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Aus dem Arbeitskreis Qualitatskontrolle

Anlage zu den Richtlinien der GTFCh zur Qualitdtsscherung bei foren-
sisch-toxikologischen Untersuchungen

Anhang B: Qualitatsstandards fur spezielle Analyte

2. Untersuchung von Haarproben

F. MuBBhoff, Bonn; H. Sachs, Miinchen; D. Thieme, MUohen

I. Vorwort

Forensisch-toxikologische Untersuchungen von Haarproben zum Nachweis uBéstar-
mung von Drogen, Medikamenten oder sonstigen chemischen bzw. korperfretatfen S
werden insbesondere im Rahmen der Rechtspflege (straf-, und verwatimigsh relevante
Sachverhalte), zusatzlich aber auch bei klinischen Fragesttiunggefihrt; es sind hochste
Anforderungen bezuglich der Qualitat zu stellen. Unter Qualichiexzing (QS) versteht man
die Gesamtheit aller MalRBnahmen, die es erlauben, Aussagen UbgétQurl Fehler von
Analysenergebnissen zu treffen.

Bei der Analyse von Haarproben und der Interpretation der Ergebnisse sindgieidhezur
Analyse von anderen biologischen Matrices viele Besonderheiteariokisichtigen, bedingt
durch uneinheitliche Einflisse wie Heterogenitat der Matrixpif von Analyten und
maogliche Einflisse der Probenvorbereitung. Daher erscheint es notyeadg spezielle
Empfehlungen zur Qualitatssicherung bei forensisch-toxikologischenuktaesuchungen
gegeben werden. Grundsatzlich ist auf die Richtlinien der Facleptsdt (GTFCh) sowie
die DIN EN ISO/IEC 17025 (kurz: 1ISO 17025) hinzuweisen. In den vorliegeBdgpfeh-
lungen werden bestimmte Anforderungen bzgl. der Untersuchung von Haarpooideati-
siert.

II.  Anforderungen an das Laboratorium

In Bezug auf die Anforderungen bei den Raumlichkeiten, Personal umerised wird Bezug
auf die bestehenden Regelungen der GTFCh genommen. Insbesonderaiistudachten,
dass Stoffproben und Haarproben zum Ausschluss einer Kontamination u.a. mamdeel
getrennten Laborrdumen untersucht werden. Es mussen abschlie3bareafuibgamog-
lichkeiten vorhanden sein, damit die Proben vor und nach der Untersuclohiggreaht bei
Raumtemperatur gelagert werden konnen.

Es mussen Gerate vorhanden sein, die eine eindeutige Identifizsynriginzelstoffen und
eine Bestimmung der Substanzkonzentration erlauben. Die eingesetzéda @éssen re-
gelmalig gewartet und in funktionstiichtigem Zustand gehalten webdemBetriebsanwei-
sungen der Hersteller sind zu beachten. Die Fuhrung von Geréatelogbistheach 1SO
17025 Pflicht.
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lll.  Anmerkungen zu Probennahme, Versand, Eingang, Lagerung, Analysenstragge

Das Untersuchungslabor teilt dem Auftraggeber Art, Menge, bagser und Transportbedin-
gungen des flr die Fragestellung erforderlichen Probenmateriialdamit eine ordnungsge-
male Untersuchung gewahrleistet ist. Die Probenentnahme flr diesusitungen kann ent-
weder durch das Laboratorium selbst erfolgen oder durch anderazigradifinstitutionen.
Auch hier ist eine Kontamination durch Stoffproben durch strikte raumliolenung auszu-
schlieBen. Da die Gewinnung einer Haarprobe nicht-invasiv erfolgs sreigicht von einem
Arzt vorgenommen werden.

Haarproben in einer geeigneten Menge sollten vom Hinterhauptshdckerm eines oder
mehrerer Haarstrdnge gewonnen werden, die direkt an der Kopfhastlahitten werden.
Die stehen gebliebene Restlange ist zu dokumentieren; die gewonnarstrdfme ist mit
einem Faden zu fixieren, um ein Verschieben von Segmenten zu venhibée wurzelnahe
(proximale) Teil ist zu bezeichnen. Fir Versand und Lagerung einsgyeeignete Form ge-
wahlt werden (z.B. Alufolie in Briefumschlag). Der Auftraggelstrauf die eindeutige und
vollstandige Kennzeichnung der Probe und des Untersuchungsauftrages lseauime Un-
tersuchungsauftrag sollen zuséatzlich Datum der Probennahme, Entrellemasd die ge-
wuinschte Untersuchung mit Fragestellung und Vorgeschichte angegeben.werde

