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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 13843:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
vom DIN (Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Gremium ist der Unterausschuss NA 119-01-03-03 UA ,Mikrobiologie“ des
Arbeitsausschusses NA 119-01-03 AA ,Wasseruntersuchung” im DIN-Normenausschuss Wasserwesen
(NAW).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefen, ist die englische Originalfassung der prEN ISO 13843

beigefiigt. Die Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien
auch fiir den englischen Text.

Bezeichnung des Verfahrens:

Anforderungen zur Bestimmung von Leistungsmerkmalen von quantitativen mikrobiologischen Verfahren
(K2):

Verfahren DIN EN ISO 13843 — K 2

Anderungen

Gegentiber DIN V ENV ISO 13843:2001-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) der bisherige Titel ,Wasserbeschaffenheit - Richtlinie zur Validierung mikrobiologischer Verfahren“
wurde gedndert in ,Wasserbeschaffenheit — Anforderungen zur Bestimmung von Leistungsmerkmalen
von quantitativen mikrobiologischen Verfahren®;

b) die Struktur und der Inhalt der Norm wurde vollstindig liberarbeitet;

c) die Anhdnge wurden zum grof3en Teil vollkommen neu geschrieben;

d) der bisher in diesem Dokument verwendete Begriff ,Validierung” wurde ersetzt durch ,Methoden zur
Charakterisierung und zur Verifizierung von mikrobiologischen Verfahren®.

e) die vorliegende Norm ist die nationale Ubernahme einer ISO-Norm; die frithere Vornorm war die
nationale Ubernahme eines ISO/TR (Technical Report).

Fiir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

IS0 8199 siehe DIN EN ISO 8199
ISO 11133 siehe DINENISO 11133
ISO 17994 siehe DIN EN ISO 17994
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Es ist erforderlich, bei den Untersuchungen nach dieser Norm Fachleute oder Facheinrichtungen
einzuschalten und bestehende Sicherheitsvorschriften zu beachten.

Bei Anwendung der Norm ist im Einzelfall je nach Aufgabenstellung zu priifen, ob und inwieweit die
Festlegung von zuséatzlichen Randbedingungen erforderlich ist.

Die vorliegende Norm enthdlt das vom DIN-Normenausschuss Wasserwesen (NAW) und von der
Wasserchemischen Gesellschaft - eine Fachgruppe in der Gesellschaft Deutscher Chemiker - gemeinsam

erarbeitete Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung:

Anforderungen zur Bestimmung von Leistungsmerkmalen von quantitativen mikrobiologischen Verfahren
(K2).
Die als DIN-Normen veroffentlichten Deutschen Einheitsverfahren sind bei der Beuth Verlag GmbH einzeln
oder zusammengefasst erhéaltlich. AufSerdem werden die genormten Deutschen Einheitsverfahren in der
Loseblattsammlung ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung*
gemeinsam von der Beuth Verlag GmbH und der Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA publiziert.

Normen oder Norm-Entwiirfe mit dem Gruppentitel ,Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und
Schlammuntersuchung“ sind in folgende Gebiete (Haupttitel) aufgeteilt:

Allgemeine Angaben (Gruppe A)

Sensorische Verfahren (Gruppe B)

Physikalische und physikalisch-chemische KenngréfRen (Gruppe C)
Anionen (Gruppe D)

Kationen (Gruppe E)

Gemeinsam erfassbare Stoffgruppen (Gruppe F)

Gasformige Bestandteile (Gruppe G)

Summarische Wirkungs- und Stoffkenngréfden (Gruppe H)
Mikrobiologische Verfahren (Gruppe K)

Testverfahren mit Wasserorganismen (Gruppe L)
Biologisch-6kologische Gewadsseruntersuchung (Gruppe M)
Einzelkomponenten (Gruppe P)

Schlamm und Sedimente (Gruppe S)

Suborganismische Testverfahren (Gruppe T)

Uber die bisher erschienenen Teile dieser Normen gibt die Geschiftsstelle des Normenausschusses

Wasserwesen (NAW) im DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V., Telefon 030 2601-2448, oder die Beuth
Verlag GmbH, 10772 Berlin (Hausanschrift: Am DIN-Platz, Burggrafenstr. 6, 10787 Berlin), Auskunft.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 8199, Wasserbeschaffenheit — Allgemeine Anleitung zur Zdhlung von Mikroorganismen durch
Kulturverfahren

DIN EN ISO 11133, Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser — Vorbereitung, Herstellung,
Lagerung und Leistungspriifung von Ndhrmedien

DIN EN ISO 17994, Wasserbeschaffenheit — Anforderungen fiir den Vergleich der relativen Wiederfindung von
Mikroorganismen durch zwei quantitative Verfahren
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 13843:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 147 ,Water quality” in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 230 ,Wasseranalytik“ erarbeitet, dessen Sekretariat
vom DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Dieses Dokument wird ENV ISO 13843:2001 ersetzen.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 13843:2016 wurde vom CEN als prEN ISO 13843:2016 ohne irgendeine Abdanderung
genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
normalerweise von ISO Technischen Komitees durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC)
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Im Besonderen sollten die fiir die
verschiedenen [SO-Dokumentenarten notwendigen Annahmekriterien beachtet werden. Dieses Dokument
wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriithren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Eine Erlduterung der Bedeutung ISO-spezifischer Benennungen und Ausdriicke, die sich auf
Konformitidtsbewertung beziehen, sowie Informationen iiber die Beachtung der WTO-Grundsitze zu
technischen Handelshemmnissen (TBT, en: Technical Barriers to Trade) durch ISO enthélt der folgende Link:
Foreword - Supplementary information.

Das fiir dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 147, Water quality, Subcommittee SC 4.
Microbiological methods

Diese erste Ausgabe annulliert und ersetzt die Ausgabe (ISO/TR 13843:2000), die technisch iiberarbeitet
wurde.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm behandelt die Charakterisierung der biologischen Methoden. Im Rahmen dieses
Dokuments bezeichnet die Charakterisierung die Parameteruntersuchung fiir eine Verfahrensbeschreibung
zur Durchfilhrung unter vorgegebenen Bedingungen, die als Leistungsmerkmale beschrieben werden
konnen. Die Norm beschreibt Verfahrensablaufe fiir die Bestimmung der Leistungsmerkmale, die fiir eine
anschliefende Validierung oder Verifizierung der Verfahren verwendet werden kénnen.

Die Betonung liegt auf den selektiven quantitativen Methoden und die Norm gilt fiir alle Wasserarten.

Verfahren, die als mikrobiologisch betrachtet werden, bei denen der quantitative Schitzwert auf der
Auszahlung von Partikeln beruht, entweder direkt mit Hilfe eines Mikroskops oder indirekt durch Wachstum
(Vermehrung) in Kolonien oder Triilbung. Die Grundlagen und Verfahrensabldufe in diesem
Anwendungsbereich sind allgemein bekannt als direkte (mikroskopisch) Zahlung, die wahrscheinlichste
Zahl (MPN) und die Koloniezdhlung. Die meisten Verfahrensabldufe fiir die Bestimmung der
Leistungsmerkmale, die in diesem Dokument beschrieben werden, gelten fiir alle drei Typen dieses
Verfahrens. Wenn diese Verfahrensabldufe jedoch nicht anwendbar sind, werden alternative Vorschliage
innerhalb dieses Dokuments oder in den AnhidngenD und E gemacht (in Bezug auf Wiederhol- und
Vergleichspréazision und Zahlunsicherheit).

Plaques von Bakteriophagen dhneln in iiberwiegender Hinsicht den bakteriellen Koloniezahlen.

Einige der ,neueren“ mikrobiologischen Verfahren, bei denen man sich der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) oder Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bedient, konnen durch dieses Dokument
ebenso abgedeckt werden, erfordern jedoch eine besondere Beriicksichtigung, abhdngig von ihrer
Anwendungsweise. Wichtige Themen in diesen Situationen umfassen den Mechanismus der Bestimmung der
Anzahl der vorhandenen Mikroben (z. B. Normkurve fiir qPCR oder mikroskopisches Auszéhlen fiir FISH)
und die Lebensfahigkeit der erkannten Organismen. Wenn solche Techniken fiir eine Bestatigung als ein Teil
des Verfahrens verwendet werden, sind alle Abschnitte dieses Dokuments relevant. Fiir Verfahren, die eine
Erkennung der Zellkomponenten oder ihrer Stoffwechselprodukte umfassen, sollte die Anwendbarkeit
dieses Dokuments aufgrund einer Einzelfallbetrachtung beurteilt werden.

Sollte es fiir die Charakterisierung der mikrobiologischen Verfahren nicht wesentlich sein, ist es vorteilhaft,
Daten mit Organismen unter Stress zu erzeugen. Verschiedene Verfahren konnen angewandt werden, um die
Organismen in Stress zu versetzen, die zwei niitzlichsten fiir Wasser jedoch sind Stress durch
Desinfektionsmittel (normalerweise Schddigung durch Chlor) und Nahrstoffauszehrung, die durch
Organismen verursacht wird, die vor der Priifung eine Zeit lang in einer Umgebung mit niedrigem
Nahrstoffgehalt (d.h. Trinkwasser und andere oligotrophe Wasserarten) gelebt haben. Die Wirkung auf
einige der Leistungsmerkmale bei ,Strapazierung” der Organismen héngt fast vollig von der Art und dem
Grad der Strapazierung ab, daher ist die Aufnahme solcher Details in diese Norm unangemessen. Es gibt
jedoch Beschreibungen in der Literatur, die Laboratorien befolgen kénnen, im Falle, dass sie die
Leistungsmerkmale eines Verfahrens mit strapazierten Zellen bestimmen mochten [17].

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieflich aller Anderungen).

ISO 8199, Water quality — General guidance on the enumeration of micro-organisms by culture

ISO 11133, Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage and performance
testing of culture media

ISO 17994, Water quality — Requirements for the comparison of the relative recovery of microorganisms by
two quantitative methods
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3 Begriffe

Aufgrund der hohen Anzahl an Begriffen in diesem Dokument werden diese in Anhang G aufgelistet.

4 Grundbegriffe
4.1 Allgemeines

Mikroskopische Zellzahlen folgen, was die Partikelstatistik anbelangt, den gleichen Gesetzmafiigkeiten wie
die Lebendzellzahlen, haben aber, mit Ausnahme der Mikrokolonieverfahren, nicht die biologischen
Probleme, die mit dem Wachstum verbunden sind. Differenzierende Farbstoffe, spezifisch markierte
Komplexe oder andere Verbindungen, die eingesetzt werden, um die Zielorganismen zu finden, dndern
nichts an den Grundprinzipien. Es kénnen die gleichen Grundsitze angewendet werden, wie fiir die
selektiven Verfahren der Koloniezahlbestimmung. Die mathematische Basis fiir die Variante, die in all diesen
Verfahrenstypen gefunden wurde, ist in Anhang A aufgefiihrt.

4.2 Charakterisierung

Die Charakterisierung eines mikrobiologischen Verfahrens beruht weitgehend auf der Untersuchung und der
Formulierung der Leistungsmerkmale dieses Verfahrens.

Die Charakterisierung ist ein Prozess, bei dem Informationen iiber eine wahrscheinliche Leistung des
Verfahrens unter besonderen Umstdnden gegeben werden. Es ist nicht die Absicht dieses Dokuments, Werte
fiir Richtlinien fiir jedes spezifizierte Leistungsmerkmal abzugeben, sondern eher eine Richtlinie fiir die
Bestimmung der Parameter und wie sie bestmoglich fiir Vergleiche abzuleiten sind. Verfahren, die
»Schlechte” Leistungsmerkmale aufweisen, konnen immer noch niitzlich sein.

Charakterisierung ist ein sondierender Prozess mit dem Ziel, die wahrscheinlichen Leistungsmerkmale eines
neuen, modifizierten oder in anderer Weise unzureichend beschriebenen Verfahrens festzustellen. Sie sollte
zu numerischen und beschreibenden Kenngréfien fiir die Leistungsfahigkeit fithren und eine detaillierte und
eindeutige Beschreibung des Nachweisziels beinhalten (wie positive Kolonie, R6hrchen oder Plaque). Die
ermittelten Werte sollten jedoch nicht als Grenzen verwendet werden, da sie sich, abhdngig vom Labor, der
Matrix oder sogar von den spezifischen Proben verdndern koénnten.

