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Validace analyticke metody

Obecny postup vyvoje analytickych metod

v definice pozadavki na zkuSebni metodu

v" optimalizace podminek zkusebni metody

v validace metody

v’ nutno dokazat, ze analyticka metoda je piijatelna pro
zamysSlene pouziti a poskytuje vysledky ve stanovenych
mezich spolehlivosti tj. méfeni latky s danou presnosti,
spravnosti, deteknim limitem apod.

v" hlavnim cilem validace metod je zabezpeceni jiSténi
kvality (Quality assurance, QA) v laboratofti



Validace analytické metody

Vyvoj analytické Validace analytické
metody metody

Zlata pravidla validace

>validovat celou metodu
»validovat cely rozsah koncentraci
»validovat v rozsahu vSech uvazovanych matric



Validace analyticke metody

Vyvoj analytického Validace analytického
postupu postupu

Vyvoi:
nalezeni optimalnich podminek pro méteni analytického signalu

Podminky:
parametry urcujici hodnotu analytického signalu
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Pracovni postup — analyticky predpis

v oblast pouziti metody, princip méfeni, chemické reakce
stanovované latky, koncentraCni rozmezi pro stanovovanou
latku, jednotky, vliv matrice

v’ ptiprava roztoku, ¢inidel: chemicka ¢istota pouzitych
chemikalii, jejich uprava a Cisténi, priprava rozpoustédel,
¢inidel a pomocnych chemikalii, stabilita a koncentrace

v mechanicka uprava vzorku, chemicka uprava vzorku, méfeni
vzorku, kalibraéni méfeni, vypocCet obsahu stanovované latky,
hodnoceni vysledku



Validace analytické metody

Validace — potvrzeni platnosti

v’ potvrzeni prostiednictvim poskytnuti objektivnich
dukazi, 7ze pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo
na specifickou aplikaci byly splnény
objektivni ditkaz je informace, jejiz pravdivost muze byt
prokdzana na zakladée skutecnosti ziskanych pozorovanim,
méfenim, zkouSenim nebo jinymi prostiedky

v validace analytického postupu je proces ujiSténi, Ze jsou
analytickd metoda nebo postup vhodné pro zamysleny tcel

v validace metody zjiSt'uje pomoci laboratorni studie, Ze metoda
spliiuje pozadavky pro zamyslené analyticke pouZiti
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Validace analytické metody

v’ provéfeni analytické metody, které zarucuje, ze idaje
o jednotlivych znacich validované metody byly ovéfeny
a ze jsou pravdiveé a vhodné pro zamysleny ucel

v" chovani metody se vyjadiuje v pojmech analytickych
charakteristik — vykonnostnich parametrii (Casto znakt
analyticke metody): pfesnost, spravnost, mez detekce
mez stanovitelnosti, selektivita, specificnost, rozsah,
linearita, robustnost

v analytik musi prokazat, ze je schopen validovanou metodu
pouZivat a ziskat deklarované charakteristiky analytickeho
chovani
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Validace — potvrzeni platnosti analytické metody

v’ vhodnost analytické metody musi byt validovana pied zménou
(rozSifenim) jejiho pouziti

v validuji se alespon zakladni znaky analytické metody

v analytické znaky tvofi osnovu valida¢niho planu

Verifikace — ovérovani analytické metody

v’ potvrzeni zkoumanim a poskytnuti objektivniho dikazu,
ze specifikované pozadavky jsou splnény — data 0
analytickych znacich poskytnuta vyrobcem, jinou laboratofi
nebo referencéni instituci jsou v dane¢ laboratori dosaZzena

v prukaz shody, piezkouSeni ¢i osvéd¢eni pravdivosti daného jevu
znamena, ze métici postup, systém, vyrobek je plné funkcéni
v konkrétni laboratoti



