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ROZHODNUTI KOMISE
ze dne 14. dubna 1993,

kterym se stanovi metody zjistovdni rezidui litek s hormondlnim dc¢inkem a litek s tyreosta-
tickym dc¢inkem

(93/256/EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodatského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 85/358/EHS ze dne
16. cervence 1985, kterou se dopliluje smérnice 81/602/EHS
o zdkazu nékterych litek s hormondlnim d¢inkem a latek
s tyreostatickym uc¢inkem ('), naposledy pozménénou smérnici
88/146/EHS (?), a zejména na ¢l. 5 odst. 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze vySetfeni na rezidua musi byt — podle
cl. 8 odst. 1 smérnice Rady 64[433/EHS ze dne
26. Cervna 1964 o hygienickych otdzkich obchodu s cer-
stvym masem uvnitf Spolecenstvi (*), naposledy pozménéné
smérnici  92/5/EHS (*), a podle ¢l. 11 odst. 4 druhého
pododstavce smérnice Rady 85/397/EHS ze dne 5. srpna 1985
o hygienickych a veterindrnich otdzkdch obchodu s tepelné
oSetfenym mlékem uvnité Spolecenstvi (), naposledy pozmé-
néné smérnici 89/662/EHS (°)— provedena podle schvilenych
a védecky uznanych metod, zejména podle metod, které jsou
uvedeny ve smérnicich Spolecenstvi nebo v jinych mezindrod-
nich norméch;

vzhledem k tomu, Ze stanoveni metod analyzy vzorkd
zahrnuje definovani analytickych postupl, které se maji
pouzivat, zasad, které se maji dodrzovat pii odbéru vzorkd,
a kritérii, kterd se tykaji provadéni analyz;
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vzhledem k tomu, Ze pfijaté analytické postupy musi byt
dostate¢né citlivé k zjisténi piitomnosti reziduf latek, které maji
hormondlni nebo tyreostaticky c¢inek;

vzhledem k tomu, Ze odbér vzorki predstavuje podstatnou
soucdst analytické metody; Ze je tedy vhodné stanovit pravidla
tykajici se odbéru vzorkd;

vzhledem k tomu, Ze pro Géely tohoto rozhodnuti je tieba brat
v Gvahu kritéria uvedend v bodu 1 piilohy smérnice Rady
85/591/EHS ze dne 20. prosince 1985 o zavedeni metod
Spolecenstvi pro odbér vzorkd a analyzu pro sledovani
potravin uréenych k lidské spotiebé ();

vzhledem k tomu, Ze z divodu vétsi jasnosti a zohlednéni
vyvoje védeckych a technickych poznatka je treba zrusit
rozhodnuti Komise 87/410/EHS (%);

vzhledem k tomu, Ze opatfeni tohoto rozhodnutim jsou
v souladu se stanoviskem Stalého veterindrniho vyboru,

PRIJALA TOTO ROZHODNUT}:

Cldnek 1

Postupy rutinni analyzy vzorka schvalené pro zjistovani rezidui
latek s hormondlnim dc¢inkem a latek s tyreostatickym
ucinkem jsou tyto:

() Utf.vést. L 372, 31.12.1985, 5. 50.
(®) UF. vést. L 223, 11.8.1987,s. 18.
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— imunologicka analyza,

— tenkovrstevnd chromatografie,
— kapalinovd chromatografie,
— plynové chromatografie,

— hmotnostni spektrometrie,

— spektrometrie,

jakoz i jakékoliv jiné metody, které vyhovuji kritériim srovna-
telnym s kritérii stanovenymi v pfiloze pro pfedmétné
metody.

Cldnek 2
Odbér vzorkt se musi provadét podle téchto pravidel:

1. vzorek musi byt reprezentativni a dostatené veliky pro
piislusnou analyzu a pro mozné opakovani této analyzy
i pro provedeni vSech konfirmacnich analyz;

2. vzorky musi byt oznaleny takovym zpusobem, aby byla
kdykoliv mozna jejich identifikace;

3. metody odbéru, baleni, konzervace, pfepravy a skladovani
vzorkd musi zaji§tovat jejich neporusenost a nesmi nepfiz-
nivé ovliviovat vysledky vySetfeni. Musi se zabranit
neopravnénému piistupu ke vzorkéim.

Cldnek 3

Kritéria, kterd se vztahuji na metody rutinnich vysetfeni na
rezidua latek s hormondlnim dc¢inkem a latek s tyreostatickym
ucinkem, jsou uvedena v ptiloze.

Cldnek 4

Toto rozhodnuti se pfezkoumd do 1. ledna 1996 se zfetelem
na vyvoj védeckych a technickych poznatkd.

Cldnek 5
Rozhodnuti 87/410/EHS se zrusuje.

Cldnek 6

Toto rozhodnuti je uréeno ¢lenskym statam.

V Bruselu dne 14. dubna 1993.

