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Einleitung

GemalR DIN EN ISO/IEC 17025:2018 mussen akkreditierte Priflaboratorien tGber Verfahren fir
die Schatzung der Messunsicherheit (MU) verfligen und diese anwenden. Weiterhin sind nach
dieser Norm Angaben zur geschatzten MU in Prifberichten dann erforderlich, wenn sie fir die
Gultigkeit oder Anwendung der Prifergebnisse von Bedeutung sind, wenn sie vom Kunden
verlangt werden oder wenn die Unsicherheit die Einhaltung von vorgegebenen Grenzen in Frage
stellt.

Vor diesem Hintergrund hatte die ALTS-Arbeitsgruppe ,Validierung mikrobiologischer Untersu-
chungsverfahren® im Jahr 2004 beschlossen, sich vorrangig mit dem Thema ,Messunsicherheit
mikrobiologischer Untersuchungsverfahren® zu beschaftigen. In der Mikrobiologie werden
Messunsicherheiten von Vergleichsstandardabweichungen abgeleitet, welche vorzugsweise in
Intra-Laborvergleichuntersuchungen durch das Labor selbst ermittelt werden sollten. Deshalb
wurden in den folgenden Jahren von den teilnehmenden Labors vergleichende experimentelle
Untersuchungen durchgefihrt, mit dem Ziel, eine Datensammlung anzulegen und Empfehlungen
zur Abschatzung der MU zu erarbeiten. Nach Veroffentlichung der DIN EN ISO 19036:2020,
Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Feststellung von Messunsicherheiten bei quantitativen
Bestimmungen - hat die ALTS-Arbeitsgruppe ,Hygiene und Mikrobiologie“ die im Jahr 2008
erstmals veréffentlichte Empfehlung der ALTS-Arbeitsgruppe ,zur experimentellen Abschatzung
der Messunsicherheit bei quantitativen mikrobiologischen Untersuchungsverfahren fir
Lebensmittel“ aktualisiert (Mitgliederliste siehe Anhang B). Nicht mitbertcksichtigt wurden dabei
die neu in die Norm aufgenommenen Anleitungen zur Bestimmung der MU bei Anwendung des
MPN'-Verfahrens sowie anderer Verfahren (vergl. Anwendungsbereich der DIN EN ISO
19036:2020).

Die folgende Empfehlung der Arbeitsgruppe beinhaltet dartiber hinaus im Kapitel Il das Ergebnis
der Diskussion zu der Frage, wie mit der MU bei der Beurteilung von Lebensmitteln im Hinblick
auf deren mikrobiologische Beschaffenheit umzugehen ist. Sie beruht auf derzeitigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen und lebensmittelrechtlichen Vorgaben.

Kapitel | Empfehlung zur Abschatzung der Messunsicherheit bei quantitativen
mikrobiologischen Untersuchungsverfahren

1 Anwendungsbereich

Die Empfehlung richtet sich an Labors in Deutschland, welche amtliche Lebensmitteluntersu-
chungen durchflihren. Sie dient als Hilfestellung bei der Abschatzung der MU von quantitativen
mikrobiologischen Untersuchungsergebnissen sowie deren Angabe im Prufbericht. Eine
Verpflichtung zur Anwendung besteht nicht.

Die Empfehlung bezieht sich auf die quantitative kulturelle Bestimmung von Bakterien in
Lebensmitteln mit Ausnahme des MPN-Verfahrens. Zu anderen Mikroorganismen (Viren,
Parasiten), anderen Untersuchungsverfahren (z. B. molekularbiologische Verfahren, Impedio-
metrie) und anderen Probenmaterialien (z. B. Futtermittel) liegen der Arbeitsgruppe keine
eigenen Erkenntnisse vor bzw. fallen diese nicht in den Anwendungsbereich der DIN EN ISO
19036:2020 (z.B. MU-Bestimmung in Wasser: vergl. ISO 29201).

" MPN: most probable number (Verfahren der wahrscheinlichsten Keimzahl)
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2 Begriffe
Far die Anwendung dieser Empfehlung gelten die folgenden Begriffe:

2.1 Prazision

GemafR DIN EN ISO 16140-1:2016 ist die Prazision der ,Grad der Ubereinstimmung zwischen
angezeigten Werten oder gemessenen GroRenwerten, die durch Wiederholungsmessungen an
den gleichen oder dhnlichen Objekten unter festgelegten Bedingungen erhalten wurden®.

2.2 Wiederholprazision (r)

Gemal DIN EN ISO 16140-1:2016 ist die Wiederholprazision die ,Prazision der Messung unter
einer Reihe von Wiederholbedingungen der Messung (dasselbe Messverfahren, denselben
Bearbeiter, dasselbe Messsystem, dieselben Betriebsbedingungen und denselben Ort sowie
wiederholte Messungen an demselben Objekt oder an &hnlichen Objekten in kurzen
Zeitabstanden)®.

2.3 Vergleichprazision (R)
Gemal DIN EN ISO 16140-1:2016 ist die Vergleichprazision die ,Prazision der Messung unter

Vergleichbedingungen der Messung (unterschiedliche Orte, Bearbeiter, Messsysteme und
wiederholte Messungen an demselben Objekt oder an dhnlichen Objekten)®.

2.4 Richtigkeit

GemaR DIN EN ISO 19036:2020 ist die Richtigkeit das ,MaR der Ubereinstimmung zwischen dem
Mittelwert einer unbegrenzten Anzahl von repliziert gemessenen Mengenwerten und einem
BezugsgroRenwert“ (Referenzmengenwert).

Anmerkung:

In der quantitativen Lebensmittel-Mikrobiologie sind Referenzmengenwerte normalerweise nicht
verfugbar, so dass die systematische Abweichung von Messwerten (die quantitativ den Mangel
an Richtigkeit ausdrickt) nicht zuverlassig geschatzt werden kann und nicht in der in diesem
Dokument beschriebenen Schatzung der Unsicherheit enthalten ist (vergl. Einleitung der DIN EN
ISO 19036:2020).