Validace analytické metody

Validace/ verifikace analytické metody

v vysledky analytickych méfeni maji mimoradné silny dopad
v praxi. V klinické laboratof1 mohou rozhodnym a nékdy
1 fatalnim zptisobem ovlivnit zdravi, kvalitu Zivota a nékdy
1 samotny Zivot pacienta. Ve forenzni laboratoi1 vedou zavéry
k zavaznym opatfenim pro vySetfovaneho jedince.

v’ provadét méfeni o dostate¢né kvalité je profesionalni
povinnosti analytika

v’ validace poskytuje naprosto nezbytné potiebna data o
nejistoté (intervalu spolehlivosti) vysledki méfeni

v akreditace, neboli Gfedni potvrzeni kompetence laboratoie
vyzaduje pouzivani fadn¢ validovanych a verifikovanych
meteni



Validace analytické metody

Kdy se provadi validace/verifikace

v’ pfi zavedeni nové metody

v’ pfi pofizeni a pfed aplikaci nového analytického méficiho
systému do laboratore

v' pokud rozsifime pouziti stdvajici metody o dalsi ucel
naprt. rozsifime meéteni o dalSi druh biologického materialu

v" ukazuje — li kontrola kvality pfetrvavajici problém

v’ pii pfevzeti metody z jiné laboratoie

v" po dohodnuté dobé (jeden rok) revalidace/reverifikace



Validace analyticke metody
Validace analytické metody

v série experimentl pro zajisténi dulezitych charakteristik metody

v matematickostatistické zpracovani experimentalnich dat — metoda
poskytuje pi1 opakovaném pouZiti reprodukovatelne a spolehlive
vysledky, je vhodna pro zamyslené pouziti

v’ je tieba presné definovat podminky, za kterych bude metoda pouzita
je tieba splnit stanovena kritéria — test zpusobilosti analytického
systemu

v odborné smérnice pro validace analytickych metod:

»Mezinarodni konference o harmonizaci technickych pozadavka
na registraci humannich 1éCiv (r. 1994, r. 1996) dokument je
akceptovan kontrolnimi ufady EU, USA a Japonska

»smernice OECD (Organization for Economic Co — operation and

Development) zahrnujici principy pro spravnou laboratorni praxi
(Good Laboratory Practice GLP)



Validace analytické metody

The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirments for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH)

ICH smérnice

USA — Federal Register

www.fda.gov/cder/guidance/index.htm

Reference:

ICH Harmonised tripartite Guideline Q2A

Validation of Analytical Procedures: Definitions and Terminology
(fijen 1994) Fed. Reg. 60, 1 March 1995, p. 11260

ICH Harmonised tripartite Quideline Q2B
Validation of Analytical Procedures: Methodology
(listopad 1996) Fed. Reg. 62 (96), 19 May 1997, p. 27463



Validace analyticke metody

The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirments for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH)

Reference:
Reviewer Guidance, Validation of Chromatographic Methods, Center for

Drug Evaluation and Research, Food and Drug Administration, 1994
www.fda.gov/cder/guidance/cmc3.pdf

Analytical Procedures and Method Validation:

Highlights of the FDAs Draft Guidance, LCGC, Volume 19, Number 1,
January 2001

www.lcgcmag.com

www.fda.gov/cder/guidance/2396dft.htm



Validace analytické metody
Kontrolni urady v EU, USA a Japonsku:

European Commision — European Union (EU)

European Federation of Pharmaceutical Industries Assoc. (EFPIA)
Ministry of Health and Welfare, Japan (MHW)

Japan Pharmaceutical Manufactures Assoc. (JPMA)

U.S. Food and Drug Administration (FDA)

Pharmaceutical Research and Manufactures of America (PhRMA)
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Literatura:

Kvalimetrie 9. Vhodnost analytickych metod pro dany ucel,
EURACHEM - CR, Praha 1999

Kvalimetrie 7. Validace analytickych metod. EURACHEM — CR,
Praha 1997

Kvalimetrie 12. Pruvodce jakosti v analytické chemii. Pomucka

k akreditaci, Praha 2003

Www.eurachem.cz
www.sekk.cz



Validace analytické metody

Validace vypracované analytické metody slouzi k ovérovani
jeji vhodnosti, spravnosti a spolehlivosti.

