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1.

Einleitung

Jeder experimentell erzeugte Messwert ist mit Unsicherheiten behaftet, welche der Aussage-
kraft der eingesetzten Methode Grenzen setzt. Die Validierung untersucht und charakterisiert
Prufverfahren auf diese Leistungsgrenzen. Sie belegt, dass ein Prufverfahren sich unter Be-
ricksichtigung der Unsicherheiten fiir die Erflllung einer bestimmten Aufgabe eignet.

Dieser Leitfaden beschreibt die Vorgehensweise zur Validierung und Abschatzung der Messun-
sicherheit von mikrobiologischen Prufverfahren.

Mikrobiologische Analysen bestehen in der Regel aus folgenden 7 Schritten:

1. Probenahme

2. Transport/ Lagerung

3. Probenvorbereitung (z. B. Auswahl des Untersu- Praanalytischer Teil
chungsgutes, homogenisieren, verdiinnen)

4. Voranreicherung und Anreicherung (qualitative
Analyse) oder dezimale Verdinnungsreihen (quan-
titative Analyse) Analytischer Teil

5. Isolation, Auszéhlung

Bestatigung (Confirmation)

7. Auswertung

IS

Ziel des praanalytischen Teils ist es, Proben derart zu erheben und gegebenenfalls aufzube-
wahren, dass der mikrobiologische Status nicht verféalscht werden kann und das zu entneh-
mende Aliquot repréasentativ fir die Gesamtheit des Untersuchungsgutes ist. Dieser praanaly-
tische Teil ist schwierig quantitativ zu erfassen. Die Unsicherheit bei der Probenahme ist in
den meisten Fallen betrachtlich.

Der vorliegende Leitfaden behandelt nur den analytischen Teil; fir die Aspekte des praanalyti-
schen Teils wird auf die Literatur verwiesen [z. B. spezifische Probenahme und Menge des
Untersuchungsgutes: Codex Alimentarius (17), ICMSF (18), SAS (19) und Badewasser (20,
21)]. Er beschreibt ein Vorgehen zur Validierung mikrobiologischer Prufverfahren und zur Ab-
schéatzung der Messunsicherheit durch ein Einzellabor (7).

Auswabhl, Verifizierung und Validierung von Methoden

Allgemeines

Validierung geméass SN EN ISO 9000:2015 (16): ,Bestatigung durch Bereitstellung eines ob-
jektiven Nachweises [...], dass die Anforderungen [...] fir einen spezifischen beabsichtigten
Gebrauch oder eine spezifische beabsichtige Anwendung erfiillt worden sind.”

Das Ziel der Validierung von Prifverfahren ist nachvollziehbar den Nachweis zu erbringen,
dass die vorgegebene, spezifische Prifaufgabe erflillt ist.

Verifizierung geméass SN EN 1SO 9000:2015 (16): ,Bestatigung durch Bereitstellung eines ob-
jektiven Nachweises [...], dass festgelegte Anforderungen [...] erfillt worden sind.*
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2.2

Auswahl der Methode

Der Umfang der Validierung (Auswahl der Matrices, Anzahl Proben, Aufwand fiir die einzelnen
Leistungskriterien) richtet sich nach der beabsichtigten Anwendung und den bereits anderwei-
tig durchgefiihrten Validierungen.

Mdgliche Quellen fiir anderweitig validierte Methoden sind:
a) Methode als internationale, regionale oder nationale Norm veréffentlicht (z. B. 1SO,

EN, SN)

b) Methode von zustandiger nationaler oder internationaler Behdérde (z. B. 864 LFGB,
BAFU, EU)

c) Methode von technischer nationaler oder internationaler Organisation (z. B. AOAC,
Oolv, IFU)

d) Methode aus einschlagigem wissenschaftlichen Text (z. B. Zeitschrift)

e) Methode durch den Hersteller der Prifeinrichtung oder anderem Lieferanten (z. B.
Kithersteller) bereitgestellt

f) Methode von Kunden

Idealerweise soll die Methode in einer gemeinsamen Studie nach einem international aner-
kannten Protokoll (z. B. ISO 16140) validiert sein.

Sind die Ergebnisse der Validierung, d.h. die relevanten Leistungskriterien verflgbar und bele-
gen diese, dass die Methode fir den beabsichtigten Gebrauch geeignet ist, dann muss das
Labor verifizieren, dass es die flr den beabsichtigten Gebrauch relevanten Leistungskriterien
reproduzieren kann.

Der Anwendungsbereich (Produkte, Matrix, Messbereich usw.) ist in der Methodenbeschrei-
bung definiert. Er kann vom Labor eingeschréankt werden.

