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Zajisteni jakosti ve forenzni analyze,
rozhodovaci analyza, legislativni
aspekty
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B Dvé zakladni oblasti chemické analyzy

®» Kvalitatitvni analyza
Poskytuje informaci vedouci k
identifikaci slozek obsazenych ve

vzorku

®» Kvantitativni analyza
Vystupem je numericka informace -
obsah danych slozek ve vzorku
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} Instrumentalni metody - obecny koncept
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analyticka informace
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zdroj energie

Oblasti aplikace:

®» BIOANALYTICKA: biomolekuly / biologické matrice (napf. proteiny,
aminokyseliny,... sliny, krev, mo¢...)

» ENVIRONMENTALNI: pesticidy, polutanty...vzduch, voda, ptda...

®» VEDA O MATERIALECH: polyméry, charakterizace novych materialg..

®» FORENZNI VEDY: télni tekutiny, DNA, zbytky stfeliva / vybugnin, vlasy,

ﬂ ~vlakna, prvkova analyza, drogy / |1éCiva, alkoholy, otravy, otisky prstu, etc.
\
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B Postup vysetiovani forenzniho vzorku

JE IDENTITA VZORKU ZREJMA?

ano | ne
= Shromazdi vzorky, uréi jejich Odhadni identitu Pokud
druh (kategorii) a individualni vz0{ku jsou
charakteristiky ' vysledky
m Zjisti prirozenou variabilitu Proved predikcni negativni
| analyzu
4 . p, ano b
Srovnej skupinové ¢
charakteristiky Proved konfirmacni
analyzu

N
Jsou ve vzorku zastoupeny

jednotlivé charakteristiky? Musi byt urcen plvod

vzorku?
ne ano

- ne
m Srovnej jednotlivé
charakteristiky m identifikace
klasifikace

m individualizace
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B Piiklad klasifikace a individualizace

Examples of Class and Individual Characteristics for Common Evidence

EVIDENCE CLAss CHARACTERISTICS INDIVIDUAL CHARACTERISTICS
Fingerprints General pattern type (arch, loop, whorl) Relative location of fine detail
(bifurcations and ridge endings)
Bullets Diameter, # of land and groove impressions, Individual striations (scratches) imparted
mass, and direction of twist from the barrel
Hair Color, length, and diameter DNA only found in the root or attached

skin cells

Glass |CDlor, thickness, density, refractive index, Physical match
and curvature

Soil Color, pH, particle size distribution, and Uncommon
density distribution

Fibers Color, cross section, chemical composition, Uncommon
microscopic features, refractive index,
and solubility

V§CHT FIGURE 9 Natural variation seen in
PRAHA hairs under a microscope.
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B Presumpéni a konfirmaéni forenzni testy

... vredlné situaci, v terénu, se casto musi vysertrovatelé rozhodnout ohledné
charakteru moznych dikaznich predméti....

Napr cervena skvrna je:
- lidska krev ?

- krev ze zvirete?

- kecup?

- barva ?

Vliv na odbér dalsich
dUkaznich predmétu

B PREDIKCNI TEST — screening, umoZni pfedbéZnou kategorizaci, ale nerozli$i napf
mezi krvi ¢lovéka a zvirete

B KONFIRMACNI TEST — potvrzeni, identifikace
(/ standardni pro bioloogické tekutiny [

- krev

- pro sliny
- perma

- Moc

VSCHT - vagindlni sekrety

PRAHA
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FIGURE 6 The presumptive color test
for methamphetamine shows a deep
blue-colored product.
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Methamphetamine

kONFIRMACNI

/ TEST

FIGURE 7 The infrared spectropho-
tometer shown here produces a chemical
fingerprint of a substance.



European
Network
of Forensic
Science
Inmstitutes

www.enfsi.eu
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N F S I About ENFSI

members from

Armenia
Austria
Azerbaijan
Belgium
Bosnia and Herzegovina
Bulgaria
Croatia
Cyprus

Czech Republic
Denmark
Estonia
Finland

France

Animal, Plant and Soil
Traces

Digital Imaging

DNA

JRENSIC

Drugs
Explosives
Fingerprint
Firearms/GSR

SCIENCE INS

Obrézky ©2013 NASA TemaMetrics [Jl o il

Working Groups >

search

>

News Agenda

Fire and Explosions
Investigation
Forensic Information
Technology

website

Projects Documents

Forensic Speech and
Audio Analysis
Handwriting

Marks

Hall of Fame

mempers login

IFSA Contact

2013-7-19 Tripartite Meeting
of ENFSI, Eurojust and Europol
in the Hague

2013-5-27 Changes within the
ENFSI Board

2013-5-14 ENFSI Annual
Report 2012

2013-5-10 New ENFSI Member
from the UK

More news

Forensic Governance
Executive Course

2013-9-22 | NFI, The Hague,
The Netherlands

19th Annual Meeting of the
EWG Paint & Glass
2013-9-23 | Larnaca, Cyprus
11th International Forensic
Svmposium

2013-9-24 | Bratislava,

More agenda

Paint and Glass

Road Accident Analysis
Scene of Crime

Textile and Hair
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. v , Pribézné vzdélavani N
Externi vedecke Referencni materialy \

organizace Standardy \
Prezkoumani...

