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Aus dem Arbeitskreis Qualitatskontrolle

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

Anhang C: Anforderungen an die Durchfiihrung von Andysen.

1. Validierung

F. T. Peters, Homburg/Saar; M. Hartung, Homburg/Saa&; M. Herbold u. G. Schmitt, Heidelberg;
T. Daldrup, Dusseldorf; F. MuBhoff, Bonn

Die Validierung analytischer Methoden ist eine Grundvoraussetiundjd Qualitat und die
Vergleichbarkeit von Analysenergebnissen. Sie dient der DokumentatioBigleing von
Analysenverfahren fur ihren Bestimmungszweck. Analysenbefunde, ithealdierten Me-
thoden erhoben werden, sind daher nicht nur die Basis fir eine veHéskiterpretation,
sondern auch im Streitfall nur schwer anfechtbar. Dies spielit mudorensisch-toxikologi-
schen Bereich eine grof3e Rolle.

Gemal} Punkt C.1. der "Richtlinien der GTFCh zur Qualitatssicherurfgreasisch-toxiko-
logischen Untersuchungéniiissen Laboratorien Gewahr dafiir bieten, dass Analysen nach
dem aktuellen und anerkannten Stand der Analysentechnik ausgefuhrt vierdetben Do-
kument wird unter Punkt C.2. die Validierung analytischer Methoden undakienientation
des Ergebnisses der Validierung vorgeschrieben. Dies implidess auch die Validierung
analytischer Methoden sich an dem aktuellen und anerkannten Standsdens@haft orien-
tieren sollte. Im vorliegenden Anhang C werden die Anforderungen an eineeviatigindher
spezifiziert. Die enthaltenen Vorgaben orientieren sich am adtuellissenschaftlichen
Kenntnisstand. Neben den zu bestimmenden Validierungsparametern emdelveiligen
Akzeptanzkriterien werden auch statistische Verfahren zur Bewag der einzelneRarame-
ter festgelegt.

1. Selektivitat (Selectivity)

Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methodegrschiedene nebeneinander zu bestimmende
Analytenohne gegenseitige Stérungen oder Stérungen durch andere endogenegedee e
Substanzen (Metaboliten, Verunreinigungen, Abbauprodukte, Matrix) agserf und sie
somit eindeutig zu identifizieren.

Spezifitatist die Fahigkeit einer Methodeinen Analyten oder eine Substanzklassee Ver-
falschung durch andere in der Probe vorhandene Komponenten (s.0.) zu enfassenso-
mit eindeutig zu identifizieren.

Bestimmung in der Praxis:

- Aufarbeitung von mindestens sechs Leerproben aus jeweils verscme@agen
(Leermatrix ohne 1IS)

- Aufarbeitung von mindestens zwei Nullproben (Leermatrix mit IS)
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- Aufstockung von Leerproben mit anderen in authentischen Proben zu erwarrmen
stanzen/Metaboliten.

Bei keinem der oben genannten Versuche durfen Interferenzent@@dhde Peaks) mit dem
Untersuchungsziel (Nachweis und/oder Bestimmung des/der Analyteret@muftr

Hinweis: Bei rein quantitativen Methoden kann, wenn die Richtigkeit l@s bewiesen
wurde, auf eine gesonderte Aufarbeitung von Leer- und Nullprabeerzichtet
werden.

2. Linearitat der Kalibration (Linearity of Calibration), nach Ref. [8]

Die Linearitat einer analytischen Methode ist ihre Fahigkegrhalb eines gegebenen Berei-
ches Testergebnisse zu liefern, die direkt proportional zur Konent{dlenge) des Analy-
ten in der Probe sind.

2.1. Kalibrationsbereich (Range), nach [12]

Der Kalibrationsbereich einer analytischen Methode ist dasvaitezwischen oberer und
unterer Konzentration (Menge) des Analyten in der Probe (einscbhefibser Konzentrati-
onen), fur das ein geeignetes Mal3 an Prazision, Richtigkeit undritinegezeigt werden
konnte.