Das heisst, bei der Einfihrung von validierten Methoden muss eine Verifizierung stattfinden.
Im Minimum muss folgendermassen gezeigt werden, dass die Methode adaquat ist und intern
beherrscht wird:

- Der Anwendungsbereich (z. B. Matrix) der Methode ist definiert und dem Labor bekannt.

- Die Leistungsfahigkeit (z. B. gemass ISO-Norm, Literatur) der Methode ist dem Labor —
soweit vorhanden - bekannt. Siehe Tabelle 1.

- Das Labor muss an einem Proficiency Test oder - falls nicht verfligbar - einem Laborver-
gleich erfolgreich teilgenommen haben.

- Wenn externe Vergleiche nicht moglich sind, muss eine laborinterne Prazision (Wiederhol-
und allenfalls eine Laborprazision) bestimmt werden.

- Abschéatzung der Messunsicherheit: Grundsétzlich ist bei klassischen mikrobiologischen
Methoden +/- 0.5 log anzunehmen (7).

Falls die relevanten Leistungskriterien nicht verfiigbar sind, sind diese durch das Labor selbst
im Rahmen einer Validierung gemass Kapitel 2.3 zu bestimmen.

Wenn Anderungen an validierten Verfahren vorgenommen werden, muss der Einfluss der An-
derung ermittelt werden. Dasselbe gilt, falls das Verfahren ausserhalb des Anwendungsbe-
reichs, der in der Methodenbeschreibung definiert ist, angewendet werden soll. Entsprechend
ist die Modifikation zu validieren.
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2.3 Validierung

Der Umfang einer Validierung wird auch durch die der Methode zu Grunde liegenden Frage-
stellung bestimmt.

Bei der Validierung von Methoden muss prinzipiell zwischen qualitativen und quantitativen
Prufverfahren unterschieden werden.

A.) Qualitative Verfahren (Ja/Nein Entscheid)
Bei qualitativen Verfahren (z. B. Nachweis pathogener Mikroorganismen) geht es um die
Frage, ob die Mikroorganismen in einer bestimmten Matrix vorhanden sind oder nicht.

B.) Quantitative Verfahren

Bei Methoden zur Uberwachung von Limiten (Grenzwerte, Spezifikationen) konzentriert sich
der Validierungsaufwand vor allem auf die Bereiche um die fraglichen Limiten. Den gréssten
Validierungsaufwand benétigen Methoden, mit denen Analyten tber einen grossen Bereich
bestimmt werden missen (z. B. Monitoring im Umweltmikrobiologiebereich).

In der Regel hat die vollstandige Validierung und die Abschatzung der Messunsicherheit einer
Methode nachfolgende Kriterien zu umfassen (Tabelle 1).

Tabelle 1. Validierungskriterien und Messunsicherheit

Kriterium qualitative Methode guantitative Methode
Anwendungsbereich (Kap. 2.4) X X
Spezifitat (Kap. 2.5) X X
Sensitivitat (Kap. 2.6) X X
Richtigkeit/Relative Richtigkeit (Kap. X X
2.7)

Prézision (2.8) X X
Nachweisgrenze (Kap. 2.9) X

Bestimmungsgrenze (Kap. 2.10) X
Statistische Ubereinstimmung (Kap. X X
2.11)

Falsch-Positiv-Rate (Kap. 3.1.1) X

Falsch-Negativ-Rate (Kap 3.1.2) X

Messunsicherheit (Kap. 3.2) X

Falls auf die Bearbeitung einzelner Punkte verzichtet wird, ist dies schriftlich zu begriinden (z.
B. Anwendungsbereich ist weit von Nachweisgrenze entfernt, Hinweis auf Erfahrungswerte
aus Laborvergleichsstudien etc.).

Bei der Validierung mikrobiologischer Nachweisverfahren ist zu unterscheiden zwischen
neuen Verfahren, fir die keine genormten Prufanweisungen (Standard- bzw. Referenzmetho-
den) bestehen und Alternativverfahren (z. B. Schnellverfahren) zu bereits existierenden Refe-
renzmethoden.

Alternativmethoden werden grundsatzlich mittels Methodenvergleich validiert. Nach Lebens-
mittelgesetzgebung, Art. 5 der Hygieneverordnung (11) sind andere Untersuchungsmethoden

als die aufgefuihrten Referenzmethoden zuléssig, wenn sie anhand der Referenzmethode
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2.4

nach international anerkannten Protokollen (z. B. ISO 16140) validiert sind und zu gleichen
Beurteilungen fuhren wie die Referenzmethoden.

Fur den qualitativen Methodenvergleich eignet sich in vielen Fallen der Vierfeldertest (29)
(Abb. 1).