Parametry validace analytické metody:

Presnost Limit detekce
Spravnost Limit kvantifikace
Selektivita Robustnost

Linearita



Validace analytické metody

Selektivita

v" schopnost metody rozli$it a jednozna¢né prokazat ¢i stanovit
analyt resp. jednotlive analyty v urCité matrici za pritomnosti
moznych vedlejSich latek (pfimési) za definovanych podminek
reakce

v méni se s obsahem (mnozstvim, koncentraci) analytu a nékdy
1 v zavislosti na nastaveni parametrii metody

v’ mirou selektivity je znamy, kvantitativnim zpisobem vyjadieny
vliv matrice

v' miru selektivity 1ze uréit metodou planovani pokusu ¢i
vyhodnocenim analyzy rozptylu nebo porovnanim vysledku
analyzy ziskanych s ¢istym analytem a za pritomnosti vSech
piredpokladanych redlnych rusivych slozek v mnozstvich
odpovidajicich realn¢ matrici



Validace analyticke metody

Spravnost (accuracy)

v té€snost souhlasu mezi jedinym vysledkem méfeni a dohodnutou
referencni hodnotou mérene veliiny

v" kombinuje piesnost a pravdivost, tj. vlivy nahodnych
a systematickych faktoru

v’ je kvalitativni termin:

»za predpokladu, Ze vysledky pouzité metody vykazuji nulovou
nebo malou chybu se spravnost rovna presnosti

»]e — li presnost nizka, bude konkrétni vysledek nespravny a bude
se vyrazn¢ lisit od konvencni skutecné hodnoty

»]e —li presnost vysoka, budou vSechny vysledky spravné

»pokud vykazuje metoda velkou chybu, budou 1 velmi presné
vysledky nespravné



Validace analyticke metody

Spravnost (accuracy)

v’ je definovana jako odchylka (vychyleni, bias) od spravné hodnoty

v’ bias predstavuje kvantifikaci systematické chyby méfeni

v’ spravnost v laboratofi zjist'ujeme pomoci certifikovaného
referencniho materialu nebo pomoci laboratorniho etalonu
(referencni hodnota pro etalon byla ziskana primarni metodou
méient)

v" odchylka mezi certifikovanou (referenéni) hodnotou p
a vysledkem analyzy X je zpiisobena chybou méficiho procesu
a chybou certifikované hodnoty, kterou 1ze zanedbat

v’ vyjadiuje se jako procentualni odchylka od uznavané referenéni
hodnoty



Validace analytické metody

Odchylka(bias)

Odchylka | neznama velika velika mala velika
(bias)

Presnost neznama Spatna dobra dobra Spatna
Chyba velika velika velika mala velika




Validace analytické metody

Presnost (precision)

v je mira shody mezi nezavislymi vysledky méfeni opakované
provadéncho s jednim homogennim vzorkem za piedepsanych
podminek

v’ zavisi pouze na rozdéleni nahodnych chyb a nema vztah ke
skute¢ne nebo specifikované hodnoté

v je vyjadfena kvantitativné jako vybérova smérodatna odchylka,
rozpéti apod

v’ podle podminek opakovani metody se rozliSuje:

»opakovatelnost, intra — run (repeatability)

»intermediate precision

»reprodukovatelnost, inter — run (reproducibility)
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Opakovatelnost (repeatability)

v’ pfesnost uvniti laboratoie béhem jednoho dne, intra - assay
precision

v" opakovatelnost je vlastnosti metody, ne vysledku

v’ nezavislé vysledky zkous$ek se ziskaji toutéz metodou, v téze
laboratof1, tymZ operatorem, za pouziti t¢hoz vybaveni
béhem kratkeho ¢asového rozpéti
Vypocet vybérove smerodatné odchylky sy;