Alternative Kdorperbehaarung (z.B. Schamhaar oder Achselhaar) étaatzweise oder zu-
satzlich gewonnen werden; bei Kontrolluntersuchungen (z.B. Fahreignuhigi salr Kopf-
haare verwendet werden. Die Abnahmestellen sind genau zu bezeichioeisteansst — so-
weit die Haarlange dies erlaubt - in analoger Weise Zatwen. Die Identitat des Probanden
ist sicherzustellen (z.B. Fingerabdruck, Lichtbild).

Fur den Transport muss das Probenmaterial sicher verpackt undelstilossen sein, ins-
besondere hinsichtlich des Ausschlusses von Feuchtigkeit und Licht.

Vor Beginn der Untersuchung ist der Zustand der Haare (Langeickde Zustand, Farbe
etc.) festzuhalten. Die Identitat der Probe und der daraus hditgast®lgeprodukte missen
wahrend des gesamten Untersuchungsganges durch korrekte Kennzeickhengesiellt
sein. Eine lickenlose Dokumentation aller Zwischenprodukte und Untersuchure)sgdss)
gewahrleistet sein. Laborinterne Abklrzungen missen eine eindalidigédikation ermogli-
chen. Die Probe und die daraus hergestellten Folgeprodukte missen so gehardigals-
gert werden, dass keine Beeinflussung der Ergebnisse durch Koati@mioder Degradati-
onsprozesse stattfindet. Wenn Untersuchungen nicht alsbald in Angrdfngeen werden
kénnen, sind Proben bis zum Untersuchungsbeginn trocken, dunkel und bei Raumtemperatur
zu lagern. Es sind MalRnahmen zu treffen, damit Unbefugte keinen Zagamgn Proben
haben und diese nicht verfalscht oder manipuliert werden kénnen.

Zu Beginn einer Untersuchung bestimmt die Laborleiterin / der Latewrleder der / die

Stellvertreter/in die Untersuchungsstrategie. Entsprecheréragestellung wird dabei insbe-
sondere eine Segmentierung des Haarstranges festgelegt und dakinteine unsegmen-
tierte Ruckstellprobe sollte erhalten bleiben.

IV. Spezielle Anmerkungen zur Analyse
IV.1 Dekontamination

Haarproben mussen vor der eigentlichen Analyse bzw. Probenaufbgrattitontamina-
tion Uberpruft werden oder es muss zumindest die Mdglichkeit geschaffemyweieke Kon-
tamination nachtraglich auszuschliel3en oder zu bestéatigen. Ein Kdozggnsines optimalen
Dekontaminationsverfahrens existiert nicht. Grundsatzlich ist algriwainwieweit bei
Durchfiihrung von verschiedenen Waschschritten die Dekontamination atsréér schon
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eine Extraktion aus den Haaren einsetzen kann. Waschlésungen sind ggf. auf dienAelvese
der entsprechenden Analyten zu Uberprufen. Da die Behandlung mit Lostielgsinm Rah-
men einer Dekontamination auch Einflisse auf die Haarmatrix und saifhdie spatere
Extraktionseffiziens haben kann, muss sie auch bei der InterpretatiocAnalysenbefunden
bertcksichtigt werden, insbesondere wenn quantitative Ergebnisse verglieften sollen.

IV.2 Haaraufschluss, Extraktion, und Clean-up

Haaraufschluss bzw. Extraktion und Clean-up kdénnen selbstandig vom Labor tgeeéhl
den. Bei der Interpretation ist aber darauf zu achten, dassemestliche Ergebnisse flr ver-
schiedene Verfahren erwartet werden. Vergleiche quantitativessévgebnisse mit unter-
schiedlichen Methoden sind daher problematisch. Beim Haaraufsclzwssiér Extraktion

von Analyten aus der Matrix Haar sind die spezifischen Stoffeigenschaften hieme&o ist

insbesondere der Ausschluss einer Hydrolyse von relevanten Verbémdsogie der ver-

wendeten internen Standards bei Verwendung einer Methode darzulegen.