2.5 Messunsicherheit (MU)

Gemal DIN EN ISO 19036:2020 ist die Messunsicherheit definiert als ein ,dem Messergebnis
zugeordneter Parameter, der die Streuung der Werte angibt, die vernlnftigerweise der
Messgrofle zugeordnet werden kénnte*.

Anmerkung:

Die MU steht allein fur die Prazision einer Analyse, nicht aber fir die Richtigkeit als zweite Kompo-
nente der Messgenauigkeit. Sie darf nicht zur Korrektur eines Messergebnisses verwendet
werden.

2.6 Technische Unsicherheit

Gemall DIN EN ISO 19036:2020 ist die technische Unsicherheit die ,Unsicherheit, die aus der
operationellen Variabilitat resultiert, welche mit den technischen Schritten des Analyseverfahrens
verbunden ist®.

Anmerkung:

Die technische Unsicherheit umfasst z. B. die Variabilitidten beim Einwiegen von Proben-
materialien, Pipettieren, beim Beimpfen und der Bebritung von Medien sowie der Qualitat der
verwendeten Medienchargen.

2.7 Matrixunsicherheit

Gemalfl DIN EN ISO 19036:2020 ist die Matrixunsicherheit die ,Unsicherheit, die sich aus dem
Ausmald ergibt, in dem die Prifmenge nicht wirklich reprasentativ fur die Laborprobe ist”.
Anmerkung:
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Als Matrixunsicherheit werden die Variationen der Kontaminationsgrade zwischen verschiedenen
Prifmengen einer Laborprobe bezeichnet. Sie kann vor allem bei festen und
zusammengesetzten Matrices einen grofien Einfluss auf das Messergebnis haben, sofern die
Untersuchungsproben vor der Entnahme der Prifmengen nicht ausreichend homogenisiert
werden. Die Matrixunsicherheit wird fir jeden Matrixtyp gesondert geschatzt und gilt fir alle bei
dieser Matrix angewendeten quantitativen Prufverfahren, sofern von einer ahnlichen Verteilung
der Mikroorganismen in der Matrix auszugehen ist.

2.8 Verteilungsunsicherheit

Gemal DIN EN ISO 19036:2020 ist die Verteilungsunsicherheit die ,Unsicherheit, die sich aus
der intrinsischen Variabilitat in Verbindung mit der Verteilung der Mikroorganismen in der Probe,
der Erstverdinnung und den Folgeverdinnungen ergibt®.

Anmerkung:

Verteilungsunsicherheiten lassen sich auch durch sorgfaltiges Homogenisieren der zu
untersuchenden Materialien nicht ausschlieRen. Bei Koloniezahlverfahren hangt die
Verteilungsunsicherheit ab von der Zahl der gewachsenen bzw. bestatigten Kolonien.

2.9 Standardunsicherheit (u)

Gemal DIN EN ISO 19036:2020 ist die Standardunsicherheit die ,als Standardabweichung
angegebene Unsicherheit eines Messergebnisses”.

2.10 Erweiterte Unsicherheit (U)

Gemall DIN EN ISO 19036:2020 ist die erweiterte Unsicherheit (bzw. erweiterte
Messunsicherheit) ein ,Kennwert, der einen Bereich um das Messergebnis angibt, von dem
erwartet werden kann, dass er einen grof3en Anteil der Verteilung der Werte umfasst, die der
Messgrofle verninftigerweise zugeordnet werden kdénnten®.

2.11 Laborinterne Vergleichsstandardabweichung (sir)

Die laborinterne Vergleichsstandardabweichung ist die Standardabweichung von Prif-
ergebnissen, welche unter Intra-Laborvergleichbedingungen gewonnen wurde. Die voneinander
unabhangigen Prifergebnisse werden durch Anwendung desselben Verfahrens an identischen
Prufmaterialien (Laborprobe) im selben Labor durch verschiedene Personen mit verschiedenen
Gerateausristungen erzielt.

2.12 Laborprobe

Gemal DIN EN ISO 19036:2020 ist die Laborprobe die ,Probe, die zum Versand an das Labor
vorbereitet und zur Kontrolle oder Prifung vorgesehen ist".

2.13 Untersuchungsprobe

GemalR DIN EN ISO 19036:2020 ist die Untersuchungsprobe die ,,aus der Laborprobe nach der
im Prufverfahren festgelegten Verfahrensweise hergestellte Probe, von der die Prifmengen
entnommen werden®.

2.14 Prifmenge

GemaR DIN EN ISO 19036:2020 ist die Prifmenge die ,aus einer Laborprobe enthommene und
(nach Volumen oder Masse) gemessene reprasentative Probe, aus der die Erstverdiinnung
hergestellt wird“.

Weitere Erlauterungen von Begriffen finden sich in der jeweils gultigen Fassung der DIN EN ISO
19036.
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3 Einflussfaktoren auf die Messgenauigkeit

Ein Labor sollte die angewandten Untersuchungsverfahren unter Kontrolle haben. Es muss
belegen kénnen, dass die ermittelten Ergebnisse nicht nur richtig, sondern auch prazise sind. Da
in der Mikrobiologie der wahre Wert nicht verflgbar ist, lassen sich systematische Abwei-
chungsfehler (bias) in mikrobiologischen Labors nicht vollstandig ermitteln. Allerdings kénnen
Ergebnisse aus Inter-Laborvergleichuntersuchungen (Ringversuche, proficiency-Tests) einen
Hinweis darauf geben, ob die erzielten Messergebnisse im Vergleich zum Mittelwert der von allen
Labors ermittelten Ergebnisse richtig sind. Deshalb wird gemaf’ DIN EN ISO/IEC 17025:2018 von
mikrobiologischen Labors erwartet, dass sie erfolgreich an Inter-Laborvergleichuntersuchungen
teilnehmen. Zur Bewertung der Prazision muissen sie zusatzlich die MU ihrer quantitativen
Verfahren abschatzen.

