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Wie bel jedem guantitativen Messergebnis wird auch die
Genauigkeit (= Ausmald der Anndherung an den wahren / richtigen

Wert) des Resultats einer Koloniezahlung von zwei M erkmalen
bestimmt:

® Richtigkeit = Ann&herung des mittleren Ermittlungsergebnisses

(=Erwartungswert) an den wahren / richtigen Wert.

Ergebnisabweichungen basieren auf  systematischen
Einflissen .

® Prazision = Ausmal der gegenseitigen Annaherung voneinander
unabhangiger Ermittlungsergebnisse unter
Wiederhol- oder Vergleichsbedingungen. Die
Ergebnisstreuung wird durch  ungerichtete, zufallige
Einflusse oder Faktorenkomponenten __ hervorgerufen.




deviate/precise

Accuracy
Genauigkeit
Justesse

deviate/nonprecise

trueness + precision
Richtigkeit + Prazision
justesse de la moyenne + fidélité

Repeatability (Wiederholbarkeit)
means precision of analytical data
obtained under identical conditions

Reproducibility (Vergleichbarkeit)
means precision of analytical data
obtained under different conditions
(analyst, laboratory, apparatus)



® Da der wahre Wert flr die Keimzahl nicht verlasslic  h festgelegt
werden kann, beschranken sich Angaben zur Genauigke it in der
mikrobiologischen Analytik meist auf die Prazision .

® Beim Ruckschluss von dem an der Stich- / Messprobe
gewonnenen Ergebnis auf die Beschaffenheit der
Bezugsgesamtheit sind folgende ungerichteten Fehler , welche
die Gesamtstreuung ausmacht, zu berucksichtigen:




meist systematisch, aber jeweils mit merkmalstypisc her Varianz (~ uncertainty)

® Plattenfehler

Nahrbodenrezeptur
Schichtdicke
Trocknungsgrad
Inokulationsvolumen
Bebritungsbedingungen
(Zeit, Temperatur, Feuchte etc.)
® Homogenisierungsfehler Bakteriensynergi_smus und —gntagonismus
Subletale Schadigung der Keime

\ Luftkeime
® Verdiinnungs- und Pipettierfehler \

Volumenabnahme beim Autoklavieren

® Wagefehler

der Verdunnungsflissigkeit ° Zaf.llf.ehler
Zahl der Verdlinnungsschritte I_ndIVIdueIIer Zahlfehler
Keimverschleppung durch Mehrfachgebrauch Uberlappungseffekt
Wandadsorption
Eichfehler

Entleerungstechnik
individueller Ablesefehler



Which picture shows a random distribution of microo rganisms in a
homogenized sample?

® discussion / conclusion ® A - C show regular distributions
® D - E show random distributions

¢ F shows a contagious distribution




Random distribution of microbial counts for a given density
of 2 microorganisms / ml
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® Poisson-distribution: A =p=0?2
A = Poisson factor

M = real mean
o = real variance
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Monte Carlo-Studie zur Ermittlung des arithmetische n Mittels x und
der Standartabweichung s von POISSON - verteilten Dat  en

1.A=25

42 21 20 26 20 24 24 19 28 23 31 21 21 25 18 22 18 27

26 20 20 28 30 31 24 30 24 31 13 20 31 26 22 25 21 21

33 23 22 15 32 26 32 26 16 24 25 27 30 n =50

2.\ =250

241 233 239 245 260 266 254 260 252 224 246 253 248 272

268 253 280 235 227 207/ 255 230 257 256 252 269 246 239

243 237 244 225 247 255 250 255 282 229 252 255 271 266

259 239 242 249 247 244 n =50




® 1. Monte Carlo Simulation

mit A =25
X = 246
s2 = 2972
s = 54

s/Ix = 220%

* 2.

Monte Carlo Simulation
mit A = 250

X = 248.9
s2 = 2132
s = x14.6
sIX = 59%




Gegenuberstellung empirisch bestimmter und theoreti sch erwarteter
Keimzahlen pro Zahlkammerquadrat in einem Versuch m it einer
E. coli - Reinkultur

A

Empirische Verteilung (x = 1,3)

Bl Theoretische POISSON-Verteilung (x = A =1,3)
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Vorbemerkungen zum Begriff ,Unsicherheit”

Der Begriff ,Fehler’ bezeichnet eine (Mess-) Abweichung, welche die

Differenz zwischen individuellem Ergebnis und wahre m Wert wiedergibt.
Der Wert einer Messabweichung kann zur Korrektur he  rangezogen
werden.