Die Charakterisierung wird von einem einzelnen Labor in der ersten Instanz durchgefiithrt, um die
wahrscheinliche Leistung eines Priifverfahrens in einem spezifischen Labors zu bestimmen.

Eine gemeinschaftliche Studie iiber Verfahrensleistung kann als ein ergdnzender Schritt durchgefiihrt
werden, um die Leistungsmerkmale in einem Laborringversuch auszuwerten.

ANMERKUNG Ein Labor, das ein eigenes Verfahren oder eine Variante einer bestehenden Norm entwickelt, sollte die
Charakterisierungsschritte durchfiihren.

Es ist unumganglich, dass technische Angestellte, die an der Charakterisierung beteiligt sind, fundierte
Erfahrungen mit anderen mikrobiologischen Verfahren aufweisen.

Die Leistungsmerkmale, die durch dieses Dokument abgedeckt sind, werden in Tabelle 1 aufgelistet.
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Tabelle 1 — Die in diesem Dokument beschriebenen Leistungsmerkmale

Parameter Definition

Sensibilitiata b ¢ Anteil der Gesamtpositivergebnisse, die in der mutmafilichen Zahlung richtig
bestimmt wurden

Spezifitata b. ¢ Anteil der Gesamtnegativergebnisse, die in der mutmafilichen Zahlung richtig
bestimmt wurden

Falsch-Positiv-Rate® b Das Verhdltnis der positiven Ergebnisse (z.B. typische Kolonien), die sich
nachtraglich als die Ursache fiir Nichtzielorganismen erweisen

Falsch-Negativ-Rate® b Das Verhéltnis der negativen Ergebnisse (z.B. atypische Kolonien), die sich
nachtréglich als die Ursache fiir Zielorganismen erweisen

Selektivitata b ¢ Verhdltnis der Zahl an Zielkolonien zur Gesamtzahl an Kolonien im
Probevolumen

Effizienz® b Anteil der Gesamtkolonien, die in der mutmafilichen Zahlung richtig bestimmt
wurden

Maximale Obergrenze? Die Obergrenze des Arbeitsbereichs, fiir den das Verfahren niitzlich ist

Wiederholprizision® b.¢ | Prazision unter Wiederholbedingungen (gleiche Bediener, gleiche
Arbeitsbedingungen, kurze Zeitspanne ...)

Vergleichsprazision? Prazision unter laborinternen erweiterten Vergleichsbedingungend

Robustheit? Eine Messung der Kapazitit einer Priifung, die durch kleine, aber absichtliche
Verdnderungen bei den Priifbedingungen ( z.B. Temperatur) unberiihrt
bleiben soll.

Relative Wiederfindung? | Der Wirkungsgrad, mit dem ein Verfahren bei Vergleich mit einer anderen
Verfahrensweise die Zielorganismen aus einer Probe wiederfindet

Zahlunsicherheit? b Die relative Standardabweichung der Wiederholungsziahlungen des Ziels, die
sich durch eine wiederholte Zahlung ergeben hat (Teller, R6hrchen etc.), unter
vorgeschriebenen Bedingungen (gleiche Person, verschiedene Personen,
gleiches Labor etc.)

Erforderlich fiir die Bestimmung der Leistungsmerkmale.
Erforderlich fiir eine Verifizierung durch ein einzelnes Labor.
angegebene Leitfaden-Spezifikation

Verfahren fiir die Vergleichsprazision und Prézision zwischen mehreren Laboratorien werden in Anhang F beschrieben. Die
Verwendung dieser Verfahrensweisen sollten dann beriicksichtigt werden, wenn eine Leistung zwischen mehreren
Laboratorien {iberragend ist, zum Beispiel, wenn die Verfahrensweisen zur Erfiillung gesetzlicher Auflagen entwickelt werden.

4.3 Verifizierung

Die Verifizierung findet statt, wenn ein Labor beginnt, ein Verfahren anzuwenden, das woanders entwickelt
wurde. Verifizierung konzentriert sich auf das Sammeln von Nachweisen, dass das Labor in der Lage ist,
Leistungsdaten, die den in der primdren Charakterisierung bestimmten dhneln, zu erzeugen. Es ist nicht
hilfreich, die Grenzen auf die verschiedenen Komponenten der Verfahrenscharakterisierung festzulegen, da
diese sich verdndern konnen, abhdngig von vielen Aspekten in Bezug auf Verfahren, Probentyp und das
durchfiihrende Labor. Die Verifizierungsdaten sollten verwendet werden, um den Typ und die Qualitédt der
Daten, die voraussichtlich vom Labor mit einer vorgegebenen Verfahrensweise und allen vorgegebenen
Probentypen erzeugt werden, festzulegen.
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Ublicherweise benutzt die Verifizierung ausgewdhlte und vereinfachte Formen derselben Verfahren, die in
der primdren Charakterisierung verwendet wurden, aber moglicherweise {iber einen lidngeren Zeitraum
durchgefiihrt wurden. Natiirliche Proben sind das optimale Versuchsmaterial und die Untersuchungen
brauchen nur die Aspekte der Verfahrensleistung anzusprechen, die fiir das Labor von Interesse ist.

4.4 Verfahrensvergleich

Die Verfahrenskenndaten setzen sich aus vielen Aspekten zusammen. Es gibt weder ein einzelnes
Priifverfahren noch numerische Kriterien dazu. Ein Verfahren kann, was die Spezifitit betrifft, besser sein,
aber schlechter in der Wiederfindung. Alle gesammelten Informationen zur Robustheit, Prazision und
Spezifitit, die wahrend der Charakterisierungspriifungen gewonnen wurden, konnen fiir
Verfahrensvergleiche herangezogen werden. Die Verfahren miissen nur zum Vergleich der Wiederfindung
parallel untersucht werden.

Es ist notwendig, zwei Verfahren parallel an denselben Proben anzuwenden, wenn ein laborspezifisches
Verfahren entwickelt werden soll oder um Daten zu sammeln, die die Anwendung eines alternativen
Verfahrens rechtfertigen sollen. Studien iliber alternative Verfahrensweisen zur relativen Wiederfindung im
Vergleich zu einem Referenzverfahren, das geméafd 1SO 17994 organisiert wurde, erfasst eine moglichst
grofde Stichprobenspannweite und die Teilnahme durch eine Anzahl von Laboratorien, die eine Erweiterung
der Stichprobenspannweite iiber grofie geographische Gebiete hinweg ermdglicht wurde. Manchmal jedoch
kann es notwendig sein, die Ergebnisse einer Studie iiber alternative Verfahrensweisen zur Wiederfindung
unter Okologischen Bedingungen oder in einem geographischen Bereich, der nicht im fritheren
gemeinschaftlichen Versuch der Laboratorien dargestellt wird. Wenn ein Labor nur das Vergleichsergebnis
eines Verfahrens bestitigen muss, das bereits gepriift und offiziell anerkannt wurde, kann es die
vorhergehenden Ermittlungsergebnisse in vollem Umfang nutzen. Das Labor sollte vollen Zugang zum
Bericht des gemeinschaftlichen Vergleichs haben. Dementsprechend sollte es umfangreiche Schatzwerte der
mittleren und der Standardabweichung der relativen Differenz haben. Die Formeln in 5.4.3 der ISO 17994
konnen angewandt werden, um die empfohlene Anzahl der Proben zu schitzen. Unabhingig jedoch vom
Berechnungsergebnis sollte die Anzahl der Proben nicht weniger als dreifdig betragen.

Ein Verfahren mit der hochsten Wiederfindung der bestéitigten Zielorganismen ist offensichtlich das Beste,
wenn bei routinemafiiger Anwendung eine Bestatigung erforderlich ist. Ein Verfahren mit etwas niedrigerer
Wiederfindung, die dafiir aber keine Bestitigung benoétigt, ist eventuell vorzuziehen. Falls in der
Charakterisierung beobachteten hohe Falsch-Negativ- oder Falsch-Positiv-Raten nicht durch verbesserte
Definitionen der Zielkolonien oder andere Verfahrensweisen korrigiert werden konnen, kann das Verfahren
als nicht verwendungsfahig beurteilt werden. Der Vergleich zweier mikrobiologischer Verfahren sollte einen
Vergleich ihrer Leistungsmerkmale (d.h. Charakterisierung) zusammen mit einer Gegeniiberstellung in
Bezug auf Wiederfindung umfassen, bei der normalerweise kontaminierte oder aufgestockte Proben gemaf3
ISO 17994 verwendet werden.

4.5 Proben

Es ist ein beliebtes Konzept, dass die Charakterisierung und der Vergleich der Verfahren mit natiirlichen
Proben von natiirlicher Mikrobenkonzentration durchgefiihrt werden. Es ist konzeptionell gesehen ein guter
Gedanke, unter bestimmten Umstinden gibt es jedoch Ausnahmen.

Kiinstliche Proben (zertifizierte Referenzmaterialien und dotierte Proben) werden in internen und externen
Qualitatssicherungsprogrammen verwendet, um die grundlegende Beherrschung des Verfahrens bei den an
der Charakterisierung teilnehmenden Labore sicherzustellen.

Dotierung kann bei der Verifizierung sinnvoll oder sogar notwendig sein, sobald es schwierig ist, natiirliche
Proben mit Zielorganismen zu finden. Der optimale Konzentrationsbereich fiir die Validierung
mikrobiologischer Verfahren ist enger als ihr geplanter Arbeitsbereich. Hohe Konzentrationen sind nicht
notwendig. Sie dhneln Reinkulturen und stellen die Leistungsfahigkeit des Verfahrens oder des Labors nicht
auf die Probe.
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Proben mit sehr niedrigem Bakteriengehalt miissen aus Griinden der Volksgesundheit untersucht werden,
sind aber fiir Verfahrensvergleiche und andere Validierungsverfahren aus statistischen Griinden ungeeignet.
Ihre Verwendung ist jedoch in vielen Situationen unvermeidbar. Insbesondere dort, wo ein Verfahren die
Identifizierung von zwei Typen von Zielorganismen auf der Probenplatte erlaubt (z. B. gesamtkoliforme
Bakterien und E. coli), ist eine niedrige Anzahl an Organismen iiblicherweise unvermeidbar.

Die Anzahl und Vielfalt von untersuchten Proben sollte ausreichend sein. Es gibt keine objektiven Verfahren,
dies zu entscheiden, ohne die Statistik zu Hilfe zu nehmen. In einigen Fillen mag die erste untersuchte Probe
das Ergebnis bringen, dass das Verfahren nicht gut genug ist. Ublicherweise werden aber mehr Proben
bendtigt. Die Auswahl zu weniger Proben kann nicht zu repréasentativen Ergebnissen fiihren.

Spezifische Richtlinien {iber Anzahl und Typen von Proben (zusammen mit ihrem mikrobiellen Gehalt)
werden in 6.2.1 angegeben.

5 Spezifikationen: einige Richtlinien

Historisch gesehen, haben bisher die jetzigen Normen den Laboratorien wenig Hilfe bei ihrem Bestreben
geboten, sodass sie das Verfahren richtig anwenden und giiltige Ergebnisse erlangen. Es fehlt vor allem eine
genaue Darstellung dessen, was Laboratorien tun sollten um zu verifizieren, dass das Verfahren ebenfalls bei
ihnen korrekt funktioniert und wie eine gute von einer schlechten Leistungsfahigkeit unterschieden werden
kann.

Ein Abschnitt iiber die Leistungsmerkmale muss zu allen ISO-Normen hinzugefiligt werden, die Verfahren zur
Wassermikrobiologie behandeln und sich auf die definierten Mikroben oder Mikrobengruppen beziehen.