IR L

X; — méefena veliCina
N — poCet méteni
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Analyt

latka, ktera je subjektem méfeni (napt. opiaty, konkrétné morfin)
Meérena veliCina

veliCina, ktera je predmétem méfeni (napf. obsah morfinu)
Princip méreni

védecky zaklad méfeni (napf. chromatografie)
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Metoda méreni
logicka sekvence operaci, popsanych genericky, pouzivanych
pii méfeni (napf. stanoveni morfinu pomoci GC/MS)

Meérici postup

soubor operaci, popsanych specificky, pouzivanych pif1 méreni
podle urcit¢ metody v laboratotich: SOP, urCity analyt v urcité
matrici (stanoveni morfinu GC/MS v séru)
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Normalni rozdéleni
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Intermediate precision

v méfeni se provadi v rizné dny, riznymi analytiky za pouZiti
rozdilnych pomiticek a pristroju unvitt jedné laboratore

Reprodukovatelnost

v metoda se provadi na jednom zhomogenizovaném vzorku
ale v ruznych laboratofich, riznymi analytiky, s riznymi
Cinidly 1 pristroji

v’ ma vyznam, pfedpoklada — li se pouziti metody v jiné
laboratoi1

Za prijatelne se povazuji hodnoty RSD do 15%.

Presnost 1 bias se mohou znacné ménit napri¢ kalibraCnim
rozmezim, proto je nutné promefit tyto parametry alespon
na tfech koncentracnich hladinach.
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Linearita

v’ posuzuje se zavislost mezi koncentraci stanovované latky
ve vzorku a odpovidajici odezvou detektoru, ve které je
analyticky signal linearni funkci koncentrace

Rozsah linearity

v’ je interval mezi hladinami koncentrace stanovované latky,
v némzZ je latka stanovena s takovou piesnosti, spravnosti
a linearitou, jak dokladaji vysledky validace

Linearita analytické metody se doklada

v graficky jako zavislost odezvy na koncentraci stanovované
latky

v matematicky pomoci vysledku linearni regresni analyzy:
uvadi se korela¢ni koeficient R? , smérnice K , y — usek g
a chyby jejich stanoveni (R? je mirou linearity, K je mirou
citlivostiay - usek mirou vedlejSich vlivii)
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Limit detekce (limit of detection) LOD

v je nejnizsi spolehlivé detekovatelna koncentrace latky ve vzorku,
ktera nemusi byt stanovovana kvantitativné
ktery miuZe byt na dané hladin€ vyznamnosti piijat za odliSny
od hodnoty ziskan¢ stejnym analytickym postupem u materialu,
ktery dany analyt neobsahuje

v analyticka metoda za definovanych experimentalnich podminek
musi spolehlivé rozlisit analyt ¢1 analyty od pozadi matrice
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Limit kvantifikace (limit of quantification ) LOQ

v charakterizuje citlivost metody, je to nejniz$i koncentrace latky,
kterou l1ze stanovit s prijatelnou presnosti a spravnosti (RSD 15%)

v' byva shodny s dolni mezi (koncentraci) linearniho rozsahu kalibrace

v' u instrumentalnich chromatografickych metod 1ze LOD a LOQ zjistit
na zakladé poméru signalu k Sumu (S/N).

»jedna se o pomeér mezi vyskou piku sledovaného analytu (signal)
analytu (Sum, noise).

»mgéfeni slepého vzorku (matrice bez sledované latky) vs. vzorek
s analytem. Trojndsobek poméru vysky piku analytu (signal) k pozadi
slepého vzorku v misté reten¢niho Casu R; analytu (Sum) odpovida
detekénimu limitu (LOD, S/N >3) a desetinasobek kvantifikaCnimu
limitu (LOQ, S/N >10)
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Validace analyticke metody

Vytéznost (recovery)

v je podil rozdilu mezi udaji méficiho systému pii méfeni vzorku
se znamym piidanym mnozZstvim analytu a vzorku bez ptfidavku

v uddva miru schopnosti métici metody (postupu) postihnout
méfenym signalem vesSkery analyt pfitomny ve vzorku

v’ je mirou u¢innosti metody

R — Cobs

Cref

C,psj€ nalezena koncentrace (nebo mnozstvi) analytu ziskana
aplikaci méticiho postupu

