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Planung und statistische Auswertung von Ringversuchen
zur Validierung von quantitativen Untersuchungsverfahren
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wachungstéatigkeit der Bundeslander durchgefiihrt werden,
erfolgt haufig unter Anwendung sehr unterschiedlicher Ver-
fahren. Die Folge ist, dass die Ergebnisse dieser Untersu-
chungen teilweise erheblich voneinander abweichen und da-
durch sowohl eine wissenschaftliche als auch eine rechtliche
Beurteilung der erhaltenen Daten erschwert wird.
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Geman § 64 Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futter-
mittelgesetzbuch (LFGB) [1], § 38 Tabakerzeugnisgesetz
(TabakerzG) [2] sowie § 28b Gentechnikgesetz (GenTG) [3]
hat das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittel-
sicherheit (BVL) die Aufgabe, eine Amtliche Sammlung von
Verfahren zur Probenahme und Untersuchung (ASU) zu ver-
offentlichen. Mit dieser Standardisierung von Untersuchungs-
verfahren wird die Grundlage fir eine statistisch abgesicherte
Beurteilung analytischer Daten geschaffen.

Zuverlassige Aussagen Uber die Eignung und Leistungsfahig-
keit von Untersuchungsverfahren werden erst nach Durchfih-
rung von Ringversuchen unter Beteiligung mehrerer Labore
und deren Auswertung unter Anwendung statistischer Metho-
den erhalten. Daher wird vor der Veréffentlichung eines be-
reits entwickelten Untersuchungsverfahrens in der Amtlichen
Sammlung eine Methodenvalidierungsstudie (MVS) durch die
Arbeitsgruppen (AG) des BVL durchgefihrt.

Grundlage fur die Planung und statistische Auswertung von
MVS zur Validierung von quantitativen Untersuchungsverfah-
ren sind beispielsweise die Normen der Reihe SO 5725 [4]
[5][6] [7] und DIN EN ISO 16140 [8] [9]. Die in EU-Rechtsvor-
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schriften fur die Standardisierung allgemeiner bzw. spezieller
Untersuchungsverfahren beschriebenen Kriterien sind zu be-
achten und gegebenenfalls dazu getroffene Festlegungen zu
erfullen. Daruber hinaus kénnen weitere international aner-
kannte Standards einbezogen werden.

Die Planung von Ringversuchen zur Validierung von qualitati-
ven Untersuchungsverfahren sollte prinzipiell ebenfalls auf
Grundlage von Normen, u. a. der Reihe ISO 5725, erfolgen.
Fir die statistische Auswertung solcher Ringversuche gibt es
bisher jedoch keine allgemeingultigen, einheitlichen Vorga-
ben aus der Normung oder aus Rechtsvorschriften. Etablierte
Ansatze fur die Auswertung sind daher momentan noch auf
bestimmte Arbeitsbereiche (z. B. die DIN EN ISO 16140
Reihe fiir Mikrobiologie) begrenzt.

Die Planung, Durchfiihrung und statistische Auswertung einer
MVS richtet sich maBgeblich nach dem zu prifenden Unter-
suchungsverfahren. Dabei kdnnen die dem Untersuchungs-
verfahren zugrundeliegenden Fragestellungen, Analyseprin-
zipien und Ziele sehr vielfaltig sein (Abbildung 1). Diese
Konditionen sind im Vorfeld der MVS explizit zu definieren,
um deren Effizienz zu gewahrleisten.

Merkmal - Art Zweck

Eigenschaften (u. a. Atom- und
Molekllmassen, Isotopen-
zusammensetzung,
elektronische und
Kernlibergénge)

- biologische und biochemische
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Virenvermehrung, Bestandteile

- atomare und molekulare - Uberwachung von Héchstwer- - chemisch-physikalische Trenn-
ten, von Schwellenwerten und
von Nulltoleranzen

- Prufung der Kennzeichnung - nass-chemische Analytik
- Prufung der Authentizitat

- Identifizierung und Bestétigung
von Mikroorganismen und Viren

Analysenprinzip

verfahren (z. B. HPLC, GC,
Elektrophorese)

(z. B. Titrimetrie, Gravimetrie)

- Elementanalytik
(z. B. AAS, ICP-MS)

- Molekulspektroskopie und

der Genexpression,
enzymatische Aktivitat,
Immunreaktion)

- mikroskopische und
makroskopische Eigenschaften [—»
(u. a. optische und sensorische
Beschaffenheit,
Summenparameter
(z. B. Trockenmasse))

Amtliche P—
Sammlung von
Verfahren zur

Massenspektrometrie
- Sensorik und Mikroskopie

- molekular (z. B. PCR) und
mikrobiologisch
(z. B. Plattentest)

- enzymatisch und immunologisch

Probenahme
Merkmal - Umfang Untersuchung Matrix
- Einzelverfahren - horizontal fur mehrere
) Produktgruppen
- Multiverfahren (z. B. Lebensmittel allgemein)
- Non-target Methode Einstufung - vertikal fiir eine bestimmte
Produktgruppe
- Screeningverfahren (z. B. Backwaren)
- Routine-/Alternativverfahren - flr ein bestimmtes Produkt

- Referenzverfahren
- empirisches Verfahren
- Identifizierungsverfahren

- Bestétigungsverfahren

(z. B. Reis)

Abbildung 1: Ubersicht des Spektrums der Amtlichen Sammlung von Verfahren zur Probenahme und Untersuchung
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Kapitel 2 Planung von Methodenvalidierungs-
studien

Die Planung von MVS erfolgt unter Einbeziehung von Sach-
versténdigen innerhalb der AGs, die mit dem Untersuchungs-
verfahren, seiner Anwendung und der statistischen Auswer-
tung von Ringversuchen sowie vorliegender rechtlicher
Anforderungen bzw. Empfehlungen zur Methodenvalidierung
in dem jeweiligen Bereich vertraut sind. Die jeweilige AG be-
nennt in Abstimmung mit der Referentin/ dem Referenten
eine oder mehrere Versuchsleitende, die furr die Organisation
der MVS zustandig sind. Die Versuchsleitenden haben die
Aufgabe, die MVS so zu organisieren, wie es die AG zuvor
beschlossen hat. Sie organisieren die Vorbereitung der Pro-
ben, geben die entsprechenden Anweisungen weiter und
sind wéhrend der MVS die fachlichen Ansprechpersonen fir
die Geschéftsstelle und die teilnehmenden Labore. Die Ver-
suchsleitenden werden von der Geschéftsstelle bei ihrer Ar-
beit unterstutzt.

1. Voriiberlegungen

Zur effizienten Planung der MVS muss eine eindeutige und
umfassende Fragestellung formuliert sein, aus der klar her-
vorgeht, was das zu validierende Verfahren in der Praxis leis-
ten soll und was das Ziel der MVS ist. Bei der Formulierung
der Fragestellung ist es zwingend erforderlich, die Anforde-
rungen der jeweils giiltigen Rechtsvorschriften zu bertcksich-
tigen (z. B. vorgegebene Leistungskriterien zur Nachweis-
und Bestimmungsgrenze, Vergleich- und Wiederholprézision
usw.).

Weiterhin sollten insbesondere die im Folgenden aufgefihr-
ten Aspekte beriicksichtigt werden.

1.1 Liegt eine Verfahrensvorschrift vor?

Voraussetzung fur die Planung von MVS ist das Vorliegen
einer innerhalb der AG abgestimmten Verfahrensvorschrift.
Falls fur den betreffenden Bereich Mindestleistungskriterien
festgelegt wurden (z. B. Verordnung (VO) (EU) 2023/2782
[10]), sollte das Verfahren diese vollumfanglich erfiillen. Vor
der Durchfiihrung der MVS sollten mit der Problematik ver-
traute Sachverstandige der AG die Verfahren auf ihre st6-
rungsfreie Anwendung Uberprift und gegebenenfalls opti-
miert haben.

Zur endgultigen Erstellung der standardisierten Verfahrens-
vorschrift kann es notwendig sein, Vorversuche mit einer
statistisch geeigneten Anzahl von Laboren durchzufihren.
Hierdurch sollen moégliche Stéreinflisse erfasst und die
Handhabbarkeit des Verfahrens getestet werden.

In der Verfahrensvorschrift muss in allen Details beschrieben
werden, wie die Analysenprobe zu préparieren und die Pri-
fung durchzufihren ist.

1.2 Gibt es fiir die geplante MVS spezielle Vorgaben?

Falls es fiir den betreffenden Bereich spezielle nationale, eu-
ropdische oder internationale Vorgaben bzw. Empfehlungen
zur Methodenvalidierung gibt, sind diese bei der Planung und
Durchfuhrung der MVS zu berucksichtigen. Solche Vorgaben
sind z. B. in folgenden, hier beispielhaft ausgewéahlten Berei-
chen in den jeweils aktuell gultigen Fassungen relevant:

¢ Pflanzenschutzmittel-Rickstande

— Analytical Quality Control and Method Validation Pro-
cedures for Pesticide Residues Analysis in Food and
Feed SANTE 11312/2021 [11]
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e Bereich Mykotoxine

— Durchfiihrungsverordnung (EU) 2023/2782 der
Kommission vom 14. Dezember 2023 zur Festlegung
der Probenahmeverfahren und Analysemethoden fir
die Kontrolle des Mykotoxingehalts von Lebensmitteln
und zur Aufhebung der Verordnung (EG) Nr. 401/2006
[10]

* Bereich Tierarzneimittel-Rickstédnde

— Durchfihrungsverordnung der KOM (EU) 2021/808
Uber Leistungskriterien fur Analysemethoden fir
Rucksténde pharmakologisch wirksamer Stoffe in zur
Lebensmittelerzeugung genutzten Tieren und Uber
die Auswertung von Ergebnissen sowie Uber die far
Probe [12]

* Bereich Mikrobiologie

— Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln —
Arbeitsvorschrift fur die Validierung alternativer Ver-
fahren (DIN EN 1SO 16140 [13] [9]).

In einigen Bereichen, in denen es noch keine der o. g. Vorga-
ben zur Validierung gibt, werden von den flr die MVS zustan-
digen AG Leitlinien zur Validierung erstellt (z. B. Leitlinien zur
Ringversuchs-Validierung von qualitativen real-time PCR-Me-
thoden). Diese Dokumente sind auf der Webseite des BVL hin-
terlegt und sollten bei der Validierung berticksichtigt werden:

https://www.bvl.bund.de/DE/Arbeitsbereiche/09_
Untersuchungen/01_Aufgaben/04_Amtliche_Sammlung_
Untersuchungsverfahren/untersuchungen_Sammlung
Untersuchungsverfahren_node.html [14].

1.3 Welche Matrices sind relevant?

Zu Beginn der Planungen der MVS ist festzustellen, fir welche
Matrices das Verfahren grundsatzlich geeignet ist und welche
dieser Matrices in der Praxis auf das betreffende Merkmal hin
untersucht werden. Vor diesem Hintergrund ist festzulegen, fur
welche Matrices oder Matrixgruppen das Verfahren validiert
werden soll und wie dieser Anwendungsbereich im Rahmen
der MVS méglichst effizient Uberpriift werden kann.