Die dufdere Aufmachung fiir Koloniezahlverfahren kénnte folgendes beinhalten:
1) Sensitivitat: Allgemein grofder als 90 %;
2) Spezifitit: Allgemein grofier als 80 %;
3) Selektivitat: Ergebnisse sind nicht giiltig, wenn die Selektivitdt weniger als 10 % betragt.

4) Zadhlunsicherheit: Die individuelle Zahlunsicherheit (eine Person) bleibt {liblicherweise unter
U = =+ 0,03. Die Zahlunsicherheit laborintern ist allgemein Kkleiner als u. = 0,05. Die
Zahlunsicherheit zwischen mehreren Laboratorien, die allgemein grofder als 0,1 ist, deutet auf
Probleme oder Schwierigkeiten hin.

5) Wiederholprizision (parallele Ausplattierung): Streuung liegt innerhalb der Poisson-Verteilung.
Falls nicht, sollte das Ausmaf} an Uberdispersion angegeben werden.

6) Maximale Obergrenze: Fiir Membranfilterverfahren ist die Spannweite iiblicherweise bei 0 cfu bis
80 cfu angegeben, wohingegen die Spannweite bei Zahlverfahren bei Ausplattierung, bei denen eine
90 mm Petrischale verwendet wird, bei 0 cfu bis 300 cfu reicht. Diese Obergrenzen hingen von der
Ausweitung des Hintergrundwachstums (der Nichtzielorganismen), der Anzahl an verschiedenen
Typen von Zielorganismen (z. B. gesamtkoliforme Bakterien und E. coli) und der Koloniegrofe ab.

Documents
Document SharirﬂHub

Full document details: E DIN EN ISO 13843:2016-05


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13843-2016-05
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13843-2016-05

E DIN EN ISO 13843:2016-05 - Entwurf -
prEN ISO 13843:2016 (D)

6 Gestaltungen fiir die Bestimmung von Leistungsmerkmalen eines Verfahrens
6.1 Allgemeine Uberlegungen

Auch wenn es allgemein besser ist, die Proben zu verwenden, die auf natiirliche Weise mit den
Zielorganismen kontaminiert sind, erleichtert dies in einigen Fallen nicht die Bestimmung der
Leistungsmerkmale. In diesen Fallen kann die Nutzung von zertifiziertem Referenzmaterial geeignet sein.
Alternativ dazu kénnen Proben mit bekannter Anzahl an Zielorganismen ,dotiert” sein, die aus im Handel
erhaltlichen Quellen stammen.

Welches Verfahren auch immer verwendet wird, um die Proben vorzubereiten, sollte auf die angemessene
Mischung geachtet werden, um eine zuféllige Verteilung der Organismen zu gewdhrleisten. Die gewtiinschte
Anzahl an Zielorganismen in der Probe hdngt zwar ab vom Verfahren, tiblicherweise jedoch wird eine
Spannweite von 10 bis 60 Kolonien als Einheit je Anteil einer Ermittlungsstichprobe praktisch sein. Die
Anzahl ist ein Kompromiss zwischen einer gewiinschten hoheren Anzahl und der Kolonieanzahl, die
praktisch fiir eine Membran oder Platte ist.

6.2 Berechnung der Sensitivitit, Spezifitit, Effizienz Selektivitat, Falsch-Positiv-Rate und
Falsch-Negativ-Rate

6.2.1 Typ und Anzahl der verwendeten Proben

Geeignete Proben werden vorbereitet, die 20 bis 80 Einheiten je Anteil einer Ermittlungsstichprobe der
Gesamtkolonie enthalten. Die Proben werden dann durch das durchdachte Verfahren untersucht. Typische
und atypische Kolonien (d. h. welche, die ein typisches Erscheinungsbild des Zielorganismus aufweisen und
welche, die kein typisches Erscheinungsbild des Zielorganismus aufweisen) werden gezihlt. Alle typischen
und atypischen Kolonien werden identifiziert mit Hilfe eines geeigneten Verfahrens, das kommerziell
verfligbare mikrobielle Identifizierungswerkzeuge, DNA-Sequenzen oder andere spezifizierten
Verfahrensweisen umfasst.

Das Verfahren der Probenvorbereitung wird abhidngig vom Verfahren und der Probentypen, die
iiblicherweise analysiert wird, variieren. Falls die auf nattirliche Weise kontaminierten Proben mit einem
geeigneten Maf3 an Zielorganismen zur Verfiigung stehen, sollten diese auch verwendet werden. In manchen
Fillen jedoch stehen die auf natiirliche Weise kontaminierten Proben nicht zur Verfiigung (z.B. fiir
Verfahrensweisen, die fiir Trinkwasser entwickelt wurden), fiir solche Fille kann ein im Labor dotiertes
Material (bei Verwendung von geeigneten Quellen der Zielorganismen wie Flusswasser oder
Schmutzwasser) verwendet werden, um die Proben vorzubereiten. Dies hat den Vorteil, die Nicht-
Zielorganismen mit einzuschliefien, die wahrscheinlich in kontaminiertem Wasser in einem &hnlichen
Verhaltnis wie in der ,realen Welt“ gefunden werden.

Die Verwendung der Referenzmaterialien sollte vermieden werden, da die Auswahl der Stdmme, die direkt
verwendet werden, das Ergebnis des Experiments beeinflusst.

Eine Mindestanzahl an 20 Proben sollte aus verschiedenen Quellen verwendet werden. Bei Verwendung von
Oberflachenwasser oder Schmutzwasser fiir die Vorbereitung des dotierten Materials sollte mindestens aus
drei Quellen gewonnen werden. Die Durchfiihrung dieser Arbeit, eine passende Anzahl von ,atypischen”
Kolonien zu priifen und zu untersuchen, die sich schwer finden lassen, ist wichtig, auch wenn das Verfahren
sehr selektiv ist.
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6.2.2 Kategorische Leistungsmerkmale

Die Identifizierungsdaten kénnen dann in vier Kategorien unterteilt werden:

a) Anzahl der typischen Kolonien, die als Zielorganismen bestitigt wurden (Echt-Positive);

b) Anzahl der atypischen Kolonien, die als Zielorganismen bestdtigt wurden (Falsch-Positive);

c) Anzahl der typischen Kolonien, die als Nicht-Zielorganismen bestatigt wurden (Falsch-Positive);
d) Anzahl der atypischen Kolonien, die als Nicht-Zielorganismen bestatigt wurden (Echt-Positive).

Diese Haufigkeiten kénnen gut in einer 2 x 2 Tabelle ausgedriickt werden:

Angenommener Zihlwert

+ -
Bestatigter + a b a+b
Zahlwert . C d c+d
a+c b+d n

Die Gesamtzahl der Priifungen ista + b+ c+d=n.

Die Sensitivitdt, Spezifitat, Selektivitat, Falsch-Positiv-Rate und Falsch-Negativ-Raten der Zielorganismen
werden wie folgt berechnet:

Sensitivitat = / (a+b)
Spezifitit=d / (c+d)
Falsch-Positiv-Rate = ¢ / (a+c)
Falsch-Negativ-Rate = b / (b+d)
Selektivitit=a / n

Ein weiterer Parameter, Effizienz (E), der den Kolonieanteil angibt, der korrekt iibergeben wurde, kann als
E = (a+d) / n berechnet werden.

ANMERKUNG Fiir MPN-Verfahren kann der gleiche Ansatz angewandt werden. Der Begriff ,Kolonien“ kann zu
»Aliquoten®, der Begriff ,typisch” zu ,positiv“ und ,atypisch“ zu negativ" gedndert werden.

Documents
Document SharirﬁHub

Full document details: E DIN EN ISO 13843:2016-05


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13843-2016-05
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13843-2016-05

E DIN EN ISO 13843:2016-05
prEN ISO 13843:2016 (D)

6.2.3 Ausgearbeitetes Beispiel

Die Ergebnisse aus

ibernommen.

- Entwurf -

20 Beispielen werden durch ein neu entwickeltes Ausplattierungsverfahren

Tabelle 2 - Tabellarisierung der Zahlungen fiir die kategoriale Merkmalsbestimmung

Probe a b C d
1 20 3 3 35
2 26 0 2 47
3 54 1 0 11
4 30 0 1 47
5 37 1 4 24
6 15 3 3 20
7 41 0 0 5
8 40 1 7 11
9 41 4 4 8
10 45 0 3 21
11 32 0 6 6
12 56 3 2 19
13 14 0 7 4
14 27 6 1 25
15 31 9 0 38
16 62 3 4 9
17 28 2 0 5
18 30 6 1 32
19 12 6 0 41
20 20 1 3 20

Summe 661 49 51 428

Die entsprechende Frequenztabelle kann bei Verwendung der Koloniesumme je Kategorie zur Verfiigung

stehen:
Angenommener Zdhlwert
+ - Summe
Bestatigter 661 49 710
Zahlwert 51 428 479
Summe 712 477 1189
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Die folgenden Leistungsmerkmale kdnnen bestimmt werden:
Sensitivitit = 661 / 710 = 0,931 0 (93,1 %)

Spezifitat =428 / 479 = 0,893 5 (89,4 %)

Falsch-Positiv-Rate =51 / 712 =0,071 6 (7,2 %)
Falsch-Negativ-Rate =49 /477 = 0,102 7 (10,3 %)
Selektivitit= 661 /1 189 = 0,555 9 (55,6 %)

Effizienz = (661+428) / 1189 = 0,915 9 (91,6 %)

6.3 Bestimmung der maximalen Obergrenze und Beriicksichtigung der unteren
Erkennungsgrenze

Die Arbeitsspannweite des Verfahrens wird oft in der Originalbeschreibung der Verfahrensweise spezifiziert
oder von Herstellern definiert bei Ermittlungen, die kommerziell erhéltlich sind. Diese Bilder miissen jedoch
nicht immer akkurat sein und kénnen bei den verschiedenen Probentypen unterschiedlich sein.

Flir MPN-basierte Verfahren wird die Arbeitsspannweite aus dem Stichprobenumfang und der Anzahl der
verwendeten Rohrchen definiert. Die praktische Obergrenze wurde liberschritten, wenn alle R6hrchen in
allen Verdiinnungen positiv sind.

6.3.1 Obergrenze in Bezug auf Linearitit

Die Prazision der Koloniezahlverfahren verbessert sich theoretisch stetig mit der Anzahl von Zielkolonien,
die in der Nachweisreihe beobachtet wird. Die Obergrenzen sind durch den Platzbedarf und die sich daraus
ergebenden Interaktionen der mikrobiellen Kolonien definiert.

In der Praxis haben Koloniezdhlverfahren eine Obergrenze pro Nachweissystem, die mit der Testsituation
variiert. Das Nachweissystem der Koloniezahlung (Agarplatte, Membranfilter) kann aus mehreren Griinden,
von denen die Anzahl der Zielkolonien nur einer ist, ,verstopft” oder gesattigt sein.

Jedes Verfahren besitzt eine obere zuverldssige Grenze. Sie ist keine genau festgelegte Zahl, sondern ein
Bereich von Koloniezahlen, bei denen die Koloniezdhlung pro Platte zu unsicher wird, um darauf eine giiltige
Bestimmung stiitzen zu kénnen.

Ein Versuchsaufbau, der auf fein abgestuften Verdiinnungs- oder Voluminareihen mit paralleler
Wiederholung der Ausplattierung und Zdhlung beruht, liefert Daten zur Bestimmung der oberen
Arbeitsgrenze.

Eine sorgfiltig gemischte fliissige Probe wird auf eine Dichte vorverdiinnt, die pro Platte eine Koloniezahl
erwarten ldsst, die die angenommene Obergrenze der Leistungsfiahigkeit des Nachweissystems etwas
tiberschreitet. Eine Reihe von sechs oder sieben weiteren Verdiinnungen mit Verdiinnungsstufen von 1:2
wird aus der Startsuspension fortgefiihrt. Drei Parallelplatten werden von jeder Verdiinnung beimpft.

Platten aus Verdiinnungen, die durchschnittlich mehr als 20 Kolonien je Platte ergeben, werden abgelesen.