Za Komisi
René STEICHEN

clen Komise
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1.1

1.1.3.1

1.1.3.2

1.1.33

PRILOHA

DEFINICE A OBECNE POZADAVKY

Definice

Rutinni analytické metody

Rutinni analytické metody jsou analytické metody pouzivané ¢lenskymi stity za Gcelem zavedeni ndrod-
nich plind kontroly rezidui u jate¢nych zvifat a v produktech ziskanych z téchto zvifat, v souladu
s ustanovenimi smérnice Rady 86/469/EHS ('). Rutinni analytické metody musi byt schvaleny referenc-
nimi laboratoremi a musi odpovidat kritériim stanovenym v této pifloze. Mohou byt pouziviny za
Gcelem vyhleddvéni a/nebo konfirmace:

— metody pouzivané k vyhleddvéni{ (screeningové metody) jsou metody zaméfené na zjistovéni piitom-
nosti analytu nebo tfidy analytd v pfedpokliddané koncentraci. Predstavuji velkou kapacitu vysetfeni
vzorkl a pouzivaji se pii tfidéni velkého poctu vzorka potencidlné pozitivnich. Jsou zaméfeny na
vylouceni falesné negativnich vysledka,

— metody pouzivané ke konfirmaci (konfirmacni metody) jsou metody, které musi umoznit jedno-
znacnou identifikaci analytd v predpoklddané koncentraci. Tyto metody jsou zaméFeny na vylouceni
falesné pozitivnich vysledkii a maji pouze nizkou tolerovatelnou pravdépodobnost falesné negativnich
vysledkd.

Analyt

Analyt je slozkou analyzovaného vzorku, kterd md byt zjisténa, identifikovdna a/nebo md byt stanoveno

jeji mnozstvi. Vyraz ,analyt* zahrnuje i pifpadné rozkladné produkty, které vznikaji z analytu béhem

analyzy.

Mnozstvi analytu maze byt vyjadieno jako:

— mnozstvi, vyjadiené hmotnostnim mnozstvim (napiiklad pg, ng),

nebo

— obsah, vyjadieny jako hmotnostni zlomek (napiiklad ug kg, ng kg'), hmotnostni koncentrace (napfi-
klad pg 1) nebo koncentrace (napiiklad mol I).

Vzorky

Laboratorni vzorek

Vzorek pfipraveny k odesldni do laboratofe a urceny ke zkouseni nebo analyze.

Testovaci vzorek

Vzorek ptipraveny z laboratorntho vzorku, ze kterého md byt odebrdna ¢ast k analyze.

Cést vzorku uréend k analyze

Mnozstvi materidlu odebraného z testovactho vzorku (nebo z laboratorntho vzorku, je-li zdroven testo-
vacim vzorkem), které je vlastnim pfedmétem analyzy nebo zkouseni.

Analyticky standard

Je piesné stanovend substance se zndmym obsahem analytu, nejvysstho mozného stupné distoty, kterd je
urcend k pouziti pii analyze jako referencni latka.

Referencni materidl

Materidl, jehoz jedna nebo vice charakteristickych vlastnosti byly stanoveny schvélenou metodou a ktery
tedy muZze byt pouzivan ke kalibrovani pfistroje nebo k ovéfeni metody méfeni.

(") Uf. vést. L 275, 26.9.1986, s. 36.
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1.1.6 Slepy pokus

1.1.6.1 Analyza slepého vzorku
Jde o Gplny analyticky postup aplikovany na analyzu &asti vzorku, kterd neobsahuje analyt.

1.1.6.2 Slepd zkouska reagencie
Jde o tplny analyticky postup aplikovany bez vzorku urceného k analyze nebo pfi pouziti stejného
mnozstvi vhodného rozpoustédla, misto navazky vzorku urceného k analyze.

1.1.7 Specificnost
Specificnost je schopnost metody odlisit analyt od jinych latek. Tato charakteristika je v podstaté zdsadni
charakteristikou pouzité zkousky, ale mize kolisat podle druhu slouceniny nebo matrice.
Informace, tykajici se specifi¢nosti, musi pfinejmensim brat v tvahu viechny ldtky (napt. shodné litky,
obdobné latky, produkty metabolizmu pfislusného rezidua), které mohou simulovat pozitivni vysledek, je-
li pouzit popsany zptisob zkouSeni. Z informaci, tykajicich se specifi¢nosti, musi byt mozno odvodit
kvantitativné do jaké miry metoda umoziuje v pokusnych podminkdch rozlideni analytu od ostatnich
latek.

1.1.8 Sprdvnost
V tomto rozhodnuti je spravnosti minéna sprévnost praméru. Definice, kterd je zde pouzitd, je uvedend
v normé ISO 3534-1977 v bodu 2.83 (sprdvnost priméru: stupen shody mezi skutenou hodnotou
a pramérem ziskanym mnohondsobnym opakovanim experimentdlniho postupu).
Hlavni pfi¢iny omezené spravnosti jsou:
a) nahodné chyby;
b) systémové chyby.
Pti velkém poctu pokust se spravnost praméru blizi systémové chybé. Pro dokumentaci hodnoceni néjaké
metody musi byt uveden pocet pokust.
Mira spravnosti je rozdil mezi pramérnou hodnotou zjisténou analyzou referen¢niho materidlu a jeji
skutecnou hodnotou a je vyjddiend v procentech skute¢né hodnoty. Pfi absenci referenc¢niho materidlu
mohou byt odpovidajici parametry ziskdny analyzou fortifikovaného vzorku.
Pii absenci jak pfesné definované metody, tak ovéfeného referen¢nitho materidlu muZze byt obsah analytu
ve vzorku definovdn pomoci vysledkt ziskanych za pouziti metody vykazujici vysoky stupen specifi¢nosti,
spravnosti a pfesnosti pro analyt.