Gemal des allgemeinen ISO-Konzepts des Zweifels ist  “Unsicherheit /

Uncertainty* ,ein Parameter, assoziiert mit dem Ergebnis einer M essung,
der die Streuung der Werte charakterisiert, die zut  reffender Weise der
Messgrolde zugeordnet werden konnen.” Der Parameter k  ann z.B. eine
Standardabweichung oder die Breite eines Konfidenzi ntervalls sein. Die
Messunsicherheit kann aus vielen Quellen stammen, z  .B. unvollstandiger
Definition, Probenahme, Matrixeffekten, Interferenz  en, Umgebungs-
bedingungen, Lagerungseinflissen, Referenzwerten, A nnahmen,
zufalligen Abweichungen und anderen. Der Wert der U nsicherheit, z.B. in
Form eines Intervalls, darf allgemein nicht zur Kor  rektur eines
Messergebnisses verwendet werden.




Gemal Working Draft ISO/PDTS 19036 “Microbiology of fo  od and
animal feeding stuffs — Guide on estimation of measu rement
uncertainty for quantitative determinations” charakt erisiert der
Parameter “Uncertainty“ einer Messung diejenige Stre uung der
Daten, die vernunftiger Weise dem Merkmalswert (=m  easurand =
a physical parameter quantified by measurement) zug  eschrieben
werden kann. Hierflr wurde das Modell einer “black box*
entwickelt.



® Diagram of the main sources of uncertainty in food

and the “black-box" approach to measurement uncertai

target microorganism (ISO/PDTS 19036)

N/
SMng

Sub-sampling /
Primary dilution

Sample

microbiology,
nty for each

Result

Matrix

Random errors

Operator / time




® Zum ISO/PDTS “black-box* — Modell sind folgende Anmer kungen
geboten:

® 1. Wie in der Mikrobiologie ublich, wird auf die Erf  assung
systematischer Fehlerkomponenten (“Bias”) innerhalb des
Modells verzichtet. Systematische Abweichungen miss en
ggf. durch Untersuchung von Referenzmaterial erfass  t
werden.

® 2. Streuungen beim Anlegen der Erstverdinnung (auch
Ansatzfehler genannt) werden der Probenvarianz zuge  ordnet.
Im eigentlichen Sinne zahlen sie aber zu den method  ischen
Fehlern, da sie Ausdruck einer unzureichenden
Homogenisierung bei der Probenaufbereitung sind.




® 3. Zwischen dem unvermeidbaren Stichprobenfehler  gemal
POISSON-Verteilung ( A = 02) und den minimierbaren ungerichteten

Methodenfehlerkomponenten wird nicht differenziert.

Der ,POISSON-Fehler” bietet jedoch eine wesentliche
Orientierungshilfe. Beim Fehlen jeglicher zufallige r Methoden-
fehler fuhrt der unvermeidbare Stichprobenfehler zu einem
Quotienten s 2/ x ~ 1 (oder s 2,, = 0.25) POISSON-verteilter Daten. Der
Quotient aus Mittelwert und Streuung der Keimzahlen von
Parallelplatten, -ansatzen bzw. -proben lasst also  erkennen, ob und
iIn welchem Ausmal} zusatzliche ungerichtete Analysenf ehler-
komponenten vorliegen.

Bei homogen Lebensmitteln (Fllssigkeiten, Pulver et c.) betragt fur
die Keimzahl von Parallelproben oftmals der Quotien  ts?/x~ 1, da

aul3er der unvermeidbaren POISSON-Streuung weder Stre  uungen

zwischen den Proben noch methodenbedingte Varianzen auftreten
und die Gesamtstreuung erhohen.



® 4. Von der Streuung zwischen den Proben wird ledigli ch die
Komponente “Sub-sampling” (d. h. Aufteilung der
Laboratoriums-probe in eine oder mehrere Messproben) in die
Uncertainty-Ermittlung einbezogen.
Die Streuung zwischen den Laborproben ist aber nur eine der
Varianzkomponenten der Probenvarianz, deren Anteil an der
Gesamtstreuung dartber hinaus erheblich schwankt.

Durch intelligente Aufbereitung muss versucht werde n, die
Streuungszunahme bei den Schritten

me===>> Einzelprobe
me==> Teilprobe
w===> |_aboratoriumsprobe
m===> Messprobe

ZU vermeiden oder mindestens zu minimieren.



