Standardni operacni postupy



SOP - standardni operacni postup
1.Uvod (v8eobecné udaje, oblast pouZiti, princip metody,
terminologie, rusive vlivy, omezeni metody,

bezpecnost pri praci,toxikologicke udaje, odpady
a jejich likvidace)

2.Normativni odkazy

3.Chemikalie a spotrebni material (roztoky, Cinidla,
pozadavky na jejich Cistotu, pfiprava roztoku,
priprava a uchovavani referencnich materiald,
pozadavky na laboratorni sklo

4.\/zorkovani (odbéry vzorku, zasady odbéru,
plan odberu, podminky transportu vzorku do
laboratofe, konzervace vzorku, pfiprava k analyze

5.Pristroje a pomocna zarizeni (priprava pristroje k
mereni, pozadavky na metrologickou navaznost,
kalibraCni standard, regulacni standard, CRM



6. Kalibrace

/. Postup zkousky — analyticke schema

8. Kontrola kvality metody (interni kontrola- CRM,
regulacni diagramy, externi kontrola — MPZ,
nejistota stanoveni, validacni protokol
(vétsinou priloha SOP )

9. Vypocet (vyhodnoceni dat, vyjadfovani vysledku)

10. Poznamky, doplnky, prilohy (napriklad validacni

protokol)



Specifické problémy environmentalni
stopové analyzy:

- stopove koncentrace (riziko kontaminace ve vsech
Krocich, nutnost preseparace a koncentrace, naroky
na citlivost a selektivitu

- omezena stabilita analytu a matrice

- nehomogenita vzorku

- speciace analytu a vazba analytu na slozky

Oblast ultrastopovych analyz vyzaduje optimalizaci
- pozadavku normy

- vynalozenych ekonomickych prostiredku

- casové narocnosti

vzhledem k zabezpeceni kvality postupu.

Centrum pro vyzkum
loxickych atc
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Pouziti normovanych metod

Pokud neni normovana metoda prevzata vcetne SOP, je

treba jej vytvorit. Musi obsahovat:

- vSechny informace uvedene u SOP vyse

- jméno autora prekladu pri prevzeti cizojazycne metody

- jména tech, kdo metodu zavadeli

- Informace o validaci metody (selektivita, rozsah, linearita,
robustnost, presnost, spravnost, opakovatelnost,
reprodukovatelnost)

- systém prubézné kontroly spravnosti a presnosti
(regulacni diagramy)

- vypocetni postupy, zpusob prezentace vysledku

- vypocCty nejistoty vysledku



Pouziti vlastnich postupu

musi byt zdokumentovano v SOP. SOP musi byt srozumitelné

a dostupné pro pracovniky, kteri uvedené postupy pouzivaji,

musi obsahovat:

- vSechny informace uvedene u SOP vyse

- jména tech, kdo postup vypracovali

- jména tech, kdo postup schvalovali

- jména téch, kdo postup prubézné kontroluji, v€etné
charakteru a Cetnosti zkousek

- iInformace o validaci metody

- regulacni diagramy

- postupy pro vypocet a prezentaci vysledku

- postupy pro vypocet nejistot



Harmonogram optimalizace a validace analytickée metody
- Uvodni rozvaha (aplikace, dostupné zarizeni, ekonomicky stav)

- optimalizace analyticke metody
- ovéreni statistické kontroly (konstantni prumeérné
hodnoty, dostacujici shodnost)
- overeni presnosti metody (kontrolni limity)

- validace - pilotni studie (aplikovatelnost, vytéznost, efekty
maitric, kalibrace, linearita, opakovatelnost)
- standardni operacni postup
- mezilaboratorni porovnavani (reprodukovatelnost)
- konecCna verze textu



Validace a verifikace

Validace metody je potvrzeni prezkouSenim a poskytnuti
objektivniho dukazu, Ze jsou jednotlivé poZzadavky na specifické
zamysSlené pouZziti splnény. Provadi se pomoci realnych vzorku
pro cely predepsany koncentracni rozsah a rizné matrice.
Norma uvadi, ze laborator musi validovat metody
nenormalizovaneg, vyvinuté, rozSirené, modifikovane,
normalizované mimo zamysleny rozsah.Neni nutno provadet pri
prevzeti normovanych metod. Zaveérem je vypracovani
validacniho protokolu, ktery obsahuje ziskané vysledky, postup
yuziti pro validaci a prohlaseni, ze metoda vyhovuje
zamyslenému pouziti.