Abb. 1. Auswerteschema fir Vierfeldertest (29)
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Anzahl der falsch negativen Analysenergebnisse bezlglich Referenzmethode
Anzahl der falsch positiven Analysenergebnisse bezlglich Referenzmethode
Anzahl der bei beiden Methoden negativen Analysenergebnisse
Gesamtanzahl Analysenergebnisse

sSeqoay

Anwendungsbereich

In Abhéngigkeit des vorgesehenen Anwendungsbereiches sind die Untersuchungen an einer
bzw. mehreren Produkte- und Lebensmittelkategorien (Matrices) durchzufiihren. Ist die Me-
thode nur fur den Nachweis von Mikroorganismen in einem Produkt (z. B. Trinkwasser) be-
stimmt, ist diese Matrix bei den Untersuchungen einzusetzen. Handelt es sich um eine hori-
zontale Methode (z. B. Nachweis in allen Lebensmitteln) sind die Untersuchungen jeweils an
mindestens 4 verschiedenen Produkte- (z. B. Gebrauchsgegenstande) und Lebensmittelkate-
gorien durchzufthren.

Fur einen Methodenvergleich sind pro jeweilige Produkte- und Lebensmittelkategorie mindes-
tens 20 verschiedene natirlich kontaminierte und mindestens 20 verschiedene nattrlich nicht
kontaminierte Proben sowohl mit der zu validierenden Alternativ- als auch mit der Referenz-
methode zu untersuchen. Ist es nicht moéglich eine geniigende Anzahl naturlich kontaminierter
Proben aufzutreiben, ist eine kiinstliche Kontamination von Proben erlaubt. Das Vorgehen der
kunstlichen Kontamination ist genau zu beschreiben.

Bei neuen Methoden sind pro jeweilige Produkte- und Lebensmittelkategorie mindestens 20
mit verschiedenen Stdmmen des Zielorganismus kinstlich kontaminierte und mindestens 20
nicht mit dem Zielorganismus, jedoch mit anderen (sinnvoll gewéahlten) Keimarten kontami-
nierte Proben zu untersuchen. Dabei sollte die Keimzahl mindestens zehn Mal tiber der Nach-
weisgrenze (fir qualitative Methoden) respektive der Bestimmungsgrenze (fir quantitative Me-
thoden) sein. Die kinstlich kontaminierten Proben sollen das Spektrum der (natirlicherweise)
vorkommenden Eigenflora abdecken.
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2.5

2.6

2.7

27.1

Mdgliche Lebensmittelkategorien sind in den Anhéngen der AOAC Richtlinien (5, 6) und der
ISO-Norm 16140 (3) aufgefuhrt. Bei ihrer Auswabhl fur die Validierung eines mikrobiologischen
Prufverfahrens sind die Kenntnisse Uiber Pravalenz der nachzuweisenden Mikroorganismen in
einzelnen Lebensmittelkategorien, resp. in Umweltproben (Bodenproben, Klarschlamm, Ab-
wasser), sowie deren Relevanz fiir die menschliche Gesundheit zu beriicksichtigen.

Spezifitat / Relative Spezifitat

Die Spezifitat einer Methode bezeichnet das Mass der Beeinflussung der Methode durch wei-
tere in der Probe vorhandene Keime (Nicht-Zielkeime).

Fur qualitative Prifverfahren berechnet sich die Spezifitat als [d/(c+d)] 100 % und gibt an, wie
viel Prozent aller sicher negativen Proben als negativ erkannt werden (vgl. Abb. 1, Falsch-Po-
sitiv-Rate).

Fur quantitative Prifverfahren wird die Spezifitat durch die Fahigkeit bestimmt, das Vorhan-
densein (Konzentration) des Zielorganismus in einer Probe ohne Interferenz mit Nicht-Zielor-
ganismen oder mit der Probenmatrix genau zu messen.

Es wird von der gleichen Spezifitat einer zu validierenden Methode im Vergleich zur Referenz-
methode ausgegangen, wenn der Zielorganismus auch mit der Referenzmethode nicht nach-
gewiesen wird (relative Spezifitat).

Sensitivitat / Relative Sensitivitat

Die Sensitivitat bezeichnet die Fahigkeit eines Prifverfahrens innerhalb einer gegebenen Mat-
rix leichte Anderungen in der Anzahl Mikroorganismen nachzuweisen (Zielkeime).

Fur qualitative Prufverfahren berechnet sich die Sensitivitat als [a/(a+b)] 100 % und gibt an,
wie viel Prozent aller sicher positiven Proben als positiv erkannt werden (vgl. Abb. 1, Falsch-
Negativ-Rate).

Bei quantitativen Methoden wird die Sensitivitat als die minimale Anderung in der Keimkon-
zentration in der Probe bestimmt, welche fiir eine signifikante Anderung der Keimzahl nétig ist.

