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IZVEDBENA UREDBA KOMISIJE (EU) 2021/808
z dne 22. marca 2021

o izvajanju analiznih metod za ostanke farmakoloSko aktivnih

snovi, ki se uporabljajo pri Zivalih za proizvodnjo Zivil, o razlagi

rezultatov in metodah, ki jih je treba uporabljati za vzorcenje, ter
o razveljavitvi odlo¢b 2002/657/ES in 98/179/ES

(Besedilo velja za EGP)

Clen 1

Predmet urejanja in podrocje uporabe

Ta uredba doloc¢a pravila o analiznih metodah, ki se uporabljajo za
vzoréenje in laboratorijske analize v zvezi z ostanki farmakolosko
aktivnih snovi v zivih zivalih za proizvodnjo zivil, njihovih telesnih
delih in tekoCinah, iztrebkih, tkivih, proizvodih Zivalskega izvora, zival-
skih stranskih proizvodih, krmi in vodi. Doloca tudi pravila za razlago
analiznih rezultatov teh laboratorijskih analiz.

Ta uredba se uporablja za uradni nadzor, namenjen preverjanju sklad-
nosti z zahtevami glede prisotnosti ostankov farmakolosko aktivnih
Snovi.

Clen 2

Opredelitev pojmov

V tej uredbi se uporabljajo opredelitve pojmov iz ¢lena 2 Delegirane
uredbe Komisije (EU) 2019/2090 ('), Uredbe Komisije (EU)
2019/1871 (), €lena 2 Uredbe (ES) §t. 470/2009 Evropskega parlamenta
in Sveta (°) ter Uredbe Sveta (EGS) §t. 315/93 (%).

(") Delegirana uredba Komisije (EU) 2019/2090 z dne 19. junija 2019 o dopol-

nitvi Uredbe (EU) 2017/625 Evropskega parlamenta in Sveta glede primerov
suma ali ugotovljene neskladnosti s pravili Unije, ki veljajo za uporabo ali
ostanke farmakolosko aktivnih snovi, dovoljenih v zdravilih za uporabo
v veterinarskih medicini ali kot krmni dodatki, ali s pravili Unije, ki veljajo
za uporabo ali ostanke prepovedanih ali nedovoljenih farmakolosko aktivnih
snovi (UL L 317, 9.12.2019, str. 28).

(?>) Uredba Komisije (EU) 2019/1871 z dne 7. novembra 2019 o referenénih
vrednostih za ukrepe za nedovoljene farmakolosko aktivne snovi, prisotne
v zivilih zivalskega izvora, in razveljavitvi Odlocbe 2005/34/ES (UL
L 289, 8.11.2019, str. 41).

(®) Uredba (ES) s§t. 470/2009 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 6. maja
2009 o dolocitvi postopkov Skupnosti za doloCitev mejnih vrednosti ostankov
farmakolosko aktivnih snovi v zivilih zivalskega izvora in razveljavitvi
Uredbe Sveta (EGS) §t. 2377/90 in spremembi Direktive 2001/82/ES Evrop-
skega parlamenta in Sveta ter Uredbe (ES) §t. 726/2004 Evropskega parla-
menta in Sveta (UL L 152, 16.6.2009, str. 11).

(*) Uredba Sveta (EGS) $t. 315/93 z dne 8. februarja 1993 o dolo¢itvi postopkov
Skupnosti za kontaminate v hrani (UL L 37, 13.2.1993, str. 1).
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Uporabljajo se tudi naslednje opredelitve pojmov:

o

@)

3)

4)

)

(6)

()

@®)

©)

absolutni izkoristek* pomeni izkoristek v kon¢ni fazi analiznega
postopka za analit, deljen s koli¢ino analita v prvotnem vzorcu in
izrazen v odstotkih;

»tocnost® pomeni ¢im boljSe ujemanje med rezultatom preizku-
Sanja in sprejeto pravo referencno vrednostjo, doloceno z oceno
pravilnosti in natan¢nosti (°);

»alfa (o) napaka® pomeni verjetnost, da je preizkusni vzorec skla-
den, Ceprav je dobljen neustrezen rezultat meritve;

»analit“ pomeni sestavni del sistema, ki ga je treba analizirati;

,,dovoljena snov* pomeni farmakolosko aktivno snov, ki je dovo-
ljena za uporabo pri zivalih za proizvodnjo zivil v skladu z Dire-
ktivo 2001/82/ES Evropskega parlamenta in Sveta (°);

»beta (B) napaka® pomeni verjetnost, da je preizkusni vzorec
resni¢no neskladen, ¢eprav je dobljen ustrezen rezultat meritve;

,»odstopanje od referen¢ne vrednosti“ pomeni razliko med ocenjeno
vrednostjo rezultata preizkusa in sprejeto referencno vrednostjo;

,kalibracijski standard” pomeni sledljivo referenco za meritve, ki
predstavlja koli¢ino zadevne snovi, tako da njeno vrednost pove-
zuje z referen¢no osnovo;

wcertificirani referen¢ni material“ (CRM) pomeni referenéni mate-
rial, ki mu je priloZzena dokumentacija, ki jo je izdal pooblasceni
organ in zagotavlja eno ali ve¢ doloCenih vrednosti lastnosti
s pripadajo¢imi negotovostmi in sledljivostmi, pri Cemer se
uporabljajo veljavni postopki (7);

(10) ,.kokromatografija“ pomeni tehniko, pri kateri se neznana snov

nanese na kromatografski nosilec skupaj z eno ali ve¢ znanimi
spojinami, ker se pri¢akuje, da bo relativno obnaSanje neznanih
in znanih snovi v pomo¢ pri identifikaciji neznane snovi;

(11) ,,sodelovalna Studija® pomeni analiziranje istih vzorcev po isti

metodi, da se dolo¢ijo znacilnosti u¢inkovitosti metode v razli¢nih
laboratorijih, pri ¢emer Studija omogoca izracun nakljuéne napake
merjenja in laboratorijskega odstopanja od referencne vrednosti za
uporabljeno metodo;

(12) ,,potrditvena metoda* pomeni metodo, ki daje celovite ali dodatne

Q)
©

0]

informacije, ki omogocajo, da se snov nedvoumno identificira in
po potrebi kvantificira na enega od naslednjih nacinov:

(a) pri mejni vrednosti ostankov ali mejni vrednosti za dovoljene
snovi;

ISO 3534-1: 2006 statistika — Slovar in simboli — del 1: Splo$ni statisti¢ni

izrazi in izrazi v zvezi z verjetnostjo (poglavje 1).

Direktiva 2001/82/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 6. novembra
2001 o zakoniku Skupnosti o zdravilih za uporabo v veterinarski medicini
(UL L 311, 28.11.2001, str. 1.).

JCGM 200:2008, International vocabulary of metrology — Basic and general
concepts and associated terms (VIM) (Mednarodni slovar meroslovja —
Osnovni in splosni koncepti ter z njimi povezani izrazi), 3. izdaja, 2008:
https://www.iso.org/sites/JCGM/VIM-JCGM200.htm (Chapter 5: Measure-
ment standards (Etalons) (poglavje 5: Merilni standardi (etaloni)).
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(b) pri referencnih vrednostih za ukrepe (RPA) za prepovedane ali
nedovoljene snovi, za katere je doloCena referencna vrednost
za ukrepe;

(c) pri tako nizki koncentraciji, kot jo je razumno mogoce doseci
za prepovedano ali nedovoljeno snov, za katero ni dolocena
referencna vrednost za ukrepe;

(13) ,faktor pokritja (k) pomeni Stevilko, ki izraza zeleno raven
zaupanja in je povezana z razsirjeno merilno negotovostjo;

(14) ,,odlocitvena meja za potrditev (CCa)*“ pomeni mejo, pri kateri in
nad katero je mogoce z verjetnostjo napake a sklepati, da je vzorec
neskladen, vrednost 1 — o pa pomeni statisticno gotovost v odstot-
kih, da je bila dovoljena meja presezena;

(15) ,,dolocitvena sposobnost za presejanje (CCP)“ pomeni najmanjSo
vsebnost analita, ki jo je mogoCe zaznati ali izmeriti v vzorcu
z verjetnostjo napake [:

(a) v primeru prepovedane ali nedovoljene farmakolosko aktivne
snovi je CCP najnizja koncentracija, pri kateri je mogoce
z metodo zaznati ali izmeriti vzorce, ki vsebujejo ostanke
prepovedanih ali nedovoljenih snovi, s statisticno gotovostjo

1 -B;

(b) v primeru dovoljenih snovi je CCP koncentracija, pri kateri je
mogoc¢e z metodo zaznati koncentracije, nizje od dovoljenih,
s statisticno gotovostjo 1 — f;

(16) ,,0jacan vzor¢ni material“ pomeni vzorec, ki je ojaan z znano
koli¢ino analita, ki ga je treba zaznati ali izmeriti;

(17) ,,medlaboratorijska $tudija“ pomeni organizacijo, izvedbo in ovred-
notenje preizkusov istega vzorca v dveh ali vec laboratorijih
v skladu z vnaprej dolocenimi pogoji, da se oceni ucinkovitost
preizkusanja bodisi kot sodelovalna Studija bodisi kot preizkus
strokovne usposobljenosti;

(18) ,.interni standard (IS)“ pomeni snov, ki ni vsebovana v vzorcu in
katere fizikalno-kemijske lastnosti so ¢im bolj podobne lastnostim
analita, ki ga je treba identificirati ali izmeriti;

(19) ,.koncentracijsko obmocje” pomeni koncentracijo snovi ali analita
v vzorcu, ki je pomembna za dolocitev njene skladnosti z zakono-
dajo glede:

(a) mejne vrednosti ostankov ali mejne vrednosti za dovoljene
snovi v skladu z Uredbo Komisije (ES) §t. 124/2009 (®) in
Uredbo Komisije (EU) st. 37/2010 (°);

(®) Uredba Komisije (ES) §t. 124/2009 z dne 10. februarja 2009 o dolo¢itvi

mejnih vrednosti kokcidiostatikov ali sredstev proti histomonijazi v zivilih
zaradi neizogibnega prenosa teh snovi v krmo za neciljne zivali (UL L 40,
11.2.2009, str. 7).

(°) Uredba Komisije (EU) $t. 37/2010 z dne 22. decembra 2009 o farmakoloko
aktivnih snoveh in njihovi razvrstitvi glede mejnih vrednosti ostankov
v zivilih zivalskega izvora (UL L 15, 20.1.2010, str. 1).
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(b) referencnih vrednosti za ukrepe za prepovedane ali nedovo-
ljene snovi, za katere je referencna vrednost za ukrepe dolo-
¢ena v skladu z Uredbo (EU) 2019/1871;

(c) tako nizke koncentracije, kot jo je analiticno mogoce doseci za
prepovedano ali nedovoljeno snov, za katero ni dolo¢ena refe-
rencna vrednost za ukrepe;

(20) ,,najnizja koncentracijska tocka* (LCL) pomeni najnizjo koncen-
tracijo, pri kateri je bil umerjen merilni sistem;

(21) ,,matriks” pomeni material, iz katerega je odvzet vzorec;

(22) ,,u¢inek matriksa®“ pomeni razliko v analiznem odzivu med stan-
dardom, raztopljenim v topilu, in v matriksu pripravljenega stan-
darda brez popravka z uporabo internega standarda ali s popravkom
z uporabo internega standarda;

(23) ,,v matriksu pripravljeni standard” pomeni slepi matriks (tj. brez
analita), ki se mu po obdelavi vzorca doda analit v razlicnih
koncentracijah;

(24) ,,z matriksom ojacani standard pomeni slepi matriks (tj. brez
analita), ki se mu pred ekstrakcijo topila in obdelavo vzorca
primesa analit v razli¢nih koncentracijah;

(25) ,,merjenec” pomeni doloceno veli¢ino, ki se meri;

(26) ,,merilna negotovost® pomeni nenegativen parameter, povezan
z rezultatom meritve, ki je znacilen za razprSenost vrednosti, ki
bi jih bilo mogoc¢e na podlagi uporabljenih informacij razumno
pripisati merjencu;