Die Daten werden auf Proportionalitit und Uberdispersion der Parallelen untersucht, unter der Annahme
einer vollstindigen Zufalligkeit bei jedem Schritt als Basis der Auswertung.
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Ein Einzelwert der G2-Priifung ist eher fiir eine eingeschrinkte Verwendung. Die Durchfiihrung von
dhnlichen Verhaltnisprifungen bei verschiedenen Proben hilft, die hochste Koloniezahl zu bestimmen, bei
der das Verhaltnis des Verfahrens ausreichend ist.

6.3.2 Verwendeter Probentyp

Die Arbeitsspannweite eines Verfahrens kann durch Verwendung von natiirlich kontaminierten Proben,
Reinkulturen oder mit kontaminiertem Material dotierten Proben, die die Zielorganismen enthalten (z. B.
Schmutzwasser fiir enterale Organismen), bestimmt werden. Die Untersuchung von einer Mindestanzahl von
20 Proben ist erforderlich.

Bei Verwendung von Schmutzwasser oder Oberflichenwasser sollten mindestens drei Quellen verwendet
werden.

ANMERKUNG 1 Die Bestimmung der Arbeitsspanne kann fiir Verfahren kompliziert werden, bei denen zwei
Zielorganismen auf der gleichen Platte gesucht werden, zum Beispiel der gleichzeitige Nachweis von gesamtkoliformen
Bakterien und E. coli auf einem Einzelmembranfilter. Unter solchen Umstdnden kann die Arbeitsspanne fiir die in der
Probe bestehenden gesamtkoliformen Bakterien und E. coli mit anderen gesamtkoliformen Bakterien unterschiedlich
sein. Bei Bestimmung der Arbeitsspanne fiir diese Verfahrenstypen konnte die Arbeitsspanne berichtet werden als die
Gesamtanzahl der Zielkolonien, da die Rate von E. coli zu anderen koliformen Bakterien von Probe zu Probe variiert.

ANMERKUNG 2 Ein weiterer Storfaktor bei der Bestimmung der Arbeitsspanne ist die Selektivitdt des Verfahrens.
Beispielsweise kann ein membranfilterbasiertes Verfahren fiir den Nachweis von gesamtkoliformen Bakterien
und/oder E.coli mit einer schlechten Selektivitit anderen Nichtzielorganismen ein Wachstum ermdglichen. Das
Wachstum dieser Organismen kann das Wachstum der Zielorganismen verschleiern oder verhindern. In solchen Féllen
konnte die Arbeitsspanne hinsichtlich der absoluten Anzahl der Ziel- und Nichtzielkolonien auf der Membran angegeben
werden, da die Arbeitsspanne durch das Wachstum der Nichtzielorganismen bedeutend beeintrachtigt wird,

6.3.3 Ausgearbeitetes Beispiel

Ein natiirliche Probe wurde auf ein geeignetes Ausgangsniveau vorverdiinnt und eine Verdiinnungsreihe mit
sechs aufeinanderfolgenden Stufen im Verhéltnis von 1:2 wurde vorbereitet.

Von jeder Verdiinnung wurden drei Parallelplatten durch Ausplattierung im Oberflichenverfahren
angefertigt. Nach zweitdgiger Inkubation wurden die Kolonien ausgezahlt.

Tabelle 3 - Tabellarisierung der Zahlungen in einer Linearitat

Verdiinnung Parallelzahlungen Summe | Mittelwert | Relatives
_ Volumen
S X R; Si/Ri
21 121 204 162 487 162,3 32 15,22
22 109 128 148 385 128,3 16 24,06
23 111 114 97 322 107,3 8 40,25
24 56 60 68 184 61,3 4 46,00
25 36 29 24 89 29,7 2 44,50
26 11 13 17 41 13,7 1 41,00
Gesamt: 1508 63 —
ANMERKUNG Die Formel fiir die folgenden Berechnungen ist in Anhang C, Formel (C.1) angegeben.
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6.3.3.1 Allgemeine Proportionalititsermittlung

Die Vereinbarung der Zahlensumme von parallelen Kolonien mit den jeweiligen relativen Volumen
32/16/8/4/2/1 wird mit den Summen der parallelen und allgemeinen G2 (Formel (C.1)) wie folgt berechnet
Gs%2= 2 [4871In(487/32) + 385In(385/16) + 322In(322/8) + 184In(184/4) + 891In(89/2) + 41In(41/1) -

1 508In(1508/63)] =292,526.

Die Versuchsstatistik hat 6 - 1 = 5 Freiheitsgrade. Der Wert der Ablesemarke wird mit der X2-Verteilung mit
fiinf Freiheitsgraden verglichen, die mit 11,070 fiir 5 % und 15,086 fiir 1 % entsprechen.

Der berechnete Wert tibertrifft den theoretischen Wert um 1 % (15,086), was bedeutet, dass die allgemeine
Linearitét der Ergebnisse schlecht ist.

6.3.3.2 Datenauswertung und weitere Schritte

Das Nachweissystem war in dieser Probe im Koloniezahlbereich von 41/3 =14 bis 487/3 = 162 Kolonien
pro Platte nicht linear. Aus der Priifung der Summen pro relativem Volumen (S;R;) kann beobachtet werden,
dass die hohen Koloniezahlen am stdrksten von der Erwartung abweichen. In den vier Verdiinnungen von 2-3
auf 26 waren die Zahlwerte je relativem Volumen (S;R;) etwa konstant, ungefdhr 43 im Durchschnitt. Eine
plétzliche Anderung zwischen Verdiinnungen von 2-3 und 2-2 trat auf.

Das Nachweissystem wurde bereits bei weniger als 160 Kolonien pro Platte nicht-brauchbar, da weniger
Kolonien als erwartet bei Verdiinnungen von 22 und 2! gewachsen sind. Das Verhaltnis 2:1 zwischen
aufeinanderfolgenden Verdiinnungsstufen wird nicht in den Koloniezdhlungen bei héheren Konzentrationen
gesehen, was anzeigt, dass bei hohen Koloniekonzentrationen die Ergebnisse nicht linear sind.

Die gleiche Proportionalitdtsanalyse kann ohne Zihlungen der ersten Verdiinnung wiederholt werden. Die
Vereinbarung der Summen fiir fiinf Verdiinnungen wird wie folgt berechnet:

G42 = 2 [385In(385/16) + 322In(322/8) + 184In(184/4) + 89In(89/2) + 41In(41/1) -
1021In(1 021/31)] = 81,933.

Vier Freiheitsgrade der Referenzwerte fiir die Priifgrofien sind 9,488 fiir 5% und 13,277 fiir 1 %. Die
Proportionalitdt war immer noch erheblich aufler statistischer Kontrolle bei einem mittleren Zahlwert von
128.
Der nédchste Schritt ist die Proportionalitdtsermittlung fiir vier Verdiinnungen:

G42=2[322In(322/8) + 184In(184/4) + 89In(89/2) + 41In(41/1) - 636In(636/15)] = 2,328.
Die Referenzwerte fiir vier Freiheitsgrade von 7,815 fiir 5 % und 11,345 fiir 1 % sind viel hoéher als die
beobachteten 2,328. Es bleiben keine Anzeichen einer systematischen Abweichung von der Proportionalitat
in den vier Verdiinnungen zuriick, beginnend mit dem mittleren Zahlwert von 107.
Es kann daraus geschlussfolgert werden, dass eine Linearitit nur erkannt werden kann, da die Probe
verdinnter wird. Der Punkt, an dem die Linearitit nicht erkannt wird, bald nachdem die Anzahl der

Kolonien je Platte grofder als 100 wird, bestimmt die Obergrenze des Verfahrens.

Ein dhnlicher Versuchsplan sollte mit einer Mindestanzahl von zwanzig Proben zur Bestimmung der
Arbeitsbereich wiederholt werden.

ANMERKUNG Der Ansatz ist nur bei Verfahren zur Koloniezahlbestimmung anwendbar.
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6.3.4 Die untere Nachweisgrenze

Die untere Grenze des Nachweises kann nicht zuverladssig durch Experimentiermethoden bestimmt werden
und ist grofdtenteils eine Sache der Definition und des analysierten Probenvolumens. Eine detaillierte
Erkldrung wird in Anhang B gegeben.

6.4 Prazisionsbewertung: Bestimmung der Wiederhol- und Vergleichprazision
6.4.1 Allgemeines

Die Normenreihe ISO 5725 wurde als ein Richtliniendokument zur Charakterisierung der Veranderlichkeit
der normierten Messverfahren entwickelt. Zwei Messwertstreuungen (oder -prazision), Wiederholprazision
und Vergleichprazision werden in vielen Disziplinen als reprasentative Daten in Messverfahren akzeptiert.

Die Charakterisierung eines neuen Verfahrens sollte die urspriinglichen Werte ihrer Prizisionsschatzungen
angeben. Andere Laboratorien bendtigen diese Information fiir ihre Verifizierung des Verfahrens und
nachfolgend zur Etablierung der analytischen Qualitdatskontrollsysteme.

Geltend fiir die mikrobiologischen Wasserverfahren bendtigen 1SO 5725-1, ISO 5725-2 und ISO 5725-3
einige Anpassungen, da die Grundsatze urspriinglich fiir eine kontinuierliche Datenerfassung und nicht fiir
diskrete Daten (Zahlwerte) gelten.

Die hauptsdchlichen Prazisionsstufen werden allgemein in zwei Zustdnden ausgewertet:

— die Wiederholbedingungen, die sich auf die Variabilitit unter den Messungen beziehen, die an
identischen Proben unter identischen Verhéltnissen durchgefithrt wurden. In idealen Fillen von
mikrobiologischen Bestimmungen, werden diese Analysebedingungen erwartet, um eine Poisson-
Verteilung zu befolgen. In der Praxis ist dies nicht immer der Fall, Fille von Uberdispersion kénnen
durch Experimente zwischen parallelen Zahlungen nachgewiesen werden (siehe Anhang D);

— die erweiterten Vergleichsbedingungen, die sich auf die Variabilitidt unter den Messungen beziehen, die
an identischen Proben unter verschiedenen Verhiltnissen von verschiedenen Laboratorien mit den
gleichen Messverfahren durchgefiihrt wurden Theoretisch gesehen, umfasst die Vergleichsprazision
Auswirkungen, die durch Unterschiede bei Instrumenten, Reagenzien, Bedienern, Laboratorien und
Umweltbedingungen verursacht werden. Die Beurteilung der Stufenmessgenauigkeit fiir
mikrobiologische Verfahren fiihrt zu einer relativen operativen Verdnderung, was die maximalen
Veranderungsfaktoren der Messunsicherheit umfasst (siehe Anhang F).

Eine dritte Messgenauigkeit eines Verfahrens kann in einem Laboratorium mit spezifischer experimenteller
Planung beurteilt werden (Zerlegung einer systematischen Abweichung in elementare Bestandteile wie
Bediener, Ausriistung, Materialeinfluss ..). Dies ist als Vergleichsprazision zwischen Laboratorien oder
Prézision unter Zwischenbedingungen bekannt (fiir detaillierte Angaben siehe 6.4.3 und Anhang D).

ANMERKUNG 1 Wiederholprazision wird allgemein durch doppelte (oder mehrfach wiederholte) Messungen
durchgefiihrt.

6.4.2 Wiederholpriazision

Die Gestaltung fiir die Bestimmung der Wiederholprazisionsleistung eines Verfahrens besteht aus
10 Replikaten der gleichen Probe, die unter Wiederholprazisionsbedingungen analysiert wurden, d. h. durch
den gleichen Techniker am gleichen Tag, etwa zur gleichen Zeit und alle im Inkubator bebriiteten Proben.
Eine Mindestanzahl von drei Datensdtzen der Wiederholprazision sollte unter Verwendung von

Zielorganismen aus verschiedenen Quellen vorbereitet werden. Natiirliche Proben werden bevorzugt
verwendet.
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6.4.2.1 Ausgearbeitetes Beispiel: Tabellarisierung der Zihlwerte

3 aus einer Serie von 10 Messungen, die unter Wiederholbedingungen mit einem Ausplattierungsverfahren
gewonnen wurden, werden vorausgesetzt.