Verifikace metody je ovéreni spravného fungovani metody.
Provadi pfi zavadéni vSech metod, v€etné normovanych,

dale pfri jakychkoli zménach (personal, material, laboratof,

o’ 8
istroje...)
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Software

Norma CSN ISO/IEC 17 025 uvadi, Ze laboratof musi zajistit,

aby:

- softwarové vybaveni vyvinuté uzivatelem bylo dostatecné
podrobne zdokumentovano, vhodné validovano a vhodné
kK danému pouziti

- byly stanoveny a zavedeny postupy pro ochranu dat. Takove
postupy musi zahrnovat vérohodnost a duvéryhodnost
vstupnich udaju, jejich sbéru, ukladani a zpracovani

- pocCitaCe a automatizovana zarizeni byla udrzovana za ucelem
zajisteni spravné funkce a byly zajistéeny podminky nezbytné
k udrzeni vérohodnosti zkuSebnich a kalibracnich udaju

- musi byt zajistena ochrana dat pri prenosu a archivaci
a ochrana pocitacu a sité

MS Word a Excel se povazuji za validovane. 9
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Validacni parametry

- citlivost, linearita, rozsah

- Presnost = pravdivost a preciznost
- selektivita, specificita, robustnost

- mez detekce a stanovitelnosti

- opakovatelnost, reprodukovatelnost

Kalibrace a regulacni diagramy nejsou nedilnou soucasti
validace, nicmeéne:

- Z kalibracni krivky Ize vyhodnotit citlivost, linearitu,rozsah,

mez detekce a mez stanovitelnosti
- regulacni diagramy monitoruji fungovani metody v Case

Centrum pro vyzkum
toxickych ate
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Definice validacnich parametru

Kalibrace zavadi vztah mezi hodnotami udavanymi
mericim systémem a hodnotami odpovidajicimi obsahu
analytu ve vzorku

Citlivost — velikost narustu zavisle proménné vyvolana
narustem koncentrace analytu, smérnice kalibracni krivky
Linearita — vlastnost metody poskytnout vysledek zkousky
Vv urcitém rozsahu primo umerneé koncentraci

Mez detekce — nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku,
které muze byt detekovano

Mez stanovitelnosti - nejmensi mnozstvi analytu které
muze byt stanoveno s pfijatelnym stupném spravnosti a
shodnosti (napr. pro chromatografii z pomeru signal:Sum
mez detekce 3:1, mez stanovitelnosti 10:1)

11
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Presnost ( accuracy ) je tesnost shody mezi vysledkem
meéreni a prijatou referencni hodnotou

Pravdivost ( trueness ) tésnost shody mezi prumérnou
hodnotou a prijatou referencni hodnotou

Preciznost ( precision ) tésnost shody mezi navzajem
nezavislymi vysledky ziskanymi za definovanych podminek
Selektivita — stupen nezavislosti na interferencich
Specificnost — schopnost metody umoznit zjistit analyt v
pritomnosti jinych slozek

Robustnost — vliv zmen matrice na vysledek analyticke
zkousky

Opakovatelnost — nezavislé vysledky ziskane za stejnych
podminek

Strednedoba opakovatelnost — regulacni diagramy
Reprodukovatelnost — shodnost mezi laboratoremi napfr. z
MPZ



: ] _ _ . Eurachem
Metrologicka terminologie

v klinické a analyticke laboratori

www.sekk.cz/terminologie/Text/Terminologie.htm

accuracy =  presnost
trueness =  pravdivost
precision =  preciznost

presnost = pravdivost + preciznost

13



Referencni material - latka o dostateCne urCené vlastnosti
tak, aby mohla byt pouzita pro kalibraci

Certifikovany referencni material - referencni material
vybaveny certifikatem

Prijata referencni hodnota — odsouhlasena referencni
hodnota pro porovnani

Vytéznost — podil stanoveneho mnozstvi analytu na jeho
celkovem mnozstvi ve vzorku

Vychyleni, odchylka, bias — rozdil mezi stredni hodnotou
zkousSek a prijatou referencni hodnotou

Systematicka chyba vysledku se méni predvidatelnym
Zpusobem

Nahodna chyba vysledku se méni nepredvidatelne

14
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
1. Mez detekce — limit of detection (LOD)

v v s

vzorku, které muze byt
detekovano, ale nemusi nutné byt
kvantifikovano jako exaktni

hodnota
- nejnizsi signal - X, =Xy +3Sy,
* nejnizsi koncentrace — LOD=q,(c, )=x_/S=3s,/S

* Ve vétsSiné pripadu se mez
detekce bere jako
« -koresponduje s %RSD = 33%

©)|:

3 X S,; nebo 3-krat pomeér signal/Sum.

15
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
2. Mez stanovitelnosti - limit of quantification (LOQ)

v v

vzorku, které je mozno
kvantitativné stanovit s potrebnou

nejistotou
* nejnizsi signal - X, =Xy +10sy,
 nejnizsi koncentrace — LOD=q,(c, )=x_/S=10s,,/S

* Ve vétSiné pfipadu se mez
detekce bere jako , _ L.
_koresponduije s %RSD = 10% 10 x s, nebo 10-krat pomér signal/Sum

16

Centrum pro vyzkum
loxickych atek

(.)