(27) ,izvedbena merila“ pomenijo zahteve za znacilnost ucinkovitosti,
na podlagi katere se lahko oceni, da je analizna metoda primerna
za predvideno uporabo in daje zanesljive rezultate;

(28) ,,natancnost* pomeni ujemanje med neodvisnimi rezultati preizku-
sov, dobljenimi v doloc¢enih pogojih, in je izrazena kot standardni
odklon ali variacijski koeficient rezultatov preizkusa;

(29) ,kvalitativna metoda™ pomeni analizno metodo, s katero se zazna
ali identificira snov ali skupina snovi na podlagi njenih kemijskih,
bioloskih ali fizikalnih lastnosti;

(30) ,.kvantitativna metoda“ pomeni analizno metodo, s katero se dolo¢i
koli¢ina ali masni delez snovi, tako da jo je mogoce izraziti kot
Steviléno vrednost ustreznih enot;

(31) ,jizkoristek pomeni glede na izkoristek popravljeno koli¢ino
analita, deljeno z ojacano koli¢ino analita v vzorcu matriksa, izra-
zeno kot odstotek;

(32) ,,popravek z izkoristkom“ pomeni uporabo internih standardov,
krivulje umerjanja matriksa in uporabo faktorja popravka z izko-
ristkom ter tudi kombinacijo teh pristopov;
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(33) ,referencni material“ pomeni material, ki je dovolj homogen in
stabilen glede na eno ali ve¢ doloCenih lastnosti ter za katerega
je bilo ugotovljeno, da je primeren za predvideno uporabo
v postopku meritve ali pri pregledu nazivnih lastnosti (19);

(34) ,relativni u¢inek matriksa“ pomeni razliko v analiznem odzivu
med standardom, raztopljenim v topilu, in v matriksu pripravljenim
standardom, s popravkom z uporabo internega standarda;

(35) ,,ponovljivost” pomeni natanc¢nost v pogojih, pri katerih isti izva-
jalec z enako metodo na enakih preizkusnih primerkih v istem
laboratoriju in v kratkih ¢asovnih presledkih dobi rezultate neod-
visnih preizkusov z isto opremo;

(36) ,,obnovljivost® pomeni natanénost v pogojih, pri katerih se
preizkusni rezultati dobijo z isto metodo na enakih preizkusnih
primerkih v razli¢nih laboratorijih z razlicnimi izvajalci, ki uporab-
ljajo razliéno opremo (');

(37) ,,robustnost pomeni dovzetnost analizne metode za spremembe
preizkusnih pogojev, v katerih se lahko metoda uporabi, kot je
predstavljena, ali z doloenimi manjSimi spremembami;

(38) ,,presejalna metoda* pomeni metodo, ki se uporablja za odkrivanje
snovi ali razreda snovi v koncentracijskem obmodju;

(39) ,.ciljna koncentracija pri presejanju (STC)“ pomeni koncentracijo,
ki ni vi§ja od CCp, pri kateri se s presejalno meritvijo vzorec Steje
za potencialno neskladen (,,pozitivho presejanje™) in sproZi potr-
ditveno preizkusanje;

(40) ,,selektivnost pomeni zmoznost, da se z metodo razlikuje med
izmerjenim analitom in drugimi snovmi,

(41) ,.Studija posamicnega laboratorija® ali ,,znotrajlaboratorijska valida-
cija“ pomeni analizno Studijo enega samega laboratorija, ki upora-
blja eno metodo za analiziranje istih ali razli¢nih preizkusnih mate-
rialov pod razli¢nimi pogoji v utemeljenih dolgotrajnih presledkih;

(42) ,,standardna adicija® pomeni postopek, pri katerem se del vzorca
analizira kot tak, drugim preizkusnim koli¢inam pa se pred analizo
dodajo znane koli¢ine standardnega analita;

(43) ,,standardni analit“ pomeni analit znane ali certificirane vsebnosti
in CistoCe, ki ga je treba uporabiti kot referenco pri analizi;

(44) ,,snov* pomeni tvarino s stalno sestavo, za katero so znalilne
enote, ki jo sestavljajo, in dolocene fizikalne lastnosti;

(45) ,,preizkusna koli¢ina“ pomeni koli¢ino materiala, vzetega iz
vzorca, na katerem se izvaja preizkus ali opazovanje;

(1%) Codex Alimentarius Commission (Komisija za standard Codex Alimenta-
rius), Organizacija Zdruzenih narodov za prehrano in kmetijstvo/Svetovna
zdravstvena organizacija, Smernice o uporabi analiticne terminologije
(CAC/GL 72-2009).

(') ISO 5725-1:1994 Tocnost (pravilnost in natanénost) merilnih metod in rezul-
tatov — del 1: Splosna nacela in definicije (poglavje 3).
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(46) ,,pravilnost“ pomeni ¢im boljSe ujemanje med povpre¢no vred-
nostjo, dobljeno na podlagi velikega niza rezultatov preizkusov,
in sprejeto referencno vrednostjo;

(47) ,,enote“ pomenijo enote, opisane v standardu ISO 80000 (') in
Direktivi Sveta 80/181/EGS ('3);

(48) ,,validacija“ pomeni potrditev s preiskavo in zagotovitvijo zados-
tnih dokazov, da so izpolnjene posebne zahteve za konkretno pred-
videno uporabo ('4), na podlagi $tudije posamiénega laboratorija ali
sodelovalne Studije;

(49) ,,obnovljivost znotraj laboratorija“ ali ,,srednja natanc¢nost/obnovlji-
vost v laboratoriju” pomeni natan¢nost meritve, dobljeno v istem
laboratoriju v dolocenih internih laboratorijskih pogojih.

Clen 3

Analizne metode

Drzave cClanice zagotovijo, da se vzorci, odvzeti v skladu s ¢lenom 34
Uredbe (EU) 2017/625, analizirajo z metodami, ki izpolnjujejo
naslednje zahteve:

(1) dokumentirane so v navodilih za preizkusanje, po moznosti v skladu
s prilogami k standardu ISO 78-2:1999 Kemija — Nacrti za stan-
darde — del 2: Metode kemicne analize (1%);

(2) izpolnjujejo izvedbena merila in druge zahteve za analizne metode
iz poglavja 1 Priloge I k tej uredbi;

(3) validirane so bile v skladu z zahtevami iz poglavij 2 in 4 Priloge
I k tej uredbi;

(4) omogocajo uveljavitev referen¢nih vrednosti za ukrepe iz Uredbe
(EU) 2019/1871, ugotovitev prisotnosti prepovedanih in nedovo-
ljenih snovi ter uveljavitev mejnih vrednosti, dolo¢enih na podlagi
Uredbe (EGS) $t. 315/93 in Uredbe (ES) §t. 124/2009, ter mejnih
vrednosti ostankov, dolo¢enih na podlagi uredb (ES) st. 1831/2003
in (ES) st. 470/2009.

Clen 4

Nadzor kakovosti

Drzave Cclanice zagotovijo kakovost rezultatov analiz, opravljenih
v skladu z Uredbo (EU) 2017/625, zlasti s spremljanjem preizkusov
ali rezultatov umerjanja v skladu s standardom ISO/IEC 17025:2017
Splosne zahteve za usposobljenost preizkusevalnih in kalibracijskih
laboratorijev ter z zahtevami za nadzor kakovosti med rutinsko analizo,
kot je doloceno v poglavju 3 Priloge I k tej uredbi.

('2) 1SO 80000-1:2009 Veli¢ine in enote — del 1: Splosno (Uvod).

(1) Direktiva Sveta z dne 20. decembra 1979 o pribliZzevanju zakonodaje drzav
Clanic, ki se nana$ajo na merske enote, in o razveljavitvi direktive
71/354/EGS (80/181/EGS) (UL L 39, 15.2.1980, str. 40).

(") ISO/IEC 17025:2017 Splo$ne zahteve za usposobljenost preizkusevalnih in
kalibracijskih laboratorijev (poglavje 3).

(%) ISO 78-2: 1999 Kemija — Naérti za standarde — del 2: Metode kemiéne
analize (priloge).
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Clen 5

Razlaga rezultatov

(1)  Rezultat analize se Steje za neskladen, kadar ni nizji od odlocit-
vene meje za potrditev (CCa).

(2)  Pri dovoljenih snoveh, za katere je bila dolo¢ena mejna vrednost
ostankov (MRL) ali mejna vrednost (ML), je odloCitvena meja za potr-
ditev (CCa) tista koncentracija, pri kateri in nad katero se lahko s stati-
sticno gotovostjo Stevilske vrednosti 1 — a dolo¢i, da je bila dovoljena
meja presezena.

(3)  Pri nedovoljenih ali prepovedanih snoveh ali dovoljenih snoveh,
za katere pri posamezni vrsti ali proizvodu mejna vrednost ostankov ali
mejna vrednost ni bila dolocena, je odloc¢itvena meja za potrditev (CCa)
najnizja raven koncentracije, pri kateri se lahko s statisticno gotovostjo
Stevilske vrednosti 1 — a doloci, da je prisoten doloCen analit.

(4)  Pri nedovoljenih ali prepovedanih farmakolosko aktivnih snoveh
je alfa (o) napaka 1 % ali manj. Za vse druge snovi je alfa (o) napaka
5 % ali manj.

Clen 6
Metode vzorcenja
Drzave clanice zagotovijo, da se vzorci odvzamejo, obravnavajo in

oznacijo v skladu s podrobnimi metodami vzorCenja iz Priloge II
k tej uredbi.

Clen 7

Razveljavitve in prehodni ukrepi

Odlocbi 2002/657/ES in 98/179/ES se razveljavita z dnem zacetka
veljavnosti te uredbe.

Vendar se do 10. junija 2026 zahteve iz tock 2 in 3 Priloge I k Odlocbi
2002/657/ES $e naprej uporabljajo za metode, ki so bile validirane pred
datumom zacetka veljavnosti te uredbe.

Za namene iz drugega odstavka Clena 8 Uredbe (EU) 2019/1871 se
Priloga II k Odlocbi 2002/657/ES Se naprej uporablja do 27. novembra
2022.

Clen 8
Zacetek veljavnosti
Ta uredba zacne veljati dvajseti dan po objavi v Uradnem listu
Evropske unije.

Ta uredba je v celoti zavezujoca in se neposredno uporablja v vseh
drzavah clanicah.
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PRILOGA 1

POGLAVIE 1
IZVEDBENA MERILA IN DRUGE ZAHTEVE ZA ANALIZNE METODE

1.1 Zahteve za presejalne metode
1.1.1  Kategorije ustreznih presejalnih metod

Kot ustrezne presejalne metode se uporabljajo kvalitativne, semikvanti-
tativne ali kvantitativne metode.

1.1.2  Zahteve za bioloske, biokemijske ali fizikalno-kemijske presejalne
metode

Pri prepovedanih ali nedovoljenih snoveh je CCp tako nizka, kot jo je
razumno mogoce doseci, vsekakor pa nizja od referencne vrednosti za
ukrepe (RPA) za snovi, za katere so v skladu z Uredbo (EU) 2019/1871
dolocene referencne vrednosti za ukrepe.

Pri dovoljenih farmakolosko aktivnih snoveh je CCP nizja od mejne
vrednosti ostankov (MRL) ali mejne vrednosti (ML).

Za namene presejanja se uporabljajo samo tiste analizne metode, za
katere je mogoce na dokumentirano sledljiv nacin dokazati, da so vali-
dirane in da delez lazno skladnih rezultatov ni vecji od 5 % ( beta (B)
napaka). V primeru rezultata, za katerega se sumi, da je neskladen, se ta
rezultat potrdi s potrditveno metodo.

Kvantitativne presejalne metode, ki se uporabljajo za presejanje in potr-
jevanje, izpolnjujejo enake zahteve glede tocnosti, razpona in natan¢no-
sti, kot je opisano v tockah 1.2.2.1 in 1.2.2.2.