Bestimmung in der Praxis:

- Herstellung von Kalibratoren bei mindestens flnf verschiedenen Koatienen (mag-
lichst gleichmaRig tber den Kalibrationsbereich verteilt) durch Aufstoeenieermatrix

- sechs Bestimmungen bei jeder Konzentration (Wiederholbedingungen)

- Testen auf Ausrei3er mittels Grubbs-Test (Signifikanzniveau: @&fb)ggf. deren Elimi-
nation. Insgesamt durfen nicht mehr als zwei Ausreil3er und diesemigieichen Kon-
zentrationsniveau auftreten.

- Test auf Varianzhomogenitat mittels F-Test zwischen hdcbsatkémniedrigster Konzentra-
tion oder mittels Cochran-Test Uber alle Konzentrationen (Signifikanz: 99%).

- Varianzhomogenitat gegeben (Homoskedastizitat): einfache lineapeedR®on; statisti-
scher Test der Anpassung mittels Linearitatstest nach Mandeif{&nz: 99%)

- Varianzhomogenitat nicht gegeben (Heteroskedastizitat): Redgdifal Kalibrations-
bereiche, die mehr als eine Zehnerpotenz umfassen: Einschrankuri{pldeations-
bereichs bis Varianzhomogenitat besteht.

Alternativ: Auswahl und statistischer Anpassungstest eines gewichteten Kalibrationsmodells.

Vor der Ablehnung eines linearen Kalibrationsmodells sollte giektische Relevanz der
Nichtlinearitat z.B. an Hand der Richtigkeitsdaten bewertetrden; sind diese akzeptabel,
kann man trotzdem das lineare Modell verwenden.

Anmerkung: Sollen in der Routineanwendung Reinsubstanzlosungen als Kalibramgesetzt
werden, so ist in der Validierung zu zeigen, dal3 die Kalibrationdgenzon Matrixkalibrato-
ren und Reinsubstanzkalibratoren sich nicht signifikant unterscheiden:

- Varianzhomogenitat der Restvarianzen der beiden Kalibrationsgeraitsts nr-Test
(Signifikanz: 99%)
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- Regressionsanalyse der Mittelwerte der Mef3grof3en von Maitng Reinsubstanzkalibration:
Sollwert-t-Test (Signifikanz: 99%) flir den Achsenabschnitt (&ail: 0) und die Steigung
(Sollwert: 1) der Regressionsgeraden.

3. Genauigkeit (Accuracy), nach Ref. [12]

Unter Genauigkeit versteht man den Abstand eines einzelnen WeneSollwert, hervorge-
rufen durch systematische und zufallige Fehler.

Bestimmung in der Praxis:

- Herstellung homogener Pools von Qualitatskontrollproben (QC-Probempihdestens
zwei (niedrig und hoch relativ zum Kalibrationsbereich) moglielbstr drei verschiedenen
Konzentrationen (niedrig, mittel, hoch relativ zum Kalibrationsberaicdingh Aufstockung
von Leermatrixpools

- Aliguotierung zu einzelnen QC-Proben

- Lagerung bei normalen Lagerungsbedingungen (z.B. —20°C)

- Analyse von mindestens zwei QC-Proben jeder Konzentration an mindestenser-
schiedenen Tagen

3.1. Systematischer Fehler (Bias)

Die Differenz zwischen Mel3ergebnis und Sollwert.

- Der Bias errechnet sich aus dem Mittelwert aller Bestimgen und dem Sollwert bei jeder Kon-
zentration nach folgender Formel:

Bias [%] = xu'“ [100%

X Mittelwert aller Bestimmungen
H Sollwert

- Bias-Werte innerhalb eines Intervalls vah5% &20% nahe der Bestimmungsgrenze) gelten als
akzeptabel

3.1.1. Richtigkeit (Trueness), nach [12]

Unter Richtigkeit versteht man den Abstand des Mittelwertes volwé&t. Das Ausmald
wird gewohnlich in Form eines systematischen Fehler (Bias) ausgedrickt.

Zur Bestimmung der Richtigkeit mul3 eine ausreichend grof3e Anzahl eBwéften berick-
sichtigt werden (z.B. Kontrollwerte aus der Routineanwendung).

3.2. Prazision (Precision), nach [12]

Unter Prazision versteht man den Grad der Streuung der einzelneneden Mittelwert.

Das Mal fir die Prazision wird gewohnlich in Form der ,Imprazisimmsgedriickt und als
eine Standardabweichung der Mel3ergebnisse berechnet. Hohere srapréaid durch eine

hohere Standardabweichung ausgedriickt.