C,t J€ hodnota CRM nebo hodnota dana “spikem” nebo zmétena
dohodnutou metodou
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Robustnost (ruggedness)

v" je mira schopnosti metody stanovit spravné a piesné vysledky
take pr1 malych zménach pracovnich podminek, ke kterym
dochdzi 1 béhem rutinni analyzy pi1 dodrZzovani pracovniho
postupu

v’ znamena miru vlivu proménnych podminek (lidsky faktor, rizné
pristroje, Sarze Cinidel, malé zmény pH roztoku, stabilita vzorku
v roztoku, vykyvy teploty, vliv vymény chromatografickeé
kolony) na vysledky analyzy

v' analytickd metoda je robustni, neni — li pfesnost stanoveni
ovlivnéna malymi zménami pracovnich podminek
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Revalidace

analyticke metody musi byt provedena

v’ pii kazdé tpravé analytického postupu

v’ pii pouziti jiné matrice pro analyzu

v’ pii modifikaci (napf. pfi pfenosu metody na jiné pracoviste)

v je nutna pro kontrolu, zda zména analytického postupu
nebo modifikace metody nezpusobila poruseni dat validace
obsazenych v puvodni zprave

v’ rozsah revalidace je dan povahou zmén
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Parametry diilezité pro validaci analytickych metod

presnost
spravnost
linearita
selektivita
limit detekce

limit kvantifikace

robustnost

Kvalitativni analyza

(prikaz)

ne
ano

ne
ano
ano

ne

ano

Kvantitativni analyza
(stanoveni)

ano
ano
ano
ano
ne

ano

ano
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F. T. Peters, O. H. Drummer, F. Musshoff: Validation of new methods, FSI 2006

Validace analytické toxikologické metody

valida¢ni parametr

selektivita

spravnost (bias) a
presnost
(smérodatna
odchylka)

valida¢ni méreni

analyza 6, rad¢ji 10 —20
vzorku blankd, analyza 2
vzorkl nulovych
kalibratorti

(blank + IS), analyza
blankovych vzorkt
spikovanych analyty
ocekavanymi v redlnych
vzorcich, analyzy redlnych
vzorktli bez analyta

QC vzorky pfi nizke,
sttedni a vysoké
koncentraci analytu
relativné ke kalibraénimu
rozsahu, analyza v dubletu
po 8 dni

hodnoceni
parametru

kontrola interferujicich
signalt

vypocet bias jako
procentualni ochylky
praméru vypoctené
hodnoty z nominalni
hodnoty analytu, vypocet
smérodatné odchylky pro
analyt

hodnoceni kritéria

absence interferujicich
signall

bias 15% nominalni
hodnoty ( 20% Vv blizkosti
LLOQ); ptesnost  15%
RSD

( 20% v blizkosti LLOQ)
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Validace analytické toxikologické metody

validacni parametr

kalibrace

limit detekce LOD

limit kvantifikace
LLOQ

valida¢ni méreni

analyza kalibratorti

(blank + IS + analyt)
4 — 6 koncentra¢nich
hladin, analyza 5 - 6
kalibratorti na urcité
koncentracni hladiné

analyzy spikovanych
vzorkl s klesajici
koncentraci analytu

analyzy QC vzorki pro
koncentrace v blizkosti

LLOQ nebo analyzy

spikovanych vzorki se

stoupajici koncentraci
analytu

hodnoceni
parametru

hodnoceni linearniho
modelu, hodnoceni
nelinearntho modelu,
vypocet korelacniho
koeficintu R, smérnice k,
useku q

