkousek na tomtéz vzorku (vzorcich) dvéma ¢i
vice laboratofemi za pfedem stanovenych podminek s cilem vyhod-
notit provadéni zkousky bud formou kolaborativni studie, nebo
zkousky odborné zpusobilosti;

18) ,,vnitinim standardem (IS)* se rozumi latka, ktera neni obsazena ve
vzorku a kterd ma fyzikdlné-chemické vlastnosti co mozZnéd nejvice
podobné vlastnostem analytu, ktery ma byt identifikovan nebo
kvantifikovan;

19) ,,sledovanou trovni* se rozumi koncentrace latky nebo analytu ve
vzorku, kterd je vyznamna pro rozhodovani o tom, zda vzorek
spliiuje pozadavky pravnich ptedpist, pokud jde o:

a) maximalni limit rezidui nebo maximalni limit pro povolené
latky v souladu s nafizenim Komise (ES) ¢. 124/2009 (*) a nafi-
zenim Komise (EU) ¢&. 37/2010 (°);

(®) Natizeni Komise (ES) &. 124/2009 ze dne 10. tnora 2009, kterym se stanovi
maximalni limity pro pfitomnost kokcidiostatik nebo histomonostatik v potra-
vinach, jez je disledkem nevyhnutelné kiizové kontaminace necilovych
krmiv témito latkami (Ut. vést. L 40, 11.2.2009, s. 7).

(°) Natizeni Komise (EU) €. 37/2010 ze dne 22. prosince 2009 o farmakologicky
ucinnych latkach a jejich klasifikaci podle maximalnich limitd rezidui v potra-
vinach zivo¢isného ptvodu (Uf. vést. L 15, 20.1.2010, s. 1).
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20)

21)

22)

23)

24)

25)

26)

27)

28)

29)

30)

31)

32)

b) referencni hodnoty pro opatieni pro zakdzané nebo nepovolené
latky, pro které je stanovena referenéni hodnota pro opatieni
v souladu s nafizenim (EU) 2019/1871;

¢) nejnizsi analyticky dosazitelnou koncentraci pro zakdzané nebo
nepovolené latky, pro které neni stanovena referencni hodnota
pro opatieni;

race, na které byl systém méfeni kalibrovan;

»~matrici se rozumi material, ze kterého je vzorek odebran;

»~matricovym efektem® se rozumi rozdil v analytické odezvé mezi
standardem rozpusténym v rozpoustédle a standardem s odpovidajici
matrici bud’® bez korekce za pouziti vnitiniho standardu, nebo
s korekci za pouziti vnitiniho standardu;

»standardem s odpovidajici matrici se rozumi slepa matrice (tj.
matrice neobsahujici analyt), ke které se po zpracovani vzorku
pfida analyt v urcitém rozsahu koncentraci;

»standardem s obohacenou matrici“ se rozumi slepd matrice (tj.
matrice neobsahujici analyt), ke které se pied extrakci rozpous-
tédlem a zpracovanim vzorku ptida analyt v uréitém rozsahu
koncentraci;

,méfenou veli¢inou” se rozumi konkrétni mnozstvi, které je pred-
métem meéieni;

.hejistotou  méfeni se rozumi nezdporny parametr spojeny
s vysledkem méfeni, ktery charakterizuje rozptyl hodnot, ktery 1ze
rozumné prisoudit méfené velic¢in€ na zakladeé pouzitych informaci;

»pracovnimi kritérii se rozumi pozadavky na pracovni charakteris-
tiky, podle nichz lze rozhodnout, zda je analytickd metoda vhodna
k zamyslenému pouziti a zda poskytuje spolehlivé vysledky;

»preciznosti se rozumi tésnost shody mezi nezavislymi vysledky
zkousek ziskanymi za stanovenych podminek a vyjadiuje se jako
smérodatnd odchylka nebo variacni koeficient vysledkti zkousky;

kvalitativni metodou® se rozumi analytickd metoda, kterou se dete-
kuje nebo identifikuje latka nebo skupina latek na zdklad¢ jejich
chemickych, biologickych nebo fyzikalnich vlastnosti;

»Kkvantitativni metodou” se rozumi analyticka metoda, kterou se
stanovi mnozstvi nebo hmotnostni podil latky takovym zpisobem,
ze je mozné jej vyjadfit jako Ciselnou hodnotu pfislusnych jedno-
tek;

,Vytéznosti“ se rozumi mnozstvi analytu korigované na vytéznost
vydélené mnozstvim analytu, kterym byl uméle obohacen vzorek
matrice, a vyjadiuje se v procentech;

»korekei na vytéznost® se rozumi pouziti vnitfnich standardd,
pouziti kalibra¢ni kiivky matrice a rovnéz pouziti korekéniho
faktoru vytéznosti a rovnéz kombinace téchto ptistupt;
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33)

34

~
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~
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~

37

~

38

~

39)

40

~

41

~

42

~

43

~

44

~

45)

Hreferenénim materialem™ se rozumi material dostatecné homogenni
a stabilni s ohledem na jednu nebo vice specifikovanych vlastnosti,
u n¢hoz bylo prokdzano, ze je vhodny pro své zamyslené pouziti
v procesu méfeni nebo pii zkoumani jmenovitych vlastnosti (1°);

Hrelativnim matricovym efektem* se rozumi rozdil v analytické
odezvé mezi standardem rozpuSténym v rozpoustédle a standardem
s odpovidajici matrici s korekci za pouziti vnitiniho standardu;

»opakovatelnosti“ se rozumi preciznost za podminek, za nichz jsou
nezavislé vysledky zkousky ziskany toutéz metodou, na téze zkou-
Sené polozce, v téze laboratofi timtéz pracovnikem pii pouziti téhoz
zafizeni v kratkych ¢asovych intervalech;

rec
1

,reprodukovatelnosti se rozumi preciznost za podminek, za nichz
jsou vysledky zkousky ziskany toutéz metodou, na téze zkousené
polozce v ruznych laboratofich riiznymi pracovniky pii pouziti
rizného zafizeni ('),

»robustnosti‘ se rozumi citlivost analytické metody na zmény expe-
rimentalnich podminek, za nichz 1ze metodu pouzit tak, jak je
popséana, nebo se specifikovanymi malymi Upravami;

»screeningovou metodou® se rozumi metoda slouZzici ke screeningu
latky nebo tfidy latek na sledované urovni;

»cilovou koncentraci screeningu (STC)“ se rozumi koncentrace
niz§i nez nebo rovnajici se CCP, pfi niz screeningové méfeni
vede ke kategorizaci vzorku jako potencidlné nevyhovujici ,,pozi-
tivni screening™ a vyvolava nutnost provést konfirmacni zkousku;

»selektivitou™ se rozumi schopnost metody rozliSit mezi métenym
analytem a jinymi latkami;

,,vnitrolaboratorni studii nebo ,,vnitrolaboratorni validaci® se
rozumi analyticka studie provadéna po urcitou odivodnénou dobu
v ramci jediné laboratofe s pouzitim jedné metody analyzy na
tomtéz zkuSebnim materialu nebo na riznych zkuSebnich materi-
alech za riznych podminek;

»standardnim piidavkem* se rozumi postup, pii némz se jedna Cast
vzorku analyzuje jako takova a k dalsim zkuSebnim podilim se
pted analyzou pfida znamé mnozstvi standardu daného analytu;

»standardem analytu se rozumi analyt se zndmym a certifikovanym
obsahem a Cistotou uréeny k pouziti jako referencni latka pfi
analyze;

LHlatkou* se rozumi hmota neménného sloZzeni charakterizovana enti-
tami, které ji tvofi, a urcitymi fyzikalnimi vlastnostmi;

»zkusebnim podilem* se rozumi mnozstvi materialu odebrané ze
vzorku a ur¢ené ke zkouseni nebo pozorovani;

Komise pro Codex Alimentarius, organizace OSN pro vyzivu a zemé&délstvi/

(‘%

Q)

Svétova zdravotnickd organizace, Pokyny pro analytickou terminologii
(CAC/GL 72-2009).

ISO 5725-1:1994 Ptesnost (spravnost a shodnost) metod a vysledkti méfeni
— Cast 1: Obecné zasady a definice (kapitola 3).
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46) ,,pravdivosti se rozumi teésnost shody mezi primérnou hodnotou
ziskanou z velkého poctu vysledkl zkousek s pfijatou referenéni
hodnotou;

47) ,jednotkami“ se rozumi jednotky popsané v normé ISO 80000 ('2)
a ve smérnici Rady 80/181/EHS (13);

48) ,,validaci“ se rozumi proces, pii némz se zkoumanim a naslednym
poskytnutim objektivniho dikazu prokaze, Ze jsou splnény specifi-
kované pozadavky konkrétniho zamysleného pouziti ('4), prostred-
nictvim vnitrolaboratorni studie nebo kolaborativni studie;

49) ,,vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti“ nebo ,,mezilehlou preciz-
nosti/vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti“ se rozumi preciznost
meéfeni za souboru vnitrolaboratornich podminek v konkrétni labo-
ratofi.

Clanek 3
Metody analyzy

Clenské staty zajisti, aby byly vzorky odebirany v souladu s &lankem 34
natizeni (EU) 2017/625 a analyzovany za pouziti metod, které spliuji
tyto pozadavky:

1) jsou zdokumentovany v pokynech pro zkousku, prednostn€ podle
ptiloh normy ISO 78-2:1999 Chemie — Navrhy norem — Cast 2:
Metody chemického rozboru (15);

2) splnuji pracovni kritéria a dals$i pozadavky pro analytické metody
stanovené v kapitole 1 pfilohy I tohoto nafizeni;

3) byly validovany v souladu s pozadavky stanovenymi v kapitole 2
a 4 prilohy I tohoto nafizeni,

4) umoznuji prosazovani referenénich hodnot pro opatieni stanovenych
v nafizeni (EU) 2019/1871, identifikaci pfitomnosti zakazanych
a nepovolenych latek a prosazovani maximalnich limitd, které byly
stanoveny na zaklad¢ nafizeni (EHS) ¢. 315/93 a natizeni (ES)
¢. 124/2009, a maximalnich limitd rezidui (MLR), které byly stano-
veny na zakladé nafizeni (ES) ¢. 1831/2003 a (ES) ¢. 470/20009.

Cldnek 4
Kontrola kvality

Clenské staty zajisti kvalitu vysledki provadénych analyz podle natizeni
(EU) 2017/625, zejména monitorovanim zkousek nebo vysledkt kali-
brace v souladu s normou ISO/IEC 17025:2017 VSeobecné pozadavky
na kompetenci zkuSebnich a kalibracnich laboratofi a s pozadavky pro
kontrolu kvality béhem rutinni analyzy, jak jsou stanoveny v kapitole 3
prilohy I tohoto nafizeni.

('2) ISO 80000-1:2009 Veliginy a jednotky — Cast 1: Obecnd (Uvod).