1.1.9 Presnost

Znadi stupen shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym provedenim experimentélniho postupu v pfe-
depsanych podminkdch (norma ISO 3534-1977 ('), bod 2.84), zahrnujicich opakovatelnost a reproduko-
vatelnost.

Opakovatelnost:

Stupent shody mezi vysledky nezévislych analyz, ziskanymi za reprodukovatelnych podminek, to jest,
stejnou metodou, se stejnym testovacim materidlem, ve stejné laboratofi, stejnym analytikem, se stejnym
pfistrojovym vybavenim a v kratkych casovych intervalech.

Reprodukovatelnost:

Stupent shody mezi vysledky nezdvislych vySetfeni ziskanych za reprodukovatelnych podminek, to jest
stejnou metodou, se stejnym testovacim materidlem, v riznych laboratorich, riznymi analytiky a s ro-
znym piistrojovym vybavenim.

V souladu s pfilohou smérnice Rady 85/591/EHS (%) hodnoty pfesnosti analytickych metod, o jejichz
pfijeti je uvazovdno v souladu s ustanovenimi uvedené smérnice, maji vychazet z kolaborativnich pokust
provadénych pfednostné podle normy ISO 5725-1986 (). K tomu tcelu jsou ndzvy ,opakovatelnost
a ,reprodukovatelnost® definovany normou ISO 5725-1986. Pro realizaci téchto pokust je vhodné
pouzivat materidl ze vzorkd, jejichZz zndmy obsah analytu je blizky maximdlnimu limitu piislusného
rezidua.

(") Mezindrodni organizace pro standardizaci: Statistika — ndzvoslovi a symboly.
() Uf.vést. L 372, 31.12.1985, s. 50.
(*) Mezindrodni organizace pro standardizaci: Pfesnost metod pokusti — stanoveni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti pro standardni

metodu pokusu pomoci mezilaboratornich testd.
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1.1.10

1.1.11

1.1.12

1.1.13

1.1.14

1.1.15

1.1.15.1

1.1.15.2

Nez bude kolaborativnim pokusem stanovena reprodukovatelnost metody, staci, za Gcelem ptedbézného
vybéru metod dokumentdrni analyzou, mit k dispozici Gdaje o opakovatelnosti.

Ukazatelem pouzivanym pro posuzovani opakovatelnosti a reprodukovatelnosti je variacéni koeficient defi-
novany v normé ISO 3534-1977, bod 2.35 (varia¢ni koeficient: pomér mezi smérodatnou odchylkou
a absolutni hodnotou aritmetického praméru).

Detekéeni limit

Nejmensi méfitelny obsah, ze kterého je mozné odvodit pritomnost analytu se statistickou vyznamnosti
(nejméné 95 % pro nepovolené latky — viz 1.2.6.1). Detekéni limit se mtize vypocitat riznymi zpusoby:

je mozné zméfit obsah analytu nejméné 20 slepych reprezentativnich vzorcich,

a) pficemz detekéni limit md hodnotu vychdzejici z priméru méfeni povyseného tiikrdt o smérodatnou
odchylku slepych pokusii.

Pozndmka 1: Je tfeba specifikovat mnozstvi testovactho materidlu pouZzivaného pii analyze.

Pozndmka 2: V pfFipadé, kde je mozno pfedpoklddat, ze na vysledky metody mohou mit vliv faktory
jako je druh, pohlavi, vék, krmeni nebo jiné faktory vychézejici ze Zivotniho prostiedi, je
nutné provést nejméné 20 slepych pokusii pii testovani kazdé homogenni populace, pro
kterou md byt metoda pouZzita;

b) v piipadé spektrometrickych stanoveni, pfi kterych reprezentativni slepd stanoveni ddvaji pouze Sum
pozadi, detekéni limit se vypocitd jako mnozstvi odpovidajici trojndsobku vyse Sumu pozadi mezi piky.

Limit stanoveni

Je to nejmensi koncentrace analytu, pro kterou byla metoda validovdna se specifikovanou spravnosti
a presnosti.

Citlivost

Je mira schopnosti metody rozlisit rozdily v koncentracich analytd. V tomto rozhodnuti je citlivost defi-
novéna jako strmost kalibra¢ni kiivky v uvazovaném rozsahu.

Prakticnost

Je charakteristika analytické metody, kterd je zdvisld na zaméfeni metody a kterd je definovdna ukazateli,
jako je pracnost a ndklady.

Pouzitelnost

Znadi vycet typu vzorki a/nebo analytd, na které lze metodu pouzit tak, jak je pfedlozena, nebo
s mensimi modifikacemi.