Faktory rozhodujici o vyberu postupu
3. Presnost meéreni - accuracy

* Tésnost shody mezi vysledkem
zkousky a pravou hodnotou Presnost mereni
meérene veliCiny

» Vysledek sa vyjadruje v pojmech
nejistoty, t.j. odhad rozmezi
hodnot, mezi nimiz lezi na urcité
hladiné spolehlivosti skuteCna

(accuracy)

hodnota
Preciznost méreni Pravdivost méreni
(precision) (trueness)
Nahodna slozka Systematicka slozka
chyby méreni chyby méreni

POZOR!!I Nova jednotna narodni terminologie: Eurachem CR 2009,
.Melodicky list 2: ,Jak prekladat precision, accuracy a trueness?“ 17

toxickych latek
v prostredi
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Slozky chyby analytického vysledku ve vztahu
K presnosti metody

analyticky
vysledek
prava hodnota chyba
xal Rozdil mezi analytickym
7 vysledkem a pravou . t
‘,/ hodnotou nepreSfos
otekavana hodnota . — N
(limitni promér) systematicka chyba nahodna chyba
Rozdil mezi oéekavanou vychyleni nepreciznost
hodnotou a pravou . ) o
hodnotou (bias) (imprecision)
/\ran i reproduko Mezilehla | | \ opakova-
persistentni vychyleni | efekt | -vatelnost | preciznost ! telnost !
variace v celém analytickém Kratkodobé Mezilaboratorni dlouhodoba kratkodoba
e . variabilita variabilita v variabilita za
systému po dlouhou dobu variace e konstantnich
‘/’/ \ { laboratori podminek
- L ek NV
Efek_t variace Vychyleni Vychyleni vychyleni | o ane
matrice x . analyzy | . :
metOdy laboratore 1 TSy ! vychylenl . Indikator rozdilu

mezi me2|

vysled
Preciznost obekavanou
hodnotou

Centrum pro "YZ““"mdlkatOI’ rozdilu mezi mezi ocekavanou P CI
kych |
(.) e a pravou hodnotou ravaivost




Faktory rozhodujici o vyberu postupu
3. Presnost mereni - accuracy

Presnost méreni

(accuracy)
d— —p
Preciznost méreni Pravdivost méreni
(precision) (trueness)
Reference value
'y
Probability Bias
density B ]
-
< . * Value
Precision 19

Centrum pro vyzkum
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Accuracy (presnost): Preciznost (precision) a Pravdivost (trueness)

Nevychyleny
Accurate

Vychyleny
Inaccurate
(systematic error)

Precise

Precizni

Imprecise
(reproducibility error)

Neprecizni
(problém reprodukovatelnosti)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
3. Presnost mereni - accuracy

Presnost méreni

(accuracy)
Preciznost méreni Pravdivost mereni
(precision) (trueness)
Vysoka preciznost Nizka preciznost
Velké vychyleni Malé vychyleni

POZOR!!I Nova jednotna narodni terminologie: Eurachem CR 2009,
.Melodicky list 2: ,Jak prekladat precision, accuracy a trueness?“ 21

toxickych latek
v prostredi
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
4. Preciznost méreni - precision

* je tésnost souhlasu mezi nezavislymi
vysledky zkousek ziskanych za dohodnutych
podminek

« zavisi pouze na rozdeleni nahodnych chyb a
nema zadny vztah ke spravné hodnote

* \Vypocita se jako smerodatna odchylka
vysledku zkouSek z opakovanych méreni

Centrum pro vyzkum
loxickych latek
fedi
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
4. Preciznost méreni - precision

Mez opakovatelnosti (r) = repeatability je

hodnota, pod niz Ize se zadanou pravdépodobnosti

95 % predpokladat, ze lezi absolutni rozdil
vysledku dvou jednotlivych zkousek, ziskanych
stejnou metodou se stejnym zkousenym
materialem za stejnych podminek a neuplatnuji se
jiné pravdépodobnostni vlivy.

Mezilehla preciznost vyjadfuje variabilitu uvnitf
laboratofe v ruznych dnech, s rGznymi analytiky;,
riznym vybavenim, atd. Bézné se odecita z
regulacnich diagramu.