IV.3 Kiriterien fur immunologische Tests

Immunchemische Tests kénnen lediglich als Entscheidungskritairedi¢ Durchfiihrung
von Bestatigungsanalysen dienen. Bei immunchemischen Vortestenaist zia achten, dass
es durch die Probenvorbereitung nicht zu einer Denaturierung denzendenden Antikor-
per kommt. Kalibratoren und Kontrollen sollten mit Leerhaaren heiffesterden. Idealer-
weise sollte dabei auf den jeweiligen Hauptanalyten destgét® Substanzklasse zurtickge-
griffen werden. Quantitative Befunde sind nicht zu erlangen; gikrend Ergebnisse von
Immunoassays nur als Vorbefunde zu verwerten und bedirfen einer gewjatinalyse mit
einer zweiten unabhangigen Methode. Bei einigen Substanzklassen kamefii¥/ortest die
Hydrolyseempfindlichkeit von Analyten ausgenutzt werden, um durch ertgpee Proben-
behandlung die fir Haaranalysen notwendige Sensitivitat zu erlangenaialysiert dann
sog. ,Aquivalent* bezogen auf das Hydrolyseprodukt.

IV.4 Kiriterien fur chromatographische Verfahren

Die Bestatigungsanalyse muss zum sicheren Nachweis dezi€aite flihren. In der Regel
kommen dabei nur eine GC- oder eine HPLC-Methode in Verbindung mih eimaessenspe-
zifischen Detektor bzw. Tandem-MS-System in Betracht. Notwerldey&itatskriterien sind
die Ubereinstimmung der chromatographischen Retentionszeit (z.BiitG&weichung bis

zu 1 %) und eine Ubereinstimmung der (Massen)Spektren.

Als Kriterium fir die Auswertbarkeit eines chromatographischgnas gilt allgemein, dass
seine Peakhohe das mittlere Grundliniensignal (Rauschen) umreifacBe Ubersteigt. Re-
geln fur die Berechnung dieses Peak-zu-Rausch-Verhaltnisses sind ifnispsz

Fur die Bewertung der Ubereinstimmung der Massenspektren von unbekawhiReferenz-
probe gilt, dass eine mathematische Korrektur (,Background Subtractu akzeptieren ist,
jedoch im Einzelfall spezifiziert werden muss.

Die Bewertung eines Massenspektrums sollte sich im Idealfltlen gesamten Massenbe-
reich (,full scan’) beziehen. Im Realfall werden aber nur awgpée lonen untersucht (,se-
lected ion recording’) und bewertet, was das Analysenspektrum zagules Sensitivitat auf
die ausgewahlten Substanzen beschrankt.

Ansonsten gelten die in den Richtlinien der GTFCh festgelegterrignteur Qualitatssiche-
rung bei forensisch-toxikologischen Analysen.
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V. Qualitatssicherung bei Analysen

Bei der Analyse von Haarproben sind Besonderheiten zu beriicksichbigdingt durch
uneinheitliche Einflisse wie Heterogenitat der Matrix, Stailon Analyten und mogliche
Einflisse der Probenvorbereitung. Daher sind einige spezielle Blopden zur Qualitatssi-
cherung bei forensisch-toxikologischen Haaruntersuchungen zu beachten.

V.1 Validierung von Methoden zur Haaranalytik

In Anbetracht der Tatsache, dass Haaranalysen eher als seitatjuan¥erfahren anzusehen
sind, ist es vertretbar, mit aufgestockten Haarproben ledighehBasisvalidierung durchzu-
fUhren:

1. Linearitat der Kalibration

Im Grundsatz gilt Anhang C1 der Anlagen zu den Richtlinien der GFFOR Anzahl der
Kalibratoren kann jedoch auf 4 und die der Wiederholbestimmungen filodar auf 5 ver-
ringert werden.

2. Wiederholprazision und Laborprazision

Im Grundsatz gilt der Anhang C1 zu den Richtlinien der GTEQBie Anzahl der Tage kann
jedoch auf 5 verringert werden. Die Préazisionsdaten konnen miiggéin§oftwarepaketen
(z.B. Valistat) direkt aus den Messwerten berechnet werden.

3. Stabilitat

Angaben Uber Stabilitaten und Lagerungsbedingungen sind notwendig. Disdet8tabi-
litat von Reagenzien, Standards und Proben. Aufgrund der Hydrolyseempfindlahiger
speziell bei Haaranalysen charakteristischer Substanzen mussngplokeliStabilitat der A-
nalyten bzw. der verwendeten internen Standards bei der Probenvarigeiéderpruft wer-
den.