Es wird von der gleichen Sensitivitét einer zu validierenden Methode im Vergleich zur Refe-
renzmethode ausgegangen, wenn der Zielorganismus auch mit der Referenzmethode nachge-
wiesen wird (relative Sensitivitat).

Richtigkeit / Relative Richtigkeit

Die Richtigkeit ist das Ausmass der Abweichung des Messergebnisses vom "richtigen Wert",
und bericksichtigt den systematischen Fehler (englisch: trueness, Messabweichung, bias =
lack of trueness). Im Rahmen der Validierung ist die Richtigkeit die am schwierigsten zu be-
stimmende Unsicherheit einer Methode. Griinde dafir liegen beispielsweise in der mangeln-
den Kenntnis Uber Vermehrungsfahigkeit (viability) und Verteilung der Mikroorganismen in der
Matrix. Die Richtigkeit ist experimentell bei mikrobiologischen Methoden in der Regel nicht er-
fassbar, daher wird in der Regel von relativer Richtigkeit gesprochen. Sehr oft wird die Abwei-
chung vom robusten Mittelwert in Ringversuchen oder Proficiency Tests als Mass der relativen
Richtigkeit herangezogen.

Bestimmung mit einer Zweitmethode

Die Bestimmung der relativen Richtigkeit kann mit einer validierten Zweitmethode, wenn még-
lich einer Referenzmethode, durchgefihrt werden. Die relative Richtigkeit bezeichnet den
Grad der Ubereinstimmung der Resultate, welche mit der zu validierenden Methode und der
Referenzmethode pro Matrix an mindestens 20 Proben erhalten werden.
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2.7.2

2.7.3

2.8

Fur qualitative Prufverfahren berechnet sich die relative Richtigkeit als [(a+d)/n] 100 % und
gibt die geschatzte Wahrscheinlichkeit in Prozenten an, dass die beiden Methoden des Metho-
denvergleichs die gleichen Resultate ergeben (vgl. Abb. 1). _

Bei quantitativen alternativen Priifverfahren wird der Mittelwert (d ) aller Differenzen zwi-
schen den Resultaten mit der Referenzmethode (X R) und mit der Alternativmethode (X A) er-
haltenen Resultate berechnet. Dieser Wert darf nicht signifikant von null verschieden sein.

Bestimmung uber kunstliche Kontamination (Spiken)

Wenn kein zertifiziertes Referenzmaterial und keine Zweitmethode zur Verfiigung stehen, wird
die relative Richtigkeit durch kinstliche Kontaminationen (,Spiken®) bestimmt. Die nachzuwei-
senden Mikroorganismen werden zu mindestens 10 Proben zugegeben. Dann werden die
Konzentrationen der allenfalls kontaminierten sowie der kiinstlich kontaminierten Proben be-
stimmt.

Fur qualitative neue Prufverfahren berechnet sich die relative Richtigkeit als [(a+d)/n] 100 %
und gibt die geschatzte Wahrscheinlichkeit (in Prozenten) an, mit welcher die neue, zu validie-
rende Methode die reellen Kontaminationen der Probe nachweist (vgl. Abb. 1).

Bei quantitativen alternativen Prifverfahren wird der Mittelwert (a ) aller Differenzen zwi-
schen den reellen Kontaminationswerten und mit der neuen Methode erhaltenen Resultate
berechnet (vgl. Tab. 3). Dieser Wert darf nicht signifikant von null verschieden sein (siehe
2.11.2).

Bestimmung mit einem Referenzmaterial

Die relative Richtigkeit kann auch mit zertifiziertem Referenzmaterial bestimmt werden. Im All-
gemeinen genlgen 6-10 Bestimmungen. Wenn kein zertifiziertes Referenzmaterial, aber ein
gut beschriebenes Material (z. B. Proben aus Ringversuchen oder Proficiency Tests) vorhan-
den ist, sollte die Richtigkeit mit diesem tberprift werden.

Prazision

Die Préazision beschreibt die zuféllige Abweichung von Werten um einen Mittelwert. Man unter-
teilt sie in Wiederhol-, Vergleichs- und Laborprazision.

Wiederholprazision (Wiederholbarkeit, repeatability): Unter Wiederholprazision wird der Ver-
gleich von Resultaten wiederholter Messungen derselben homogenisierten Probe (nach
Stomacher) unter gleichen Bedingungen (gleiche Personen, Labors, Gerate, Reagenzien, Um-
gebungsbedingungen) verstanden. Die Wiederholgrenze (repeatability limit) wird mit r angege-
ben.

Zur Abschéatzung der Wiederholprézision ist pro jeweilige Matrix die gleiche Probe mit einem
Gehalt des Zielkeimes im Anwendungsbereich mindestens 5 Mal unter gleichen Bedingungen
zu untersuchen.