Auch die Probenentnahme und der Probentransport kdbnnen grof3e Fehlerquellen bezogen auf
das analytische Endergebnis darstellen. Sie liegen jedoch in der Regel nicht im
Verantwortungsbereich des Labors. Die experimentelle Abschatzung der MU beschrankt sich
deshalb auf die Analyse des eingesandten Probenmaterials.

Eine wesentliche Quelle der MU kann das ,sub-sampling® im Labor sein, also die Enthahme von
Probenmaterial zur Herstellung einer Erstverdiinnung. Unsicherheiten bezogen auf das Mess-
ergebnis treten auch bei den weiteren Schritten der Analyse auf, wie Homogenisieren, Pipettie-
ren, Bebruten, Auszahlen von Kolonien und Durchfuhren von Bestatigungsreaktionen. Die wich-
tigsten Einflussgrofen sind dabei die untersuchte Matrix, die durchfihrenden Personen, Umge-
bungsbedingungen, Zeitfaktoren, Gerate, Medien und Reagenzien.

4 Abschitzung der Messunsicherheit in der Mikrobiologie

Bei der Abschatzung der MU gemall DIN EN ISO 19036:2020 werden folgende
Unsicherheitskomponenten betrachtet:

- Technische Unsicherheit,

- Matrixunsicherheit und

- Verteilungsunsicherheit.

Wenn es mit den Kundenanforderungen vereinbar ist, reicht es zur Abschatzung der MU eines
quantitativen mikrobiologischen Untersuchungsverfahrens aus, die zur Abschatzung der
technischen Unsicherheit gemal DIN EN ISO 19036:2020 ermittelte laborinterne
Vergleichsstandardabweichung sz mit einem Erweiterungsfaktor (k=2) zu multiplizieren. Das
setzt aber voraus, dass die Untersuchungsproben vor der Entnahme der Prifmenge mit
technischen Geraten sorgfaltig homogenisiert werden, um die Matrixunsicherheit so weit wie
maoglich zu reduzieren.

Andernfalls missen die individuellen Matrixunsicherheiten gemaflt DIN EN I1SO 19036:2020
experimentell ermittelt werden, um zur Abschatzung der MU die technische Standardunsicherheit
(Utecn), die Standardunsicherheit der Matrix (umatix) und die Verteilungsstandardunsicherheiten
(Upoisson, Uconf) kombinieren zu kénnen.

Alternativ kénnen auch fir jede Matrix- oder Matrixgruppe? spezifische laborinterne
Vergleichsstandardabweichungen experimentell ermittelt werden, welche dann alle wesentlichen
Unsicherheitskomponenten beinhalten und zur Abschatzung der Messunsicherheiten mit einem
Erweiterungsfaktor (k=2) multipliziert werden.

2 Eine Einteilung in Matrixgruppen ist beispielsweise anhand des Zerkleinerungsgrades des
Probenmaterials mdglich, zum Beispiel in pulverférmige und flissige Lebensmittel, grindlich zerkleinerte
feste Lebensmittel, feste kleinteilige und andere feste Lebensmittel. Durch griindliches Zerkleinern und
Mischen im Rahmen der Probenaufarbeitung kénnen alle festen Lebensmittel der gleichen Matrixgruppe
angehoren.
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4.1 Technische Unsicherheit

Die technische Unsicherheit hat bei der quantitativen Bestimmung von Mikroorganismen in der
Regel den grofiten Einfluss auf das Messergebnis. DIN EN ISO 19036:2020 schilagt drei
alternative Moglichkeiten fur die Schatzung der Vergleichsstandardabweichung zur Bestimmung
der technischen Unsicherheit in absteigender Rangfolge vor:

1. Laborinterne Vergleichsstandardabweichung, d.h. Schatzung der Vergleichprazision
innerhalb eines Laboratoriums

2. Ableitung der Vergleichprazision aus den Ergebnissen eines Ringversuchs zur
Verfahrensvalidierung

3. Ableitung der Vergleichprazision aus den Ergebnissen eines Ringversuchs zur
Eignungsprufung

Zu 1: Die technische Unsicherheit wird vorzugsweise aus einer Vergleichsstandardabweichung
des Endergebnisses des Messprozesses geschatzt, welche gemal Vorgaben der DIN EN ISO
19036:2020 durch vergleichende Untersuchung von homogenisierten Proben aus Routine-
Einsendungen oder Eignungsprifungen laborintern experimentell ermittelt wird.

Zu 2: Wird ein Verfahren verwendet, welches mittels einer Eignungsprufung validiert wurde, kann
auch die durch die Auswertung der Eignungspriifung ermittelte Vergleichsstandardabweichung
fur die Schatzung der technischen Messunsicherheit verwendet werden, sofern die laborintern
ermittelten Werte fur die Wiederholprazision und die Vergleichprazision nicht hoher sind als die
der Eignungsprufung.

Zu 3: Auch die im Rahmen einer erfolgreichen Teilnahme an einer Eignungsprifung ermittelte
laborubergreifende Vergleichprazision darf zur Schatzung der MU verwendet werden, wenn von
allen Teilnehmer-Laboren dasselbe Verfahren verwendet wurde. Allerdings kann die technische
Unsicherheit unterschatzt werden, wenn die Versuchsplane der Eignungsprifungen sehr stark
von den Routineanalysen abweichen (z. B. bei der Herstellung der Erstverdiinnung, fehlende
Begleitflora).