Hodnoceni vysledkii

Pozitivni vysledek

Pritomnost analytu ve vzorku je prokdzdna v souladu s analytickym postupem, jestlize jsou splnéna
obecnd kritéria i kritéria specifikovand pro jednotlivou detekéni metodu.

a) U latek s nulovou toleranci je vysledek pozitivni, jestlize je analyt obsazeny ve vzorku identifikovin
bez jakékoliv pochybnosti.

b) U litek se stanovenym maximalnim limitem je vysledek analyzy pozitivni, jestlize mnozstvi analytu
obsazeného ve vzorku, zjisténé experimentdlné (po uplatnéni korekei na vytéznost), je vyssi nez stano-
veny maximdlni rezidudlni limit, berouce v Gvahu piijatelnou pravdépodobnost vyskytu falesnych
pozitivnich nebo negativnich vysledka.

Negativni vysledek

Vysledek vysetfeni se povazuje za negativni v souladu s analytickym postupem, jestlize jsou splnéna
obecnd i specifickd kritéria stanovend pro pouzitou detekéni metodu v piipadé vhodnych referencnich
materidlti a slepych stanoveni a:

a) v piipadé latek s nulovou toleranci, jestlize identita analytu nebyla prokazdna bez jakychkoliv pochyb-
nosti; nebo
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1.1.16

1.1.17

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.23

1.2.2.4

1.2.3

1.2.3.1

b) v piipadé litek se stanovenym maximdalnim limitem, jestliZe mnozstvi analytu obsazeného ve vzorku
je niz§f nez hladina specifikovand ve vyse uvedeném bodu 1.1.15.1 b).

Pozndmka: ~ V piipadé a) negativni vysledek nepotvrzuje, Ze vzorek neobsahuje analyt a v piipadé b)
negativni vysledek nepotvrzuje, Ze redlny obsah analytu je niZ$i neZ stanoveny maximdlni
rezidudln{ limit.

Kochromatografie

Pii této metodé se purifikovany testovaci roztok pied chromatografii rozdéli na dvé frakce:

a) jedna frakce je pfedmétem chromatografického vysetieni v pavodnim stavu;

b) do druhé frakce se pfidd standardni analyt a tato smés standardniho analytu a testovactho roztoku se
chromatografuje. Mnozstvi pfidaného standardniho analytu musi byt blizké odhadovanému mnozstvi
analytu obsazenému v testovacim roztoku.

Imunogram

V tomto rozhodnuti se pod pojmem ,imunogram“ rozumi grafické vyjadfeni imunochemické odezvy,

vzhledem k retenénimu ¢asu nebo objemu eludtu, ziskanému pfi chromatografické separaci s imunoche-
mickou detekef slozek extraktu ze vzorku.

Obecné pozadavky

Kritéria
V souladu s piilohou smérnice 85/591/EHS se niZe uvedend kritéria vztahuji na zkouseni analytickych

metod.

Screeningové metody

wx7

je co nejnizsi incidence falenych negativnich vysledka.

Musi byt stanovena specifika.

Sprdvnost a pfesnost:

Kvantifikace neni nezbytnd. Podle toho, zda pouziti latky je zakdzdno, nebo povoleno, miize byt screenin-
govd metoda kvalitativni, nebo kvantitativni. Falesné pozitivni vysledky jsou akceptovatelné, ale falesné
negativni vysledky musi byt ve sledované hladiné omezeny na minimum.

Detekéni limit:

Detekéni limit musi byt pfiméfeny tcelu, kterému ma slouzit. U latek se stanovenym maximdlnim rezi-
dudlnim limitem musi byt dostatecné nizky, aby reziduum mohlo byt na dané hladiné zjisténo. Pro latky,
jejichz pouziti je u jate¢nych zvifat zakdzadno, musi byt detekéni limit co nejnizsi.

Prakti¢nost:

Je Zadouci, aby metoda umoziiovala analyzu velkého mnozstvi vzorka a aby ndklady byly nizké.

Konfirmacni metody
Specifi¢nost:

Konfirmaéni metody musi poskytovat co nejvice jednoznacnych informaci o chemické struktufe analytu.
Pokud vice slozek ddvd stejnou odpovéd, pak metoda neumoziuje stanoveni rozdild mezi témito sloz-
kami.

Metody zaloZené pouze na chromatografické analyze bez pouziti molekuldrni spektrometrické detekce
nejsou vhodné jako konfirmaéni metody.