L4
Akreditace laboratore
Profesni Priibézné vzdélavani
Certifikace analytiku
Mezilaboratorni zkousky

Prizlfgitt‘?‘j’m' Prokazovani
kvality (QA)

Trénik a vzdélavani 7
, Kalibrace zafizeni
Forenznlv Standardni postupy
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} Web of Science: Forensic analysis
& quality assurance
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Making drug-analysis laboratories fit-for-purpose The ” £ <
UNODC scientific and forensic work programme ' /O%/‘
Author(s): Tettey, INA (Tettey, Justice N. A.)[2]; Remberg, B (Remberg, Barbara)ltl; Naidis, | (Naidis, :/\/é\\
Iphigenia)lt] <>,-\
Abstract: The United Nations Office on Drugs and Crime forensic S
work programme seeks to ensure that the international
community has access to quality forensic science services and

y quatity CHIMICA OGGI-

data in support of their efforts to counter drugs, crime and
terrorism. Good quality and reliable data from forensic/drug
analysis laboratories translate into the design of effective policies
and decisions in drug control and crime prevention. This article
outlines the tools and services provided by the UNODC to drug
analysis laboratories worldwide to make them fit for purpose
These include quality assurance support: analytical reference
standards, manuals and guidelines on recommended analytical S:\DOCASNE\United
methods and forensic best practices, drug and precursor field
testing kits, and fostering of international cooperation in the

Eorensic sciences sector
PRAHA

CHEMISTRY TODAY
Volume: 28 Issue: 3
Pages: 23-25
Published: 2010

nations drugs.pdf
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New perspectives in the use of ink evidence in forensic science: Part I.
Development of a quality assurance process for forensic ink analysis by HPTLC

a,b,*

Cedric Neumann >, Pierre Margot

#School of Forensic Science, University of Lausanne, CH-1015 Dorigny, Switzerland

>The Forensic Science Service Ltd., 2920 Trident Court, Birmingham B37 7YN, United Kingdomn
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The level of information provided by ink evidence to the criminal and civil justice system is limited. The
l[imitations arise from the weakness of the interpretative framework currently used, as proposed in the
ASTM 1422-05 and 1789-04 on ink analysis. It is proposed to use the likelihood ratio from the Bayes
theorem to interpret ink evidence.

Unfortunately, when considering the analytical practices, as defined in the ASTM standards on ink
analysis, it appears that current ink analytical practices do not allow for the level of reproducibility and
accuracy required by a probabilistic framework.

Such framework relies on the evaluation of the statistics of the ink characteristics using an ink
reference database and the objective measurement of similarities between ink samples. A complete
research programme was designed to (a) develop a standard methodology for analysing ink samples in a
more reproducible way, (b) comparing automatically and objectively ink samples and (c) evaluate the

@roposed methodology in a forensic context.
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VALIDACE, vybér zkusebnich metod pro dany

ucel
Kvalimetrie 9. Vhodnost analytickych metod pro dany

ucel (laboratorni pfiru¢ka pro validaci metod a souvisejici
¢innosti), Miloslav Suchanek, EURACHEM CR, Praha 1999

Procesem VALIDACE se zji$tuji PRACOVNI
CHARAKTERISTIKY analytické metody:

»je metoda vhodna pro zamysleny ucel ?“

Vladimir.Kocourek@vscht.cz

VSCHT @

PRAHA



] Analyticka metoda jako souéast feSeni problému

Definovani Vybér vhodné
, =P
problému metody

!

Uprava vzorku |eeooeeeeceen. :
(sample handling) :

]

Zpracovania  |le....ccessee. &
méFeni vzorku

Kalibrace a Statistické Interpret
Ly = , . T SIRIEEACS,
vypocet Zpracovani Prezentace

]

b e
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e
} Coje tedy, VALIDACE" ?

...poskytnuti dukazu, Ze metoda je vhodna pro dany
ucel = zjistovani jeji ,,platnosti (validity)“.

Analyticka metoda je definovana:
principem a rovnici mereni
algoritmem pracovniho postupu,
pozadavky na materialy, pristroje, zarizeni,..
pracovnimi (provoznimi) charakteristikami
zpusobem kvantifikace (kalibrace a vypocet)

Popis dané metody - Standardni operacni postup -
SOP: ,Standard Operation Procedure”



L
] Struktura SOP - ESN/EN/1SO

Normalizovana analyticka (zkusebni) metoda:

podstata zkousky (princip, definice analytu)
chemikalie (Cinidla, rozpoustédla, standardy,..)
pristroje, zarizeni

pracovni postup (algoritmus vé. kalibrace a vypoétu)
konfirmacni zkousky (identita, kvantita)
preciznost (opakovatelnost, reprodukovatelnost)
pravdivost (vytéZnost — odchylka)

protokol o zkousce (uvddéni vysledkd, interpretace)



] PRACOVNI CHARAKTERISTIKY ZISKANE
VALIDACI - pFehled

1. PRESNOST:
®» opakovatelnost, reprodukovatelnost — nahodné vlivy
®» pravdivost (zpravidla vytéznost) - vychyleni

2. SPECIFICNOST, SELEKTIVITA:

specificka metoda - zcela oprosténa od vlivu matrice
selektivni metoda — vysledky ovliviuje slozeni matrice
(interference, cross-reactivity,...)

3. CITLIVOST: smérnice kalibracni primky



] PRACOVNI CHARAKTERISTIKY ZISKANE
VALIDACI - piehled

4. MEZ DETEKCE a MEZ STANOVITELNOSTI:
LOD - jaké mnozstvi analytu lze jesté spolehlivé prokazat
LOQ — jaké mnozstvi analytu lze s definovanou presnosti jeste

eVvvV/

5. PRACOVNI ROZSAH a LINEARITA:

v jakém koncentracnim rozsahu lze mérit/kalibrovat a v jakém
rozsahu je kalibracni zavislost linearni

Meéreni ma probihat za stejnych podminek jako kalibrace !