Bei qualitativen Prifverfahren berechnet sich r = X
n

X = Anzahl iibereinstimmende Resultate unter Wiederholbedingungen
n = Anzahl Messungen

Im Bereich der Nachweisgrenze ist r = 0.5 (siehe 2.9).

Fir quantitative Prifverfahren gilt r = 2,8 sr; sy = Standardabweichung der unter Wiederholbar-
keitsbedingungen erzielten Messresultate. Der Faktor 2,8 setzt sich zusammen aus: 2-+/2; 2
kommt von der Normalverteilung (95 % Konfidenzintervall); Wurzel 2 beruht darauf, dass sich
r auf die Differenz von 2 einzelnen Priifreihen beziehen (12).

Vergleichspréazision (Reproduzierbarkeit, Vergleichbarkeit, reproducibility): Unter Ver-
gleichspréazision wird der Vergleich von Resultaten mit demselben Verfahren, aber ausserhalb
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des Labors verstanden (z. B. Proficiency Tests mit gleicher Probe, verschiedene Zeiten, ande-
res Labor, andere Person, andere Apparatur, andere Reagenzien etc.). Die Vergleichsgrenze
(R, reproducibility limit) ergibt sich aus Methodenvergleichsstudien. Falls solche Daten aus
Ringversuchen und/oder Proficiency Tests (31) vorhanden sind, sind diese in den Validie-
rungsunterlagen aufzufiihren. Die Vergleichsprazision ist jedoch nicht Gegenstand dieses Leit-
fadens, da sie die Mitwirkung mehrerer Laboratorien voraussetzt.

Laborpréazision (laborinterne Vergleichsprazision, intermediate precision): Unter Laborprazi-
sion wird der Vergleich von Resultaten wiederholter Messungen derselben homogenisierten
Probe unter verschiedenen Bedingungen (verschiedene Personen, verschiedene Messgeréte,
verschiedene Tage, verschiedene Chargen der Reagenzien etc.) verstanden.

Anmerkung:

Idealerweise gilt fir die Standardal ichung der Anzahl ausgezahlter Kolonien auf einer
Platte die Poisson-Verteilung o =+ 11 . In der Praxis sind doppelt so grosse Standardabwei-
chungen jedoch durchaus akzeptabel (9). Laboruntersuchungen zeigten des Weiteren auf,
dass mit 50 % bis 70 % der grésste Anteil an der Gesamtvarianz eines quantitativen mikrobio-
logischen Nachweisverfahrens auf die Komponente "Probe” fallt (Stichwort: Probeninhomoge-
nitat), wahrend die methodenbedingte Varianz bei getibtem Laborpersonal nur 4 % bis 10 %
und die aufgrund der Poissonverteilung unvermeidliche statistische Plattierungsvarianz ca. 25
% ausmacht (13). Die Wiederholgrenze ist in der Regel kleiner als die Vergleichsgrenze (R,
reproducibility limit). Anstelle der experimentellen Bestimmung der Wiederholprazision kann
deshalb bei der Validierung von quantitativen mikrobiologischen Prifverfahren die bei interna-
tionalen mikrobiologischen Proficiency Tests fur die Berechnung des z-score Ublicherweise
verwendete Standardabweichung von 0,5 logio herangezogen werden.

2.9 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze von qualitativen Prifverfahren beschreibt die kleinste Anzahl Zielkeime,
welche mit einer vorgegebenen statistischen Sicherheit entdeckt werden kann.

Zur Abschatzung der Nachweisgrenze von qualitativen Prifverfahren sind pro jeweilige Matrix
Verdiinnungsreihen von mindestens drei verschiedenen Konzentrationen (tief: 1 bis 10 KBE,
mittel: 10 bis 100 KBE und hoch: grésser als 100 KBE) mit mindestens 4 verschiedenen Stam-
men des Zielorganismus anzusetzen, die Matrices kunstlich zu kontaminieren und mit der zu
validierenden Methode zu untersuchen. Eine Negativkontrolle ist mitzuftihren.

Die Resultate der Untersuchungen der kinstlich kontaminierten Proben werden mit der reellen
Kontamination verglichen. Als Nachweisgrenze gilt der kleinste mit einer Wahrscheinlichkeit
von 50 % (LODso) erkennbare Gehalt einer Probe, das heisst, die Konzentration bei der die
Halfte der Ergebnisse positiv ausfallt (8, 9, 10, 12).

2.10 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist die Anzahl der Keime, die mit einer vorgegebenen Richtigkeit und
Prézision quantitativ erfasst werden kann.

Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenze sind pro jeweilige Matrix Verdiinnungsreihen von min-
destens drei verschiedenen Konzentrationen mit mindestens 4 verschiedenen Stammen des
Zielorganismus anzusetzen, die Matrices kiunstlich zu kontaminieren und mit der zu validieren-
den Methode zu untersuchen. Eine Negativkontrolle pro Matrix ist mitzufiihren.

Die Resultate der Untersuchungen der kiinstlich kontaminierten Proben werden mit der reellen

Kontamination verglichen. Die Bestimmungsgrenze ist der tiefste Wert, bei dem die relative
Richtigkeit und die Wiederholprazision einen vorgegebenen Wert einhalten.
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2.11

2111

2.11.2

In 1ISO 7218 (4) werden fur eine statistisch gesicherte numerische Auswertung von mikrobiolo-
gischen Nachweisverfahren grundsatzliche Angaben zur Gesamtbelegungsdichte und zur
spezifischen Belegungsdichte gemacht. Eine numerische Resultatangabe erfolgt in der Regel
nur bei Auszahlung von mindestens 10 Kolonien (Ausnahme unverdiinntes Untersuchungsgut
wie Trinkwasser oder Milch).

Statistische Ubereinstimmung

Qualitative Methoden

Fur den Vergleich qualitativer Methoden bieten sich zur statistischen Auswertung so genannte
~hicht-parametrische” Testverfahren wie der Vierfeldertest (z. B.: x2 - Test nach McNemar) o-
der die Bestimmung des Konkordanzindex Kappa an. Da fur die Anwendung des y? - Test
nach McNemar die Summe der abweichenden Resultate (b+c, vgl. Abb. 1) mindestens 8 sein
muss, was insbhesondere beim Nachweis pathogener Bakterien nur durch eine hohe Anzahl
Untersuchungsproben und/oder durch klare Unterschiede in der Sensitivitat der beiden Test-
verfahren erfullt werden kann, wird die Berechnung des Konkordanzindex Kappa fur die Vali-
dierung von mikrobiologischen Priifverfahren als praktikable Alternative dem %2 - Test nach
McNemar vorgezogen.

Der Konkordanzindex Kappa zeigt das Mass der Ubereinstimmung zweier Priifverfahren be-
zliglich eines Analysemerkmals an und wird wie folgt berechnet:

Kappa = 2 (ad-bc)/[(a+c)(c+d)+(a+b)(b+d)]; Bedeutung von a, b, c, d, vgl. Abb. 1
Die Bewertung erfolgt als Ubereinstimmung je nach Wert von Kappa.

Tabelle 2. Bewertung des Konkordanzindex Kappa (28)

Kappa Ubereinstimmung
<0,10 keine

0,10- 0,40 schwache

0,41 - 0,60 deutliche
0,61-0,80 starke
0,81-1,00 fast vollstandige

Quantitative Methoden

Vergleiche quantitativer Methoden werden mittels parametrischer, nichtparametrischer, bezie-
hungsweise robuster Testverfahren statistisch ausgewertet. Dabei handelt es sich um Tests
fur den Vergleich zweier abhangiger Stichproben bzw. fur den Vergleich gepaarter Beobach-
tungen (z. B. t-Test, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Akzeptanzkriterium ist Nicht-Signifi-
kanz mit Irrtumswahrscheinlichkeit o = 0.05 (d.h. p-Wert > 0.05).

Keimzahlen grosser als 100 KBE/g sind vor der statistischen Auswertung die Keimzahlen zu
logarithmieren.

Ergibt die zu validierende Methode die gleichen Resultate wie die Referenzmethode oder ent-
spricht sie den reellen Kontaminationen, betragt der Mittelwert der Differenzen der beiden
Messresultate (d ) null.
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Tabelle 3. Auswerteschema fur quantitative Nachweisverfahren

Abhangige Wertepaare
(Resultate)
Referenzmethode zu validierende- Differenz
Probe resp. reelle Kontami- | Methode (A) (Methode A-R)
nation (R)
1 XR1 XA1 d1
i XRi Xai di
n )iRn )iAn dn
Mittelwerte | xr XA dtsg

Xri: I-ter Messwert mit Referenzmethode

Xai: i-ter Messwert mit Alternativmethode

Gleichwertig zum t-Test kann mit dem Vertrauensintervall geprtift werden:

Der berechnete Mittelwert der Differenzen (a ) wird Uberprift durch Berechnung des 95 %
Vertrauensintervalls und dessen Vergleich mit dem theoretischen Wert Null:

— b oS
Wenn ‘d‘ < % , dann besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mess-
n

reihen. Dabei bezeichnet twit den kritischen Wert aus Student’s Test Tabelle fiir n-1 Freiheits-
grade (95 % Vertrauensintervall; tam-1; 0.975), Sd die Standardabweichung der gemessenen Diffe-
renzen und n die Anzahl Wertepaare.