1.4 Welche Konzentrations- bzw. Gehaltsbereiche sind
relevant?

Es ist zu eruieren, welche Konzentrations- bzw. Gehaltsberei-
che des zu bestimmenden Merkmals in der Praxis angetroffen
werden und fir die rechtliche Beurteilung der jeweiligen Matri-
ces relevant sind. Insbesondere bei qualitativen Verfahren soll-
ten auch die analytischen Grenzen des Verfahrens (v. a. die
Nachweisgrenze) einbezogen werden. AuBerdem ist ggf. zu
berucksichtigen, dass sich die Nachweisgrenzen deutlich von
den rechtlich relevanten Konzentrations- und Gehaltsberei-
chen unterscheiden kénnen. In diesem Fall sollte unter Bertick-
sichtigung der rechtlichen Anforderungen ein Vorgehen zur Be-
stimmung der Nachweisgrenze festgelegt werden (z. B. durch
Einbeziehung von Standards oder Kontrollproben). Auf Grund-
lage dieser Uberlegungen ist festzulegen, fiir welchen Konzen-
trations- bzw. Gehaltsbereich das Verfahren validiert werden
solite und wie dieser Anwendungsbereich im Rahmen der
MVS méglichst effizient tberprift werden kann.

1.5 Welche Probenmaterialien sind fiir die MVS
geeignet?

Es sind Uberlegungen hinsichtlich Homogenitét und Stabilitat
von relevanten Probenmaterialien anzustellen. Diese sind bei
der Probenauswahl fiir die MVS zu beriicksichtigen. Erforder-
liche Homogenitats- und Stabilitdtsuntersuchungen werden
vor der Durchflihrung der MVS vorgenommen oder kénnen
ggf. in das Ringversuchsdesign integriert werden.
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1.6 Stehen ausreichend Ressourcen zur Durchfiihrung
der MVS zur Verfiigung?

Neben der Frage, was das Verfahren in der Praxis leisten soll,
mussen auch die zur Durchfiihrung verfugbaren Ressourcen
bericksichtigt werden. So kann es im Fall von Verfahren, die
eine Vielzahl von Analyten gleichzeitig erfassen kénnen oder
die zeit-, arbeits- und/oder kostenaufwendig sind, sinnvoll
sein, sich bei der Validierung vorerst auf die wichtigsten Leit-
analyten bzw. relevantesten Matrices zu beschrénken. Bei ei-
ner geringen Anzahl teilnehmender Labore kann auf ein or-
thogonales MVS-Design (faktoriell) unter variierenden
Laborbedingungen zuriickgegriffen werden [9] [6].

1.7 Welche Probemengen sollen an die Labore ver-
schickt werden?

Bei der Planung einer MVS ist festzustellen, welche Proben-
menge zur Durchfihrung der entsprechenden Untersuchun-
gen pro Labor benétigt wird.

In diesem Zusammenhang ist auch zu klaren, ob fir jede Be-
stimmung eine Einzelprobe versandt oder aus einer Probe eine
bestimmte Anzahl von Mehrfachbestimmungen durchgefihrt
wird. Einzelproben kénnen z. B. bei hygroskopischem Material
bzw. bei Material, das oxidiert oder flichtige Komponenten ver-
liert, sinnvoll sein. Einzelproben bieten sich auch dann an,
wenn Homogenitats- und Stabilitdtsuntersuchungen auf Basis
der Ringversuchsdaten durchgefiihrt werden sollen.

1.8 Sollen im Rahmen der MVS zusétzliche Proben mit
Konzentrationen bzw. Gehalten, die den Teilneh-
menden bekannt sind, an die Labore gesandt
werden?

Um den Laboren die Méglichkeit zu geben, ihre Vorgehens-
weise bei der Durchfuhrung des standardisierten Verfahrens
vorab zu Uberprifen, bietet es sich an, zuséatzliche Proben,
bei denen die Konzentrationen bzw. Gehalte bereits bekannt
sind, mit zu versenden. Dies kann bei Untersuchungsverfah-
ren, die besonders hohe Anforderungen an die Erfahrung der
Bearbeitenden stellen, sinnvoll sein.

1.9 Welche Anweisungen sollen die Labore erhalten?

Es ist sicherzustellen, dass alle Labore die Untersuchungen
fur die MVS in der vorgesehenen Art und Weise durchfihren.
Dazu sollten die Labore neben dem zu standardisierenden
Untersuchungsverfahren weitere Anweisungen zur Durchfiih-
rung der MVS erhalten. Dazu gehéren z. B.:

e Vorgaben zum Ringversuchsdesign (Wiederholanalysen,
Zeitrahmen)

* Genauigkeit der Angabe der Messergebnisse
* Abgabetermin der Messergebnisse

* Anweisungen zur Behandlung der Proben (z. B. Lichtaus-
schluss, Aufbewahrung im Kihlschrank)

1.10 Welche Informationen sollen in welcher Form von
den Laboren libermittelt werden?

Zur Abfrage aller fur die Auswertung der MVS notwendigen
Informationen sollten innerhalb der betreffenden AG einheitli-
che (elektronische) Tabellen oder Formblatter bzw. Online-
Eingabemasken festgelegt werden, die als Grundlage fur die
Ubermittlung der Untersuchungsergebnisse dienen. In diesen
sollten neben den Messergebnissen auch zuséatzliche Infor-
mationen, die fiir die Auswertung der MVS relevant sind (Me-
tadaten), abgefragt werden. Dazu gehdren z. B.:
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e Datum der einzelnen Analysen

* bei variablen Verfahrensabschnitten Informationen tber
die individuelle Vorgehensweise (z. B. Probeneinwaage,
Verdunnungen, Messbedingungen, verwendeter Gerate-
typ, Gerateeinstellungen)

* Nachweis- und Bestimmungsgrenzen sowie das zur Fest-
legung verwendete Verfahren

¢ ggf. Anmerkungen zu Problemen oder zu Abweichungen
von der Verfahrensvorschrift

2. Durchfiihrung der Methodenvalidierungsstudie

2.1 Design der MVS

Das Design der MVS richtet sich nach dem Ziel der MVS und
den fur die Methodenvalidierung zur Verfligung stehenden
Ressourcen.

2.1.1 Quantitative Verfahren
Fir quantitative Verfahren kénnen folgende Ringversuchsde-
signs zum Einsatz kommen:

a) MVS unter Einhaltung konstanter Laborbedingungen
(DIN 1SO 5725-2 [5])

b) MVS mit variierenden Laborbedingungen
(ISO 5725-3 [6])

c) MVS (Mikrobiologie) mit variierenden Laborbedingungen
eines nicht urheberrechtlich geschiitzten Verfahrens (mit
und ohne Bezug auf ein Referenzverfahren)

(DIN EN ISO 16140-5 [9])

Modifikationen und die Wahl anderer MVS-Designs sind zu-
lassig, wenn die analytische Fragestellung dies erfordert und
das BVL sowie die fur die betreffende MVS zustandige Ar-
beitsgruppe diesem Vorgehen zugestimmt haben.

2.1.1.1 Klassisches MVS-Design unter Einhaltung konstan-
ter Laborbedingungen

Klassische MVS auf Basis konstanter Laborbedingungen
sind ein weltweit anerkanntes Vorgehen zur Validierung von
Analysenverfahren. Unter konstanten Laborbedingungen wird
das Arbeiten unter Wiederholbedingungen nach 1SO 5725-1
[4] verstanden. Dabei werden durch Anwendung desselben
Verfahrens an identischen Proben im selben Labor durch die-
selbe bearbeitende Person mit derselben Gerateausristung
in kurzen Zeitabstédnden voneinander unabhéangige Untersu-
chungsergebnisse ermittelt.

Dabei ist darauf zu achten, dass bei der Durchfiihrung von Un-
tersuchungen unter Wiederholbedingungen das in der standar-
disierten Vorschrift beschriebene Untersuchungsverfahren im
Ganzen wiederholt wird. So ist bei der Validierung eines Ver-
fahrens, das die Aufarbeitung einer Probe flr eine anschlie-
Bende gerétetechnische Bestimmung beschreibt, die Aufarbei-
tung der Proben zu wiederholen. Die geréatetechnische
Bestimmung der Messwerte erfolgt im Anschluss je Aufarbei-
tung.

Die Zeitabstdnde zwischen den Wiederholuntersuchungen
sind so kurz zu halten, dass sichergestellt wird, dass die Er-
mittlung der Messergebnisse unter unverénderten Arbeitsbe-
dingungen stattfindet. Gleichzeitig ist zu vermeiden, dass sich
die Wiederholuntersuchungen gegenseitig beeinflussen.

Bei der Durchfiihrung einer MVS unter konstanten Laborbe-
dingungen ist zu berlcksichtigen, dass zur Ermittlung statis-
tisch abgesicherter Daten zur Vergleichprézision mindestens
acht ausrei3erfreie Datensatze von unterschiedlichen Labo-
ren zur Auswertung der MVS vorliegen (in Anlehnung an ISO
5725-1 [4] und AOAC Summary Statement of AOAC Recom-
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mendation for Design of a Collaborative Study Minimum Cri-
teria for Quantitative Study [15]).

2.1.1.2 MVS-Design mit variierenden Laborbedingungen

Die Validierung eines Verfahrens unter konstanten Laborbedin-
gungen beschreibt mit der Ermittlung der Wiederholprézision
die Variabilitat unter identischen und damit haufig nicht realisti-
schen Bedingungen. Im Laboralltag werden Messungen ggf.
auch an verschiedenen Tagen oder von unterschiedlichen Be-
arbeitenden realisiert, die dabei méglicherweise auf eine geén-
derte bzw. neu kalibrierte Gerateausristung zuriickgreifen. Um
dies zu beriicksichtigen, bietet sich die Durchfihrung einer
MVS mit variierenden Laborbedingungen an.

Die ISO 5725 sieht in Teil 3 [6] entsprechende alternative De-
signs (z. B. geschachtelt oder orthogonal) vor, die die Ermitt-
lung der Variabilitat des Untersuchungsverfahrens unter Inter-
medidrbedingungen zum Ziel haben. Dafiir werden bei der
Durchflihrung der MVS in den einzelnen Laboren gezielt be-
stimmte Faktoren wie z. B. die Bearbeitenden, die Kalibrie-
rung, die verwendeten Geréate oder das Zeitintervall zwischen
den Untersuchungen einer Probe variiert. In Tabelle 1 sind
Beispiele fir mdgliche Faktoren und entsprechende Faktor-
stufen aufgefiihrt. Zudem ermdglichen orthogonale Designs
eine effizientere Schatzung der Prazisionsparameter. Dies
bedeutet, dass das gleiche MaB an Zuverlassigkeit mit — im
Vergleich zu Kapitel 2 Abschnitt 2.1.1.1 — weniger teilneh-
menden Laboren erreicht werden kann.

Weitere Aspekte zu Vor- und Nachteilen der verschiedenen
MVS-Designs unter variierenden Laborbedingungen sind in
ISO 5725-3 [6] beschrieben.
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2.1.1.2.1 Geschachteltes MVS-Design mit variierenden
Laborbedingungen

Welche der in ISO 5725-3 [6] verfligbaren geschachtelten De-
signs (balanced fully-nested design, staggered-nested de-
sign, balanced partially-nested design) sinnvoll sind und An-
wendung finden sollten, wird je nach Fragestellung in den
AGs ggf. mit Unterstiitzung statistischer Fachkrafte abge-
stimmt. Geschachtelte MVS unter variierenden Laborbedin-
gungen sind so anzulegen, dass bei der Auswertung zur Er-
mittlung der Vergleichprazision mindestens acht aus-
reiBerfreie Datensatze von verschiedenen Laboren vorliegen
(in Anlehnung an 1SO 5725-1 [4]; die Norm sieht hier fur die
Anzahl einen Bereich von 8 bis 15 Laboren vor; ISO 5725-3
[6] gibt eine Anzahl von 4 bis 15 Laboren vor, wobei eine Min-
destanzahl von vier Laboren in der Regel nur mit orthogona-
len MVS-Designs realisiert werden kann).