("3) Smérnice Rady 80/181/EHS ze dne 20. prosince 1979 o sbliZzovani pravnich
predpisii ¢lenskych stath tykajicich se jednotek méfeni a o zruSeni smérnice
71/354/EHS (Uf. vést. L 39, 15.2.1980, s. 40).

(") ISO/IEC 17025:2017 Vseobecné pozadavky na kompetenci zku$ebnich
a kalibracnich laboratofi (kapitola 3).

(15) ISO 78-2:1999 Chemie — Navrhy norem — Cast 2: Metody chemického
rozboru (pfilohy).
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Clanek 5

Interpretace vysledki

1)  Vysledek analyzy se povazuje za nevyhovujici, jestlize se rovna
limitu rozhodnuti pro konfirmaci (CCa) nebo je vyssi.

2) U povolenych latek, pro které byla stanovena hodnota MLR nebo
maximalni limit, je limitem rozhodnuti pro konfirmaci (CCa) koncent-
race, pfi jejimz dosazeni nebo prevyseni lze rozhodnout se statistickou
jistotou ¢iselné hodnoty 1 — a, Zze byla piekrocena piipustna hodnota.

3) U nepovolenych nebo zakazanych latek nebo u povolenych latek,
pro které nebyla stanovena hodnota MLR ani maximalni limit u konkrét-
niho druhu nebo produktu, je limitem rozhodnuti pro konfirmaci (CCa)
nejniz§i Grovenl koncentrace, pii niz lze rozhodnout se statistickou
jistotou ¢iselné hodnoty 1 — a, Ze je pfitomen konkrétni analyt.

4) U nepovolenych nebo zakazanych farmakologicky G¢innych latek
ma byt chyba a 1 % nebo nizsi. V pfipadé vsech ostatnich latek musi
byt chyba a nejvyse 5 %.

Clanek 6
Metody odbéru vzorki
Clenské staty zajisti, aby se vzorky odebiraly, manipulovalo se s nimi

a byly oznaCovany v souladu s podrobnymi metodami pro odbér vzorki
stanovenymi v pfiloze II tohoto nafizeni.

Clanek 7
ZruSeni a pirechodna opati‘eni
Rozhodnuti 2002/657/ES a 98/179/ES se zrusuji od data vstupu tohoto
nafizeni v platnost.

Nicméné do 10. ¢ervna 2026 se v piipadé metod, které byly validovany
pfed datem vstupu tohoto nafizeni v platnost, nadale uplatiuji poza-
davky stanovené v bodech 2 a 3 ptilohy I rozhodnuti 2002/657/ES.

Pro tcely uvedené v ¢l. 8 druhém pododstavci natizeni (EU) 2019/1871
se piiloha II rozhodnuti 2002/657/ES nadale pouzije do 27. listo-
padu 2022.

Clanek 8
Vstup v platnost
Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacatym dnem po vyhlaseni
v Urednim véstniku Evropské unie.

Toto nafizeni je zavazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve vSech
Clenskych statech.
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PRILOHA 1
KAPITOLA 1
PRACOVNI KRITERIA A JINE POZADAVKY NA ANALYTICKE
METODY
1.1. Pozadavky na screeningové metody

1.1.1.  Kategorie vhodnych screeningovych metod

Jako vhodné screeningové metody se maji pouzit kvalitativni, semikvan-
titativni nebo kvantitativni metody.

1.1.2.  Pozadavky na biologické, biochemické nebo fyzikalné chemické scre-
eningové metody

U zakéazanych nebo nepovolenych latek ma byt hodnota CCP na co
nejnizsi rozumné dosazitelné Grovni a v kazdém piipadé nizsi nez refe-
rencni hodnota pro opatieni u latek, pro néz jsou referencni hodnoty pro
opatfeni stanoveny podle nafizeni (EU) 2019/1871.

U povolenych farmakologicky G¢innych latek ma byt hodnota CCp nizsi
nez MLR nebo maximalni limit.

Pro ucely screeningu se maji pouzit pouze ty analytické metody, u nichz
lze zpétné v dokumentech prokazat, ze jsou validovany a ze je u nich
pravdépodobnost falesn¢ vyhovujiciho vysledku mensi nez nebo rovna
5% (chyba B). Pfi podezieni na nevyhovujici vysledek se ma tento
vysledek potvrdit konfirmacni metodou.

Kvantitativni screeningové metody pouzivané ke screeningu i konfirmaci
maji spliiovat stejné pozadavky na ptesnost, rozpéti a preciznost, jak je
popsano v bodech 1.2.2.1 a 1.2.2.2.

1.2. Pozadavky na konfirmac¢ni metody
1.2.1.  Obecné pozadavky na konfirmacni metody

U zakazanych nebo nepovolenych latek ma byt hodnota CCa na co
nejnizs§i rozumné dosazitelné urovni. U zakazanych nebo nepovolenych
latek, pro néz je stanovena referencni hodnota pro opatieni podle nafi-
zeni (EU) 2019/1871, ma byt hodnota CCa rovna referencni hodnoté pro
opatfeni nebo nizsi.

U povolenych latek je hodnota CCa vy$$i nez hodnota MLR nebo
maximalni limit, ale ma se ji co mozna nejvice blizit.

Pro ucely konfirmace se maji pouzit pouze ty analytické metody, u nichz
lze zpétn¢ v dokumentech prokazat, ze jsou validovany a ze je u nich
pravdépodobnost falesné nevyhovujiciho vysledku (chyba o) mensi nez
nebo rovna 1 % u zakdzanych ¢i nepovolenych latek nebo je mensi nez
nebo rovna 5 % u povolenych latek.

Konfirmaéni metody maji poskytovat informace o strukturnim
chemickém sloZeni analytu. Proto konfirmaéni metody zalozené pouze
na chromatografické analyze bez pouziti hmotnostné spektrometrické
detekce nejsou samy o sob&é vhodné k pouziti jako konfirmacni metody
pro zakazané nebo nepovolené farmakologicky ucinné latky. Neni-li
hmotnostni spektrometrie vhodna pro povolené latky, je mozné pouzit
jiné metody, jako je HPLC-DAD a HPLC-FLD, nebo jejich kombinaci.
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Pokud to konfirmaéni metoda vyzaduje, pfidava se ke zkuSebnimu
podilu vhodny vnitini standard na pocatku extrakéniho postupu. Podle
dostupnosti by mél byt pouzit bud’ analyt znaceny stabilnimi izotopy,
ktery je vhodny zejména pro hmotnostné spektrometrickou detekei, nebo
analogické slouceniny, které maji velmi podobnou strukturu jako tento
analyt. Nelze-li pouzit vhodny vnitini standard, potvrdi se identifikace
analytu simultdnni chromatografii (). V tomto piipadé se ziska jeden
pik, pficemz zvétSeni vySky (nebo plochy) piku odpovidda mnozstvi
pfidaného analytu. Neni-li toto proveditelné, pouziji se standardy s odpo-
vidajici matrici nebo standardy s obohacenou matrici.

1.2.2.  Obecna pracovni kritéria pro konfirmacni metody
1.2.2.1. Pravdivost podle vytéznosti

U opakovanych analyz certifikovaného referenéniho materialu musi
odchylka experimentaln¢ stanovené stiedni hodnoty hmotnostniho
zlomku korigovaného na vytéznost od certifikované hodnoty splitovat
rozpéti minimdlni pravdivosti uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1

Minimalni pravdivest kvantitativnich metod

Hmotnostni zlomek Rozpéti
< 1 pg/kg -50 % az +20 %
> 1 pg/kg az 10 pg/kg -30 % az +20 %
> 10 pg/kg 20 % az +20 %

Nejsou-li k dispozici zadné certifikované referenéni materialy, je
piipustné, aby se pravdivost méfeni stanovila jinymi zpusoby, napf. za
pouziti materiald s pfifazenymi hodnotami z mezilaboratornich studii
nebo pfidanim znamych mnozstvi analytu (analytl) ke slepé matrici.

1.2.2.2. Preciznost

Variaéni koeficient (CV) pro opakovanou analyzu referenéniho nebo
obohacené¢ho materialu za podminek vnitrolaboratorni reprodukovatel-
nosti nesmi piekrocit hodnotu vypoctenou z Horwitzovy rovnice.
Jedna se o tuto rovnici:

CV = 2 — 05 log ©)

kde C je hmotnostni zlomek vyjadfeny jako mocnina deseti (napf.
1 mg/g = 10). V piipadé hmotnostnich zlomkii pod 120 pg/kg vede
pouziti Horwitzovy rovnice k nepfijatelné vysokym hodnotam. Proto
nesmi povoleny maximalni varia¢ni koeficient pfesahnout hodnoty
uvedené v tabulce 2.

(") Simultanni chromatografii se rozumi postup, pfi némz je extrakt pfed chromatografii

rozdélen na dvé cCasti. U prvni Casti se provede chromatografickd analyza. Druha Cést
se smisi se standardem analytu, ktery ma byt méfen. U této Casti se rovnéz provede
chromatograficka analyza. Pfidané mnozstvi standardu analytu se musi blizit odhadova-
nému mnozstvi analytu v extraktu. Simultanni chromatografie je vhodna pro zlepsSeni
identifikace analytu pfi pouziti chromatografickych metod, zejména nelze-li pouzit
vhodny vnitini standard.
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1.2.3.

1.2.4.
1.2.4.1.

Tabulka 2

Pripustny variacni koeficient

Hmotnostni zlomek CV reprodukovatelnosti (%)
> 1000 pg/kg 16 (odvozeno z Horwitzovy rovni-
ce)

> 120 pg/kg — 1 000 pg/kg 22 (odvozeno z Horwitzovy rovni-

ce)
10-120 pg/kg 25 (%)
< 10 pg/kg 30 (%)

(*) Uvedeny variaéni koeficient CV (%) je voditkem a mél by byt co mozna
rozumné nejnizsi.

U analyz provadénych v podminkach opakovatelnosti ma byt variacni
koeficient za podminek opakovatelnosti roven dvéma tfetinam hodnot
uvedenych v tabulce 2 nebo niz§i nez tyto hodnoty.

Pozadavky na chromatografickou separaci

U kapalinové (LC) nebo plynové chromatografie (GC) ma byt mini-
malnim pfijatelnym retencnim Casem pro vySetfovany analyt (vySetio-
vané analyty) dvojnasobek retenéniho Casu, ktery odpovida mrtvému
objemu kolony. Retenéni ¢as analytu v extraktu ma odpovidat retenc-
nimu casu kalibracniho standardu, standardu s odpovidajici matrici nebo
standardu s obohacenou matrici s toleranci £ 0,1 minuty. U rychlé
chromatografie, kde je retenéni Cas krat$i nez dvé minuty, je piipustna
odchylka mensi nez 5 % reten¢niho Casu. Pouzije-li se vnitini standard,
musi pomér chromatografického retenéniho Casu analytu ku retenénimu
Casu vnitinitho standardu, to znamena relativni retencni Cas analytu,
odpovidat retenénimu ¢asu kalibra¢niho standardu, standardu s odpovida-
jici matrici nebo standardu s obohacenou matrici s maximalni odchylkou
0,5 % v ptipadé plynové chromatografie a 1% v ptipadé kapalinové
chromatografie u metod validovanych od data vstupu tohoto nafizeni
v platnost.