1.2 Zahteve za potrditvene metode
1.2.1  Splosne zahteve za potrditvene metode

Pri prepovedanih ali nedovoljenih snoveh je CCa tako nizka, kot jo je
razumno mogoce doseci. Pri prepovedanih ali nedovoljenih snoveh, za
katere je v skladu z Uredbo (EU) 2019/1871 dolocena referencna vred-
nost za ukrepe, CCa ni vi§ja od referenéne vrednosti za ukrepe.

Pri dovoljenih snoveh je CCa visja od mejne vrednosti ostankov ali
mejne vrednosti, vendar jima mora biti ¢im blizja.

Za namene potrditve se uporabljajo samo analizne metode, za katere je
mogoce na dokumentirano sledljiv nacin dokazati, da so validirane in da
znaSa delez lazno neskladnih snovi (alfa (o) napaka) najve¢ 1 % za
prepovedane ali nedovoljene snovi ali najve¢ 5 % za dovoljene snovi.

Potrditvene metode zagotavljajo informacije o strukturni kemijski sestavi
analita. Zato potrditvene metode, ki temeljijo samo na kromatografski
analizi brez uporabe masne spektrometricne detekcije, same po sebi niso
primerne za uporabo kot potrditvene metode za prepovedane ali nedo-
voljene farmakolosko aktivne snovi. Ce masna spektrometrija ni
primerna za dovoljene snovi, se lahko uporabijo druge metode, kot sta
HPLC-DAD in HPLC-FLD, ali njihova kombinacija.
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Kadar je to potrebno glede na potrditveno metodo, se na zacetku
postopka ekstrakcije preizkusni koli¢ini doda primeren interni standard.
Glede na razpolozljivost se uporabijo analiti stabilne izotopsko oznacene
oblike, ki so zlasti primerni za masno spektrometri¢no detekcijo, ali
podobne spojine, ki so strukturno tesno povezane z analitom. Kadar ni
mogoCe uporabiti primernega internega standarda, se identifikacija
analita po moznosti potrdi s kokromatografijo (). V tem primeru se
zazna le en kromatografski vrh, pri ¢emer povecana viSina vrha (ali
plos¢ina pod vrhom) ustreza koli¢ini dodanega analita. Ce to ni izved-
ljivo, se uporabijo v matriksu pripravljeni standardi ali z matriksom
ojacani standardi.

1.2.2  Splosna izvedbena merila za potrditvene metode
1.2.2.1 Pravilnost glede na izkoristek

Pri ponovljenih analizah certificiranega referencnega materiala je odklon
eksperimentalno dolocenega glede na izkoristek popravljenega povpre-
¢nega masnega deleza od certificirane vrednosti v skladu z razponi
najmanjSe pravilnosti, navedenimi v preglednici 1.

Preglednica 1

NajmanjSa pravilnost kvantitativnih metod

Masni delez Razpon

< 1 pg/kg od —50 % do +20 %
od > 1 pg/kg do 10 pg/kg od —30 % do +20 %

> 10 pg/kg od 20 % do +20 %

Ce certificirani referenéni materiali niso na voljo, je sprejemljivo, da se
pravilnost meritev oceni na druge nacine, na primer z uporabo mate-
rialov z dodeljenimi vrednostmi iz medlaboratorijskih $tudij ali z dodaja-
njem znanih koli¢in analita(-ov) v slepi matriks.

1.2.2.2 Natan¢nost

Variacijski koeficient (CV) za ponovljene analize referencnega ali ojaca-
nega materiala v pogojih obnovljivosti znotraj laboratorija ne presega
ravni, izraCunane po Horwitzovi enacbi. Enacba je:

OV = p(1 — 05 log O

pri ¢emer je C masni delez, izrazen kot potenca (eksponent) 10 (npr.
1 mg/g = 107). Pri masnih deleZih pod 120 pg/kg z uporabo Horwitzove
enacbe dobimo nesprejemljivo visoke vrednosti. Zato najvecji dovoljeni
variacijski koeficient ni ve¢ji od vrednosti iz preglednice 2.

(") Kokromatografija je postopek, pri katerem se izvleek vzorca pred kromatografskim(-i)

korakom(-i) razdeli na dva dela. Prvi del se kromatografira kot tak. Drugi del se zmesa
s standardnim analitom, ki ga je treba izmeriti. Nato se tudi ta meSanica kromatografira.
Koli¢ina dodanega standardnega analita mora biti podobna ocenjeni koli¢ini analita
v izvle¢ku. Kokromatografija se uporablja za izboljSanje identifikacije analita, kadar se
uporabljajo kromatografske metode, zlasti kadar ni mogoce uporabiti nobenega primer-
nega internega standarda.



02021R0808 — SL — 10.06.2021 — 001.002 — 11

1.2.3

1.2.4
1.2.4.1

Preglednica 2

Sprejemljivi variacijski koeficient

Masni delez Obnovljivost CV (%)

> 1000 pg/kg 16 (na podlagi Horwitzove enacbe)

> 120 pg/kg — 1 000 pg/kg 22 (na podlagi Horwitzove enacbe)

10-120 pg/kg 25 (*)

< 10 pg/kg 30 (*)

(*) * Variacijski koeficient (CV, v odstotkih) je smernica in bi moral biti tako
nizek, kot je to razumno mogoce.

Za analize, izvedene v pogojih ponovljivosti, variacijski koeficient pri
pogojih ponovljivosti ni vi§ji od dveh tretjin vrednosti, navedenih
v preglednici 2.

Zahteve za kromatografsko locevanje

Pri tekocCinski (LC) ali plinski kromatografiji (GC) je najmanjsi sprejem-
ljivi retencijski ¢as za analizirane analite dvakratnik retencijskega Casa,
ki ustreza prostemu volumnu kolone. Retencijski Cas analita v izvleCku
ustreza retencijskemu Casu kalibracijskega standarda, v matriksu pripra-
vljenega ali z matriksom ojac¢anega standarda, z dovoljenim odstopanjem
+0,1 minute. Za hitro kromatografijo, pri kateri je retencijski Cas krajsi
od dveh minut, je sprejemljiv odklon za manj kot 5 % retencijskega
¢asa. Ce se uporablja interni standard, razmerje med kromatografskim
retencijskim ¢asom analita in retencijskim ¢asom internega standarda, tj.
relativni retencijski Cas analita, ustreza retencijskemu Casu kalibracij-
skega standarda, v matriksu pripravljenega ali z matriksom ojacanega
standarda z najvecjim odklonom 0,5 % pri plinski kromatografiji in 1 %
pri tekocinski kromatografiji za metode, validirane od datuma zacetka
veljavnosti te uredbe.

Posebna izvedbena merila za masno spektrometrijo
Masna spektrometricna detekcija

Masna spektrometri¢na detekcija se izvede z uporabo nekaterih od
naslednjih moznosti:

1. snemanje celotnih masnih spektrov (full scan);

2. spremljanje izbranega iona (SIM);

3. tehnike sekvendne masne spektrometrije (MS"), kot je spremljanje
izbrane reakcije (SRM);

4. kombinacija tehnik masne spektrometrije (MS) ali sekvencne masne
spektrometrije (MS") z ustreznimi nacini ionizacije.

Primerni sta masna spektrometrija nizke loc¢ljivosti (LRMS, pri loclji-
vosti masne enote) in masna spektrometrija visoke lo¢ljivosti (HRMS),
vkljuéno z dvojnim fokusnim podro¢jem, ¢asom preleta (TOF) in instru-
menti s krozno pastjo (Orbitrap).
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1.2.4.2

Za potrditev identitete analita pri masni spektrometriji visoke lo¢ljivosti
(HRMS) je masni odklon vseh diagnosti¢nih ionov manjsi od 5 ppm (ali
v primeru m/z < 200 manjs$i od 1 mDa). Na podlagi tega bi bilo treba
izbrati ucinkovito lo¢ljivost, ki ustreza svojemu namenu, pri ¢emer je
lo¢ljivost obic¢ajno vecja od 10 000 za celotni masni razpon pri 10-
odstotni visini doline ali 20 000 pri polni Sirini pri poloviéni maksimalni
vrednosti (FWHM).

Kadar se masno spektrometrijsko dolocanje opravi z zapisovanjem celo-
tnih masnih spektrov (LRMS in HRMS), so primerni samo diagnosti¢ni
ioni z ve¢ kot 10-odstotno relativno intenziteto v referenénem spektru
kalibracijskega standarda, v matriksu pripravljenega ali z matriksom
ojacanega standarda. Diagnosti¢ni ioni vkljucujejo molekulski ion (Ce
je prisoten pri > 10-odstotni intenziteti osnovnega vrha) in karakteristi¢ni
fragmentni ion ali produktni ion.

Izbor prekurzorskega iona: ko se masno spektrometricno dolocanje
izvaja s fragmentacijo po izboru prekurzorskega iona, se izbor prekur-
zorskega iona izvede pri locljivosti masne enote ali boljsi. Izbrani
prekurzorski ion pomeni molekulski ion, znacilne adukte molekulskega
iona, znagilne produktne ione ali enega od njihovih izotopnih ionov. Ce
ima izbrani prekurzor okence za masno izbiro z ve¢ kot enim daltonom
(npr. v primeru sistema podatkovnega neodvisnega zajemanja (DIA,
Data Independent Acquisition)), se tehnika Steje za potrditveno analizo
snemanja celotnih masnih spektrov.

Fragmentni in produktni ioni: izbrani fragmentni ali produktni ioni so
diagnosti¢ni fragmenti za merjeni analit/produkt. Neselektivni prehodi
(npr. cikloheptatrienil kation ali izguba vode) se izpustijo vedno, kadar
je to mogode. Stevilénost diagnostiénih ionov se dolo¢i na podlagi
povrsine vrha ali viSine integriranih ekstrahiranih ionskih kromatogra-
mov. To velja tudi, kadar se za identifikacijo uporabijo meritve s snema-
njem celotnih masnih spektrov. Razmerje med signalom in Sumom (S/N)
vseh diagnosti¢nih ionov mora biti najmanj tri proti ena (3:1).

Relativne intenzitete: relativne intenzitete diagnosti¢nih ionov (razmerje
ionov) so izrazene kot odstotek intenzitete iona z najvecjo zastopanostjo
ali prehoda. Ionsko razmerje je treba dolo¢iti s primerjavo spektrov ali
z integriranjem signalov ekstrahiranih ionskih masnih sledi. lonsko
razmerje analita, ki ga je treba potrditi, ustreza razmerjem med
v matriksu pripravljenih standardov ali z matriksom ojacanih standardov
ali standardnimi raztopinami pri primerljivih koncentracijah, izmerjenih
pod enakimi pogoji, v obmocju +40 % relativnega odklona.

Za vse masne spektrometricne analize se dolo¢i vsaj eno ionsko
razmerje. To so po moznosti ioni, dobljeni z enim samim snemanjem,
vendar lahko ioni izvirajo tudi iz razli¢nih snemanj v isti injekeiji (tj.
snemanje celotnega spektra in fragmentacijsko snemanje).

Identifikacija

Za izbiro ustreznih nacinov pridobivanja in meril za ocenjevanje se
uporablja sistem identifikacijskih tock. Za potrditev identitete snovi
v matriksu, za katere je dolo¢ena mejna vrednost ostankov (MRL)
(dovoljena uporaba), so potrebne najmanj Stiri identifikacijske tocke.
Pri nedovoljenih ali prepovedanih snoveh je potrebnih pet identifikacij-
skih tock. Ena tocka lahko izvira iz kromatografskega locevanja.
V preglednici 3 je prikazano Stevilo identifikacijskih tock, ki jih dobimo
z vsako od tehnik. Da se izpolnijo pogoji za identifikacijske tocke,
potrebne za potrditev, se lahko dodajo identifikacijske tocke, pridobljene
z razli¢nimi tehnikami.
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. Vse masne spektrometriéne analize se kombinirajo s tehniko loceva-
nja, ki izkazuje zadostno moc¢ locevanja in selektivnost za specificno
uporabo. Ustrezne tehnike loCevanja so med drugim tekoCinska in
plinska kromatografija, kapilarna elektroforeza (CE) in superkritiéna
tekoCinska kromatografija (SFC). V primeru analita, ki predstavlja
katero koli izobarno ali izomerno spojino, je za potrditev njegove
identitete obvezna sprejemljivost retencijskega Casa (tj. £0,5 % pri
plinski kromatografiji (GC) ter £1 % pri tekoc¢inski kromatografiji
(LC) in superkriti¢ni teko€inski kromatografiji (SFC)).