Mez reprodukovatelnosti (R) je hodnota, pod niz
|ze se zadanou pravdépodobnosti

95 % predpokladat, ze lezi absolutni rozdil
vysledkl dvou jednotlivych zkousSek,

ziskanych stejnou metodou se stejnym zkousenym
materialem za rozdilnych

podml'nek a neuplatiuji se jiné pravdépodobnostni

Centrum pro vyzkum
loxickych latek

RSD =100x 22
X
r=2.83xSD,
R =2.83xSD,
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Faktory rozhodujici o vyberu postupu
4. Preciznost — Horwitzova funkce

Table 4. Horwitz function as an empirical relationship between the precision of an analytical method and the concentration of the analyte
regardless of the nature of the analyte, matrix and the method used. Acceptable RSDy and RSD, values according to [27] and to AOAC Inter-
national [8,14] (PVM = Peer Verified Methods (Program})

Analyte % Analyte ratio Unit Horwilz AOAC PVM
%RSD %RSD
100 1 100% 2 1.3
10 1.00E-01 10% 2.8 2.8
1 1.00E-02 1% 4 2.7
0.1 1.00E-03 0.10% 5.7 3.7
0.01 1.00E-04 100 ppm 8 5.3
0.001 1.00E-05 10 ppm 11.3 7.3
0.0001 1.00E-06 1 ppm 16 11
0.00001 1.00E-07 100 ppb 22,6 15
0.000001 1.00E-08 10 ppb 32 27
0.0000001 1.00E-09 1 ppb 45.3 30

Trends in Analytical Chemistry, Vol. 23, No. 8, 2004

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Faktory rozhodujici o vybéru postupu
5. Pravdivost - trueness

* Tésnost shody mezi vysledkem
aritmetickym primérem
nekonecného poctu opakovanych
nameérenych hodnot veliCiny a
prijatou referencni hodnotou

« predstavuje obecné systematické
chyby nebo vychyleni (bias)

% vychyleni X

- fowand X:'c-'.'ﬂ.'jﬁ
Z-skore = rozdil mezi namérenou ISDi [ S |
hodnotou veli€iny a certifikovanou \I R s M|
referenCni hodnotou '
Xlrr.l:mrf X.'q-'r.".','fc'.;.'
Porovnani metody s jinou, referencni £ A
qu‘} i [ﬁj ‘\'
metodou [— g
.v , N Vs 2
Jestlize neni CRM k dispozici:
0) Y ~ i - - .
Yo vytaznosti (recovery) znameého if CRMSs are used: -

(@)ﬁ)ﬁameho nnozehieeliit Z-score <2



Prijatelné hodnoty vytéznosti — funkce koncentrace analytu

Table 5. Acceptable recovery percentages as a function of the analyte concentration [B]

Analyte Analyte ratio L it Mean recovery (%)
10K} 1 1EF, a8-102
10 1.1EE =11 1R 98102
1 1. =2 1% 97103
a1 1.EE=103 LN L 5-105
R 1. =4 1R ppem 107
R 1L =05 10 pm #H-110
HRLL )] 1.0HE = 6 I ppm Bo—110
LR 1.0HE =07 100 ppb Bo—110
HRLLL L 1.0EE =4 10 ppb EH-115
(KR EN 1.0EE =4 1 ppb 40-120

L. Huber (Ed.), Validation and Qualification in Analytical Laboratories,
Interpharm Press, East Englewood, CO, USA, 1998.

26
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Faktory rozhodujici o vyberu postupu
6. Specificnost - specificity

mira, do niz se navzajem ovlivauji
analyt a ostatni pritomné latky
pritomné v matrici nebo z ni
extrahované

schopnost metody stanovit presné
a konkrétne analyt v pritomnosti
jinych slozek v matrice vzorku za
stanovenych podminek zkousky

Specificita = 100% selektivita

©)

Neda se vyjadfit, musi se
demonstrovat, napr.

* % spravné klasifikace

 schopnost diskriminace
pribuznych latek

toxickych latek
v prostredi
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Faktory rozhodujici o vyberu postupu
/. Linearita - linearity
« schopnost metody ziskat vysledek

testu umérny koncentraci analytu
(v pracovnim rozsahu koncentraci)

Y A

i

¥

28
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Faktory rozhodujici o vyberu postupu
8. Robustnost - ruggedness/robustness

Mira kapacity analytického postupu
zUstat neovlivnéna malymi, umysinymi
zménami parametru metody —
demonstruje spolehlivost metody pri
bézném pouziti

Mira, do niz Ize postup modifikovat

To nemyslis
vazne.