4.1.1 Abschatzung aus Daten von Intra-Laborvergleichuntersuchungen

International wird die Abschatzung der MU aus den Vergleichsstandardabweichungen favorisiert,
welche in Intra-Laborvergleichuntersuchungen durch das Labor selbst ermittelt werden. Die HOhe
der abgeschatzten MU ist ein Mal fir die Streuung der Ergebnisse, welche mit dem gepruften
quantitativen Untersuchungsverfahren bei einer bestimmten Probenmatrix oder -matrixgruppe in
dem betreffenden Labor ermittelt werden. Sie ist somit auch auf Routineproben Ubertragbar. Sie
kann in verschiedenen Labors jedoch unterschiedlich gro3 sein. Systematische
Abweichungsfehler kdnnen bei diesen Untersuchungen allerdings nicht erkannt werden.

Die laborinternen Vergleichsstandardabweichungen sollten fir jedes im Labor angewandte
quantitative Untersuchungsverfahren und fur jeden Zielkeim (bzw. Keimgruppe) ermittelt werden.
Werden Untersuchungsverfahren innerhalb eines Labors in verschiedenen Modifikationen
durchgefuhrt, z.B. hinsichtlich der Beimpfungsmethode oder der Anzahl der beimpften Parallel-
platten, ist die laborinterne Vergleichsstandardabweichung fur jede Modifikation separat experi-
mentell zu ermitteln. Eine Wiederholung der Experimente ist notwendig, sofern sich die Unter-
suchungsbedingungen innerhalb des Labors dndern (neue Methode, neue Medien, neue Gerate,
neues Personal).

4.1.1.1 Durchfiihrung

Gemal DIN EN ISO 19036:2020 sollten je Prufverfahren mindestens 10 homogenisierte Proben
von zwei verschiedenen Personen gemal der laboreigenen Prifvorschrift parallel aufgearbeitet
werden, so dass fir jede Probe zwei Keimzahlen erhalten werden®.: Es sollte darauf geachtet
werden, dass die Untersuchungsbedingungen (Einwaage der Prufmenge und Herstellung der

3 Falls in einem Labor nur eine Person praktisch tatig ist, kann zur Priifung auf Prazision ersatzweise die
Wiederholbarkeit ermittelt werden.
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Erstverdinnung, Auswahl des Beimpfungsverfahrens und Anzahl beimpfter Parallelplatten) den
Routinebedingungen entsprechen und fir die Ermittlung der Vergleichsstandardabweichung
nicht abgewandelt werden. Personen, Gerate und Medien sollten mdglichst ebenso variabel
eingesetzt werden, wie auch sonst Ublich. Deshalb sollten auch unterschiedliche Chargen an
Verbrauchsmaterialien zum Einsatz kommen. Ebenso sollte die Auswertung der bebriteten
Platten von den gleichen Personen erfolgen, die auch die Routineproben auswerten*.

4.1.1.2 Auswahl der Probenmatrix

Da die Schatzung der sz so konzipiert ist, dass Beitrdge durch die Heterogenitat der Laborprobe
ausgeschlossen werden, ist es nicht erforderlich die Schatzung flir verschiedene Matrices zu
wiederholen, sie kann auf Grundlage einer einzigen Matrix durchgeflihrt werden.

Die Auswahl der Matrix fur Intra-Laborvergleichuntersuchungen richtet sich grundsatzlich nach
den innerhalb des Labors routinemafig untersuchten Probenmaterialien. Sofern fir den Zielkeim
mikrobiologische Grenzwerte in bestimmten Matrices vorliegen, welche vom Labor auch zur
Beurteilung herangezogen werden, sollten auch diese Matrices fir die experimentellen
Untersuchungen ausgewahlt werden.

Natdurlich kontaminierte Proben sind bevorzugt auszuwahlen, weil sie eine Abschatzung der MU
unter realistischeren Bedingungen erlauben, als kinstlich kontaminierte Proben. In der Regel sind
dabei die Ergebnisse mehrerer Keimgruppen gleichzeitig auswertbar. Es ist nicht erforderlich,
Laborproben mit unterschiedlichen Kontaminationsgraden zu berlcksichtigen. Falls mdglich
sollten die Laborproben jedoch die natlrlichen Schwankungen des Kontaminationsgrades
abdecken. Fur die Abschatzung der MU bei der quantitativen Bestimmung von Keimarten, die
Ublicherweise nur selten oder nur in sehr geringer Keimkonzentration in Lebensmitteln
vorkommen (z.B. pathogene Keime), mussen Proben ggf. kunstlich kontaminiert werden.

Es kann empfehlenswert sein, von Routineproben Material zuriickzustellen und gekihlt bzw.
tiefgeklhlt zwischen zu lagern, um es bei Vorhandensein des Zielkeims im gewlnschten Keim-
zahlbereich fur vergleichende Untersuchungen zu verwenden. Um hoéhere Keimzahlen zu erhal-
ten, kdnnen gering kontaminierte Proben vor der vergleichenden Untersuchung auch bei Raum-
temperatur bzw. im Brutschrank gelagert werden.

Unter Umstanden Iasst sich auch das im Rahmen von Laborvergleichuntersuchungen verschickte
Referenzmaterial einsetzen, sofern eine Vergleichbarkeit mit Routineproben gegeben ist. Wenn
mehr als zwei Personen eines Labors an den Laborvergleichuntersuchungen teilgenommen
haben, sollte die Auswahl der jeweiligen Keimzahlpaare im Zufallsverfahren erfolgen.

4.1.1.3 Beimpfen des Probenmaterials

Steht keine ausreichende Anzahl natirlich kontaminierter Proben zur Verfigung, mussen
ausgewahlte Probenmaterialien mit den gewtinschten Keimen vorzugsweise in unterschiedlichen
Konzentrationen auf Stufe der jeweiligen Erstverdinnung kinstlich kontaminiert werden.
Verfahren fir die Herstellung kinstlich kontaminierter Lebensmittel sind in der DIN EN ISO
16140-3:2021 beschrieben. Das beimpfte Probenmaterial sollte in seiner Beschaffenheit
weitestgehend naturlich kontaminierten Proben ahneln, auch in Bezug auf den physiologischen
Zustand der eingeimpften Mikroorganismen.

