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13.1 Einleitung

1976 wurde die erste von mittlerweile 19 Lieferungen der Loseblatt-Sammlung
Analysen in biologischem Material publiziert. Die Senatskommission zur Priifung
gesundheitsschiddlicher Arbeitsstoffe der Deutschen Forschungsgemeinschaft hatte
es sich in den 70er Jahren zum Ziel gesetzt, Methoden zu erarbeiten und zu verof-
fentlichen, mit denen die innere Belastung des Menschen durch chemische Sub-
stanzen quantitativ erfasst und hinsichtlich des damit verbundenen Gesundheitsrisi-
kos beurteilt werden kann. Damit sollte zusitzlich zur Bestimmung der Schadstoff-
konzentration in der Luft des Arbeitsplatzes (dullere Belastung) ein Beitrag geleis-
tet werden zur Pravention von Gesundheitsschidden durch chemische Substanzen,
die am Arbeitsplatz oder aus der Umwelt aufgenommen werden. Dabei sollte der
Richtigkeit, der Vergleichbarkeit und der Nachvollziehbarkeit der analytischen Me-
thoden unbedingter Vorrang vor anderen Erwigungen wie etwa 6konomischen ein-
gerdumt werden. Die nach diesen Vorgaben vom Arbeitskreis Analysen in biologi-
schem Material erarbeiteten Methoden bildeten dann die Grundlage fiir die Ablei-
tung von Grenzwerten (BAT, BLW, HBM), Referenzwerten (BAR, Referenzwerte
der HBM) und Korrelationen (EKA).

Der Arbeitskreis Analysen in biologischem Material hat deshalb vor der Erarbei-
tung der analytischen Methoden ein Konzept ausgearbeitet, mit dem die Richtigkeit
und Vergleichbarkeit der Ergebnisse eines Biologischen Monitoring gewéahrleistet
werden konnen. Dieses Konzept wurde in der ersten Lieferung dieser Methoden-
sammlung eingehend dargestellt. Nach diesem Konzept werden die Methoden im
Sinne einer standard operating procedure (SOP) so beschrieben, dass sie jederzeit
nachvollzogen werden konnen. Neben der eigentlichen Analysenvorschrift enthal-
ten sie deshalb auch detaillierte Angaben zur so genannten ,,prianalytischen Phase
(Probenahme, Probentransport, etc.). Jede Methode weist auerdem als Zuverlas-
sigkeitskriterien die Prizision, Richtigkeit und Nachweisgrenze aus, die durch den
Autor im Rahmen der Validierung des Verfahrens ermittelt und beschrieben wird.
Die so beschriebenen und dokumentierten SOPs werden dann in mindestens einem
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weiteren Laboratorium hinsichtlich ihrer Nachvollziehbarkeit, einschliefSlich der
Zuverlassigkeitskriterien, experimentell gepriift.

Heute besteht diese Sammlung aus nahezu 200 gepriiften und ausfiihrlich doku-
mentierten Analysenverfahren und hat einen erheblichen Anteil daran, dass sich
das Biomonitoring weltweit zu einer leistungsfahigen Methode der Pravention che-
misch bedingter Erkrankungen entwickelt hat.

Obwohl sich die Dokumentationsstruktur und die zugrunde gelegten Kriterien fiir
die Nachvollziehbarkeit und Zuverldssigkeit bewdhrt haben, war es nach nunmehr
30 Jahren notwendig, diese Grundlagen zu liberarbeiten und neuere Entwicklungen
auf diesem Gebiet zu beriicksichtigen. Dies betrifft vor allem die Qualititssiche-
rung entsprechend den Richtlinien der Bundesirztekammer, die innerhalb der
SOPs eine immer stiarkere Beriicksichtigung gefunden haben, sowie die Angabe
der Messunsicherheit, die als Kenngrof3e in der vergangenen Dekade Eingang in
eine Reihe von Positionspapieren und Normen zur Qualitdtssicherung im Labor ge-
funden hat.

Das folgende Kapitel aktualisiert und prézisiert die analytischen Zuverldssigkeits-
kriterien zur Charakterisierung der in der Loseblatt-Sammlung enthaltenen Analy-
senverfahren und beschreibt den aktuellen Stand der laborinternen und -externen
Qualititssicherung. Diese Ubersicht wendet sich sowohl an die Autoren und Priifer
kiinftig zu erarbeitender Methoden als auch an die Leser dieses Werkes und ganz
besonders an diejenigen, die diese Methoden in ihren Laboratorien etablieren wol-
len.

13.2 Praanalytische Phase

Die praanalytische Phase umfasst alle Arbeitsschritte einer Biomonitoring-Unter-
suchung vor der Probenaufbereitung und Analyse im Labor. Dazu gehoren die Aus-
wahl eines geeigneten Biomarkers und seiner Matrix, des Probenahmezeitpunktes,
die Vorbereitung des Probenahmematerials, die eigentliche Probenahme, die Zwi-
schenlagerung sowie der Transport ins Labor mit anschlieBender Lagerung (Abb.
13-1) [1, 2, 3]. Die Ausfithrung der praanalytischen Phase hat einen erheblichen
Einfluss auf die Richtigkeit der analytischen Bestimmung. Grundsétzlich unter-
scheidet man zwischen so genannten ,,Einflussfaktoren* und ,,StérgroBen: Ein-
flussfaktoren betreffen Verdnderungen der Analytenkonzentrationen in vivo, d.h.
vor der eigentlichen Probenahme. Hierzu zéhlen z.B. der Probenahmezeitpunkt
aufgrund der unterschiedlichen biologischen Halbwertzeiten von Fremdstoffen im
Korper, Alkoholkonsum, Medikamenteneinnahme und Drogen aufgrund ihres
moglichen Einflusses auf Fremdstoff-metabolisierende Enzyme sowie das Rauchen
und individuelle Erndhrungsgewohnheiten als potentielle auBlerberufliche Aufnah-
mequellen fiir Fremdstoffe. Demgegeniiber werden als Storgrof3en solche Parame-
ter bezeichnet, die Analytenkonzentrationen in vitro, d. h. nach erfolgter Probenah-
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me verdndern. Dazu gehoren z.B. Kontaminationen des Probenahmematerials
durch Stiube oder Didmpfe oder produktionsbedingte Riickstinde in den Entnah-
megefdllen sowie Verdnderungen der Probenmatrix wiahrend des Transportes oder

der Lagerung (z. B. Koagulation von Blut, Sedimentierung).

4 Vorbereitung Probenahme
Parameter Organisation
Zeitpunkt i Durchfuhrung
Material Zwischenlagerung
Information Dokumentation
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Abb. 13-1. Teilabschnitte und Einzelaspekte der praanalytischen Phase.

Daher ist es sinnvoll, die Rahmenbedingungen der praanalytischen Phase in einer
Standard-Arbeitsanweisung zu spezifizieren. Dies betrifft in erster Linie die im Fol-
genden aufgefiihrten Aspekte:

13.2.1 Vermeidung von externen Kontaminationen bei der Probenahme

Bei der Probenahme in unmittelbarer oder mittelbarer Nahe zum Arbeitsplatz kann
es zu einer Verunreinigung der Probe durch den Arbeitsstoff kommen. Als mogli-
che Ursachen kommen dabei aerogene Staubbelastungen sowie an der Arbeitsklei-
dung oder an Hautflachen und Haaren der Beschiftigten anhdngender Staub in Fra-
ge. Diese Problematik ist insbesondere bei der Bestimmung des unverianderten Ge-
fahrstoffes (z. B. Metalle) in Urin von Bedeutung. Eine weitere Ursache fiir externe
Kontaminationen kann das ubiquitdre Auftreten eines Gefahrstoffes in der Umwelt
sein.
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13.2.2 Probenahmezeitpunkt

Die Auswahl des Probenahmezeitpunktes ergibt sich aus der Toxikokinetik des Un-
tersuchungsparameters, in erster Linie durch die biologische Halbwertszeit des
Stoffes oder seines Metaboliten [4, 5]. In der jéhrlich aktualisierten MAK- und
BAT-Werte-Liste der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind deshalb sowohl An-
gaben zur Untersuchungsmatrix (i.d. R. Vollblut, Serum bzw. Plasma und Urin) als
auch zum Probenahmezeitpunkt enthalten. Wenn keine Vorgabe besteht, empfiehlt
sich eine Probenahme am Ende mehrerer aufeinander folgender Arbeitsschichten.
In Ausnahmefillen, z.B. bei Parametern mit langer Halbwertszeit, kann die Pro-
benahme unabhingig vom Expositionsereignis erfolgen.

In den Standard-Arbeitsanweisungen der Methodensammlung sollten daher auch
bereits Empfehlungen zur Probenahme enthalten sein, die sich gegebenenfalls auf
die Grenz- oder Referenzwerte des Untersuchungsparameters beziehen und vom
Autor auf der Grundlage der aktuellen Kenntnisse zur Toxikokinetik des betreffen-
den Stoffes und seiner praktischen Erfahrung abgeleitet werden.

Im umweltmedizinischen Bereich ist der Probenahmezeitpunkt weniger kritisch, da
die Belastung in der Regel einen Gleichgewichtszustand widerspiegelt. Dennoch
sollten die Standard-Arbeitsanweisungen auch Hinweise zur Probenahme bei um-
weltmedizinischen Fragestellungen geben. So sind z. B. die Referenz- und Human-
Biomonitoringwerte fiir Pentachlorphenol fiir eine Analyse des Morgenurins abge-
leitet [6]. Entsprechende Vorgaben konnen den Stoffmonographien der Kommis-
sion Human-Biomonitoring des Umweltbundesamtes entnommen werden [5].

13.2.3 Probenahmematerial

Hinsichtlich des Probenahmematerials fiir die Blutentnahme bzw. die Urinsamm-
lung ist zundchst aus praktischen Erwdgungen handelsiiblichem unbehandeltem
Material der Vorzug zu geben. Das zentrale Auswahlkriterium ist die Eignung des
Materials flir Transport und Lagerung einer Probe, ohne dass unerwiinschte Verin-
derungen der Matrix (z.B. Koagulation, Proteinfillung) oder Kontaminationen
(z.B. durch Aluminium, organische Losungsmittel, Phthalate, etc.) auftreten. Da-
riiber hinaus muss das Transportgefdll den Vorgaben der DIN EN 829 [7] geniigen,
also unter anderem eine deutliche Kennzeichnung als medizinisches Untersu-
chungsgut tragen und einen auslaufsicheren Transport gewahrleisten. Es ist auch zu
beriicksichtigen, ob die Urprobe oder ein Aliquot gelagert und versendet werden,
so dass gegebenenfalls Angaben dariiber gemacht werden miissen, wie ein repra-
sentatives Aliquot erstellt werden kann (z. B. durch Umschiitteln). Das Versandge-
faB sollte so dimensioniert sein, dass genligend Material fiir eine Zweitanalyse, ein
Riickstellmuster oder weitergehende Untersuchungen verfiigbar bleibt.
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Die Entnahme von Blut erfolgt in der Regel in handelsiibliche EDTA- oder Serum-
Monovetten bzw. Vacutainer [2]. Die kurzfristige Lagerung der Proben von mehre-
ren Stunden bis zu 2 Tagen im Kiihlschrank bei 4 °C ist zumeist mdglich. Ein Ein-
frieren und die damit einhergehende Hamolyse der Blutproben sollte vermieden
werden, wenn Serumanalysen vorgesehen sind oder intakte Erythrocyten bendtigt
werden. Auch eine Koagulation der Blutproben ist ungiinstig, da in diesem Fall re-
priasentative Aliquote flir die Analyse nicht mehr gewonnen werden konnen. Beson-
dere Anforderungen an das Probenahmematerial stellen auch Proteinaddukte, da
eine Blutentnahme durch enge Kaniilen mit hoher FlieBgeschwindigkeit oder eine
Sammlung in Vacutainer zu einer Hamolyse der Erythrocyten und damit zu einer
unbrauchbaren Probe fiihren kann. Des Weiteren ist bei der Bestimmung von fliich-
tigen organischen Losungsmitteln mittels Headspace-Technik auf Kontaminations-
freiheit der Probenahmegefaf3e zu achten. In diesem Fall konnen die Analyten einer-
seits durch undichte Probenahmegefi3e verdampfen, andererseits ist die Gefahr ei-
ner externen Kontamination sehr hoch [8]. Hiufig wird daher speziell vorbereitetes
Probenahmematerial durch das ausfiihrende Analysenlabor zur Verfiigung gestellt.
Vergleichbare allgemeine Vorgaben lassen sich auch fiir Urinanalysen formulieren.
Eine Lagerung bei 4°C ist zumeist fiir kurze Zeitrdume moglich, wéahrend eine
langere Lagerung in tiefgefrorenem Zustand vorzunehmen ist. Urinproben werden
zunichst in geeignete Sammelgefdfle abgegeben und anschliefend in handelsiibli-
che Urin-Monovetten iiberfiihrt. In manchen Fillen ist eine Ansduerung (z.B. 1 mL
Essigsdure auf 100 mL Urinprobe) notwendig, um die Proben zu stabilisieren. Dies
kann gegebenenfalls bereits im Vorfeld durch das Labor vorbereitet werden, z. B.
durch sauregetrankte Tupfer in der Monovette.

13.2.4 Probenlagerung und -transport

In der Regel konnen Blut- und Urinproben vor dem Versand bis zu 2 Tage in einem
handelsiiblichen Kiihlschrank gelagert werden, ohne dass StorgroBen das Mess-
ergebnis verfalschen. Fiir die Mehrzahl der Untersuchungsparameter ist dariiber hi-
naus keine weitere Probenkiihlung wéahrend des Transportes erforderlich. In beson-
deren Fillen sollte die Arbeitsanweisung einen Hinweis zur Einhaltung einer Kiihl-
kette mit Angabe der Temperatur enthalten. Hinsichtlich Transportverpackung und
-kennzeichnung ist die DIN EN 829 [7] zu beachten.