Specificka pracovni kritéria pro hmotnostni spektrometrii
Hmotnostné spektrometrickd detekce

Hmotnostné spektrometricka detekce se provede za pouziti nékteré
z téchto moznosti:

1. snimani celého hmotnostniho spektra (full scan, FS);

2. sledovani vybranych iontd (selected ion monitoring, SIM);

3. techniky sekvenéni hmotnostni spektrometrie (MS"), napft. sledovani
vybrané reakce (selected reaction monitoring, SRM);

4. kombinace technik hmotnostni spektrometrie (MS) nebo sekvencni
hmotnostni spektrometrie (MS") s vhodnymi ioniza¢nimi technikami.

Je vhodna jak hmotnostni spektrometrie s nizkym rozlisenim (LRMS,
pfi rozliseni na hmotnostni jednotku), tak hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim (HRMS), véetné napf. pfistroji typu ,,double
focusing sectors®, ,,Time of Flight (TOF)“ a ,,Orbitrap™.
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1.2.4.2.

Pii konfirmaci identity analytu pomoci hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim (HRMS) musi byt hmotnostni odchylka vsech
diagnostickych iontl pod hodnotou 5 ppm (nebo v ptipadé m/z < 200
pod hodnotou 1 mDa). Na zakladé¢ toho by se mélo vybrat ucinné
rozliseni vhodné pro dany ucel, které bude obvykle vétsi nez 10 000
pro celé hmotnostni rozpéti pfi zachovani 10 % chromatografického
udoli nebo 20 000 pii plné Sifce v poloving vysky (full width at half
maximum, FWHM).

Kdyz se provadi hmotnostné spektrometrické stanoveni snimanim celého
spektra (LRMS i HMRS), jsou vhodné pouze diagnostické ionty s rela-
tivni intenzitou vétsi nez 10 % v referenénim spektru kalibra¢niho stan-
dardu, standardu s odpovidajici matrici nebo standardu s obohacenou
matrici. Diagnostické ionty maji zahrnovat molekularni iont (je-li
ptitomen pii > 10 % intenzité zakladniho piku) a charakteristické frag-
mentové nebo produktové ionty.

Vybér prekurzorového iontu: provadi-li se hmotnostné spektrometrické
stanoveni fragmentaci po vybéru prekurzorového iontu, provadi se vybér
prekurzorového iontu pii rozliSeni na hmotnostni jednotku nebo lepSim.
Vybranym prekurzorovym iontem ma byt molekularni iont, charakteris-
tické adukty molekularniho iontu, charakteristické produktové ionty
nebo jeden z jejich izotopovych ionti. V piipadé, ze vybrany prekurzor
ma vybrany rozsah hmotnosti (mass selection window) vétsi nez jeden
dalton (napf. v piipadé datové nezavislého sbéru dat, ,,data independent
acquisition®) povazuje se tato technika za konfirmaéni analyzu celého
spektra (full-scan).

Fragmentové a produktové ionty: Vybrané fragmentové nebo produk-
tové ionty maji byt diagnostické fragmenty pro méfeny analyt/produkt.
Neselektivni pfechody (napt. tropyliovy kation nebo ztrata vody) se maji
vylouc¢it, kdykoli je to mozné. Mnozstvi diagnostickych iontl se stanovi
z plochy piku nebo vysky integrovanych chromatogramti extrahovanych
iontll. Tento postup lze rovnéz pouzit, pokud se k identifikaci pouzivaji
méfeni celého spektra. Pomér signal/Sum (S/N) musi byt pro vSechny
diagnostické ionty roven tiem ku jedné (3:1) nebo vétsi.

Relativni intenzity: relativni intenzity diagnostickych iontd (iontovy
pomér) se vyjadiuji jako procento intenzity nejvice zastoupené¢ho iontu
nebo piechodu. lontovy pomér se musi stanovit porovnanim spekter
nebo integrovanim signdld hmotnostnich stop extrahovanych iontl.
Iontovy pomér analytu ureny k potvrzeni ma odpovidat pomértim stan-
dardl s odpovidajici matrici nebo standardii s obohacenou matrici nebo
standardnich roztokl pii srovnatelnych koncentracich méfenych za stej-
nych podminek v ramci + 40 % relativni odchylky.

U vSech hmotnostné spektrometrickych analyz se stanovi nejméné jeden
iontovy pomér. Tyto ionty jsou pokud mozno ziskdny v rdmci jediného
skenu, avSak ionty mohou rovnéz pochazet z riznych skenti téhoz
nastfiku (tj. cely sken a fragmentacni sken).

Identifikace

K vybéru vhodnych rezimi snimani a hodnoticich kritérii se pouzije
systém identifikacnich bodt. Pfi konfirmaci identity latek v matrici,
pro kterou je stanoven MLR (povolené pouziti), se vyzaduji minimalné
4 identifikaéni body. U nepovolenych nebo zakazanych latek se
vyzaduje 5 identifikacnich bodt. Jeden bod muze pochéazet z chromato-
grafické separace. Tabulka 3 uvadi pocet identifikaénich bodu, kterého
lze u kazdé z technik dosdhnout. Aby se splnily podminky pro identi-
fikaéni body pozadované pro konfirmaci, je mozné piidat identifikacni
body ziskané jinymi technikami.
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. VSechny hmotnostné spektrometrické analyzy se zkombinuji se
separacni technikou, kterd vykazuje dostateCnou separacni silu
a selektivitu pro konkrétni pouziti. Mezi vhodné separacni techniky
patii mimo jiné kapalinova a plynova chromatografie, kapilarni elek-
troforéza (CE) a superkriticka fluidni chromatografie (SFC). V piipadé
analytu, ktery piedstavuje jakoukoli izobarickou nebo izomerni slou-
¢eninu, je k potvrzeni jeho identity naprosto nutna piijatelnost retenc-
niho ¢asu (tj. £ 0,5% v GC a = 1% v LC a SFC).

. Pro tcely ziskani minimalniho poctu identifikaénich bodtt mohou byt
kombinovany maximalné tii samostatné techniky.

. Rlizné zptisoby ionizace (napf. elektronova ionizace a chemicka ioni-
zace) se povazuji za razné techniky.

Tabulka 3

Identifika¢ni body u jednotlivych technik

Technika Identifika¢ni body
Separace (rezim GC, LC, SFC, CE) 1
LR-MS iont 1
Vybér prekurzorového iontu pri 1 (nepiimy)

hmotnostnim rozpéti < +£0,5 Da

LR-MS" produktovy iont 1,5

HR-MS iont 1,5

HR-MS" produktovy iont 2,5
Tabulka 4

Piiklady poctu identifika¢nich bodi u konkrétnich technik a kombinaci technik (n = celé ¢islo)

Technika (techniky) Separace Pocet ionti Identifika¢ni body
GC-MS (EI nebo CI) | GC n Il +n
GC-MS (EI a CI) GC 2 (EI) + 2 (CI) 1 +4=5
GC-MS (EI nebo CI) | GC 2 (derivat A) + 2 (derivat B) | 1 + 4= 5
2 derivaty
LC-MS LC n (MS) 1 +n
GC- nebo LC-MS/ | GC nebo LC 1 prekurzor + 2 produkty Il+1+2x15=5
MS
GC- nebo LC-MS/ | GC nebo LC 2 prekurzor + 2 produkty 1+2+2%x15=6
MS
GC- nebo LC-MS® GC nebo LC 1 prekurzor + 1 MS?|1+1+15+15=5

produkt + 1 MS?® produkt

GC- nebo LC-HRMS | GC nebo LC n 1l +nx1,5
GC- nebo LC- | GC nebo LC 1 prekurzor (hmotnostni | 1 + 1 + 2,5=4,5
HRMS/MS rozpéti < £0,5 Da) + 1 produkt
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1.2.5.

1.2.5.1.

1.2.5.2.

Technika (techniky) Separace Pocet ionti Identifika¢ni body
GC- nebo LC-HRMS | GC nebo LC 1 iont ziskany pii méfeni | 1 + 1,5 + 2,5=5
a HRMS/MS celého spektra + 1 HRMS

produktovy iont (*)

GC- a LC-MS GC a LC 2 ionty (GCMS) + 1 dont |1 +1+2+1+1=6
(LCMS)

(®) Jestlize je prekurzorovy iont stejny iont (nebo adukt nebo izotop) jako HRMS iont sledovany v celém skenu, neziskava
se zadny dalsi identifikaéni bod pro vybér prekurzorového iontu.

Specificka pracovni kritéria pro stanoveni analytu za pouziti kapalinové
chromatografie s jinymi technikami detekce, nez je hmotnostni spektro-
metrie

Pouze u povolenych latek je mozné pouzit jako alternativu k metodam
zalozenym na hmotnostni spektrometrii nasledujici techniky, pod
podminkou, Ze jsou splnéna piislusna kritéria pro tyto techniky:

1. spektrofotometrie s plnym rozsahem spektra s detekci diodovym
polem (DAD) v pfipadé pouziti s HPLC;

2. spektrofotometrie s fluorescen¢ni detekci (FLD) v piipadé pouziti
s HPLC.

Kapalinova chromatografie s UV/VIS detekei (jedna vinova délka) neni
sama o sobé vhodna jako konfirmaéni metoda.

Pracovni kritéria pro spektrofotometrii s plnym rozsahem spektra
s detekci diodovym polem

Je nutné splnit pracovni kritéria pro chromatografickou separaci uvedena
v kapitole 1.2.3.

Absorpéni maxima v UV spektru analytu musi mit v ramci tolerance
maxim dané rozliSovaci schopnosti detekéniho systému tytéz vinové
délky jako maxima kalibra¢niho standardu v matrici. V piipadé detekce
diodovym polem je tato tolerance maxim obvykle £ 2 nm. Spektrum
analytu v oblasti nad 220 nm se nesmi v pfipadé oblasti téch casti
spekter, které maji relativni absorbanci rovnajici se 10 % nebo vétsi,
vizualné lisit od spektra kalibraéniho standardu. Toto kritérium je
splnéno, jsou-li pfitomna stejnd maxima a dale neni-li rozdil mezi
obéma spektry v zadném bodé vétsi nez 10 % absorbance kalibra¢niho
standardu. Je-li vyhledavani a porovnavani provadéno pomoci digitalni
knihovny, musi byt pfi srovnavani udaji ze spekter ufednich vzorka
s udaji ze spektra kalibracniho roztoku piekrocen faktor kritické shody.
Tento faktor musi byt pro kazdy analyt stanoven pii procesu validace,
a to na zakladé spekter, pro néz jsou splnéna vySe uvedena kritéria.
Musi byt prozkoumana proménlivost spekter zpusobena matrici vzorku
a pracovnimi charakteristikami detektoru.