%RSD (inter laboratory)

29
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Faktory rozhodujici o vyberu postupu
9. Citlivost - Sensitivity

Metoda se nazyva
citliva, pokud malé
zmény v koncentraci
nebo mnozstvi analytu
zpusobi velky zména
méreneho signalu

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

Signal

LOD

l

LOQ

l

LOL

l

Slope gives sensitivit
— pedg y

<

Dynamic Range
4 >

noise

Concentration

mez detekce (LOD)
limit kvantifikace (LOQ),
dynamicky rozsah

limit linearity (LOL).
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Calibration_curve.gif

PRICINY NESPRAVNYCH ANALYTICKYCH VYSLEDKU

* nekvalifikovanost / nedostateCna péce
* nevhodny postup
- kontaminace

* Interference

* chyby v kalibraci
* chyby vzorkovani
 ztraty / rozklad

31



VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

preventivni opatfeni pro zajisténi validity vysledku
* Replikace

* Testy vyteznosti

» Slepy vzorek

 Alternativni postupy

* Alternativni detekce

» Referencni materialy

32



Validacni programy

Existuji programy pro validaci, napriklad EffiChem a
EffiValidation. Pouzivaji se v akreditovanych laboratorich a
farmaceutickém prumyslu, od roku 1998 uz stovky uzivatelu.

Poskytuje moznost provozu lokalne nebo v siti, moznost
ruznych druhu validace (plna, pruzkumova, retrospektivni,
prevod metody). Obsahuje moduly pro validaci metod, nejistoty,
regulacni diagramy, kalibrace, mezilaboratorni porovnavani,
evidencni knihy, validacii software.

Vyhodnoceni poskytuje detailni vysledky a globalni zaver,
detekci odlehlych bodu, testovani normality, grafy. Je mozné
vysledky tisknout, ruzné sestavovat, archivovat, exportovat

33



Kontrola kalibrace v celém rozsahu se provadi pri kazdem
podstatnem zasahu do systému, nejmene dvakrat rocné. Z ni je
moznée urcit citlivost (porovnanim odezvy systemu), linearitu
(testujeme tésnost prolozeni kalibracni krivky regresni funkci a
vypocteme korelacni koeficient), mez detekce a stanoveni
(kontrolu meze detekce provadime aspon jednou rocne na

sérii mereni se provadi kontrola kalibrace na jednom
standardu.

Pracovni rozsah metody hledame obvykle v souvislosti

s pozadavky legislativy. Je to koncentracni oblast, ve které
muze byt dosazeno pfijatelné pravdivosti a preciznosti.
Pravdivost a preciznost metody urCujeme pomoci
opakovanych méreni referenénich materialu, obvykle se
vyhodnocuje na dvou vyznamnych bodech pracovniho rozsahu,
kontrola vzdy po 50 analyzach, jednou tydne, pri nestabilite
systému nebo na zacatku dulezité série.

©)
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VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

PREVALIDATION |
SINGLE-LABORATORY OPTIMIZATION

dascription of analtical systam:
- purpzae of the methoed?

- typs of anakte?

- typs of method?

applicability’ intended use of mathod:

- typels) of material/ matrbdmatrices)
- concentration rate of analyte

v

writing a SOP
{standard operating procedura)

v

fixing the anaktical requirameant

v

evaluation of method performance
characteriztics

| (FULL) vALIDATION

INTERLABORATORY or
COLLABORATIVE TRIAL:
1. IS0 5725 (1994)

2 IUPAC: Horwitz (1995)

mirirnum of 5 materizls

v

minimurn of & laboratorias

v

precision data must be given
intermmns of RS0 or GV (%)

v

both repeatability and reproducibil ity
pracision data must be given

v

precision data must be documeanted
bioth without and with outliers
{Cochran test, Grubbs test)

— STANDARDIZATION

ADOPTION by INTERNATIOMALLY
RECOGNIZED STANDARDIZATION BODY

methicd has been validated collaborativaly
(150 5725 or Horwitz, 1905

v

evaluation of precision and other statistical data
by an accaptad mathod of statistical analysis
(Cochran, Grubbs)

precigion: calculated values of RSD must be
in compliance with Horwitz (Horrat) values

v

precision: not more than 1 of the 5 sets of data
give mora than 208: statistically cutying results

v

mandatory standard format fior text and
presantation of results

Figure 4. Hierarchy of relationship between and abjectives and requirements for prevalidation [61], validation [14,15,20] and standardization
of analytical methods [14,15,19,20,27,37]. RS0 = relative standard deviation, OV = coefficient of variation.

