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Souhrn

Pro kontrolu obsahu 1é¢ivych a pomocnych latek neni
v Ph. Eur. pfedepsan pocet paralelnich stanoveni. Au-
tofi navrhuji doplnit pozadavek na nejméné tii. Vy-
sledky paralelnich stanoveni navrhuji pied pouzitim
testovat na odlehlost testem zaloZenym na pomeéru
rozpéti vysledkd (p = 0,95) a s toleranénimi mezemi
uvedenymi v ¢lanku Ph. Eur. neporovnavat jednotli-
v¢é vysledky, ale az jejich aritmeticky primér. Dale
navrhuji rozsitit kapitolu 5.3 Ph. Eur. tak, aby byla
pouzitelna nejen pro biologické zkousky, ale i zkous-
ky chemické, fyzikalné chemické a fyzikalni, stano-
venim obsahu 1é€¢ivych a pomocnych latek pocinaje.
Kli¢ova slova: Ph. Eur. ¢ rozsifeni ¢asti 5.3. « sta-

prof. RNDr. Jan Subert, CSc.
Dusinova 1512/42, 664 34 Kufim

doc. RNDr. Jozef Kolat, CSc. (D<)

Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, Farmaceuticka fakulta
Ustav aplikované farmacie

Palackého ti. 1946/1, 612 42 Brno

e-mail: kolarj@vfu.cz

*Cast IX: Ces. slov. Farm. 2019; 68, 91-94.

Vénovano vzpomince jednoho z autori na RNDr. PhMr. Jifiho Kie-
pinského, CSc., nékdejsiho vedouciho pracovnika Statniho ustavu pro
kontrolu 1é¢iv v Praze a odbornika v kontrole jakosti 1é¢iv se Sirokym
rozhledem.

noveni obsahu ¢ pocet analyz ¢ testovani odlehlosti °
pouziti vysledkt

Summary

In the European Pharmacopoeia (Ph. Eur.) there is
no prescribed number of parallel determinations of
the content of active substances and excipients. The
authors suggest adding at least three determinations.
The results of parallel determinations suggest to test
for outliers before using test based on the ratio of
the range of results (p = 0.95) and not to compare
individual results with the tolerance limits given in
Ph. Eur., but with their arithmetic mean. Furthermore,
they propose to extend the Chapter 5.3. of the European
Pharmacopoeia so as to be applicable not only to
bioassays, but also to chemical, physicochemical and
physical assays and tests, starting with the content of
active substances and excipients.

Key words: Ph. Eur. * extension of the chapter 5.3. «
determination of content * number of determinations
* outliers testing ¢ use of results