6. ROBUSTNOST (ruggedness, robustness):

jak je vysledek ovlivnén malymi zménami v dodrzeni SOP (test
robustnosti parametru).
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E SELEKTIVITA

GC stanoveni rezidui organofosfatu

mi2M
Selektivni NPD 100-
> Z

7

Neselektivni
(univerzalni) FID
>




E CITLIVOST

A
N
odezva | . .. . ... ... Metoda A je citlivjsi
oproti metodée B
VSCHT

PRAHA



Priklad:

GC stanoveni rezidui
pesticidu v povrchové
vode

MEZ DETEKCE / STANOVITELNOSTI

| Signal v blizkosti

LOD
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E LINEARITA

N
odezva

< >
Linearni rozsah - C
< >

Dynamicky rozsah
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} POSTUP VALIDACE [

Vyvoj a optimalizace metody

vzorky s pridavkem
(spiked samles )
zvladnuti procesu
Referencéni materidl /L’-

opakovana —V Nezavisla metoda /L’
méreni

* —»/ Mezilaboratorni studie /L’
< OPAKOVATELNOST >— v —>< PRAVDIVOST >
< REPRODUKOVATELNOST >

> ! ¥
S

Pracovni
charakteristiky

Rozsah / v < Robustnost >
————

Ucel analyzy ? @




I 2 Cithi b2

Mez detekce (Limit Of Detection):

nejmensi koncentrace analytu, ktera jesté vyvola odezvu mériciho
systému rozpoznatelnou (s prijatelnou statistickou jistotou) od
ostatnich vlivu.

Mez stanovitelnosti (Limit Of Quantitation):

eVvvV/

o VvVV/

LOD a LOQ se doporucuje vyjadrovat jako koncentraci analytu
v plvodnim vzorku, zejména pokud na danych koncentracnich hladinach

existuji rusiveé vlivy matrice.

VSCHT @
PRAHA




T
Matricni vlivy:

napF. pokles a deformace signalu

VSCHT
PRAHA

Lbundance
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Vysoky obsah matrice Nizky obsah matrice

(kontaminace GC systému)



I Matricni efekty — priklad vlivu na kalibracni graf
(LC-MS)

Riziko podhodnoceni
vysledku pri kalibraci

signal na Cisty standard

-- standard v Cistém
rozpoustédie
-- standard v
pritomnosti matrice

koncentrace

VSCHT
PRAHA



-_______________________________________________________
B Mez detekce: odliseni signalu od Sumu?
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I Limit detekce (LOD) - kdy Ize prohlasit, e litka je pfitomna
Limit kvantifikace (LOQ) - kdy Ize obsah latky dobre zméfit

LOD je koncentrace, kdy latka
vyvola odezvu (S) mériciho
pristroje vetsi nez je
trojnasobek urovné Ssumu (N)
pozadi
S/N=3

LOQ je koncentrace, kdy latka
vyvola odezvu meériciho
pristroje vétsi nez je
desetinasobek Urovné sumu
pozadi
S/N=10

VSCHT
PRAHA
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S=signal amplitude=1832




I Mez detekce: odliSeni signalu od slepych pokusu

30

25

Soubor slepych pokust + vzorek

LOD

3 x smerodatna
odchylka O,
prameér

slepych

pokusu X,

VSCHT
PRAHA

LOD = X, + k* O,
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I Mez detekce: odliseni signalu po korekci pozadi

5

Soubor slepych pokust + vzorek
4
e ——— |
3 x smérodatna

2 odchylka O
2
51

[ s s L EECRELED

-1

-2

3 LOD = X, + k*a,

Pokus €.

X, =20,6 ug/kg; k=3

VSCHT @
PRAHA




B Vztah mezi LOD a slepymi pokusy (blank)

B=5%

\/ Y
yblank LOD

Odezva blanku Signal analytu



ROZHODNUTI KOMISE 2002/657/EC o provadéni analytickych metod
a interpretaci vysledku.

CcCB

Detekcni schopnosti CCR se rozumi nejmensi mnozstvi latky, které mize byt s
chybou R ve vzorku detekovano a/nebo identifikovano.

evVv/

vvvvv

koncentrace, pri jejimZ dosaZeni Ize metodou detekovat nejvyssi pripustné koncentrace s
pravdépodobnosti 1 — 6.

Rozhodovaci mezi CCa se rozumi mez, pfi jejimz dosazeni a prekroceni Ize
konstatovat, ze vzorek s pravdépodobnosti a nespliuje pozadavky.

VSCHT @
PRAHA



T ——
l Zasady pro validacni studii

Pure Appl. Chem., Vol. 74, No. 5, pp. 835-855, 2002,
© 2002 IUPAC

INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY

ANALYTICAL, APPLIED, CLINICAL, INORGANIC, AND
PHYSICAL CHEMISTRY DIVISIONS
INTERDIVISIONAL WORKING PARTY FOR HARMONIZATION OF
QUALITY ASSURANCE SCHEMES FOR ANALYTICAL LABORATORIES*

HARMONIZED GUIDELINES FOR SINGLE-
LABORATORY VALIDATION OF METHODS OF
ANALYSIS

(IUPAC Technical Report)

Prepared for publication by |
MICHAEL THOMPSON!, STEPHEN L. R. ELLISON?, AND ROGER WOOD?*
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l Parametry pro stopovou analyzu - biotické matrice

COMMISSION DECISION
of 14 August 2002

implementing Council Directive 96/23/EC concerning the performance of analytical methods and
the interpretation of results

(notified under document number C(2002) 3044)
(Text with EEA relevance)

2002/657/EC

Kompletni navod pro validaci metod a kriteria jejich vhodnosti pro
uredni kontrolu

VSCHT @
PRAHA



l KLASIFIKACE ANALYTICKYCH METOD
(charakteristiky, které musi byt verifikovany)

COMMISSION DECISION 2002/657/EC implementing Council Directive 96/23/EC concerning
the performance of analytical methods and the interpretation of results.

Typ metody CCB CCa |Pravdivost| Opakova- | Selektiv. | Pouazit./
[k.LOD]| [DL] telnost specific. robust.
KVALITATIVNI + - - - + +
K + + - - + +
KVANTITATIVNI + . - + + +
K + + + + + +
Y 7 S - screeningova; K - konfirmacni

pro vSechny :srszj:tt?giag?-w sespise stanoveni je zavazné



B SCREENINGOVE METODY - nutno validovat

pozadavek: falesné negativni vysledky < 5%
(chyba 2. radu - 8) na rozhodovaci koncentracni hladiné

Pozadovana uroven
detekce, DL

}

koncentrace

NEGATIVNI vzorky L1 POSITIVNI vzorky
= STOP = KONFIRMACE

VSCHT @
PRAHA
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Relative Abundance

Mez detekce: kvalita rozhodnuti ?