Im Rahmen der Versuchsplanung sind zur Bestimmung der
Wiederholprazision mindestens zwei Untersuchungen unter
konstanten Laborbedingungen durchzuflihren. Zur Ermittlung
der Variabilitdt des Verfahrens unter den vorher festgelegten In-
termediarbedingungen (z. B. weitere bearbeitende Person, an-
derer Messtag) ist in jedem teilnehmenden Labor mindestens
eine weitere Untersuchung der gleichen Probe unter Variation
des entsprechenden Faktors (z. B. zweiter Messtag) notwendig.

Die Variation einzelner Faktoren ist vor der Durchfihrung einer
solchen MVS klar zu definieren und in den Anweisungen fiir
die teilnehmenden Labore genau zu beschreiben.

Abbildung 2 ist ein Beispiel fur ein abgestuft-geschachteltes De-
sign far Untersuchungen im Rahmen einer MVS unter Einhal-
tung variierender Laborbedingungen schematisch dargestellt.

Tabelle 1: Beispiele fiir Faktoren mit mdglichem Einfluss auf das Messergebnis und dazugehoérige Faktorstufen

Faktor beispielhafte Faktorstufen

Bearbeitende

unterschiedliche Erfahrung der Bearbeitenden mit dem Untersuchungsverfahren

Gerat unterschiedliche Chromatographiesaulen oder Detektoren

Material

unterschiedliche Materialchargen oder Hersteller

Umgebungsbedingungen Klimatisierung des Labors
Kalibrierung Geréatekalibrierung
Matrix unterschiedliche Matrixvariationen aus der zu validierenden Warengruppe

Probenhandling

unterschiedliche Behandlung der Proben vor der Untersuchung

Zeit zwischen zwei Verfahrensschritten

Zeit zwischen Probenextraktion und Messung

Zeit zwischen den Untersuchungen

Untersuchung zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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2.1.1.2.2 Orthogonales MVS-Design mit variierenden Labor-
bedingungen

Bei der Durchflihrung von MVS mit konstanten oder variieren-
den Laborbedingungen im geschachtelten Design werden
mindestens acht Labore benétigt (in Anlehnung an ISO 5725-1
[4]), um eine ausreichende Sicherheit der Prazisionsdaten
sicherzustellen. Falls nach AusreiBereliminierung weniger als
acht Datensatze zur Verflgung stehen, sind mit diesen MVS-
Designs keine statistisch abgesicherten Préazisionsdaten zu
ermitteln [4] [6].

Eine weitere Méglichkeit zur Durchfiihrung einer MVS unter va-
riierenden Laborbedingungen bietet das orthogonale Ver-
suchsdesign nach 1ISO 5725-3 [6]. Dieses Design bietet die
Mdglichkeit, statistisch abgesicherte Prézisionsdaten bereits
ab vier teilnehmenden Laboren zu ermitteln (die ISO 5725-3 [6]
spricht von typischerweise 4 bis 15 teilnehmenden Laboren bei
ausgewahlten Versuchsdesigns). Bei der Planung missen in
einem orthogonalen Versuchsdesign Verfahrensschritte (z. B.
Probenaufarbeitung, Extraktion, Kalibrierung, Messung) fest-
gelegt werden, bei denen davon ausgegangen werden kann,
dass sie die Prézisionsdaten beeinflussen kénnen. Im An-
schluss wird aus jedem dieser Verfahrensschritte ein Faktor
ausgewahlt, der bei der Durchfiihrung der MVS variiert wird.

Ein beispielhaftes orthogonales Versuchsdesign (nach 1SO
5725-3) ist in Tabelle 3 dargestellt. Die Grundlage fir dieses
Design bildet das ,balanced partially-nested design“ (Tabelle
2), bei welchem verschiedene Faktoren, die einen Einfluss
auf das Messergebnis haben, gezielt variiert werden. Durch
diese systematische Erfassung der relevantesten im Labor
auftretenden Effekte und deren Auswirkung auf die Vergleich-
prazision, ist es mdglich, bei gleichbleibender statistischer
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Sicherheit der Prazisionsdaten die Anzahl der teiinehmenden
Labore auf mindestens vier zu reduzieren, ohne die statisti-
sche Zuverlassigkeit der ermittelten Prézisionsdaten einzu-
schrénken.

Im Vergleich zum ,balanced partially-nested design“ (Tabelle 2)
ist bei einem orthogonalen MVS-Design (Tabelle 3) der Auf-
wand (,workload”) fur die teilnehmenden Labore reduziert
(hier um 50 %), ohne dass die Zuverlassigkeit der berechne-
ten Prazisionsdaten beeintrachtigt wird. Dies geschieht durch
gezieltes Weglassen bestimmter Zeilen im Versuchsplan.

Die Reliabilitat der mit dem orthogonalen MVS-Design erhal-
tenen Prézisionsdaten hangt von der Auswahl geeigneter und
relevanter Faktoren ab. Grundsétzlich kdnnte eine MVS auch
mit Faktoren realisiert werden, die in keinerlei Beziehung zu
den Messungen stehen. Jedoch ist insbesondere dann, wenn
die acht Messungen des jeweiligen Labors kurz hintereinan-
der durchgefuhrt werden, die Reliabilitdt oft schlechter als
erwartet. Die allgemeine Vorgehensweise zur Bestimmung
der Reliabilitdit anhand des relativen Standardfehlers ist in
ISO 5725-3 [6] beschrieben.

2.1.1.2.3 Auswahl des Designs

Die mit der Planung der MVS betrauten Versuchsleitenden
entscheiden in Abstimmung mit der jeweiligen AG und ggf.
mit Unterstutzung statistischer Fachkréfte, in welchem De-
sign die MVS durchgefiihrt werden soll (Tabelle 4).

Bei dieser Entscheidung sind neben dem Ziel der MVS und
den verfligbaren Ressourcen auch ékonomische Gesichts-
punkte und Aspekte der Nachhaltigkeit (z. B. Probenversand,
Anzahl teilnehmender Labore) zu beriicksichtigen.

Labor i

Probe j

Faktorstufe 1
(z.B. Tag 1)

Faktorstufe 2
(z. B. Tag 2)

Untersuchung 1

Untersuchung 2

Untersuchung 3

Ergebnis 1

Ergebnis 2

Ergebnis 3

Wiederholbedingungen

Intermediarbedingungen

Abbildung 2: Beispieldesign fiir die einzelnen teilnehmenden Labore fiir eine MVS mit variierenden Laborbedingungen
(abgestuft-geschachteltes Design)
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Tabelle 2: Beispieldesign fiir die einzelnen teilnehmenden Labore fiir eine MVS mit variierenden Laborbedingungen
(balanced partially-nested design)

Labor A: Matrix B: Bearbeitende | C: Lagerung des D: SPE-Séaule Ergebnisse’)
a: Matrix 1 Person Extraktes a: Hersteller 1
b: Matrix 2 a: fuhrt Verfahren a: sofortige b: Hersteller 2
routinemaBig Messung
durch b: 24 h Lagerung
b: hat keine des Extraktes
routinemaBige bis zur Messung
Erfahrung
i a a a a Vi Y2
i a a a b Vi, Vs
i a a b a Vi, Y2
i a a b b i, Vs
i a b a a i, Vs
i a b a b i, Vs
i a b b a i, Vs
i a b b b Vi Y2
i b a a a Vi, Y2
i b a a b Vi, Y2
i b a b a Vi Y2
i b a b b Vi Y2
i b b a a Vi, Y2
i b b a b Vi, Vs
i b b b a Vi, Vs
i b b b b Vi, Y2

" Die ausflhrliche Beschriftung der Ergebnisse wére wie in folgendem Bsp.: y;,ppa1

Tabelle 3: Beispiel fiir ein orthogonales Design fiir eine MVS mit fiinf Faktoren
(Labor, Matrix, bearbeitende Person, Lagerung, SPE-Saule) Design (mit 2 Replikaten)

Labor A: Matrix B: Bearbeitende | C:Lagerung des D: SPE-Séaule Ergebnisse’
a: Matrix 1 Person Extraktes a: Hersteller 1
b: Matrix 2 a: fahrt Verfahren a: sofortige b: Hersteller 2
routinemanig Messung
durch b: 24 h Lagerung
b: keine des Extraktes bis
routinemaBige zur Messung
Erfahrung
i a a a a Vi, Y2
i a a b b ViV
i a b a b Vi Y2
i a b b a Vi Y2
i b a a b Vi, Y2
i b a b a Yi:Y2
i b b a a Vi, Y2
i b b b b Vi, Y2

" Die austhrliche Beschriftung der Ergebnisse ware wie in folgendem Bsp.: ¥;,ppa1
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Tabelle 4: Ubersicht moéglicher MVS-Designs

klassisches geschachteltes orthogonales
MVS-Design MVS-Design MVS-Design
Variation Variation
Laborbedingungen konstant mehrerer Faktoren mehrerer Faktoren

(geschachtelt) (orthogonal)
Mindestanzahl ausreiBerfreier Datensétze 8 8 4
Vergleichstandardabweichung sy v v v/
Information zur | Wiederholstandardabweichung s, 4 4 4

Verfahrens-

prézision Laborstandardabweichung s, 4 4 4
Intermediérstandardabweichung s, 4 v v

2.1.2 MVS-Design in der Mikrobiologie

Die Normenreihe DIN EN ISO 16140 umfasst verschiedene
Méglichkeiten zur Validierung oder Verifizierung von Prifver-
fahren in der Mikrobiologie der Lebensmittelkette. Sie ist fir
die Validierung von Verfahren zur Analyse (Nachweis oder
Quantifizierung) von Mikroorganismen, insbesondere Bakte-
rien und Pilzen, in folgenden Probenarten anwendbar:

* Erzeugnisse, die fir den menschlichen Verzehr vorge-
sehen sind,

* Erzeugnisse, die als Futtermittel vorgesehen sind,

* Umgebungsproben im Bereich der Herstellung und
Handhabung von Lebens- und Futtermitteln,

* Proben aus dem Bereich der Priméarproduktion.

Fir die Durchfiihrung einer Verfahrensvalidierung im Rahmen
eines Ringversuchs sind insbesondere die DIN EN ISO 16140-2
[8] und DIN EN ISO 16140-5 [9] relevant. Die Normenreihe
richtet dabei ihren Fokus auf die Validierung von alternativen
(urheberrechtlich geschutzten (Teil 2) bzw. nicht urheber-
rechtlich geschitzten (Teil 5)) Verfahren anhand von Refe-
renzverfahren. Diese Art der Validierung liegt nicht im Aufga-
benbereich der ASU, die ihren Schwerpunkt in der Vali-
dierung von vereinheitlichten Messverfahren (entsprechend
ISO 5725) hat. Die DIN EN ISO 16140-5 [9] verwendet Ar-
beitsvorschriften auf der Grundlage von orthogonal faktoriel-
len Untersuchungen und bietet als eine mdgliche Option — je-
doch nur fur quantitative Verfahren — die Verfahrensvali-
dierung ohne Bezug auf ein Referenzverfahren, welche sich
aber letztendlich an dem MVS-Design der ISO 5725-3 [6] ori-
entiert. Auch hier erfolgt, analog zum orthogonalen MVS-De-
sign nach 1ISO 5725-3 [6], die Verfahrensvalidierung bestimm-
ter Parameter.