Die Auswahl der Stdmme richtet sich nach der jeweils zu prifenden Methode und den Empfeh-
lungen der Nahrmedienhersteller. Es werden Stdmme aus definierten Stammsammlungen (z. B.
WDCM, ATCC, DSMZ) oder eindeutig biochemisch definierte Feldstdmme eingesetzt.

* Werden Ergebnisse der beiden Messreihen unwillkiirlich angeglichen, kann eine Codierung der Platten
oder eine Auswertung durch verschiedene Personen notig sein.
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Insbesondere bei Verfahren mit Bestatigungsschritt sollte darauf geachtet werden, dass
Lebensmittelmatrices mit einer hohen Hintergrundflora verwendet werden.

Nach eigenen Erfahrungen kénnen die Erstverdiinnungen mit Verdinnungen von frischen
Bouillon-Kulturen beimpft werden. Nach 18-stlindiger Bebritung wird abhangig von Keimart,
Stamm, Medium und Bebritungstemperatur eine Keimkonzentration von 107 bis 10° Kolonie-
bildenden Einheiten (KbE) pro Milliliter Bouillon erreicht. Der physiologische Zustand derart
eingeimpfter Keime kann jedoch erheblich vom Zustand in Routineproben abweichen (z. B.
gestresste Mikroorganismen in Trockenprodukten).

Der Keimgehalt der bebriteten Bouillons verandert sich bei Kiihllagerung tiber mehrere Tage in
der Regel nur unwesentlich, so dass die Keimzahl auch vor Verwendung der Beimpfungs-Bouillon
bestimmt werden kann bzw. eine wiederholte Verwendung moglich ist (Ausnahmen z.B.
Clostridium spp., Vibrio spp.). Erganzend wird dennoch eine nachtragliche Keimzahlbestimmung
der Beimpfungs-Bouillon empfohlen.

Die Keimdichte kann auch anhand der optischen Dichte auf McFarland-Standard eingestellt
werden. Dabei sollten die Herstellerangaben berlcksichtigt und die Koloniezahlen vergleichend
in einem Vorversuch bzw. vor Verwendung tUberprift werden.

Jede der beiden Prifmengen wird auf der Stufe der Erstverdinnung mit vorher festgelegten
Mengen der jeweiligen bebruteten und verdinnten Bouillons beimpft. Dabei ist auf eine gute
Durchmischung der Bouillonkulturen und auf sorgfaltiges Pipettieren zu achten, um zusatzliche
Fehlerkomponenten klein zu halten. Bei flissigen Probenmaterialien (z.B. Rohmilch) kann ggf.
direkt beimpft werden. Jede Person arbeitet anschlieRend eine kontaminierte Erstverdiinnung
bzw. eine Prifmenge der kontaminierten unverdinnten flissigen Proben gemall dem
Routineverfahren auf.

4.1.1.4 Keimzahlbereich und Koloniezahlen

Eine experimentelle Abschatzung der MU fir verschiedene Keimzahlbereiche ist nicht erfor-
derlich, weil die Vergleichsstandardabweichung aus log-transformierten Keimzahlen berechnet
wird. Dennoch ist es ratsam, innerhalb der Messreihe unterschiedlich hohe Keimzahlstufen
anzustreben, um der Routine vergleichbare Bedingungen herzustellen. In jedem Fall sollten jene
Stufen einbezogen werden, welche im Bereich von mikrobiologischen Grenzwerten liegen.

Gemalk DIN EN ISO 19036:2020 sollten fur die Berechnung der Ilaborinternen
Vergleichsstandardabweichung keine Proben verwendet werden, bei denen sich auf allen
glltigen Platten pro Zahlergebnis weniger als 30 (typische) Kolonien zahlen lassen. Der
Grenzwert von 30 Kolonien bezieht sich auf die Summe der Gesamtkoloniezahlen auf allen nach
Auswertung gultigen Platten. Dartber hinaus sollte die Hoéchstzahl pro Platte, welche vom
Untersuchungsverfahren abhangt, nicht Gberschritten werden.

4.1.1.5 Auswertung und Bestitigung

Die beimpften Platten werden nach der Bebritung zeitgleich ausgewertet und die typischen
Kolonien entsprechend der routinemafig angewendeten Weise ausgezahlt. Bei Bedarf wird eine
bestimmte Anzahl typischer Kolonien mittels der Durchfihrung von Bestatigungsreaktionen nach
laboreigener Prifvorschrift weiter differenziert. Ausgehend von der Anzahl geprifter und
bestatigter Kolonien werden die jeweiligen Keimzahlen errechnet. GemaRR DIN EN ISO
19036:2020 sollten dabei alle Ergebnisse, fur die weniger als die Halfte der getesteten Kolonien
bestatigt wurden, ausgeschlossen werden.

4.1.1.6 Berechnen der Vergleichsstandardabweichung

Die Keimzahlen werden als gewogene arithmetische Mittelwerte berechnet und anschliel3end
logarithmiert. Die laborinterne Vergleichsstandardabweichung (sr) wird nach der in der DIN EN
ISO 19036:2020 genannten Formel berechnet. Fur die DIN EN ISO 19036:2020 wird auf3erdem
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ein verifiziertes Excel-Tool® zur Verfligung gestellt. Statt dieses Excel-Tools kann auch folgende
Formel verwendet werden:

Y.(logR; —logR3)?
Sig =

2t
Dabei sind:
SIR = laborinterne Vergleichsstandardabweichung
t = Anzahl der Proben

logR12 = log-transformierte Keimzahlen der ersten bzw. zweiten Person

4.2 Matrixunsicherheit

Bei homogenen Flissigkeiten und durch Einsatz technischer Gerate gut gemischten, homogenen
Laborproben wird nur eine kleine Matrixunsicherheit erwartet und es kann ein fester
(Mindest-)Wert (Umatix = 0,1 logio KbE/g oder ml) verwendet werden. Andernfalls sind die
verschiedenen Matrixunsicherheiten gemaf Vorgaben der DIN EN ISO 19036:2020 durch die
Untersuchung von nicht homogenisierten natdrlich kontaminierten Proben aus Routine-
Einsendungen experimentell zu ermitteln. Von jeder Laborprobe derselben Matrix missen dazu
mindestens zwei Prifmengen entnommen und unter Wiederholbedingungen® untersucht werden.
Es kénnen aber auch mindestens 11 Priifmengen einer einzigen Laborprobe analysiert werden.
Alternativ durfen Werte verwendet werden, die von anderen Laboren experimentell ermittelt
wurden, wenn ahnliche Matrixunsicherheiten erwartet werden. Allerdings ist davon auszugehen,
dass experimentell ermittelte Matrixunsicherheiten Uberschatzt werden, weil sie auch die
technische Unsicherheit und die durch die =zufallige Verteilung von Mikroorganismen
hervorgerufene Verteilungsunsicherheit beinhalten.

4.3 Verteilungsunsicherheit

Die Verteilungsunsicherheit ist bei Koloniezahlverfahren unter anderem abhangig von der
Gesamtzahl der gezahlten Kolonien. Je niedriger diese Zahl ist, desto héher und bedeutsamer
ist die sogenannte Poisson-Unsicherheit. Eine geringe Poisson-Unsicherheit kann vernachlassigt
werden, wenn andere Unsicherheitskomponenten grof sind.

Bei einigen auf Koloniezéhlverfahren basierenden Verfahren wird eine Anzahl verdachtiger
Kolonien mittels Bestatigungstests weiter untersucht und die Keimzahl je nach Ergebnis dieser
Bestatigungsuntersuchungen entsprechend korrigiert. Die Grofle der sogenannten
Bestatigungsunsicherheit ist abhangig von den Anzahlen getesteter und bestatigter Kolonien.

Weitere Hinweise zur Abschatzung der Verteilungsunsicherheit sind der DIN EN ISO 19036:2020
zu entnehmen.

4.4 Erweiterte Messunsicherheit

Falls es aufgrund von Laborprotokollen oder Kundenwinschen erforderlich ist, die erweiterte
Messunsicherheit auf Basis einer gemafR Vorgaben der DIN EN ISO 19036:2020 errechneten
kombinierten Standardunsicherheit abzuschatzen, koénnen verhaltnismalig geringflgige
Unsicherheitskomponenten bei der Berechnung vernachlassigt werden. Beispielrechnungen
kénnen der DIN EN ISO 19036:2020 Kapitel 8 entnommen werden.

5 Fundstelle: https://committee.iso.org/sites/tc34sc9/home/general-standards/content-left-area/culture-
media/iso-19036-estimation-of-measurem.html

6 Siehe Begriffsdefinitionen: ,Wiederholprazision*

Seite 10 von 17



Anlage zu Beschluss 2022/89/18
Empfehlung der ALTS-Arbeitsgruppe ,Hygiene und Mikrobiologie“ zur Messunsicherheit,
2. Version (November 2021)

5 Angabe der Messunsicherheit im Priifbericht

Sofern nicht ausdricklich vom Kunden verlangt, halt die ALTS-Arbeitsgruppe eine generelle
Angabe der MU bzw. des Vertrauensbereichs im Prifbericht in Zusammenhang mit dem
erzielten Messergebnis fur nicht erforderlich, auch dann nicht, wenn die ermittelten Keimzahlen
im Bereich von mikrobiologischen Grenzwerten liegen.

Falls die MU im Prifbericht angegeben wird, dann in derselben Einheit wie das Prifergebnis.
Beispiele:

- 5,00 £ 0,31 log10 KbE/g

- 5,00 log1o KbE/g [4,69; 5,31]

- 1,0 x 10° KbE/g [4,9 x 10%; 2,0 x 107]

Aulerdem muss aus dem Prifbericht hervorgehen, wie die MU geschatzt wurde (beriicksichtigte
Unsicherheitskomponenten, Erweiterungsfaktor).

Beispiel:

,Die angegebene erweiterte Messunsicherheit wurde in Ubereinstimmung mit DIN EN ISO
19036:2020 geschatzt und basiert auf der kombinierten Standardunsicherheit, multipliziert mit
einem Erweiterungsfaktor von k = 2, wodurch sich ein Vertrauensniveau von etwa 95 % ergibt.
Die kombinierte Standardunsicherheit wurde gleich der experimentell ermittelten laborinternen
Vergleichsstandardabweichung angenommen.*

Kapitel I Interpretation von Messunsicherheiten bei quantitativen
mikrobiologischen Untersuchungsverfahren

6 Uberlegungen zur Beriicksichtigung bei der Beurteilung von Lebensmitteln

Fir eine zutreffende Interpretation eines mikrobiologischen Untersuchungsergebnisses im
Hinblick auf eine lebensmittelrechtliche Bewertung muss beispielsweise festgelegt sein, ob sich
die Bewertung auf die Probe selbst oder die zugehorige Charge bezieht. Bei der Beurteilung einer
amtlichen Probe anhand eines mikrobiologischen Kriteriums muss dariber hinaus bekannt sein,
ob bei der Festlegung mikrobiologischer Grenzwerte die Gesamtstreuung und damit die MU
bereits berucksichtigt wurde, oder ob auf der Basis der MU ein Schatzintervall um das
Analysenresultat gebildet werden muss.