Skutecnost
j nepritomen pritomen
Falesné
. Spravné Negativni
nedetekovan ,
edetekova rozhodnuti (chyba ll.
Rozhodnuti druhu)
(hypotéza) Fale$né
, Pozitivni Spravné
detekovan ,
(chyba |. rozhodnuti
druhu)




Blank




l Stopova analyza: signal vs koncentrace

1-0 _
P
og « Pracovni _
) rozsah :
06 :
3 ; :
Bo LOQ 5
o | LOD
......... «~— Lineérni __, ¢
0 '~.‘- : rozsah i V
U o 1 1 1 1 |
0 ""tteranas Qanunnt® * 0-4 0-6 0-8 1-0 1-2

concentration



I Stopova analyza: signal vs koncentrace

y.

Y=b'y+b’ *c

3
S LOD
N .

b b

n Ve

0 v Pid
, Ve
0 7
e kncentrace
’
Ve s K
7 Y= bo + b1 C


http://www.internet-czech.cz/images/lupa.jpg
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I »DObW analYtij Wsledek“

Vhodny pro dany ucel: # Presny (pravdivy a precizni)

4 Umoznuje provést # Postihujici i malé mnozstvi
rozhodnuti sledované latky

% Presentovany ve # S prokazatelnou vazbou k
srozumitelné formé referencim

# Konsistentni a uplny
# Dodany vcas

% ...a0 za pfimérenou cenu




B Analyticky interval spolehlivosti

¥ kazdé méreni je spojeno s chybami

# kazda stfedni hodnota by proto meéla byt doplnéna udajem
0 _nejistoté jejiho odhadu [napf. X £ x g/I]

# Pri prokazovani, ze vzorek je ve shodé se specifikacemi je
nutné vzit do Uvahy interval spolehlivosti (nejistotu)
hodnoty vysledku

Priklad:
o analyza (metoda) poskytla hodnotu vysledku + 1,5%
o je poZadovadn obsah analytu ve vzorku min. 97%

o aby byla jistota, Ze obsah analytu je >97%, musi byt vysledek
analyzy nejméné 98,5 %

VSCHT @
PRAHA



7’

pravdivost

A

ckd chyba

systemati

reciznost
ndahodné rozptyleni

i Pfesnost vysledku mé¥eni / zkousek

presny vysledek:
precizni a pravdivy

%

nepresny vysledek:
precizni ale vychyleny



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=measurement&source=images&cd=&cad=rja&docid=eFVJFDVvKRgsNM&tbnid=-TvwdRq0pSC32M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.ndt-ed.org/GeneralResources/ErrorAnalysis/UncertaintyTerms.htm&ei=pkcrUePUNoPeswbKrIDABg&bvm=bv.42768644,d.Yms&psig=AFQjCNFPnarp3tCmcMmqNfr3hOGbvVK7Og&ust=1361876956987259
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=%C5%A1%C3%ADpy&source=images&cd=&cad=rja&docid=sPMWZH22_Y4nrM&tbnid=_ThUGM8RoObH1M:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.price-meter.eu/kuse/sipy-do-kuse/&ei=pE4rUa69Mc6Lswbw94Fg&bvm=bv.42768644,d.Yms&psig=AFQjCNG2UaxFDB6W-7o98OZMqvIWKPIufA&ust=1361879038802145

| Distribuce nameérenych hodnot veli¢iny

N N

E| U ooooe

= LTI LTE O E
OO0 DUOOUE

Histogram

o
(]

Probability Density PD Observed Frequency
o o ©
— L) =

Probability Distribution
Function (Gauss)

Standardized Deviation z

1. There is a strong tendency for the variable to take a central value;
2. Positive and negative deviations from this central value are equally likely;
3. The frequency of deviations falls off rapidly as the deviations become larger.




l Pravdépodobnostni rozdéleni nahodnych chyb -
tav. ,normalni“ -, Gaussovo”

Charakterizovano stredni hodnotou a smérodatnou odchylkou nahodného

vybéru
s(ax )

>

frequency




} Systematické chyby méfeni

O
=
(V)
(D)
= c—z g
(qv) —
> _g 0
(- -— >
S = D
D o =
= L= =
Random
deviation
=

Systematic deviation
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B Zesikmena data: Zivot byva log-normalni

0.6

density [*100]
0.4

0.2

0.0

(100,2)

100
LU

200 300 400
LL* X O original scale

Toxiny distribuované v prostedi,
Citlivost jedincd v populaci vicéi plisobeni chemické latky,
Vysledky opakované analyzy tésné nad LOQ,

Pocty zaméstnancu podle vyse platu

VSCHT
PRAHA

density
0.9

0.6

0.3

0.0
| 1 1
o

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
log scale W H+o




T
Vybérové charakteristiky

v ey 1
Vybérovy prumer: X — _Z X
N2

| n

| —\2
Odhad smerodatné odchylky: s= \Z (X‘ _X)

Median:

hodnota, kterd déli fadu podle velikosti sefazenych vysledk( na dvé stejné
pocetné poloviny.

Vyhodou medianu jako statistického ukazatele je fakt, Zze neni tolik ovlivnén extrémnimi (nebo
odlehlymi) hodnotami.

Modus:

hodnota, ktera se v daném statistickém souboru vyskytuje nejcastéji.
Modus lze poutzit i na kvalitativni vysledky: napf. modus ze souboru ,,Zlutd, zelend, ¢ervend, modra,
zluta, zelena, Cervena, fialova, zelend, hnéda” je................



Intervalové odhady s definovanou pravdépodobnosti

Interval spolehlivosti: L2'| =xts ~

Polosirka intervalu spolehlivosti: | t,
12 =S
/N
Intervalovy odhad primeéru: Obsah vody: 11,02 +0,22 %
(n opakovani, hladina spolehlivosti a) Interval hodnot: 10,800z 11,24 %

_ S
X — 1—a/2(V)\/——,U<X+t1a/2(V)\/ﬁ



-
| Pfesnost méreni / zkousek

Co vSechno obsahuje vysledek analyzy X ?