2.2 Auswahl der Labore

Der Kreis der teilnehmenden Labore wird im Rahmen der
Planung der MVS durch die AG festgelegt. Hierbei ist zu be-
rucksichtigen, dass die teilnehmenden Labore sowohl fach-
lich qualifiziert als auch technisch entsprechend ausgerustet
sind.

Sowohl bei MVS mit klassischem Design als auch bei MVS mit
geschachteltem Design (mit variierenden Laborbedingungen)
mussen zur statistischen Auswertung nach DIN ISO 5725-2 [5]
von mindestens acht Laboren valide Ergebnisse vorliegen
(nach AusreiBereliminierung), um die Unsicherheit der damit
ermittelten Prazisionsdaten in einem akzeptablen Rahmen zu

halten. Daher empfiehlt sich die Teilnahme von mindestens
zehn Laboren.

2.3 Materialien und Proben

Die mit der Planung der MVS betrauten Versuchsleitenden
sind dafir verantwortlich, dass den teilnehmenden Laboren
geeignete Proben zur Durchfihrung der MVS bereitgestellt
werden. Dazu sind Uberlegungen beziiglich der Probenaus-
wahl und auch Untersuchungen zur Prifung der Homogenitat
und Stabilitdt erforderlich, sofern hier nicht auf zertifizierte
Referenzmaterialien zurtickgegriffen werden kann.

2.3.1 Auswahl

Die in der MVS zu untersuchenden Proben miissen reprasen-
tativ fur die analytische Fragestellung sein und die relevanten
Konzentrations- bzw. Gehaltsbereiche und Matrices abde-
cken. Besteht aufgrund des Umfangs der analytischen Frage-
stellung nicht die Mdglichkeit, alle betreffenden Merkmale
bzw. Analysenparameter in der MVS zu untersuchen, mus-
sen entsprechende, aus Sicht der AG besonders relevante
Leitanalyten ausgewéhlt werden, die den in Frage kommen-
den Anwendungsbereich des zu testenden Untersuchungs-
verfahrens bestmdglich abdecken.

Soll mit der MVS ein gréBerer Konzentrations- bzw. Gehalts-
bereich abgedeckt werden, sind unterschiedliche Merkmalni-
veaus zu untersuchen, die diesen Bereich in geeigneter
Weise reprasentieren. Ist auf Grund von Rechtsvorschriften
eine bestimmte Konzentration bzw. ein bestimmter Gehalt re-
levant, sollte der zu untersuchende Bereich zwischen dem
0,5- bis 1,5-fachen der relevanten Konzentration bzw. des re-
levanten Gehalts liegen. Damit wird ermdglicht, dass die
Messunsicherheit in statistisch abgesicherter Form (siehe
hierzu das Kapitel der asymmetrischen Messunsicherheit in
ISO/TS 23471 [16] ermittelt werden kann. Sehen Rechtsvor-
schriften z. B. eine Nulltoleranz der Analyten vor oder sind
mindesteinzuhaltende Bestimmungsgrenzen gefordert, so
muss die Konzentration bzw. der Gehalt des Untersuchungs-
materials so ausgewdahlt werden, dass eine laboribergrei-
fende Bestimmungsgrenze ermittelt werden kann.

Die Anzahl der zu untersuchenden Proben orientiert sich ne-
ben dem Umfang des relevanten Konzentrations- bzw. Ge-
haltsbereichs auch an der Vielfalt der Matrices, fir die das
Untersuchungsverfahren im Rahmen der MVS validiert wer-
den soll. Nach den Vorgaben der ISO 5725-1 [4] bzw. den
AOAC-Kriterien [15] werden mindestens finf Matrices emp-
fohlen. Die Mindestzahl hangt allerdings auch von der Art des
Verfahrens ab:
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e Sollen im Rahmen der MVS Préazisionsdaten fiir eine be-
stimmte Matrix ermittelt werden, sollten so viele Proben
dieser Matrix ausgewahlt werden wie erforderlich sind,
um den interessierenden Konzentrations- bzw. Gehalts-
bereich abzudecken. Wenn eine funktionelle Beziehung
zwischen Konzentration bzw. Gehalt einerseits und den
Prazisionsdaten andererseits erhoben werden soll,
sollten hierflir mindestens vier Proben untersucht werden.
Ansonsten sind ggf. auch zwei bis drei Proben aus-
reichend.

* Istes hingegen das Ziel der MVS, das Untersuchungsver-
fahren fur eine bestimmte Produktgruppe (vertikales Ver-
fahren; z. B. Backwaren) zu validieren, sollten mindestens
vier Matrices aus dieser Gruppe ausgewahlt werden, die
die Variabilitdt der Matrixzusammensetzung (wie z. B.
den Fettgehalt) beispielhaft abbilden.

* Falls die MVS jedoch eine gro3e, inhomogene Gruppe an
Matrices abdecken soll, um ein mehrere Produktgruppen
umfassendes horizontales Verfahren (z. B. fir Lebensmit-
tel allgemein) zu validieren, sollte eine Untersuchung von
mindestens acht stellvertretenden und fachlich relevanten
Matrices erfolgen.

Bei der Auswahl der Proben sollte gewachsenes homogenes
Material mit méglichst langer Lagerfahigkeit bevorzugt wer-
den. Da auch die Richtigkeit (ISO 5725-3 [6], ISO 5725-4 [7])
ein wichtiges Charakteristikum des Untersuchungsverfahrens
darstellt, sollten daneben auch zertifizierte Referenzmateria-
lien oder andere Proben mit bekannten Konzentrationen bzw.
Gehalten im Rahmen der MVS untersucht werden. Steht we-
der gewachsenes Material noch geeignetes Referenzmaterial
zur Verfligung, kann entsprechendes Untersuchungsmaterial
durch Dotierung hergestellt werden. Die Richtigkeit, geman
ISO 5725-1 [4] definiert als der Grad der Ubereinstimmung
zwischen dem aus einer Reihe von Prifergebnissen erhalte-
nen Durchschnittswert und einem anerkannten Referenzwert,
wird im Allgemeinen in Form des Bias (systematische Abwei-
chungskomponente) ausgedriickt. Im Rahmen einer MVS
wird der Bias als (relative) Differenz zwischen dem Gesamt-
mittelwert und der wahren Konzentration bzw. dem wahren
Gehalt ausgedrickt. Bei dem wahren Wert handelt es sich
idealerweise um einen Wert, der unter Verwendung von (zer-
tifizierten) Referenzmaterialien bestimmt wurde. Wenn dieser
nicht verfigbar ist, kann ein zugewiesener Wert aus einer
Eignungsprifung oder einer Kooperationsstudie herangezo-
gen werden. Falls dies ebenfalls nicht méglich ist, so kénnen
Proben mit bekannten Konzentrationen bzw. Gehalten (idea-
lerweise Blankmaterial) dotiert/aufgestockt werden. Richtig-
keit und Wiederfindung werden haufig synonym verwendet,
stellen aber nicht denselben Parameter dar, da das Maf fur
die Richtigkeit als Bias ausgedrickt wird. Bias und Wiederfin-
dung korrelieren wie folgt miteinander:

Bias (%) = Wiederfindung (%) - 100 % [17]. Es ist auch zu be-
achten, dass der Begriff der Wiederfindung in manchen Ar-
beitsgruppen im Kontext einer Extraktion gebraucht wird, sich
also auf den tatsachlich extrahierten Anteil des Analyten be-
zieht, wahrend sich der Bias in der Regel auf das Endergeb-
nis bezieht.

Um den Einfluss unterschiedlicher Verfahrensschritte zu er-
mitteln, kdnnen im Rahmen der MVS auch Probenextrakte
oder matrixangepasste Standardlésungen untersucht wer-
den. Die daraus resultierenden Ergebnisse dienen lediglich
der Information und kénnen die Messergebnisse von Proben,
die vollstdndig geméaB der standardisierten Prifvorschrift
analysiert wurden, nicht ersetzen.
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Bei der Beschaffung von Probenmaterial ist sicherzustellen,
dass die Probenmenge fir die MVS sowie die Homogenitats-
und Stabilitatstests ausreicht und eine Reserve vorrétig ge-
halten werden kann.

2.3.2 Homogenitatstests

In einer MVS ist es wichtig, dass alle teiinehmenden Labore
gleichartiges (homogenes) Probenmaterial zur Verfiigung ge-
stellt bekommen, um die Vergleichbarkeit der Messergeb-
nisse zu gewéhrleisten.

Dabei kdénnen die Homogenitatsuntersuchungen entweder
vor dem Versand des Probenmaterials in einem Labor erfol-
gen oder ggf. alternativ im Ringversuchsdesign berticksichtigt
werden.

2.3.2.1 Separate Homogenitatsuntersuchungen

(vor Versand des Probenmaterials)
Von den Aliquots, die fiir die MVS vorbereitet wurden, werden
je Probenmaterial zufallig zehn Aliquots ausgewdhlt und in
Doppelbestimmung unter Wiederholbedingungen analysiert
(Mindestanforderung geman ISO 13528:2022 [18], sofern
keine Erfahrungen fir derartiges Probenmaterial aus voran-
gegangenen Homogenitatstests vorliegen).

Mittels des Cochran-Tests wird Uberpruft, ob es statistisch si-
gnifikante Abweichungen (zum 1 % Niveau) zwischen zwei
Messwerten innerhalb eines Aliquots gibt (Empfehlung der
ISO 13528:2022 [18] Abschnitt B.2.1 c)). Als AusreiBer iden-
tifizierte Aliquots werden fiir das betroffene Merkmal bei den
folgenden statistischen Berechnungen nicht bericksichtigt.

Ein Probenmaterial gilt hinsichtlich des interessierenden
Merkmals als hinreichend homogen, wenn in Anlehnung an
ISO 13528:2022 Abschnitt B.2.2 [18] die Standardabwei-
chung zwischen den Proben ss nicht gréBer als das 0,3-fache
der zu erwartenden Vergleichstandardabweichung sy ist.
Hierbei ist gleichzeitig sicherzustellen, dass die Wiederhol-
standardabweichung aus dem Homogenitatstest nicht mehr
als 50 % der zu erwartenden Vergleichstandardabweichung
entspricht, da ansonsten eine mdgliche Heterogenitat des
Probenmaterials unerkannt bleiben kénnte.

Gibt es keine Kenntnis Uber die zu erwartende Vergleichstan-
dardabweichung, da diese im Allgemeinen nicht vorab be-
kannt ist, kann stattdessen die (ggf. nach Thompson modifi-
zierte) Horwitzstandardabweichung [19] herangezogen
werden.

Kann eine Heterogenitat des Untersuchungsmaterials trotz
aller Sorgfalt nicht vermieden werden, muss diese bei der sta-
tistischen Auswertung in geeigneter Weise berlcksichtigt
werden. So kann die Vergleichstandardabweichung sz um
die Standardabweichung zwischen den Proben s, bereinigt
werden.

Weitere Vorgehensweisen zur Homogenitatsprifung sind in
der ISO 13528:2022 [18] beschrieben.