Tabelle 4 - Tabellarisierung der Zihlungen in 3 Experimenten zur Wiederholprizision

Probe Wiederholte Messungen (Ausplattierung)
1 63 65 77 59 69 61 55 65 33 90
2 47 60 40 57 24 39 57 52 35 54
3 21 16 20 24 21 34 23 26 18 14

ANMERKUNG Die Formeln fiir die folgenden Berechnungen sind in Anhang D, Formeln (D.1) und (D.2) angegeben.

6.4.2.2 Ausgearbeitetes Beispiel: Die Bestimmung der Uberdispersion durch Anwendung des
Poisson-Indexes

Fiir Probe 1 der beobachtete Wert von y2_; = [10 x (632+652+772+..+332+902) / (63+65+77+..+33+90)] -
(63+65+77+..4+33+90) = 30,582 4.

Fiir die erste Reihe:

Arithmetischer Mittelwert(x) = 63,7

Varianz (5§2) =216,455 6

Relative operative Varianz (u?) = (216,455 6 - 63,7) / 63,72 = 0,037 6.

In Tabelle 5 werden die berechneten Werte fiir die relative operative Varianz fiir die drei analysierten
Proben dargestellt.

Tabelle 5 - Berechnung der relativen operativen Varianz

Probe Arithmetischer Varianz Beobachteter Relativen operativen
Mittelwert Wert der Varianz
p) u
1 63,7 216,455 6 30,582 4 0,037 6
2 46,5 136,277 8 26,376 3 0,0415
3 21,7 31,7889 13,184 3 0,021 4

Gemaf y? -Verteilung ist der kritische Wahrscheinlichkeitswert 0,95 fiir (10-1) der Freiheitsgrade: 16,919 0.

Der beobachtete Wert y?2_; iibertrifft den kritischen Wahrscheinlichkeitswert 0,95 fiir die Proben 1 und 2,
daher wird eine bedeutende Uberdispersion in den Reihen der wiederholten Messungen nachgewiesen. Die
relative operative Varianz u3 gibt eine Gréfenordnung der operativen Verinderlichkeit fiir jede Serie der
wiederholten Messungen an.

Fiir Probe 3 ist der beobachteter Wert von y2_, niedriger als der kritische Wahrscheinlichkeitswert von
0,95. Die beobachtete Verdnderlichkeit zwischen parallelen Zdhlungen erfiillt die Poisson-Verteilung. Selbst
wenn es statistisch gesehen nicht von Bedeutung sein sollte, kann die berechnete relative operative Varianz
fiir Probe 3 fiir weitere globale Auswertungen aufbehalten werden.
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Die durchschnittliche relative operative Varianz fiir Probe 3 ist gleich 0,033 5. Die endgiiltige Formulierung
der Wiederholprazision in % ist die Quadratwurzel aus der durchschnittlichen relativen operativen Varianz
(18,3 %). Es geht einher mit der Leistung des Verfahrens hinsichtlich des Priifmaterials unter
Wiederholbedingungen.

6.4.3 Laborinterne Vergleichprazision

Laborinterne Vergleichprazision ist auch als Vergleichsprazision unter Zwischenbedingungen (oder
Prazision unter Zwischenbedingungen) bekannt. Diese wird bei Gewinnung von Replikatsidtzen unter
moglichst unterschiedlichen Bedingungen innerhalb eines Labors ausgewertet (z. B. verschiedene Techniker,
verschiedene Inkubatoren und verschiedene Medienchargen ...).

Die experimentelle Gestaltung wird in ISO 29201 [21] beschrieben. Das gesamte analytische Verfahren wird
bei Verwendung der maximalen Verdnderung der Laborparameter dupliziert. Natiirliche Proben miissen
soweit moglich untersucht werden. Eine Mindestanzahl von 30 Proben wird empfohlen.

6.4.3.1 Ausgearbeitetes Beispiel fiir Koloniezihlungen

10 Proben, die in zwei Replikaten x;und x,unter moglichst unterschiedlichen Bedingungen innerhalb des
Labors ausgefithrt werden (erweiterte Vergleichsbedingungen innerhalb eines Labors) werden

vorausgesetzt:

Tabelle 6 - Tabellarisierung der Koloniezahlungen fiir 10 Proben, die doppelt analysiert wurden

Probe X1 X2 Arithmetischer Varianz Relative operative
Mittelwert Varianz u}
1 34 23 28,5 60,5 0,039 4
2 17 15 16 2 -0,054 7
3 11 27 19 128 0,3019
4 40 21 30,5 180,5 0,161 2
5 42 25 33,5 144,5 0,098 9
6 43 38 40,5 12,5 -0,017 1
7 25 12 18,5 84,5 0,192 8
8 34 28 31 18 -0,0135
9 58 39 48,5 180,5 0,056 1
10 37 48 42,5 60,5 0,0100

ANMERKUNG 1 Die Formel, die fiir die Berechnungen in Tabelle 6 verwendet wird, wird in Anhang D, Formel (D.2)
angegeben.

ANMERKUNG 2 Theoretisch kann die Varianz niemals negativ sein. Wenn jedoch ein Varianzschiatzwert durch
Subtraktion gewonnen wurde und die experimentellen Varianzen auf kleiner Anzahl an Replikaten basieren, konnen
sich solche Dinge ereignen.

Die durchschnittliche relative operative Varianz fiir Probensitze mit 10 Zahlpaaren betragt 0,077 5. Die

Quadratwurzel einer durchschnittlichen relativen operativen Varianz (27,8 %) geht einher mit der
Verfahrensleistung des Priifmaterials unter erweiterten Vergleichsbedingungen innerhalb eines Labors.
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6.4.3.2 Ausgearbeitetes Beispiel fiir MPN-Systeme
10 Proben wurden im Duplikat mithilfe des MPN-Verfahrens analysiert. Fiir jede Probe wurden die zwei
wiederholten Messungen unter laborinternen Bedingungen durchgefiihrt, um die maximale Veranderlichkeit

der analytischen Bedingungen innerhalb des Labors zu beriicksichtigen.

Tabelle 7 - Tabellarisierung der MPN-Ergebnisse fiir 10 Proben, die im Duplikat analysiert wurden

Messungenauigkeit| Untere Obere Untere Obere Uberlappung der
MPN, MPN, Vertrauens-[Vertrauens-[Vertrauens-|Vertrauens- Konfidenzintervalle
Probe grenze grenze grenze grenze unter laborinternen
erweiterten
Tox o Tos o Vergleichsbedingungen|
1 600,1 176,1 419,3 858,9 97,2 319,1 nein
2 2086,6 | 11484 1560,4 27904 850,7 1550,3 nein
3 18853 | 13628 1413,0 25155 1017,3 1825,5 ja
4 76,8 110,0 31,9 184,9 52,5 230,6 ja
5 1672,6 | 2094,8 1254,0 22309 1566,3 2801,6 ja
6 799,8 311,8 576,6 1109,5 196,4 4949 nein
7 196,7 143,8 111,8 346,3 74,9 276,2 ja
8 1202,0 | 1316,6 892,5 1618,7 981,6 1765,8 ja
9 7100,7 | 76829 4 488,8 112325 48454 12 181,9 ja
10 76829 | 34213 48454 12 181,9 24504 4777,0 nein
Tabelle 8 - Berechnung der relativen operativen Varianz fiir MPN-Ergebnisse
Probe Laborinterne Intrinsische Intrinsische Durchschnittliche | Relative
Vergleichsprizision | Veranderlichkeit | Verdnderlichkeit intrinsische operative
fiir das erste fiir das zweite Veranderlichkeit | Varianz
Replikat Replikat
uf ugy ué ug up
1 0,751 6 0,033 5 0,092 0 0,062 7 0,688 9
2 0,178 3 0,022 0 0,023 4 0,0227 0,1556
3 0,0527 0,0216 0,022 2 0,0219 0,030 7
4 0,064 5 0,2009 0,142 5 0,1717 -0,107 2
5 0,0253 0,0216 0,022 0 0,0218 0,003 5
6 0,443 7 0,027 9 0,055 6 0,0417 0,4019
7 0,049 1 0,083 2 0,1108 0,097 0 -0,047 9
8 0,004 1 0,0231 0,022 4 0,022 8 -0,018 6
9 0,003 1 0,054 7 0,055 3 0,0550 -0,0519
10 0,327 2 0,055 3 0,0290 0,042 2 0,2851
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ANMERKUNG Die Formeln, die fiir die Berechnungen in Tabelle 8 verwendet werden, sind in Anhang D, Formeln (D.4),
(D.5), (D.6) und (D.7) angegeben.

Die durchschnittliche relative operative Varianz, die aus dem Satz aus 10 Paaren berechnet wurde, betragt
0,134 0. Die Quadratwurzel (36,6 %) ist die Veradnderlichkeit des Verfahrens, das unter laborinternen
Vergleichsbedingungen beobachtet wurde.

6.5 Robustheit
6.5.1 Allgemeines

Robustheit bedeutet die Toleranz zu leichten Verdnderungen in Verfahren oder gegeniiber unvermeidbaren
Varianz unter Laborbedingungen.

Die Bestimmung der Robustheit verdndert sich entsprechend der Verfahrensweise, die untersucht wird.
Spezifische Studien dazu werden erforderlich.

Zweck solcher Studien ist, die Grenzen innerhalb eines Verfahrens zu spezifizieren, wobei ein Verfahren als
passend fiir den bestimmungsgemdfien Gebrauch sein soll. Die Betrachtung der Robustheit kann zu
Einschrankungen fithren, die den Anwendungsbereich und die Bedingungen des Verfahrensgebrauchs
berticksichtigen.

6.5.2 Experimentelle Gestaltungen fiir Auswirkungen aufgrund von Zeit und Temperatur
Flir die meisten mikrobiologischen Verfahren sind Zeit und Temperatur der Inkubation von Bedeutung.

Fiir kommerziell vorbereitete Priifvorrichtungen kann auch die Lagerbestandigkeit des Produkts ein
wichtiger Parameter sein.

Bei der Studie der Robustheit eines Verfahrens sollten Duplikatsproben entweder von gesdten oder
natiirlich kontaminierten Proben bis zum Extrem des untersuchten Parameters gehen. Einige Plattierungen
konnen wiederholt ausgelesen werden, wobei die Platten fiir weitere Bebriitung im Brutschrank nach jedem
Auslesen zuriickgegeben werden.

Falls eine Verfahrensweise beispielsweise den Temperaturbereich (35 * 1) °C angibt, sollten die Proben bei
34 °C und 36 °C bebriitet werden. Falls die Brutzeitspanne 18 h bis 22 h betragt, sollten die Proben zwischen
18 h und 22 h ausgelesen werden. Es kann vorzugsweise Daten zur Robustheit als Matrix (zum Beispiel)
produzieren, mithilfe der maximalen und minimalen Inkubationstemperaturen fiir die maximale und
minimale Dauer der Bebriitung,.

Ein weiterer Plan ist, dass eine Serie von parallelen Plattierungen vorbereitet wird, dann werden diese in
verschiedenen Teilen des Inkubators gestellt und nach verschiedenen Zeitperioden aus dem Inkubator
genommen. Die zweite Gestaltung misst auch die Inkubationsflaichenauswirkungen (siehe 1SO 29201 [21]).
Sollte der Entwickler eines Verfahrens die Anwendbarkeit des Verfahrens zu einer zu beriicksichtigenden
Temperaturspanne beanspruchen, sind spezielle Experimente mit mehreren Inkubatoren bei verschiedenen
Temperaturen erforderlich.

Eine Mindestanzahl von 30 Datenpunkten sollte fiir jeden Parameter gesammelt werden.

Daten sollten mithilfe eines Minimums an drei Quellen von Zielorganismen gesammelt werden, um zu
entscheiden, ob diese Referenzkulturen oder im Labor vorbereitetes dotiertes Material ist.