Pokud jednotlivd technika nemd dostate¢nou specifi¢nost, pozadovand specifi¢nost maze byt dosazena
pomoci analytického postupu sestdvajictho z vhodnych kombinaci purifikace, chromatografické(ych) sepa-
race(l) a spektrometrické detekce nebo imunochemické detekce; napiiklad: GC-MS, LC-MS, TAC/GC-MS,
GC-IR, LC-IR, LC/IMG.
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1.2.3.2

1.233

1.2.3.4

1.2.3.5

1.2.3.6

1.2.3.7

1.2.4

1.2.5

1.2.5.1

Sprdvnost:

V piipadé opakovdni analyz referenéntho materidlu se odchylka mezi experimentdlné stanovenym
pramérem a skute¢nou hodnotou (pfi eventudlni aplikaci oprav pozadovanych pro vytéznost) musi
nachdzet v nésledujicich mezich:

Skute¢nd hodnota Rozmezi
£1 pgkg! =50 % az +20 %
> 1 pgkg'az 10 pg kg -30 % az +10 %
> 10 pg kg -20 % az +10 %
Piesnost:

V piipadé opakovini analyz referen¢niho materidlu za podminek reprodukovatelnosti jsou charakteris-
tické hodnoty mezilaboratorniho varia¢niho koeficientu (CV) — vypocitané v souladu s rovnici dle Horo-
witze [(CV(%) = 20:051 0, ve které C reprezentuje obsah vyjadieny v mocnindch 10] — ndsledujici:

Obsah (@Y%
1 pg kg 45 %
10 vpg kg 32 %
100 pg kg 23 %
1 pg kg 16 %

Pro analyzy provddéné za reprodukovatelnych podminek se mezilaboratorni CV musi celkové nachdzet
mezi polovinou a dvéma tetinami vySe uvedenych hodnot.
Detekéni limit:

Odpovidajici acelu, kterému md slouzit (viz 1.2.6.1).

Limit rozlieni:

Odpovidajici celu, kterému mé slouzit (viz 1.2.6.2).

Citlivost:

Odpovidajici tcelu, kterému mad slouzit

Prakti¢nost:
Rychlost a nédklady jsou méné dilezité nez u screeningovych metod.

Pro konfirma¢ni metody je vétsina aspektt prakticnosti méné dileZitd ve srovndni s jinymi kritérii defino-
vanymi v tomto rozhodnuti. Obecné stali, aby pozadované reagencie a vybaveni byly k dispozici.

Kalibracni krivky

Zavisi-li pouzitd metoda na kalibracni kfivce, je tfeba uvést ndsledujici informace:
— matematicky vzorec, ktery popisuje kalibracni kiivku,
— piipustnd rozmezi, ve kterych mohou parametry kalibra¢ni k¥ivky ode dne ke dni kolisat,

— pracovni zénu kalibra¢ni kfivky.

Kdykoliv je to mozné, maji byt pro kontrolu kvality kalibracnich kfivek konfirmacnich metod pouzivany
vhodné vnitini standardy a referencni materidly a maji byt uvedeny detaily o odchylkdch proménnych
veli¢in alespofi pro pracovni oblast kalibra¢ni kfivky.

Citlivost na interference

Pro viechny experimentdlni podminky, které se v praxi mohou ménit (napiiklad: stabilita reagencii,
slozeni vzorku, pH, teplota), je nutno uvadét viechny zmény, které mohou mit vliv na vysledek analyzy.
Popis metody musi obsahovat zptsoby prekondni ptredpoklddanych interferenci. Pokud je to zapotiebi,
popisi se alternativni detekéni principy, vhodné pro konfirmaci.
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1.2.5.2

1.25.3

1.2.6

1.2.6.1

1.2.6.2

1.2.6.3

2.1

2.2

221

222

223

2.2.3.1

2232

2233

2234

2.2.4

2.2.4.1

2.2.4.2

Pii kochromatografii musi byt ziskdn jen jeden pik, pficemz vyska (nebo plocha) piku odpovidd mnozstvi
pfidaného analytu. V piipadé GC nebo LC sitka piku v polové maximélni vysky musi byt v rozmezi mezi
90 % a 110 % pavodni $itky a reten¢ni ¢asy musi byt stejné s toleranci 5 %. Pro metody TLC musi byt
piedpoklddand skvrna analytu pouze zesilena; nesmi se objevit novd skvrna a jeji vzhled se nesmi ménit.

Je dalezité, aby byly sledovdny vSechny interference, které mohou byt vyvoldny slozkami matrice.

Vztah mezi povolenymi hladinami rezidua a analytickymi limity

Pro latky, jejichz podavani je u jatenych zvifat zakdzdno, musi byt detekéni limit analytické metody
dostatecné nizky, aby hladiny rezidui, které se mohou vyskytnout po pouZivani zakdzanych latek, byly
zji§tény s pravdépodobnosti nejméné 95 %.

Pro latky s urenym maximdlnim limitem rezidua nesmf limit stanoveni metody, povySeny tiikrdt o stan-
dardni odchylku, kterou metoda vykazuje pro odpovidajici vzorek s maximalnim rezidudlnim limitem
piesahovat tento stanoveny maximadlni limit rezidua.

Pro litky se stanovenym maximdlnim limitem rezidua musi byt metoda validovdna pro vysi limitu, pro
polovinu a pro dvojndsobek vyse tohoto limitu.