. Da se doseze najmanjSe Stevilo identifikacijskih tock, se lahko
kombinirajo najve¢ tri locene tehnike.

. Razli¢ni ionizacijski nacini (npr. elektronska ionizacija in kemicna
ionizacija) se Stejejo za razlicne tehnike.

Preglednica 3

Identifikacijske to¢ke za posamezno tehniko

Tehnika Identifikacijske tocke
Locevanje (nac¢in GC, LC, SFC, CE), 1
Ion LR-MS 1
Izbor prekurzorskih ionov pri 1 (posredno)

masnem razponu < +0,5 Da

Produktni ion LR-MS" 1,5
Ion HR-MS 1,5
Produktni ion HR-MS" 2,5

Preglednica 4

Primeri Stevila identifikacijskih toc¢k, dobljenih za serijo tehnik in njihovih kombinacij (n = celo

Stevilo)

Tehnika(-e) Logevanje Stevilo ionov Identifikacijske tocke
GC-MS (EI ali CI) GC n 1 +n
GC-MS (EI in CI) GC 2 (EI) + 2 (CI) 1+4=5
2 derivata GC-MS | GC 2 (derivat A) + 2 (derivat B) | 1 + 4=35
(EI ali CI)
LC-MS LC n (MS) 1+n
GC- ali LC-MS/MS | GC ali LC 1 prekurzorski + 2 produktna |1+ 1+2x 15=5
GC- ali LC-MS/MS | GC ali LC 2 prekurzorska + 2 produktna | 1 + 2 +2x 1,5=6
GC- ali LC-MS® GC ali LC 1 prekurzorski + 1 produktni [ 1 + 1+ 15+ 1,5=5

MS? + 1 produktni MS?

GC- ali LC-HRMS GC ali LC n 1 +nx1,5
GC- ali LC-HRMS/ | GC ali LC 1 prekurzorski (masni razpon < | 1 + 1 + 2,5=4,5
MS +0,5 Da) + 1 produktni
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Tehnika(-e) Locevanje Stevilo ionov Identifikacijske tocke
GC- ali LC-HRMS in | GC ali LC 1 ion pri snemanju celotnega | 1 + 1,5 + 2,5=5
HRMS/MS spektra + 1 produktni ion
HRMS (%)
GC- in LC-MS GC in LC 2 iona (GCMS) + | ion|l1+1+2+1+1=6
(LCMS)

(*) * Za izbor prekurzorskega iona se ne dobi nobena dodatna identifikacijska tocka, ¢e je ta prekurzorski ion isti ion (ali
adukt ali izotop) kot ion HRMS, ki se spremlja s snemanjem celotnega spektra.

1.2.5  Posebna izvedbena merila za dolocitev analita s tekocinsko kromatogra-
fijo z detekcijskimi tehnikami, ki niso masna spektrometrija

Samo pri dovoljenih snoveh se lahko kot alternativa metodam, ki teme-
ljijo na masni spektrometriji, uporabijo naslednje tehnike, ¢e so izpol-
njena ustrezna merila za te tehnike:

1. spektrofotometrija z detekcijo z diodnim nizom pri celotnem
snemanju (full-scan diode array spectrometry, DAD), ¢e se uporablja
s HPLC;

2. spektrofotometrija s fluorescen¢no detekcijo (FLD), ¢e se uporablja
s HPLC.

Tekocinska kromatografija z (enovalovno) detekcijo UV/VIS sama po
sebi ni primerna za uporabo kot potrditvena metoda.

1.2.5.1 Izvedbena merila za spektrofotometrijo z diodnim nizom pri celotnem
snemanju

Izpolnjena so izvedbena merila za kromatografsko loCevanje iz poglavja
1.2.3.

Najvecje absorpcijske vrednosti v UV-spektru analita so pri enaki
valovni dolzini, kot jih ima kalibracijski standard v matriksu, v mejah,
dolocenih z locljivostjo detekcijskega sistema. Pri detekciji z diodnim
nizom je ta meja obic¢ajno v obmocju £2 nm. Spekter analita nad 220 nm
se za tiste dele obeh spektrov z najmanj 10-odstotno relativno absor-
banco vidno ne razlikuje od spektra kalibracijskega standarda. To merilo
je izpolnjeno, ko so, prvi¢, prisotne iste najvisje vrednosti in, drugi¢, ko
razlika med spektroma v nobeni tocki ni vecja od 10 % absorbance
kalibracijskega standarda. Ce se uporabljajo rac¢unalnisko podprta knjiz-
nica, iskanje in ujemanje, mora primerjava spektralnih podatkov uradnih
vzorcev in kalibracijske raztopine presegati kriticni faktor ujemanja. Ta
faktor se dolo¢i med postopkom validacije za vsak analit na podlagi
spektrov, za katere so izpolnjena zgoraj opisana merila. Preveri se varia-
bilnost v spektrih, ki jo povzro€ita vzor¢ni matriks in uc¢inkovitost detek-
cije.

1.2.5.2 Izvedbena merila za spektrofotometrijo s fluorescenc¢no detekcijo

Izpolnjena so izvedbena merila za kromatografsko locevanje iz poglavja
1.2.3.

Vzbujalna in emisijska valovna dolzina v kombinaciji s kromatografskimi
pogoji se izbereta tako, da se ¢im bolj zmanjsa vpliv motecih komponent
v ekstraktih slepega vzorca. Med vzbujalno in emisijsko valovno dolzino
mora biti najmanj 50 nm.
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Najblizja najvi§ja to¢ka vrha v kromatogramu se lo¢i od oznacenega
vrha analita za najmanj eno celo Sirino vrha pri 10 % najvecje viSine
vrha analita.

To velja za molekule, ki so same po sebi fluorescencne, in molekule, ki
kazejo fluorescenco po preoblikovanju ali derivaciji.

POGLAVIE 2
VALIDACIJA
Znacilnosti ulinkovitosti, ki se dolo¢ijo za analizne metode

Z validacijo metode se dokaze, da je analizna metoda skladna z merili,
ki veljajo za ustrezne znaCilnosti ucinkovitosti. Za razline namene
nadzora so potrebne razlicne kategorije metod. V preglednici 5 je dolo-
¢eno, katero znacilnost ucinkovitosti je treba preveriti za katero vrsto
metode, dodatno pa je vsak parameter razlozen v tem poglavju.

Preglednica 5

Razvrstitev analiznih metod po znacilnostih ucinkovitosti, ki jih je treba doloditi

Potrjevanje Presejanje
Metoda
Kvalitativno Kvg ntita- Kwvalitativno Semlkvanma— Kvg ntita-
tivno tivno tivno
Snovi A A, B A, B A, B A, B
Identifikacija v skladu s tocko 1.2 X X
CCa X X
CcCp - X X X
Pravilnost X X
Natancnost X x) X
Relativni ucinek matriksa/absolutni izkori- X X
stek (*)
Selektivnost/specifi¢nost X X X X
Stabilnost (*) X X X X
Robustnost X X X X

x: Z validacijo je treba dokazati, da so izpolnjene zahteve glede znaCilnosti ucinkovitosti.

(x) Zahtev glede natan¢nosti iz poglavja 1.2.2.2 ni treba izpolnjevati pri semikvantitativnih presejalnih metodah. Doloci pa se

natan¢nost, da se dokaze primernost metode za izogibanje lazno skladnim rezultatom analiz.

A: prepovedane ali nedovoljene snovi

B: dovoljene snovi

(*) Ce so podatki o stabilnosti analitov v matriksu na voljo iz znanstvene literature ali drugega laboratorija, zadevnemu
laboratoriju teh podatkov ni treba Se enkrat dolo¢iti. Vendar je sklicevanje na razpolozljive podatke o stabilnosti analitov
v raztopini sprejemljivo le, ¢e se uporabljajo enaki pogoji.

(*) Ustrezno za metode masne spektrometrije (MS), da se z validacijo dokaze, da so izpolnjene zahteve glede znacilnosti
udinkovitosti. Relativni u¢inek matriksa metode se dolo¢i, kadar ta u¢inek med postopkom validacije ni bil ocenjen. Absolutni
izkoristek metode se doloc¢i, ¢e se ne uporablja interni standard ali umerjanje, ojacano z matriksom.
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2.2 Pravilnost, ponovljivost in obnovljivost znotraj laboratorija

V tem poglavju so navedeni primeri in reference za validacijske
postopke. Uporabijo se lahko tudi drugi pristopi za dokazovanje sklad-
nosti metode z izvedbenimi merili, ¢e dosegajo enako raven in kakovost
informacij.

2.2.1  Konvencionalna validacija

Za izraéun parametrov v skladu s konvencionalnimi metodami je treba
izvesti ve¢ posameznih eksperimentov. Vsako znacilnost ucinkovitosti je
treba dolociti za vsako ve¢jo spremembo (glej oddelek 2.4). Pri metodah
z ve¢ analiti se lahko hkrati analizira ve¢ analitov, ¢e se izkljucijo
morebitne pomembne motnje. Podobno se lahko dolo¢i ve¢ znacilnosti
ucinkovitosti. Da bi se ¢im bolj zmanjsala delovna obremenitev, je
priporoéljivo, da se poskusi ¢im bolj kombinirajo (npr. ponovljivost in
obnovljivost znotraj laboratorija s specifi¢nostjo, analiza slepih vzorcev
za dolocitev odlocitvene meje za potrditev in preskuSanje specifiénosti).

2.2.1.1 Pravilnost na podlagi certificiranega referencnega materiala

Zazeleno je, da se pravilnost analizne metode dolo¢i s certificiranim
referenénim materialom (CRM). Postopek za to je opisan v standardu
ISO 5725-4:1994 ().

V nadaljevanju je primer:

1. analizirajte Sest paralelk CRM v skladu z navodili za preskusSanje za
metodo;

2. dolo¢ite koncentracijo analita, prisotnega v posamezni paralelki
vzorca;

3. izraCunajte povprecje, standardni odklon in variacijski koeficient (%)
za teh Sest paralelk;

4. izracunajte pravilnost, tako da zaznano povprecno koncentracijo
delite s certificirano vrednostjo (izmerjeno kot koncentracija) in
rezultat pomnozite s 100, da se izrazi kot odstotek.

Pravilnost (%) = (povpre¢na zaznana koncentracija, korigirana z izkorist-
kom) x 100 / certificirana vrednost

2.2.1.2 Pravilnost na podlagi ojac¢anih vzorcev

Ce certificirani referen¢ni material ni na voljo, se pravilnost metode
doloci s preizkusi, pri katerih se uporabi ojacan slepi matriks, in sicer
najmanj v skladu z naslednjo shemo:

1. Za metode, validirane od datuma zacetka veljavnosti te uredbe, izbe-
rite slepi material in ga ojacajte s koncentracijo:

(?) ISO 5725-4:2020 Tocnost (pravilnost in natan¢nost) merilnih metod in rezultatov— del 4:
Temeljne metode dolo¢anja pravilnosti standardne merilne metode (klavzula 3).
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(a) 0,5(), 1,0 in 1,5-kratnika referenéne vrednosti za ukrepe; ali

(b) 0,1 (*), 1,0 in 1,5-kratnik mejne vrednosti ostankov ali mejne
vrednosti za dovoljene snovi; ali

(c) 1,0-, 2,0- in 3,0-kratnik najnizje koncentracijske tocke (LCL) za
nedovoljene snovi (za katere referencna vrednost za ukrepe ni
bila dolocena).