13.2.5 Probendokumentation

Aspekte der Probendokumentation werden in den Standardarbeitsanweisungen fiir
die Loseblattsammlung Analysen in biologischem Material nicht explizit bertick-
sichtigt. Dennoch sind Dokumentation und Probenkennzeichnung ein relevanter As-
pekt der priaanalytischen Phase, da sichergestellt sein muss, dass die Identifizierung
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der Proben im Labor eindeutig, nachvollziehbar und auch nach lingerer Lagerung
bestindig ist. Dies betrifft z. B. die Art der Beschriftung und Etikettierung, da die
Probenlagerung bei tieferen Temperaturen zur Ablosung von Etiketten fithren kann
oder Probenbeschriftungen durch Auftauvorginge unleserlich werden konnen.

13.2.6 Stabilitiit eingesetzter Chemikalien, Losungen und
Vergleichsstandards

Informationen zur Lagerstabilitit von Reinchemikalien und Vorgaben zu Lage-
rungsbedingungen werden in der Regel durch den Hersteller auf den Sicherheitsda-
tenblidttern bereits angegeben. Zumeist wird eine Lagerung bei Raumtemperatur,
bei 4 °C oder in tiefgefrorenem Zustand empfohlen. Hinsichtlich selbst hergestell-
ter Losungen und Vergleichsstandards miissen eigene Untersuchungen angestellt
werden. Im Regelfall ist mindestens eine Lagerung bei 4 °C notwendig, um das Ver-
dampfen von Lésungsmitteln oder das Wachstum von Mikroorganismen zu verzo-
gern. In jedem Fall sollten Angaben zu praxistypischen Lagerungstemperaturen
und zur moglichen Mindestlagerzeit ermittelt werden. In diesem Zusammenhang
ist auch die Lagerstabilitdt von biologischem Kontrollmaterial (z.B. dotierte Blut-
und Urinproben zur Kalibrierung) zu ermitteln. Dies gilt sowohl fiir die typischen
Bedingungen eines Transportes als auch flir eine mittel- bis langfristige Lagerung
im Labor. Eine gut praktikable Moglichkeit, die Lagerungsstabilitit einer Probe zu
priifen, ist die Untersuchung von Material, das wiederholten Einfrier- und Auftau-
zyklen unterworfen wurde. In diesem Fall wirkt sich der Einfluss von Stérgrof3en
besonders rasch aus und Verdnderungen der Probenmatrix bzw. des Analytengehal-
tes sind bereits nach wenigen Zyklen erkennbar. Die wiederholte Einfrier- und Auf-
tau-Prozedur ist besonders sinnvoll, wenn die Lagerungsstabilitdt bei neu etablier-
ten Analysenverfahren bzw. Untersuchungsparametern noch nicht tiber ldngere
Zeitraume untersucht wurde. Dariiber hinaus ist es sinnvoll, die bekannte Mindest-
lagerfahigkeit eines Untersuchungsmaterials bzw. Parameters mit einem entspre-
chenden Vermerk anzugeben.

13.3 Selektivitat

Die Selektivitit einer analytischen Methode beschreibt deren Fiahigkeit, den Analy-
ten ohne Storungen bzw. Interferenzen durch andere Matrixkomponenten zu erfas-
sen und eindeutig zu identifizieren. Sie hiangt direkt von der Art der eingesetzten
Aufarbeitungsschritte sowie von der verwendeten Endpunktbestimmung des Ana-
lyten ab. Die Selektivitidt muss hauptsdchlich in frithen Stadien einer Methodenent-
wicklung nachgewiesen werden und stellt somit ein wichtiges Validierungselement
einer Methode dar. Es gibt verschiedene Ansitze, die Selektivitit einer Methode zu
belegen. Durch die Uberpriifung der Richtigkeit der Methode wird sie indirekt
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nachgewiesen, da Selektivitit eine wesentliche Voraussetzung der Richtigkeit ist:
wenn die Ergebnisse richtig sind, muss die Methode, die zu diesen Ergebnissen
fiihrte, selektiv sein. Die Selektivitit einer Methode kann grundsitzlich auch {iber
den Vergleich der Ergebnisse mit Resultaten aus anderen, unabhingigen Methoden
belegt werden.

Die Kommission der Europdischen Gemeinschaften schreibt in ihrem Beschluss
vom 12. Dezember 2002 [9], mit dem sie die Richtlinie 96/23/EC zur Leistung ana-
lytischer Methoden und Ergebnisinterpretation umsetzt, zwei Vorgehensweisen bei
der Untersuchung von Interferenzen vor: zum einen sind Matrixproben unter-
schiedlicher Herkunft (n = 20) ohne den zu untersuchenden Analyten (Leerwerte)
auf potenziell koeluierende Interferenzen hin zu untersuchen, zum anderen werden
mogliche Stérkomponenten, die in der Matrix zu erwarten sind (z. B. Metabolite
des Analyten, Derivate und andere strukturell verwandte Substanzen), ausgewahlt
und in relevanter Konzentration den Leerwert-Matrixproben zudotiert. Fiihren die-
se Storkomponenten nicht zu einer falsch positiven Identifizierung des Analyten,
so besitzt die Methode eine ausreichende Selektivitit.

Wenn keine Leerwert-Matrixproben zur Verfiigung stehen, sollte die Identitét des
in den Matrixproben gemessenen Analyten zunichst sichergestellt werden. Bei der
Detektion mittels spektroskopischer Methoden (UV, MS, MS/MS) werden Messun-
gen weiterer Wellenldngen oder Wellenldngenbereiche bzw. weiterer Massenfrag-
mente, Tochterionen oder loneniibergdnge (,,qualifier) durchgefiihrt. Die gemes-
senen qualifier-Signale werden ins Verhéltnis zu den fiir die quantitative Auswer-
tung herangezogenen Signalen (,,quantifier*) gesetzt und die so ermittelten Quo-
tienten mit denen der Kalibrierstandards verglichen.

Im Beschluss der Kommission der Europdischen Gemeinschaften werden in Ab-
hiangigkeit von der relativen Intensitdt des gemessenen Massenfragments maximale
Abweichungen vom Standardwert von 10-50% bei GC-MS-Methoden mit Elektro-
nenstoBionisation sowie von 20-50% bei GC-MS-Methoden mit Chemischer loni-
sation, LC-MS- und LC-MS/MS-Techniken, toleriert [9].

Auch bei der Untersuchung analytenhaltiger Matrixproben darf die Quantifizierung
des Zielparameters nach Zugabe von potenziellen Storsubstanzen nicht beeintrach-
tigt werden. In der Praxis stehen solche Verbindungen jedoch hdufig nicht fiir
Testzwecke zur Verfligung, so dass sich ein alternatives Verfahren durchgesetzt hat,
mit dem sich wertvolle Hinweise auf die Selektivitit gewinnen lassen. Dazu wird
die relative Wiederfindungsrate des Analyten nach Aufstockung von Matrixproben
unterschiedlicher Spender bestimmt (ca. 15— 20 Proben). Auf diese Weise ldsst sich
der Einfluss einer variierenden Zusammensetzung der Matrix auf das Analysener-
gebnis bestimmen: bei eingeschrankter Selektivitit erhoht sich die Variabilitdt der
Wiederfindungsrate (z.B. [10, 11]).

Zur Verbesserung einer unzureichenden Selektivitit sollte eine weitere Optimie-
rung der Analysenmethode angestrebt werden, z. B. im Bereich der Probenaufarbei-
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tung, der chromatographischen Trennung oder der spektrometrischen Parameter.
Bei der Detektion mittels Massenspektrometrie kann beispielsweise die Erhohung
der Massenauflosung zu einer Abnahme der Interferenzen und somit zu einer hohe-
ren Selektivitit fithren. Trotz der zumeist damit verbundenen Abnahme der Emp-
findlichkeit 1dsst sich auf diese Weise ein verbessertes Signal/Rausch-Verhiltnis
und damit eine niedrigere Nachweis- und Bestimmungsgrenze erreichen.

13.4 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze

In der DIN 32 645 [12] sind die zentralen Parameter ,,Nachweisgrenze®, ,,Erfas-
sungsgrenze® und ,,Bestimmungsgrenze* fiir den Bereich der chemischen Analytik
definiert. Diese drei Parameter leiten sich von der Festlegung des ,,kritischen Wer-
tes einer MessgroBe ab, bei dessen Uberschreitung unter Zugrundelegung einer
definierten Wahrscheinlichkeit P erkannt wird, dass die Menge eines Analyten in
der Probe grofer ist als die in einer Leerprobe. Demnach versteht man unter der

— Nachweisgrenze (NG) (engl.: limit of detection, LOD) diejenige Konzentration,
bei der das Vorhandensein eines Analyten in einer Matrix in der Hélfte der unter-
suchten Fille durch die gewihlte Messmethode detektiert wird. Der B-Fehler
(falsch negatives Ergebnis) liegt in diesem Fall bei 50%, der a-Fehler (falsch po-
sitives Ergebnis) bei 1%. Die relative Ergebnisunsicherheit betrigt etwa 100 %.
Dabher hat die Nachweisgrenze vor allem einen Entscheidungscharakter (Analyt
vorhanden oder nicht) und sollte nur qualitativ interpretiert werden.

— Erfassungsgrenze (EG) (engl.: limit of identification) diejenige Konzentration,
bei der a-Fehler und B-Fehler gleich grof} sind (meist 1%). Demnach wird die
Abwesenheit eines Analyten in einer Matrix beim Erreichen der Erfassungs-
grenze mit einer definierten Wahrscheinlichkeit (meist 99%) ausgeschlossen.

— Bestimmungsgrenze (BG) (engl.: limit of quantification, LOQ) diejenige Kon-
zentration, die mit einer vorgegebenen relativen Ergebnisunsicherheit nachge-
wiesen werden kann. Dabei wird zwischen der unteren und der oberen Bestim-
mungsgrenze differenziert: Die untere Bestimmungsgrenze liegt nach den meis-
ten Berechnungs- und Schéatzverfahren zwischen dem Dreifachen (33,3%
Ergebnisunsicherheit) und dem Zehnfachen (10% Ergebnisunsicherheit) der
Nachweisgrenze. Die untere Bestimmungsgrenze ermoglicht aufgrund ihrer de-
finierten Ergebnisunsicherheit eine quantitative Interpretation von Messwerten
und ist daher ein aussagekraftigeres MaB fiir die tatsidchliche Leistungsfahigkeit
eines Verfahrens als die Nachweisgrenze. Die obere Bestimmungsgrenze gibt
die hochstmogliche Analytenkonzentration an, die mit einer vorgegebenen Er-
gebnisunsicherheit (1. d. R. 33%) bestimmt werden kann.

Die Hohe der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze hiangt nicht nur von

der Empfindlichkeit des Messverfahrens ab, sondern wird erheblich vom technisch

und durch die Matrix bedingten Hintergrundrauschen beeinflusst. Da sich Ergeb-
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nisse im Bereich der Nachweisgrenze nicht ausreichend sicher quantitativ interpre-
tieren lassen, ist der Anwendung der Bestimmungsgrenze zur Datenauswertung
bzw. Ergebnismitteilung der Vorzug zu geben. Die Bestimmungsgrenze einer Ana-
lysenmethode sollte daher unterhalb des entscheidungsrelevanten Konzentrations-
bereichs fiir den jeweiligen Untersuchungsparameter liegen.

Zur Festlegung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze wird in der
Regel eines der folgenden Verfahren eingesetzt:

13.4.1 Visuelle Ableitung

Dazu wird ein Matrixleerwert mit steigenden Analytenkonzentrationen dotiert, bis
ein Signal optisch ,,eindeutig zu erkennen ist. Eine Variante dieser Methode ist der
Vergleich eines dem Analyten benachbarten Messsignals mit der Flache oder Hohe
eines Analytensignals bekannter Konzentration. Mit diesem Ansatz ldsst sich die
Nachweisgrenze grob abschitzen und als Ausgangsbasis zur genaueren Ermittlung
gemil den nachfolgenden Verfahren verwenden.

13.4.2 Bestimmung des Signal/Rausch-Verhiltnisses

Dazu wird zunichst die Intensitdt des Grundrauschens s (Differenz Maximum —
Minimum) {iber einen kurzen Zeitraum oder bis zum nichsten Mess- oder Stor-
signal vor oder nach dem Analyten bestimmt (z. B. mittels Lineal oder Trendlinien-
funktion, mindestens 10 ausreillerfreie Rauschsignale). Als Nachweisgrenze wird
dann die dreifache mittlere Rauschsignalintensitit berechnet. Mit diesem Verfahren
wird theoretisch ein a-Fehler von 1% angestrebt. Die Bestimmungsgrenze eines
Verfahrens ldsst sich in analoger Weise z. B. als neunfaches Signal/Rausch-Verhalt-
nis definieren:

NG=3 * So

BG=9 * So.

13.4.3 Blindwertverfahren nach DIN 32 645

Die Nachweisgrenze kann auch aus der Standardabweichung eines Leerwertes und
der Steigung der Kalibrierfunktion berechnet werden (sog. ,,direkte Methode*).
Dieses Verfahren wird in der Regel eingesetzt, wenn der zu untersuchende Analyt
kein physiologisch oder durch eine ubiquitidre Exposition bedingter Bestandteil der
Untersuchungsmatrix ist, d.h. wenn keine ,,Hintergrundbelastung* vorliegt. In die-
sem Fall sollten zundchst zehn Matrixlosungen ohne Analytenzusatz untersucht
werden. Dariiber hinaus wird eine Kalibrierfunktion im unteren Konzentrationsbe-
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reich des Verfahrens ermittelt. Die Nachweisgrenze lisst sich dann durch folgende
Gleichung berechnen:

(mit sp = Standardabweichung des Leerwertes; b = Steigung der Kalibriergeraden;
tp = Student-Faktor; R = Anzahl Leerwertmessungen; N = Anzahl Kalibrations-
punkte).