X = pu + € + %6

H...skutecna (pravdiva) hodnota
£...systematicka chyba - stejnd velikost a znaménko

6...nahodné chyby - v souétu méni velikost a znaménko

Presnost = Pravdivost (¢) + Preciznost (3)
Accuracy = Trueness (g) + Precision (0)

VSCHT @
PRAHA



B Co je to ,chyba vysledku analyzy (méieni)"

Chyba mereni (measurement error):

(e+268) = X—-1

Chyba méreni je rozdil mezi hodnotou namére
a hodnotou pravou ().

...zahrnuje vzdy chybu systematickou (€) a nahodné
vlivy (6).

Problém: ¢asto nezname dost dobre p a tedy ani chybu
systematickou a tudiz ani celkovou...zase nejistota. Nejistota ?

VSCHT @
PRAHA
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§ Pravdivost vysledku méreni

Systematicka chyba (e + 2 6) = X—

# systematicka chyba vysledku je rozdilem meazi
prumérnym vysledkem z velkého poctu opakovani a
skutecnou hodnotou (true value)

# nékdy je nazyvana vychyleni (bias)

# v analytické chemii se zjiStuje napr. jako primeérnd

vytéznost (c,/c,)

VSCHT @
PRAHA



e
| Prava hodnota - true value

...Je hodnota charakterizujici dokonale
definovanou veli¢inu za podminek existujicich v
okamziku, kdy je uvazovana...

Je to idedlni pojem - obecné nemiZe byt dokonale
poznana !

pro praxi se proto nahrazuje
REFERENCNI HODNOTOU

VSCHT @
PRAHA
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| Referencni hodnota

Realizuje se zpravidla prostrednictvim
referencniho materialu

stredni hodnota dle definitni metody
teoreticka hodnota (ze slozeni Cisté latky)
expertni mezilaboratorni porovnani zkousek
znameé mnozstvi analytu pridané do matrice

s wh e

stredni hodnota zakladniho souboru meéreni

VSCHT @
PRAHA



} Nahodna chyba vysledku

d slozka chyby, ktera se v priibéhu fady zkousek téhoz
znaku méni nepredvidatelnym zpusobem - kolisa
okolo stredni hodnoty

d nelze ji odstranit jakoukoli korekci !

Nékteré zdroje nahodnych chyb:

v’ metoda

v’ laboratof (prostfedi)

v’ zafizeni a materidly (nddobi, pfistroje, ¢inidla...)
v’ analytik

v’ ¢asové rozmezi

VSCHT @
PRAHA
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§ Nahodna chyba vysledku

» vyjadfuje nahodné rozptyleni hodnot okolo stredni
hodnoty

» vyjadruje se jako PRECIZNOST (precision) vysledku
opakovaného méreni za urcitych podminek

> vypocte se jako smérodatna odchylka o, z fady
opakovani

¥ nema nic spoleéného s pravou (referenéni) hodnotou !

VSCHT @
PRAHA
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} Nahodna chyba vysledku

& za riznych podminek plsobi riizné nahodné vlivy 2>
preciznost vysledkut (precision) je ruzna

1. extréem: co nejméne odlisnosti pri opakovani:

OPAKOVATELNOST (jak se to dari opakovat mné)

2. extrém: co nejvice odlisnosti pri opakovadni:

REPRODUKOVATELNOST (jak se to dari zreprodukovat jinde)

VSCHT @
PRAHA
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§ Nahodna chyba vysledku

podminky OPAKOVATELNOSTI:

& stejna metoda, laborator, analytik, zarizeni, pristroje,
standardy, chemikalie, kalibracni kfivka, v kratkém Casovém
rozmezi (, paralelky)

podminky REPRODUKOVATELNOSTI :
= zpravidla stejna metoda ale jina laborator a tedy vSechny
ostatni faktory jiné.

a coz takhle neco mezi ?

podminky MEZILEHLE PRECIZNOSTI :
& zpravidla stejna metoda i laborator ale v dlouhém c¢asovém
obdobi (dlouhodoba opakovatelnost)

VSCHT @
PRAHA



B llustrace mezidenni variability vysledk:
dva rizni pracovnici

Standard

FUDLA B=248 Ene374, TT(CIOATAHP- LD 154 DATADZMIKOLONYADERZD)

25.004a - BlalAa

Integrace 1

Integrace 2

FLD1A, E=248 Ene 374, TT (C:DATAHP-1IFLD154-4DATAOZMTOZL016046- 30LD)

FLDLA E=248,EnF372, TT (CIDATAHP-FLD15- ADATADZMTO21016048-33010)

- BaA

23.593
"

— T
45

Rozdil mezi vysledky

— 42 % (koncentracni hladina ppb)




§ Mez opakovatelnosti (r)

Vypocte se ze smerodatné odchylky opakovani analyzy stejnou
metodou na stejném vzorku (homogennim) za podminek
opakovatelnosti:

r=f.v2.o0,
r=2,8.s,

Pouziti:

Jsou-li vysledky zatizeny pouze prijatelnou nahodnou chybou
(HO)I

pak rozdil mezi vysledky dvou opakovani nesmi byt véetsi nezlir :
| XX, | <

VSCHT @
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} Opakovatelnost (s,)

Postup 1:

v’ provede se fada opakovani (n = 8 az 15) na tomtéz
homogennim vzorku za podminek opakovatelnosti,

v’ vypocte se smérodatna odchylka

Postup 2:

v'rdzné ale podobné vzorky se za podminek
opakovatelnosti analyzuji dvojmo a vypoctou rozpéti,

v’ vypocte se smérodatnd odchylka:

s> =2 D.?/(2n)

VSCHT @
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I Reprodukovatelnost (R)

Vyznam - odpovéd na otazku:

"Ize rozdil mezi vysledky ziskanymi na tomtéz vzorku jinou
laboratori vysvétlit nahodnym rozptylenim anebo nejsou
vysledky laboratori srovnatelné ?"