Graphische Verfahren und normierte statistische Priifungen wie Schlussfolgerungen aus parametrischen
oder nicht parametrischen Priifungen konnen fiir die Datenanalyse verwendet werden, um zu entscheiden,
ob diese durch direkte mikroskopische Zahlungen, durch MPN-Verfahren oder Koloniezdhlungen errechnet
werden.
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6.6 Relative Wiederfindung
6.6.1 Allgemeines

Die Richtigkeit bezieht sich auf die Ndahe der beobachteten Ergebnisse zum wahren Wert, die absolute
Richtigkeit eines mikrobiologischen Priifergebnisses kann jedoch nicht bestatigt werden.

Das Beste ist, dass man einem einheitlichen wahren Wert zustimmt. Dies kann das Ergebnis, das von einem
weiteren Verfahren bestimmt wurde, der Mittelwert eines zertifizierten Referenzmaterials, das durch den
Produzenten vorgegeben wurde, oder der Mittelwert von Beobachtungen in verschiedenen Laboratorien in
der Qualitdtssicherung sein.

Die Wiederfindung, verglichen mit der akzeptierten Referenz, auch als relative Wiederfindung bezeichnet, ist
das Beste fiir die quantitative Bestimmung der systematischen Abweichung (Abweichung vom wahren
Wert).

Wenn Membranfilter ein Bestandteil des Verfahrens sind, miissen sie im Wiederfindungsvergleich
verwendet werden. Membranfilter jedoch konnen selbst einen Teil der systematischen Abweichung
erzeugen und folglich die relative Wiederfindung beeinflussen. Fiir Informationen zu
Wiederfindungsvergleiche siehe IS0 11133 und ISO 7704 Des Weiteren ist die Interaktion zwischen
Membranfiltern und Ndhrmedien von Interesse und kann erheblich zur systematischen Abweichung
hinzugefiigt werden.

6.6.2 Bestimmung der relativen Wiederfindung

Wahre Wiederfindung durch ein Verfahren kann mit Priifungen mit Reinkulturen oder dotierten
sterilisierten Proben erreicht werden, unter Verwendung eines nicht-selektiven Verfahrens als Referenz
(siehe ISO 11133). Zertifizierte Referenzmaterialien sind fiir diesen Zweck ebenfalls verfiigbar. Diese
Anndherungen jedoch hiangen von der Wiederfindungseffizienz des Verfahrens ab, das beim Priifen des
Referenzmaterials oder bei der Bestimmung des Referenzwerts verwendet wird.

Der Wirkungsgrad der Wiederfindung verschiedener mikrobiologischer Verfahren variiert im Wesentlichen
und kann ebenso durch Matrixauswirkungen bedeutend zu Beeintrachtigungen fithren. Deshalb ist es
verniinftig, die relative Wiederfindung von Verfahren mit den verschiedenen gepriiften Matrizen festzulegen.

Flr die Bestimmung der relativen Wiederfindung kdnnen natiirlich kontaminierte Proben, dotierte Proben
oder Reinkulturen verwendet werden. Bei Trinkwasserverfahren, bei denen die Proben fiir derartige Studien
ausgewahlt werden, sollte die Menge der Zielorganismen, die zur dotierten Probe hinzugefiigt wurde, die
Menge iiberschreiten, die normalerweise um mehr als eine Gréfienordnung natiirlich vorkommen. Bei
anderen Matrizen, wie Erholungsgewasser, Klarschlamme und Abwdsser, ist die Anzahl der iiblicherweise
gefundenen Zielorganismen oft angemessen, aber solche Proben kénnen eine Verdiinnung erfordern.

Eine Mindestanzahl an drei verschiedenen Organismen sollte fiir die Dotierungsexperimente verwendet und
eine Mindestanzahl an 30 Datenpunkten sollte gesammelt werden.

Eine relative Wiederfindung sollte dann untersucht werden, damit es moglichst realistisch wird, indem eher
natiirlich kontaminierte Proben als kiinstliche Priifmaterialien verwendet werden. Alternativ dazu konnen

dotierte Proben mit natiirlich kontaminierten Materialien verwendet werden.

Um subjektiv wertfrei zu sein, muss der Vergleich auf bestétigten Koloniezdhlungen beruhen, bei dem auch
alle Kolonien bestatigt wurden.

Das Verfahren, das in ISO 17994 beschrieben wird, wird fiir die Bestimmung der Verfahrensdurchfiihrung
zur relativen Wiederfindung empfohlen (beide Koloniezahlungen und MPN).
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6.7 Zihlunsicherheit
6.7.1 Allgemeines

Die grundlegende Zuverldssigkeit der Zahlungen wird durch wiederholtes Zdhlen der Kolonien derselben
Platten innerhalb einer kurzen Zeit untersucht. Die Beobachtungen zu Zahlunsicherheit geben einen ersten
Eindruck der méglichen Probleme bei der verbreiteten Anwendung des Verfahrens.

Gemaf$ 1SO 29201 [21], muss Wiederhol- und laborinterne Vergleichprazision der Zahlung ausgewertet
werden, d. h. der individuelle oder gemeinsame numerische Schatzwert der Zahlunsicherheit, der als relative
Standardabweichung ausgedriickt wird.

Die Zahlunsicherheit dient als Grundlagenwert, um andere Faktoren der Robustheit, wie die
Zeitempfindlichkeit, zu schatzen.

Bei MPN-basierten Verfahren kann die laborinterne Unsicherheit des Auslesens auch durch verschiedene
Operatoren gemafd I1SO 29201 untersucht werden. Die Ergebnisse des MPN-Systems koénnen von
verschiedenen Operatoren ausgelesen werden. Die Messunsicherheitsberechnungen werden mit Hilfe der
MPN-Werte, die jeder Operator erhalt, durchgefiihrt.

6.7.2 Experimentelle Gestaltung fiir die Auswertung der Unsicherheit beim Auszihlen der Kolonien

— Die gleichen Platten werden wiederholt unter gleichartigen Bedingungen ausgelesen, d. h. innerhalb
eines Zeitraums, der deutlich kiirzer ist als die fiir dieses Verfahren angenommene zuléssige Toleranz.
In der Praxis bedeutet dies einen maximalen Zeitraum von einer Stunde.

— Die Platten fiir wiederholte Zdhlungen sollten nach dem Zufallsprinzip, unter Auslassung von Platten mit
weniger als 20 Kolonien, ausgewahlt werden, wobei die ungewohnlichen nicht ausgewahlt werden.
Ansonsten sollten die beprobten Platten den gesamten Anwendungsbereich des Verfahrens
reprasentieren.

— Fir eine verléssliche, allgemeine Schatzung sollten mindestens 30 Platten zur Verfiigung stehen.

6.7.3 Beispiel einer individuellen (oder personellen) Unsicherheit beim Auszihlen der Kolonien

Ein Techniker, der mit dem mikrobiologischen Verfahren vertraut ist, sollte verschiedene Platten innerhalb

eines kurzen Zeitraums zweimal auslesen (z. B. In weniger als einer Stunde). Die Duplikate der Zadhlungen
werden als x1 und xz bezeichnet.

Documents
24 Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 13843:2016-05


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13843-2016-05
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-13843-2016-05

- Entwurf - E DIN EN ISO 13843:2016-05

prEN ISO 13843:2016 (D)

Tabelle 9 — ‘Unsicherheit beim Auszahlen der Kolonien

Platte X1 X2 X1-X2 X1+X2 u, L
1 129 122 7 251 0,001 556
2 417 377 40 794 0,005 076
3 73 80 -7 153 0,004 186
4 49 52 -3 101 0,001 765
5 86 81 5 167 0,001 793
6 37 39 -2 76 0,001 385
7 112 115 -3 227 0,000 349
8 204 214 -10 418 0,001 145
9 66 71 -5 137 0,002 664
10 306 299 7 605 0,000 268
Summe 1479 1450 0,020 186

ANMERKUNG Die Formel, die fiir die Berechnungen in Tabelle 9 verwendet wird, wird in AnhangE, Formel (E2)
angegeben.

Der durchschnittliche Schatzwert der relativen operativen Varianz der Zahlung ist der Durchschnittswert
von ufel'L:O,OZO 186/10 = 0,002 0186. Die Quadratwurzel von 0,044 9 wird folglich als eine 4,5 %ige
relative Standardmessunsicherheit der Wiederholprazision bei der Zahlung durch diese Person angegeben.

In diesem Beispiel mit realen Werten aus Gesamtkoloniezdhlungen auf nicht-selektiven Medien war die
relative Standardabweichung unter Wiederholbedingungen meist grofder als der oben angegebene
,ldealwert" (urel,L <0,02), bleibt jedoch unter der Grenze von 0,1.

Wenn der Wert hoch ist (grofier als 0,1) kann es angebracht sein, zur Tabelle zuriickzugehen, um die
individuellen u, | -Werte auf Ursachen hin zu untersuchen. Es konnte ein zufallig hoher Wert verantwortlich

sein oder es konnte ein Trend in den mittleren Koloniezdhlungen vorhanden sein. Dies wird am besten
graphisch dargestellt, indem die u, | -Werte gegen die Koloniezahlungen aufgetragen werden.

6.7.4 Beispiel einer laborinternen Unsicherheit beim Auszihlen der Kolonien
Finf Techniker nahmen an der Koloniezdhlung teil. Standardagarplatten wurden aus vorhandenen
Bestimmungen ausgewdhlt und von jedem Teilnehmer ausgelesen. Platten mit weniger als 20 Kolonien

wurden nicht beriicksichtigt. Die Ergebnisse von sechs Platten sind in Tabelle 10 angegeben.

ANMERKUNG Sechs Platten sind bei weitem zu wenig fiir eine zuverlassige allgemeine Schatzung, verdeutlichen jedoch
die Berechnungen.

Der Erwartungswert (m) und die Standardabweichung (s) jeder Platte werden zuerst berechnet. Aus diesen
werden die Werte von u ;, = s/m erhalten (vorletzte Spalte).
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Tabelle 10 — Laborinterne Unsicherheit beim Auszihlen der Kolonien

Platte Al A2 B1 B2 B3 m s UrelL u’, L
1 33 26 33 34 33 31,8 3,271085 | 0,102864 | 0,010 581
2 160 156 166 176 174 166,4 | 8,648699 | 0,051975 | 0,002 701
3 142 128 142 146 139 139,4 | 6,841053 | 0,049 075 | 0,002 408
4 78 97 81 81 83 84,0 7,483 315 | 0,089 087 | 0,007 937
5 89 94 81 94 92 90,0 5,431 390 | 0,060 349 | 0,003 642
6 38 44 38 42 40 40,4 2,607 681 | 0,064 547 | 0,004 166

Summe 540 545 541 573 561 0,031 436

ANMERKUNG Die Formel, die fiir die Berechnungen in Tabelle 10 verwendet wird, wird in Anhang E, Formel (E.1) und
(E.3) angegeben.

Die Summe von ufel'u (Summe der relativen Varianz) ist 0,031 436 und ihr Durchschnitt 0,005 239 3. Thre
Quadratwurzel von 0,0724 ist der Durchschnitt der relativen laborinternen Zahlunsicherheit bei diesem
Verfahren und der Gruppe der Operatoren (7,2 %).

6.7.5 Beispiel einer laborinternen Unsicherheit beim Auszihlen von MPN

Die Ergebnisse von 30 verschiedenen Proben wurden von zwei verschiedenen Operatoren ausgelesen. Die
Ergebnisse von den ersten fiinf Platten werden in Tabelle 11 unten dargestellt:

Tabelle 11 — Laborinterne Unsicherheit beim Ausziahlen von MPN

Probe Analytiker 1 Analytiker 2 Relative Varianz
1 1409,3 1273,8 0,005 1
2 3074,5 2905,3 0,001 6
3 4984,2 5363,5 0,002 7
4 1114,0 1047,1 0,0019
5 651,1 778,3 0,0159
Mittelwert 0,005 4

ANMERKUNG Die Formel, die fiir die Berechnungen der relativen Varianz in Tabelle 11 angegeben wird, wird in
Anhang E, Formel (E.1) in einer quadratischen Form verwendet.