3.2.1. Wiederholprazision (Repeatability), nach Ref. [10]

Préazision unter Bedingungen, bei denen unabhangige MelRergebnisds datselben Me-
thode mit identischem Probenmaterial im selben Labor von dersediseonPmit derselben
Geréatschaft innerhalb kurzer Zeitintervalle erhalten werden.
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Berechnung:

Bei obiger Versuchsanordnung kann die Berechnung unter Zuhilfenahme danangAl zu
dieser Richtlinie aufgefuihrten Formeln wie folgt erfolgen:

- Bestimmung als relative Standardabweichung innerhalb der Tage

2
RSD, [%] = ‘E 100

RsD, Wiederholprazision
s> Wiederholvarianz, zu berechnen nach Anhang |
X Mittelwert aller Bestimmungen

- RSD < 15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze) gelten als akzeptabel

3.2.2. Laborprazision

Prazision bei der Bestimmung der selben Probe innerhalb einessladidoewuRter Ande-
rungeinesParameters (z.B. Person, Geratschaft oder Zeit).

3.2.2.1. Tagesverschiedene Laborprazision (time-different intermediategcision)

Die tagesverschiedene Laborprazision, bei der der Zeitfakiag“,Zwischen den Bestim-
mungen variiert, ist die gangigste Variante der Laborprazision.

Berechnung:

Bei obiger Versuchsanordnung kann die Berechnung der tagesverschiéddoeprazision
unter Zuhilfenahme der in Anhang | zu dieser Richtlinie aufgefihreem&n wie folgt er-

folgen:
- Bestimmung als relative Standardabweichung

2 2
RSD ., [%] = Ltgs 100

RSD,,, tagesverschiedene Laborprazision

s? Wiederholvarianz, berechnet nach Anhang |
s? Varianz zwischen den Tagen, berechnet nach Anhang |
X Mittelwert aller Bestimmungen

- RSDT) < 15% (20% nahe der Bestimmungsgrenze) gelten als akzeptabel

Analoge Versuchsanordnungen zur Bestimmung von personen- bzw. equipmergdersehi
Laborprazision sind maoglich.

3.2.3. Vergleichsprazision (Reproducibility), nach Ref. [10]

Prazision unter Bedingungen, bei denen Mel3ergebnisse mit derseéiteadi! mit identi-
schem Probenmaterial in verschiedenen Laboratorien von verschiddersamen mit ver-
schiedenem Equipment erhalten werden. Die Vergleichsprazisidnawah haufig Reprodu-
zierbarkeit genannt.
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Berechnung:

Die Vergleichsprazision kann aus der obigen Versuchsanordnung nickhrbstraverden.
Ihre Bestimmung kann z.B. durch Analyse von QC-Proben in verschiedehersl(@.B. in
einem Ringversuch, bei dem alle Teilnehmer die selbe Analysenvorschrift&enetfolgen.

4. Stabilitat (Stability), nach Ref. [20]

Die chemische Stabilitat eines Analyten in einer gegebenenxMeaiter bestimmten Bedin-
gungen fur gegebene Zeitintervalle (z.B. unter Lagerungsbedingungen)

5. Analytische Grenzen
5.1. Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) nach DIN 32645

Die Nachweisgrenze stellt den kleinsten Analytgehalt dar, deginer vorgegebenen Sicher-
heit (99%) vom Leerwert unterscheidbar ist. Besitzt eine Probe genau diesen Getaiades
lyten, so wird in 50% aller Falle der konkrete Mel3wert kleiner sein als die &drenze.

" Ausgenommen GC-MS-Bestimmungen entsprechend AnAd8§%)

5.2. Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification, LOQ) nach DIN 32645

Die Bestimmungsgrenze ist der kleinste Gehalt, der mit eingegebenen relativen Ergeb-
nisunsicherheit (33%, Signifikanz: 99%) bestimmt werden kann.

Bestimmung in der Praxis:

- Bestimmung nach DIN 32645 gemal3 den ,Richtlinien der GTFCh zurt@salcherung
bei forensisch-toxikologischen Untersuchungen®

6. Wiederfindungrate, Extraktionsausbeute
6.1. Wiederfindungsrate (Recovery), frei nach [12]

Die absolute Wiederfindung ist definiert als kompletter TrandésrAnalyten von der Matrix
in die zu vermessende LOsung. Sie wird bestimmt aus einem Iveshder Signale einer
gleich zugesetzten Menge Analyt bzw. Standard zu einer biologistode und einer nicht
extrahierten Originallésung (100%).