13.4.4 Kalibrierkurvenverfahren nach DIN 32 645

Nach DIN 32 645 wird zunéchst eine Kalibrierfunktion mit dem Analyten in der
relevanten Matrix aufgenommen, deren unterster Wert nahe der erwarteten Nach-
weisgrenze liegt und die aus zehn dquidistanten Kalibrierpunkten iiber eine Kon-
zentrationsdekade bestehen sollte (Abb. 13-2). Aus dieser Kalibrierfunktion lassen
sich Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze errechnen:

NG t 1+1+X2
T Sl T Wil
X0 P RN Ox

900,00

800,00 +

700,00 4

600,00 4

500,00 4

400,00 +

Informationswert

300,00 4

200,00 4

100,00 4

0,00

-100,00
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Abb. 13-2. Beispiel fiir eine Kalibrierfunktion zur Ermittlung von Nachweis-, Erfassungs- und
Bestimmungsgrenze gemi3 DIN 32 645 (Auswerteprogramm B.E.N., Arvecon GmbH, mit
freundlicher Genehmigung).
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EG =2-NG (fir a = f)

1 1 X3
BG = sy tp 1/ — 4+ —+ =B
Sx0 " tp \/;+N+QX

(mit sxo = Verfahrensstandardabweichung (bei Varianzhomogenitit sxo = s;/b); tp =
Student-Faktor (einseitig fiir N-2 Freiheitsgrade); R = Anzahl Messungen; N = An-
zahl Kalibrationspunkte; X = x—X fiir die Nachweisgrenze (Leerwert); Xp = xp—X3
fiir die Bestimmungsgrenze (ndherungsweise ist xg =k * NG); Qx = Summe der Ab-
weichungsquadrate von x; k = relative Ergebnisunsicherheit, z. B. 33,3% bei k = 3).
Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit dieses Verfahrens sind positive Tests auf Va-
rianzhomogenitdt und Linearitit der Kalibrierfunktion mittels F- bzw. t-Test. Als
praxisorientierte Ndherung kann die Verfahrensstandardabweichung sx, auf der
Basis des niedrigsten Kalibrierstandards ermittelt werden.

13.4.5 Standardabweichungs-Verfahren

Von der EURACHEM wird ein Verfahren vorgeschlagen, bei dem jeweils Sechs-
fachbestimmungen von immer hoéheren Verdiinnungen eines Analyten in seiner
Matrix analysiert werden, bis eine vom Untersucher vorgegebene relative Standard-
abweichung (z.B. 10% oder 33%) erreicht wird [13]. Die entsprechende Analyten-
konzentration wird als Bestimmungsgrenze definiert.

13.4.6 Beispiel

1-Hydroxypyren (1-OHPyr) wird im Urin nach Spaltung des Glucuronids und an-
derer Konjugate tiber eine Festphasen-Extraktion mittels HPLC und Fluoreszenz-
Detektion bestimmt [14].

Zur Berechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze gemall DIN 32 645 wer-
den zehn dquidistant mit 1-Hydroxypyren dotierte Urinproben analysiert (Tab.
13-1).

Eine lineare Regressionsanalyse mit diesen Daten ergibt die Funktion y = 40,32 x +
4,73 mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,999. Der Anpassungstest nach
Mandel (s. Kap. 13.5) belegt die Varianzhomogenitit (PW = 1,98; kritischer F-Wert
=5,59 flir P=95%; f, = 1; f, = N-3 =7), ein Ausreiffer-F-Test ist negativ (PW = 8,2;
kritischer F-Wert = 5,59 fir P =95%; f; = 1; f, = N-3 = 7). Die Verfahrensstandard-
abweichung sx, betrdgt 0,34, die Summe der Abweichungsquadrate Qy ist 330. Aus
diesen Ergebnissen berechnet sich die Nachweisgrenze (fiir tp = 1,86, einseitig fiir
N-2 Freiheitsgrade und fiir P =95%) zu:
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Tab. 13-1. Ergebnisse der Untersuchung von mit 1-Hydroxypyren dotierten Urinproben zur Be-
rechnung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze gemaf3 DIN 32 645.

Dotierung (pg/L) Peakfliache
2 76
4 176
6 234
8 325
10 418
12 489
14 585
16 645
18 746
20 788
1 1 112
NG =0,23-1,86" \/T + 0 + 330 0,77 ug/L, d.h. gerundet 1 pg/L.

Die Erfassungs- und Bestimmungsgrenze einer Analysenmethode lassen sich in
analoger Weise aus den Ergebnissen der Untersuchung von Kalibratoren geméaf
DIN 32 645 ermitteln.

13.5 Kalibrierung

Analysengeridte messen die Konzentration eines Zielparameters nicht direkt, son-
dern generieren zunichst ein der Analytenkonzentration proportionales elektri-
sches Messsignal. Die Quantifizierung dieser Signale bei einer Probe mit unbe-
kannter Analytenkonzentration erfolgt durch einen Vergleich mit Kalibratoren oder
Kalibrierstandardproben, die zusammen mit der zu untersuchenden Probe aufgear-
beitet und analysiert wurden.

Die Richtigkeit der Analytenkonzentrationen in den eingesetzten Kalibrierstan-
dards ist fiir die Quantifizierung des Parameters in Proben unbekannten Gehaltes
von entscheidender Bedeutung. Daher ist es sinnvoll, die Richtigkeit einzelner Ka-
librierstandards oder von Kalibrierkurven durch einen Vergleich mit zertifiziertem
Referenzmaterial (CRM) zu tiberpriifen (s. Abschn. 13.7 und 13.9). Die Kalibrier-
standards sollten auf der Basis detaillierter Arbeitsanweisungen hergestellt werden.
Im Sinne einer groBtmoglichen Riickfiihrbarkeit soll die Dokumentation der Her-
stellung es ermdglichen, Kalibrierstandards mit identischer Qualitdt und Quantitét
zu einem spdteren Zeitpunkt oder in einem anderen Laboratorium reproduzierbar
herzustellen. Dariiber hinaus muss die Stabilitit dieser Standards unter Lagerungs-
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bedingungen nachgewiesen werden, um eine kontinuierliche Qualitéit der Kalibrie-
rung zu gewdhrleisten.

13.5.1 Wahl der Kalibrierpunkte

Die Kalibrierstandards sollten den zu erwartenden Konzentrationsbereich des Ana-
lyten widerspiegeln und nicht erheblich hohere oder niedrigere Konzentrationen
aufweisen. Im optimalen Fall liegen die meisten Messwerte iiber den gesamten Ka-
librierbereich verteilt.

Wenn die Analytenkonzentrationen in den zu untersuchenden Proben unbekannt
sind, kann zunichst eine Stichprobe untersucht werden, auf deren Basis der Kalib-
rierbereich festgelegt wird. Um einen mdéglichst gleichmiBigen Verlauf des Konfi-
denzintervalls einer linearen Anpassungsgeraden zu erreichen, sollten die Kalib-
rierpunkte moglichst gleichférmig iiber den entscheidungsrelevanten Konzentra-
tionsbereich hinweg verteilt sein (Abb. 13-3). Falls nétig, konnen die Konzentratio-

nen der Kalibrierstandards nach einer orientierenden Messung angepasst werden
(Abb. 13-4).

120 -

Haufigkeit

g ‘ ®
0 20 40 60 80 100

Konzentration

Abb. 13-3. Aquidistante Auswahl der Kalibrierpunkte (Pfeile), ohne Beriicksichtigung der Kon-
zentrationsverteilung der Messergebnisse.
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Abb. 13-4. Auswahl der Kalibrierpunkte (Pfeile) unter Beriicksichtigung der Konzentrationsver-
teilung der Messergebnisse.

13.5.2 Einpunktkalibrierung

Eine Kalibrierung wird in der Regel fiir jede Analysenserie separat erstellt und zur
Auswertung herangezogen. Bei Analysenverfahren mit hoher Reproduzierbarkeit
und Robustheit kann es jedoch sinnvoll und 6konomisch sein, eine Kalibrierfunk-
tion einmalig abzuleiten und die Stabilitit der Methode mit Hilfe von einzelnen Ka-
librierstandards in jeder Analysenserie zu iiberpriifen (,,Einpunktkalibrierung®).
Liegt das Ergebnis fiir den Kalibrierstandard innerhalb eines zuvor spezifizierten
Bereiches (z.B. im Vertrauensband der Kalibrierkurve) oder ergibt die Auswertung
eines mitgefiihrten Qualitidtskontrollmaterials auf der Basis der Einpunktkalibrie-
rung die Ubereinstimmung mit dem entsprechenden Sollwert bzw. Sollwertbereich,
so konnen die zu untersuchenden Proben weiterhin mit der Ursprungs-Kalibrierkur-
ve ausgewertet werden. Weichen die Ergebnisse aus der Einpunktkalibrierung stér-
ker von den jeweiligen Erwartungswerten ab, so ist eine neue Kalibrierkurve aufzu-
nehmen und fiir die Auswertung von kiinftigen Analysen zugrunde zu legen.

13.5.3 Matrixeffekt

Kalibrierstandards sollten genauso behandelt werden wie die zu untersuchenden
Proben und denselben Aufarbeitungs- und Analysenprozeduren unterworfen wer-
den. Kalibrierstandards in biologischer Matrix werden hidufig bevorzugt, denn ma-
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trixbedingte Effekte werden auf diese Weise in der Kalibrierung bereits berticksich-
tigt (,,Matrixeffekt). Diese Vorgehensweise ist jedoch nicht immer anwendbar, bei-
spielsweise wenn durch einen hohen endogenen Spiegel eine geringe Zusatzbelas-
tung nicht mehr sicher objektivierbar ist (z. B. bei der Untersuchung von Phenol im
Urin als Biomarker einer Benzolbelastung oder von Ameisensdure im Urin als Bio-
marker fiir Formaldehyd). Dariiber hinaus kann die biologische Matrix eine erhebli-
che Variabilitét hinsichtlich ihrer Zusammensetzung aufweisen, die durch Verwen-
dung einer Standardmatrix zur Kalibrierung (z.B. Sammelproben von verschiede-
nen Personen) nur unzureichend widergespiegelt wird. Dies kann insbesondere zu
unterschiedlichen Analytenausbeuten wéahrend der Probenaufarbeitung fiihren und
damit die quantitative Bestimmung erheblich beeinflussen; insbesondere bei Ver-
fahren, in denen kein angemessener interner Standard zur Kompensation aufarbei-
tungsbedingter Verluste eingesetzt wird oder werden kann. Es ist daher sinnvoll, die
Variabilitdt des Matrixeffektes durch Dotierung und Vermessung unterschiedlicher
Matrixproben zu priifen. Unabdingbar ist es, im Rahmen der Methodenvalidierung
einen Vergleich von Kalibrierkurven aus wissrigen Standards sowie aus biologi-
scher Matrix durchzufiihren. Auf diese Weise ldsst sich die matrixabhingige Wie-
derfindung bzw. der Ausbeuteverlust abschitzen. Dariiber hinaus kann im Fall
identischer Kalibrierkurven in Wasser und Matrix die Kalibrierung vollstindig mit
wissrigen Standards etabliert und damit erheblich vereinfacht werden. Die Uber-
einstimmung ist mit statistischen Verfahren (Ubereinstimmung der Steigung,
Linearitit, Vertrauensband) zu iiberpriifen und zu sichern.

13.5.4 Verwendung interner Standards

Eine Kompensation matrix- oder aufarbeitungsbedingter Verluste kann z.B. durch
die Verwendung von so genannten ,,internen Standards* erreicht werden, die zu ei-
nem moglichst frithen Zeitpunkt der Aufarbeitung zugegeben werden.

Dabei wird grundsétzlich zwischen chemisch dhnlichen Standards (Surrogate) und
1sotopenmarkierten Standards unterschieden. Surrogate sollten sich wéahrend der
Probenaufbereitung und -analyse moglichst genauso verhalten wie der Zielparame-
ter, d.h. eine dhnliche Polaritdt, Lipophilie und chemische Reaktivitit aufweisen.
Sie sollten dariiber hinaus in der zu untersuchenden biologischen Matrix nicht en-
dogen vorhanden sein. Isotopenmarkierte Standards mit derselben chemischen
Struktur weisen diese Eigenschaften bereits per se auf. Als stabile Isotope werden
z.B. BC, *H und "N héufig verwendet. Allerdings neigen insbesondere deuterium-
markierte Verbindungen in wissrigen Matrices zum Austausch des ?H mit Proto-
nen, so dass das Stabilitidtsverhalten eines solchen internen Standards besonders zu
beriicksichtigen ist.

Da sich isotopenmarkierte Verbindungen chromatographisch zumeist nur unzurei-
chend von den nativen Verbindungen abtrennen lassen, konnen sie prinzipiell nur
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unter Verwendung massendifferenzierender Detektionsverfahren (Massenspektro-
metrie) eingesetzt werden. In diesem Zusammenhang ist darauf zu achten, dass
eine Reihe von Elementen mehrere stabile [sotope besitzt. Daher muss der Markie-
rungsgrad eines internen Standards hoch genug sein, um eine sichere Unterschei-
dung vom Zielmolekiil zu ermdglichen, mindestens jedoch sollte keine fiir die
quantitative Auswertung relevante Uberlappung der Massenbereiche von internem
Standard und Zielmolekiil méglich sein. Alternativ konnen auch die so genannten
,»Colby-Gleichungen® fiir die Isotopenverdiinnungsanalyse angewendet werden
[15]. Die Konzentration des internen Standards sollte sich an der erwarteten Analy-
tenkonzentration orientieren, in jedem Fall aber mindestens eine Konzentration mit
einem Signal/Rausch-Verhiltnis >10 aufweisen.

13.5.5 Linearitit der Kalibrierfunktion

Kalibrierkurven stellen eine quantitative Beziehung zwischen dem instrumentell
erhaltenen Messsignal oder einem zuvor berechneten Faktor (z.B. Quotient zwi-
schen dem Messsignal des Zielparameters und dem des internen Standards) und der
Analytenkonzentration her, auf deren Basis zunichst eine Kalibrierfunktion und
anschlieend die Konzentration eines Analyten in einer unbekannten Probe ermit-
telt werden. Als Anpassungsalgorithmen werden zumeist ungewichtete oder ge-
wichtete lineare Gleichungen oder nichtlineare Gleichungen auf der Basis von glei-
tenden Mittelwerten gewihlt. Eine gewichtete Auswertung sollte erfolgen, wenn
die Kalibrierpunkte nicht gleichmifig tiber den Messbereich verteilt sind, so dass
den hoheren Konzentrationen bei der Regression eine iiberproportionale Bedeu-
tung zukdme.

Der Korrelationskoeffizient einer linearen Regressionsanalyse wird im Allgemei-
nen zur Beurteilung des linearen Zusammenhangs zwischen der Konzentration ei-
nes Analyten und dem Messsignal herangezogen. Da jedoch auch nichtlineare Zu-
sammenhinge hohe lineare Korrelationskoeffizienten aufweisen konnen, sollten
weitere Untersuchungen, z.B. der Anpassungstest nach Mandel, ein Ausreiffer-F-
Test sowie eine Analyse der Residuen des linearen Modells, durchgefiihrt werden,
um die Linearitit bzw. Nicht-Linearitit einer Kalibrierung zu sichern.