2. Na vsakem nivoju se analiza izvede z najmanj Sestimi paralelkami.

3. Analizirajte vzorce.

4. Izracunajte koncentracijo, zaznano v posameznem VZOrcu.

5. IzraCunajte pravilnost za vsak vzorec z uporabo spodnje enacbe in
nato za Sest rezultatov izracunajte povprecno pravilnost in variacijski

koeficient za posamezno raven koncentracije.

Pravilnost (%) = (povpre¢na ugotovljena koncentracija s popravkom
izkoristka) x 100 / stopnja ojacitve

Pri metodah za dovoljene snovi, validirane pred datumom zacetka
uporabe te uredbe, zadostuje doloCitev pravilnosti metode s Sestimi
ojacanimi alikvoti pri 0,5-, 1,0- in 1,5-kratniku mejne vrednosti ostankov
ali mejne vrednosti.

2.2.1.3 Ponovljivost

1. Pri metodah, validiranih od datuma zacetka veljavnosti te uredbe, se
pripravi niz vzorcev identi¢nih slepih matriksov iste vrste. Ojacajo se
z analitom, da se doseZejo koncentracije, enakovredne:

(a) 0,5- (), 1,0- in 1,5-kratniku referen¢ne vrednosti za ukrepe ali

(b) 0,1- (%), 1,0- in 1,5-kratniku mejne vrednosti ostankov ali mejne
vrednosti pri dovoljenih snoveh ali

(c) 1,0-, 2,0- in 3,0-kratniku najnizje koncentracijske tocke za nedo-
voljene ali prepovedane snovi, ¢e se referentna vrednost za
ukrepe ne uporablja.

2. Na vsakem nivoju se analiza izvede z najmanj Sestimi paralelkami.
3. Analizirajte vzorce.

4. Izracunajte koncentracijo, zaznano v posameznem VZorcu.

5. IzraCunajte povpre¢no koncentracijo, standardni odklon in variacijski
koeficient (%) ojacanih vzorcev.

6. Te korake ponovite e najmanj dvakrat.

7. Izracunajte skupne povprecne koncentracije, standardne odklone (tako
da izraCunate povpre¢je standardnega odklona, kvadriranega za posa-
mezne ponovitve, in izra¢unate kvadratni koren) in variacijske koefi-
ciente za ojacane vzorce.

(®) Kadar pri nedovoljeni farmakolosko aktivni snovi validacije koncentracije 0,5-kratnika

referencne vrednosti za ukrepe ni mogoce razumno doseci, se lahko koncentracija, ki je

0,5-kratnik referenéne vrednosti za ukrepe, nadomesti z najnizjo koncentracijo med 0,5-

in 1,0-kratnikom referenéne vrednosti za ukrepe, ki jo je razumno mogoce doseci.

Kadar pri dolo¢eni farmakolosko aktivni snovi validacije koncentracije 0,1-kratnika refe-

renéne vrednosti za ukrepe ni mogoce razumno doseci, se lahko koncentracija, ki je 0,1-

kratnik referen¢ne vrednosti za ukrepe, nadomesti z najnizjo koncentracijo med 0,1-

in 0,5-kratnikom referencne vrednosti za ukrepe, kot jo je mogoce razumno doseci.

Kadar pri nedovoljeni farmakolosko aktivni snovi validacije koncentracije 0,5-kratnika

referencne vrednosti za ukrepe ni mogoce razumno doseci, se lahko koncentracija, ki je

0,5-kratnik referencne vrednosti za ukrepe, nadomesti z najnizjo koncentracijo med 0,5-

in 1,0-kratnikom referenéne vrednosti za ukrepe, ki jo je razumno mogode doseci.

(°) Kadar pri doloceni farmakolosko aktivni snovi validacije koncentracije 0,1-kratnika refe-
renéne vrednosti za ukrepe ni mogode razumno doseci, se lahko koncentracija, ki je 0,1-
kratnik referencne vrednosti za ukrepe, nadomesti z najnizjo koncentracijo med 0,1-
in 0,5-kratnikom referenéne vrednosti za ukrepe, kot jo je mogoce razumno doseci.

(4

-~

(5

~
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Pri metodah za dovoljene snovi, validirane pred datumom zacetka
veljavnosti te uredbe, zadostuje dolocitev ponovljivosti z ojacanimi
matriksi v koncentracijah 0,5-, 1,0- in [,5-kratnika mejne vrednosti
ostankov ali mejne vrednosti.

Druga moznost je, da se ponovljivost izratuna v skladu s standardom
ISO 5725-2:2019 (7).

Obnovljivost znotraj laboratorija

1. Za validacije, izvedene po datumu zacetka veljavnosti te uredbe,
pripravite niz vzorcev doloCenega preizkusnega materiala (z enakimi
ali razliénimi matriksi), ojacanih z analitom(-i), da dobite koncentra-
cije, enakovredne:

(a) 0,5-(%), 1,0- in 1,5-kratniku referencne vrednosti za ukrepe ali

() 0,1-(%), 1,0- in 1,5-kratniku mejne vrednosti ostankov ali mejne
vrednosti za dovoljene snovi ali

(c) 1,0-, 2,0- in 3,0-kratniku najnizje koncentracijske tocke za nedo-
voljene ali prepovedane snovi, ¢e se referentna vrednost za
ukrepe ne uporablja.

2. Na vsaki ravni koncentracije analizo izvedite z najmanj Sestimi para-
lelkami slepega materiala.

3. Analizirajte vzorce.
4. Izracunajte koncentracijo, zaznano v posameznem VZOrcu.

5. Te korake ponovite vsaj dvakrat z razlicnimi serijami slepega mate-
riala, razli€nimi izvajalci in v ¢im ve¢ razli¢nih pogojih okolja, npr.
z razlinimi serijami reagentov in topil, pri razli¢nih sobnih tempe-
raturah, z razlicnimi instrumenti ali variacijo drugih parametrov.

6. Dolocite povprecno koncentracijo, standardni odklon in variacijski
koeficient (%) ojacanih vzorcev.

Pri metodah za dovoljene snovi, validirane pred datumom zacetka
veljavnosti te uredbe, zadostuje dolocitev obnovljivosti znotraj labo-
ratorija z ojaCanimi matriksi v koncentracijah 0,5-, 1,0- in 1,5-krat-
nika mejne vrednosti ostankov ali mejne vrednosti.

Druga moznost je, da se obnovljivost znotraj laboratorija /srednja
natan¢nost izraCuna v skladu s standardi ISO 5725-2:2019, ISO
11843-1:1997 (®) in Codex CAC/GL 59-2006 (°).

Validacija po alternativnih modelih

Za izraCun parametrov v skladu z alternativnimi modeli je treba izvesti
poskusni nacrt. Poskusni nacrt se oblikuje glede na Stevilo razli¢nih vrst
in razliénih faktorjev, ki se preiskujejo. Zato se pri prvem koraku celot-
nega postopka validacije upostevajo populacije vzorcev, ki bodo v labo-
ratoriju analizirane v prihodnosti, da se dolo¢ijo najpomembnejse vrste
in faktorji, ki lahko vplivajo na rezultate meritev. Faktorski pristop
omogoca, da se oceni merilna negotovost rezultatov preizkusa, dobljenih

(") 1SO 5725-2:2019 Toénost (pravilnost in natanénost) merilnih metod in rezultatov— del 2:

Osnovna metoda za dolo¢anje ponovljivosti in obnovljivosti standardne merilne metode
(klavzula 3).

(®) ISO 11843-1:1997 Capability of detection — Part 1: Terms and definitions (Zmoznost
zaznavanja — del 1: Izrazi in opredelitve pojmov).

(°) Codex Alimentarius Commission, Food and Agriculture Organization of the United
Nations, World Health Organization, Guidelines on estimation of uncertainty of results
(CAC/GL 59-2006).
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Q)

)

v razliénih preizkusnih pogojih v zadevnem laboratoriju, kot so razli¢ni
analitiki, razlicni instrumenti, razli¢ne serije reagentov, razlicni matriksi,
razliéni pretedeni Casi preizkusa in razlicne temperature preizkusa. Nato
je treba glede na namen izbrati razpon koncentracij v skladu z mejno
vrednostjo ostankov ali mejno vrednostjo za dovoljene snovi ali refe-
renéno vrednostjo za ukrepe ali najnizjo koncentracijsko to¢ko za prepo-
vedane ali nedovoljene snovi.

Namen faktorskega pristopa je dolociti zanesljive podatke o natancnosti
in podatke o meritvah s hkratnim nadzorovanim spreminjanjem izbranih
faktorjev. Omogoca oceno skupnega vpliva faktorskih in nakljuc¢nih
uéinkov. Poskusna zasnova omogoca tudi preiskavo robustnosti (°) anal-
izne metode in doloCitev standardnega odklona interne obnovljivosti po
matriksih.

V nadaljevanju je primer alternativnega pristopa z uporabo nadrta orto-
gonalne poskusne zasnove.

Preudi se lahko do sedem faktorjev (faktorji uma). Studija je zasnovana
tako, da se lahko natancnost, pravilnost (na podlagi ojacanih vzorcev),
obcutljivost, merilna negotovost in kriti¢ne koncentracije doloc¢ijo hkrati
z izvajanjem poskusnega nacrta.

Preglednica 6

Primer nadrta ortogonalne poskusne zasnove s sedmimi faktorji (I-VII),
spremenjenimi na dveh nivojih (A/B), v validacijski Studiji z osmimi ponovitvami
(kombinacija faktorskih nivojev)

Faktor I I I v \% V1 Vil
Ponovitev 01 A A A A A A A
Ponovitev 02 A A B A B B B
Ponovitev 03 A B A B A B B
Ponovitev 04 A B B B B A A
Ponovitev 05 B A A B B A B
Ponovitev 06 B A B B A B A
Ponovitev 07 B B A A B B A
Ponovitev 08 B B B A A A B

Znatilnosti metode se izraCunajo, kot je opisano v Jillicher in drugi ('!).

Spremembe poskusnih pogojev, na katere se to nanasa, lahko vkljucujejo vzorcne

materiale, analite, pogoje shranjevanja, okoljske pogoje in/ali pogoje priprave vzorca.
Za vse poskusne pogoje, ki bi lahko v praksi nihali (npr. stabilnost reagentov, sestava
vzorca, pH, temperatura), se navedejo morebitne spremembe, ki bi lahko vplivale na
rezultat analize.

Jilicher, B., Gowik, P., in Uhlig, S. (1998) Assessment of detection methods in trace
analysis by means of a statistically based in-house validation concept. Analitik, 120,
173.
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2.3

2.4

Drugi validacijski pristopi

Uporabijo se lahko tudi drugi pristopi, s katerimi se dokaze, da metoda
izpolnjuje izvedbena merila za znacilnosti ucinkovitosti, ¢e dosegajo
enako raven in kakovost informacij. Validacija se lahko izvede tudi
z medlaboratorijsko $tudijo, kot je dolocena v standardu Codex Alimen-
tarius, ISO ali IUPAC ('?), ali v skladu z alternativnimi metodami, kot so
Studije posami¢nega laboratorija ali znotrajlaboratorijska validacija (13).
Kadar se uporabijo postopki alternativne validacije, se v validacijskem
protokolu dolocita osnovni model in strategija z zadevnimi osnovnimi
pogoji, predpostavkami in formulami ali pa se vsaj navedejo reference
o njihovi razpolozljivosti.