V.2 Interne Qualitatskontrolle

Die interne Qualitatskontrolle umfasst die korrekte Durchfihrursygdsamten Arbeitsab-
laufs vom Auftragseingang bis zur Ergebnismitteilung. Die labemet Qualitatskontrolle
mit Kontrollproben ist bei der Haaranalytik erschwert. Der Hinban Substanzen in die he-
terogene Matrix kann durch Aufstocken einer leeren Haarprobe nichhexndamodelliert
werden. Umgekehrt stellt eine Festlegung von Extraktionsmethoden und &wekuations-
verfahren nur ein willkirliche Konvention dar, die keinen Ansprucheaén ,wahren Wert"
beanspruchen kann. Fur die interne Qualitatskontrolle ist es daheichasd, bei jeder Ana-
lysensequenz mit aufgestockten Proben aufzuzeigen, dass bei der @ftdreitang keine
Degradation von Analyten stattgefunden hat und die Substanzen inctlBeesi Bestim-
mungsgrenze trotz mitextrahierter Matrixbestandteile in einfastgelegten Retenti-
onszeitfenster zu detektieren sind sowie die Massenfragmerntteem $ignalintensitaten in
den festgelegten Bereichen Ubereinstimmen. Die Ergebnisse &raeivanderen Analysen-
verfahren auf Kontrollkarten zu dokumentieren.

V.3 ExterneQualitatskontrollen

Die externe Qualitatskontrolle erfolgt durch Ringversuche. Aufgrund dgelégten Beson-
derheiten bei Haaranalysen erscheinen zur Uberprifung eines &wozeltegelmanige Inter-

2 Toxichem + Krimtech, 71 (3): 146-154 (2004)

“G. Schmitt, M. Herbold, F. Peters, Methodenvaligig im forensisch-toxikologischen Labor. ARVECON
GmbH, Walldorf, Germany (2003)
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laborvergleiche am sinnvollsten, bei denen unter Bezug auf Refezdrahen die Reprodu-
zierbarkeit objektiviert und die Abweichung des Einzellabors vom konvengonélert aller
Laboratorien (bzw. von Referenzlaboratorien) festgestellt wekdan. Fir die Gewinnung
von geeignetem Ringversuchsmaterial sind in Kooperation von Ringhewsganisationen
mit ausgewahlten Laboratorien authentische Haarproben von Fallen mtiitgpoBefund zu
sammeln. Die Haare sind auf eine Grdl3e von ca. 3-5 mm zu zerRleindrder gesamte
Haarpool mechanisch Uber mehrere Stunden zu vermischen. MethodenabhdigigazR
werte in Ringversuchsproben bzw. die Auswertung von Ringversuchen siggndingver-
suchsorganisationen zu ermitteln (z.B. auf der Grundlage der von Radé@matorien erhal-
tenen Messergebnisse) bzw. mit statistischen Verfahren nackeanten Regeln der Technik
aus den Ringversuchsergebnissen abzuleiten.

VI.  Spezielle Analyte

Bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen von Haarproben geht esNreliezahl der

Falle um den Nachweis oder Ausschluss eines Konsums von itidgetéubungsmitteln. Fur

die gangigsten Vertreter werden im folgenden Empfehlungen zdiiiwusg entsprechender
Analysen gegeberDiese Empfehlungen gelten fir das wurzelnahe (proximale) Segment

(<6 cm).

VI.1 Heroin

Bei immunchemischen Vortesten sollte eine Morphin oder 6-MAM-I€atration, die beim
Bestatigungsverfahren zu einer Konzentration von 0,2 ng/mg fuhrt, irrimerositives im-
munchemisches Ergebnis bei den Opiaten anzeigen. Dabei ist es uhefesanidieses Ziel
durch die Summe der Kreuzreaktionen mit allen Morphinderivaten odebesoadere Emp-
findlichkeit einer der Wirkstoffe zustande kommt. Es muss nur Satyaggn werden, dass
neben dem Heroinkonsum auch die regelmafige, ausschliel3liche AufnahMerpbim und
auch von Codein erkannt wird.