2.3.2.2 Im Ringversuchsdesign integrierte Homogenitats-
untersuchungen

Um die Homogenitét des Probenmaterials direkt im Ringver-

such von den teilnehmenden Laboren mit zu prifen, kann das

Ringversuchsdesign wie folgt adaptiert werden (Beschrei-

bung zweier Minimaldesigns):

(1) Je Labor werden an einem Untersuchungstag zwei
Aliquots untersucht, von denen Aliquot 1 in Doppelbe-
stimmung unter Wiederholbedingungen sowie Aliquot 2 in
Einfachbestimmung untersucht wird. Auf Basis der Er-
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gebnisse von Aliquot 1 kann die Wiederholstandardab-
weichung ermittelt werden und auf Basis der laborweisen
Unterschiede zwischen Aliquot 1 und 2 (abzlglich der
Wiederholstandardabweichung) die Standardabweichung
zwischen den Proben ss. Dieses Design entspricht genau
genommen einem abgestuft-geschachtelten Versuchsde-
sign mit dem Faktor "Aliquot" und lasst sich vor allem bei
klassischen MVS mit konstanten Laborbedingungen gut
umsetzen.

Die statistische Bewertung der Homogenitat erfolgt
analog der in Kapitel 2 Abschnitt 2.3.2.1 beschriebenen
Vorgehensweise.

(2) Wurde von vornherein ein (abgestuft-)geschachteltes Ver-
suchsdesign gewahlt, bei dem die Untersuchungen an
zwei unterschiedlichen Tagen unter ansonsten kon-
stanten Laborbedingungen durchgefiuhrt werden, kann
die Homogenitat des Probenmaterials auch wie folgt un-
tersucht werden: An Untersuchungstag 1 wird ein Aliquot
in Doppelbestimmung unter Wiederholbedingungen
analysiert, an Untersuchungstag 2 werden zwei Aliquots
jeweils in Einfachbestimmung analysiert.

Bei hinreichend homogenem Probenmaterial ist zu er-
warten, dass es zwischen der Varianz der Doppelbe-
stimmung an Tag 1 (innerhalb eines Aliquots) und der Va-
rianz zwischen den zwei Aliquots an Tag 2 keine
Unterschiede gibt. Die statistische Uberpriifung erfolgt
mittels F-Test zum 5-%-Signifikanzniveau (in Anlehnung
an 1ISO 13528:2022 B.2.4 a) [18]).

2.3.3 Stabilitat

Es ist sicherzustellen, dass die Proben bis zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung der Messungen unverandert bleiben.

Hierzu sind der Zeitraum der MVS und die Anweisungen zu
den Lagerbedingungen des Probenmaterials bis zur Untersu-
chung so festzulegen, dass unter diesen Voraussetzungen
von einer ausreichenden Stabilitdt des Materials und der Ana-
lyten ausgegangen werden kann.

Bei bestimmten Proben (z. B. oxidationsanfallige, fliichtige
Komponenten oder stark hygroskopische Proben) kann es
sinnvoll sein, mehrere einzeln abgepackte Aliquots des Pro-
benmaterials zu versenden.

Kdénnen Veréanderungen des Untersuchungsmaterials trotz al-
ler Sorgfalt nicht vermieden werden, miissen diese bei der
statistischen Auswertung in geeigneter Weise berticksichtigt
werden (z. B. nach 1ISO 13528:2022 Abschnitt B.5.3 [18]).

Im Allgemeinen kénnen Stabilitdtsuntersuchungen — falls er-
forderlich — von einem Labor erfolgen oder alternativ im Ring-
versuchsdesign bericksichtigt werden.

2.3.3.1 Separate Stabilitdtsuntersuchungen
(in einem Labor)

Um eine ausreichende Stabilitdt belegen zu kénnen, sollte
das Probenmaterial bei strikter Einhaltung der vorgeschriebe-
nen Lagerbedingungen in regelmafigen Intervallen von ei-
nem Labor analysiert werden. Diese Stabilitdtsuntersuchun-
gen sollten vorzugsweise von dem Labor durchgefihrt
werden, welches auch die Homogenitédtsuntersuchungen
(falls erfolgt) durchgefiihrt hat. Vorgehensweisen zur Stabili-
tatspriifung sind z. B. in der ISO 13528:2022 und dem "Inter-
national Harmonized Protocol for the Proficiency Testing of
Analytical Chemistry Laboratories" beschrieben [18] [19]. Der
Homogenitétstest kann als erster Punkt in der Messserie des
Stabilitatstests angesehen werden.
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In Anlehnung an ISO 13528:2022 [18] kann ein Material als
stabil angesehen werden, wenn die absolute Differenz zwi-
schen dem Gesamtmittelwert der Messungen der Homogeni-
tatsstudie (bzw. dem Gesamtmittelwert, der in der Untersu-
chung vor dem Probenversand erzielt wurde) y, und dem
Gesamtmittelwert der Stabilitdtsstudie y, nicht gréBer als
das 0,3-fache der zu erwartenden Vergleichstandardabwei-
chung sg ist (I¥,-¥,1<0,3 sz). Falls sz nicht bekannt ist,
kann die (ggf. nach Thompson modifizierte) Horwitz-Stan-
dardabweichung herangezogen werden [19].

2.3.3.2 Im Ringversuchsdesign integrierte Stabilitats-
untersuchungen

Liegt ein (abgestuft-)geschachteltes Ringversuchsdesign vor,
bei dem die Messungen an zwei unterschiedlichen Tagen (mit
mindestens funf Tagen Abstand) durchgefliihrt wurden, ist es
mdglich, Rickschlisse von den MVS-Ergebnissen auf die
Stabilitdt der Proben zu ziehen. Auf Basis der laborweisen
Differenzen zwischen dem (Mittel-)Wert von Untersuchungs-
tag 1 und dem (Mittel-)Wert von Untersuchungstag 2 wird fir
jedes Probenmaterial eine mittlere Abweichung der Mess-
werte zwischen den beiden Untersuchungstagen relativ zum
Gesamtmittelwert gebildet. Ein negativer Wert bedeutet hier-
bei eine Abnahme der Konzentration bzw. des Gehalts, ein
positiver Wert eine Zunahme. Von einer statistisch signifikan-
ten Ab- bzw. Zunahme flr ein Probenmaterial muss dann
ausgegangen werden, wenn (gemaf t-Test) die maximal zu-
lassige relative Abweichung Uberschritten ist (= 2 x Standard-
fehler der mittleren Abweichung; entspricht einem Signifi-
kanzniveau von 5 %).

3. Durchfithrung der MVS

3.1 Probenversand

Beim Versand der Proben ist sicherzustellen, dass das Pro-
benmaterial unbeschadigt und unter Einhaltung der im Hin-
blick auf dessen Stabilitat erforderlichen Bedingungen bei
den Teilnehmenden der MVS eintrifft.

Die Teilnehmenden sind rechtzeitig Gber den Probenversand
und das voraussichtliche Eintreffen der Proben in ihrem Labor
zu informieren.

Bei der Bezeichnung der Proben ist darauf zu achten, dass
die Teilnehmenden der MVS keine Riickschllisse auf den Ge-
halt bzw. die Konzentration der zu untersuchenden Analyten
ziehen kénnen. Eine Codierung der zu versendenden Proben
ist hierbei sinnvoll.

3.2 Unterlagen fiir Teilnehmende der MVS

Allen Teilnehmenden der MVS missen spatestens mit dem

Probenversand Unterlagen bereitgestellt werden, aus denen

die folgenden Informationen hervorgehen:

* Ansprechperson wahrend der Durchfihrung der MVS

* Abgabetermin der Ergebnisse

e detaillierte Vorschrift zur Durchfiihrung der MVS

* zu validierende standardisierte Prifvorschrift des Unter-
suchungsverfahrens

* Anweisungen zur Behandlung und Lagerung des
Probematerials

* Anweisungen zur Datenlbermittlung

3.3 Ergebnisubermittiung

Idealerweise sollten die Daten elektronisch mittels eines ge-
eigneten Moduls (bertragen werden, damit diese ohne Uber-
mittlungsfehler bspw. in eine Software zur statistischen Da-
tenauswertung importiert werden kénnen.
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Es ist festzulegen, mit welcher Genauigkeit die Messergeb-
nisse Ubermittelt werden sollen und wie mit Ergebnissen un-
terhalb der Nachweis- und Bestimmungsgrenze umzugehen
ist. Bei der Durchflihrung einer MVS zur Ermittlung der Ver-
fahrensprazision ist es in der Regel sinnvoll, eine Dezimal-
stelle mehr anzugeben, als in der Praxis fir diese Analysen-
daten Ublich ware. Ergebnisse unterhalb der Nachweis- und
Bestimmungsgrenze sollten bevorzugt als Zahlenwert mit

Statistik August 2024 Seite 11

dem entsprechenden Hinweis auf die Nachweis- und Bestim-
mungsgrenze Ubermittelt werden.

Neben der mit dem standardisierten Untersuchungsverfahren
ermittelten Messdaten sollten im Rahmen der MVS auch wei-
tere laborspezifische Informationen abgefragt werden, die bei
Auswertung der MVS bzw. bei Bewertung des zu validieren-
den Untersuchungsverfahrens relevant sein kénnten (vgl. Ka-
pitel 2 Abschnitt 1.10).
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Kapitel 3 Auswertung von Methodenvalidi-
erungsstudien fir quantitative
Untersuchungsverfahren

Die statistische Auswertung der im Rahmen der MVS erhobe-
nen Messergebnisse erfolgt in Abh&ngigkeit von dem gewahl-
ten MVS-Design und nach Prufung der jeweiligen Vorausset-
zungen entsprechend den in Kapitel 2 Abschnitt 2.1.1
aufgeflihrten Normen.

Falls die Daten einer im klassischen Design durchgefiihrten
MVS die Voraussetzungen fiir die Auswertung insbesondere
nach DIN ISO 5725-2 [5] nicht erflillen, aber aus fachlicher
Sicht fur das jeweilige Untersuchungsverfahren plausibel er-
scheinen, kann im Ausnahmefall eine Auswertung mit ent-
sprechenden robusten Verfahren z. B. gemaf DIN 38402-45
[20], ISO 13528:2022 [18] oder DIN ISO 5725-5 [21] erfolgen.

Modifikationen und die Wahl anderer statistischer Modelle zur
Auswertung der MVS sind zuldssig, wenn die analytische Fra-
gestellung dies erfordert und das BVL sowie die fiir die betref-
fende MVS zustandige Arbeitsgruppe diesem Vorgehen zu-
gestimmt haben.

1. Klassisches MVS-Design und geschachteltes
MVS-Design mit variierenden Laborbedingungen

1.1 Eliminierung ungiiltiger Ergebnisse und Plausibili-
tatspriufung der Daten

Bei der Ubermittlung der Ergebnisdatensétze werden die Be-
merkungen der teilnehmenden Labore auf Hinweise zu Modifi-
kationen des Untersuchungsverfahrens geprift. Falls solche
vorgenommen wurden, ist zu bewerten, inwieweit diese Modifi-
kationen geringfligig sind und die Durchflihrung prinzipiell dem
Untersuchungsverfahren entspricht oder ob es sich dabei um
eine klare Abweichung von der Verfahrensvorschrift handelt.
Ergebnisse, die unter einer fachlichen Anderung der Verfah-
rensvorschrift gewonnen wurden, sind vor der weiteren Pri-
fung und Auswertung der Daten zu eliminieren. Genauso ist
mit Ergebnissen von Laboren zu verfahren, die von geratetech-
nischen Problemen berichten, die im Zeitraum der MVS aufge-
treten sind und die Ergebnisse beeinflusst haben kénnten.