KRITERIA PRO IDENTIFIKACI A KVANTIFIKACI REZIDUA

Obecné pozadavky

Laboratofe provadéjici analyzy za tcelem konecné konfirmace pfitomnosti rezidui organickych latek
s nizkymi molekuldrnimi hmotnostmi musi zajistit, aby kritéria pro hodnoceni vysledkt byla dodrzena
v souladu s pozadavky uvedenymi v této Cdsti. Kritéria jsou urcena k identifikaci analytu a k zabranéni
vzniku falesnych pozitivnich vysledkt. K ziskdni pfesvédcivych zdvérti je nezbytné, aby analytické
vysledky spliiovaly kritéria formulovand pro pfislusny analyticky postup.

Obecné poznidmky k analytické metodé

Pfiprava vzorku

Vzorek musi byt ziskdn, oetfovan a zpracovan takovym zptsobem, aby moznosti zji§téni analytu, pokud
je piitomen, byly co nejvetsi.

Citlivost na interference

Musi byt k dispozici informace uvedené v bodu 1.2.5 (Citlivost na interference).

Obecnd kritéria tykajici se postupu

Musi byt zndmy informace o specifi¢nosti (1.1.7), detekénim limitu (1.1.10) a limitu stanoveni (1.1.11)
metody pouZitelné pro analyt obsazeny ve vySetfovaném vzorku.

Pozndmka:  Tyto informace mohou byt ziskdny z experimentalnich tdaji a/nebo z teoretickych dvah.

Aby mohl byt ziskdn pozitivni vysledek, nesmi se fyzikdlni a chemické vlastnosti analytu v prubéhu
analyzy lisit od odpovidajictho standardniho analytu pfidaného do daného vzorku.

Pozitivni nebo negativni vysledek analyzy plati pouze v mezich specificnosti, detekéntho limitu a limitu
stanovitelnosti metody pro analyt a analyzovany vzorek.

Referencni nebo fortifikovany materidl, obsahujici zndmé mnozstvi analytu, musi byt analyzovén stejnou
metodou a soucasné s kazdou skupinou analyzovanych vzorkd. Alternativné muaze byt pfiddn do analy-
zovanych vzorkd vnitin{ standard.

Kritéria pro fyzikdlni a/nebo chemické zvySeni koncentrace, purifikaci, extrakci a separaci

Analyt musi byt ve frakci odpovidajici standardnimu analytu v odpovidajicim vzorku, a to za stejnych
experimentélnich podminek.

Hodnoty retenéniho Casu standardd, kontrolnich vzorki a testovanych vzorkt musi byt uvedeny soucasné
s kone¢nym vysledkem, at pozitivnim, nebo negativnim.
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2.25 Kritéria pro stanoveni mnoZstvi

2.25.1 Vytéznost musi byt stanovena a specifikovana pro vSechna kvantitativni méfeni.

2.2.5.2 Vnitrolaboratorni variabilita vytéznosti musi byt co nejmensi.

2.2.5.3 Musi byt jasné uvedeno, zdali konecné vysledky byly, nebo nebyly korigovany ve vztahu k vytéznosti.
Pokud byly korigovany, musi byt uvedena pouzitd korekéni metoda.

2.3 Kritéria pro analytické metody, které mohou byt pouzity ke konfirma¢nim tceliim pouze v kom-
binaci s jinymi metodami

2.3.1 PozZadavky na jakost pro stanoveni analytu metodou IA

2.3.1.1 Je nutné specifikovat pracovni zénu kalibra¢ni kiivky, kterd musi obecné pokryvat interval nejméné 10
jednotek koncentrace (jeden fad).

2.3.1.2 Je pozadovéno, aby bylo k dispozici nejméné Sest kalibracnich bodd, rozmisténych pfiméfené po celé
délce kalibracni kiivky.

2.3.1.3 Odpovidajici kvalitativni kontrolni parametry musi byt v souladu se shora uvedenymi parametry; napfi-
klad: NSB a parametry kalibra¢ni kiivky.

2.3.1.4 Kontrolni vzorky musi byt zatazeny do kazdého pokusu. Hladiny koncentract: nulovd, z nizsi, stfedni
a vySsi cdsti pracovniho rozsahu. Vysledky téchto pokusti se musi shodovat s vysledky predchdzejicich
pokusti.
Vsechny piiblizné hodnoty tykajici se kontrolnich a testovacich vzorkti musi byt uvedeny soucasné
s konecnym vysledkem, pozitivnim, nebo negativnim.

2.3.2 Kritéria pro stanoveni analytu metodou GC nebo LC s nespecifickou detekci

2.3.2.1 Analyt musi byt eluovdn v retenénim case, ktery je charakteristicky pro odpovidajici analyticky standard,
za stejnych experimentdlnich podminek.

2.3.2.2 Maximum nejblizstho piku na chromatogramu musi byt oddéleno od piku analytu vzdélenosti nejméné
rovnou celkové ifce v 10 % maximalni vysky.

2.3.2.3 K ziskdni dalsich informaci lze vyuZit kochromatografie a chromatografie za pouZiti nejméné dvou kolon
s rozdilnou polaritou.