Nach Vorgabe der Kalibratoren wird die Kalibrierfunktion gepriift. Die aus dem
Kalibrierexperiment erhaltenen Informationswerte (y;) werden gegen die Konzent-
rationen der Kalibratoren (x;) aufgetragen und statistisch auf Ausreil3er, z. B. durch
den Grubbs-Test, und auf Linearitit untersucht. Die Kalibration sollte ausreif3erfrei
und linear sein.

Zur rechnerischen Priifung auf Linearitit wird der Anpassungstest nach Mandel
empfohlen. Hierzu werden die lineare Kalibrierfunktion 1. Grades (y =a + b * x)
und die Kalibrierfunktion 2. Grades (y = a + b * x + ¢ * x?), einschlieBlich der je-
weils zugehorigen Reststandardabweichungen s, heranzogen. Aus den Reststan-
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dardabweichungen sy, fiir die Kalibrierfunktion 1. Grades und s, fiir die Kalibrier-
funktion 2. Grades wird die Differenz der Varianzen berechnet:

DS? = (n—2)s§1 — (n—3)s§2

mit n = Anzahl der Kalibriermessungen und dem Freiheitsgrad f = 1, wobei die
Reststandardabweichungen wie folgt berechnet werden:

o = \/zm ~@tbx)

n—2

YRR )

n—3
Fir den F-Test wird der Prifwert PW berechnet:
D 2
W=y
S
y2

und mit dem Tabellenwert F (f; = 1; f, = n-3; P =99%) verglichen. Die F-Werte fiir
den Freiheitsgrad f; =1 und fiir ein Signifikanzniveau von 99% finden sich in
Tab. 13-2.

Falls PW < F, so wird durch die Kalibrierfunktion 2. Grades keine signifikant bes-
sere Anpassung erreicht; die Kalibrierfunktion ist linear. Ist PW > F, so ist die
Kalibrierfunktion nicht hinreichend linear. In diesem Fall sollten zunichst die Ein-
zelschritte des Analysenverfahrens gepriift und falls moglich verbessert werden. Ist
danach keine Linearitdt zu erreichen, so sollte durch Einengen des Arbeitsbereiches
versucht werden, eine ausreichende Linearitit zu erhalten. Kann keine lineare
Kalibrierfunktion erreicht werden oder soll der Arbeitsbereich nicht eingeschrankt
werden, bleibt die Verwendung einer nicht-linearen Kalibrierfunktion.
Quadratische Gleichungen und Anpassungen iiber den gleitenden Durchschnitt
werden verwendet, wenn der Messbereich sehr grof3 ist und z. B. den Linearitétsbe-
reich des Detektors iliberschreitet. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die Analy-
tenkonzentrationen in diesen Fillen aus einer mathematischen Interpolation zwi-
schen zwei oder mehreren Punkten gewonnen werden und somit eine zusitzliche
Unsicherheit aufweisen. Daher sollte eine Auswertung iiber lineare Funktionen an-
gestrebt und z.B. gepriift werden, ob der lineare Kalibrationsbereich durch eine
Verdiinnung der Probe vor der Aufarbeitung erreicht werden kann.
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Tab. 13-2. F-Werte fiir den Freiheitsgrad f; = 1 und ein Signifikanzniveau von 99% (aus [16]).

Freiheitsgrad f, (n—-3) F-Wert
1 4052
2 98,50
3 34,12
4 21,20
5 16,26
6 13,75
7 12,25
8 11,26
9 10,56

10 10,04

11 9,65

12 9,33

13 9,07

14 8,86

15 8,08

16 8,53

17 8,40

18 8,29

19 8,19

20 8,10

13.5.6 Beispiel

1-Hydroxypyren (1-OHPyr) wird im Urin nach Spaltung des Glucuronids und an-
derer Konjugate tiber eine Festphasen-Extraktion mittels HPLC und Fluoreszenz-
Detektion bestimmt [ 14].

Die Kalibrierung erfolgt bei diesem Verfahren mit Kalibratoren, die in der relevan-
ten Matrix (Urin) erstellt wurden und auf die alle Schritte der Methode angewendet
wurden. Das Kalibrierexperiment erfolgte mit Kalibratoren in 6 verschiedenen
Konzentrationen, die jeweils in Doppelbestimmungen analysiert wurden (n = 12).
Die Ergebnisse (Responsewerte in Flicheneinheiten) des Kalibrierexperimentes er-
gaben sich wie folgt (Tab. 13-3):

Aus der Gesamtheit der Kalibrierergebnisse ergibt sich eine lineare Kalibrierfunk-
tionvony =42523 * x + 974,99 mit einem Bestimmtheitsmal} von 0,9934 (Abb. 13-
5). Fiir den Kalibierfunktionsansatz 2. Grades resultiert die Funktiony =-128,1 * x?
+5550,6 * x-300,2 mit einem Bestimmtheitsmall von 0,9989 (Abb. 13-5).
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Tab. 13-3 Gemessene Flacheneinheiten bei der Untersuchung von Kalibratoren fiir 1-Hydroxy-
pyren im Urin mittels HPLC-Fluoreszenzdetektion.

1-Hydroxypyren-Konzentration in Urin (mg/L)

0,25 0,50 1,0 2,0 5,0 10,0

1. Bestimmung 1240 2550 4780 9780 24010 43310
2. Bestimmung 1120 2710 5140 10230 24880 41410
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Abb. 13-5. Kurvenanpassung der Kalibrierfunktionen 1. und 2. Ordnung an die Ergebnisse des
Kalibrierexperimentes fiir 1-Hydroxypyren.

Fiir die lineare Kalibrierfunktion berechnet sich eine Reststandardabweichung von

S \/z(yi (974,99 + 4252,3 - x;))?
yl =

= 1316,3.
12 -2 ’

Fiir die Kalibrierfunktion 2. Grades betriagt die Reststandardabweichung

\/Z (vi — (—300,2 + 5550,6 - x; — 128,1 -xiz))2
Sy2 =

= 552,9.
12 -3 ’
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Als Differenz der Varianzen ergibt sich somit
DS?*=(12-2) - (1316,3)*~(12-3) * (552,9)* = 14574546 4

und als PriifgrofBBe

| 14574546,4
(552,9)

Beim Vergleich mit dem F-Wert (f; = 1; £, = 9; P = 99%) aus Tab. 13-2 zeigt sich,
dass PW (47,67) > F (10,56) ist. Damit besteht keine ausreichende Linearitit.
Werden die Ergebnisse fiir den hochsten Kalibrator (10 pg/L) aus der Berechnung
eliminiert (n = 10), so ergibt sich eine lineare Kalibrierfunktion vony = 4878 * x +
107,5 mit einem Bestimmtheitsmal} von 0,9991. Fiir den Kalibrierfunktionsansatz
2. Grades lautet die Funktion y = -38,2 * x*> + 5084,7 * x—22,4 (Bestimmtheitsmaf}
0,9991).

Fiir die lineare Kalibrierfunktion errechnet sich eine Reststandardabweichung von

= 47.67.

> (yi — (107,5 + 4878 - Xl))
= = 289,1.
= \/ 10—2 5,
Fiir die Kalibrierfunktion 2. Grades betrigt die Reststandardabweichung
22,44 5084,7x; — 38,2-x2))°
Sy2 = \/Z 103 : ) gs,3

Als Differenz der Varianzen ergibt sich somit
DS*=8+(3310,8)>-7 - (2549,2)*=58143,8

und als Priifgrof3e

_ 422015181
(2549,2)?

= 0,667.

Beim Vergleich mit dem entsprechenden F-Wert (f; = 1; £, = 7; P = 99%) aus Tab.
13-2 zeigt sich, dass PW (0,67) < F (12,25) ist. Damit besteht fiir den Kalibrierbe-
reich von 0,25 bis 5,0 ug/L eine ausreichende Linearitit.



Analytische Methoden Allgemeine Vorbemerkungen
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 305

13.6 Prazision

Die Prézision gibt an, wie stark die Analysenergebnisse aufgrund zufilliger Fehler

streuen. Statistisch wird die Prizision durch die Standardabweichung bzw. den Ver-

trauensbereich beschrieben [17, 18]. Es wird dabei unterschieden zwischen:

® Prdzision unter Wiederholbedingungen: Sie beschreibt die Ergebnisse, die mit
demselben Verfahren am identischen Untersuchungsobjekt im selben Labor
durch denselben Bearbeiter mit derselben Geréteausriistung in kurzen Zeitab-
stinden erzielt werden (Angabe als Wiederholstandardabweichung).

® Prdzision unter Vergleichsbedingungen: Sie stellt ein MaB fiir die Vergleichbar-
keit bzw. Ubertragbarkeit eines Analysenverfahrens dar. Dazu wird dasselbe
Verfahren am identischen Untersuchungsobjekt in verschiedenen Labors durch
verschiedene Bearbeiter mit verschiedenen Geréteausriistungen, z.B. im Rah-
men eines Ringversuches angewendet (Angabe als Vergleichsstandardabwei-
chung).

Im Rahmen der laborinternen Validierung kann lediglich die Prédzision unter Wie-

derholbedingungen ermittelt werden. Als wichtigstes Mall wird hierzu die Metho-

denprizision (MaB fiir die zufillige Streuung der Analysenergebnisse liber die ge-

samte Methode) bestimmt. In bestimmten Fillen kann es dariiber hinaus sinnvoll

sein, die Prizision von einzelnen Methodenschritten zu bestimmen.

Bei der Bestimmung der Prdzision unter Wiederholbedingungen ist ferner zu unter-

scheiden zwischen der

® Prdzision in der Serie: Mehrfache Durchfithrung der Analyse des identischen
Untersuchungsobjektes in einer Analysenserie und der

® Prdzision zwischen den Serien: Analyse des identischen Untersuchungsobjektes
in verschiedenen Analysenserien. In dieser Methodensammlung hat es sich be-
wihrt, die Priazision zwischen den Serien zu bestimmen, indem man die Serien
an verschiedenen Tagen analysiert (Prdzision von Tag zu Tag).

Zur Bestimmung der Priazision in der Serie sollte eine hinreichende Anzahl an Ein-

zelbestimmungen des Untersuchungsobjektes durchgefiihrt werden. Dabei ist zu

beachten, dass die statistische Unsicherheit des Prizisionsexperiments exponentiell

mit der Anzahl der Einzelbestimmungen abnimmt. Diese Abhéngigkeit der statisti-

schen Unsicherheit wird durch den Student-Faktor tp ausgedriickt (s.u.). Der Tab.

13-4 ist zu entnehmen, dass der Student-Faktor bis zu einem Freiheitsgrad von 5

besonders stark abnimmt. Demnach hat die Verwendung von weniger als 6 Einzel-

messungen einen besonders groen Einfluss auf die Aussagekraft des Prazisionsex-

perimentes. Bei der Bestimmung der Prézision sollte daher eine Anzahl von 6 Ein-

zelmessungen nicht unterschritten werden.

Da die Prizision in den meisten Fillen von der Analytenkonzentration abhingig ist,

sollte die Bestimmung der Priazision bei mindestens zwei verschiedenen Konzentra-

tionen im erwarteten Messbereich durchgefiihrt werden. Die Bestimmung der Pri-

19. Lieferung, Ausgabe 2010



Allgemeine Vorbemerkungen Analytische Methoden
Bd. 2, Seite 306 Analysen in biol. Material

zision zwischen den Serien sollte in einer hinreichenden Anzahl (n = 6) an Analy-
senserien durchgefiihrt werden. Dabei sollte die Haufigkeit der Analysen pro Un-
tersuchungsserie mit der in der Methodenvorschrift angegebenen Zahl an Analysen
pro Probe iibereinstimmen (z. B. zwei Proben pro Serie, wenn in der Vorschrift eine
Doppelbestimmung festgelegt ist). Fiir die Ermittlung der Prazision sind Proben in
der biologischen Matrix zu verwenden.

Im Rahmen der statistischen Auswertung der Prizisionsuntersuchungen werden die
Standardabweichung, der Variationskoeffizient (=relative Standardabweichung)
und der Vertrauensbereich (= Streubereich) ermittelt.

Die Standardabweichung ist definiert durch:

>(ci o)

5T n—1

wobei ¢; das Analysenergebnis einer Einzelmessung, ¢ der Mittelwert aus allen Ein-
zelmessungen und n die Anzahl der Einzelmessungen ist.

Der Variationskoeffizient errechnet sich durch den Bezug der Standardabweichung
auf den Mittelwert aller Einzelmessungen:

s+ 100

VK (in %) =
c

Da die Ergebnisunsicherheit der Standardabweichung bei kleinen Messreihen stark
von der Anzahl der Einzelmessungen abhingig ist, wird aus der Standardabwei-
chung der Vertrauensbereich berechnet, bei dem dieser Einfluss korrigiert wird.
Der Vertrauensbereich berechnet sich wie folgt:

s+ 100
c

u (in %) =t,* VK =t

wobei durch den Student-Faktor tp die Anzahl an Einzelmessungen und die statisti-
sche Sicherheit beriicksichtigt wird (Tab. 13-4). In der Regel wird fiir die Berech-
nung des Vertrauensbereiches eine statistische Sicherheit von P = 95% als hinrei-
chend betrachtet.
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Tab. 13-4 Student-Faktoren (tp) fiir den Vertrauensbereich, zweiseitige Schranken (aus [19]).

Freiheitsgrad Statistische Sicherheit/Wahrscheinlichkeit
(n-1) 95% 99% 99,5%
1 12,706 63,657 636,619
2 4,303 9,925 31,598
3 3,182 5,841 12,924
4 2,776 4,604 8,610
5 2,571 4,032 6,869
6 2,447 3,707 5,959
7 2,365 3,499 5,408
8 2,306 3,355 5,041
9 2,262 3,250 4,781
10 2,228 3,169 4,587
11 2,201 3,106 4,437
12 2,179 3,055 4,318
13 2,160 3,012 4,221
14 2,145 2,977 4,140
15 2,131 2,947 4,073
16 2,120 2,921 4,015
17 2,110 2,898 3,965
18 2,101 2,878 3,922
19 2,093 2,861 3,883
20 2,086 2,845 3,849
25 2,060 2,787 3,725
30 2,042 2,750 3,646

13.6.1 Beispiel

1-Hydroxypyren (1-OHPyr) wird im Urin nach Spaltung des Glucuronids und an-
derer Konjugate iiber Festphasen-Extraktion mittels HPLC und Fluoreszenz-Detek-
tion bestimmt [14].