Pracovni kritéria pro spektrofotometrii s fluorescen¢ni detekci

Je nutné splnit pracovni kritéria pro chromatografickou separaci uvedena
v kapitole 1.2.3.

Vybér excitacnich a emisnich vinovych délek v kombinaci s chromato-
grafickymi podminkami musi byt proveden tak, aby se minimalizovaly
efekty rusivych sloucenin v extraktech slepého vzorku. Rozdil mezi
excitacni a emisni vinovou délkou by mél byt minimalné 50 nanometru.
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Nejbliz§i maximum piku v chromatogramu musi byt od stanovovaného
piku analytu vzdaleno alespon o jednu Sitku piku analytu v 10 % vysky.

Tato metoda je pouzitelna pro molekuly, které vykazuji pfirozenou
fluorescenci, a pro molekuly, které vykazuji fluorescenci po transformaci
nebo derivatizaci.

KAPITOLA 2
VALIDACE

Pracovni charakteristiky, které je nutno stanovit u analytickych
metod

Validaci metody se ma prokazat, ze uvedena analyticka metoda spliuje
kritéria pro piislusné pracovni charakteristiky. Rtizné tucely kontroly
vyzaduji rizné kategorie metod. Tabulka 5 uvadi, které pracovni chara-
kteristiky se ovéruji u kazdého typu metody. Dalsi vysvétleni kazdého
parametru je podano v této kapitole.

Tabulka 5

Klasifikace analytickych metod podle pracovnich charakteristik, které maji byt stanoveny

Konfirmaéni Screeningova
Metoda
Kvalitativni Kvgnt{ta- Kvalitativni Semllfva,ntlta- vaaml,ta-
tivni tivni tivni
Latky A A, B A, B A, B A, B
Identifikace v souladu s kapitolou 1.2 X X
CCa X X
CCp - X X X
Pravdivost X X
Preciznost X (x) X
Relativni matricovy efekt/absolutni vytéz- X X
nost (*)
Selektivita/specificnost X X X X
Stabilita (*) X X X X
Robustnost X X X X

x: Prostfednictvim validace je nutné prokazat, ze jsou splnény pozadavky na pracovni charakteristiky.

(x) Pozadavky na preciznost dle kapitoly 1.2.2.2 neni u semikvantitativnich screeningovych metod nutné splnit. Preciznost by

se v8ak méla stanovit za ucelem prokazani vhodnosti metody pro zabranéni fale$né vyhovujicim analytickym vysledkim.

A: zakazané nebo nepovolené latky

B: povolen¢ latky

(*) Jsou-li Gidaje o analytech v matrici k dispozici ve v&decké literatufe nebo z jiné laboratofe, nemusi dotend laboratof tyto
udaje znovu stanovovat. Odkazovani se na dostupné idaje o stabilité¢ analytii v roztoku vsak je pifipustné, pouze pokud jsou
pouzity totozné podminky.

(*) Pro MS metody je dulezité prokazat prostfednictvim validace, Ze jsou splnény pozadavky na pracovni charakteristiky.
Relativni matricovy efekt uvedené metody se musi stanovit, pokud tento efekt nebyl posuzovan béhem validaéniho postupu.
Absolutni vytéznost metody se musi stanovit, jestlize se nepouzije zadny vnitini standard ani kalibrace s pouzitim obohacené
matrice.




02021R0808 — CS — 10.06.2021 — 001.002 — 16

2.2.

2.2.1.

2.2.1.1.

22.1.2.

Pravdivost, opakovatelnost a vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

V této kapitole jsou uvedeny piiklady validacnich postupti pro analy-
tické metody a odkazy na tyto postupy. K prokazani toho, ze metoda
splituje pracovni kritéria, lze pouzit i jiné pfistupy, pokud lze jimi ziskat
stejnou uroven a kvalitu informaci.

Konvencni validace

Vypocet parametri konvenénimi metodami vyzaduje, aby bylo
provedeno né€kolik samostatnych experimenta. U vSech vétSich zmén
musi byt stanovena kazda pracovni charakteristika (viz oddil 2.4).
V piipadé metod pro vice analyti muize byt stanoveno nékolik analytt
soudasng, pokud byly vylougeny mozné rusivé vlivy. Radu pracovnich
charakteristik lze stanovit podobnym zpusobem. Proto se v zajmu mini-
malizace rozsahu praci doporucuje v co nejvétsi mozné mife experi-
menty kombinovat (napi. opakovatelnost a vnitrolaboratorni reproduko-
vatelnost se specifi¢nosti, analyzu slepych vzorkl pro stanoveni limitu
rozhodnuti pro konfirmaci a testovani specificnosti).

Pravdivost na zakladé certifikovaného referenéniho materialu

Je vhodnéjsi stanovit pravdivost analytické metody prostiednictvim certi-
fikovaného referencniho materidlu (CRM). Tento postup je popsan
v normé 1SO 5725-4:1994 (%).

Nize je uveden piiklad:

1. podle zkusebniho postupu dané metody se analyzuje Sest replikatl
CRM;

2. stanovi se koncentrace analytu pfitomného v kazdém vzorku repli-
katu;

3. pro téchto Sest replikatii se vypoCte pramér, smérodatna odchylka
a variacni koeficient (%);

4. pravdivost vyjadiend v procentech se vypocte jako pomér zjiSténé
prumérné koncentrace a certifikované hodnoty (vyjadiené jako
koncentrace) vynasobeny 100.

Pravdivost (%) = (detekovana primérna koncentrace korigovana na
vytéznost) x 100/certifikovana hodnota.

Pravdivost na zakladé obohacenych vzorki

Neni-li k dispozici zadny certifikovany referenéni material, stanovi se
pravdivost metody pomoci experimentli pouzivajicich obohacenou
slepou matrici, minimalné v souladu s timto schématem:

1. V piipadé metod validovanych od data vstupu tohoto natizeni v plat-
nost se zvoli slepy material a obohati se v koncentraci:

(2) 1SO 5725-4:2020 Piesnost (pravdivost a preciznost) metod a vysledkt méfeni — Cast 4:

Zékladni metody pro stanoveni pravdivosti normalizované metody méfeni (klauzule 3).
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a) 0,5(), 1,0 a 1,5ndsobku referen¢ni hodnoty pro opatieni nebo

b) 0,1 (*), 1,0 a 1,5n4sobku MLR nebo maximalniho limitu u povo-
lenych latek nebo

c) 1,0, 2,0 a 3,0ndsobku LCL u nepovolenych latek (pro které
nebyla stanovena referen¢ni hodnota pro opatienti).

2. Pro kazdou koncentraci se analyza provadi s Sesti replikaty.

3. Vzorky se analyzuji.

4. Vypocte se koncentrace stanovena v kazdém vzorku.

5. Vypocte se pravdivost pro kazdy vzorek za pouziti nize uvedené
rovnice a nasledné se vypocte primérna pravdivost a variacni koefi-

cient pro Sest vysledki na kazdé Grovni koncentrace.

Pravdivost (%) = (detekovana primérna koncentrace korigovana na
vytéznost) x 100/aroven obohaceni.

V piipadé metod pro povolené latky validovanych pied datem pouzitel-
nosti tohoto nafizeni je dostaCujici stanoveni pravdivosti metody za
pouziti Sesti obohacenych alikvoti v koncentraci 0,5, 1,0 a 1,5nasobku
MLR nebo maximélniho limitu.

2.2.1.3. Opakovatelnost

Q]

Q]

Q]

©

1. V ptipadé metod validovanych od data vstupu tohoto nafizeni v plat-
nost se pripravi soubor vzorkl identickych slepych matric stejného
druhu. Ty se obohati analytem za ucelem ziskani koncentraci odpo-
vidajicich:

a) 0,5(°), 1,0 a 1,5ndsobku referenéni hodnoty pro opatieni nebo

b) 0,1 (), 1,0 a 1,5nasobku MLR nebo maximaélniho limitu u povo-
lenych latek nebo

¢) 1,0, 2,0 a 3,0nasobku LCL u nepovolenych nebo zakazanych latek
v piipadg€, Ze nelze pouzit referen¢ni hodnotu pro opatieni.

2. Pro kazdou koncentraci se analyza provadi s nejméné Sesti replikaty.
3. Vzorky se analyzuji.
4. Vypocte se koncentrace stanovend v kazdém vzorku.

5. Vypocte se prumérna koncentrace, smérodatna odchylka a varia¢ni
koeficient (%) obohacenych vzorki.

6. Tento postup se opakuje alesponn pii dvou piilezitostech.

7. Vypoctou se celkové primémé koncentrace, smérodatné odchylky
(vypocitanim primeéru druhych mocnin smérodatné odchylky z jedno-
tlivych piipadli a jeho odmocnénim) a variacni koeficienty u oboha-
cenych vzorku.

Pokud u nepovolené farmakologicky u¢inné latky neni validace koncentrace rovnajici se

0,5nasobku referen¢ni hodnoty pro opatfeni rozumné dosazitelna, je mozné koncentraci
rovnajici se 0,5nasobku referenéni hodnoty pro opatieni nahradit nejnizsi koncentraci
v rozmezi 0,5nasobku az 1,0nasobku referen¢ni hodnoty pro opatfeni, kterd je rozumné
dosazitelna.

Pokud u konkrétni farmakologicky uc¢inné latky neni validace koncentrace rovnajici se
0,Inasobku MLR rozumné dosazitelna, je mozné koncentraci rovnajici se 0,Inasobku
MLR nahradit nejniz§i koncentraci v rozmezi 0,1nasobku az 0,5nasobku MLR, ktera je
rozumné dosazitelna.

Pokud u nepovolené farmakologicky uc¢inné latky neni validace koncentrace rovnajici se
0,5nasobku referenéni hodnoty pro opatfeni rozumné dosazitelna, je mozné koncentraci
v rozmezi 0,5nasobku az 1,0nasobku referenc¢ni hodnoty pro opatfeni, kterd je rozumné
dosazitelna.

Pokud u konkrétni farmakologicky G¢inné latky neni validace koncentrace rovnajici se
0,Inasobku MLR rozumné dosazitelna, je mozné koncentraci rovnajici se 0,Inasobku
MLR nahradit nejniz$i koncentraci v rozmezi 0,1nasobku az 0,5nasobku MLR, ktera je
rozumné dosazitelna.
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V piipadé metod pro povolené latky validovanych pied datem vstupu
tohoto nafizeni v platnost je dostaCujici stanoveni opakovatelnosti za
pouziti obohacenych matric v koncentracich 0,5, 1,0 a 1,5nasobku
MLR nebo maximalniho limitu.

Alternativné 1ze provést vypocet opakovatelnosti dle normy ISO 5725-
2:2019 (7).