Pocet provedenych paralelnich stanoveni obsahu
a dal$i zpracovani jejich vysledki muze vyznamné
ovlivnit spolehlivost hodnoceni 1é¢ivych latek a po-
mocnych latek v ramci lékopisné kontroly jakos-
ti 1éciv. Zatimco postupy piedepsané pro stanoveni
obsahu lécivych latek a pomocnych latek jsou v Ph.
Eur.) popsany vesmés dostateéné, pocet paralelnich
stanoveni obsahu Ph. Eur. nepfedepisuje. Neni ptili§
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pravdépodobné, ze by se zkuSeny analytik spokojil
s jen jednim stanovenim obsahu, neni-li ale textem
lékopisu zalezitost upravena, nelze to zcela vyloucit.
Proto nékteré 1ékopisy a normativy napi.>* tuto zale-
zitost fesily jiz diive a pozadovaly provedeni nejmé-
né dvou stanoveni obsahu. V byvalém Ceskosloven-
sku byla otazka poctu stanoveni a dal§iho zpracovani
vysledkii analyz fedena pii piipravé CsL 4. Vysled-
kem bylo do textu lékopisu zatazené ustanoveni, zZe
vysledky chemickych zkousek se hodnoti nejméné ze
dvou paralelnich stanoveni?, celkové zpracovani pro-
blematiky® v8ak zistalo ve fazi navrhu. V Ph. Eur.
se autorum piispévku pozadavek na opakovani stano-
veni obsahu 1écivych a pomocnych latek nepodaftilo
dohledat, publikace s navrhy k Ph. Eur. s opakova-
nim analyz ve vypoétech piesto poéitaji®'?. Uvodem
obvykle tfi a pfipadné az Sest stanoveni obsahu na-
vrhuji autofi®, tfi, resp. nejméné tfi stanoveni navr-
huje®, ¢tyfi stanoveni (pfipadné méné &i vice)?, dvé
a ptipadna dal$i stanoveni navrhuji> ! V praxi mimo
1ékopisnou kontrolu jakosti jsou povazovana za stan-
dard dveé'), dvé az tii'> 19, spiSe ale tfi (napft.'*!9)
paralelni méfeni ¢i stanoveni. NeurcCitost vysledka
klesa a jejich informaéni obsaznost stoupa'’'” ze-
jména piechodem ze dvou méfeni ¢i stanoveni na tfi.
Autofi pfispévku jsou proto nazoru, ze do Ph. Eur.
by mél byt doplnén pozadavek na provedeni nejmé-
n¢ tii stanoveni obsahu 1é¢ivych a pomocnych latek.
Tti paralelni stanoveni na rozdil od dvou umozni také
testovani miry shody a pfipadné odlehlosti nékteré-
ho z vysledki pfimo ze zjisténych hodnot bez potie-
by archivnich dat z analyz téhoz materidlu stejnym
postupem. Pozadavek na provedeni tfi ¢i nejméné
tfi paralelnich méfeni, resp. stanoveni je jiz uveden
v nékterych textech Ph. Eur.", napf. 2.2.9. Mé&feni
kapilarnim viskozimetrem, 2.2.17. Teplota skapnuti,
2.8.4. Cislo bobtnavosti, 2.9.9. Mé&feni konzistence
penetrometricky.

Na provedeni laboratornich analyz navazuje pro-
blematika zpracovani jejich vysledkt. V prvni fadé
jde o hodnoceni miry shody vysledk paralelnich
stanoveni a pro pfipady, kdy jsou k dispozici vy-
sledky nejméné tfi stanoveni, testovani odlehlosti
neékterého z nich. Odlehlé vysledky nejsou u chemic-
kych méfeni a stanoveni vzacnosti” '® (viz piiklad
mezilaboratornich studii stanoveni obsahu cinarizinu
a prednisolon-acetatu spektrofotometrii v ultrafia-
lové oblasti za pouziti testu, ktery autofi studie po-
kladaji za konzervativni”). Pfestoze jsou k testovani
odlehlosti vysledku tii a vice paralelnich stanoveni ¢i
meéfeni k dispozici statistické postupy, publikované
studie naznacuji, Ze v minulosti byly neztidka uplat-
novany odlisné a subjektivni postupy, jako v pripade
tfi paralelnich stanoveni ¢i méteni vyluCovani nej-
odlehlejsiho vysledku bez ohledu na jeho skutecnou
hodnotu. Vysledky Setfeni provedenych pro ptipad tii
paralelnich stanoveni ¢i méfeni (napf.'> '+ 19) ukaza-
ly, ze tato praxe sniZuje pfesnost a tim i spravnost
odhadu stfedni hodnoty. Rozptyl pfislusné statisti-