Die intra-Labor-Reproduzierbarkeit (R) wird aus der Messung von Qualitits-
kontrollproben ermittelt, deren Bestimmung alle Schritte der Methode in der rele-
vanten Matrix (Urin) einschlieBt. Zum Aufbau einer Qualitdtskontrollkarte (vgl.
Kap. 13-9) wurde jeweils eine Qualititskontrollprobe in 10 Analysenserien unter-
sucht und fiir die Bestimmung der Prizision von Tag zu Tag verwendet (Tab. 13-5).
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Tab. 13-5 Ergebnisse der Bestimmung von 1-Hydroxypyren im Urin mittels HPLC-Fluores-
zenzdetektion in einer Qualitdtskontrollprobe zur Berechnung der Prizision von Tag
zu Tag (n = 10).

Serie Nr. 1-Hydroxypyren (pg/L)

0,542
0,572
0,552
0,545
0,538
0,553
0,560
0,548
0,539
0,552

S O 0NN DN B W

[

Der Mittelwert aus den 10 Einzelwerten berechnet sich mit ¢ = 0,550 mg/L. Die
Standardabweichung fiir die Ergebnisstreuung berechnet sich somit wie folgt:

— =0,0103 pg/L.

. \/(0,542 —0,550)* + (0,572 — 0,550)* + (0,552 — 0,550)* +
N 9

Der Variationskoeffizient berechnet sich dann wie folgt:

0,0103-100
K (in %) = —F——% = 1,88%.
VK (in %) 0.550 % = 1,88%
Mit der Forderung einer statistischen Sicherheit von 95% ergibt sich damit der Ver-
trauensbereich wie folgt:

u (in %) =2,262 - 1,88% =4,25%.

13.7 Richtigkeit

Die Richtigkeit ist ein MaB fiir die Abweichung des Messwertes vom richtigen

(,,wahren*) Wert aufgrund eines systematischen Fehlers [17, 18]. Die Richtigkeit

eines Verfahrens ldsst sich mit folgenden Methoden bestimmen:

® Vergleich der Analysenergebnisse fiir ein Referenzmaterial (CRM, certified re-
ference material) mit dem zertifizierten Referenzwert

® Vergleich des zu validierenden Analysenverfahrens mit einem fiir die Bestim-
mung des Parameters in der jeweiligen Probenmatrix zertifizierten Referenzver-
fahren
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® Teilnahme an Ringversuchen, in denen der Sollwert durch ausgewiesene Refe-
renzlaboratorien ermittelt wird
® Durchfiihrung von Wiederfindungsversuchen (Aufstockverfahren)

13.7.1 Referenzmaterial (CRM)

Die zertifizierten Referenzwerte der CRM sind riickfithrbar auf internationale
Standards und beinhalten in der Regel keine gerite- oder laborspezifischen Fakto-
ren, was sie fiir eine weitgehend unbeeinflusste Bestimmung der Richtigkeit pra-
destiniert. Tab. 13-6 enthilt eine Liste von zertifizierten Referenzmaterialien fiir
arbeits- und umweltmedizinisch-toxikologische Untersuchungen. Bei der Auswahl
des Referenzmaterials ist darauf zu achten, dass es hinsichtlich der Konzentration
des zu bestimmenden Analyten und hinsichtlich der Matrix mit dem Anwendungs-
bereich des zu validierenden Analysenverfahrens mdoglichst iibereinstimmt. Die

Tab. 13-6 (Teil)zertifiziertes Referenzmaterial (CRM) fiir arbeitsmedizinisch- und umweltme-

dizinisch-toxikologische Analysen.

Bezeichnung Analyt Matrix Bemerkungen Literatur
ERM-CE194 Cd, Pb Rinderblut, eine Konzentration [20]
ERM-CE195 lyophilisiert
ERM-CE196
BCR-634
BCR-635
BCR-636
BCR-637 Al Se, Zn Humanserum eine Konzentration [20]
BCR-638
BCR-639
SRM 2670a Sb, Cd, Ce, Co,  Humanurin, i.d.R. zwei Konzen- [21]
Pb, Hg, Mn*, lyophilisiert trationen, davon
Mb*, Pt*, Se*, 1 zertifiziert
Tl, Th, U
SRM 2672a Hg Humanurin, zwei Konzentratio- [21]
lyophilisiert nen, davon 1 zerti-
fiziert
SRM 2671a Fluorid Humanurin, zwei Konzentrationen [21]
lyophilisiert
SRM 966 Pb, Cd, Hg Rinderblut zwei Konzentrationen [21]
SRM 955b Pb Rinderblut vier Konzentrationen [21]
SRM 1589 PCB Humanserum eine Summenkon- [21]
(Aroclor 1260) zentration
RM 8444 Cotinin Humanurin, drei Konzentrationen [21]
lyophilisiert (nicht zertifiziert)
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Verwendung von zertifiziertem Referenzmaterial zur Bestimmung der Richtigkeit
ist in Abb. 13-6 schematisch dargestellt.

Probenahme
(auBerhalb des Labors)

Messung eines CRM oder
Ringversuchmaterials
als Probe

F 3

Analysenprobe

A 4

Probenaufbereitung
(z.B Extraktion,
Derivatisierung, Reinigung)

A

Analytische Bestimmung
(zB. GC, HPLC, AAS, ICP)

l

Analysenergebnis >

Vergleich mit dem Zertifikat
bzw . Referenzwert

Abb. 13-6. Verwendung von zertifiziertem Referenzmaterial bzw. Ringversuchsmaterial zur Be-
stimmung der Richtigkeit.

13.7.2 Referenzmethoden

Bei der Auswahl einer zertifizierten Referenzmethode fiir einen Vergleich mit dem
zu validierenden Analysenverfahren ist darauf zu achten, dass sich deren Messtech-
nik weitestgehend von derjenigen der zu validierenden Methode unterscheidet. Die
Verwendung von zertifizierten Referenzverfahren ist in Abb. 13-7 schematisch dar-
gestellt.

13.7.3 Ringversuche

Die dritte zuvor genannte Moglichkeit, bei der die Richtigkeit eines Analysenver-
fahrens durch die Teilnahme an Ringversuchen gepriift wird, erfordert die Bestim-
mung des Sollwertes durch Laboratorien, die fiir die Untersuchung des Analyten in
der jeweiligen Matrix besonders ausgewiesen sind und die bei der Analyse des
Ringversuchsmaterials Analysenverfahren mit hoher Richtigkeit verwenden. Der
Aufwand und die Information tiber die Richtigkeit des Ringversuchsmaterials sind
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Abb. 13-7. Verwendung eines zertifizierten Referenzverfahrens zur Bestimmung der Richtig-
keit.

nicht mit denen der Zertifizierung von Referenzmaterialien und Referenzverfahren
gleichzusetzen. Unter anderem fehlt es hdufig an einer liickenlosen Riickfiihrbar-
keit auf internationale Standards. Allerdings stellt es in vielen Féllen die einzige
Moglichkeit zur Richtigkeitsbestimmung mittels externer Vergleichswerte dar,
wenn entsprechende Referenzmaterialien und -methoden nicht zur Verfiigung ste-
hen. Eine Ubersicht iiber Ringversuche fiir Analysen in biologischem Material fin-
det sich im Abschn. 13.9.2. Die Verwendung von Ringversuchsmaterial zur Bestim-
mung der Richtigkeit ist in Abb. 13-6 schematisch dargestellt.

13.7.4 Aufstockverfahren

Beim Fehlen von Referenzmaterialien, Referenzverfahren und Ringversuchsange-
boten verbleibt das Aufstockverfahren, um Kenngrof3en fiir die Richtigkeit des Ver-
fahrens zu ermitteln. Dabei wird ein Teil der Probenmatrix mit definierten Mengen
des Analyten dotiert und anschlieBend der Gehalt des Analyten in der Probenmatrix
sowohl in nativer als auch in dotierter Form analysiert. Dabei ergibt sich aus dem
Vergleich der Differenz der Analytenergebnisse fiir die native und die dotierte Pro-
benmatrix mit der definierten Dotierungsmenge die relative Wiederfindung als ein
Mal fiir die Richtigkeit des Verfahrens. Hierbei kann die Aussagekraft der Richtig-
keitsanalyse zum einen durch fehlerhafte Dotierungsmengen oder durch eine feh-
lerhafte Simulation der belasteten Probenmatrix beeinflusst werden.

13.7.5 Rechnerische Bestimmung der Richtigkeit

Fiir die Bestimmung der Richtigkeit eines Analysenverfahrens ist jeweils ein Mit-
telwert aus mehrfachen Analysen der Probe heranzuziehen. Dabei sollte aufgrund
der Abhingigkeit der statistischen Unsicherheit von der Anzahl der Einzelmessun-
gen (s. Abschn. 13.6) die Bestimmung der Richtigkeit mit mindestens 6 Einzelmes-
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sungen durchgefiihrt werden. Da die Richtigkeit sehr deutlich von der Konzentra-
tion abhdngig sein kann, sollten die Richtigkeitsuntersuchungen fiir mindestens
zwel Konzentrationen innerhalb des erwarteten Messbereiches durchgefiihrt wer-
den. Je nach Divergenz der Ergebnisse konnen Untersuchungen in weiteren Kon-
zentrationshohen erforderlich sein. In der Regel wird die Richtigkeit als Quotient
aus dem Mittelwert der Analysenwerte und dem Vergleichswert (z. B. zertifizierter
Wert) angegeben:
Analysenergebnis (Mittelwert)

Richtigkeit (in %) = Vergleichswert - 100

Dartiber hinaus ist beim Vergleich mit den Referenz- und Sollwerten die Unsicher-
heit der Referenzwert- bzw. Sollwertbestimmung zu berticksichtigen.

Bei der Verwendung von zertifiziertem Referenzmaterial erfolgt der Vergleich des
Messergebnisses mit dem zertifizierten Wert unter Beriicksichtigung des Unsicher-
heitsbereiches des zertifizierten Wertes. Nach der Messung des zertifizierten Refe-
renzmaterials wird zunichst die absolute Differenz zwischen dem Messwert und
dem zertifizierten Wert berechnet:

Am = |Cm — Ccrm|

(mit A,, = absolute Differenz zwischen dem mittleren Messwert und dem zertifi-
zierten Wert; C,,, = mittlerer Messwert; Ccryv = zertifizierter Wert).

Jede Messung weist eine Messunsicherheit auf, so dass auch der zertifizierte Wert
eines CRM nur bis auf die im Zertifikat festgelegte Unsicherheit ucgy bekannt ist.
Die Messunsicherheit wird gewohnlich als Standardabweichung ausgedriickt, aber
nur die Varianzen sind additiv. Die Unsicherheit von A,, ist u, und wird folgender-
mallen berechnet:

ua = \/ug, + Ugry

(mit up = kombinierte Unsicherheit des Ergebnisses und des zertifizierten Wertes,
d.h. Unsicherheit von A,; u, = Standardunsicherheit des Messergebnisses; Ucrm =
Standardunsicherheit des zertifizierten Wertes).

Die erweiterte Unsicherheit U, entspricht einem Konfidenzintervall auf einem Sig-
nifikanzniveau von etwa 95% und wird durch die Multiplikation von u, mit einem
Erweiterungsfaktor (k), der gewdhnlich den Wert 2 hat, berechnet:

UAZZ'UA.

Zur Bewertung der Leistungsfahigkeit der Methode wird A,, und U, verglichen:
Wenn A,, < U,, dann besteht keine signifikante Differenz zwischen dem Mess-
ergebnis und dem zertifizierten Wert.
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Fiir die Bewertung der Analysenergebnisse im Rahmen von Ringversuchen wird in
der Regel der so genannte Z-Score berechnet und zur Bewertung herangezogen.

(c—=¢)

S*

Z-score

wobei ¢ das erzielte Analysenergebnis, c* der Sollwert und s* die Standardabwei-
chung der Sollwertstreuung ist. Der Sollwert und die Sollwertstreuung werden hier-
fiir aus den Ergebnissen der Referenzlaboratorien ermittelt. Der Ringversuchsaus-
richter legt in der Regel eine Z-Score-Grenze fest, die vom Teilnehmer unterschrit-
ten werden muss, um ein Zertifikat zu erhalten.

13.7.6 Einflussgrofien der Richtigkeit

Die Richtigkeit eines Verfahrens wird unter anderen durch die Selektivitit bzw.
Spezifitit des Verfahrens bestimmt (s. Abschn. 13.3). Um den Einfluss der Selekti-
vitdt auf die Richtigkeit zu priifen, werden der Probenmatrix systematisch poten-
zielle Storsubstanzen zugesetzt und die Abhédngigkeit der Analysenergebnisse von
diesen ,,Interferenten* untersucht. Die statistische Bewertung der Ergebnisse er-
folgt mittels eines #-Tests.

Dartiber hinaus kann die Richtigkeit eines Verfahrens durch verfahrensbedingte
Verluste und damit durch die Uberfiihrungsrate (absolute Wiederfindung) der Ana-
lyten bestimmt sein. Zur Bestimmung der verfahrensbedingten Verluste sollten do-
tierte Untersuchungsproben analysiert werden. Parallel dazu analysiert man Losun-
gen des Analyten, die dieselbe Konzentration wie die in der fertig aufgearbeiteten
Probe aufweisen und die, soweit moglich, keiner Probenaufbereitung bzw. nur ein-
zelnen Probenaufarbeitungsschritten unterzogen werden. Aus dem Vergleich der
Ergebnisse aufgearbeiteter und nicht aufgearbeiteter Proben lassen sich die Ver-
luste bei der Probenaufbereitung ermitteln. Gegebenenfalls sind wie beim Auf-
stockverfahren die Ergebnisse fiir das native Probenmaterial zu beriicksichtigen.
Die absolute Wiederfindung berechnet sich nach:

(x — x9)

Wiederfindung (in %) =
Xvgl

- 100

wobei x das Response-Ergebnis fiir die dotierte Probe, x¢ das Ergebnis fiir die native
Probe und x,, das Ergebnis fiir die Vergleichsprobe ist.