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate bezieht sich immer aualsoluten Mel3signale.
Sie kann daher nur bei Methoden bestimmt werden, bei denen die lettierelinessene
Substanz in reiner Form erhaltlich ist.

Praktische Durchfuihrung:

- Bestimmung von jeweils mindestens sechs Reinsubstanziésungen und medestes
Extrakten bei hohen und niedrigen Konzentrationen; Angabe der Wiederfiadhivgpr-
haltnis der absoluten Signale (Peakflachen) der Extrakte zu dené&teshsubstanzlosun-
gen in Prozent (incl. Standardabweichung bzw. des 95%-Konfidenzintervalls ).

- Bestimmung mittels Regressionsanalyse der absoluten Peakfl&one Extrakten und
Reinsubstanzldsungen tber den gesamten Mel3bereich.

6.2. Extraktionsausbeute (Extraction efficieny)

Die Extraktionsausbeute ist definiert als kompletter TransferAshalyten von der Matrix in
den primaren Extrakt. Sie wird bestimmt aus einem VerhaltniSidgrale einer gleich zuge-
setzten Menge Analyt bzw. Standard zu einer biologischen Probeuwgidem Primé&rextrakt
einer Leermatrixprobe (100%).
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Die Bestimmung der Extraktionsausbeute ist insbesondere bei solctiendigte durchzufih-
ren, die einen Derivatisierungsschritt enthalten, da die tetlzth vermessenen Derivate in
der Regel nicht als Reinsubstanz erhéltlich sind.

Praktische Durchfuihrung:

- Bestimmung von jeweils mindestens sechs Kontrollproben bei hohen und eneliog-
zentrationen, bei denen der Analyt und der interne Standard ehstier@Extraktion in den
Primarextrakt gegeben werden (100%).

- Bestimmung von mindestens sechs Extrakten bei hohen und niedrigen Konzesrrati
bei denen der Analyt vor der Extraktion in die Matrix, der inteBtendard jedoch erst
nach der Extraktion in den Primarextrakt gegeben wird.

- Angabe der Wiederfindung als Verhéltnis der Peakflachenverhal{@ias#yt zu internem
Standard) der Extrakte zu denen der Kontrollproben in Prozent (incda&tabweichung
bzw. des Konfidenzintervalls (95%)).

- Bestimmung mittels Regressionsanalyse der Peakflachenveskéltvon Extrakten und
Kontrollproben tber den gesamten Mel3bereich.

Die Extraktion soll reproduzierbar und mit hohen Wiederfindungsraten bxztraktionsaus-

beuten, moglichst groRer als 50% erfolgen, entsprechend einermfgteigu 0,5 beim Regres-
sionsverfahren. (siehe Anlage zu den Richtlinien der GTFCh zur &aaitherung bei fo-
rensisczh-toxikologischen Untersuchungen. Anhang A: Anforderung anren&ealysenme-

thoden’)

7. Robustheit (Robustness, Ruggedness), frei nach Ref. [20]

Die Robustheit einer analytischen Methode ist ein Mald ihrer Fahigkurch kleine, aber
bewul3te Veranderungen der Methodenparameter unbeeinfluf3t zu bleiben, tite&igr-
laRlichkeit wahrend der normalen Anwendung.
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Anhang

Beide unten aufgefiihrte Berechnungsverfahren estbpn im Prinzip der 1SO 5725-2 (Basic method far t
determination of repeatability and reproducibilitya standard measurement method). Allerdings wirdieser
Norm statt der Reproduzierbarkeit (reproducibiliyg tagesverschiedene Laborprazision berechnet.

Die aufgefiihrten Formeln sind teilweise vereinfaocht gelten daher nur fiir Versuchsdesigns, beirdeme
mehreren Tagen jeweils gleich viele Bestimmungeeniwiederholbedingungen durchgefihrt werden. ietel
Grundvoraussetzung nicht gegeben, missen die kaerple, allgemeingtltigen Formeln aus der ISO 5725-2
verwendet werden.