R=2,8.5sg

Pouziti:
Jsou-li vysledky zatizeny pouze prijatelnou chybou,

pak rozdil mezi vysledky dvou laboratori nesmi byt vétsi nezli R :
|X;-X,] «<R

Nelze ovsem fici, ktery ze dvou vysledkd je ,,pravdivéjsi” ...

VSCHT @
PRAHA
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i Reprodukovatelnost (R)

Sklada se ze dvou slozek:
o2, - rozptyl vysledkd uvnitr laboratore
o?, - rozptyl vysledki mezi laboratoremi

2 — 2 2

Zpusob zjisténi R:
1. experimentdlné na zdkladé mezilaboratorniho porovnani zkousek (MPZ)
2. odhadem z Horwitzova/Thompsonova empirického vztahu

,Horwitz” ...

VSCHT @
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} Reprodukovatelnost (R) - Horwitz

50
40 - Horwitzova krivka
30 -
=
>
QO
20 -
g7
o
c
N
§ 10 -
a.
0
1 100 10 000 1 000 000 100 000 000
Koncentrace ppb

y l<1
PRAHA



} PRAVDIVOST (Trueness)

celkova systematicka chyba - méritkem je odchylka vysledku od
skutecné hodnoty, zjistuje se jako vytéznost

Vytéznost: Rec = X,/

ref
—_ 0
R 100 %
= R, = Ry
SA > SB

VSCHT @
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J Coje,NEJISTOTA“ ?

...POCHYBNOST O VYSLEDKU MERENI - PROC ?

»What we observe is not nature itself, but nature exposed to
our method of questioning.”

Werner Heisenberg

,, 10, co pozorujeme, neni priroda samotnad ale priroda vystavenad nasi metodé

zkoumani.”




systematicka’i
chyba

2
znama systematicka
chyba
1 neznama
systematicka
chyba

[ korekce zbyvajici
chyby

VYSLEDEK MERENI

VSCHT
PRAHA



e
B Interpretace vysledki méfeni ?

2 sets of experimental data:
m1...vysledek méreni (resp.

stfredni hodnota vysledkd
opakovanych méreni) vzorku 1

m-1 m2...vysledek méreni (resp.
— stfedni hodnota vysledkU
opakovanych méreni) vzorku 2

m1 < m2 ? significantly ?

Vladimir.Kocourek@vscht.cz E



B Interpretace vysledkd méveni ?

2 sets of experimental data:

m1 < m2 | "statistically significant" !

2 sets of experimental data:

m1 < m2 ? "not statistically proved" !




l Co je nejistota méreni (Uncertainty) ?

® Parametr spojeny s vysledkem méreni
charakterizujici rozptyleni hodnot, které mohou

byt duvodneé pripsany mérené veliciné —> ucf(a)

/ |
/

nebo

-
=
L

®» Odhad prirazeny k vysledku zkousky a
charakterizujici interval hodnot, o némz se
tvrdi, ze uvnitr ného lezi pravdiva hodnota

—>U=ku,

VSCHT
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B Jaké typy nejistot uvaiujeme ?

TYP A - nahodné vlivy - vypoctem smérodatné odchylky z

opakovanych experimentu: .\
XE

Zuz
u— =1 N

o

N

TYP B - systematické chyby - odhadem zalozenym na
spolehlivych informacich napr.:

% z predchozich méreni
«» ze specifikaci vyrobct (napr. Cistota standardii)
**» Z kalibracnich listi a certifikatu




J Identifikace zdroju nejistoty

Diagram pric¢in a nasledku (Ishikawova rybi kost)

parameir 1 parametr 2

parametr 2a
parametr 2b
vysledek]|

parametr 3a

parametr 3b

parametr 3bl

parametr 3 parametr 4
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J !dentifikace zdroju nejistoty

Priklad: stanoveni rezidui pesticidi GC/MS - méreni

¢ (kalibrace) matricové efekty

Cistota
standardu

viskozita pocet
obj.vzorku_ ndstriku koncentraéni hladina
cistota
technika  injektoru
davkovani

konc. standardu

tlakovy puls
teplota lab.

Ucinnost precisténi

interferujici

obj.standardu latky

sum detektoru

) rozliSeni (m/z)
stav viakna

.0
separace piku

korekce pozadi nastaveni EMV

Cistota iontového

tvar piku
zdroje

integrace kalibrace MS (tuning)




-
B Vypotet nejistoty

4 STANDARDNI NEJISTOTA JEDNOTLIVYCH KROKU

u (x;) - nejistota méreni vyjadrena jako relativni smérodatnad

odchylka (priklady):

u(x,)=-s,; neborel.s /x,  (typ A)
u(x) =L,/ 1,96 (typ B, normalni rozdéleni)
u(x)= a/N3 (typ B, rovnhomérné rozdéleni)

# KOMBINOVANA STANDARDNI NEJISTOTA (jako o)

u2 = u?(xy) + u?(x,) + u?(x3) + ...u%(x.)

# ROZSIRENA NEJISTOTA (jako INTERVAL)
=k. [a=0.05; k =2]

VSCHT
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P¥iklad 1: Kalibra¢ni list vah s uvedenim nejistoty

KALlBRAé_Ni LIST 1053-KL-20310-10 List 2 ze 2 listt

Pouzité etalony:

Kalibra¢ni postup:

Misto kalibrace:

Podminky prostiedi:

Vysledky kalibrace:

Opakovatelnost:
Smérodatna odchylka byla stanovena pfi: jmenovitém zatizeni 100 g a ma hodnotu 0,055 mg.