Bei der Schatzintervallbildung (s. Abbildung 1 in Anhang A) kann eine gesicherte
Grenzwertlberschreitung nur festgestellt werden, wenn die Untergrenze des Schéatzintervalls
Uber dem Grenzwert liegt. Allerdings wirde hierbei unter Umstadnden das Konsumentenrisiko
auller Acht gelassen werden, welches bei Untersuchung einer einzelnen Probe statt mehreren
Proben (Ublicherweise n=5) aus statistischen Griinden ohnehin schon erhéht ist’. Befindet sich
die Obergrenze des Schatzintervalls unter dem Grenzwert, besteht andererseits mit grof3er
Wahrscheinlichkeit kein Anlass zur Zurtickweisung und eine Annahme kann ohne relevantes
Irrtumsrisiko erfolgen. SchlieRt das Intervall den Grenzwert ein und zwar unabhangig davon, ob
das Analysenergebnis selbst Uber oder unter dem Grenzwert liegt, sind weder Annahme noch
Ablehnung gesichert. Befundinterpretation und ggf. einzuleitende MalRnahmen (z. B. Ziehung von
Nachproben) missen dann im Sinne einer Einzelfallprifung sorgfaltig Gberlegt werden.

Um die MU direkt bei der Festlegung eines ,amtlichen“ Grenzwertes zu berticksichtigen, kénnen
von der zustandigen Stelle Methodenstreuungen herangezogen werden, wie sie aus nationalen
und internationalen Ringversuchen bekannt sind. Akkreditierte Labors mussen ihre MU durch
entsprechende Qualitatssicherungs-MalRnahmen standig unter Kontrolle halten. Unter dieser
Voraussetzung ist es durchaus plausibel und entspricht auch der gebrauchlichen Strategie, die
MU bereits bei der Festlegung mikrobiologischer Grenzwerte zu berlcksichtigen, statt jedes

7 Wenn nur eine Probe einer Charge untersucht wird, ist die Wahrscheinlichkeit deutlich geringer, eine
Grenzwertlberschreitung zu erkennen, als wenn mehrere Proben einer Charge untersucht werden.
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Einzelergebnis individuell zu korrigieren. Dabei wird eine allgemein akzeptierte Toleranz fir die
Unsicherheit entweder auf den urspringlichen Grenzwert von vornherein aufgeschlagen
(established limits = z. B. bei Prozesshygienekriterien) oder von ihm abgezogen (absolute limits
= z. B. bei Sicherheitskriterien). Diese Strategie erlaubt es, dass alle Beteiligten die
mikrobiologischen Ergebnisse der innerbetrieblichen Eigenkontrolle wie auch der amtlich
gezogenen Proben in gleicher Weise bewerten.

Sofern bei Drei-Klassen-Planen® die Abstande zwischen m und M ausreichend groB sind (bei
homogenen Lebensmitteln mindestens 0,5 Logstufen und bei heterogenen Lebensmitteln min-
destens eine Logstufe) ist davon auszugehen, dass die MU bei der Festlegung der Grenzwerte
bereits berlcksichtigt wurde.

Eine besondere Situation entsteht, wenn die Grenzwerte auf nicht zu Uberschreitenden,
toxikologisch oder infektionsmedizinisch begriindeten Limits basieren, wie dies in der Regel bei
der Festlegung von Sicherheitskriterien fur pathogene Keime erfolgt, beispielsweise das in der
Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 festgelegte Lebensmittelsicherheitskriterium fur Listeria
monocytogenes (<100 KbE/g). Gemal’ Vorsorgeprinzip muss hier das Konsumentenrisiko, mithin
die Fehlentscheidungswahrscheinlichkeit, welche die falschliche Annahme einer abzulehnenden
Probe betrifft, minimiert werden. Es ware bei einer Gesundheitsgefahr genau die falsche
Strategie, erst dann Mal3nahmen zu ergreifen, wenn die Grenzwertliberschreitung bei derartigen
»absolute limits“ abgesichert ist, um den Produzenten vor unberechtigten Beanstandungen zu
bewahren.

Hinsichtlich der Berucksichtigung der MU bei mikrobiologischen Grenzwerten ist die Diskussion
auf internationaler Ebene noch nicht abgeschlossen. Aus dem Wortlaut der Verordnung (EG) Nr.
2073/2005 geht nicht hervor, wie diese methodisch bedingte Streuung bei der Beurteilung der
untersuchten Einzelproben bzw. Chargen zu bewerten ist. Auch innerhalb der ALTS-
Arbeitsgruppe besteht zu diesem Thema keine einheitliche Auffassung. Die Mehrzahl der
Mitglieder geht allerdings davon aus, dass in einem gesetzlich festgelegten mikrobiologischen
Kriterium die verfahrensbedingte Streuung bereits mitbertcksichtigt ist, so dass jedes Uber einem
Hoéchstwert (m, M) liegende Resultat immer eine Uberschreitung desselben bedeutet. Daraus
folgt, dass die MU bei der Aussage zur Konformitat einer Probe im Hinblick auf festgelegte
mikrobiologische Grenzwerte im Regelfall nicht bericksichtigt und in Prufberichten nicht
angegeben werden muss. Voraussetzung ist jedoch, dass das Labor die angewandten Untersu-
chungsverfahren auch hinsichtlich der Prazision unter Kontrolle hat und dass vom Gesetzgeber
keine anderslautenden Beurteilungsempfehlungen gegeben werden.

7 Bewertung der Prazisionsdaten

Eine in der Entstehungsphase der vorangegangenen Leifadenversion (2008) durchgefihrte
Datenabfrage unter den damals beteiligten Laboren ergab erweiterte Messunsicherheiten, die
vorwiegend unter 0,5 logio lagen. Dabei zeigte sich, dass auch Routineverfahren, wie das
Tropfplatten-Verfahren und das Spiralplattenverfahren eine akzeptable Prazision aufweisen
kénnen. GréRere Unterschiede zwischen den untersuchten Matrices (Hackfleisch, Raucherlachs,
geschlagene Sahne, feine Backwaren, Feinkostsalate und Rohkostsalate) oder den gepruften
Keimarten (aerobe Keimzahl, Milchsaurebakterien, Hefen, Enterobakteriazeen, Coliforme Keime
und Pseudomonaden) lieRen sich nicht feststellen.