2.2.1.4. Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

1. V piipadé validaci provadénych po datu vstupu tohoto nafizeni v plat-
nost se ptipravi soubor vzorku specifikovaného zkusebniho materialu
(identické nebo odlisné matrice) obohacené¢ho o analyt (analyty) za
ucelem ziskani koncentraci odpovidajicich:

a) 0,5°, 1,0 a 1,5nasobku referentni hodnoty pro opatieni nebo

b) 0,1°, 1,0 a 1,5nasobku MLR nebo maximaélniho limitu u povole-
nych latek nebo

c) 1,0, 2,0 a 3,0nasobku LCL u nepovolenych nebo zakazanych latek
v piipade€, Ze nelze pouzit referen¢ni hodnotu pro opatieni.

2. Provede se analyza na kazdé trovni koncentrace nejméné s Sesti
replikaty slepého materialu.

3. Vzorky se analyzuji.
4. Vypocte se koncentrace stanovena v kazdém vzorku.

5. Tyto kroky se opakuji alesponn pifi dvou dalSich pfilezitostech
s ruznymi Sarzemi slepého materialu, riznymi pracovniky a za co
mozna nejvice riznych podminek prostfedi, napf. s riznymi Sarzemi
reakénich c¢inidel, rozpoustédel, pfi riznych laboratornich teplotach,
s ruznymi piistroji nebo s variaci jinych parametra.

6. U obohacenych vzorkl se stanovi primérna koncentrace, smérodatna
odchylka a variacni koeficient (%).

V piipadé metod pro povolené latky validovanych pied datem vstupu
tohoto nafizeni v platnost je dostacujici vnitrolaboratorni reproduko-
vatelnost za pouziti obohacenych matric v koncentracich 0,5, 1,0
a 1,5nasobku MLR nebo maximalniho limitu.

Alternativné 1ze vypocet vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti/mezi-
lehlé preciznosti provést rovnéz podle normy ISO 5725-2:2019, ISO
11843-1:1997 (®), Codex CAC/GL 59-2006 (°).

2.2.2. Validace podle alternativnich modelii

Vypocet parametri v souladu s alternativnimi modely vyzaduje
provedeni planu experimentd. Plan experimentd ma/musi byt navrzen
v zavislosti na poctu riznych druhti a riznych faktort, které se zkou-
maji. Proto je prvnim krokem celého postupu validace posouzeni
souborti vzorkul, které¢ se budou v laboratofi v budoucnu analyzovat,

(7) ISO 5725-2:2019 Ptesnost (pravdivost a preciznost) metod a vysledkd méfeni — Cast 2:
Zakladni metoda pro stanoveni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti normalizované
metody méfeni (klauzule 3).

(%) 1SO 11843-1:1997 Detekéni schopnost — Cast 1: Terminy a definice.

(°) Komise pro Codex Alimentarius, organizace OSN pro vyzivu a zemé&d¢&lstvi, Svétova
zdravotnicka organizace, Pokyny pro odhad nejistoty vysledki (CAC/GL 59-2006).
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vysledky méfeni. Piistup na zakladé faktorti umoziiuje stanovit nejistotu
meéfeni u vysledkl zkousky ziskanych za rtiznych zku$ebnich podminek
v dané laboratofi, jako jsou rtzni pracovnici provadéjici analyzu, rizné
piistroje, ruzné Sarze reak¢nich ¢inidel, rizné matrice, rizné doby trvani
stanoveni a rtizné teploty stanoveni. Nasledné je nutné podle tcelu zvolit
rozmezi koncentrace, a sice podle MLR nebo maximalniho limitu
v ptipadé povolenych latek nebo podle referencni hodnoty pro opatieni
¢i LCL u zakazanych nebo nepovolenych latek.

Piistup na zaklad¢ faktori ma za cil stanovit spolehlivé udaje o preciz-
nosti a tdaje z méfeni pomoci simultdnné kontrolované variace vybra-
nych faktorti. To umoznuje hodnoceni kombinovaného ucinku faktorial-
nich efekti a nahodnych efekti. Plan experimentii rovnéz umoziuje
zkoumat robustnost (') analytické metody a stanoveni smérodatné
odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti u vSech matric.

Piiklad alternativniho pfistupu za pouziti ortogonalniho planu experi-
mentd je uveden dale.

Je mozné zkoumat az sedm faktorti (faktory Sumu). Studie je navrzena
takovym zplisobem, aby se preciznost, pravdivost (na zédkladé obohace-
nych vzorki), citlivost, nejistota méfeni a kritické koncentrace stanovo-
valy soubézné diky zavedeni planu experimenta.

Tabulka 6

Piiklad ortogonalniho planu experimenti se sedmi faktory (I-VII) pozménovanymi
na dvou urovnich (A/B) ve valida¢ni studii s osmi méienimi (kombinace urovni

faktora)

Faktor I I I v \ VI VI
Mefteni 01 A A A A A A A
Mefteni 02 A A B A B B B
Meteni 03 A B A B A B B
Meteni 04 A B B B B A A
Meteni 05 B A A B B A B
Meéfteni 06 B A B B A B A
Meéfteni 07 B B A A B B A
Mefteni 08 B B B A A A B

Vypocet charakteristik metody se provede zplisobem popsanym autory
Jitlicher a kol. (11).

(1%) Zmény experimentalnich podminek, které jsou zde zmifiovany, mohou zahrnovat mate-
rialy vzorkd, analyty, podminky uchovavani, environmentdlni podminky a/nebo
podminky pfipravy vzorkt. U vSech experimentdlnich podminek, které by mohly
v praxi kolisat (napf. stabilita reakénich ¢inidel, slozeni vzorku, pH, teplota) se uvedou
zmény, které by mohly mit vliv na analyticky vysledek.

(') Jilicher, B., Gowik, P. a Uhlig, S. (1998) Assessment of detection methods in trace
analysis by means of a statistically based in-house validation concept. Analyst, 120,
173.
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2.2.3.  Dalsi validacni pristupy

K prokazani toho, ze metoda spliuje pracovni kritéria pro pracovni
charakteristiky, lze pouzit i jiné pfistupy, pokud jimi lze ziskat stejnou
aroven a kvalitu informaci. Validace mize byt provedena formou mezi-
laboratorni studie podle Codex Alimentarius, ISO nebo TUPAC ('?) nebo
alternativnimi metodami, jako jsou studie v jediné laboratofi nebo
vnitrolaboratorni  validace ('*). Pouziji-li se alternativni valida¢ni
postupy, musi byt ve zpraveé o validaci uveden vychozi model a strategie
s piislusnymi podminkami, pfedpoklady a vzorci, nebo musi byt alespon
uvedeny odkazy na dostupné literarni zdroje.

2.3. Selektivita/specificnost

Silu rozliSeni mezi analytem a blizce pfibuznymi latkami je nutné
stanovit v co nejveétsi mozné mife. Stanovi se rusivé vlivy homologt,
izomerd, produktii rozkladu, endogennich latek, analogii, metabolickych
produkti sledovaného rezidua, slouCenin matrice nebo jakékoli jiné
interferujici latky, a je-li to zapotfebi, upravi se metoda tak, aby se
zabranilo zjiSténym ruSivym vliviim. Ke stanoveni specificnosti metody
se pouzije nize uvedeny postup:

1. Zvoli se okruh chemicky pfibuznych sloucenin nebo jinych latek,
které se mohou pravdépodobné vyskytovat spolu se sledovanou slou-
Ceninou a které mohou byt pfitomny ve vzorku, a ovéii se, zda
mohou narusovat analyzu cilového analytu (cilovych analyti).

2. Analyzuje se vhodny pocet reprezentativnich slepych vzorki, napf.
rizné davky nebo Sarze riznych zvifecich druht (n > 20), a v oblasti,
v niz podle oc¢ekavani dochazi k eluci cilového analytu, se zkoumaji
jakékoli rusivé vlivy (signaly, piky, stopy iontl).

3. Reprezentativni slepé vzorky se obohati v pfislusné koncentraci
latkami, které by mozna mohly narusovat identifikaci a/nebo kvanti-
fikaci analytu, a zkouma se, zda pfidana latka:

a) muze vést k falesné identifikaci;

b) brani identifikaci cilového analytu;

¢) znatelné ovliviuje kvantifikaci.

2.4. Robustnost

Pietrvavajici funkénost analytické metody se ma testovat za ruznych
experimentalnich podminek, které zahrnuji napt. rizné podminky odbéru
vzorkll a mens$i zmény, ke kterym mize dojit pfi rutinnim testovani.
Zmény provedené v experimentalnich podminkach pro testovani robust-
nosti metody by mély byt mensi. Vyhodnoti se dulezitost téchto zmén.
U vSech mensich zmén, u nichz se ukazalo, ze maji vyznamny vliv na
provedeni stanoveni, se stanovi kazda pracovni charakteristika.

('?) IUPAC (1995), Protocol for the design, conduct and interpretation of method-perfor-

mance studies, Pure & Applied Chem, 67, 331.

(") Gowik, P., Jiilicher, B. and Uhlig, S. (1998) Multi-residue method for non-steroidal anti-
inflammatory drugs in plasma using high performance liquid chromatography-photodi-
ode-array detection. Method description and comprehensive in-house validation. J.
Chromatogr., 716, 221.
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2.5.

Stabilita

Stanovi se stabilita kalibra¢niho standardu, standardu s odpovidajici
matrici a/nebo standardid s obohacenou matrici a analytu nebo slozek
matrice ve vzorku béhem uchovavani ¢i analyzy, nebot’ nestabilita mize
ovlivnit vysledky testu.

Stabilita analytu za rGznych podminek uchovavani je obvykle dobie
popsana. Pozadované informace je mozné ziskat z experimentll provade-
nych za ucelem monitoringu podminek uchovéavani standard a vzorkd,
které se provad¢ji jako soucast bézné¢ho postupu akreditace laboratoie
a systému kontroly kvality. Jsou-li k dispozici Gdaje o stabilit¢ analytd
v matrici (napf. na zaklad¢ informaci z laboratoii EURL, publikovanych
udaji atd.), neni nutné, aby tyto udaje stanovovala kazda laboratof.
Odkazovani se na dostupné udaje o stabilité analytil v roztoku a v matrici
vsak je pripustné, pouze pokud jsou pouzity totozné podminky.

V ptipadé, Ze pozadované tdaje o stabilité¢ nejsou k dispozici, mély by
se pouzit nize uvedené ptistupy.

Stanoveni stability analytu v roztoku

1. Pripravi se Cerstvé zasobni roztoky analytu (analytll) a zfedi se podle
pokynit pro zkousku tak, aby se pfipravil dostate¢ny pocet alikvotil
(napt. 40) kazdé vybrané koncentrace. Pfipravi se vzorky:

a) roztoku analytu, které se pouzivaji pro obohaceni;

b) roztoki analytu pouzivanych pro konec¢nou analyzu;

c) jakéhokoli jiného roztoku, ktery je vhodny (napf. derivatizované
standardy).