Zur Bestimmung der Korrelation zweier Methoden sind die durch beide Untersuchungsmetho-
den ermittelten Keimzahlen einer linearen Regressionsanalyse zu unterziehen. Die graphische
Darstellung der durch die Referenz- und Alternativmethode gewonnenen Resultate von jeder
Probe, wobei die x-Achse fir die Referenz- und die y-Achse fir die Alternativmethode zu ver-
wenden ist, wird auf Ausreisser (iberpriift. Neben der graphischen Uberpriifung bietet sich als
Ausreissertest der Cochran-Test, der Dixon-Test oder der Grubbs-Test an (3, 10, 27, 29), an-
zuwenden auf die Residuen der Regressionsgleichung.

Beide Methoden sind aquivalent, wenn die berechnete Regressiongleichung nicht signifikant
von der theoretischen Gerade "y = x” abweicht. Das 95 % Vertrauensintervall fur die berech-
nete Steigung m der Regressionsgeraden beinhaltet bei aquivalenten Methoden den Wert
eins.

Wenn |m —1| <tkrit «S,,, dann ist die Steigung m der Regressionsgerade statistisch nicht von

eins verschieden. Dabei bezeichnet tkit den kritischen Wert aus Student’s Test Tabelle fiir n-2
Freiheitsgrade (95 % Vertrauensintervall; tn-2; 0.975) und sm die Standardabweichung der Stei-
gung der Regressionsgeraden.

3. Messunsicherheit

Die Messunsicherheit ist ein ,dem Messergebnis zugeordneter Parameter, der die Streuung
der Werte kennzeichnet, die verniinftigerweise der Messgrésse zugeordnet werden kénnte*
(21). Die Messunsicherheit resultiert von experimentell bestimmten Unsicherheiten und/oder
geschéatzten Unsicherheiten. Sie muss das gesamte Prufverfahren umfassen. Bezieht sich das
Ergebnis auf eine homogenisierte Probe, umfasst die Messunsicherheit nur den analytischen
Teil. Andernfalls muss auch der praanalytische Teil beriicksichtigt werden. Es muss aus dem
Prufbericht hervorgehen, worauf sich die Messunsicherheit bezieht.
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3.1

3.1.1

3.1.2

3.2

Der Aufwand fur die Ermittlung der Messunsicherheit hangt von der analytischen Problemstel-
lung ab (22-28).

Abschatzung der Messunsicherheit von qualitativen mikrobiologischen
Priafverfahren

Das obige Konzept der Unsicherheit kann nicht direkt auf qualitative Priifergebnisse, wie man
sie z. B. bei reinen Nachweistests oder der Bestimmung von Merkmalen/Kriterien zur Identifi-
zierung erhalt, angewandt werden. Dennoch sollten einzelne Variabilitatsquellen, wie In-
oculum, Reagenzien, Matrixeffekte und Interpretation des die Analyse durchfihrenden Mitar-
beiters, identifiziert werden und es sollte nachgewiesen werden, dass diese unter Kontrolle
stehen. Wichtige Anhaltspunkte liefern die Falsch-Positiv- und die Falsch-Negativ-Rate.

Falsch-Positiv-Rate

Die Falsch-Positiv-Rate errechnet sich als Quotient aus der Anzahl falsch positiver Resultate
und der Anzahl negativer Proben beim Referenzverfahren bzw. Anzahl nicht mit dem Zielorga-
nismus kunstlich kontaminierter Proben.

Die Falsch-Positiv-Rate berechnet sich fir qualitative Prifverfahren als [c/c+d] 100 % und gibt
an, wie viel Prozent der Proben mit dem alternativen Prifverfahren als falsch positive Befunde
gewertet wurden (vgl. Abb. 1). Falsch positive Befunde missen unbedingt als solche durch
weitere Charakterisierung der Keime bestatigt werden.

Falsch-Negativ-Rate

Die Falsch-Negativ-Rate errechnet sich als Quotient aus der Anzahl falsch negativer Resultate
und der Anzahl positiver Proben beim Referenzverfahren bzw. Anzahl mit dem Zielorganismus
kunstlich kontaminierter Proben.

Die Falsch-Negativ-Rate berechnet sich fir qualitative Prufverfahren als [b/a+b] 100 % und
gibt an, wie viel Prozent der Proben mit dem alternativen Prifverfahren als falsch negative Be-
funde gewertet wurden (vgl. Abb. 1).