Wie zuvor bereits erwihnt, ist es unabdingbar, dass die Bestimmung der Richtigkeit
unter Verwendung der realen Probenmatrix oder zumindest eines moglichst ver-
gleichbaren Surrogates durchgefiihrt wird. Das bedeutet auch, dass die ermittelten
KenngroBen der Zuverldssigkeit nur fiir die Anwendung des Analysenverfahrens
auf die verwendete Probenmatrix gelten. Soll ein Analysenverfahren auf eine ande-
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re Matrix oder Matrixvariante angewendet werden, ist eine erneute Validierung mit
der neuen Matrix notwendig.

In einigen Fillen kann es auch erforderlich sein, bei der Bestimmung der Richtig-
keit mehrere verschiedene Stichproben der Probenmatrix (biologisches Material
von verschiedenen Probanden) zu verwenden, um zu priifen, ob die Variation der
Stichprobenzusammensetzung Einfluss auf die Richtigkeit nimmt (s. Abschn.13.3).
Die Anzahl der Stichproben sollte sich dabei an der erwarteten Variation der Pro-
benzusammensetzung orientieren.

Bei der Analyse der Richtigkeit muss auch dem Sachverhalt Rechnung getragen
werden, dass ein Mangel an Stabilitdt des Analyten im biologischen Material die
Richtigkeit des Gesamtverfahrens (einschlieBlich praanalytischer Phase) beeinflus-
sen kann. Zur Erkennung eines mdglichen Stabilitdtsproblems sind Verlaufsunter-
suchungen unter entsprechenden Lagerungs- und Transportbedingungen von
Matrixproben und ggf. auch von aufgearbeiteten Proben durchzufiihren (vgl.
Abschn. 13.2).

13.7.7 Vergleichbarkeit von Methoden

Neben der Bestimmung der Richtigkeit existieren mehrere Methoden, mit denen

die Vergleichbarkeit von Methoden gepriift werden kann:

® Teilnahme an Ringversuchen, in denen der Sollwert auf der Basis der Teilneh-
merergebnisse ermittelt wird (consensus value)

® Vergleich des zu validierenden Analysenverfahrens mit einem zweiten validier-
ten Verfahren, das sich moglichst in allen Verfahrenschritten von dem zu vali-
dierenden Analysenverfahren unterscheiden sollte

Die Bestimmung der Vergleichbarkeit ist kein Verfahren zur Validierung einer Ana-

lysenmethode. Thre Bestimmung kann allerdings von Bedeutung sein, wenn Analy-

senergebnisse mit Grenz- und Richtwerten verglichen werden sollen, deren Uber-

wachung durch eine Konvention an ein bestimmtes Analysenverfahren gebunden

1st.

13.7.8 Beispiele
a) 1-Hydroxypyren im Urin (Richtigkeit aus Ringversuchsergebnissen)

1-Hydroxypyren (1-OHPyr) wird im Urin nach Spaltung des Glucuronids und an-
derer Konjugate iiber Festphasen-Extraktion mittels HPLC und Fluoreszenz-Detek-
tion bestimmt [14].

Die Abschitzung der Richtigkeit basiert auf den Ergebnissen eines Labors bei der
Teilnahme an den Ringversuchen der Deutschen Gesellschaft fiir Arbeitsmedizin
und Umweltmedizin e. V. (DGAUM). Dabei werden zwei Konzentrationsbereiche,
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ein niedriger (umweltmedizinischer) und ein hoherer (arbeitsmedizinischer) Be-
reich unterschieden. Tabelle 13.7 gibt die Ergebnisse fiir den arbeitsmedizinischen
Bereich wieder:

Tab. 13-7. Abschitzung der Richtigkeit fiir den Parameter 1-Hydroxypyren im Urin aus den Er-
gebnissen von Ringversuchen.

1-Hydroxypyren 1-Hydroxypyren Abweichung vom Richtigkeit

Referenzwert Laborergebnis Referenzwert (Bias)

(ng/L) (ng/L) (o) (%)
2,0 2,2 8,4 108.,4

12,0 11,6 -3,4 96,6
5,7 6,4 12,3 112,3

13,1 10,6 -19,1 80,9
3,5 4,1 17,1 117,1
3,5 3,8 8,6 108,6
2,6 2,7 3,8 103,8

11,7 10,5 -10,3 89,7
6,2 5,2 —-16,1 83,9

Uber die Ringversuche gemittelt ergibt sich eine Richtigkeit der Methode von
100,1 %. Die Unsicherheit der Richtigkeitsbestimmung ergibt sich in Form des Va-
riationskoeffizienten zu 12,9 % (vgl. Abschn. 13.6).

b) 3-Hydroxypropylmercaptursdure im Urin (Richtigkeit aus Dotierungsversuchen)

3-Hydroxypropylmercaptursdure (HPMA) ist der Hauptmetabolit von Acrolein
und wird im Urin nach Zusatz von deuteriertem HPMA mittels Festphasenextrak-
tion und anschlieBender Fliissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektro-
metrie (LC-MS/MS) bestimmt [22].

Da fiir HPMA kein zertifiziertes Referenzmaterial zur Verfligung steht und auch
keine Ringversuche angeboten werden, wird der Methoden-Bias aus Wiederfin-
dungsdaten (n = 10) abgeschétzt (Tab. 13-8).
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Tab. 13-8 Abschitzung der Richtigkeit fiir den Parameter 3-Hydroxypropylmercaptursdure auf
der Basis von relativen Wiederfindungsraten (n = 10).

Leerwert Dotierung Messwert Differenz zwischen Richtigkeit
Messwert und (rel. Wieder-
Leerwert findung)

[ng/L] [ng/L] [ng/L] [ng/L] [%o]

142,1 332,5 452,0 309.9 95,3

142,1 332,5 480,1 338.,0 101,2

142,1 332,5 500,1 358,0 105,4

142,1 332,5 474,6 332,5 100,0

142,1 332,5 474,1 332,0 99,9

142,1 332,5 466,3 324,2 98,3

142,1 332,5 464,7 322,6 97,9

142,1 332,5 480,5 3384 101,2

142,1 332,5 472,0 329,9 99,5

142,1 332,5 468,7 326,6 98,8

Uber die Wiederfindungsergebnisse gemittelt ergibt sich eine Richtigkeit der Me-
thode von 99,8%. Die Unsicherheit der Richtigkeitsbestimmung ergibt sich mit
2,6%.

13.8 Messunsicherheit

Die Angabe der Messunsicherheit stellt eine wichtige Information zur Beurteilung
eines analytischen Messergebnisses dar, beispielsweise bei der Uberpriifung der
Einhaltung von Grenzwerten. Die fiir Priif- und Kalibrierlaboratorien giiltige Norm
DIN EN ISO/IEC 17025 [23] fordert, dass die Laboratorien iiber Verfahren fiir die
Schitzung der Messunsicherheit verfiigen und diese anwenden. In der Norm wird
weiter ausgefiihrt, dass bei der Schiatzung der Messunsicherheit alle Unsicherheits-
komponenten in Betracht gezogen werden miissen. Als Quellen, die zur Unsicher-
heit beitragen, werden aufgefiihrt: verwendete Bezugsnormale, verwendetes Refe-
renzmaterial, benutzte Verfahren und Einrichtungen, Umgebungsbedingungen, Ei-
genschaften und Zustand der zu messenden Probe sowie das Bedienungspersonal.
Die Grundlagen zum Inhalt und zur Ermittlung der Messunsicherheit wurden erst-
mals in den Richtlinien Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement
[24], herausgegeben von der ISO und anderen Organisationen, niedergelegt. Zur
Umsetzung dieser Richtlinien in der Praxis sind seitdem eine Reihe von Leitfaden
und Handbiicher erschienen. Fiir die Ermittlung und Anwendung der Messunsi-
cherheit in analytisch-chemischen Laboratorien seien insbesondere das Handbuch
der finnischen Nordtest [25] sowie der EURACHEM/CITAC-Leitfaden [26] ge-
nannt, auf denen die folgende Darstellung im Wesentlichen basiert.
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Die Messunsicherheit ist folgendermallen definiert:

,,unsicherheit ist ein Parameter, assoziiert mit dem Ergebnis einer Messung, der die
Streuung der Werte charakterisiert, die verniinftigerweise der Messgrofe zugeord-
net werden konnen.

Vereinfacht ausgedriickt ist die Messunsicherheit das, was dem + nach dem Mess-
ergebnis folgt, beispielsweise eine absolute oder relative Standardabweichung.
Wichtig ist dabei die Tatsache, dass die Angabe der Messunsicherheit keine Zweifel
an der Validitidt der Messung ausdriicken soll, sondern das Gegenteil angestrebt
wird: die Kenntnis der Messwertstreuung impliziert ein wachsendes Vertrauen in
die Messung.

13.8.1 Kombinierte und erweiterte Messunsicherheit

Die Gesamt-Messunsicherheit setzt sich aus den Unsicherheiten aller Einzelschritte
zusammen, wobei Korrelationen zwischen einzelnen Komponenten bestehen kon-
nen, was durch die Kovarianz beriicksichtigt werden muss. Andererseits konnen
mehrere Einzelkomponenten auch zusammengefasst werden. Die sich aus den Ein-
zelunsicherheiten ergebende Gesamt-Unsicherheit eines Messwertes wird auch als
kombinierte Standard-Messunsicherheit u. bezeichnet und ldsst sich, je nach zu-
grunde liegendem Modell fiir die Messgrof3e y nach zwei Regeln errechnen:

Regel I:
Fiir Modelle, die nur Summen oder Differenzen von Grof3en enthalten (z.B.y =p +
qtr+...), gt

Uy, ) = /u(p)? + u(@? +u(r) + .

wobei u(p), u(q), u(r) die Standardunsicherheiten (z.B. in Form von Standardab-
weichungen) der Einzelkomponenten darstellen.

Regel 2:
Fiir Modelle, die nur Produkte oder Quotienten enthalten (z.B.y=p/q - r...), gilt:

u(y(p,q,1,...)) =y° \/(ui)p)>2+ (%q)): (@):

wobei u(p)/p usw. relative Standardabweichungen darstellen.
Aus der kombinierten Messunsicherheit u. wird die so genannte erweiterte Messun-
sicherheit U durch Multiplikation mit einem Erweiterungsfaktor k berechnet:

U(y)=k - u..

19. Lieferung, Ausgabe 2010
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Mit k = 2 stellt die erweiterte Messunsicherheit einen Vertrauensbereich von etwa
95 % dar, unter der Voraussetzung, dass der Ermittlung der kombinierten Messun-
sicherheit 6 oder mehr Messungen zugrunde liegen.

Das Messergebnis kann somit in der Form

y+U

angegeben werden, was bedeutet, dass der Messwert y mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% in dem Intervall y—U bis y + U liegt.

13.8.2 Abschitzung der Messunsicherheit

Die Vorgehensweise bei der Abschitzung der Messunsicherheit kann in vier Stufen
eingeteilt werden (Tab. 13-9).

Tab. 13-9. Vorgehensweise bei der Abschitzung der Messunsicherheit.

Stufe Vorgang Erliuterung
1 Spezifikation Die Messgrofe ist eindeutig zu beschreiben. Daraus muss sich
der Messgrofle die Abhdngigkeit der Messgrofle von den wichtigsten Ein-

flussfaktoren ergeben (idealerweise in Form einer Funktions-
gleichung). Die notwendigen Informationen sollten in der
Methoden-SOP vorhanden sein.

2 Identifizierung Es sollte eine Liste von Einflussfaktoren aufgestellt werden,
der Quellen fiir die die definierte Auswirkungen auf die MessgrofBe haben (s. Stu-
Unsicherheiten fe 1). Zu den moglichen Einflussfaktoren gehdren: Probe-

nahme, Lagerungsbedingungen, instrumentelle Abweichun-
gen, Reagenzienreinheit, Messbedingungen, Matrix, Perso-
nal, Zufallseffekte. Die Aufstellung eines Ursache-Wirkungs-
Diagramms kann fiir die Auflistung von Unsicherheitsfakto-
ren hilfreich sein.

3 — Vereinfachung durch Zusam- Die Quantifizierung der Unsicherheiten kann durch Messung
menfassung von Unsicher- oder Abschdtzung erfolgen. In der Praxis ist es oft moglich,
heitsquellen kombinierte Unsicherheiten flir eine Anzahl von Einflussfak-

— Quantifizierung der Unsicher- toren zu verwenden. Dies ergibt sich oft aus Daten der Metho-
heiten fiir einzelne Quellen  denvalidierung (z. B. Wiederholprézision und Wiederfin-

und fiir die Gesamtheit dungsdaten) und aus Ringversuchsergebnissen, Zertifikaten
— Umrechnung der Unsicher-  und Geritespezifikationen. Uber die Umrechnung von ande-
heiten in Standardabwei- ren UnsicherheitsmaBen in Standardabweichungen geben die
chungen einschligigen Darstellungen Auskuntt.
4 — Berechung der kombinierten Der Zusammenhang zwischen den Einzelunsicherheiten, der
Unsicherheit kombinierten Unsicherheit und der erweiterten Unsicherheit
— Bewertung und ggf. Reeva-  istin Abschn. 13.8.1 dargestellt. Zur Bewertung der kombi-
luierung nierten Messunsicherheit gehort die Ermittlung des Anteils

— Berechnung der erweiterten  der Einzelunsicherheiten. Vorgehensweisen hierzu sind im
Unsicherheit EURACHEM/CITAC-Leitfaden [26] angegeben.
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13.8.3 Beispiele

Es wird auf die ausfiihrliche Behandlung von Beispielen zur Ermittlung der Mess-
unsicherheit im EURACHEM/CITAC-Leitfaden [26] hingewiesen. An dieser Stelle
soll anhand von zwei Beispielen eine vereinfachte, praxisnahe Vorgehensweise in
Anlehnung an die Ausfiithrungen von Magnusson et al. [25] vorgestellt werden.

a) Bestimmung von 1-Hydroxypyren im Urin
Stufe 1 — Spezifikation der MessgrofSe:

1-Hydroxypyren (1-OHPyr) wird im Urin nach Spaltung des Glucuronids und an-
derer Konjugate iiber Festphasen-Extraktion mittels HPLC und Fluoreszenz-Detek-
tion bestimmt [14].