Excentricita:

Sekundarni etalony hmotnosti I. fadu 1 mg - 200 g, kalibracni list ¢. 1053-KL-3027-09,
kalibrovano CMI Ol Praha

612-MP-C132

B 149

teplota: (20,3 £0,3)"°C
vlhkost: (38 £3) %

Jmenovité zatizeni (g) Sektor Indikace I (g)
S A % 1 100,0000
2 5 2 99,9999
100 3 99,9999
4 99,9999
5 100,0000
Spraviost:
Téra (g) Jmenovité zatizeni (g) Chyba (mg) Nejistota U (mg)
0 0 0,00 0,06
0 0,01 0,00 0,17
0 0,1 0,00 0,17
0 1 -0,01 0,17
0 5 -0,01 0,17
0 20 0,01 0,18
0 50 0,08 0,18
0 100 -0,01 0,21
0 200 -0,09 0,29
0 220 -0,19 0,29

Standardni nejistota méfeni byla uréena v souladu s dokumentem EA-4/02. Uvedena rozsifena nejistota méfeni je
souginem standardni nejistoty méfeni a koeficientu , ktery odpovida pravdépodobnosti pokryti priblizné 95 %,
coz pro normélni rozdéleni odpovida koeficientu rozsifeni k = 2.




-
I Alternativni zpusoby odhadu nejistot — chemie:

Zpravidla vyuzivaji toho, ze se vétsSinou
nejistota vyznamneé nelisSi od REPRODUKOVATELNOSTI

1. Mezilaboratorni porovnavani zkousek (MPZ):
testovani zpusobilosti, stanoveni shodnosti metod

2. Zajisténi navaznosti: pouzivani CRM

3. Statistické rizeni procesu — regulacni diagramy

Tyto pristupy k dohadu nejistot se oznacuiji jako
,top down“



T
I Alternativni zpusoby odhadu nejistot - Piiklad :

nahodné vlivy - opakovani nejistota standardu - Cistota

Vytéznost Kalibraéni kfivka - R’




I Nejistota stanoveni Phe a B[a]P v rybi svaloviné

Posouzeni dilcich nejistot — pro kritické operace:

N\~
fenantren benzpyren
HPLC/FLD HPLC/FLD
[ 9% 9%
extrakce vazeni doplnéni 2 ek vazeni dopinéni 2
0% extrakce 0 20
14% 0 1% o504 0% 6
RVO 2 RVO 2
25% 17%
R;?(;)l RVO 1
14%
dopInéni 1 GPC o j GPC
3% 21% dopInéni 1 28%
5%
AN

Vladimir.Kocourek@vscht.cz E
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| Alternativni pfistup: ,top down“

ISO 21748:2004 Guidance for the use of repeatability,
reproducibility and trueness estimates in measurement
uncertainty estimation

Princip:

Odhadne se celkova nejistota na zakladeé:

1. intra- a inter-laboratorniho rozptylu vysledkd™, a

2. odhadu nejistoty spojené s pravdivosti (odchylkou) metody a
laboratore.

*) u normalizovanych analytickych metod se vZdy uvadi opakovatelnost
a reprodukovatelnost urcena na zakladé mezilaboratorni studie dle
CSN ISO 5725-2:1997.
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JRDTEST Repiad

HANDBOOK FOR CALCULATION OF MEASUREMENT
UNCERTAINTY IN ENVIRONMENTAL LABORATORIES

Bertil Magnusson, Teemu Ndéykki, Havard Hovind, Mikael Krysell

(NT TECHN REPORT 537: Edition 2, Approved 2004-02)

Prakticka aplikace metody ,top-down*;

# nahodné chyby — intralaboratorni odhady
# systematické chyby — na zdkladé CRM a/nebo
mezilaboratorniho porovnani




-_______________________________________________________
J Priklad: Nejistota stanoveni karboxy-THC v modi

+ Standard solution: Carboxy-THC 100 pg/mL in methanol;

¢+ Calibration reference solutions: Prepared from the standard solution at
”top-down” the following concentration 5, 10, 20, 30, 45 and 60 ng/mL in urine;

« Control sample: Prepared from the standard solution to give a final
concentration of 15 ng/mL in urine;

e Internal standard solution 11-nor-A9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic

2.0 ml uri t pH7
mi urine at p acid at a concentration of 0.5 ng/mL.
50 pL B-glucuronidase (E. coli) 55 °C for 1 hour
20 pL (androsterone-Dy4-glucuronide / Ds-etiocholanolone)
100 ul internal standard soluti Document Number: | TD2010DL
3 L“h n ern:a ti aln atr tsogl. |10n . Mix 5 minut Written by: WADA Laboratory Committee
m -:.axane.e yvlacetate (9:1 v/v); Mix 5 minutes Date 08 May, 2010
Extraction 2x
Collect organic portion. Evaporate to dryness
50 ulL derivatization reagent at 65 °C for 30 minutes _
Standard Relative standard
Value uncertainty uncertainty
GC/MS u(x) u(x) %
Intermediate precision 1.0 0.0659 6.59
| ~ 3 Recovery (bias) 0.98 0.0374 3.82
W, = "n,.u' Sy + Rﬂffsé.ms Other sources
- Homogeneity na
- Reference standard negligible
2 2
- Combined standard uncertainty = ‘/'6'592 + 3.82
=7.6%

- Expanded uncertainty (k=2) = 15.2 % or 2.3 ng/mL E



| Rozhodovani o shodé s vyuiitim hodnoty nejistoty

Guidelines on the Reporting of Compliance with Specification.
ILAC-G8:03/2009

Maximalni limit ]-\\
Vyhovuje ? 2 ? 3 Nevyhovuje

Pripad 2 a 3: “neni mozné prohlasit SHODU ”



Accred Qual Assur (2011) 16:279-292
DOI 10.1007/s00769-011-0775-0

REVIEW

Practical aspects concerning validation and quality control
for forensic and clinical bioanalytical quantitative methods