* Prozentualer Anteil der Varianzkomponenten an der G =~ esamtvarianz
bel der Bestimmung der Gesamtkeimzahl von Pizzaprob  en

[ %
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Chargen

0 g

Boll Bol2 Bol3 Bol4 Bol5 Sall Sal2 Sal3 Sal4 Marl Mar 2

Proben Entnahmestellen [ ] Parallelplatten

Bol (Bolognese) Sal (Salami) Mar (Frutti di Mare)



® 5. Die Messungenauigkeit muss gemalf ISO-Working Draft  flr jeden
Zielkeim und jeden Lebensmitteltyp mit mindestens 10 Proben je
Matrix ermittelt werden.
Der hohe Aufwand steht aber in keinem gunstigen Ver  haltnis zum
Informationsgewinn, well

® die art- oder gruppenspezifischen  Nachweistechniken _sich in
den ermittelten Keimzahlen selten systematisch unte rscheiden

® die Ergebnisstreuung parallel zur Heterogenitat der Matrices
zwar durchschnittlich zunimmt, aber auch sehr inhom ogenes
Material Resultate mit niedriger Streuung liefern k  ann. Gerade
fur heterogen Lebensmittel, bei denen sich die Frag e der

Messunsicherheit vordringlich stellt, ist somit die Ableitung
der konkreten Ergebnisstreuung aus Vorversuchen nic ht
maoglich.

Es bestent lediglich die Gewissheit, dass fllissige und
rieselfahige Produkte quantitative Resultate mit ei ner niedrigen
Streuung in Nahe des POISSON-Fehlers liefern, sofern  nach der
Herstellung keine Vermehrungs- bzw. Absterbeprozesse
stattfinden.



* Sp— Auswertung der Resultate AFSSA 2003/2004

> aerobe mesophile total count

Lebensmittel

<><|>>(X> | | cat.i>
<|>><X> | & | | cat.ii>
| <><X|> <>| | — | | cat.iii»
|<>><>(X|><X>|<XX>|<><>|<> SO cat. iv

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0



* Sp— Auswertung der Resultate AFSSA 2003/2004

> aerobe mesophile total count oliforms

Lebensmittel
\Y4

&S XX cat. |
| | | =
<>><§v> V@ cat. i
| | | | =
OS> O O Vv cat. iii

OB GO OO0 > O cat. v

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0



* Sp— Auswertung der Resultate AFSSA 2003/2004

> aerobe mesophile total count oliforms

A E. coli Lebensmittel

<><>><3<>v cat. |
| | | =

A LAO A

<>><§V> v & cat. iii

| | | | >
A
oed o o Vv cat. ii

WY cat. iv
<>><XX|><X>|<XX> |<><>|<> O O

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0



* Sp— Auswertung der Resultate AFSSA 2003/2004

> aerobe mesophile total count oliforms Orgulase-posi tive staphylocci
A E. coli Lebensmittel
&S XX Vv cat. i
| | | =
A AO A
<>><§V> v &> cat. ii
| | | | =
O
A
OS> O O Vv cat. iii
| | | | | | | =
a @ O OO
AND. HA A A
AR\ V/ VARV V4 cat. iv
|<>><XX|> $9. |<XX> | OO |<> | <|> <>| | | .
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0



° Ein mikrobiologisches Kriterium besteht aus 5 Kompo nenten:

Zu ermittelndes mikrobiologisches Merkmal

Nachweisverfahren

Zahl der Stichproben und ggf. ihre Grolde

Mikrobiologische Grenzwerte / Limits fur die Gbe  rwachte Stufe
Annahmezahl (= Zahl der Einzelstichproben in der
Gesamtstichprobe, die unter dem Grenzwert liegen mii  ssen)

abswhPE

Anmerkung: Der Begriff Kriterium wird oft auch im e ngeren
Sinne des mikrobiologischen Grenzwertes
gebraucht. So z. B. SANCO 4198/ 2001
“a microbiological criterion is a criterion definin g
the acceptability of a product ... based on the ...
number of microorganisms ... per unit(s)*



Problemstellung :

Die Beeintrachtigung der Prazision von Messergebnis sen muss
bei der Befundinterpretation — so auch bei der

Gegeniberstellung von Analysenresultat und Grenzwer t—
Bertcksichtigung finden.

Fur den Fall des Nachweises einer Grenzwertiiberschr  eitung

bestehen zwei verschiedene Losungsansatze , unabhangig
davon, ob der Einzel- oder der Mittelwert der Stichp ~ robe(n) zur
Beurteilung herangezogen werden.

® 3.1 Um das Analysenresultat wird auf der Basis der
Analysenstreuung ein Schéatzintervall gebildet

® 3.2 Die Analysenstreuung wird bei Festlegung des
Grenzwertes berucksichtigt



® zu 3.1 Um das Analysenresultat wird auf der Basis der Anal ysen-

streuunq ein Schatzintervall gebildet.