kontrola dodrzeni
1dentifika¢niho kritéria,
hodnoceni S/N

vyuziti hodnot spravnosti a
presnosti ziskanych
analyzou QC vzorku

Vv blizkosti LLOQ, nebo
hodnocenim S/N ve
spikovanych vzorcich

hodnoceni kritéria

potvrzeni statistického
modelu, vyuziti dat
ziskanych méfenim QC
vzorkl pii stanoveni
spravnosti a presnosti

dodrzeni identifikaéniho
kritéria, S/N > 3

dodrZeni kritéria spravnosti
a presnosti v blizkosti
LLOQ, S/N >10
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Validace analytické toxikologické metody

valida¢ni parametr

vytéznost

stabilita

uchovani
zamrazenim

valida¢ni méreni

extrakce 5 —6 spikovanych
vzorkll pro nizkou a vysokou
koncentracni hladinu analytu,
vyuziti riznych zdroji
matrice, analyza 5 —6 100%
kontrol

analyzy spikovanych vzork
pro nizkou a vysokou
koncentracni hladinu analytu,
opakovani nasttik
analyzovanych vzork

Vv urcitych Casovych
intervalech

QC vzorky pfi nizkych a
vysokych koncentracich, 6
opakovanych analyz pted
(kontrola) a po trojndsobném
rozmrazeni a zamrazeni

hodnoceni

parametru

vypocet vytéznosti jako

procenta odezvy analytu
Vv extrahovanych a 100%

kontrolnich vzorcich, vypocet
RSD

line4rni regresni analyza
odezvy vs. €as nastiiku

vypocet primérné
koncentrace vzorkil
(kontrola) a po rozmraZeni a
zamrazeni

hodnoceni Kritéria

hodnoceni vytéznosti

hodnoceni stability

hodnoceni stability, primérna
koncentrace vzorki po
zamrazeni v rozmezi 90 —
110% hodnoty kontrolnich
vzorkl



Nejistota méereni

Nejistota méreni

v’ parametr pfidruzeny vysledku méfeni, ktery charakterizuje
rozptyleni hodnot, jeZ mohou byt diivodné prisuzovany
mérene veli¢ing

v vymezuje hranice, v nichz je vysledek povazovan na urcité
hlading spolehlivosti za spravny, presny a pravdivy

v je podstatnou soucasti kazdého vysledku méfeni

v" prokazuje metrologickou kvalitu méfeni (nikoliv méfeni s
nejmensi dosazitelnou nejistotou)

v zlepSuje poznani méficiho postupu

v’ umoziuje porovnavani vysledki

v je vyzadovana v procesech akreditace

v" u koncového uzivatele poskytuje vysledku patii¢nou
daveéryhodnost



Nejistota mereni
Chyba zatézuje kazdy vysledek méfeni, je to rozdil mezi jednotlivym
vysledkem a skuteCnou hodnotou meétené veliCiny
Nejistota je vzdy spojena s vysledkem
Vysledek = Hodnota + Nejistota
20,7 + 2,5 ng/ml
Hodnota je mezi 18,2 a 23,2 ng/ml

Skutecna hodnota (True value): hodnota odpovidajici definici dané
specifikovane veliCiny.

Spravnost méreni (Accuracy of measurement): tésnost shody mezi
vysledkem méfeni a skuteCnou (true) hodnotou (nebo piijatou
referen¢ni hodnotou).

Standardni nejistota (Standard uncertainty), u(x):
nejistota hodnoty veliCiny vyjadiena jako smérodatna odchylka (k= 1)



Nejistota méereni

Kombinovana standardni nejistota (Combined standard
uncertainty), u(y):

je rovna odhadu smérodatné odchylky tj. kladné hodnoté
druh¢ odmocniny celkového rozptylu, ziskan¢ho slouc¢enim
vSech sloZek nejistoty s pouzitim zakona o Sifeni nejistot

RozSifena nejistota (Expanded uncertainty), U(y):
definuje interval hodnot v okoli vysledku méfeni, o kterém
1ze predpokladat, ze se v ném nal¢za hodnota mérené
veli¢iny na vySsi hladin€ spolehlivosti. Ziska se
vynasobenim standardni kombinované nejistoty u(Yy)
koeficientem rozsifeni K