Sarah M. R. Wille - Frank T. Peters -
Vincent Di Fazio - Nele Samyn

Priklad:
Stanoveni
THC ve
slinach

> Method Development
Which matrix? Saliva collected with collector X
Which compounds? Tetrahydrocannabinol
Qualitative or quantitative? Quantitative (Legal cut-off: 10 ng/ml)
Range of concentrations? 5-320 ng/ml
‘Client demands’ LOQ minimal 10 ng/ml, no specifications for
measurement uncertainty or accuracy
Are certified reference materials available? No, reference standard spiked to saliva/bufferX
Methods in the literature, laboratory? Development of liquid-liquid extraction and
Available equipment? UPLC-MS/MS method
Validation
Objective documentation of the quality of the developed method



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=nErZSVFJwxfWXM&tbnid=RDviSvDFjYDaNM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fcz.123rf.com%2Fphoto_10277818_marihuana-cannabis--konopafa-list-ilustrace.html&ei=PxxkUuHqDMittAbX_oCYBA&bvm=bv.54934254,d.bGE&psig=AFQjCNG_7GEzsjzhfXnQ-Fgq361D4X48Gg&ust=1382378941045548

l Valida¢ni schéma

Selectivity = 6 Blank saliva samples from different origin + 2
blanks samples spiked with THC-d3 + saliva
spiked with cannabinol, cannabidiol,
hydroxytetrahydrocannabinol

Acceptance: signal < 20% signal LOQ OK Result: Signal of the quantification MRM < 0.5%

Extraction efficiency and matrix effect Matuszewski experiment [16] at low (15 ng/ml
THC) and high concentrations (240 ng/ml)

Acceptance: reproducible extraction efficiency Result: Extraction efficiency > 95%; RSD < 7%

and matrix effect: RSD < 15% Relative matrix effect RSD < 9%

+ adequate sensitivity OK Detection of 5 ng/ml THC no problem

Processed sample stability Analysis of low and high at 7=0, 24 and 48 hours

Acceptance: loss < 10% Result: < 5% loss for THC and THC-d3

+90%CI within 80-120% mean control ~ OK 90%CI within 80-120% mean T=0

Calibration model 6 Calibration curves range 5-10-20-40-80-160-
320 ng/ml (on 6 different days)

Acceptance: homoscedastic Result: 1/x-weighted linear calibration model

+bias, precision < 15% OK

Determination of LOQ. Accuracy § Days, 2 x LOQ (5 ng/ml), 2 x low (15 ng/ml), 2
x mid (60 ng/ml), 2 x high (240 ng/ml) ANOVA

Acceptance: bias, precision < 15% 0K Result: Bias < 3%, repeatability and intermediate

E LOQ < 20% 1 precision < 4% for all concentrations



I Conc.
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Cut-off
al a? K bl b2

Measurement uncertainty and consequences for forensic interpretation
perperndicular bars: measurement uncert. interval. a Two methods can give the same
quantitative result (e.g. 5 ng/mL tTHC); however, the result of each methodshou Id be
differently interpreted due to measurement uncertainty. For example, in the drug-and-
driving ‘lower limit’ legislation, case alwould certainly be prosecuted as a result and its
measurement uncertainty is above the legal cut-off. In case a2, the result is above the
limit but the limit is within the uncertainty; there is a possibility that the driver has a
THC concentration below the legal cut-off and should thus not be prosecuted. b One
sample analysed in different laboratories should be compared and interpreted using
their measurement uncertainty. If a contra-expertise is demanded because the suspect
does not agree with the measurement result of laboratory 1, the result of the second
laboratory will differ, but the range of possible values due to uncertainty should
overlap. In this figure, laboratory 1 has a method with a smaller uncertainty than
laboratory 2. The uncertainty of this domain would be determined via PT
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J Quality assurance in | acced ouat s 1om) 425525
forensic science o Springer-Verlag

Shlomo Levy
Pinchas Bergman

Conclusion Arie Frank

All forensic scientists recogmze that inac-
curacy and faulty results can lead to seri-
ous consequences. However, forensic
science still has a long way to go until
QA procedures are an mtegral part of all
laboratory work. There are some projects
for QC and QA 1n progress. Every foren-
sic laboratory’s goal should be to identify
poor performance and improve proce-
dures which are necessary to ensure qual-
ity results. This will ensure that whenever
sclentific evidence 15 presented in court,

vSoHT the court may be assured of its quality.
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§ USTAV ANALYZY POTRAVIN A VYZIVY

Forenzni analyza - jedno z kli¢ovych témat Ustavu

i Prukaz falSovani potravin a nutraceutik (rizikové pfimési...)

' Rychla identifikace toxickych latek (3etieni kriminalnich
intoxikaci, prunik jedu do potravin ¢i pitné vody - feSeni situace pfi
teroristickém utoku ci stavu havarie...)

1 Zjistovani historie a pricin znecisténi slozek zivotniho
prostredi (nebezpecné odpady, pozary, hromadné otravy ryb...)

B POUZIVANE TECHNIKY: -¢"
vybaveni )« .

. olQ
- chromatogragfie L J

- spektrometrie
- analyza obrazu

V.
PRAHA




§ Priklady bakalarskych a diplomovych praci

® FalSovani mlééné bilkoviny toxickym melaminem

1 ....Pokles dusiku bilkovin pri redéni mléka vodou cinsti

P podvodnici maskovali pridanym melaminem. Ten v ledvinach

L, | MUZe tvofit smrtelné nebezpecné krystaly. FalSované vyrobky
se exportovaly do celého svéta. VSCHT je prokdzala i v CR.

m Zazracne ,prirodni“ dopliky...jsou bezpecné? —

Metabolomika je nova metoda, pomoci které ziskame
2\ zdznamy vzorki podobné otiskum prsti. Pokud se |
flizzzy neshoduji se standardem, je podezreni, Ze jsou falsovane. || I

" Casto obsahuji nepovolend farmaka éi toxiny B

Ryba jako bioindikator ekologicke katastrofy

NH,

HyN

...V organismu ryb se kumuluji rizné skodliviny , ze
8 Znecisténé vody. Pomoci nové vicerozmérné techniky jsme
je v rybach prokazali a upozornili na zdroje znecisteni...
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