ky je v tomto pfipadé vetsi nez u primeéru ze vsech
tfi méfeni (Ci stanoveni), medianu ze tii méfeni (i
stanoveni) a n¢kolika dalSich v tivahu pfipadajicich
variant!®. Ze statistickych testl je pro malé poéty sta-
noveni ¢i méfeni v analytické praxi nejpouzivané;jsi
Q-test zaloZzeny na poméru rozpéti ziskanych vysled-
ka!'” 1922 ktery je jednoduchy a snadno proveditel-
ny, jsou-li k dispozici nejméné tti vysledky. Kritické
hodnoty pro tento test jsou tabelovany!” 122, Jinou
moznosti pro hodnoceni konzistence vysledkd pa-
ralelnich stanoveni ¢i méfeni je dovolena diference
paralelnich stanoveni'!:'"-22, Tento test piredpoklada
predchozi vypocet kritické hodnoty z archivnich vy-
sledki ziskanych stejnym analytickym postupem pfi
analyze téhoz materialu, pficemz k vypoctu se pouzi-
je bud’ primérné rozpéti, nebo smérodatna odchylka
vycislena z analyz vét§iho poétu vzorki téhoz mate-
ridlu. Je pouzitelny uz od dvou paralelnich stanoveni
¢i méteni, v tomto pfipad¢ vsak nelze identifikovat
nutné v analyzach pokracovat. Postup byl navrzen
pro CsL 4%, zafazen byl v jeho textu ve variant& pro
dvé¢ paralelni stanoveni*®. V ¢lancich vSak nebyl po-
uzit vzhledem k nedostatku archivnich dat pro vét-
Sinu z nich. Byl ale uplatnén v nékterych zavaznych
kontrolnich metodach SUKL, napt.2¥. Ze zminénych
testll se jevi pro lékopisnou kontrolu jakosti 1éciv
a pomocnych latek jako schudnéjsi test zalozeny na
poméru rozpéti vysledki. Ten by bylo vhodné zatadit
v navaznosti na pozadavek provedeni nejméné tfi sta-
noveni obsahu lé¢ivych a pomocnych latek do textu
Ph. Eur. (p = 0,95). Sejit by se mély v kapitole véno-
vané statistice. Ta vSak je dosud v Ph. Eur.” v &asti
5.3. Statistické analyzy vysledki biologickych zkou-
Sek urCena a prizplisobena vylucné zkousSeni biolo-
gickému, pfestoze i vysledky zkouSeni chemického,
fyzikalné chemického ¢i fyzikalniho maji variabilitu
podléhajici zakonitostem matematické statistiky. Ab-
senci statistiky pro vysledky chemického, fyzikalné
chemického a fyzikalniho zkouseni povazuji autofi
prispévku za zavazny nedostatek platného vydani Ph.
Eur. a k jeho feseni navrhuji doplnit odpovidajici par-
tie do ¢asti 5.3. Ph. Eur. za zmény nazvu této casti,
ktera by méla byt pouzitelna pro vysledky jakychko-
liv zkouSek pouzivanych v 1ékopisné kontrole jakosti
1éciv. Samostatna kapitola by vzhledem ke spolec-
nym zakladim statistiky pro biologické i jakékoliv
jiné zkouseni vedla nutné k duplicité ¢asti obsahu.
Jako spole¢na kapitola byla feSena statistika napf.
v CsL 4%, Samotné testovani odlehlosti vysledki 1ze
podle” obejit pouzitim medianu jako robustnéjsiho
odhadu stfedni hodnoty. Ten pro n > 2 neni zavisly
na krajnich hodnotach!'” 2%, jeho pouziti v kontrole
jakosti 1é¢iv a pomocnych latek vsak zatim neni za-
vedeno a mimoto jde o odhad ve srovnani s aritme-
tickym prumérem méné vydatny'” 2. Pozadavek na
hodnoceni miry shody paralelnich stanoveni, resp.
méfeni, je jiz zafazen v nékterych textech Ph. Eur.V,
jako napft. 2.2.9. M¢éteni kapilarnim viskozimetrem
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(dvé mefteni), 2.2.17. Teplota skapnuti (tfi méfeni),
2.9.9. Méfeni konzistence penetrometricky (tfi a né-
kdy Sest méfeni). Neni vSak zfejmé, zda jde o kritéria
odvozena empiricky ¢i statisticky.