Selektivnost/specificnost

Sposobnost razlikovanja med analitom in snovmi, ki so tesno povezane,
se dolo¢i v najvedji mozni meri. Doloé¢i se interferenca homologov,
izomerov, degradacijskih produktov, endogenih snovi, analogov, pres-
novnih produktov v iskanem ostanku, spojin matriksa ali katere koli
druge potencialno motece snovi, metoda pa se po potrebi spremeni, da
se preprecijo prepoznane motnje. Za dolocitev specificnosti metode se
uporabi naslednji pristop:

1. izberite vrsto kemijsko sorodnih spojin ali drugih snovi, ki bi se lahko
pojavile z iskano spojino, ki je lahko prisotna v vzorcih, in preverite,
ali bi lahko motile analizo ciljnega(-ih) analita(-ov);

2. analizirajte primerno Stevilo reprezentativnih slepih vzorcev, npr.
razliénih serij ali serij razli¢nih zivalskih vrst (n > 20), ter preverite
morebitne motnje signalov, vrhov ali sledi ionov v predelih, kjer se
pricakuje, da bo ciljni analit eluiral;

3. ojaCajte reprezentativne slepe vzorce do ustrezne koncentracije
s snovmi, ki bi lahko motile identifikacijo in/ali kvantifikacijo analita
ter raziscite, ali dodana snov:

(a) lahko vodi k lazni identifikaciji;

(b) ovira identifikacijo ciljnega analita;

(c) opazno vpliva na kvantifikacijo.

Robustnost

Nadaljnja ucinkovitost analizne metode se preizkusi v razli¢nih
poskusnih pogojih, ki vkljuCujejo na primer razli¢ne pogoje vzorcenja
in manjSe spremembe, do katerih lahko pride pri rutinskem preskusanju.
Pri preskusanju robustnosti metode bi morale biti spremembe poskusnih
pogojev manjSe. Oceni se pomen teh sprememb. Vsaka znacilnost ucin-
kovitosti se dolo¢i za vse manjSe spremembe, za katere se je izkazalo, da
pomembno vplivajo na izvedljivost preizkusa.

('?) TUPAC (1995), Protocol for the design, conduct and interpretation of method-perfor-
mance studies (Protokol za oblikovanje, izvajanje in razlago Studij ucinkovitosti meto-
de), Pure & Applied Chem. 67, 331.

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

Stabilnost

Doloéi se stabilnost kalibracijskega standarda, v matriksu pripravljenega
ali z matriksom ojacanega standarda ter analita ali sestavin matriksa
v vzorcu med shranjevanjem ali analizo, saj lahko nestabilnosti vplivajo
na rezultate preizkusa.

Obicajno je stabilnost analita znacilna v razlicnih pogojih shranjevanja.
Zahtevane informacije lahko zagotovijo poskusi, izvedeni za spremljanje
pogojev shranjevanja standardov in vzorcev, ki se izvajajo v okviru
obiCajnega laboratorijskega sistema akreditacije in nadzora kakovosti.
Ce so na voljo podatki o stabilnosti za analite v matriksu (npr. na
podlagi informacij iz EURL, objavljenih podatkov itd.), teh podatkov
ni treba dolociti v vsakem laboratoriju. Vendar je sklicevanje na razpo-
lozljive podatke o stabilnosti analitov v raztopini in v matriksu sprejem-
ljivo le, ¢e se uporabljajo enaki pogoji.

Ce zahtevani podatki o stabilnosti niso na voljo, je treba uporabiti
naslednje pristope.

Dolocanje stabilnosti analita v raztopini

1. Pripravite svezo zalozno raztopino analita(-ov) in razredCite po navo-
dilih za preskusanje, da dobite dovolj alikvotov (npr. 40) vsake
izbrane koncentracije. Pripravijo se vzorci:

(a) raztopin analita, ki se uporabljajo za ojacanje;

(b) analitnih raztopin, uporabljenih za konéno analizo;

(c) katere koli druge raztopine, ki je zanimiva (npr. derivatizirani
standardi).

2. Izmerite vsebnost analita v sveze pripravljeni raztopini po navodilih
za preskusanje.

3. Porazdelite ustrezne volumne v primerne vsebnike, oznacite ter shra-
nite pri svetlobnih in temperaturnih pogojih v skladu s shemo iz
preglednice 7. Cas shranjevanja se izbere ob upotevanju uporabljene
analizne prakse, po moznosti dokler se ne opazijo prvi pojavi degra-
dacije med identifikacijo in/ali kvantifikacijo. Ce med stabilnostno
Studijo ni opazena degradacija, je trajanje shranjevanja pri stabilnostni
Studiji enako trajanju najdaljSega shranjevanja raztopine.

4. Izracunajte koncentracijo analita(-ov) v vsakem alikvotu v primerjavi
s koncentracijo analita v sveZze pripravljeni raztopini po naslednji
formuli:

Preostanek analita (%) = C; x 100 / Cyyeza

C; = koncentracija ob casovni tocki i

Csveza = koncentracija sveze raztopine

Povprecna vrednost petih raztopin paralelk, ki so bile shranjene, od
povprecne vrednosti petih sveze pripravljenih raztopin paralelk ne
odstopa za ve¢ kot 15 %. Povprecna vrednost petih sveze pripravljenih
raztopin se uporabi kot osnova za izraCun razlike v odstotkih.
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2.6

Preglednica 7

Shema za dolocitev stabilnosti analita v raztopini

-20 °C +4°C +20 °C
Temno 10 alikvotov 10 alikvotov 10 alikvotov
Svetlo 10 alikvotov

Dolocanje stabilnosti analita(-ov) v matriksu

1. Ce je mogole, uporabite nastale vzorce. Ce ni na voljo nobenega
nastalega matriksa, se uporabi slepi matriks, ojacan z analitom.

2. Ce je nastali matriks na voljo, dolo¢ite koncentracijo v matriksu,
dokler je matriks Se svez. Nadaljnje alikvote homogeniziranega nasta-
lega matriksa shranite pri —20 °C ali manj, ¢e je potrebno, in dolodite
koncentracije analita, dokler se vzorec hrani v laboratoriju.

3. Ce ni na voljo nobenega nastalega matriksa, vzemite nekaj slepega
matriksa in ga homogenizirajte. Matriks razdelite na pet alikvotov.
Vsak alikvot ojacajte z analitom, ki naj bi bil po moznosti pripravljen
v majhni koli¢ini vodne raztopine. En alikvot analizirajte takoj.
Ostale alikvote shranite pri najmanj —20 °C ali manj, ¢e je potrebno,
ter jih analizirajte po kratko-, srednje- in dolgorocnem shranjevanju
ob upostevanju uporabljenih analiznih metod.

4. Zabelezite najdaljsi sprejemljivi Cas shranjevanja in optimalne pogoje
shranjevanja.

Povpre¢na vrednost petih raztopin paralelk, ki so bile shranjene, od
povpre¢ne vrednosti petih sveze pripravljenih raztopin paralelk odstopa
za najve¢ interno laboratorijsko obnovljivost metode. Povprecna vred-
nost petih sveze pripravljenih raztopin se uporabi kot osnova za izraGun
razlike v odstotkih.

Odlolitvena meja za potrditev (CCa)

CCua se doloci za potrditvene metode. CCa se dolo¢i v pogojih, ki so
v skladu z zahtevami za identifikacijo ali identifikacijo in kvantifikacijo,
kot je opredeljeno v ,JIzvedbenih merilih in drugih zahtevah za analizne
metode® iz poglavja 1.

Za nadzor skladnosti vzorcev je bila kombinirana standardna merilna
negotovost ze upostevana v vrednosti CCa (odloCitvena meja za potrdi-
tev).

1. Za nedovoljene ali prepovedane farmakolosko aktivne snovi se CCa
izraGuna na naslednji nacin:

(a) Metoda 1: s postopkom kalibracijske krivulje v skladu s stan-
dardom ISO 11843-1:1997 (') (v nadaljevanju: kriti¢na vrednost
spremenljivke Cistega stanja). V tem primeru se uporabi slepi
material, ki se ojaca na in nad referencno vrednost za ukrepe
ali na in nad najnizjo koncentracijsko tocko v ekvidistancnih
korakih. Analizirajte vzorce. Po identifikaciji zabelezite signal,
kjer je to mogoce, ali ponovno izracunano koncentracijo glede
na dodano koncentracijo. Ustrezna koncentracija na odseku na osi

(') 1SO 11843-1:1997 Capability of detection — Part 1: Terms and definitions (ZmoZnost

zaznavanja — del 1: Izrazi in opredelitve pojmov).
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y plus 2,33-kratnik standardnega odklona obnovljivosti znotraj
laboratorija na odseku je enaka odlocitveni meji. Ta metoda se
uporablja samo za kvantitativne preizkuse. Odlocitvene meje,
dobljene s tem pristopom, se preverijo z analizo slepega matriksa,
ojaCanega na izracunano odlo¢itveno mejo.

(b) Metoda 2: z analiziranjem najmanj 20 reprezentativnih slepih
materialov na matriks, da se lahko izraCuna razmerje signal/Sum
pri casovnem okencu, v katerem se pricakuje analit. Trikratno
razmerje signal/Sum se lahko uporabi kot odloCitvena meja. To
se uporablja za kvantitativne in kvalitativne preizkuse. Odlocit-
vene meje, dobljene s tem pristopom, se preverijo z analizo
slepega matriksa, ojacanega na izracunano odlocitveno mejo.

(¢) Metoda 3: CCa = LCL + k(enostransko, 99 %) » (kombinirana)

(LCL)

Za nedovoljene ali prepovedane farmakolosko aktivne snovi se
lahko, odvisno od validacijskega poskusa (in stopnje njegove
neopore¢nosti), razumno uporabi t-porazdelitev ali — e se kot
osnova vzame Gaussova porazdelitev (enostranska, n = o) — k-
faktor, ki znaSa 2,33.

Obnovljivost znotraj laboratorija in pravilnost sta primerni za
opredelitev (kombinirane) standardne merilne negotovosti, ¢e se
ta dolo¢i ob upostevanju vseh pomembnih vplivnih dejavnikov.

Metoda 2 za izracun CCa se lahko uporablja samo do 1. januarja
2026 pri metodah, validiranih pred datumom zacetka veljavnosti te
uredbe. Za metode, validirane po zacetku veljavnosti te uredbe, se
lahko uporablja samo metoda 1 ali 3.

2. Za dovoljene snovi se CCo izracuna na naslednji nacin:

(a) Za dovoljene snovi v kombinacijah matriks/vrsta, za katere je bila
doloc¢ena mejna vrednost ostankov ali mejna vrednost:

(i) Metoda 1: s postopkom kalibracijske krivulje v skladu s stan-
dardom ISO 11843-1:1997 (v nadaljevanju: kritina vrednost
spremenljivke Cistega stanja). V tem primeru se uporabi slepi
material, ki se ojaca na in nad mejno vrednost ostankov ali
mejno vrednost v ekvidistan¢nih korakih. Analizirajte vzorce.
Po identifikaciji zabelezite signal, kjer je to mogoce, ali
ponovno izracunano koncentracijo glede na dodano koncen-
tracijo. Ustrezna koncentracija pri mejni vrednosti ostankov
ali mejni vrednosti plus 1,64-kratnik standardnega odklona
obnovljivosti znotraj laboratorija pri dovoljeni meji je enaka
odlocitveni meji (a0 = 5 %).

(i) Metoda 2: CCo = MRL (ali ML) + k(enostransko, 95 %) x
(kombinirana) standardna merilna negotovost pri mejni vred-
nosti ostankov (MRL) ali mejni vrednosti (ML).

Za dovoljene snovi se lahko, odvisno od validacijskega poskusa
(in stopnje njegove neoporec¢nosti), razumno uporabi t-porazde-
litev ali — ¢e se kot osnova vzame Gaussova porazdelitev (eno-
stranska, n = o) — k-faktor, ki znasa 1,64.
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Obnovljivost znotraj laboratorija in pravilnost sta primerni za
opredelitev (kombinirane) standardne merilne negotovosti, ¢e se
ta dolo¢i ob upostevanju vseh pomembnih vplivnih dejavnikov.

Za farmakolosko aktivne snovi, za katere je doloCena mejna
vrednost ostankov za vsoto razlitnih snovi, se CCa snovi
z najvisjo koncentracijo v vzorcu uporabi kot CCa za oceno
vsote sSnovi v merjenem vzorcu.