2. Podle pokynt pro zkouSku se zméii obsah v Cerstvé piipraveném
roztoku.

3. Prislusné objemy se rozdéli do vhodnych nadob, oznaéi se a uchova-
vaji se ve svételnych a teplotnich podminkach uvedenych ve sché-
matu zahrnutém v tabulce 7. Doba uchovavani se zvoli s ohledem na
pouzitou analytickou praxi, idealn¢ dokud nejsou pozorovatelné prvni
znamky rozkladu béhem identifikace a/nebo kvantifikace. Pokud
béhem studie stability neni pozorovan zadny rozklad, méla by se
doba uchovavani ve studii stability rovnat maximalni dobé uchova-
vani roztoku.

4. Vypocte se koncentrace analytu (analytll) v kazdém alikvotu ve srov-
nani s koncentraci analytu v Cerstvé pfipraveném roztoku podle nize
uvedeného vzorce:

Zbyvajici analyt (%) = C; % 100/Cgerstyy

C; = koncentrace v ¢asovém bod¢ i

Ceerstvy = koncentrace Cerstvé piipraveného roztoku

Primérna hodnota z péti replikatd roztoku, které byly uchovavany, se
nesmi liSit o vice nez 15 % od primérné hodnoty z péti Cerstve pfipra-
venych replikatt roztoku. Pramérna hodnota z péti Cerstvé ptipravenych
roztoki se pouzije jako zaklad pro vypocet procentualniho rozdilu.
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2.6.

Tabulka 7

Schéma pro stanoveni stability analytu v roztoku

-20°C +4 °C +20 °C
Tma 10 alikvotl 10 alikvotu 10 alikvotd
Svétlo 10 alikvotd

Stanoveni stability analytu (analytii) v matrici

1. Pokud je to mozné, pouziji se pfirozené¢ kontaminované vzorky.
Neni-li k dispozici pfirozené¢ kontaminovand matrice, pouzije se
slepa matrice obohacena analytem.

2. Je-li k dispozici pfirozené kontaminovana matrice, stanovi se
koncentrace v Cerstvé ziskané matrici. Dalsi alikvoty homogenizo-
vané prirozené kontaminované matrice se uchovavaji pii teploté
minus 20 °C nebo podle potieby nizs§i a koncentrace analytu se
stanovi, dokud je vzorek uchovavan v laboratofi.

3. Neni-li k dispozici pfirozené kontaminovand matrice, zhomogenizuje
se slepa matrice. Matrice se rozdéli na pét alikvotil. Kazdy z alikvoth
se umele obohati o analyt pfipraveny prednostné jako vodny roztok
o malém objemu. Jeden alikvot se ihned analyzuje. Zbyvajici alikvoty
se uchovavaji pfi teplot¢ nejméné minus 20 °C nebo podle potieby
niz§i a analyzuji se po kratkodobém, stiednédobém a dlouhodobém
uchovéavani s ohledem na pouzité analytické metody.

4. Zaznamena se maximalni pfijatelna doba uchovavani a optimalni
podminky uchovavani.

Primérna hodnota péti replikati roztoku, které byly uchovavany, se od
prumérné hodnoty péti Cerstvé pfipravenych replikata roztoku nesmi lisit
o vice nez vnitrolaboratorni reprodukovatelnost metody. Pramérna
hodnota z péti Cerstvé pripravenych roztokli se pouzije jako zaklad
pro vypocet procentualniho rozdilu.

Limit rozhodnuti (CCa pro konfirmaci)

Pro konfirmaéni metody se musi stanovit CCa. CCa se stanovi za
podminek spliyjicich pozadavky na identifikaci nebo na identifikaci
a kvantitativni stanoveni, jak jsou definovany v oddile ,,Pracovni kritéria
a jiné pozadavky na analytické metody* kapitoly 1.

Za ucelem kontroly souladu vzorkt je v hodnoté CCa (limit rozhodnuti
pro konfirmaci) jiz zohlednéna kombinovana standardni nejistota méfeni.

1. Pro nepovolené nebo zakazané farmakologicky ucinné latky se CCa
vypocte takto:

a) Metoda 1: postupem kalibracni kiivky podle normy ISO 11843-
1:1997 (*4) (zde je oznaovana jako kritickd hodnota redukované
stavové proménné). V tomto pfipadé se pouzije slepy material,
ktery se uméle obohati stoupajici ekvidistantni fadou koncentraci
na referencni hodnoté pro opatieni nebo LCL nebo pod témito
hodnotami. Vzorky se analyzuji. Po identifikaci se do grafu

(%) 1SO 11843-1:1997 Detekéni schopnost — Cast 1: Terminy a definice.
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vynese signal, je-li to mozné, nebo piepocitana koncentrace proti
pfidané koncentraci. Limit rozhodnuti je koncentrace, kterd odpo-
vida signalu rovnajicimu se hodnoté priseciku kiivky s osou
y zvySené o 2,33nasobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti této hodnoty. Tato metoda je pouzitelna
pouze pro kvantitativni stanoveni. Limity rozhodnuti ziskané
timto postupem se ovéii analyzovanim slepé matrice obohacené
o koncentraci odpovidajici vypoctenému limitu rozhodnuti.

b

~

Metoda 2: analyzou nejméné dvaceti reprezentativnich slepych
materiali pro kazdou matrici, aby bylo mozné vypocist pomér
signal/Sum v Casovém okné, ve kterém se ocekava analyt. Troj-
nasobek poméru signal/Sum lze pouzit jako limit rozhodnuti.
Tento postup je pouzitelny pro kvantitativni a kvalitativni stano-
veni. Limity rozhodnuti ziskané timto postupem se ovéii analyzo-
vanim slepé matrice obohacené o koncentraci odpovidajici vypoc-
tenému limitu rozhodnuti.

C

~

Metoda 3: CCa = LCL + k(jednostranny, 99 %) x (kombinovana)
standardni nejistota méteni pri LCL.

U nepovolenych nebo zakdzanych farmakologicky ucinnych latek
je mozné v zavislosti na validaénim experimentu (a jeho pfislus-
nych stupnich volnosti) rozumné pouzit t-rozdéleni, nebo bere-li
se jako zaklad Gaussovo rozdéleni (jednostranny n = o0), ma se
pouzit k-faktor, ktery se rovna 2,33.

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost a pravdivost jsou vhodné pro
definovani (kombinované) standardni nejistoty méfeni, jestlize pii
jejich stanoveni byly zohlednény vSechny relevantni ovliviiujici
faktory.

Metodu 2 lze pouzit pro vypocet CCa pouze do 1. ledna 2026
v pfipadé metod validovanych pied vstupem tohoto nafizeni v plat-
nost. U metod validovanych po vstupu tohoto nafizeni v platnost se
pouzije pouze metoda 1 nebo metoda 3.

. Pro povolené latky se CCa vypocte takto:

a) Pro povolené latky v kombinacich matrice/druhu, pro které byly
stanoveny MLR nebo maximalni limity:

i) Metoda 1: postupem kalibra¢ni kfivky podle normy ISO
11843-1:1997 (zde je oznaCovana jako kritickd hodnota redu-
kované stavové proménné). V tomto piipadé se pouzije slepy
material, ktery se uméle obohati stoupajici ekvidistantni fadou
koncentraci na hodnot¢ MLR nebo maximalniho limitu nebo
pod témito hodnotami. Vzorky se analyzuji. Po identifikaci se
do grafu vynese signal, je-li to mozné, nebo piepocitana
koncentrace proti pfidané koncentraci. Limit rozhodnuti se
rovna koncentraci odpovidajici MLR nebo maximalnimu limitu
zvySené o 1,64nasobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti pfi povoleném limitu (a0 = 5 %).

ii) Metoda 2: CCa = MLR (nebo maximalni limit) + k (jedno-
nostranny, 95 %) x (kombinovana) standardni nejistota méfeni
pfi MLR nebo maximalnim limitu.

U povolenych latek je mozné v zavislosti na valida¢nim experi-
mentu (a jeho pfislusnych stupnich volnosti) rozumné pouzit t-
rozdéleni, nebo bere-li se jako zaklad Gaussovo rozdéleni (jedno-
stranny n = o), ma se pouzit k-faktor, ktery se rovna 1,64.
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Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost a pravdivost jsou vhodné pro
definovani (kombinované) standardni nejistoty méfeni, jestlize pii
jejich stanoveni byly zohlednény vSechny relevantni ovliviiujici
faktory.

U farmakologicky u¢innych latek, pro které je MLR stanoven pro
soucet ruznych latek, se pouzije CCa latky s nejvyssi koncentraci
ve vzorku jako CCa pro posouzeni souhrnu latek v méfeném
vzorku.

b

~

V ptipadé povolenych latek v kombinacich matrice/druhu, pro
které nebyl stanoven zadny MLR, nesmi byt pfitomna zadna rezi-
dua, pokud nebylo provedeno povolené oSetieni v souladu
s Clankem 11 smérnice 2001/82/ES. U povolenych latek, pro
které nebyla stanovena zadna hodnota MLR, se pro vypocet
CCoa pouzije kaskadovy MLR stanoveny podle provadéciho nafi-
zeni Komise (EU) 2018/470 ('%). Pouzije se metoda 1 nebo 2
uvedend v odstavci vyse, avSak ,,MLR® oznacuje ,,0,5nasobek
kaskadového MLR s cilem 0,1nasobku kaskadového MLR, je-li
to rozumné proveditelné®.

2.7. Detekéni schopnost pro screening (CCP)

Pro screeningové metody se stanovi CCB. CCP se stanovi tak, jak je
definovano pod nazvem ,,Pracovni kritéria a jiné pozadavky na analy-
tické metody* v kapitole 1 této piilohy, a v souladu s pozadavky uvede-
nymi v tabulce 5. Na screeningové metody vSak neni nutné aplikovat
vSechny pozadavky pro identifikaci (srov. 1.2.3, 1.2.4, 1.2.5).

1. Pro nepovolené nebo zakdzané farmakologicky ucinné latky se ma
zajistit maximalni chyba p 5 %. CCP se vypocte takto:

a) Metoda 1: postupem kalibra¢ni kiivky podle normy ISO 11843-
1:1997 (zde je oznaCovana jako minimalni detekovatelna hodnota
redukované stavové proménné). V tomto piipadé se pouzije repre-
zentativni slepy material, ktery se uméle obohati ekvidistantni
fadou koncentraci na referen¢ni hodnoté pro opatfeni nebo pod
touto referencni hodnotou, nebo nebyla-li tato stanovena, kolem
hodnoty cilové koncentrace screeningu (screening target concen-
tration, STC). Vzorky se analyzuji. Signal se vynese do grafu
proti pfidané koncentraci. Detekéni schopnosti je koncentrace,
ktera odpovida STC zvySené o 1,64nasobek smérodatné odchylky
vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti primérné naméfené hodnoty
uroven obohaceni (< 50 % nejnizsi urovné obohaceni) se potvrdi
experimentalnimi Gdaji ve valida¢nim kroku.

b

~

Metoda 2: analyzovanim slepého materidlu uméle obohacené¢ho na
urovné koncentrace rovnajici se STC a vyssi. Pro kazdou uroven
koncentrace se analyzuje dvacet uméle obohacenych slepych
vzorkl, aby se zajistil spolehlivy zéklad pro toto stanoveni.
Detekeni schopnost metody se rovna koncentraci, pii niz zlstava
pouze < 5 % falesné vyhovujicich vysledkd.