Dalsim krokem po otestovani vysledkl stano-
veni obsahu lécivych a pomocnych latek v ram-
ci lékopisné kontroly jejich jakosti na odlehlost
je jejich porovnani s toleran¢nimi mezemi uve-
denymi v Iékopisném ¢lanku. Porovnavat lze
jak jednotlivé vysledky, tak z nich vy¢islenou
stfedni hodnotu, kterou je pfi stanoveni obsahu
lé¢ivych a pomocnych latek obvykle aritmeticky
prumér n paralelnich stanoveni, jehoZz smérodatna
odchylkaje 1/vVn krat mensi'”2?. Proto je vhodn&jsi ne-
porovnavat s toleran¢nimi mezemi jednotlivé vysled-
ky podle*3 !9 a jedné z variant uvedenych v®, nybrz
az z nich vy¢isleny aritmeticky pramér>®? a jina z va-
riant uvedenych v®. Aritmeticky prumér je lep$im od-
hadem skute¢né hodnoty sledované¢ho znaku jakosti,
tedy obsahu l1é¢ivych nebo pomocnych latek, nez jed-
notlivé vysledky. Aritmeticky pramér vysledki para-
lelnich stanoveni lezici mimo toleran¢ni meze uvede-
né v lékopisném clanku znaci obvykle nevyhovujici
obsah 1é¢ivé ¢i pomocné latky. V n¢kterych pfipadech
vSak mize byt i disledkem pfilis izkych tolerancnich
mezi neodpovidajicich pfesnosti pfedepsané analy-
tické metody, vcetné jeji mezilaboratorni slozky. Na
nékteré pripady, kdy by tato situace mohla nastat pfi
stanoveni obsahu 1é¢ivych a pomocnych latek podle
Ph. Eur., upozorniuji autoii v?¥.

Autofi® 19 upozoriiuji, Ze mimo aritmeticky pramér
je tfeba brat v uvahu i $ifi intervalu spolehlivosti to-
hoto praméru vycisleného z vysledkl provedenych
analyz. Jeden z postupt diskutovanych v® pozaduje,
aby v toleran¢nim intervalu uvedeném v pfislusném
clanku lezel nejen aritmeticky pramér, ale i cely in-
terval spolehlivosti aritmetického primeéru vysledki
analyz. To by asi bylo v praxi u uzsich toleranci pfi
bézném poctu paralelnich stanoveni obtizné splnit,
prestoze $ifka intervalu spolehlivosti priméru a tim
i Cast toleran¢niho intervalu potfebna na neurcitost
z analytiky s poctem provedenych paralelnich stano-
veni klesa. Pro Ph. Eur. proto navrhujeme porovnavat
s toleran¢nim intervalem vysledky stanoveni obsahu
lécivych a pomocnych latek otestované na odlehlost
ve formé jejich aritmetického priméru.

Zavérem je treba konstatovat, ze feSeni predmétné
problematiky v soucasnych lékopisech zemi mimo
EU je pokrocilejsi nez v Ph. Eur. napt. v 1ékopisu
Ruské federace (GF XIV) z roku 201829, ve kterém je
rozsahla samostatna ¢ast oznacena 1.1.0013.15 Stati-
stické zpracovani vysledkt chemického experimentu
(28 stran). Podle ni analytik obycejné provadi dveé az
tf1, fidceji Ctyfi paralelni stanoveni, jejich vysledky
jsou statisticky testovany na odlehlost (Q-test i do-
volena diference dvou paralelnich stanoveni) a jsou
provadény dalsi potfebné kroky. V textu GF XIV je
uvedena také fada feSenych prikladi. Mimoto Ize po-
dobn¢, jako tomu je v Ph. Eur., v nékterych castech

GF XIV, napft. u teploty tani a teploty skapnuti nalézt
individualni pozadavky na pocet stanoveni a miru
shody jejich vysledkt. Odlisnym ptikladem je Japon-
sky 1ékopis z roku 2016%" 2%, Ten nema ¢ast vénova-
nou statistickému zpracovani vysledk chemickych,
fyzikalné chemickych a fyzikdlnich zkousek a indi-
vidudlni pozadavky na pocet méfeni a miru shody
jejich vysledkt v ném nachazime jen ojedinéle (napf.
v Castech 2.42 Stanoveni bodu tuhnuti a 2.60 Stano-
veni bodu tani), pfestoze potieba statistiky pro zpra-
covani a dalsi pouziti vysledka 1ékopisnych zkousek
kvantitativniho charakteru je mimo jakoukoliv po-
chybnost. Je to zjisténi dosti piekvapivé.

Stiret zajmu: zadny.
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