(b) Za dovoljene snovi v kombinacijah matriks/vrsta, za katere mejna
vrednost ostankov ni bila doloc¢ena, ostanki ne smejo biti prisotni,
razen ¢e je bilo uvedeno dovoljeno zdravljenje v skladu s ¢lenom
11 Direktive 2001/82/ES. Za dovoljene snovi, za katere mejna
vrednost ostankov ni bila dolocena, se za izracun CCo uporabi
kaskadna mejna vrednost ostankov, doloc¢ena z Izvedbeno uredbo
Komisije (EU) 2018/470 ('%). Uporabi se metoda 1 ali 2 iz zgor-
njega odstavka, vendar se ,,mejna vrednost ostankov‘ nanaSa na
,,0,5-kratnik kaskadne mejne vrednosti ostankov, s ciljnim 0,1-
kratnikom kaskadne mejne vrednosti ostankov, kadar je to
razumno izvedljivo.*

2.7 Dolocitvena sposobnost za presejanje (CCp)

CCB se doloc¢i za presejalne metode. CCP se doloc¢i, kakor je oprede-
ljeno v ,lzvedbenih merilih in drugih zahtevah za analizne metode® iz
poglavja 1 te Priloge, in v skladu z zahtevami iz preglednice 5. Vendar
za presejalne metode ni treba uporabiti vseh zahtev za identifikacijo (glej
tocke 1.2.3, 1.2.4 in 1.2.5).

1. Za nedovoljene ali prepovedane farmakolosko aktivne snovi se zago-
tovi najvecja beta (B) napaka, ki znasa 5 %. CCP se izraCuna na
naslednji nacin:

(a) Metoda 1: postopek kalibracijske krivulje v skladu s standardom
ISO 11843-1:1997 (v nadaljevanju: najmanjsa detekcijska vred-
nost spremenljivke Cistega stanja). V tem primeru se uporabi
reprezentativni slepi material, ki se oja¢a na in pod referencno
vrednost za ukrepe, ¢e pa ta ni dolocena, okrog ciljne koncen-
tracije pri presejanju, v ekvidistanénih korakih. Analizirajte
vzorce. Zabelezite signal glede na dodano koncentracijo. Ustrezna
koncentracija pri ciljni koncentraciji pri presejanju (STC) plus
1,64-kratnik standardnega odklona obnovljivosti znotraj laborato-
rija povpre¢ne izmerjene vsebnosti pri ciljni koncentraciji pri
presejanju je enaka dolocitveni sposobnosti. Ekstrapolacija, ki
nivoja ojacanja), se potrdi s poskusnimi podatki na stopnji vali-
dacije.

(b

~

Metoda 2: preiskava ojaCanega slepega materiala na ravneh
koncentracije pri ciljni koncentraciji pri presejanju in nad njo.
Za vsako raven koncentracije je treba analizirati 20 ojacanih
slepih materialov, da se zagotovi zanesljiva osnova za to doloci-
tev. Raven koncentracije, pri kateri ostane samo < 5 % lazno
skladnih rezultatov, je enaka doloCitveni sposobnosti metode.

(c

~

Metoda 3: CCB = STC + k(enostransko, 95 %) x (kombinirana)
standardna merilna negotovost pri ciljni koncentraciji pri prese-
janju (STC) ali nad njo.

Za nedovoljene ali prepovedane farmakolosko aktivne snovi se
lahko, odvisno od validacijskega poskusa (in stopnje njegove
neopore¢nosti), razumno uporabi t-porazdelitev ali — e se kot
osnova vzame Gaussova porazdelitev (enostranska, n = o) — k-
faktor, ki znasa 1,64.

(*) Izvedbena uredba Komisije (EU) 2018/470 z dne 21. marca 2018 o podrobnih pravilih

glede mejnih vrednosti ostankov, ki jih je treba upostevati za nadzor Zivil, pridobljenih
iz zivali, ki se zdravijo v EU v skladu s ¢lenom 11 Direktive 2001/82/ES (UL L 79,
22.3.2018, str. 16).
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2.8

Obnovljivost znotraj laboratorija in pravilnost sta primerni za
opredelitev (kombinirane) standardne merilne negotovosti, ¢e se
ta dolo¢i ob upostevanju vseh pomembnih vplivnih dejavnikov.

2. Za dovoljene snovi se zagotovi najveCja beta (B) napaka, ki znasa
5 %. CCP se izraCuna na naslednji nacin:

(a) Metoda 1: s postopkom kalibracijske krivulje v skladu s stan-
dardom ISO 11843-1:1997 (v nadaljevanju: najmanjsa detek-
cijska vrednost spremenljivke Cistega stanja). V tem primeru se
uporabi reprezentativni slepi material, ki je ojatan na in pod
dovoljeno mejo, zacensi s ciljno koncentracijo pri presejanju,
v ekvidistan¢nih korakih. Analizirajte vzorce in identificirajte
analit(-e). Izracunajte standardni odklon povpreéne izmerjene
vsebnosti pri ciljni koncentraciji pri presejanju.

Ustrezna koncentracija pri ciljni koncentraciji pri presejanju plus
1,64-kratnik standardnega odklona obnovljivosti znotraj laborato-
rija povprecne izmerjene vsebnosti pri ciljni koncentraciji pri
presejanju je enaka doloCitveni sposobnosti.

(b) Metoda 2: s preiskavo ojacanega slepega materiala pri ravneh
koncentracije, ki so pod dovoljeno mejno vrednostjo. Za vsako
raven koncentracije je treba analizirati 20 ojacanih slepih mate-
rialov, da se zagotovi zanesljiva osnova za to doloCitev. Raven
koncentracije, pri kateri ostane samo < 5 % lazno skladnih rezul-
tatov, je enaka dolocitveni sposobnosti metode.

(c) Metoda 3: CCB = STC + k(enostransko, 95 %) x (kombinirana)
standardna merilna negotovost pri ciljni koncentraciji pri prese-
janju (STC) ali nad njo.

Pri dovoljenih snoveh se lahko, odvisno od validacijskega
poskusa (in stopnje njegove neopore¢nosti), razumno uporabi t-
porazdelitev ali — ¢e se kot osnova vzame Gaussova porazdelitev
(enostranska, n = o) — k-faktor, ki znasa 1,64 (ne glede na
kaskadno uporabo ali redno uporabo mejne vrednosti ostankov).

Obnovljivost znotraj laboratorija in pravilnost sta primerni za
opredelitev (kombinirane) standardne merilne negotovosti, ¢e se
ta dolo¢i ob upostevanju vseh pomembnih vplivnih dejavnikov.

Za farmacevtsko aktivne snovi, za katere je dolo¢ena mejna vrednost
ostankov za vsoto razli¢nih snovi, se CCPB snovi z najvi§jo koncen-
tracijo v vzorcu uporabi kot CCp, da se oceni vsota snovi v merjenem
vzorcu.

Kalibracijske krivulje

Kadar se za kvantifikacijo uporabljajo kalibracijske krivulje:

(1) bi bilo treba pri izdelavi krivulje po moZznosti uporabiti najmanj pet
ekvidistanénih nivojev (vkljuéno z nicelnim nivojem);

(2) opise se delovno obmocje krivulje;

(3) opise se matemati¢na formula krivulje in prileganje podatkov (deter-
minacijski koeficient R?) s krivuljo;
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2.9

2.10

(4) opisejo se obmocja sprejemljivosti za parametre krivulje.

Za kalibracijske krivulje, ki temeljijo na standardni raztopini, v matriksu
pripravljenega ali z matriksom ojacanega standarda se oznacijo sprejem-
ljivi parametri kalibracijske krivulje, ki se lahko razlikujejo od ene serije
do druge.

Absolutni izkoristek

Absolutni izkoristek metode se dolo¢i, ¢e se ne uporablja interni stan-
dard ali umerjanje, ojacano z matriksom.

Kadar so izpolnjene zahteve za pravilnost, doloene v preglednici 1, se
lahko uporabi stalni faktor popravka. V nasprotnem primeru se za zadevno
serijo uporabi dobljeni faktor izkoristka. Namesto faktorja popravka z izko-
ristkom se lahko uporabi postopek standardne adicije ('°) ali metoda inter-
nega standarda.

Absolutni izkoristek se izracuna za najmanj Sest reprezentativnih serij
matriksa.

En alikvot slepega matriksa se ojaca z analitom pred ekstrakcijo, drugi
alikvot slepega matriksa pa se ojaca po pripravi vzorca na ustrezni ravni
koncentracije in dolo¢i se koncentracija analita.

Izkoristek se izraCuna kot:

Izk (analit) = (z matriksom ojacan standard) / (v matriksu pripravljeni
standard) x 100

Relativni u¢inki matriksa

Relativni uc¢inek matriksa se dolo¢i v vseh primerih. To se lahko izvede
v okviru validacije ali v locenih poskusih. Relativni ucinek matriksa se
izratuna za vsaj 20 razlicnih slepih serij (matriksa/vrste) glede na
podrocje uporabe metode, npr. razlicne vrste, ki jih je treba zajeti.

Slepi matriks bi bilo treba po ekstrakciji ojacati z analitom pri referen¢ni
vrednosti za ukrepe, mejni vrednosti ostankov ali mejni vrednosti in ga
analizirati skupaj s Cisto raztopino analita.

Relativni uéinek matriksa ali faktor matriksa (MF) se izracuna kot:

peak area of MMS standard
peak area of solution standard

MF (standard) =

peak area of MMSIS

peak area of solutionIS

MF (IS) =

MF (standard)

MF (standard, normaliziran za IS) = MF (IS)

IS: interni standard
MMS: v matriksu pripravljeni standard

Variacijski koeficient za MF (standard, normaliziran za IS) ni ve¢ji od
20 %.

('%) Koli¢ina dodanega standardnega analita je lahko na primer dvakrat do petkrat vecja od
ocenjene koli¢ine analita v vzorcu. S tem postopkom se dolo¢i vsebnost analita v vzorcu
ob upostevanju izkoristka analiznega postopka.
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POGLAVIE 3

NADZOR KAKOVOSTI MED RUTINSKO ANALIZO - STALNO
PREVERJANJE UCINKOVITOSTI METODE

Izpolnjene morajo biti zahteve za zagotavljanje kakovosti analiznih rezultatov iz
poglavja 7.7 standarda ISO/IEC 17025:2017 ('7).

Med rutinsko analizo je analiza certificiranih referen¢nih materialov (CRM)
najprimernejSa moznost za zagotovitev dokazov o uc¢inkovitosti metode. Ker so
certificirani referencni materiali, ki vsebujejo ustrezne analite na zahtevanih
ravneh koncentracije, redko na voljo, se lahko kot alternativa uporabijo tudi
referenni materiali, ki jih zagotavljajo in oznacujejo EURL ali laboratoriji,
akreditirani po standardu ISO/IEC 17043:2010 ('®). Kot $e ena alternativa se
lahko uporabijo tudi interni referencni materiali, ki se redno nadzirajo.

Stalno preverjanje uéinkovitosti metode med rutinsko analizo bi bilo treba izvesti
v fazi presejanja in fazi potrditve.

1. Faza presejanja:

Za vsako serijo (niz) opravljenih analiz se hkrati analizira serija naslednjih
vzorcev za nadzor kakovosti:

(a) kontrolni vzorec za sistemsko ustreznost instrumenta, po moznosti speci-
fi¢nega za metodo;

(b) vzorci za nadzor kakovosti, ki so ojacani s koncentracijo blizu ciljne
koncentracije pri presejanju in v idealnem primeru pri CCP za presejanje
za dovoljene farmakolosko aktivne snovi ter za prepovedane ali nedovo-
ljene snovi);

(c) skladen kontrolni vzorec (slepi vzorci) in, kadar je ustrezno, slepi reagenti.
2. Faza potrditve:

Za vsako serijo (niz) opravljenih analiz se hkrati analizira serija naslednjih
vzorcev za nadzor kakovosti:

(a) kontrolni vzorec za sistemsko ustreznost instrumenta, po moznosti speci-
ficnega za metodo;

(b) vzorci za nadzor kakovosti, ki so za dovoljene farmakolosko aktivne
snovi ojacani pri koncentraciji blizu mejne vrednosti ostankov ali mejne
vrednosti, za prepovedane ali nedovoljene farmakolosko aktivne snovi pa
blizu referencne vrednosti za ukrepe ali najnizje koncentracijske tocke
(neskladni kontrolni vzorci);

(c) skladen kontrolni vzorec (slepi vzorci) in, kadar je ustrezno, slepi reagenti.