Die Quadratwurzel der durchschnittlichen relativen Varianz ist der Durchschnittswert der relativen
Zahlunsicherheit bei MPN durch verschiedene Operatoren. Im numerischen Beispiel ist ihr Wert 0,073 5

(7,3 %).
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7 Gestaltungen fiir die Verifizierung eines Verfahrens durch ein einzelnes Labor
7.1 Allgemeine Uberlegungen

Dieser Abschnitt beschreibt die Verfahren zur Priifung, dass das Verfahren in einem angegebenen Labor
angemessen durchgefiihrt wurde. Die Merkmalsuntersuchungen sind nicht so breit gefachert wie fir die
urspriingliche Bestimmung der Leistungsmerkmale, daher ist die Anzahl der erforderlichen Datenpunkte
allgemein niedriger.

7.2 Berechnung der Sensitivitit, Spezifitit, Effizienz, Selektivitit, Falsch-Positiv-Rate und
Falsch-Negativ-Raten

7.2.1 Verwendeter Probentyp

Proben werden vorbereitet, die 20 bis 80 Zielorganismen je untersuchte Volumen enthalten. Natiirlich
kontaminierte Materialien werden moglichst fiir die Vorbereitung der Proben bevorzugt. Bei Bakterien als
Fakalindikator konnen mit Abwasser verschmutztes Oberflachenwasser oder Abwasser verwendet werden.
Die Proben werden dann durch das durchdachte Verfahren untersucht. Typische und atypische Kolonien
(d.h. welche, die ein typisches Erscheinungsbild des Zielorganismus aufweisen und welche, die kein
typisches Erscheinungsbild des Zielorganismus aufweisen) werden gezahlt. Beide typischen und atypischen
Kolonien werden identifiziert mithilfe eines geeigneten Verfahrens, das kommerziell verfiigbare mikrobielle
Identifizierungswerkzeuge, DNA-Sequenzen oder andere spezifizierten Verfahrensweisen umfasst.

Die verwendeten Probentypen variieren mit dem durchdachten Verfahren und den Zielorganismen.
Beispielsweise bei Verfahren fiir gesamtkoliforme Bakterien ist ein mit Oberflichenwasser dotiertes
Trinkwasser oder Abwasser angemessen. In Trinkwasser werden Verdiinnungen angeriihrt, um 20 bis
80 Zielorganismen pro 100 ml zu erhalten. Bei Membranfilterverfahren, die gesamtkoliforme Bakterien
sowie E. coli auf der gleichen Membran nachweisen, sollte die Zielanzahl von E. coli 10 Kolonien oder
eventuell weniger betragen, die Einheiten bilden.

7.2.2 Anzahl der Proben

Eine Mindestanzahl an fiinf Proben sollte aus Trinkwasser dotiert werden. Das Oberflichenwasser oder
Schmutzwasser fiir die Vorbereitung des dotierten Materials sollte mindestens aus zwei Quellen gewonnen
werden.

7.2.3 Verfahrensweise

Die Proben werden dann bebriitet und alle Kolonien ,bestatigt“ gemaf der Verfahrensweise, die zu diesem
Verfahren angemessen ist, Bei Verfahren ohne Bestitigungsverfahrensweisen sollte eine angemessene
Bestatigungsverfahrensweise ausgewahlt werden. Kolonien werden dann aufgezeichnet als Echt- oder
Falsch-Positive und Echt- oder Falsch-Negative.

7.2.4 Kategorische Leistungsmerkmale
siehe 6.2.2
7.3 Bestimmung der Wiederholprazision

Die Gestaltung fiir die Bestimmung der Wiederholprazisionsleistung eines Verfahrens besteht aus
10 Replikaten der gleichen Probe, die unter Wiederholbedingungen analysiert wurden, d.h. durch den
gleichen Techniker am gleichen Tag, etwa zur gleichen Zeit und alle im Inkubator bebriiteten Proben

Eine Mindestanzahl von drei Datensidtzen der Wiederholprazision sollte unter Verwendung von
Zielorganismen aus verschiedenen Quellen und Stufen vorbereitet werden. Bevorzugt werden natiirlich
kontaminierte Proben. Die drei Datensidtze werden dann mit Hilfe des Verfahrens gesammelt und
untersucht, das in 6.4.2.2 beschrieben wird.
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7.4 Zaihlunsicherheit
7.4.1 Allgemeines

Die Zuverlassigkeit der Zahlungen wird durch wiederholtes Zahlen der Kolonien derselben Platten oder
positiven Rohrchen/Schiachte des gleichen MPN-Systems innerhalb einer kurzen Zeit untersucht. Die
Beobachtungen zu Zahlunsicherheit geben einen Hinweis auf mogliche Probleme bei der Anwendung des
Verfahrens. Unsicherheit der Zahlung kann mit einzelnen oder mehreren Analytikern bestimmt werden.
Falls mehrere Analytiker die Priifung routineméfig durchfiihren, sollte die Unsicherheit der Zdhlung mit
mehreren Analytikern durchgefiihrt werden (siehe 6.7).
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Anhang A
(informativ)

Mathematische Variationsmodelle

A.1 Allgemeines

Die zufillige Variation der Partikelzahl zwischen parallelen Anteilen einer Ermittlungsstichprobe ist
beachtlich, selbst wenn die Suspension vollstindig durchmischt (vollkommen zufillig) ist und keine
technischen Messunsicherheiten beteiligt sind. Diese unvermeidliche intrinsische Variation ist eine
Eigenschaft von Suspensionen und gilt fiir alle mikroskopischen und Koloniezdhlverfahren. Sie kann
mathematisch mit Hilfe der Poisson-Verteilung modelliert werden.

Die Poisson-Verteilung macht nicht die intrinsische Variation der MPN-Zahlungen aus.

A.2 Grundsatzliche Ungenauigkeit von Kolonieziahlungen

Die Varianz der Poisson-Verteilung ist gleich dem Wert des arithmetischen Mittels. Gleichheit des
Mittelwertes und der Varianz ist kein Beweis, dass die Daten die Poisson-Verteilung befolgen Die
Kompatibilitit wird herkémmlich mit Hilfe des Poisson-Indexes der Dispersion y2_; oder der damit
verbundenen Statistik des Log-Likelihood-Quotienten G2 (siehe auch Anhédnge C und D).

Die relative Varianz der Poisson-Verteilung steht in einer umgekehrten Relation zur Durchschnittszdhlung,
oder allgemeiner gesagt, Gesamtzdhlung der Kolonien im Detektor. Dies bedeutet, dass bei

Koloniezdhlverfahren die Prazision kein konstantes Leistungsmerkmal ist. Die intrinsische relative
Unsicherheit kann durch Erh6hung der Koloniezahl verringert werden.

2
ul‘el=£=\/_§= l=i ulzzs—ziz1 (Al)
X X X x e x?2 0 x?2 x

wobei
Ure die relative Standardabweichung ist;
s Standardabweichung ist;
x  die Anzahl der beobachteten Kolonien ist.

BEISPIEL 1 Eine einzelne Plattenzdhlung einer vollstindig gemischten Suspensionsprobe, etwa 48 Kolonien, hat
eine theoretische relative Prizision von u,, = 1/V48 = + 0,14 (14 %).

Die Abhangigkeit der relativen Prazision (u., relative Standardabweichung) fiir die Partikelzdhlung ist in

Bild A.1 dargestellt. Die zufallsbedingte relative Unsicherheit steigt steil an, wenn die Anzahl der unter
zwanzig sinkt.
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Bild A.1 — Die relative Standardabweichung (angegeben in %) der Koloniezahl in einer vollstandig
durchmischten Suspension, die dem Gesetz der Poisson-Verteilung folgt

Das Diagramm zeigt, warum Koloniezahlen von etwa 20, 25 oder 30 {iblicherweise als niedrigste statistisch
zuverldssige Zahlwerte betrachtet werden. Im Zahlbereich unter zehn, der von erheblichem Interesse gerade
fiir die Volksgesundheit ist, sind einzelne Messungen derart ungenau, dass sie nur mit Miihe als etwas besser
als halb quantitativ beschrieben werden koénnen. Die relative Prazision kann jedoch durch wiederholte
Messungen verbessert werden.

BEISPIEL 2 Flinf Parallelplatten wurden durch Ausplattierung in 1 ml Probenvolumina in der gleichen Laborprobe
angefertigt. Die gezdhlte Kolonieanzahl war: 6, 7, 11, 6, 9.

Summe der Zahlungen: 6+7+11+6+9 = 39
Mittelwert der Zahlungen: 39/5 =8

Theoretische relative Prizision von uye = 1/V39 = + 0,16 (16 %).
Die theoretische relative Standardabweichung von 8 Kolonien wiirden u,¢; = 1/V8 = # 0,35 (35 %) betragen.
Das Poisson-Modell kann zur Bestimmung der niedrigsten theoretischen statistischen Unsicherheit fiir jede

Koloniezahl verwendet werden und umgekehrt zur Bestimmung des untersten Zahlwertes, um eine
vereinbarte statistische Prazision zu erreichen (siehe auch Anhang B).

A.3 Die intrinsische Prizision der MPN-Zihlungen

A.3.1 Allgemeines

Die relative Prazision der MPN-Verfahren hangt, zusatzlich zur Zahlung selbst, von der Auswahl der Anzahl
paralleler Rohrchen ab. Die Poisson-Verteilung wird in jeder Suspension angenommen, aber die

Wahrscheinlichkeit des Auftretens und Nichtauftretens von positiven Reaktionen kommt zur intrinsischen
Veranderlichkeit hinzu.
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A.3.2 Einzelne MPN-Verdiinnung

Die relative Prazision einer einzelnen Verdiinnungsreihe von n, -Réhrchen als Standardabweichung in Bezug
auf der Standardabweichung in der natiirlichen logarithmischen Skala wird durch Formel (A.2) ausgedriickt:

(1—-e™)
ynpe ™

Das x in der Formel ist die wahrscheinlichste Anzahl an Organismen je R6hrchen, die durch die Formel (A.3)

u(ln M) = (A.2)

geschatzt wird:
U
x=In (A.3)
Tlt - Tlp
wobei

M der MPN-Wert ist;

x  der Mittelwert der Organismen pro Rohrchen ist;
n, die Anzahl der R6hrchen ist;

n, die Anzahl der positiven Rohrchen ist.

ANMERKUNG Die Formeln (A.2) und (A.3) kénnen kombiniert werden, wobei sich eine Formel ergibt, bei der eine
relative Prazision durch die Gesamtzahl der R6hrchen und die Anzahl der positiven Réhrchen vollstandig definiert wird.

1 n,

In (L> | nt(nt - np)
ne—n,

U (M) ~ SD In(M) =

Die Art und Weise, wie die relative (logarithmische) Prazision der MPN-Schatzwerte mit der Anzahl der
positiven Rohrchen variiert, wird in Bild A.2 dargestellt.

Urel
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Bild A.2 — Die relative Standardabweichung (angegeben in %) der MPN-Einzelverdiinnungsanalyse
mit 50 parallelen R6hrchen
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Bild A.2 zeigt, dass die relative Prazision der MPN-Schatzwerte eine Mindestgrofse hat, wenn 80 % der
Rohrchen positiv sind. Nach den Formeln (A.2) und (A.3) ist daher die bestméglich erreichbare Prézision
(kleinste relative Standardabweichung) eine Funktion der Anzahl an parallelen Réhrchen gemafd Formel
(A4):

I (A4)

Die Unsicherheit eines MPN-Schatzwertes kann nicht kleiner als dieser werden. Wenn der Anteil an
positiven um 80 % abweicht, wird die relative Standardmessunsicherheit grofier, aber wie Bild A.2 zeigt,
gibt es einen relativ langen nahezu flachen positiven Anteil der Prazisionskurve von 60 % bis 95 %.

Unin(In M) =

A.3.3 Mehrfache MPN-Verdiinnung
A.3.3.1 ,Exakte” Prizision

Mit MPN-Zahlwerten bei mehrfachen Verdiinnungen ist die relative Prazision eine geschwungene Kurve. Sie
besitzt so viele lokale Minima wie Verdiinnungsstufen im Nachweissystem vorhanden sind.