Eine Beanstandung erfolgt nur, wenn das Ergebnis mi t
Sicherheit den Grenzwert tberschreitet, d. h. die U  ntergrenze
des Schatzintervalls tGber dem Grenzwert liegt.

Die Analysenstreuung, auf deren Basis das Schatzint  ervall
berechnet wird, lasst sich bestimmen als

®* Erfahrungsvarianz, deren Einhaltung mittels eines Q  S-

Sytems uberwacht wird

® konkrete Methodenstreuung durch Parallelunter-

suchungen der Probe



Grenzwert 1

Messwert mit Schatzintervall fur
die Messunsicherheit

Grenzwert-
Uberschreitung
gesichert

indifferentes Ergebnis
(sorgfaltige
Befundinterpretation
unter Beachtung des
Vorsorgeprinzips; ggf.
Ziehen von Nachproben)

Grenzwert-
unterschreitung
gesichert



* Beispiel

Bezuglich “contaminants in food“ (Council Regulation

(EEC) No. 315/93) und “undesirable substances in fe  ed”
(Directive 2002/32/EC) wird folgende Entscheidungsre  gel
gegeben (Report on the relationship between analytical
results ...)

“Enforcement action is only taken  when the analyst is sure

that the specification has been exceeded . Thisis

consistent with the requirement to prove beyond
reasonable doubt that a limit has been exceeded if the case
should come to court.”



® zu 3.2 Die Analysenstreuunq wird bei Festlequng des Grenzw ertes

berucksichtigt durch

® direktes Einbeziehen in den Grenzwert

, ...die nachfolgend bei den einzelnen Fleischerzeugni ssen
angefuhrten Analysenwerte fir das bindegewebsfreie
Fleischeiwelild im Gesamteiweil? ... sind Mindestwerte ...
Streuungen, die sich auch bei gleich bleibender Rez  eptur aus
den Herstellungsbedingungen oder aus der Untersuchu ngs-
methode ergeben kdnnen, sind bericksichtigt, weitere
Toleranzen also nicht erforderlich.”

(Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse des D  eutschen
Lebensmittelbuches, Nr. II)



® Festlegung einer zur Beurteilung dienenden  Toleranzgrenze ,

welche den Grenzwert um die Messunsicherheit korrig lert

- Good — Marginal — Bad — Gruppierung oder
Ampelsysteme zur Klassifizierung von Einzelergebnis sen

z. B. Milch-GuteVO: Bewertung des geometrischen Mit  tels

Klasse 2 Gber 100 000 Keime/ml ===pAbschlag
Klasse 1 bis 100 000 Keime/ml ==={iblicher Auszahlung spreis
Klasse s bis 50 000 Keime/ml ===p7uschlag



Vorgabe einer Analysentoleranz

z. B. FLHV Anlage 2a Nr. 9.4:

“... Fur die Bewertung der Ergebnisse wird eine methodis che
Toleranz eingerdumt. Eine Richtwertlberscheitung li egt vor, wenn
der Tabellenwert flr m

— Dbei einer Keimzahlung in festen Medien um das Drei  fache
— bei einer Keimzéahlung in flissigen Medienum das Z  ehnfache

uberschritten wird.”

Annahme — bzw. Rickweisezahlen von Stichprobenplane n
mit variablem n
(z. B. 8 35 — Methode Histometrie; kaum ftr Mikrobiol  ogie geeignet)



oberer

Toleranzbereich

Grenzwert

ggf. unterer

Toleranzbereich

Grenzwert-
uberschreitung
gesichert; kein

erhohtes
Produzentenrisiko
bei der Beurteilung

Grenzwertiiber- bzw.

-unterschreitung
nicht gesichert;
erhohtes
Fehlentscheidungs-
risiko

@
Grenzwert-
unterschreitung
gesichert; kein
erhéhtes
Konsumentenrisiko
bei der Beurteilung



® Gibt es rechtliche Vorgaben, wonach die Messunsiche rheit bei der

Beurteillung mikrobiologischer Ergebnisse mit Hilfe eines
Grenzwertes Berucksichtigung finden muss ?

® SANCO 4198/2001

“(6) food business operators must comply with micro biological
criteria ..... It is therefore appropriate to lay down implementing
measures concerning the analytical methods, including, if
necessary, the measurement uncertainty , the sampling plan, the

microbiological limits, the number of analytical un its that should
comply with these limits, and concerning also the f oodstuff to which
the criterion applies, the points of the food chain where the criterion

applies, as well as the actions to be taken when th e criterion is not

met.