2.3.3 Kritéria pro stanoveni analytu metodou TLC

2.33.1 Hodnota (nebo hodnoty) Rf analytu musi odpovidat charakteristické hodnoté (nebo charakteristickym
hodnotdm) Rf analytického standardu. Tento pozadavek je splnén, jestlize se hodnota (nebo hodnoty) Rf
analytu nachdzeji v rozmezi +3 % hodnoty (nebo hodnot) Rf analytického standardu za stejnych experi-
mentédlnich podminek.

2.3.3.2 Analyt nesmi byt vzhledové rozlisitelny od analytického standardu.

2.3.33 Stied skvrny, kterd je nejblize skvrné ndlezejici k analytu, musi byt od této skvrny oddélen na vzdélenost
odpovidajicf nejméné poloviné souctu priimért skvrn.

2.3.3.4 Kochromatografie ajnebo dvojrozmérnd TLC muze byt pouzita k ziskdni dopliikovych informaci.

2.4 Kritéria pro analytické metody, které mohou byt pouZity ke konfirma¢nim tceliim

2.4.1 Kritéria pro stanoveni analytu metodou LC/IA nebo LC/IMG

2.4.1.1 Pro metodu LC/IMG md byt pik analytu v IMG sloZen nejméné z péti frakei pro metodu LC.

2.4.1.2 Kritéria uvedend v bodech 2.2.4.1 a 2.2.4.2 musi byt dodrzena.

2413 Reagencie
Pavod a vlastnosti protildtek a ostatnich reagencii musi byt specifikovény.

2414 Kalibraéni kfivka

Pokud metoda je zdvisld na kalibra¢ni kiivce, musi byt stanoveny tdaje uvedené v bodu 1.2.4 (kalibra¢ni

kiivka).

Pozadavky na jakost pro metodu IA (2.3.1.1 az 2.3.1.4) musi byt splnény.
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2.4.1.5

2.4.2

2.4.2.1

2.4.2.2

2423

2424

243

2.43.1

2.4.3.2

2433

2.4.3.4

2.4.4

2.4.4.1

2.4.4.1.1

2.4.4.1.2

24413

24414

2.4.42

24421

2.4.4.2.2

24423

2.4.5

2451

2.4.5.1.1

Jestlize metoda provadénd za ucelem konfirmace neni pouzivina v kombinaci s jinymi metodami, musi
byt provedeny dvé rizné separace LC nebo dva imunogramy s pouzitim protilatek, které maji rozdilnou
specifi¢nost.

Kritéria pro stanoveni analytu metodou LC-SP

Kritéria uvedend v bodech 2.3.2.1 a 2.3.2.2 musi byt splnéna.

Vlnova délka maximdlni absorpce analytu ve spektru musi byt identickd s vlnovou délkou pro analyticky
standard, s sifkou pdsma zjisténou detekénim systémem. Pro detekci metodou diodového pole je tato
hodnota typicky v rozmezi +2 nm.

Spektrum analytu nad 220 nm nesmi byt viditelné rozdilné od spektra analytického standardu v téchto
Castech obou spekter s relativni absorbanci rovné 10 % nebo vyssi. Toto kritérium je splnéno, kdyz jsou
piitomna stejnd maxima a kdyz pfi rozdilu mezi dvéma spektry neni zji§tén Zadny bod v rozmezi{ vy$sim
nez 10 % absorbance analytického standardu.

JestliZe metoda provadéna za tcelem konfirmace neni pouzivina v kombinaci s jinymi metodami, musi
byt povinné provedena kochromatografie ve fizi LC. Viz bod 1.2.5.2, kde jsou uvedeny pozadavky, které
musi byt splnény pii kochromatografii.

Kritéria pro stanoveni analytu metodou TLC-SP

Metoda musi spliiovat kritéria stanovend pro TLC (body 2.3.3.1 az 2.3.3.3).

Absorpéni maxima spektra analytu musi mit stejnou vinovou délku jako analyticky standard v rozmezi
stanoveném danym detekénim systémem.

Spektrum analytu nesmi byt viditelné rozdilné od spektra analytického standardu.

Jestlize metoda provadénd za ucelem konfirmace neni pouzivina v kombinaci s jinymi metodami, musi
byt povinné provedena kochromatografie ve fizi TLC. Viz bod 1.2.5.2, kde jsou uvedeny pozadavky, které
musi byt dodrzovany pii kochromatografii.

Kritéria pro stanoveni analytu metodou GC-MS

Kritéria, kterd se vztahuji na metodu GC

Musi byt splnéna kritéria uvedend v bodech 2.3.2.1 a 2.3.2.2.

Pokud je k dispozici vhodny materidl, musi se pouZit jako vnitini standard. Pfednostné to mé byt analyt
znaceny stabilnim izotopem nebo, pokud to neni mozné, podobny standard, ktery md reten¢ni cas blizky
retenénimu ¢asu analytu.

Pomér mezi reten¢énim ¢asem analytu u metody GC a retencnim ¢asem vnitintho standardu, tj. relativni
retenéni ¢as analytu, musi byt stejny jako u analytického standardu ve vhodné matrici,
v rozmezi +0,5 %.

Jestlize je metoda provddéna za Géelem konfirmace a jestlize neni pouzivan zddny vnitini standard, musi
byt identifikace analytu potvrzena kochromatografii.