Abschatzung der Messunsicherheit von quantitativen mikrobiologischen
Priafverfahren

Gemass EURACHEM Guideline (2) fallen mikrobiologische Untersuchungen ublicherweise in
die Kategorie, die eine strenge metrologisch und statistisch gesicherte Berechnung der
Messunsicherheit ausschliesst. Im Allgemeinen kann die Schéatzung der Unsicherheit allein
auf die Daten aus der Wiederhol- und Vergleichsprazision gestitzt werden, idealerweise aller-
dings sollte die Richtigkeit unter Einbeziehung von systematischen Abweichungen (bias) z. B.
aus Ergebnissen von Eignungsprifungen (Proficiency Tests) mitbertcksichtigt werden (sofern
Lebensmittelmatrices!).

Die einzelnen Komponenten der Unsicherheit sollten identifiziert werden und es sollte nachge-
wiesen werden, dass sie unter Kontrolle stehen, und deren Beitrag zur Variabilitat der Ergeb-
nisse sollte bewertet werden. Einige Komponenten (z. B. Pipettierung, Wage- und Verdin-
nungseffekte) kdnnen leicht gemessen und einfach bewertet werden, um nachzuweisen, dass
sie einen vernachlassigbaren Beitrag zur Gesamtunsicherheit beisteuern. Andere Komponen-
ten (z. B. Probenstabilitdt und Probenvorbereitung) sind nicht direkt messbar und ihr Beitrag
kann statistisch nicht bewertet werden, aber ihre Wichtigkeit fiir die Variabilitat der Ergebnisse
sollte auch bericksichtigt werden.

Alle Analyseverfahren, so auch die mikrobiologischen, sind mit einer Messunsicherheit behaf-
tet. Aufgrund der Erfahrungen aus Proficiency Tests lasst sich die Messunsicherheit von Plat-
tenverfahren (Guss-, Spatel- und Tropftechnik) abschéatzen. Diese betragt erfahrungsgemass
+ eine halbe 10er Potenz (7).
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3.3

Die Stelle zeigt die Einhaltung z. B. anhand einer Regelkarte (z. B. Werte aus Proficiency
Tests) bei quantitativen Prifungen.

Angabe der Messunsicherheit
Die Messunsicherheit muss gemass 1SO 17025 (1) auf dem Prifbericht angegeben werden,

wenn sie:

o flr die Gultigkeit oder Anwendung der Prifergebnisse von Bedeutung ist,
e vom Kunden verlangt wurde oder
¢ die Einhaltung von vorgegebenen Grenzen in Frage stellt.

Wird die Messunsicherheit angegeben, so muss aus dem Priifbericht hervorgehen worauf sie
sich bezieht.

Beispiel fur die Angabe eines Resultats mit der Messunsicherheit fir ein Vertrauensintervall
von 95 %:

Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl in Rohmilch: (3.4 £ 0.5) log KBE/ml*

* Die angegebene Messunsicherheit auf den untersuchten Teil der Probe deckt ein Vertrauensintervall von 95 % ab.

Beriicksichtigung der Messunsicherheit von mikrobiologischen Priifverfahren in der Lebens-
mittelgesetzgebung

Laut Auskunft des Bundesamtes flir Lebensmittelsicherheit und Veterinarwesen ist die
Messunsicherheit in den gesetzlich vorgegebenen mikrobiologischen Kriterien inbegriffen.
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Anhang - Ubergangsregelung (glltig bis 30.04.2022) fiir die Methoden
des Schweizerischen Lebensmittelbuchs (SLMB)

Seit dem 01.05.2017 kann das SLMB nicht mehr als nationales Standardwerk betrachtet werden. Fir
die mikrobiologischen Hygieneparameter gelten die in den Verordnungen aufgefiihrten internationalen
Methoden.

Fir SLMB-Methoden (nicht ISO), welche bereits im Geltungsbereich der Akkreditierung eines Labors
angewendet werden, missen folgende Leistungskriterien dargelegt werden:

- Der Anwendungsbereich (z. B. Matrix) der Methode ist definiert und dem Labor bekannt.

- Die Leistungsfahigkeit der Methode ist dem Labor — soweit vorhanden - bekannt. Siehe Tabelle 1.

- Das Labor muss an einem Proficiency Test oder - falls nicht verfigbar - einem Laborvergleich er-
folgreich teilgenommen haben.

- Wenn externe Vergleiche nicht mdglich sind, muss eine laborinterne Prazision (Wiederhol- und
allenfalls eine Laborpréazision) bestimmt werden.

- Abschatzung der Messunsicherheit: Grundséatzlich ist bei klassischen mikrobiologischen Metho-
den +/- 0.5 log anzunehmen (7).

Falls international anerkannte Methoden fir die gleiche Aufgabenstellung wie SLMB-Methoden exis-
tieren, missen diese angewendet werden oder die Vergleichbarkeit der Methoden in einer Validierung

belegt werden.

*/*/*/*/*
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