Centrum pro vyzkum
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Navaznost meéreni
Zarizeni, ktere ma vyznamny vliv na presnost nebo platnost
vysledkl zkouSek nebo vzorkovani musi byt kalibrovano.
Podle metodickeho pokynu MPA 30-02-97 provadeji kalibrace
jen laboratofe Ceského metrologického institutu (CMI) nebo
Akreditovane kalibracni laboratore (AKL).
Navaznost je nutna jednak na jednotky Sl, jednak na
referencni materialy.
Pro zajisténi kvality kalibraci a vysledku je nutné
- pravidelné pouzivani CRM (CRM nejvyssi kvality, definovana
nejistota, expirace, RM z MPZ, vlastni RM)
- opakovani zkousek
- pravidelna udast v mezilaboratornim porovnavani zpusobilosti
laboratori (MPZ). Podle MPA 30-02-02 ma laborator
povinnost se ucastnit dostupnych MPZ ve své oblasti
pusobnosti, muzZe se pak prokazat osvéd¢enim o ucasti.
37



KALIBRACE MERENI

» Kalibrovani pristroje - porovnani merené veliciny
s hodnotou reference

— primarni standardy - system mezinarodne
uznavanych etalonu .

— sekundarni kalibracni standardy
— prenosné kalibracni standardy
— pracovni kalibracni standardy
* navaznost = schopnost odkazovat zpet k
jedinemu kalibracnimu standardu
— kalibrace pouzitim Cistych chemickych sloucenin
— matricove referencni materialy

38
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CHEMICKE KALIBRACNi STANDARDY A REFERENCNI
MATERIALY

Referencni material

Material nebo latka, jejiz jedna nebo vice hodnot
vlastnosti je dostatecné homogenni a dobre
stanovena, aby mohl(a) byt pouzit(a) ke kalibraci
pristroje, posouzeni merici metody nebo k prirazeni
hodnot materialu

Certifikovany referencni material (CRM)

ReferencCni material doprovazeny certifikatem, jehoz
jedna nebo vice vlastnosti jsou certifikovany
postupem, ktery vytvari navaznost na spravnou
realizaci jednotky, v niz jsou hodnoty vlastnosti
vyjadreny, a jehoz kazda certifikovana hodnota je
doprovazena nejistotou na uvedené hladine
spolehlivosti

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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POUZITIi CRM

 kalibrace a verifikace méficich procesu
za beznych podminek,

* Interni kontrola kvality a programy
zabezpeceni kvality,

e overeni spravneho pouzivani
normovanych metod,

 vyvoj a validaci novych postupu méreni,

 definovani hodnot jinych materialu, které

se mohou pouzivat jako sekundarni
kalibracni standardy.
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Signal
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Externi kalibrace

LOD

LOL
LOQ
Slope gives sensitivit
Dynamic Range
>
noise

Concentration
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Vnitrni kalibrace

« Zahrnuje pridani chemickeho kalibracniho
standardu primo do vzorku, takze se
standard a vzorek meri fakticky soucasne

 vnitrni standard - primo analyt nebo blizka
latka. Ta se obvykle vybira tak, aby nebyla
pritomna ve vzorku, ale aby se chovala v
mericim procesu podobne jako analyt

» standardni pridavek - vnitrni standard
stejny jako analyt
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Urovné prokazovani kvality (QA)
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validace a standardisace
metod

IQC (vnitini Fizeni kvality)
— pouziti referencnich
materialu, regulacnich
diagramu

ucCast na
medzilaboratornich
porovnavacich zkouskach

akreditace
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RIZENI KVALITY MERENI

» Slepé vzorky

* Vzorky rizeni kvality (QC)
* Opakovane vzorky

» Tajné kontrolni vzorky

» Chemické kalibracni standardy a pridavky
(SpIky
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REGULACNI DIAGRAMY

« Soubor vysledktu = populace
+ stfedni hodnotu = prumér - u

* hodnoty jsou nejcasteji rozdeleny symetricky kolem
prumeru normalnim Gaussovym rozdelenim
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REGULACNI DIAGRAMY

» Distribuci hodnot kolem pruméru uréuje smérodatna odchylka - o.

U-G HU+0C n—2c L+ 20

* 68 % hodnot lezi uvniti £ 1 standardni odchylky od stfedni hodnoty
* 95 % hodnot lezi uvnitf £ 2 standardnich odchylek od stfedni hodnoty
» 99,7 % lezi uvnitf £ 3 standardnich odchylek od stfedni hodnoty

Pokud tomu tak neni, nastala pravdépodobné v méficim systemu
néjaka zména, ktera vyznamné zménila jeho vykonnost a zpusobila
posunuti pruméru nebo zvétseni smérodatné odchylky.
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Shewhartuv regulaéni diagram

* nejjednodussi typ regulacniho diagramu
* monitorovani kazdodennich variaci analytického procesu

Horni regulaéni mez

Homi wvarovna mez

mearana hodnota

Dolni varovna mez
Dolni regulacni mez

Varovné meze — cilova hodnota (prumér) +2 smérodatné odchylky

Regulaéni meze — cilova hodnota (primér) +3 smérodatné odchylky

LURILRYLT ldlER
\U} | v prostredi



Regulacni diagram

slouzi k monitorovani vysledku v Case, je zalozen na
periodickém méreni referencnich materialu.