Kritéria, kterd se vztahuji na metodu LRMS

Pro Gcely screeningu je tieba méfit piinejmensim intenzitu diagnostického iontu, kterého je nejvice.

Pro konfirmacni Gcely je nutné, aby byla méfena intenzita nejméné ¢tyi diagnostickych iontt. Jestlize pii
pouzivané metodé analyt neposkytne 4 diagnostické ionty, provadi se jeho identifikace na zdkladé
vysledku nejméné dvou nezavislych metod GC-LRMS zaloZenych na raznych derivatizacich a nebo techni-
kéch ionizace, pfi¢emz kazdd z nich dd dva nebo tfi diagnostické ionty.

Molekuldrnim iontem musi byt pfednostné néktery z vybranych diagnostickych iontd.

Relativni ptebytky viech diagnostickych iontd pochazejicich z analytu musi byt rovnocenné témto iontéim
z analytického standardu, ptednostné v rozpéti 10 % (méd IE) nebo v rozpéti £20 % (méd IC).

Kritéria pro identifikaci analytu metodou IR
Definice adekvdtnich pikd

Adekvitni piky jsou absorpéni maxima v infraCerveném spektru standardniho analytu spliujici ndsledujici
podminky.

Maximum absorpce je v rozmezi vinovych délek od 1 800 do 500 cm'.



208

Uftedni véstnik Evropské unie

03)sv. 14

2.4.5.1.2

2.4.5.2

2453
2.4.5.3.1

2.4.5.3.2

24533
24534

2.4.5.3.5

2.5

CI
EI

GC
IA
TAC
IMG
IR
kg

LC
LRMS
mg
MS
ng
NSB
Rf

sp
TLC

Bg

Intenzita absorpce neni mensi nez:

a) specifickd moldrn{ absorbance 40 vzhledem k nulové absorbanci a specifickd moldrni absorbance 20
vzhledem k zédkladn{ linii piku,

nebo

b) relativni absorbance 12,5 % absorbance nejintenzivnéjstho piku v oblasti 1 800-500 cm™, kdyz obé
jsou méfeny ve vztahu k nulové absorbanci, 5 % absorbance nejintenzivnéjstho piku v oblasti 1 800-
500 cm, kdyz ob¢ jsou méfeny vzhledem k zdkladni linii jejich piku.

Pozndmka:  Ackoliv adekvétni piky podle pismena a) jsou preferovany z teoretického hlediska, piky
podle pismena b) je mozno snadnéji stanovit v praxi.

Stanovi se pocet pikd v infracerveném spektru analytu, jejichZ frekvence odpovidaji adekvatnimu piku ve
spektru analytického standardu,v rozmezi{ pfiblizné +1 cm.

Kritéria, kterd se vztahuji na metodu IR

Absorpce musi byt ziejmd ve viech oblastech spektra analytu, které odpovidd adekvatnimu piku v refe-
ren¢nim spektru standardniho analytu.

Je pozadovdno nejméné 6 adekvdtnich pikd v infracerveném spektru standardniho analytu. Jestlize je
méné nez 6 adekvatnich pikd, potom piislusné infracervené spektrum nesmi byt pouzito jako referencni
spektrum.

,Vysledek®, tj. pocet procent odpovidajicich pikii nalezenych v infracerveném spektru analytu, musi byt
nejméné 50 %.

Jestlize neni pfesnd shoda pro adekvétni pik, musi byt vhodnd oblast spektra analytu shodnd s pikem
stejné trovné.

Postup je pouzitelny pouze pro absorpéni piky ve spektru vzorku, které maji intenzitu nejméné tiikrat
vyS$si nez je $sum pozadi.

Jiné analytické metody

Jiné analytické metody nebo kombinace analytickych metod, nez téch, které jsou uvedeny v bodech 2.3
a 2.4 (napiiklad: LC-MS, MS-MS, GC-IR), mohou byt pouziviny k sreeningovym nebo konfirma¢nim
ucelim, pokud odpovidaji srovnatelnym kritériim umoznujicim nepochybnou identifikaci analytu ve zjis-
tované oblasti koncentrace.

DODATEK
Seznam zkratek a symbolit

= chemickd ionizace

= elektronova ionizace

= gram (gramy)

= plynovd chromatografie

= imunologicka analyza

= imuno-afinitni chromatografie

= imunogram

= infraCervend spektrometrie

= kilogram (kilogramy) (10° g)

= litr (litry)

= kapalinovd chromatografie

= nizkorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
= miligram (miligramy) (10~ g)

= hmotnostni spektrometrie

= nanogram (nanogramy) (10~ g)

= nespecifickd vazba

= vzdilenost skvrny ve vztahu k &elu rozpoustédla
= spektrometrie, napiiklad detektorem diodového pole
= tenkovrstevnd chromatografie

= mikrogram (mikrogramy) (10-¢ g)

= samostatné parové techniky

= spojené parové techniky, napiiklad

napiiklad LC/GC-MS = samostatnd LC nésledovand GC ve spojeni s MS