®* Anmerkungen:

® Punkt (6) gibt nur unklare Hinweise, zumal

primar food business operators angesprochen
werden

Hersteller das Unterschreiten der Limits absichern
mussen und nicht das Uberschreiten

der Begriff ,criterion® widerspruchlich verwendet
wird

Messunsicherheit nur zu bericksichtigen ist ,,if
necessary"



e SANCO 4198/2001 (25)

“The microbiological criteria set in this regulatio n should be
open to review and revised or supplemented, if appr  opriate, in
order to take into account developments in the fiel d of food
safety and food microbiology. This includes progres sin

science, technology and methodology .

®* Anmerkung: criterion meint hier “Grenzwert”



®* Weit eindeutiger zum Umgang mit der Messunsicherhei  t bei der

Beurteilung nach mikrobiologischen Grenzwerten aulde rt sich die
Codex Alimentarius Commission CAC/GL 21 — 1997 Ziffer 5.3.2:

“.... Microbiological limits should also take account o f the
likelihood of uneven distribution of microorganisms In the food
and the inherent variability of the analytical proc edure.”



°4,

°*41

©*41.1

Mehrere Grinde sprechen daflr, dass die Grenzwerte bereits

die Messunsicherheit (ebenso wie ggf. die systemati schen

Fehler) beriicksichtigen.

Hygieneparameter (process hygiene criterion)

Grenzwerte flr Hygiene-Parameter werden Ublich  er Weise aus
empirischen Daten _ abgeleitet. Diese Werte enthalten stets den
Messfehler und werden nicht nachtraglich korrigiert , was zu
engeren Haufigkeitsverteilungen und damit niedriger en Limits

fuhren wirde.



©4172

Die gangigen 3-Klassen-Plane mit n =5 sehenf {r die Grenze m

die Annahmezahl ¢ = 2 vor. Diese Strategie entspric  ht einer
Mittelwertprifung , wodurch sich das Fehlentscheidungsrisiko

ohnehin nach der v/n — Regel reduziert.

® 4.1.3 Wird bei 3-Klassen-Planen ein Abstand zwischen m und M von

©*41.4

einer Zehnerpotenz fir heterogene und einer halben far
homogene Giiter eingehalten, ist erfahrungsgeman die
Messunsicherheit einbezogen und die Beurteilung der

Ergebnisse in Bezug auf M mit ¢ = O unterliegt kein  em erhdhten
Fehlentscheidungsrisiko.

Das Risiko einer falschen Beanstandung mussa uch im

Hinblick auf ihre Folgen sowohl fiir den Unternehmer als auch
den Verbraucher gewichtet werden. Nur in den selten  sten
Fallen “the case should come to court”.



Konsumentenrisiko : Die Beurteilungsgrenzen (Food Safety Criteria)

basieren auf Food Safety Objectives, die ihrerseits einen
Sicherheitsabstand von 1 bis 3, meist 2 Zehnerpoten  zen von der
minimalen Infektionsdosis beinhalten. Je nédher die wahre Keimzahl am
FSO liegt, um so seltener werden Einzelresultate da s Food Safety
Criterion unterschreiten.

Produzentenrisiko : Unberechtigte Beanstandungen hinsichtlich

eines Food Safety Criterion drohen Uberwiegend solche n
Unternehmern, deren Produkte deutlich gegen die gut e Hygienepraxis
mit den Grenzwerten m und M verstol3en.

Letztlich widersprache es dem Vorsorgeprinzip, zur Minimierung des
Produzentenrisikos erst dann Mal3nahmen zu ergreifen , wenn die Food
Safety Criterion — Uberschreitung abgesichert ist.



FIHV Art. 2a Nr. 9.5.14

Die Qualitat der Partie gilt als “gesundheitlich be denklich
oder verdorben, wenn der Keimgehalt von 102 x m erreicht
oder Uberschritten wird”

Sonderfall:

SANCO 4190/2001: “... it must be an objective to keep the
concentration of Listeria monocytogenes in food below
100 cfu/g”.

Hier musste sicher gestellt sein, dass der Analysen  wert
das Limit nicht (!) Gberschreitet



®5.

Schlussfolgerungen

Wenn Laboratorien ihre Messunsicherheit durch entsp rechende
QS-Malinahmen stets unter Kontrolle halten, istes du  rchaus
plausibel und entspricht der gebrauchlichen Strateg e, die
Messunsicherheit bereits bei der Festlegung mikrobi ologischer
Grenzwerte zu bertcksichtigen, statt jedes Einzeler  gebnis

entsprechend zu korrigieren.