Konstrukce:

- centralni prfimka je zjiSténa prumérna hodnota X

- horni a dolni varovna mez X* 2c (95.5% vysledku uvnitr)
- horni a dolni regulaéni mez X* 36 (99.7% vysledku uvnitr)

Neakceptovatelné je, pokud je

- nameérena hodnota mimo regulacni meze

- sedm po sobe jdoucich hodnot klesajicich nebo stoupajicich

- sedm po sobe jdoucich hodnot pod nebo nad centralni primkou
- dveé ze tri nasledujicich hodnot mimo varovne meze

48 48
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Porovnavani laboratore s jinymi

toxickych latek
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MEZILABORATORNI STUDIE

Test vykonnosti
postupu

MEZILABORATORNI STUDIE

Test vykonnosti
laboratore

Nékolik laboratori analyzuje spolecny material, ktery distribuovala centralni
laborator, odpovédna téz za shromazdeni dat a Jejich vyhodnoceni.
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PROGRAMY ZKOUSENI ZPUSOBILOSTI

» Laboratorim ucastnicim se programu se
predaji vzorky a vyzvou se, aby
analyzovaly jednu nebo vice slozek
postupy, které pro stanoveni urcenych
analytu bézné pouzivaji.

* Hodnoceni zpusobilosti se vyjadruje v
pojmech skore, ktere Ize snadno
Interpretovat statistickymi terminy.

51



Organizovani programu zkouSeni zpusobilosti

« Koordinujici organ stanovi pravidla prubehu testu a
postupy interpretace dat.

e Seznami s nimi ucastniky, aby presne porozumeli jak
program probehne a jak se budou jejich vysledky
vyhodnocovat.

« Materialy se vybiraji tak, aby pokud mozno co nejvice
reprezentovaly bezne analyzovany material, co se tyka
matrice a koncentracniho rozsahu analytu.

* Pred distribuci se u materialu musi testovat homogenita

* Po dokonceni analyz vzorku poda laborator zpravu o
vysledcich koordinatorovi, jenz pro kazdou laborator
vytvori skore.
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Hodnoceni testu zpusobilosti

» z-skore x. — A
Z—=|—

5

X; Je namerena hodnota koncentrace
analytu, A je ,skutecha’ hodnota
koncentrace analytu, s je zvolena
smerodatna odchylka. Organizatori musi
urcit pro tuto rovnici dva parametry, A a s.

“ Centrum pro vyzkum
a toxickych latek
v prostredi



Odhad ,skutecné‘ hodnoty A

* Pridavkem znamého mnozstvi analytu k
matrici, ktera jej] neobsahuje.

* Pouziti konsensualni hodnoty vytvorene
skupinou expertnich laboratori s pouzitim
nejlepsich dostupnych metod

* Pouziti konsensualni hodnoty vytvorene v
zalozené na vysledcich ucastniku
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Odhad smerodatné odchylky s

* Pouziti cilové smerodatneé odchylky, ktera
charakterizuje analyt pri dané koncentraci

* VypoCet sméerodatné odchylky z vysledku
dodanych vsemi laboratoremi v programu

* smerodatna odchylka z mezilaboratornich
testu, kde vSichni ucastnici testu pouzivali
stejny postup

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Z - skore

* Pozadujeme-li 95% spolehlivost svych
vysledku, pak jsou meze pfijatelnych
hodnot z +2 az 2.

1z =2 uspokojivé
2<z| <3 problematické
Z =3 neuspokojivé

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Odhad nejistot

Podle pozadavku normy ISO/IEC 17 025 se laborator musi
prinejmensim pokusit identifikovat vSechny slozky nejistoty,
udélat jeji primereny odhad a zajistit, aby nevzbuzovala
nespravnou predstavu o hodnote nejistoty. Takovy odhad musi
byt zalozen na znalosti provedeni metody a na rozsahu
meéreni a musi pouzivat udaju o validaci, méfeni kontrolnich
vzorku a predchozich zkuSenosti. Nejistota vzdy odpovida
dané koncentracni urovni. Laborator musi mit zpracovany
postupy pro stanoveni nejistoty mereni.
Alternativy:
- z regulacnich diagramu (z individualnich nebo opakovanych
meéreni)
- z dat pro vyhodnoceni preciznosti (vicenasobna méreni nebo
paralelni méreni)
parmalmch nejistot 57
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Standardni nejistota je nejistota vysledku vyjadrena jako
smerodatna odchylka

Kombinovana standardni nejistota je nejistota vysledku
mereni, je-li vysledek ziskan z hodnot odpovidajicich
nékolika dalsim veliCinam (napriklad druha mocnina
rozptylu)

Rozsirena nejistota definuje interval hodnot zahrnuijici
vysledek méreni
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Vyjadrovani vysledkul analyz v blizkosti meze detekce

Stanoveni mezi detekce a stanovitelnosti (oblast LOD-LOQ
limit of detection, limit of quantification) je nezbytné pro urCeni
rozumné miry nejistot mereni.