Zum Nachweis eines vorausgegangenen Heroin-Konsums dient betiggesjganalysedie
Detektion des charakteristischen Metaboliten 6-Monoacetylmorphin (6-NVaAd) eitsub-
stanz.

Die verwendete Bestatigungsmethode sollte mindestens so empfiadiichdass ein Wert
von 0,2 ng/mg fir die Einzelanalyten erfasst wird.

Bei der Probenaufbereitung besteht die Gefahr einer Hydrolyse wbAM-zu Morphin,
besonders unter sauren aber auch unter alkalischen Bedingungen. EasHiavauf ist ein
Metabolitenverhaltnis 6-MAM/Morphin < 1,3.

VI.2 Cocain

Bei immunchemischen Vortesten sollte eine Cocain-Konzentration, die beiéti@astysver-

fahren zu einer Konzentration von 0,2 ng/mg fuhrt, immer ein positivesinohemisches
Ergebnis anzeigen. Dabei ist es unwesentlich, ob dieses Ziel doechesondere Empfind-
lichkeit gegeniiber der Muttersubstanz oder die Summe der Kreuareskimit Vertretern

der Substanzklasse zustande kommt (z.B. als Benzoylecgonin-Aquivalent).

Zum Nachweis eines vorausgegangenen Cocain-Konsums dient bei Haaranalysen
1. die Detektion der Muttersubstanz (Leitsubstanz),

2. soweit die Cocainkonzentration nicht im Bereich des Cut-off-Wiketgsdie zuséatzliche
Detektion von Benzoylecgonin (BE) bzw. auch Cocaethylen oder Norcocain.
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Die verwendete Bestatigungsmethode sollte mindestens so empfiadiichdass ein Wert
von 0,2 ng/mg fur die Muttersubstanz und von 0,1 ng/mg fir Cocainmetabolite erfasst wird.

Ein Hinweis auf eine externe Kontamination ist ein Konzentratiohdltaeis von Metabolit
zu Wirkstoff von BE/Cocain < 0,05. In solchen Fallen ist auf jedendi@NVaschflissigkeit
ZU untersuchen.

VI.3 Cannabisprodukte

Bei immunchemischen Vortesten sollte eine THC-Konzentration, diie Bestatigungsver-
fahren zu einer Konzentration von 0,1 ng/mg fuhrt, immer ein positivesinmohemisches
Ergebnis bei den Cannabinoiden anzeigen.

Zum Nachweis einer vorausgegangenen Cannabisexposition dient baigBesfsanalysen
die Detektion des Hauptwirkstoffes Tetrahydrocannabinol (THC).

Ein Nachweis weiterer Cannabinoide (Cannabinol (CNB), CannabididD))C#lt als Plau-
sibilitatskontrolle, beweist aber genauso wie der Nachweis von AiEl@ zwingend eine
Kdrperpassage. Zumindest bei einer diesbezlglich gegenteiligen Eiglassas Betroffenen
kann bei einem positiven THC-Befund daher die zusétzliche Bestimmung von THC-©OOH
Betracht gezogen werden. Auch bei einem negativen THC-Befundinedwidersprechen-
den Einlassung kann diese Zusatzanalyse vorgenommen werden.

Die verwendete Methode sollte mindestens so empfindlich sein, d&siBHu einer Kon-
zentration von mindestens 0,1 ng/mg nachgewiesen werden kann. Fir demeiNaeon
THC-COOH bedarf es einer Nachweisgrenze von bis zu 0,05 pg/mg.

VI.4 Amphetamin, Methamphetamin und synthetische Designeramptamine
(MDMA, MDEA, MDA)

Bei immunchemischen Vortesten sollte eine Amphetamin-Konzentratiendiz Konzentra-

tion eines Vertreters aus dieser Stoffklasse (einschlief3licibesigner-Amphetamine), die
beim Bestatigungsverfahren zu einer Konzentration von 0,2 ng/mg ifdhmer ein positives

immunchemisches Ergebnis anzeigen.

Zum Nachweis oder Ausschluss eines vorausgegangenen KonsumgamaetAmin oder
synthetischen Designeramphetaminen dient bei Bestatigungsandigdeetektion der Mut-
tersubstanz selbst als Leitsubstabie verwendete Bestatigungsmethode sollte mindestens so
empfindlich sein, dass ein Wert von 0,2 ng/mg fur die Einzelanalyten erfasst wird.
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