Vor Beginn der Auswertungen werden die MVS-Daten auf
auffallige Messwerte hin Uberprift. Entsprechende Vorge-
hensweisen sind den unter Kapitel 2 Abschnitt 2.1.1 genann-
ten Normen zu entnehmen. Bei gro3en und uniibersichtlichen
Datenséatzen kann es zur Aufdeckung von auffélligen Mess-
werten sinnvoll sein, im ersten Schritt eine robuste Auswer-
tung der Ergebnisdatensétze durchzuflihren.

Die betreffenden Labore werden Uber die Feststellung von
Auffélligkeiten informiert und gebeten, sowohl die angegebe-
nen Messwerte als auch die jeweiligen Analysebedingungen
genau zu prifen.

Sollte sich bei der Priifung herausstellen, dass ein Fehler bei
der Ergebnisberechnung oder Datenlbermittlung vorlag, kén-
nen die Ubermittelten Messwerte korrigiert werden. Ist dies
nicht der Fall, sind die Analysebedingungen genau zu erfas-
sen, zu bewerten und ggf. im Kontext der Ergebnisse weiterer
Proben bzw. Analyten zu betrachten, um eine sachgerechte
AusreiBBerprifung gewahrleisten zu kdnnen.

Im Fall, dass ein Labor deutlich abweichend von der Metho-
denvorschrift gearbeitet hat, werden die zugehérigen Ergeb-
nisse bereits vorab ausgeschlossen.
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1.2 AusreiBerpriifung und -eliminierung

Im Rahmen der AusreiBBerprufung wird getestet, ob zum einen
die Varianzen der Labore anndhernd gleich sind und ob zum
anderen systematische Fehler die Mittelwerte beeinflussen.

Fir den Vergleich der Varianzen wird die Mandels k-Statistik
herangezogen und der Cochran-Test angewandt. Falls die
MVS unter variierenden Laborbedingungen durchgefuhrt
wurde, werden fur jede Probe sowohl die Varianzen, die unter
konstanten Laborbedingungen gewonnen wurden, als auch
die Varianzen zwischen den variierten Laborbedingungen auf
AusreiBer gepruft. Hierbei ist zu beachten, dass die Mandels
k-Statistik deutlich empfindlicher auf abweichende Werte
reagiert und sich besonders gut fir eine grafische proben-
Ubergreifende (und je nach Untersuchungsverfahren auch
merkmallibergreifende) Beurteilung der laborinternen Streu-
ung(en) eignet. Damit kénnen insbesondere systematisch
Uberhohte Varianzen innerhalb eines Labors festgestellt wer-
den. Der Cochran-Test ist hingegen ein klassischer Ausrei-
Bertest, bei dem das Risiko eines "falsch-positiven" Ergebnis-
ses geringer ist als bei der Mandels k-Statistik, so dass dieser
zur Identifizierung von EinzelausreiBern herangezogen wird.

Fir den Vergleich der Mittelwerte der Labore werden die
Ergebnisse der Mandels h-Statistik und des Grubbs-Tests
herangezogen. Wahrend auch hier die Mandels h-Statistik in
erster Linie als grafisches Verfahren zur Identifizierung syste-
matischer Uber- oder Unterbefunde innerhalb eines Labors
dient, ist der Grubbs-Test ein klassischer AusreiBertest, der
ein geringeres Risiko eines "“falsch-positiven" Ergebnisses
aufweist, so dass dieser zur Identifizierung von Einzelausrei-
Bern herangezogen wird.

Beim Umgang mit auffalligen Datensatzen ist zu berlcksichti-
gen, dass die Impréazision der Ergebnisse bei UbermaBiger
AusreiBereliminierung stark unterschatzt wird und die ermit-
telten Prazisionsdaten dann kaum die Realitat widerspiegeln.
Die Eliminierung von potentiellen Ausrei3ern sollte jedoch in
Betracht gezogen werden, wenn eine der folgenden Bedin-
gungen erfillt ist:

1. Probeniibergreifende Betrachtung je Merkmal (falls
mindestens vier Proben untersucht wurden):. Ein Labor
weist for ein Merkmal und alle auswertbaren Proben
einen mindestens zum Signifikanzniveau von a = 5 %
(FastausreiB3er) signifikanten Wert von Mandels k oder
Mandels h auf.

— Eliminierung aller Messergebnisse fir dieses Merkmal
und dieses Labor aufgrund systematischer Auffélligkeiten

Insbesondere bei MVS mit sehr unterschiedlichen Matri-
ces kann es sinnvoll sein, dieses Kriterium getrennt auf
verschiedene Matrixkategorien anzuwenden (mind. vier
Proben je betrachteter Kategorie; kleinere Kategorien
werden i.d.R. nicht auf systematische Effekte hin unter-
sucht).

2. Merkmalslibergreifende Betrachtung je Probe (falls
mindestens vier Merkmale untersucht wurden): Ein Labor
weist fUr eine Probe und alle Merkmale einen mindestens
zum Signifikanzniveau von a = 5 % (FastausreiBer) si-
gnifikanten Wert von Mandels k oder Mandels h auf.

— Eliminierung aller Messergebnisse fiir diese Probe und
dieses Labor aufgrund systematischer Auffalligkeiten

Es gelten die analogen Uberlegungen zur Anpassung des
Kriteriums wie bei 1. (probenubergreifende Betrachtung).
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3. Substanz- und probenspezifische Betrachtung:

a) Der Cochran-Test liefert ein signifikantes Ergebnis
mindestens zum 1-%-Niveau, und es besteht zugleich
Grund zu der Annahme, dass das betreffende Labor
Schwierigkeiten hat, die Anforderungen zur Einhal-
tung der Wiederholbedingungen bzw. Intermediér-
bedingungen zu gewéhrleisten.

b) Der Grubbs-Test (Grubbs-1 oder Grubbs-Il) liefert ein
signifikantes Ergebnis mindestens zum 1-%-Niveau,
und zugleich besteht Grund zu der Annahme, dass in
dem betreffenden Labor vom Messverfahren abge-
wichen wurde.

Bei der AusreiBereliminierung sollten nicht mehr als ~22 %
(=2/9)") der Daten von der weiteren Auswertung ausgenom-
men werden (DIN ISO 5725-2) [5]. Wird diese Anzahl nach ei-
ner kritischen Ursachenanalyse Uberschritten, ist vorab zu
prifen, ob die Ergebnisse der MVS insgesamt plausibel sind
und das Untersuchungsverfahren fir die betreffende Frage-
stellung geeignet ist.

1.3 Kerndichteschitzung, Test auf Normalverteilung

Um zu Uberprifen, inwieweit die Laborergebnisse einer ho-
mogenen Verteilung folgen, welche insbesondere als normal-
verteilt angenommen werden kann, werden — spezifisch fir
jede Probe-Merkmal-Kombination — die ausreiB3erbereinigten
Messwertverteilungen grafisch mittels eines Kerndichtedia-
gramms auf Anomalien sowie statistisch auf Normalvertei-
lung gepruft.

Die der Kerndichteschatzung zu Grunde liegende Bandbreite
héngt von der in der MVS ermittelten Vergleichstandard-
abweichung und der Anzahl der bericksichtigten Labore
(nach AusreiBereliminierung) ab: sz /n%2. Diese Formel
wurde in Anlehnung an Silvermans ,rule of thumb* festgelegt
(1,06 x sk / n%2) [22]. Letztere ist nicht unmittelbar anwend-
bar, weil einerseits nicht notwendigerweise von einer Normal-
verteilung ausgegangen werden kann, und andererseits die
Messwerte jeweils eines Teilnehmers korreliert sind, d. h., die
Modellvoraussetzung einer univariaten Stichprobe nicht
gegeben ist. Die Erfahrung hat gezeigt, dass hingegen mit
sg / n%2 eine gute Anpassung der tatsachlichen Verteilung er-
reicht werden kann.

Anhand der Darstellung des Kerndichtediagramms lasst sich
erkennen, ob eine unimodale Verteilung der Messdaten vor-
liegt. Falls die Messwertkurve mehr als ein Maximum (Modus)
aufweist, kann dies darauf hindeuten, dass es mehrere Teil-
populationen von Laboren gibt. Sofern eine Uberpriifung der
Daten ergibt, dass es tatséchlich mehrere Teilpopulationen
gibt, sind eine Ursachenanalyse und eine kritische Uberpri-
fung des Untersuchungsverfahrens vorzunehmen. Beispiels-
weise sollte bei deutlicher Bimodalitat auf eine Ermittlung der
statistischen KenngréBen zunéchst verzichtet werden.

Mit dem Shapiro-Wilk-Test [23] wird zu dem spezifisch flr
jede Probe-Merkmal-Kombination geprift, ob die ausreiBBer-
bereinigte Messwertverteilung als anndhernd normalverteilt
angesehen werden kann (Signifikanzniveau a = 1 %). Liegt

" Auszug aus ISO 5725-2 ,NOTE 2 IUPAC recommends that
the proportion of data rejected from a given level of a study
should not exceed the fraction 2/9, the fraction being con-
sidered after removal of any results deemed invalid on
technical grounds prior to outlier inspection.”
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eine signifikante Abweichung vor, ist keine konsistente Aus-
wertung der MVS fir diese Probe-Merkmal-Kombination
moglich.

1.4 Schlussfolgerungen

Konnte entsprechend Kapitel 3 Abschnitt 1.3 festgestellt wer-
den, dass die Messwerte ndherungsweise einer Normalver-
teilung folgen und keine auffallige Multimodalitat vorliegt, wird
die Auswertung der ausreiBerbereinigten Daten gemas der
unter Kapitel 2 Abschnitt 2.1.1 aufgefliihrten Normen vorge-
nommen.

Wenn sich jedoch herausstellt, dass es sich bei den Ergeb-
nissen der MVS um Daten handelt, die nicht néherungsweise
einer Normalverteilung folgen, eine Multimodalitat aufweisen
und/oder der Datensatz eine Uberdurchschnittliche Anzahl
von Ausreif3ern aufweist, ist zu prifen, ob die Ergebnisse der
MVS plausibel sind und das Untersuchungsverfahren fir die
betreffende Fragestellung geeignet ist. Ist dies der Fall, kann
die statistische Auswertung auch mittels robuster Methoden
geman DIN 38402-45 [20] oder DIN ISO 5725-5 [21] (in Uber-
arbeitung) erfolgen.

In Abbildung 3 ist der Prozess der Auswertung schematisch
dargestellt.

2. Orthogonales MVS-Design mit variierenden
Laborbedingungen

2.1 Eliminierung ungiiltiger Ergebnisse und
Plausibilitatsprifung der Daten

Analog zu der Vorgehensweise bei der Auswertung von MVS
mit konstanten bzw. variierenden Laborbedingungen im ge-
schachtelten Design werden auch bei MVS, die mit einem or-
thogonalen Design unter variierenden Laborbedingungen
durchgefiihrt wurden, ungultige Ergebnisse eliminiert und die
Daten vor Beginn der statistischen Auswertung auf ihre Plau-
sibilitat? (visuell anhand einer geeigneten Darstellung der
Rohdaten) geprift. Im Unterschied zu MVS unter konstanten
oder geschachtelt variierenden Laborbedingungen wird dar-
auf verzichtet, Messserien bereits aufgrund erhdhter Streu-
ung als unglltig zu eliminieren. Die Erfahrung hat gezeigt,
dass durch orthogonale Designs reproduzierbare Unter-
schiede in den laborspezifischen Prazisionsdaten sichtbar
werden. Derartige reproduzierbare Unterschiede in verschie-
denen Messserien sollten nicht als AusreiBer aus den Daten
entfernt werden. Das Ergebnis des MVS entsprache dann
nicht mehr der Realitat in den Laboren. Gleichwohl soll durch
geeignete statistische Verfahren sichtbar gemacht werden,
wie stark die Prézisionsunterschiede in den einzelnen Labo-
ren sein kdnnen.