Die Abschitzung der Messunsicherheit basiert auf den Ergebnissen der internen
Qualitatskontrolle sowie auf den Ergebnissen von Ringversuchen, an denen im
Zeitraum von 2003 bis 2006 teilgenommen wurde (Ringversuche fiir arbeits- und
umweltmedizinisch-toxikologische Analysen in biologischem Material, c¢/o Institut
und Poliklinik fiir Arbeits-, Sozial- und Umweltmedizin der Universitit Erlangen-
Niirnberg). Dabei werden zwei Untersuchungslevel, ein niedriger (umweltmedizi-
nischer) und ein hoherer (arbeitsmedizinischer) Bereich, unterschieden.

Stufe 2 — Identifizierung der Unsicherheitsquellen:

® Die Wiederholprizision wird aus der Messung von Qualitdtskontrollproben er-
mittelt. Die Bestimmung dieser Kontrollen umfasst alle Schritte der Methode in
der relevanten Matrix (Urin). Die Unsicherheitskomponente wird durch u(Ry)
reprasentiert.

® Der Bias (d.h. die Abweichung vom ,,wahren* Wert oder Nominalwert) wird
den Ringversuchsergebnissen entnommen. Die Unsicherheit wird durch
RMS(bias) reprasentiert.

® Die Unsicherheit des Nominalwertes (u(Cref)) wird ebenfalls aus dem Ringver-
such bezogen.

Stufe 3 — Quantifizierung der Unsicherheitsquellen:

u(Ry): aus Kontrollmessungen (n = 38) iiber mehrere Monate ergab sich ein Varia-
tionskoeffizient (VK) von 1 %, somit:

u(Ry)=1%

19. Lieferung, Ausgabe 2010
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Anmerkung: Die Konzentration der Kontrollprobe lag bei 0,5 pg/L und somit im
umweltmedizinischen Bereich. Es wird angenommen, dass der VK
fiir Konzentrationen im arbeitsmedizinischen Bereich einen dhnlichen
Wert hat.

RMS(bias): Die erwidhnten Ringversuche erbrachten folgende Ergebnisse:

® Arbeitsmedizinischer Bereich (2—-16 pg/L) (vgl. Tab. 13-7):

Bias (%): 8,4;-3,4;12,3;-19,1; 17,1; 8,6; 3,8;-10,3; —-16,1 (n=9).

bias)? 8,42 + (—3,4) + 12,32 + ...
RMS (bias) , o = \/M = \/ A+ (3 )9 LT Y74
n

® Umweltmedizinischer Bereich (0,13-0,61 ug/L):
Bias (%): 3,5;-7,8;-23,5;26,9; 21,7, 0,0; —1,6; 23,1 (n=218)

bias)? 3,52 4+ (—7.8)% +(=23.5% + ...
RMIS i) g = 1 =22 ¢ HTS OB by,

u(Cref): Der mittlere Variationskoeffizient Sk der Ringversuche fiir 1-OHPyr im ar-
beitsmedizinischen Bereich lag bei 10,2 %, im umweltmedizinischen Be-
reich bei 13,3%. Die mittlere Anzahl Teilnehmer betrug 23,8 bzw. 16,6.
Damit ergibt sich fiir die Unsicherheiten der Nominalwerte:

Sg 10,2
u<Cref)Arbeit = \/ﬁ - \/m - 2’1 Yo
S 13,3
u(Cref) R = 2 —33%.

Umwelt — \/ﬁ - m

u(bias): Zur Unsicherheit des Bias tragen RMS(bias) und u(Cref) bei:

u(bias) s peie = \/RMS(bias)irbeit +u(Cref)3 o = V12,22 +2,12 = 12,4 %

u(bias) | werr = \/RMS(bias)%mwelt +u(Cref), o = V17,22 +332=17,5%

Alle in diesem Beispiel dargestellten Unsicherheiten stellen relative Standardunsi-
cherheiten (in %) dar.



Analytische Methoden Allgemeine Vorbemerkungen
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 321

Stufe 4 — Berechnung der kombinierten und erweiterten Messunsicherheit:

Uc, Arbeit = \/u(RW)2 + u(bias)irbeit =+1,024+124%2=124%

U, Umwelt = \/u(RW)2 + u(bias)y, e = V1,02 + 17,52 = 17,5%
Unrpeit = 2°Uo = 2+ 12,4% = 24.8%

Ubmwelt = 2 Ue = 2+ 17,5% = 35,0%

Anmerkung:

Bei Bestehen des Ringversuchs kann die kombinierte Messunsicherheit u. auch di-
rekt aus der Reproduzierbarkeits-Standardabweichung der Ringversuche Sy abge-
lesen werden: u. = Sg.

In dem vorliegenden Beispiel ergab sich ein mittleres Sy fiir den arbeitsmedizini-
schen Bereich von 10,2 % und fiir den umweltmedizinischen Bereich von 13,3 %,
was erweiterte Messunsicherheiten U von 20,4 bzw. 26,6 % ergibt. Beide Vorge-
hensweisen fiihren also zu dhnlichen Messunsicherheiten.

b) Bestimmung von 3-Hydroxypropylmercaptursiure (HPMA) im Urin
Stufe 1 — Spezifikation der Messgrofe:

3-Hydroxypropylmercaptursidure (HPMA) ist der Hauptmetabolit von Acrolein.
HPMA wird im Urin nach Zusatz von deuteriertem HPMA und einer Festphasenex-
traktion mittels Fliissigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) bestimmt [22].

Da fiir HPMA kein zertifiziertes Referenzmaterial zur Verfiigung steht und auch
keine Ringversuche angeboten werden, wird der Methoden-Bias aus Wiederfin-
dungsdaten abgeschatzt.

Stufe 2 — Identifizierung der Unsicherheitsquellen:

® Die Wiederholprizision (Ry,) wird iiber die Bestimmung von Qualititskontroll-
proben berechnet. Die Analyse dieser Kontrollproben umfasst alle Schritte der
Methode in der relevanten Matrix (Urin). Die Unsicherheitskomponente wird
durch u(R,,) repriasentiert.

® Der Bias wird aus den Ergebnissen von Wiederfindungsexperimenten abge-
schitzt. Die Unsicherheit wird durch RMS(bias) représentiert.

19. Lieferung, Ausgabe 2010
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® Die Unsicherheit des durch Standardaddition erhaltenen Nominalwertes
(u(Cref)) wird aus der Unsicherheit der Volumenmessung und der Reinheit der
verwendeten Referenzsubstanz ermittelt.

Stufe 3 — Quantifizierung der Unsicherheitsquellen:

u(Ry,): Aus Kontrollmessungen (n = 133, Konzentrationsbereich: ca. 1000 ng/mL)
ergab sich ein VK von 4,4 %, somit:

w(Ry) = 4,4%.

RMS(bias): Die Wiederfindungsraten (%) betrugen (n = 10): 95,3; 101,2; 105,4;
100,0; 99,9; 98,3; 97,9; 101,2; 99,5; 98,8 (vgl. Tab. 13-8). Die Wieder-
findungen sind nicht signifikant von 100 % verschieden.

Bias (%): —4,7;1,2;5,4;0;-0,1;-1,7;-2,1; 1,2; -0,5; -1,2 (n=10).

" (bias)?

RMS(bias) = .

50

_ \/(_477)2 + 1722 + 5742 + 02 + (_071)2 +
B 10

u(Cref):  Fiir den HPMA-Standard steht ein Zertifikat zur Verfligung: Reinheit
> 98%. Allerdings wird keine mogliche Abweichung angegeben, so
dass diese mit einem 95%-Intervall von + 2% angenommen wird; da-
raus ergibt sich eine Standardunsicherheit fiir den Gehalt der Referenz-
substanz von 1 %:

u(conc) = 1,0%.

Die Unsicherheit des Nominalvolumens kann der jeweiligen Pipetten-
kalibrierung entnommen werden. In diesem Falle handelt es sich um
eine 200 pL-Pipette fiir die eine Abweichung von + 0,9% angegeben
wird. Die Standardabweichung fiir Mehrfachvolumenmessungen wurde
mit 0,3 % ermittelt. Somit gilt fiir die Volumenungenauigkeit:

\/ 0.9\ 2
u(vol) = ( — ] + 0,32 =0,6%.
ﬁ)

Anmerkung: Bei Angaben von Abweichungen in der Form + a (z.B. in
Zertifikaten) wird fiir die Berechnung der Standardunsicherheit eine
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symmetrische Rechteckverteilung angenommen. Fiir die Unsicherheit

gilt: u=a/ V3.
Der Gehalt der zuaddierten Referenzsubstanz hat somit eine Unsicher-
heit von:

u(Cref) = \/u(conc)2 +u(vol)> = /1,024 0,62 = 1,2%.

u(bias): Fiir die Unsicherheit der systematischen Abweichung u(bias) ergibt sich:

u(bias) = \/RMS (bias)? + u(Cref)* = /2,52 + 1,22 = 2,8%.

Alle in diesem Beispiel dargestellten Unsicherheiten stellen relative Standardunsi-
cherheiten (in %) dar.

Stufe 4 — Berechnung der kombinierten und erweiterten Messunsicherheit:

u = \/u(Rw)2 + u(bias)® = /4,42 +2,82=52%

U=2"u=2"52% = 10,4%.

13.9 Qualitatssicherung

Die Préizision und Richtigkeit von Biomonitoring-Untersuchungen durch arbeits-
und umweltmedizinisch-toxikologische Laboratorien miissen laufend durch Quali-
tiatssicherungsmafinahmen kontrolliert werden. Generell umfasst die Qualititssi-
cherung in medizinischen Laboratorien eine interne und externe Qualititskontrolle
[2,27].

13.9.1 Interne Qualitiitssicherung

Die laborinterne Qualititssicherung dient der systematischen Uberwachung der
Prazision unter Wiederholbedingungen zur Erfassung zufilliger Fehler sowie der
Richtigkeit quantitativer Laboruntersuchungen. In Deutschland basiert sie auf den
Richtlinien der Bundesidrztekammer [3]. Thre Umsetzung in der Praxis erfolgt mit
einem Kontrollprobensystem. Die dazu verwendeten Kontrollmaterialien miissen
dem Untersuchungsmaterial moglichst dhnlich sein. Dabei handelt es sich vorzugs-
weise um kommerziell erhdltliche Kontrollmaterialien mit ausgewiesenem Analy-
tengehalt oder alternativ um selbst angesetzte Kontrollmaterialien mit konstantem
Analytengehalt fiir den ,,tdglichen Gebrauch* im Rahmen der Prézisions- und Rich-
tigkeitskontrolle.

19. Lieferung, Ausgabe 2010
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Tab. 13-10. Kommerziell erhéltliche Kontrollmaterialien in Urin (a), Plasma bzw. Serum (b)
und Vollblut (c¢) zur internen Qualitdtskontrolle arbeits- und umweltmedizinisch-
toxikologischer Analysen.

Hersteller, Parameterspektrum Anzahl
Handelsname Matrix n Parameter Konzen-
trationen
a) Urin
Bio Rad (Miinchen, D) Urin 23 Al Sb, As, Pb, Cd, Cr, Co, Hg, Cu, Mg, 2
Lyphochek® Mn, Ni, Se, T1, Zn, Fluorid, 5-Aminolavu-
linsdure (ALA), Hippursdure, Mandelsdure,
Phenylglyoxylsédure (PGA), Pentachlor-
phenol (PCP), Phenol, Trichloressigsiure
(TCA)
Sero AS (Billingstad, N) Urin 19 Al Sbh, As, Cd, Co, Cu, Cr, Pb, Mn, Hg, Ni, 1
Seronorm® Tl, Zn, Fluorid, 1-Hydroxypyren, Phenol,
Trace Elements Urine TCA, Ameisensdure, Tetrachlorethylen
Recipe (Miinchen, D) Urin 21 Al Sb, As, Be, Fe, Pb, Cd, Cr, Co, Cu, Mg, 2
ClinChek® Control Mn, Mo, Ni, Hg, Pt, Se, T1, V, Zn, Fluorid
Spurenelemente
Recipe (Miinchen, D) Urin 29  Butoxyessigsdure, Cotinin, 2,5-Dichlor- 2
ClinChek® Control phenol, Ethoxyessigsdure, Hippurséure,
Organische Verbindungen 5-Hydroxy-N-Methyl-2-pyrrolidon, 2-Hy-
droxy-N-methylsuccinimid, 1-Hydroxypy-
ren, o-Kresol, Mandelsdure, N-Methylform-
amid, Methyl-Hippursiuren, t,t-Muconsiu-
re, PCP, Phenol, PGA, S-Phenylmercaptur-
sdure, TCA, 2,4,6-Trichlorphenol, 6 Alkyl-
phosphate, 4 Pyrethroidmetabolite
b) Plasma / Serum
Sero AS (Billingstad, N) Serum 8 Al Cr, Co, Cu,Mn, Ni, Se, Zn 1
Seronorm®
Trace Elements Serum
Recipe (Miinchen, D) Plasma 24 Al Sb, As, Be, Bi, Cd, Cr, Co, Cu, Au, Fe, 2
ClinChek® Control Li, Mg, Mn, Hg, Mo, Ni, Pt, Se, T1, V, Sn,
Spurenelemente Zn, Fluorid
Recipe (Miinchen, D) Plasma 13  Organochlorverbindungen (DDE, DDT, 2
ClinChek® Control HCB, HCH, 6 PCB, PCP)
¢) Vollblut
Sero AS (Billingstad, N) Blut 17 Al Sb, As, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Pb, Mn, 3
Seronorm® Mo, Hg, Ni, Se, T1, V, Fluorid
Trace Elements Whole blood
Bio Rad (Miinchen, D) Blut 1 Pb 3
Lyphochek®
Recipe (Miinchen, D) Blut 9 Pb, Cd,Cr, Co, Ni, Hg, Mn, Se, Zn 3
ClinChek® Control
Spurenelemente
Recipe (Miinchen, D) Blut 9  Organochlorverbindungen 3
ClinChek® Control (DDE, y-HCH, HCB, 6 PCB)
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Tabelle 13-10 gibt eine Ubersicht der derzeit zu Verfiigung stehenden kommerziell
erhiltlichen Kontrollmaterialien. Diese Proben kommen lyophilisiert in den Handel
und miissen vor der Verwendung rekonstituiert werden. Das Angebot fiir derartiges
Kontrollmaterial hat sich in den vergangenen Jahren erheblich erweitert. Neben den
seit langem verwendeten Materialien fiir die Analyse von Metallen in Blut, Serum,
Plasma und Harn und den hiufig analysierten Metaboliten von Losungsmitteln im
Urin wird immer haufiger auch Kontrollmaterial fiir aktuelle arbeits- und umwelt-
medizinisch relevante organische Parameter angeboten, z.B. Organochlorverbin-
dungen im Serum, Alkylphosphate, PAH und Pyrethroidmetabolite im Harn. Das
angebotene Spektrum an Kontrollmaterialien wird kontinuierlich erweitert und er-
moglicht damit eine breite Anwendung fiir die gefacherte Qualitatssicherung in den
arbeitsmedizinisch- und umweltmedizinisch-toxikologischen Laboratorien.