C

~

Metoda 3: CCB = STC + k(jednostranny, 95 %) x (kombinovana)
standardni nejistota méfeni na trovni STC nebo vyssi.

U nepovolenych nebo zakazanych farmakologicky ucinnych latek
je mozné v zavislosti na validaénim experimentu (a jeho pfislus-
nych stupnich volnosti) rozumné pouzit t-rozdéleni, nebo bere-li
se jako zaklad Gaussovo rozdéleni (jednostranny n = o), ma se
pouzit k-faktor, ktery se rovna 1,64.

('5) Provadéci nafizeni Komise (EU) 2018/470 ze dne 21. bifezna 2018 o podrobnych

pravidlech pro maximalni limit rezidui, jenz ma byt vzat v avahu pro kontrolni ucely
u potravin ziskanych ze zvifat oSetfenych v EU podle ¢lanku 11 smérnice 2001/82/ES
(UK. vést. L 79, 22.3.2018, s. 16).
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2.8.

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost a pravdivost jsou vhodné pro
definovani (kombinované) standardni nejistoty méfeni, jestlize pii
jejich stanoveni byly zohlednény vSechny relevantni ovliviiujici
faktory.

2. Pro povolené latky se musi zajistit maximalni chyba 5 %. CCP se
vypocte takto:

a) Metoda 1: postupem kalibracni kiivky podle normy ISO 11843-
1:1997 (zde je oznaCovana jako minimalni detekovatelna hodnota
redukované stavové proménné). V tomto piipadé se pouzije repre-
zentativni slepy material, ktery se uméle obohati ekvidistantni
fadou koncentraci na povoleném limitu a pod povolenym limitem
pocinaje STC. Vzorek se analyzuje a identifikuje se analyt (iden-
tifikuji se analyty). Vypocte se smérodatna odchylka naméfené¢ho
pramérného obsahu na urovni STC.

Detekéni schopnosti je koncentrace, ktera odpovida STC zvysené
o 1,64nasobek smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reproduko-
vatelnosti primérné naméfené hodnoty obsahu na trovni STC.

b

=

Metoda 2: analyzovanim slepého materialu uméle obohaceného na
urovné koncentrace pod povolenym limitem. Pro kazdou uroven
koncentrace se analyzuje dvacet uméle obohacenych slepych
vzorkl, aby se zajistil spolehlivy zéklad pro toto stanoveni.
Detekéni schopnost metody se rovna koncentraci, pii niz zistava
pouze < 5% fale$né vyhovujicich vysledku.

C

~

Metoda 3: CCB = STC + k(jednostranny, 95 %) x (kombinovand)
standardni nejistota méfeni na trovni STC nebo vyssi.

U povolenych latek je mozné v zavislosti na valida¢nim experi-
mentu (a jeho pfislusnych stupnich volnosti) rozumné pouzit t-
rozdéleni, nebo bere-li se jako zaklad Gaussovo rozdéleni (jedno-
stranny, n = o), ma se pouzit k-faktor, ktery se rovna 1,64 (cokoli
v ramci pouziti kaskady nebo pouziti bézného MLR).

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost a pravdivost jsou vhodné pro
definovani (kombinované) standardni nejistoty méfeni, jestlize pii
jejich stanoveni byly zohlednény vSechny relevantni ovlivijici
faktory.

U farmakologicky ucinnych latek, pro které je MLR stanovena pro
soucet rliznych latek, se pouzije CCP latky s nejvyssi koncentraci ve
vzorku jako CCP pro posouzeni souhrnu latek v méfeném vzorku.

Kalibraéni krivky

Pouziji-li se kalibra¢ni kfivky pro kvantifikaci:

1) musi byt sestrojeny alespon z péti pokud mozno ekvidistantnich
hodnot (v¢etné nulové hodnoty);

2) popise se pracovni rozsah kfivky;

3) popise se matematicka rovnice kiivky a shoda prolozeni dat (koefi-
cient stanoveni R?) s kfivkou;
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4) popisou se piipustnd rozpéti parametrii kiivky.

U kalibrac¢nich kiivek zalozenych na standardnim roztoku, standardech
s odpovidajici matrici nebo standardech s obohacenou matrici se uvedou
ptipustnd rozpéti pro parametry kalibracni kiivky, kterd se mohou
u jednotlivych fad lisit.

2.9. Absolutni vytéZnost

Absolutni vytéznost metody se musi stanovit, jestlize se nepouzije zadny
vnitini standard ani kalibrace s pouzitim obohacené matrice.

Jsou-li splnény pozadavky pro pravdivost uvedené v tabulce 1, je mozné
pouzit fixni korekéni faktor. Jinak se pouzije faktor vytéznosti ziskany
pro uvedenou konkrétni davku. Pfipadné se namisto korekéniho faktoru
vytéznosti pouzije postup piidani standardu (') nebo vnitini standard.

Absolutni vytéznost se vypocte pro nejméné Sest reprezentativnich davek
matrice.

Jeden alikvot slepé matrice se obohati analytem pied extrakci a druhy
alikvot slepé matrice se obohati po pfipravé vzorku na pfislusnou uroven
koncentrace a stanovi se koncentrace analytu.

Vytéznost se vypocte takto:

vytéznost (analyt) = (standard s obohacenou matrici)/(standard s odpovi-
dajici matrici) x 100

2.10.  Relativni matricové efekty

Relativni matricovy efekt se stanovi ve vsech pripadech. Je to mozné
provést jako soucdst validace nebo v samostatnych experimentech.
Vypocet relativniho matricového efektu se provede pro nejméné dvacet
riznych slepych davek (matrice/druhu) v souladu s rozsahem metody
(napt. rizné druhy, které maji byt zahrnuty).

Slepa matrice se po extrakci obohati analytem v koncentraci odpovida-
jici referen¢ni hodnoté pro opatieni, MLR nebo maximalni limit a analy-
zuje se spolecné s Cistym roztokem analytu.

Relativni matricovy efekt neboli matricovy faktor (MF) se vypocte jako:

peak area of MMS standard
peak area of solution standard

MF (standard) =

peak area of MMS IS
peak area of solution IS

MF (IS) =

MF (standard)

MF (standard normalizovany na IS) = MF (IS)

IS: vnitini standard
MMS: standard s odpovidajici matrici
Varia¢ni koeficient pro MF nesmi byt vétsi nez 20 %.

('%) Pridané mnozstvi standardu analytu miZe byt napf. byt dvojnasobkem aZ pétinasobkem
odhadnutého mnozstvi analytu ve vzorku. Ucelem toho postupu je stanovit obsah
analytu ve vzorku, pfiemz se zohledni vytéznost analytického postupu.
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KAPITOLA 3

KONTROLA KVALITY BEHEM RUTINNI ANALYZY - PRUBEZNE
OVEROVANI ZPUSOBILOSTI METODY

Je nutné splnit pozadavky pro zajisténi kvality analytickych vysledkd uvedené
v kapitole 7.7 normy ISO/IEC 17025:2017 (7).

Uprednostiiovanou moznosti pro poskytnuti diikazi o funk¢ni zpisobilosti metody
béhem rutinni analyzy je analyza certifikovaného referen¢niho materialu (CRM).
Vzhledem k tomu, ze CRM, které¢ obsahuji pfislusné analyty v pozadovanych
koncentracich, jsou zfidkakdy dostupné, lze jako alternativu pouzit rovnéz refe-
ren¢ni materialy dodavané a charakterizované laboratofemi EURL nebo laborato-
femi, které jsou akreditovany dle normy ISO/IEC 17043:2010 ('®). Jako dalsi
alternativu je mozné pouzit vnitrolaboratorni referen¢ni materialy, které jsou pravi-
deln¢ kontrolovany.

Pribézné ovéfovani funkéni zpusobilosti metody béhem rutinni analyzy by se
mélo provadét ve screeningovém kroku a konfirma¢nim kroku.

1. Pro screeningovy krok:

pro kazdou sérii (davku) provadénych analyz se soubézné analyzuje soubor
téchto vzorka ke kontrole kvality:

a) kontrolni vzorek pro vhodnost systému daného pfistroje, idealné specificky
pro danou metodu;

b) vzorky ke kontrole kvality, které jsou uméle obohaceny v koncentraci
blizici se STC a idealn¢ v koncentraci odpovidajici CCP screeningu (jak
pro povolené farmakologicky ucinné latky, tak pro zakazané nebo nepo-
volené latky);

¢) vyhovujici kontrolni vzorek (slepé vzorky), a je-li to relevantni, slepé
vzorky reakéniho cinidla.

2. Pro konfirmacni krok:

pro kazdou sérii (davku) provadénych analyz se soubézné analyzuje soubor
téchto vzorka ke kontrole kvality:

a) kontrolni vzorek pro vhodnost systému daného pfistroje, idedlné specificky
pro danou metodu;

b) vzorky pro kontrolu kvality, které jsou uméle obohaceny v koncentraci
blizici se MLR nebo maximalnimu limitu pro povolené farmakologicky
ucinné latky nebo blizici se referen¢ni hodnoté pro opatfeni ¢i LCL pro
zakazané nebo nepovolené latky (nevyhovujici kontrolni vzorky);

¢) vyhovujici kontrolni vzorek (slepé vzorky), a je-li to relevantni, slepé
vzorky reakéniho ¢inidla.

Pro vzorky ke kontrole kvality se doporuéuje toto poradi: kontrolni vzorek pro
vhodnost systému pfistroje, vyhovujici kontrolni vzorek, vzorek (vzorky)
k potvrzeni, znovu vyhovujici kontrolni vzorek a obohaceny vzorek pro kontrolu
kvality (nevyhovujici kontrolni vzorky).

U kvantitativnich metod se musi pro kazdou davku tfednich vzorkt analyzovat
a mefit kalibracni kiivka pted vySe uvedenymi vzorky nebo po nich.

Je-li to proveditelné, vyhodnoti se pravdivost (na zakladé umeéle obohacenych
vzorki) vSech cilovych analyti v nevyhovujicich kontrolnich vzorcich prostied-
nictvim grafii kontroly kvality v souladu s kapitolou 7.7 normy ISO/IEC
17025:2017. Pokud to vyzaduje neimérné velky pocet stanoveni pravdivosti, je
mozné snizit pocet analytii na pocet reprezentativnich analytd.