Za vzorce za nadzor kakovosti se priporoca naslednji vrstni red: kontrolni vzorec
za sistemsko ustreznost instrumenta, skladen kontrolni vzorec, vzorec(-ci), ki ga
(jih) je treba potrditi, ponovno skladen kontrolni vzorec in ojacani vzorec za
nadzor kakovosti (neskladni kontrolni vzorci).

Za kvantitativne metode se z vsako serijo uradnih vzorcev pred zgoraj navede-
nimi vzorci ali po njih analizira in izmeri kalibracijska krivulja.

Kadar je to izvedljivo, se pravilnost (na podlagi ojacanih vzorcev) vseh ciljnih
analitov v neskladnih kontrolnih vzorcih oceni s pomocjo kart za nadzor kako-
vosti v skladu s poglaviem 7.7 standarda ISO/IEC 17025:2017. Ce je za to
potrebno nesorazmerno veliko Stevilo ugotavljanj pravilnosti, se lahko Stevilo
analitov zmanj$a na ve¢ reprezentativnih analitov.

(17) ISO/IEC 17025: 2017 Splosne zahteve za usposobljenost preizkusevalnih in kalibracij-
skih laboratorijev (poglavje 7.7).

(%) ISO/IEC 17043:2010 Ugotavljanje skladnosti — splosne zahteve za preskuSanje stro-
kovne usposobljenosti.
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POGLAVIE 4

RAZSIRITEV VALIDIRANEGA PODROCJA UPORABE PREDHODNO
VALIDIRANE METODE

Vcasih je treba razsiriti podrocje uporabe predhodno celovito validirane metode.
V teh primerih bi bilo treba podrocje uporabe razsiriti na ucinkovit in analiticno
tehten nacin. To se lahko doseze z validacijo manjSega Stevila vzorcev (npr.
polovi¢nega Stevila vzorcev) v primerjavi s popolno validacijo.

Kljub temu vrsta in Stevilo sprememb, ki jih je treba validirati v eni sami shemi
omejene validacije, vedno temeljita na strokovnem znanju in predhodnih izku-
Snjah, na primer za spremembo tehnike detekcije bi bila v vsakem primeru
potrebna popolna validacija.

Na splosno se za zagotovitev stalne veljavnosti metode njena ucinkovitost
nenehno spremlja in primerja s prvotno dobljenimi validacijskimi parametri.
V idealnem primeru je ta stalni nadzor ucinkovitosti metode zasnovan tako, da
se lahko manjkajoci podatki za popolno validacijo zberejo s¢asoma (npr. z nekaj
podatkovnimi toc¢kami iz vzorcev za nadzor kakovosti pri vsakem analiznem
nizu).

4.1 Razsiritve metod glede razpona koncentracij

Zaradi sprememb mejnih vrednosti ostankov, mejnih vrednosti in refe-
renc¢nih vrednosti za ukrepe je morda treba prilagoditi obmocje koncen-
tracije, za katero je metoda validirana. V tem primeru je sprejemljiva
uporaba sheme omejene validacije.

Kalibracijske krivulje za spremenjeni razpon bi morale biti pripravljene
v skladu z validiranim postopkom. Analizirati bi bilo treba razlicne
serije, ojacane pri razliCnih ravneh koncentracije (glej tocki 2.2.1
in 2.2.2). Pravilnost, ponovljivost in obnovljivost znotraj laboratorija/
srednja natanc¢nost bi morale biti znotraj sprejemljivega razpona v primer-
javi s prvotno validirano metodo. Kjer je to ustrezno, bi bilo treba
ponovno izrac¢unati CCp (presejalne metode) in CCa (potrditvene meto-
de).

4.2 Razsiritve metod glede dodatnih snovi

Na splosno je razsiritev metode na dodatne spojine mogoca le za analite,
ki imajo podobno strukturo in znacilnosti kot tisti, ki so ze vkljuceni
v analizno metodo. V tem primeru je sprejemljiva uporaba sheme
omejene validacije. Prav tako ni dovoljeno nikakr$no odstopanje od
opisa metode.

kalibracijske krivulje za dodatne snovi bi morale biti pripravljene
v skladu z validiranim postopkom. Analizirati bi bilo treba razlicne serije
materialov matriksa, ojacanega na razli¢nih ravneh koncentracije (glej
tocki 2.2.1 in 2.2.2). Pravilnost, ponovljivost in obnovljivost znotraj
laboratorija/srednja natancnost bi morale biti v razponu, ki je primerljiv
z drugimi analiti prvotno validirane metode, in v skladu z zahtevami iz
tocke 1.2.2. Za nove analite je treba izracunati CC (presejalne metode)
in CCa (potrditvene metode).

43 Razsiritve metod glede matriksov/vrst

O vkljucitvi novih matriksov ali vrst v ze validirano analizno metodo se
vedno odloc¢i za vsak primer posebej, na podlagi preteklih spoznanj in
izkusenj z metodo in predhodnih poskusov za oceno morebitnih uc¢inkov
matriksa in motenj. Na splosno bo to mogoce le za matrikse s podobnimi
lastnostmi in za nekriti¢ne analite (stabilnost, doloc¢ljivost).
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kalibracijske krivulje (standard ali matriks) bi bilo treba pripraviti
v skladu z validiranim postopkom. Analizirati bi bilo treba razlicne serije
materiala matriksa, ojaanega na razli¢nih ravneh koncentracije (glej
toc¢ki 2.2.1 in 2.2.2). Pravilnost, ponovljivost in obnovljivost znotraj
laboratorija/srednja natan¢nost bi morale biti v sprejemljivem razponu
glede na prvotno validirano metodo in v skladu z zahtevami iz tocke
1.2.2. Glede na validacijski pristop je morda potreben ponovni izratun
CCB (presejalne metode ) ali CCa (potrditvene metode).

Ce rezultati niso v sprejemljivem razponu v primerjavi z vrednostmi za
prvotni matriks, je potrebna dodatna popolna validacija, da se dolocijo
parametri ucinkovitosti, znacilni za matriks/vrsto.

V primerih, ko se mejne vrednosti ostankov za doloéeno snov pri neka-
terih matriksih razlikujejo, bo podrocje uporabe metode najverjetneje
tezko prilagoditi dodatnemu matriksu/vrsti in koncentraciji, saj je
v tem primeru treba upoStevati dve spremembi. V takih primerih se
priporo¢a popolna validacija.
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PRILOGA 11

POSTOPKI VZORCENJA IN URADNA OBRAVNAVA VZORCA

Koli¢ina vzorca

NajmanjSe koli¢ine vzorcev se dolo¢ijo v nacionalnem programu nadzora
ostankov. Najmanj$e koli¢ine vzorcev morajo biti zadostne, da lahko
pooblaséeni laboratoriji izvedejo analizne postopke, potrebne za dokoncanje
presejalnih in potrditvenih analiz. Zlasti pri perutnini, akvakulturi, kuncih,
gojeni divjadi, plazilcih in zuzelkah vzorec sestavlja ena ali ve¢ zivali,
odvisno od zahtev analiznih metod. Pri jajcih je velikost vzorca najmanj
12 jajc ali veg, odvisno od uporabljenih analiznih metod. Ce je treba
v enem vzorcu analizirati ve¢ kategorij snovi z razli¢nimi analiznimi meto-
dami, se velikost vzorca ustrezno poveca.

Razdelitev na podvzorce

Razen ¢e to ni tehni¢no mogoce ali ¢e se to ne zahteva z nacionalno zako-
nodajo, se vsak vzorec razdeli na najmanj dva enakovredna podvzorca, tako
da vsak omogoca celovit analizni postopek. Razdelitev lahko poteka na
mestu vzoréenja ali v laboratoriju.

Sledljivost

Vsak vzorec se odvzame tako, da ga je vedno mogoce izslediti do kmetije
izvora in po potrebi do serije zivali ali posamezne zivali. Zlasti za mleko se
lahko vzorci v skladu z izbiro drzave ¢lanice odvzamejo na katerem koli od
naslednjih mest:

1. na kmetiji iz zbiralne cisterne;

2. v mlekarni pred izpraznitvijo cisterne.

. Vsebniki za vzorce

Vzorci se zbirajo v ustreznih vsebnikih, da se ohranita celovitost in sledljivost
vzorca. Vsebniki zlasti onemogocajo zamenjavo, navzkrizno kontaminacijo in
razkroj. Vsebniki so uradno zapecateni.

. Zapisnik o vzorcenju

Po vsakem postopku vzoréenja se izdela zapisnik.

Inspektor v zapisniku o vzoréenju zbere vsaj naslednje podatke:

1. naslov pristojnih organov;

2. ime inSpektorja ali identifikacijsko kodo;

3. uradno kodno S$tevilko vzorca;

4. datum vzoréenja;

5. ime in naslov lastnika ali osebe, ki je odgovorna za zivali ali zivalske
proizvode;

6. ime in naslov izvornega kmetijskega gospodarstva zivali (v primeru
vzorc¢enja na kmetijskem gospodarstvu);

7. registrsko Stevilko obrata/klavnice;
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8. identifikacijo zivali ali proizvoda;
9. 7Zivalsko vrsto;
10. matriks vzorca;

11. kadar je to ustrezno, zdravljenje v zadnjih $tirih tednih pred vzorcenjem
(v primeru vzorcenja na kmetijskem gospodarstvu);

12. snov ali skupine snovi za preiskavo;

13. posebne opombe.

Tiskane ali elektronske kopije zapisnika je treba predloziti glede na postopek
vzorcenja. Zapisnik o vzorcenju in njegove kopije se izpolnijo tako, da sta
zagotovljeni njihova avtenti¢nost in pravna veljavnost, zato je morda potre-
bno, da te dokumente podpise inSpektor. V primeru vzorcenja na kmetijskem
gospodarstvu je lahko kmet ali njegov namestnik pozvan k podpisu originala

zapisnika o vzor¢enju.

Original zapisnika o vzor¢enju obdrzi pri pristojni organ, ki mora zagotoviti,
da nepooblascene osebe nimajo dostopa do njega.

Po potrebi je lahko kmet ali lastnik obrata obvescen o opravljenem vzorce-
nju.

6. Zapisnik o vzorcenju za laboratorij
Zapisnik o vzorCenju za laboratorij, ki ga sestavijo pristojni organi, izpol-
njuje zahteve iz poglavja 7 standarda ISO/IEC 17025:2017 (') in vsebuje vsaj
naslednje informacije:
1. naslov pristojnih ali imenovanih organov;
2. ime inSpektorja ali identifikacijsko kodo;
3. uradno kodno Stevilko vzorca;
4. datum vzorcenja;
5. zivalsko vrsto;
6. matriks vzorca;
7. snovi ali skupine snovi za preiskavo;

8. posebne opombe.

Zapisnik o vzorCenju za laboratorij je priloZzen vzorcu, ko je ta poslan v labo-
ratorij.

7. Prevoz in shranjevanje

Program za nadzor ostankov doloc¢a ustrezne pogoje za shranjevanje in prevoz
za vsako kombinacijo analita/matriksa, da se zagotovita stabilnost analita in
celovitost vzorca. Cas prevoza je ¢im krajsi, temperatura med prevozom pa
ustrezna za zagotovitev stabilnosti analita.

Posebna pozornost se nameni transportnim vsebnikom, temperaturi in Casu
dostave v pristojni laboratorij.

V primeru kakr$ne koli neskladnosti z zahtevami programa za nadzor labora-
torij o tem nemudoma obvesti pristojni organ.

(") ISO/IEC 17025: 2017 Splosne zahteve za usposobljenost preizkusevalnih in kalibracij-
skih laboratorijev (poglavje 7.7).
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