Fiir Analyten, die in kommerziell erhiltlichen Kontrollproben nicht enthalten sind,
konnen zur internen Qualitdtssicherung selbst hergestellte Kontrollmaterialien ver-
wendet werden. Tierblut bzw. Humanblut sowie Humanserum werden hierfiir mit
definierten Konzentrationen des Analyten versetzt. Das Kontrollmaterial wird ali-
quotiert und bis zur Analyse tiefgefroren gelagert. Homogenitit und Lagerfahigkeit
selbst hergestellten Kontrollmaterials sind durch den Anwender zu iiberpriifen.

Die Ergebnisse der tdglichen internen Qualitdtssicherung werden in Kontrollkarten
eingetragen (Abb. 13-8) und mit der Standardabweichung der Methode fiir die Un-
tersuchung des Kontrollmaterials verglichen. Die Standardabweichung der Metho-
de wird in einer so genannten Vorperiode bestimmt, wobei Kontrollproben an 15
verschiedenen Arbeitstagen analysiert werden. Akzeptabel ist ein Ergebnis dann,
wenn es nicht um mehr als das Dreifache dieser Standardabweichung vom Sollwert
abweicht und liber einen ldngeren Zeitraum keine Trends zu héheren oder niedrige-
ren Werten bestehen [3].

Qualitatskontrolle MHA
Q soll = 253,84mg/L, o =8,44 ma/L, VK =3,33 %
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Abb. 13-8. Beispiel fiir eine Prazisionskontrollkarte fiir die Bestimmung von Methylhippursau-
ren in Urin
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13.9.2 Externe Qualitatssicherung

Die laborexterne Qualititssicherung auf der Basis von Ringversuchen (RV) wird
zur objektiven Uberwachung der Richtigkeit von Ergebnissen quantitativer Labor-
untersuchungen unter Vergleichsbedingungen durchgefiihrt. Sie dient letztendlich
der Verbesserung der Zuverlidssigkeit von Laborergebnissen und der Vergleichbar-
keit der Ergebnisse von Labor zu Labor sowie mit den arbeits- und umweltmedizi-
nischen tolerierbaren Grenzwerten [28, 29, 30].
In Deutschland werden solche Ringversuche durch die einschldgigen Richtlinien
der Bundesirztekammer geregelt, die in Zusammenarbeit mit der physikalisch-
technischen Bundesanstalt erarbeitet wurden. Fiir den arbeitsmedizinischen Be-
reich sei auch auf die gemeinsame Bekanntmachung der DGAUM und des Verban-
des deutscher Betriebs- und Werksarzte (VDBW) [31] verwiesen. Dementspre-
chend wird die Notwendigkeit einer externen Qualititssicherung auch von der
Kommission Humanbiomonitoring des Umweltbundesamtes [5] betont.
Nach den genannten Richtlinien sind die Ringversuchsleiter (Koordinatoren) ver-
antwortlich fiir die Ankiindigung, Organisation, Durchfithrung der Ringversuche
sowie fiir die Auswertung der Ringversuchsergebnisse. Damit tragen die Ringver-
suchsleiter die wissenschaftliche Verantwortung fiir die Ringversuche, die von ih-
nen organisiert werden. Die Vorgehensweise bei der Durchfithrung der externen
Qualitétssicherung sollte sich fiir jeden Parameter an folgender Grundstruktur
orientieren:
® Der Koordinator organisiert die Herstellung, die Homogenitatstestung und Vali-
dierung des Kontrollmaterials.
® Der Koordinator verteilt die Kontrollproben nach einem veroftentlichten Zeit-
plan und ladt interessierte Laboratorien zum Ringversuch ein. Pro Jahr sind
mindestens zwei Ringversuche durchzufiihren, wobei fiir jeden Analyten zwei
Ringversuchsproben mit unterschiedlicher Konzentrationseinstellung zu analy-
sieren sind.
® Die Ringversuchsteilnehmer analysieren die Kontrollproben in einem vorgege-
benen Zeitraum und ilibermitteln ihre Resultate zentral an die Ringversuchslei-
tung.
Das Datenmaterial wird einer umfangreichen statistischen Analyse unterzogen.
® Die Sollwerte konnen einerseits durch Referenzlaboratorien ermittelt werden,
andererseits konnen auch so genannte consensus values mit entsprechenden sta-
tistischen Verfahren errechnet werden. Beim Referenzlaboratorienmodell wer-
den die Referenzlaboratorien anhand ihrer Qualifikation vom Ringversuchslei-
ter ernannt [29]. Die jeweils tolerierten Spannweiten fiir die Analyten (Toleranz-
bereiche) werden mit statistischen Methoden aus den Ergebnissen der Referenz-
laboratorien (Sollwerte) oder der Ringversuchsteilnehmer (consensus values)
errechnet.
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® Auf der Basis von Sollwert und Toleranzbereich wird die individuelle Leis-
tungsfahigkeit der Ringversuchsteilnehmer evaluiert.

® Die Ringversuchsteilnehmer werden iiber ihre Resultate im Vergleich zur Ge-
samtauswertung des Datenmaterials unterrichtet. Grafische Darstellungen, wie
z. B. der Youden-Plot, erlauben eine Evaluierung der eigenen Resultate im Ver-
gleich zu den gesamten Ringversuchsteilnehmern. Im Einzelfall konnen mogli-
che MaBnahmen zur Verbesserung der Ringversuchsergebnisse diskutiert wer-
den.

® Der Koordinator kontrolliert regelméBig die Leistungsfahigkeit und Richtigkeit
des externen Qualititskontrollsystems. Eine Erweiterung des Parameterspek-
trums auf der Basis des aktuellen wissenschaftlichen Erkenntnisstandes ist re-
gelméBig zu priifen.

Externe Qualitdtssicherungsprogramme demonstrieren objektiv den aktuellen ana-

lytischen Qualititsstandard der Methoden des Biomonitorings. Sie zeigen auch, fiir

welche Parameter die analytische Zuverldssigkeit verbessert werden muss. Die Be-

deutung der analytischen Zuverlassigkeit der Ergebnisse des Biomonitorings und

die rasante Entwicklung des Parameterspektrums haben zu einer zunehmenden

Nachfrage fiir externe Qualititssicherungsprogramme fiir das Biomonitoring ge-

fiihrt. Die Tabelle 13-11 zeigt eine aktuelle Ubersicht der derzeit im internationalen

Rahmen angebotenen externen Qualititssicherungsprogramme.

19. Lieferung, Ausgabe 2010
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13.10 Zusammenfassung

Die in diesem Kapitel dargestellten und mit Beispielen versehenen Zuverlissig-
keitskriterien sind ein essentieller Bestandteil der Methodenbeschreibungen in der
vorliegenden Loseblatt-Sammlung. Sie werden sowohl im Rahmen der Methoden-
validierung als auch in der praktischen Priifung durch den Autor bzw. den Priifer
untersucht und dokumentiert. Von verschiedenen Organisationen, Behorden oder
wissenschaftlichen Expertengremien (z.B. [UPAC, EURACHEM, Bundesirzte-
kammer, Umweltbundesamt, Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische
Chemie, etc.) sind bereits sehr weit elaborierte und mathematisch-statistisch fun-
dierte Konzepte und Vorgaben beziiglich der Methodenvalidierung mitgeteilt wor-
den, auf die im vorliegenden Kapitel hidufig Bezug genommen wurde. Die unter-
schiedlichen wissenschaftlichen und kommerziellen Vorgaben, Rahmenbedingun-
gen und Ziele der Anwender im Bereich des arbeits- und umweltmedizinischen
Biomonitorings lassen jedoch derzeit strikt vereinheitlichte Detailvorgaben hin-
sichtlich der Methodenvalidierung fiir den Arbeitskreis ,,Analysen in biologischem
Material“ nicht als praktikabel und sinnvoll erscheinen. Die vorliegende Zusam-
menfassung der Zuverlédssigkeitskriterien soll daher Autoren, Priifern, Anwendern
und Lesern der Loseblatt-Sammlung als aktualisiertes Kompendium und als Anstof3
fiir eine kontinuierliche Auseinandersetzung mit allen Aspekten der laborinternen
und -externen Qualitdtssicherung dienen.
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13.12 Glossar

Bestimmungsgrenze

Einflussfaktor

Erfassungsgrenze

Genauigkeit

Linearitat

Messunsicherheit

Nachweisgrenze

(engl.: limit of quantification/quantitation, LOQ)

die kleinste Konzentration eines Analyten, die quantitativ
mit einer definierten Standardabweichung erfasst werden
kann (i.d.R. 33,3%) (auch: untere Bestimmungsgrenze;
engl.: lower limit of quantification/quantitation, LLOQ).
(engl.: influencing factor)

Faktoren, die den Untersuchungsparameter in vivo, d.h.
vor der Probenahme, verdndern.

(engl.: limit of identification)

die kleinste Konzentration eines Analyten, die mit einem
a-Fehler und einem B-Fehler von jeweils 50 % erfasst wer-
den kann.

(engl.: accuracy)

MaB fiir die Abweichung eines Messwertes vom ,,wahren‘
Wert aufgrund systematischer und zufélliger Fehler, in der
Regel als + Prozentangabe.

(engl.: linearity)

Konzentrationsbereich, in dem Messsignal und Analyten-
konzentration einander proportional sind und der sich am
besten durch eine lineare Anpassung beschreiben ldsst
(Nachweis mittels Mandel-Test nach Elimination von
Ausreillern). Der Linearitdtsbereich entspricht i.d.R. dem
Arbeitsbereich (engl.: range) eines Analysenverfahrens.
(engl.: uncertainty)

Gesamt-Vertrauensintervall oder Streubereich des Mess-
ergebnisses nach Beriicksichtigung moglicher Fehlerquel-
len. Die Standard-Messunsicherheit entspricht der Stan-
dardabweichung einer Messreihe; die kombinierte Stan-
dard-Messunsicherheit schlief3t alle Arbeitsschritte, Stor-
groBBen und Einflussfaktoren sowie deren gegenseitige
Beeinflussung ein; die erweiterte Messunsicherheit
schlieft die Funktion eines Vertrauensintervalls mit ein.
(engl.: limit of detection, LOD)

die kleinste Konzentration eines Analyten, die qualitativ
noch erfasst werden kann und damit das Vorhandensein
des Analyten anzeigt. Der a-Fehler (falsch positive Identi-
fizierung) betragt 1%, der B-Fehler (falsch negative Iden-
tifizierung) betragt 50%. Die Nachweisgrenze kann sich
auf eine absolute Menge (z. B. zur Beschreibung der gera-



Analytische Methoden Allgemeine Vorbemerkungen
Analysen in biol. Material Bd. 2, Seite 335

tebedingten Nachweisgrenze) oder auf die in der Probe
vorliegende Analytenkonzentration (z.B. zur Beschrei-
bung der verfahrensbedingten Nachweisgrenze) beziehen.

Prézision (engl.: precision)
Mal fiir die Streuung des Messwertes (Mittelwert) auf-
grund zufalliger Fehler; Angabe als absolute oder relative
Standardabweichung oder Konfidenzintervall.

Richtigkeit (engl.: accuracy of the mean, trueness)
MabB fiir die Abweichung eines Messwertes vom ,,wahren*
Wert aufgrund systematischer Fehler (im Englischen wird
fiir die Beschreibung des systematischen Fehlers auch der
Ausdruck bias verwendet).

Robustheit (engl.: ruggedness, robustness)
die (Un)empfindlichkeit eines Analysenverfahrens gegen-
tiber Variationen der duBeren Arbeitsbedingungen oder
einzelner Arbeitsschritte.

Riickfiihrbarkeit (engl.: traceability)
kennzeichnet ein Analysenergebnis, das sich durch eine
ununterbrochen dokumentierte Kette von Arbeitsschritten
und Vergleichsmessungen mit bekannter Messunsicher-
heit auf einen anerkannten Standard beziehen lésst.

Spezifitit (engl.: specificity)
die Fahigkeit eines Verfahrens, den Analyten ohne Storun-
gen durch andere Matrixkomponenten zu erfassen und
eindeutig zu identifizieren. Der Begriff Selektivitdt (engl.:
selectivity) wird hidufig synonym verwendet.

Storgrofle (engl.: interference factor)
verdndert den Untersuchungsparameter in vitro, d.h. nach
der Probenahme.

Vergleichspriazision (engl.: reproducibility)
Prizision einer Messung unter Vergleichsbedingungen in
verschiedenen Laboren (identische Messbedingungen:
Material).

Wiederfindung (engl.: recovery)
Verhiltnis zwischen gemessenem Wert und Erwartungs-
wert fiir einen Analysenparameter nach Anwendung eines
oder mehrerer Arbeitsschritte (auch: Wiederfindungsrate,
Ausbeute). Ein Spezialfall ist die relative Wiederfindung,
die durch Aufstockungsexperimente bestimmt wird.
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Analysen in biol. Material

Wiederholprizision

(engl.: repeatability)

Préazision einer Messung unter Wiederholbedingungen in
einem Labor (identische Messbedingungen: Material, La-
bor, Bearbeiter, Chemikalien, Gerite) in kurzen Zeitab-
stainden. Spezialfalle: Prdzision in der Serie (engl.: intra-
assay/intra-day repeatability) und Prizision von Tag zu
Tag (engl.: inter-assay/inter-day repeatability).