A. Berechnung aus Parametern der einseitigen Varieanalyse (one-way ANOVA, in géangigen Statistik-
programmen, z.B. SPSS, enthalten)

Bei diesem Verfahren werden die Mel3werte zunadhst einseitigen Varianzanalyse (one-way ANOVA) un-
terworfen. Dabei erhalt man in der ANOVA-Tabelle dittleren Abweichungsquadrate innerhalb der Geapp
(hier Tage) und zwischen den Gruppen. Aus diesean®gern lassen sich dann Wiederholprazision urbi-a
préazision durch einfache mathematische Operatibestimmen.
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1. Wiederholprazision

- Berechnung der Wiederholvarianz

s? =MS,,
s? Wiederholvarianz

MS,, Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Grupeage)

- Berechnung der Wiederholpréazision aus der Wiedearianz

: JMs
RSD, [%)] = ‘E moo=Y_"" 1100

RSD, Wiederholprazision
s? Wiederholvarianz
X Mittelwert aller Bestimmungen

MS,,. Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der Grupfeagen)

2. Tagesverschiedene Laborpréazision

- Berechnung der Varianz zwischen den Tagen

, _MS, -MS,,
S =——mMmMmMm—
n
s? Varianz zwischen den Tagen
MS Mittleres Abweichungsquadrat zwischen den Grugf@gyen)

bg

MS Mittleres Abweichungsquadrat innerhalb der GeaupfTragen)

wg

n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (furdageschlagene Design gilt n = 2)

Anmerkung:Falls sich bei der Berechnung zufallsbedingt eigatiees Ergebnis fur
s? ergibt, so ist anzunehmen, das diese den WertHsull

- Berechnung der tagesverschiedenen Laborprazision

2 2
RSDp,[%] = Y= °" 1100

RSD,, tagesverschiedene Laborpréazision

s? Varianz zwischen den Tagen
s? Wiederholvarianz
X Mittelwert aller Bestimmungen

B. Direkte Berechnung aus den MeRwerten

Bei diesem Verfahren werden die Wiederholprazsiod die Laborpréazision direkt aus den MeRwerten be-
stimmt. Die entsprechenden Formeln sind zwar eitteldlomplexer, mit Programmen wie MS Excel oder Va-
listat (www.arvecon.de) jedoch durchaus zu bewgittig

1. Wiederholprazision

- Berechnung der Wiederholvarianz

p

> Zn:(xik _ii)z

2 _ = =
s_|1 1

' pdn-1)

=
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s?2 Wiederholvarianz

p Anzahl der Tage (fur das vorgeschlagene Desigmp il 8)

n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (firaageschlagene Design gilt n = 2)
x;, k-te Bestimmung am i-ten Tag

x. Mittelwert der Bestimmungen am i-ten Tag

- Berechnung der Wiederholpréazision aus der Wiedearianz

M:

>

(xik _ii )2
izl k

pn-1)
X

11
-

00

2
RSD, [%] = \/:? 100 =

RSD, Wiederholprazision

s Wiederholvarianz

X Mittelwert aller Bestimmungen

p Anzahl der Tage (fir das vorgeschlagene Desigip gil 8)

n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (furdageschlagene Design gilt n = 2)
X; k-te Bestimmung am i-ten Tag

X Mittelwert der n Bestimmungen am i-ten Tag

2. Tagesverschiedene Laborpréazision

- Berechnung der Varianz zwischen den Tagen

) _
(ii - x)z

> st

¢ p-1 n
s? Varianz zwischen den Tagen
X; Mittelwert der n Bestimmungen am i-ten Tag
X Mittelwert aller Bestimmungen
p Anzahl der Tage (fur das vorgeschlagene Desigipgil 8)
s? Wiederholvarianz
n Anzahl der Wiederholbestimmungen pro Tag (furdageschlagene Design gilt n = 2)

Anmerkung:Falls sich bei der Berechnung zufallsbedingt eigatiges Ergebnis flis? ergibt, so ist
anzunehmen, das diese den Wert Null hat.

- Berechnung der tagesverschiedenen Laborprazision
sz +s?
RSD ,[%)] = oo

RSD,,, tagesverschiedene Laborpréazision
z Varianz zwischen den Tagen

2 Wiederholvarianz

X Mittelwert aller Bestimmungen

[ ]