('7) Norma ISO/IEC 17025: Obecné pozadavky na kompetenci zkusebnich a kalibracnich

laboratofi z roku 2017 (kapitola 7.7).
('%) ISO/IEC 17043:2010 Posuzovani shody — VSeobecné pozadavky na zkouseni zpuso-
bilosti.
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KAPITOLA 4
ROZSIRENI ROZSAHU VALIDACE DRIVE VALIDOVANE METODY

Nekdy je nezbytné rozsifit rozsah validace metody, kterd jiz byla komplexné
validovana. V téchto pripadech je tfeba provést rozsifeni rozsahu u¢innym
a analyticky sprdvnym zptsobem. Toho lze dosdhnout provedenim validace na
mensim poctu vzorkll (napf. polovicni pocet vzorkl), nez je tomu pfi kompletni
validaci.

Typ a pocet modifikaci, které je tieba validovat v jednom redukovaném vali-
dacnim planu, musi byt vzdy zalozen na odbornych znalostech a ptedchozich
zkuSenostech. Napfiklad zména techniky detekce by kazdopadné vyzadovala
kompletni validaci.

Obecné plati, ze k zajisténi pretrvavajici validity metody je nutné neustale
sledovat jeji funkeni zplsobilost a porovnavat ji s validaénimi parametry ziska-
nymi na zacatku. V idealnim piipadé je tato pribézna kontrola funkéni zputso-
bilosti metody navrzena takovym zplsobem, ze lze v pribéhu Casu shromazdit
chybéjici udaje pro kompletni validaci (napf. pomoci nékolika datovych bodt ze
vzorkl ke kontrole kvality v kazdé analytické sérii).

4.1. Rozsifeni metod s ohledem na rozmezi koncentraci

Kvuli zménam MLR, maximalnich limiti a referen¢nich hodnot pro
opatfeni mize byt nezbytné upravit rozmezi koncentrace, pro které je
metoda validovana. V takovém piipadé je pripustné pouzit redukovany
validacni plan.

Kalibracni kfivky pro modifikovany rozsah by se mély pfipravit dle
valida¢niho postupu. Mély by se analyzovat rizné davky uméle oboha-
cené na riznych urovnich koncentrace (srov. 2.2.1, 2.2.2). Pravdivost,
opakovatelnost a vnitrolaboratorni reprodukovatelnost/mezilehla preciz-
nost by se mély nachazet v pfipustném rozmezi ve srovnani s hodnotami
pivodné validované metody. Je-li to relevantni, mél by se provést novy
vypocet CCP (screeningové metody) a CCa (konfirmacni metody).

4.2. Rozsifeni metod s ohledem na dalsi latky

Obecné je mozné rozsifit metodu na dalsi slouceniny pouze v piipadé
analytt, které maji podobnou strukturu a charakteristiky jako ty, které jiz
jsou v analytické metod¢ zahrnuty. V tomto pfipadé je pfipustné pouzit
redukovany valida¢ni plan. Podobné neni povolena zadna odchylka od
popisu metody.

Kalibra¢ni kiivky pro dalsi latky by se mély pripravit dle valida¢niho
postupu. Mély by se analyzovat rizné¢ davky materiali matrice umeéle
obohacené na riznych trovnich koncentrace (srov. 2.2.1, 2.2.2). Prav-
divost, opakovatelnost a vnitrolaboratorni reprodukovatelnost/mezilehla
preciznost by se mély nachazet v rozmezi srovnatelném s rozmezim
ostatnich analytti ptivodné validované metody a mély by byt v souladu
s pozadavky uvedenymi v bod€ 1.2.2. Musi se provést vypocet CCP
(screeningové metody) a CCa (konfirma¢ni metody) pro nové analyty.

4.3. Rozsifeni metod s ohledem na matrice/druhy

O zahrnuti novych matric nebo druhid do jiz validované analytické
metody se vzdy rozhoduje piipad od ptipadu na zakladé dosavadnich
znalosti a zkuSenosti s uvedenou metodou a predbéznych experimenti
posuzujicich potencialni matricové efekty a interference. Obecné to bude
mozné pouze u matric, které vykazuji podobné vlastnosti, a u nekritickych
analytt (stabilita, detekovatelnost).
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Kalibra¢ni kiivky (standard nebo matrice) by se mély pfipravit dle vali-
dacniho postupu. Mély by se analyzovat rizné davky materidlu matrice
uméle obohacené na riznych Grovnich koncentrace (srov. 2.2.1, 2.2.2).
Pravdivost, opakovatelnost a vnitrolaboratorni reprodukovatelnost/mezi-
lehla preciznost by se mély nachazet v piipustném rozmezi ptivodné
validované metody a mély by byt v souladu s pozadavky uvedenymi
v bodé¢ 1.2.2. V zavislosti na valida¢nim postupu miZe byt nezbytné
provést novy vypocet CCB (screeningové metody) nebo CCa (konfir-
macni metody).

Nejsou-li vysledky v pfipustném rozmezi v porovnani s hodnotami
pivodni matrice, bude nezbytné provést dalsi kompletni validaci, aby
se stanovily pracovni parametry specifické pro matrici/druh.

V piipadé, ze se MLR pro konkrétni latku u ur€itych matric lisi, bude
velmi pravdépodobné obtizné upravit rozsah metody na dal$i matrici/
druh a koncentraci, nebot’ v tomto pfipadé je nutné zvazit dvé modifi-
kace. V téchto piipadech se doporucuje kompletni validace.
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PRILOHA II

POSTUPY VZORKOVANI A OSETRENI UREDNICH VZORKU

MnozZstvi vzorku

Minimalni mnozstvi vzorku je definovano v narodnim kontrolnim programu
pro rezidua. Minimalni mnozstvi vzorku musi umoziovat schvalenym labo-
ratofim provést analytické postupy nezbytné pro dokonceni screeningovych
a konfirmacnich analyz. Konkrétné v piipadé drubeze, akvakultury, kralika,
farmové zvéfe, plazi a hmyzu sestava vzorek z jednoho nebo vice zvifat
v zavislosti na pozadavcich analytickych metod. V pfipadé vajec je velikost
vzorku alesponn dvanact vajec v zavislosti na pouzitych analytickych meto-
dach. Je-li nutné v jednom vzorku analyzovat nekolik kategorii latek
ruznymi analytickymi metodami, zvysi se v souladu s tim i velikost vzorku.

Rozdéleni do podvzorku

Pokud je to technicky mozné nebo to je pozadovano vnitrostatnimi pravnimi
predpisy, rozdéli se kazdy vzorek do nejméné dvou rovnocennych podvzorku
tak, aby kazdy umoziloval tplny analyticky postup. Rozdéleni do podvzorkii
se muze provést v misté odbéru vzorku nebo v laboratofi.

Sledovatelnost

Kazdy vzorek se odebere takovym zptisobem, aby bylo mozné jej vzdy
zpétné vysledovat az k piivodnimu hospodaistvi a Sarzi zvifat nebo ptipadné
k jednotlivému zvifeti. Zejména v piipadé mléka lze vzorky odebirat dle
rozhodnuti pfislusného ¢lenského statu na kterémkoli z téchto mist:

1. v hospodafstvi ze sbérné cisterny;

2. na Urovni mlékarenského pramyslu pred vyprazdnénim piepravni nadoby.

. Nadoby na vzorky

Vzorky se odebiraji do vhodnych nadob, aby byla zachovana neporusenost
vzorku a zajiSténa jeho sledovatelnost. Nadoby maji predevsim vyloudit
moznost zamény vzorkl, kiizovou kontaminaci a znehodnoceni. Nadoby
musi byt ufedné zapecetény.

. Zprava o odbéru vzorku

Po kazdém odbéru vzorku musi byt vyhotovena zprava.

Inspektor uvede ve zpraveé o odbéru alespon tyto udaje:

1. adresu piislusnych organt;

2. jméno inspektora nebo identifikacni kod;

3. afedni kodové cislo vzorku;

4. datum odbéru;

5. jméno a adresu vlastnika nebo osoby povétené péci o zvifata nebo
o zivocisné produkty;

6. nazev a adresu hospodaistvi piivodu zvifat (pfi odbéru v hospodafstvi);

7. registracni Cislo zafizeni — Cislo jatek;
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8. oznadeni zvifete nebo produktu;
9. druh zvifete;
10. matrici vzorku;

11. je-li to relevantni, medikaci béhem poslednich ¢Etyi tydnd pied odbérem
vzorku (pfi odbéru v hospodafstvi);

12. latku nebo skupiny latek pro vysSetfeni;

13. zvlastni poznamky.

V zavislosti na postupu odbéru vzorki je nutné poskytnout papirové nebo
elektronické exemplare zpravy. Zprava o odbéru vzorku a jeji kopie se maji
vypracovat zpusobem, ktery zajiStuje jejich autentiCnost a pravni validitu,
coz muze vyzadovat, aby tyto dokumenty podepsal inspektor. V piipadé
odbéru vzorki v hospodarstvi 1ze pozadat farmare nebo jeho zastupce o pode-

psani originalu zpravy o odbéru vzorku.

Original zpravy o odbéru uchovava pfislusny organ, ktery musi zabezpecit,
aby k tomuto originalu zpravy nemély pfistup nepovolané osoby.

Podle potfeby miize byt o provedeném odbéru informovan farmar nebo
vlastnik zafizeni.

6. Zprava o odbéru vzorku pro laborator

Zprava o odbéru vzorku pro laboratof zfizenou piislusnymi organy musi byt
v souladu s pozadavky uvedenymi v kapitole 7 normy ISO/IEC 17025:2017 (')
a musi obsahovat pfinejmensim tyto informace:

1. adresu pfislusnych organt nebo uréenych subjektu;

2. jméno inspektora nebo identifikacni kod;

3. Ufedni kodové Eislo vzorku;

4. datum odbéru,

5. druh zvifete;

6. matrici vzorku;

7. latky nebo skupiny latek pro vySetieni;

8. zvlastni poznamky.

Zprava o odbéru vzorku pro laboratof musi byt ptilozena ke vzorku, kdyz se
odesila do laboratofe.

7. Preprava a uchovavani

Programy kontroly rezidui musi specifikovat vhodné podminky uchovavani
a prepravy pro kazdou kombinaci analytu/matrice, aby byla zaruCena stabilita
a celistvost vzorku. Doba piepravy musi byt co mozna nejkratsi a teplota
béhem piepravy musi byt dostacujici k zajisténi stability analytu.

Zvlastni pozornost se vénuje prepravnim krabicim, teploté a dobé, za kterou
musi byt odebrany vzorek dorucen pfislusné laboratofi.

V ptipadé jakéhokoli nedodrzeni pozadavki programu kontroly rezidui labo-
ratof neprodlen¢ informuje pfislusny organ.

(") ISO/IEC 17025:2017 Vseobecné pozadavky na kompetenci zkuSebnich a kalibraénich
laboratofti (kapitola 7.7).
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