2.2 AusreiBerprifung und -eliminierung

Zunéchst wird getestet, ob einzelne Messwerte Ausrei3er
darstellen (nach DIN ISO 5725 2 [5]), indem messserien- und
laborubergreifend der Grubbs-Test angewendet wird. Einzel-
werte, die fir eine Probe oder eine Dotierungsstufe auf dem
Signifikanzniveau von 1 % statistisch signifikant vom jewei-
ligen Mittelwert abweichen, werden als Ausrei3er eliminiert.

2) Diese Plausibilitatsprifung dient nicht dazu, zu Uber-
prifen, ob eine Messserie normalverteilt ist: Dazu gibt es
in der Regel nicht gentigend Werte (oft nur 4 Labore). Und
aufgrund faktorieller Effekte ist Normalverteilung innerhalb
eines Labors auch nicht gegeben. Die visuelle Plausi-
bilitatsprifung dient einzig dazu, zu prifen, ob es grobe
Fehler gibt, z. B. falsche Zuordnung der Daten oder fal-
sche Einheiten.
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Abbildung 3: Ablauf der Auswertung fiir das klassische MVS-Design bzw. das geschachtelte MVS-Design
mit variierenden Laborbedingungen

Bei orthogonalen MVS-Designs mit Beriicksichtigung unter-
schiedlicher Dotierungsstufen, bei denen fiur jede Messserie
eine lineare Regression erfolgt, werden zuséatzliche Ausrei-
Bertests durchgefihrt:

* Auf Basis der gewichteten messserienspezifischen Reg-
ressionsgeraden wird die gewichtete Residualstandard-
abweichung berechnet. Mit Hilfe des Cochran-Tests wird
gepruft, ob eine dieser Residualstandardabweichungen
zum Niveau von 1 % signifikant von den Ubrigen ab-
weicht. Zur Entscheidung, ob die ganze Messserie oder
ein einzelner Messwert eliminiert werden sollte, wird flr
die Residuen dieser Serie der Grubbs-Test durch-
geflhrt.

e Mit Hilfe des Grubbs-Tests wird Uberprift, ob statistisch
signifikant abweichende Steigungen oder statistisch
signifikant abweichende mittlere Niveaus (Wert der mess-
serienspezifischen Regressionsgeraden in der Mitte des
untersuchten Konzentrations- bzw. Gehaltsbereichs)
identifiziert werden kénnen. Ist dies der Fall, so werden
alle Messwerte der auffélligen Serie eliminiert.

Wurden im Rahmen der MVS bei jeder Messserie Doppel-
bestimmungen von Proben vorgenommen, erfolgt die Aus-
reiBerprufung und -eliminierung der um faktorielle Effekte be-
reinigten Varianzen analog zu den Verfahren, die bei
klassischen bzw. geschachtelten MVS-Designs Anwendung
finden.

2.3 Kerndichteschatzung, Test auf Normalverteilung

Im orthogonalen MVS-Design mit variierenden Laborbedin-
gungen wird analog Kapitel 3 Abschnitt 1.3 vorgegangen, je-
doch wird fur die Prifung der Normalverteilung der Shapiro-
Wilk-Test auf die standardisierten Residuen angewendet [23].

2.4 Ermittlung des Mittelwertes und der Varianzkompo-
nenten

Fir eine Probe werden der Mittelwert und die Varianzkompo-

nenten (zufélligen Effekte), d. h.

* die Laborstandardabweichung (s, ),

» die Standardabweichung in Bezug auf die betrachteten
Faktoren (fir jeden Fakior gibt es eine separate
Standardabweichung; Sy - S(k) bei k Faktoren) und

» die Wiederholstandardabweichung (s,)
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mittels des REML-Verfahrens (restricted maximum likelihood)
ermittelt (ISO 5725-3 [6]). Dieses statistische Verfahren wird
bei orthogonalen MVS-Designs unter Berlicksichtigung unter-
schiedlicher Dotierungsstufen angewendet, wobei in diesem
Fall sowohl der Mittelwert als auch die Varianzkomponenten
in Abhangigkeit der Konzentration bzw. des Gehalts model-
liert werden.

2.5 Uberpriifung des Modells

Zur Beurteilung der Gute des Modells werden die standardi-
sierten Residuen auf Basis des Mittelwertes und der Varianz-
komponenten berechnet und mittels Kerndichteschatzung
visuell auf Unimodalitat sowie statistisch mittels Shapiro-Wilk-
Test auf Normalverteilung gepriift. Folgen die standardisierten
Abweichungen nicht einer Normalverteilung, ist das zugrunde-
liegende Modell zu prifen. Sofern einer der untersuchten Fak-
toren eine sehr starke Wirkung aufweist, muss das Unter-
suchungsverfahren und zugleich das Modell entsprechend
angepasst werden, indem entweder der Anwendungsbereich
des Untersuchungsverfahrens reduziert wird (z. B. bezlglich
Probenmatrix) oder das Untersuchungsverfahren selbst ange-
passt wird (z. B. Lagerdauer der Extrakte reduzieren). Sofern
die beobachteten Abweichungen nicht auf einen einzelnen
Faktor zurtickgefihrt werden kénnen, ist zu priifen, ob Abwei-
chungen von der Normalverteilung methodisch bedingt sein
kénnen, z. B. bei quantitativen PCR-Methoden oder aufgrund
der Fundamentalvariabilitat. Gleichzeitig ist zu tberprifen, ob
trotz der aufgetretenen Abweichungen noch eine ausreichende
Prézision erzielt werden kann.

3. Validierung nicht urheberrechtlich geschiitzter
Verfahren (faktoriell) (ohne Bezug auf ein
Referenzverfahren)

Nach DIN EN ISO 16140-5 [9] wird durch das organisierende

Labor entschieden, welche Daten in die Auswertung einflie-

Ben. Bei der Validierung des nicht urheberrechtlich geschiitz-

ten Verfahrens mit Bezug auf ein Referenzverfahren priift das

organisierende Labor die Rohdaten sowie weitere geforderte

Angaben. Von der weiteren Auswertung werden diejenigen

Daten ausgeschlossen, die moglicherweise unter ungeeigne-

ten Bedingungen erhalten wurden bzw. wo vom Verfahren ab-

gewichen wurde. An den ausgewahlten Daten werden keine

AusreiBertests vorgenommen.

Fir die Verfahrensvalidierung nicht urheberrechtlich ge-
schutzter Verfahren ohne Bezug auf ein Referenzverfahren
sind in der DIN EN ISO 16140-5 keine Vorgaben zum Aus-
schluss von Daten enthalten.

4. Bestimmung der Verfahrenskenndaten

4.1 Klassisches MVS-Design oder geschachteltes
MVS-Design mit variierenden Laborbedingungen
4.1.1 Auswertung nach DIN ISO 5725-2 bzw. ISO 5725-3

Die der DIN ISO 5725-2 [5] bzw. ISO 5725-3 [6] zugrundelie-
genden statistischen Modelle gehen davon aus, dass jeder
Messwert die Summe der folgenden Komponenten ist:

e Gesamtmittelwert (m)

* systematische Abweichungskomponente eines Labors
(B, i =1,...,p bei p Laboratorien)

* systematische Abweichungskomponente(n) in Bezug auf
die variierenden Laborbedingungen (nur bei Auswertung
nach I1SO 5725-3 [6]) (B,,,..., B;, bei k weiteren Faktoren)

* zuféllige Abweichung einer Messung unter Wieder-
holbedingungen (e).
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4.1.2 Auswertung nach DIN 38402-45 / DIN ISO 5725-5

Die DIN 38402-45 [20] gibt ein robustes statistisches Schatz-
verfahren vor, das gegenuber Abweichungen von der Normal-
verteilung unempfindlich ist. AusreiBer und Extremwerte
werden entsprechend ihrer Abweichung vom Mittelwert ge-
wichtet und beeinflussen das Ergebnis damit nur marginal.
Alternativ sind robuste Verfahren der DIN ISO 5725-5 [21]
zu verwenden.

4.1.3 Verfahrenskenndaten

Grundsatzlich ist im Vorfeld der MVS zu prifen, welche Ver-
fahrenskenndaten aus rechtlicher Sicht fir den jeweiligen
analytischen Bereich gefordert sind (z. B. nach VO (EU)
2017/625 [24]). Aus den Ergebnissen einer klassischen bzw.
geschachtelten MVS sind z. B. folgende Verfahrenskennda-
ten zu berechnen und zu dokumentieren:

e Mittelwert (m)

* absolute und relative Wiederholstandardabweichung
spund s

* absolute und relative Wiederholgrenze r und r,

* absolute und relative Vergleichstandardabweichung
Sg und sg

* absolute und relative Vergleichgrenze R und R,

* absolute und relative Intermediarstandardabweichung
spund sy

* absolute und relative Intermediargrenze I und 1%

Zudem kénnen je nach Fragestellung und Ziel der MVS
weitere Verfahrenskenndaten zur Beurteilung des Untersu-
chungsverfahrens relevant sein. Diese sind ggf. aus den bei
der MVS erhobenen Messdaten oder auch aus den bei Da-
teniibermittlung von den teilnehmenden Laboren zusétzlich
zur Verfugung gestellten Daten zu ermitteln. Dazu gehéren
zum Beispiel:

* Vertrauens- bzw. Unsicherheitsbereich des Mittelwertes
*  Wiederfindung

* Richtigkeit (ISO 5725-4) [7]

* HorRat-Wert

* laborlbergreifende Bestimmungsgrenze

* laborubergreifende maximale Grenze des unteren Arbeits-
bereiches

e Minimum und Maximum der laborspezifischen Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen

e Minimum und Maximum der laborspezifischen Entschei-
dungsgrenzen (CCa)

4.2 Orthogonales MVS-Design mit variierenden Labor-
bedingungen

4.2.1 Auswertung nach ISO 5725-3

MVS mit variierenden Laborbedingungen in einem faktoriell
orthogonalen Versuchsdesign werden anhand des aus den
MVS-Daten hervorgegangenen linearen gemischten Modells
ausgewertet. Dabei werden sowohl systematische als auch
zufallige Effekte berucksichtigt [6].