8 Drei-Klassen-Plane umfassen Ublicherweise flr jede zu prifende Lebensmittelmatrix und die zu Uber-
wachende Prozessstufe das zu ermitteinde Agens (Keim / Toxin), das anzuwendende Untersuchungs-
verfahren, die Zahl der Stichproben und deren Gréf3e in Gramm oder Milliliter. DartGber hinaus werden
Grenzwerte angegeben, unterhalb derer die Messergebnisse als akzeptabel (m) bzw. oberhalb derer sie
als inakzeptabel (M) angesehen werden. Erganzend enthalten Drei-Klassen-Plane eine Annahmezahl (c),
welche die Anzahl der Einzelstichproben in der Gesamtstichprobe angibt, die zwischen m und M liegen
dirfen. Als unbefriedigend werden Chargen angesehen, deren mittlere Keimzahl oberhalb von m
angesiedelt ist bzw. wenn Einzelergebnisse oberhalb von M liegen.
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Bei der quantitativen Untersuchung von Proben auf pathogene Erreger (Listeria monocytogenes,
S. aureus), welche auf der Stufe der Erstverdiinnung kinstlich kontaminiert worden waren, lagen
die ermittelten erweiterten Messunsicherheiten sogar deutlich darunter (bis zu 0,3 logqo).
Allerdings koénnen die Untersuchung von nattrlich kontaminierten Proben, die Durchflihrung von
Bestatigungsreaktionen und das anschlielende Rickrechnen der Keimzahlen unter
Routinebedingungen zu gréReren Streuungen zwischen den Keimzahlen fihren.

Eine erneute Abfrage im Jahr 2021 konnte die damalige Datenlage bestatigen. Unabhangig
davon muss jedes Anwenderlabor nach heutigen Malstdben unter Berlcksichtigung der
Leistungskenndaten mikrobiologischer Nachweisverfahren seine Kompetenz belegen. Die
Vorgehensweise ist in der DIN EN ISO 16140-3 “Arbeitsvorschrift flr die Verifizierung von
Referenz- und validierten alternativen Verfahren in einem Einzel-Labor® beschrieben. Dies
beinhaltet grundsatzlich auch die Abschatzung der MU auf Basis der DIN EN ISO 19036:2020.
Fur alle Normverfahren, die nach wie vor keine Leistungskenndaten vorgeben, ist wiederum
gemal DIN EN ISO 16140-3 zu verfahren.

8 Schlussfolgerungen

Wie alle Analysenergebnisse sind auch die Resultate mikrobiologischer Keimzahlverfahren mit
Messunsicherheiten behaftet. Diese Methodenstreuung gilt es in Betracht zu ziehen, wenn die
quantitativen Untersuchungsergebnisse in Bezug zu Grenzwerten gesetzt und beurteilt werden.
Bei einer solchen Bewertung kann als Alternative die Streuung entweder in Form eines Schatz-
intervalls in jedes Einzelergebnis eingehen oder der Grenzwert selbst enthalt von vornherein
einen Ab- oder Zuschlag fir die MU.

Die im Rahmen der ALTS-Arbeitsgruppe durchgefihrten vergleichenden experimentellen Unter-
suchungen zur Abschatzung der MU bei der Bestimmung von apathogenen Keimen unter
Verwendung von natlrlich kontaminierten Proben haben gezeigt, dass sich von den Labors bei
den gepriften Keimarten (aerobe Keimzahl, Milchsaurebakterien, Hefen, Enterobakteriazeen,
Coliforme Keime und Pseudomonaden) in der Regel erweiterte Messunsicherheiten von < 0,5 log
erzielen lassen. Die ermittelten erweiterten Messunsicherheiten bei der Bestimmung von
pathogenen Keimen werden hingegen sehr stark von der Art der Beimpfung des Probenmaterials
und von der Auswertung der bebriteten Nahrmedien beeinflusst.

Zur Frage, ob in einem mikrobiologischen Grenzwert die MU bereits berlcksichtigt ist, kann die
ALTS-Arbeitsgruppe keine allgemein gultige Empfehlung abgeben. Grundsatzlich ware es
sinnvoll, wenn diese Entscheidung bereits bei der Festlegung von mikrobiologischen Kriterien
auch im Hinblick auf das anzuwendende Untersuchungsverfahren getroffen werden wirde. Ob
dies auf die derzeitig glltigen Grenzwerte zutrifft, ist zumindest nicht veréffentlicht. Die Mehrzahl
der Mitglieder geht allerdings davon aus, dass in einem gesetzlich festgelegten mikrobiologischen
Kriterium die verfahrensbedingte Streuung bereits mitbertcksichtigt ist, so dass jedes tber einem
Hochstwert (m, M) liegende Resultat immer eine Uberschreitung desselben bedeutet.
Voraussetzung ist jedoch, dass das Labor die angewandten Untersuchungsverfahren auch
hinsichtlich der verfahrensbedingten Streuungen unter Kontrolle hat und dass vom Gesetzgeber
keine anderslautenden Beurteilungsempfehlungen gegeben werden.

Um zu belegen, dass Anwenderlabore verfahrensbedingte Streuungen unter Kontrolle haben,

kdnnen sie sich an der Vorgehensweise gemal’ der DIN EN ISO-Normreihe 16140 (insbesondere
Teil 3) in Verbindung mit der DIN EN I1SO 19036:2020 orientieren.
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Anhang A  Abbildungen

Abbildung 1: Beurteilung von mikrobiologischen Analysenresultaten nahe eines
festgelegten Grenzwertes unter Beriicksichtigung von Schatzintervallen auf der Basis der
ermittelten Messunsicherheit

Messwert mit Schatzintervall flr die
Messunsicherheit

Grenzwert T
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