Nejistota mereni

Koeficient rozsireni (pokryti) (Coverage factor), k:

Ciselny koeficient, jimZ nasobime kombinovanou standardni
nejistotu, abychom ziskali rozSifenou nejistotu

U(y) = k*u(y)
R=y+U(y)

Vysledek = Hodnota mérené veli¢iny + rozsirena nejistota



Nejistota merent

odhad nejistoty méteni
zjistujeme skuteCnou hodnotu mérené veliCiny

R=y+U(y)
vysledek = odhad hodnoty mérené veliCiny + rozsirena nejistota

odhad nejistoty méfeni — pro kvalitu odhadu neni urCujici zpusob
ziskani

- rozborem meficiho procesu po jednotlivych krocich

- rozborem zdola nahoru a konstrukci bilance nejistot

- vyuzitim celkovych informaci o vykonnosti metody napft. z validace,
regulacnich diagrami a mezilaboratornich porovnavacich zkousek



Nejistota méereni
Odhad nejistoty vyZzaduje
v" fundované pochopeni vyznamu nové veli¢iny
v detailni znalost analytického procesu
v" schopnost pouzivat chemometrické nastroje
v umét zvolit vhodnou metodiku vypoctu

v" mit zkuSenosti a informace pro posouzeni
realnosti ziskane hodnoty nejistoty



Nejistota mereni
Odhad nejistoty méfeni — Ctyf1 logicky na sebe navazujici etapy:

Specifikace — jasné vymezeni predmétu méfeni a jeho vazby
na diilezité parametry méfeni na kterych zavisi

Identifikace zdroju nejistot — vytvoreni seznamu moznych
zdroju nejistoty, obsahujici vSechny prispévky nejistoty

Vyhodnoceni slozek nejistoty— prevedeni informaci
o jednotlivych sloZzkach nejistoty do kvantitativni formy

Vypocet kombinované a rozsirené nejistoty — odrazi vztah
vstupnich a ovliviiujicich veli¢in k vysledku méfeni



Nejistota méereni
Kombinovana standardni nejistota

a zakon propagace nejistot

N
a) pro nezavislé veli¢iny x.: (U (y) = Z Ci2u (Xi )2

b) pro zavislé veli€iny X; :

u(y) = ZC u(x)’ +ZZZC U, x;)

=1 j=i+l

oy G jsou koeficienty selektivity méfene hodnoty
i ax Y vzhledem k hodnotam jednotlivych vstupnich
veliCin



Nejistota méereni

Pravidla pro vvpocet kombinované standardni nejistoty.

Pravidlo 1: Aditivni model méreni

y =k(X; +X, +X3) (k- konstanta)

u(y) =KkaJu(x)® +u(x,)’ +u(x,)’

Pravidlo 2: Multiplikativni model métfeni

y = K(X{.-X5.X3) (K - konstanta)

u(y) = ykJ(”(Xl))Z W)y | Uy,

X X X3




Nejistota mereni

Nejistota méreni v toxikologii

Spolehlivost kvalitativnich nalezu

v uplnost nalezl — nejista vzdy

v’ specifita metody, potvrzovaci nezavislé analyzy, bezpe¢na
Identifikace nox

v nejistoty chemické identifikace u stopovych nalezii, postupy
validace kvalitativnich metod v podstaté chybi

v’ opatfeni na eliminaci kontaminace pifenosem ze vzorku do vzorku
carry over potencial metody, kontroly blank

Spravnost a presnost kvantitativnich nalezu

v’ piesnost zatiZzena obvyklymi analytickymi chybami - fedéni apod.

v nejistoty ve spravnosti naméfenych hodnot

v’ problém dostupnosti certifikovanych referen¢nich substanci pro kalibrace

v’ nedostatek vhodnych referenénich matric pro kalibrace
spikovane biologicke tekutiny



Nejistota mereni
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