3) Nur bei geschachtelten MVS mdglich.
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Abbildung 4: Ablauf der Auswertung im orthogonalen MVS-Design mit variierenden Laborbedingungen

4.2.2 Verfahrenskenndaten

Aus den Ergebnissen einer MVS, die in einem orthogonalen

Design durchgefuhrt wurde, sind grundsétzlich fiur jede Dotie-

rungsstufe folgende Verfahrenskenndaten zu berechnen und

zu dokumentieren:

e Mittelwert (m)

¢ absolute und relative Wiederholstandardabweichung
sound s

* absolute und relative Wiederholgrenze r und r,

* absolute und relative Vergleichstandardabweichung
Sg und Sg o)

* absolute und relative Vergleichgrenze R und R,

e relativer Standardfehler der Vergleichstandardabwei-
chung se,(sg)

* Anteil der Streuungskomponenten (Wiederhol- und
Laborstandardabweichung sowie die Standardab-
weichungen der einzelnen Faktoren) an der Vergleich-
standardabweichung sy

Zusatzlich sind weitere fir die Fragestellung relevante Verfah-
renskenndaten aus den MVS-Ergebnissen zu ermitteln. Dazu
kénnen zum Beispiel gehdren:

* relative Wiederfindung
* relative Richtigkeit
¢ HorRat-Wert

¢ modifizierter HorRat-Wert (fir Konzentrationen bzw.
Gehalte < 120 ppb)

* relative Inhouse-Vergleichstandardabweichung

¢ Minimum und Maximum der laborspezifischen Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen

— bei orthogonalen MVS-Designs mit Berlicksichtigung
unterschiedlicher Dotierungsstufen: minimale und
maximale Entscheidungsgrenze (CCa)

— minimales und maximales Erfassungsvermégen (CC)

Daruber hinaus ist bei bekannter Konzentration bzw. bekann-
tem Gehalt der Probe zu ermitteln, ob eine signifikante Ab-
weichung zwischen Gesamtmittelwert und wahrem Wert be-
steht, und weiterhin lasst sich ein Konfidenzintervall fir den
absoluten bzw. relativen Bias sowie die Wiederfindung be-
rechnen. Grundlage hierfiir ist der Standardfehler fir den Ge-
samtmittelwert aller Labore, der gemén ISO 5725-3 [6] ermit-
telt werden kann.
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Kapitel 4 Bewertung der Ergebnisse der MVS

1. Bewertung der ermittelten Kenndaten

Anhand der Ergebnisse der MVS ist zu beurteilen, ob das be-
treffende Untersuchungsverfahren als validiert betrachtet
werden kann. Dabei sind insbesondere folgende Kenndaten zu
berlcksichtigen (das Vorliegen gesetzlicher Festlegungen
von spezifischen Leistungskriterien ist vorab zu priifen):

* Relative Vergleichstandardabweichung sg

Die relative Vergleichstandardabweichung sg . sollte
grundsatzlich nicht mehr als 30 % betragen. Wenn trotz
einer Uberschreitung dieser Kennzahl das Verfahren als
(eingeschrankt) valide betrachtet werden kann und in die
ASU aufgenommen werden soll, ist dies von der zu-
stdndigen Arbeitsgruppe unter Beriicksichtigung gesetz-
licher Vorgaben gesondert zu begriinden. Es gilt jedoch
zu beachten, dass die genannten Kennzahlen nicht in
allen Bereichen gultig und rechtliche Vorgaben zu prifen
sind. Beispielsweise sollte bei ausgewahlten Kontami-
nanten die relative Vergleichstandardabweichung sg e
nicht mehr als 25 % betragen.

* Wiederholstandardabweichung s, und s,

r,rel

Sofern keine rechtlichen Vorgaben festgelegt sind, sollte
die maximale Wiederholstandardabweichung nicht mehr
als 1/2 bzw. 2/3 der Vergleichstandardabweichung sy be-
tragen [25] [26]

» Standardfehler der Vergleichstandardabweichung se,(sg)

Anhand der Ergebnisse von orthogonalen MVS-Designs
unter variierenden Laborbedingungen wird der relative
Standardfehler der ermittelten Vergleichstandardab-
weichung sp ermittelt [6]. Der relative Standardfehler
sollte nicht mehr als 25 % betragen. Diese Grenze kann
man aus den Ublichen Mindestanforderungen fir MVS
ablesen. Bei MVS mit acht Laboren mit Doppelbe-
stimmung ergibt sich aus der Unsicherheitsbetrachtung
der ISO 5725-1 [4] ein Standardfehler von 25 % flir MVS,
sofern die Wiederholstandardstandardabweichung s, 1/3
der Vergleichstandardabweichung sy entspricht (was er-
fahrungsgeman ein typischer Wert ist). Bei sieben Labo-
ren liegt der Standardfehler bereits bei 27 %, so dass ein
Wert von maximal 25 % auch im Falle anderer MVS-Desi-
gns als angemessen angesehen werden kann.

¢ HorRat-Wert

Der HorRat-Wert ist eine etablierte Kennzahl zur Bewer-
tung von Untersuchungsverfahren [25], welche dem Quo-
tienten aus Vergleichstandardabweichung s und Horwitz-
standardabweichung (zu erwartende theoretische Stan-
dardabweichung, ggf. modifiziert nach Thompson) ent-
spricht. Ein HorRat-Wert deutlich gréBer (kleiner) als 1
zeigt deshalb an, dass die im Ringversuch erreichte Ver-
gleichstandardabweichung sy deutlich gréBer (kleiner) als
die zu erwartende theoretische Standardabweichung ist.
Bei Ringversuchen gelten in der Regel HorRat-Werte bis 2
als nicht aufféllig. Im héheren Konzentrations- bzw.
Gehaltsbereich kénnen auch héhere HorRat-Werte ver-
tretbar sein. Der HorRat-Wert sollte daher grundsatzlich
im Zusammenhang mit der relativen Vergleichstandard-
abweichung sy, ., beurteilt werden. Auf EU-Ebene gibt es
aktuell Entwicklungen im Bereich der Gesetzgebung
(z. B. im Bereich der Mykotoxine, Pflanzentoxine), die den
HorRat-Wert als Leistungskriterium nicht mehr einschlie-
Ben. In bestimmten Bereichen (z. B. Nickel in Lebensmit-
teln) findet der HorRat-Wert ebenfalls bei der Bewertung
der Wiederholstandardabweichung s, Anwendung.
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¢ Richtigkeit/Wiederfindung

Der Mittelwert der MVS und der anerkannte Bezugswert
von Referenzmaterialien in Form der systematischen Ab-
weichungskomponente sollten sich unter Berucksichti-
gung des Unsicherheitsbereiches nicht signifikant von-
einander unterscheiden. Die Richtigkeit kann auch
anhand von dotierten Proben Uberprift werden. Zuséatz-
lich sollte entsprechend der gesetzlich vorgegebenen
Leistungskriterien die Wiederfindung berlcksichtigt wer-
den. Der Zusammenhang zwischen Richtigkeit und
Wiederfindung wurde oben beschrieben (Kapitel 2
Abschnitt 2.3.1).

Die fur die MVS zustindige Arbeitsgruppe bewertet die Er-
gebnisse der MVS zudem unter dem Aspekt, inwiefern das
betreffende Verfahren fiir die damit in der amtlichen Lebens-
mittellberwachung zu bearbeitenden analytischen und recht-
lichen Fragestellungen geeignet ist.

2. Festlegung des Anwendungsbereichs

Anhand der Ergebnisse der MVS formuliert die zustandige
Arbeitsgruppe den in diesem Rahmen erfolgreich validierten
Anwendungsbereich des Untersuchungsverfahrens. Dabei ist
festzulegen, fir welche Matrices und fur welchen Konzentra-
tions- bzw. Gehaltsbereich das Untersuchungsverfahren als
validiert bzw. eingeschrankt validiert gelten kann.

2.1 Matrix

Zunéchst bilden die ermittelten Prazisionsdaten und — falls
verflgbar — die Daten zur Richtigkeit bzw. zur Wiederfindung
den Zustand des in der MVS untersuchten Materials ab.
Streng genommen bedeutet dies, dass selbst bei minimalen
Verédnderungen des Anwendungsbereiches keine Verwen-
dung der statistischen Kenndaten mehr zuldssig ist. Wurden
die Untersuchungsmaterialien jedoch in der MVS sinnvoll ge-
waéhlt, ist eine Extrapolation méglich. Dabei sind die folgen-
den Vorgehensweisen zulassig:

* Gilt fur alle Labore im Ringversuch, dass der Laborbias
fir zwei oder mehrere Untersuchungsmaterialien jeweils
(bis auf zufallige Unterschiede) der gleiche ist, kann
darauf geschlossen werden, dass auch bei weiteren Ma-
terialien der gleichen Art keine signifikante Abweichung
vorliegt. In diesem Falle kann — sofern keine auffélligen
Unterschiede der Wiederholstandardabweichungen s,
vorliegen — gefolgert werden, dass sich auch bei weiteren
Materialien die in der MVS ermittelte relative Vergleich-
standardabweichung s, . ergibt.

Im Falle zweier Materialien kann Uber eine lineare Reg-
ression der Labormittelwerte anhand des Korrelationsko-
effizienten festgestellt werden, ob ein materialspezifischer
Laboreffekt vorliegt, der eine Extrapolation verhindert. Bei
der Uberpriifung auf signifikante Abweichungen zwischen
den Laboreffekten von mehr als zwei Materialien ist
darauf zu achten, dass sich der Laboreffekt immer aus
einer absoluten und einer relativen Fehlerkomponente
zusammensetzt.

* Wenn materialspezifische Laboreffekte festzustellen sind,
stellt sich die Frage, ob diese fiir alle Untersuchungs-
materialien gleichermafBen wirksam sind. Ist dies der Fall,
kann ebenfalls auf weitere Materialien extrapoliert wer-
den. Diese Mbglichkeit setzt voraus, dass mindestens
funf Materialien untersucht wurden.

* Eine dritte Extrapolationsmoglichkeit ergibt sich bei Ver-
fugbarkeit von mindestens finf Materialien mit unter-
schiedlichen Konzentrationsniveaus. Sofern eine statis-
tisch belastbare Beziehung zwischen Konzentration und
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Vergleichstandard- bzw. Wiederholstandardabweichung
etabliert werden kann, und wenn keines der untersuchten
Materialien von dieser Beziehung signifikant abweicht,
kann ebenfalls gefolgert werden, dass die betreffende
statistische Beziehung fur alle Materialen des An-
wendungsbereiches gultig ist.
Sollte eine in der MVS getestete Matrix sich als nicht zur Un-
tersuchung mit der angewendeten Methode geeignet erwei-
sen, so muss diese in der Methodenbeschreibung genannt
und aus dem Anwendungsbereich ausgenommen werden.

Amtl. Sammlung § 64 LMBG

2.2 Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich ist der Konzentrations- bzw. Gehaltsbe-
reich, in dem das Untersuchungsverfahren zuverléssig ange-
wendet werden kann. Dies muss durch die betreffende MVS
belegbar sein.

Bei Untersuchungsverfahren, die auch zur Prifung von Null-
toleranzen herangezogen werden kdnnten, ist aus den MVS-
Daten eine laboriibergreifende maximale Grenze des unteren
Arbeitsbereiches abzuleiten.
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Kapitel 5 Dokumentation der MVS

Die Ergebnisse der MVS werden in einem Bericht dokumen-
tiert. Diese Dokumentation sollte mindestens folgende Anga-
ben enthalten:

detaillierte Beschreibung der Proben einschlieBlich der
Angaben zur Herstellung, Homogenitat und ggf. Stabilitat
sowie Kurzbeschreibung des angewandten Analysever-
fahrens

Liste der teilnehmenden Labore

Erlauterungen zum gewahlten statistischen Auswerte-
modell

Beschreibung und Interpretation der Prozedur der Aus-
reiBerprifung

ggf. graphische Darstellung der Messergebnisse wie z. B.
Mandels h- und Mandels k-Statistik, Kerndichteschét-
zung, Boxplots der Laborergebnisse

statistische Methodenkenndaten

Zusammenstellung der von den teilnehmenden Laboren
eingesandten Daten

Die Ergebnisse der Methodenvalidierungsstudien sind Eigen-
tum des BVL und diirfen in wissenschaftlichen Zeitschriften
nur mit Zustimmung des BVL veréffentlicht werden.
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