Vysledky méreni jsou pravdépodobnostni intervaly urCeneé
stredni hodnotou a smerodatnou odchylkou. Relativni
smerodatna odchylka roste se snizujici se koncentraci.
Skutecna hodnota lezi s 95% pravdepodobnosti uvnitr
iIntervalu spolehlivosti, ktery je dan nulovou koncentraci a
dvojnasobkem stiedni hodnoty. Udaje v oblasti X<LOD nejsou
regulérnimi kvantitativnimi udaji. Je treba rozlisit a hlasit dva
rozdilne pripady:

- X<LOD

- nestanoveno (pro pripad vlivu interferenci).

Maiji-li data v této oblasti pro uzivatele vyznam, je nutné snizit

hodnotu LOD. .
(©)| =



Pred zahajenim analyzy

— lokalizovat vzorky;

— presvedcit se, ze ma k disposici platny vytisk
standardniho operacniho postupu;

— predist si postup, pokud jej zevrubné nezna;

— overit, ze jsou vsechny potrebné pristroje
dostupné a v dobréem stavu, Ciste a spravne
kalibrované;

— naplanovat sled Cinnosti a napln kazdeho
kroku
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Pred zahajenim analyzy

— uvazit vSechna rizika souvisejici s postupem a s
pouzivanim nekterych cCinidel.

— Je pro praci vymezena dostatecna a Cista plocha na
pracovnim stole;

— pfipada-li v uvahu zvySené riziko, muze byt nutny
dozor.

— overit, ze je potrebné nadobi Ciste, neporusené a
podle potreby kalibrovane.

— OVErit, Ze jsou zasoby Cinidel, kalibradnich standardu
a referenénich materialu dostatecné a v
odpovidajicim stupni Cistoty.

— naplanovat postupy likvidace napriklad pouzitych
vzorku, Cinidel a kontaminovanych zafrizenti;

— naplanovat postupy ocCisty zarizeni.

ccccccccc
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V prubéhu analyzy

» zjistete detaily o kazdém vzorku, jeho stav a odkazy na pripojené
doklady;

« overte jesté pred otevienim vzorkovnic, ze vzorky maji spravnou
teplotu;

« odeberte vzorky a zajistéte, aby byl kazdy dostateCné oznacen v
kazdém kroku analyzy, aby byl sledovatelny zpét k puvodnimu
vzZorku;

« pokud se pouziva pfistroj vicekrat pro rizné vzorky, zajistéte
potrebné cisteni mezi kazdym pouzitim, abyste zamezili vzajemné
kontaminaci;

 pokud postup nestanovi jinak, je spravny sled Cinnosti: potrebna
kalibrace; je-li kalibrace uspokojiva, provedte kontroly kvality; pokud
jsou kontroly kvality uspokojive, provedte analyzy vzorku. Kdyz se
vzorky analyzuji v sériich, jsou behem série nutné pravidelne
kontroly kalibraci a kvallty postupujte presne podle pisemného
POpPISU postupul.

« zaznamenavejte srozumitelné pozorovani, data a neobvyklé detaily
postupu, tak jak se to doporucuje
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Po analyze

» ze ziskanych dat vypocitejte pozadované odpovedi,
pricemz hledejte obvyklé chyby jako je nesouhlas
duplikatnich vzorku, pozitivni vysledky tam, kde
oCekavame negativni, atd.;

» kontrolujte prenosy dat a vypocty, s vyhodou nekym
jinym nez osobou, ktera pracovala na ukolu.;

» vzorky se musi uchovavat alespon do té doby, nez bude
napsana vyhovujici zprava.
* Vzorek se muze uchovavat i déle podle zasad

laboratore, nebo se muze vratit zakaznikovi nebo
zlikvidovat.

* oblast laboratore pouzivana k praci, prislusne vybaveni
a pristroje se musi dekontaminovat, ocistit a ponechat
pro dalsi praci vycistene
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Uvadéni vysledkii

Protokol o zkousce musi obsahovat

- nazev a identifikaci protokolu

- nazev a adresu laboratore

- nazev a adresu zakaznika

- identifikaci pouzitych metod

- popis zkousené polozky

- datum prijeti vzorku a provedeni analyz
- odkaz na plan a postup vzorkovani

- vysledky zkousek vCetne jednotek

- identifikace osob podepisujicich protokol
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