Als Beispiel wurde die relative Standardabweichung fiir ein 3 x 10-Réhrchen-MPN-Nachweissystem
berechnet. Die Minima treten auf, wenn die ersten, zweiten und dritten Reihen der parallelen Réhrchen
abwechselnd 80 % voll von positiven sind.
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Bild A.3 — Die relative Standardabweichung (angegeben in %) eines 3 x 10-MPN-Roéhrchens

Die horizontale Achse reprasentiert die Anzahl an positiven Réhrchen im ganzen Satz. Die Wellenlinie gibt
die berechnete relative Standardabweichung wieder.

Die relative Prézision einer mehrfachen MPN-Verdiinnung hiangt hauptsachlich von der Anzahl an parallelen
Rohrchen pro Verdiinnung ab. Mehrfache Verdiinnungen sind jedoch nicht vollstindig ohne Auswirkungen.
Als Beispiel zeigt Bild A.3, dass die niedrigsten Minima (das erste) fiir die 3 x 10 MPN-Systeme den Wert
0,349 6 (35 %) hat, wohingegen die minimale relative Standardabweichung fiir eine Zehn-Réhrchen MPN-
Einzelverdiinnung gemaf3 Formel (A.4) 0,392 1 (39 %) ist.
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A.3.3.2 Angenidherte Merkmalsprazision

Cochran ([9]) schlug eine angendherte konstante Standardabweichung fiir den gesamten MPN-Bereich vor.
Gemaf3 der Gleichung nach Cochran héngt die Prazision der MPN-Bestimmung im logarithmischen Maf3stab
in einfacher Weise von der Anzahl der Réhrchen (n;) und dem Verdiinnungsfaktor (f) aufeinanderfolgender
Verdiinnungen ab.

1
SD1g(MPN) = 0,58 |21 (A5)

Ny

Die Konstante 0,58 wurde ,visuell fiir zehnfache Verdiinnungen ausgewdahlt. Wenn der Verdiinnungsfaktor
zwischen den Verdiinnungen weniger als zehn betragt, kann die Konstante 0,55 verwendet werden.

Die Ndherung von Cochran ist durch die horizontale Linie in Bild A.3 angegeben. Daraus wird ersichtlich,
dass das genaue Ergebnis am meisten von der Naherung abweicht, wenn die meisten Rohrchen im Satz
negativ sind.

Die Standardabweichung jedes einzelnen MPN-Wertes ist heutzutage einfach iiber ein entsprechendes
Computerprogramm zu erhalten, siehe z. B. [14].

Ungeachtet des Naherungscharakters ist die Cochrans Formel bei experimentellen Planungen und
Verfahrensvergleichen (siehe Beispiel unten) anwendbar. Sie vermittelt eine Vorstellung von der
Merkmalsprazision eines MPN-Systems.

BEISPIEL Angenommen wird eine Bestimmung, die auf dem MPN-Nachweissystem mit 3 x 32 Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen beruht. Weiterhin wird ein Verdinnungsfaktor f=3 zwischen
aufeinanderfolgenden Verdiinnungen angenommen. Die Standardabweichung von lg MPN, nach Cochrans
Approximationsformel, betragt:

fl 3
SD1g(MPN) = 0,55 §—2 =0,55,/0,014 9 = 0,067 2 (A.6)

Eine Konvertierung Zu einem natlirlichen logarithmischen Maf3stab ergibt
uln(MPN) = 2,303 x 0,067 2 = 0,15, anndhernd 15 % der relativen Prézision.

A.4 Uberdispersion
A.4.1 Allgemeines

Im Poisson-Modell gibt es keine technischen und weitere zusatzliche angenommene Unsicherheiten des
Verfahrens. Die Vorbereitung der Ausgangssuspension, die Verdiinnung, die Beimpfung, die Bebriitung und
die Zahlung der Kolonien sind jedoch nicht vollig frei von Unsicherheiten. Jeder technische Schritt vermehrt
die Gesamtvariabilitdt der Messung. Von Parallelbestimmungen, die den gesamten analytischen Prozess mit
einbeziehen, kann nicht immer erwartet werden, dass sie der Poisson-Verteilung folgen. Uberdispersion,
d.h. eine Variation zwischen Parallelbestimmungen, die grofler als vollstindig zufallsverteilt (im
Poisson’schen Sinne) ist, kann beobachtet werden. Diese zusatzliche Variation ist teilweise
verfahrensabhdngig.

Ein weiterer Faktor, der zu einer gréfieren Variation als die Poisson-Variante fiihrt, ist die Verwendung einer
Teilbestitigung. Uberdispersion durch eine Teilbestitigung hiangt von der Probe und Anzahl der
Kolonietypen, die fiir die Bestatigung ausgewahlt wurden, nicht vom Verfahren selbst ab. Sie wird zu einem
Bestandteil der Messunsicherheit (siehe ISO 29201 [21]).

Aus diesen Griinden ist die Uberdispersion der normale Zustand mikrobiologischer Bestimmungen und die
Poisson-Verteilung ist eine vereinfachte Anndherung. Nichtsdestotrotz funktioniert manchmal das Poisson-
Modell. Dies geschieht, wenn die Unsicherheit aufgrund der intrinsischen Variation wegen der niedrigen
Zahlungen sehr grof ist. Die technischen Unsicherheiten erscheinen vergleichsweise klein.
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A.4.2 Das negative binomische Modell

Die ublichen Ursachen der Uberdispersion, abgesehen von den Pseudofehlern, zeigen Effekte, die in etwa
proportional zum Mittelwert oder eigentlich zu der tatsdchlichen Koloniezahl sind. Weitere Griinde fiir das
gleiche Modell der Uberdispersion wurden an anderer Stelle dargestellt ([8], [11]). Da die grundlegende
Unsicherheit infolge der zufédlligen Streuung von Partikeln in Suspensionen der Poisson-Verteilung folgt,
kann die Gesamtvarianz beschrieben werden als

s? =x +ulx? (A7)
Dabei ist
X das arithmetische Mittel der ausgezahlten Objekte (Partikel, Kolonien ...);

u, die Uberdispersion, die relative operative Standardabweichung.

Der erste Teil der Varianz ist dem Poissonprozess, der Rest der kombinierten Auswirkung aller zufélligen
Uberdispersionsfaktoren zuzuschreiben. Eine statistische Verteilung mit diesem Varianzmodell wird als
Negative Binomialverteilung (auch heterogene oder zusammengesetzte Poisson-Verteilung) bezeichnet.

Die relative Standardabweichung der Verteilung ist

Kl =

U = |= + ul (A.8)

Bild A.4 zeigt die Auswirkungen unterschiedlicher Grade an Uberdispersion auf die relative Gesamtprézision
(relative Standardabweichung).
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Bild A.4 — Auswirkung der Uberdispersion auf die relative Gesamtprizision (relative
Standardabweichung in %)
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Untere Kurve: das Poisson-Modell ohne Uberdispersion; obere Kurve: negativ binomial mit 15 % und 30 %
Uberdispersion (moderate zusitzliche Variation u, = 0,15 und 0,30).

Die fiir eine angegebene relative Gesamtprazision erforderliche Durchschnitts- (oder Mittelwert-)
Koloniezahl ist in einem Zustand der Uberdispersion erheblich héher als in einem vollstindig
zufallsverteilten (Poisson-) Fall. Nach Auflésung der Formel (A.9) kann die mittlere Koloniezahl berechnet

werden mit X.

BEISPIEL Um die relative Standardabweichung u:i” = 0,2 bei einer Uberdispersion von uo = 0,15 zu erreichen,
bedarf es, nach Formel (A.9), einer Koloniezahl von x = 1/(0,22-0,152) = 1/(0,04-0,022 5) = 57. Die gleiche Prizision
wird in einem vollstindig zufallsverteilten (Poisson) Zustand mit einer Koloniezahl von x=1/0,22= 1/0,04= 25

erreicht.
ANMERKUNG Es ist eindeutig, dass eine Gesamtprizision, die geringer ist als die Uberdispersion, nicht mit einer
einzigen Bestimmung erreicht werden kann. Das gesamte Verfahren muss wiederholt werden, falls héhere Prazision

verlangt wird. Mitr parallelen Bestimmungen kann die relative Gesamtstandardabweichung anndhernd geschatzt
werden aus

l
X=—"
ureIZ - u02

Y x = Anzahl der aufgezeichneten Koloniezahlen;
u, = Uberdispersionskonstante, die relative operative Standardabweichung.
A.5 Nachweis von Uberdispersion

Die Existenz einer statistisch bedeutenden Abweichung aus der Poisson-Verteilung kann durch Anwendung
des Poisson-Dispersionsindexes aus einer Serie von parallelen Zahlungen gepriift werden.

2 _an?—(Zni)Z _an?_zni (A.9)

Ar-1 = xn Yy

Oder durch die damit verbundene Priifung des Wahrscheinlichkeitsquotienten berechnet werden aus

G2, =2 [Z(ni Inn;) — (Z ni) In (%)] (A.10)

Dabei ist in beiden Formeln
r  die Anzahl der parallelen Beobachtungen;
n; diei. Beobachtung (i=1...r).

Beide Indizes gehen theoretisch (asymptotisch) nach der x?-Verteilung, bei der statistische
Schlussfolgerungen auf die Uberdispersion (oder Unterdispersion) gezogen werden konnen.

ANMERKUNG Unterdispersion zeigt eine Ubereinstimmung, die sich ,zu nah“ an den parallelen Zahlungen befindet.
Dafiir gibt es einige natiirliche Griinde. Sie tritt bei grofem Verbrauch der Priifsuspension durch Probenanteile auf.
Zufallig wurde auch beobachtet, dass der Techniker die Zahlungen absichtlich oder unabsichtlich aufeinander
zukommen lasst, wohlwissend, welche Platten zur gleichen parallelen Reihe gehort. Wenn parallele Platten blind codiert
und mit anderen Platten vermischt werden, verliert sich Unterdispersion.
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A.6 Quantitative Bestimmung von Uberdispersion
A.6.1 Anscombes-Verfahren I

Anscombes-Verfahren I ist dann anwendbar, wenn eine betrdchtliche Reihe unabhéngiger Beobachtungen an
einer einzigen Probe zur Verfligung steht, um darauf eine verldssliche Abschitzung der Varianz und des
arithmetischen Mittels aufbauen zu koénnen. Im Zahlenbereich fiir Mittelwerte und relative operative
Varianz, die bei der Auswertung von Koloniezahlverfahren von Interesse sind, ist das erste Verfahren nach
Anscombe effizient ([8]). Sie besteht aus der Auflésung der Formel (A.12) nach u3.

(A11)

Um effizient zu sein, sollten die Beobachtungen innerhalb des optimalen Arbeitsbereiches liegen. Der
Mittelwert sollte nicht unter 20 liegen. Dies trifft besonders dann zu, wenn die Abschatzung der operativen
Veranderlichkeit innerhalb eines einzigen Experimentes angestrebt wird. Stehen einige Experimente zur
Verfiigung, werden die operativen Verdnderlichkeitswerte aus niedrigen Zdhlungen sorgfaltig gepriift
werden.

A.6.2 Regressionsansatz

Immer wenn parallele Beobachtungen fiir die gleiche Probe verfiigbar sind, konnen eine Abschatzung der
Varianz und des arithmetischen Mittels berechnet werden. Eine Losung, die ebenfalls auf Formel (A.7)
basiert, bedient sich replizierter Daten aus einigen Proben. Der Vorteil ist, dass das arithmetische Mittel ein
grofdes Spektrum abdeckt. Es sind Reihen von mehr als zwei Parallelen vorzuziehen. Es sollten mindestens
30 Proben untersucht werden.

Die Berechnung des Verhaltnisses der Varianz zum arithmetischen Mittel (K) aus mehreren Replikatsatzen
liefert eine Anzahl an (¥, K) Paaren. Eine auf derartigen Daten aufgebaute Regressionsgerade liefert eine
Abschitzung der relativen operativen Varianz.

Die Teilung beider Seiten der Formel (A.7) durch den Durchschnittswert der Kolonieanzahl ergibt eine
Geradengleichung. Ihre Steigung stellt die relative operative Varianz dar.

S

Die Zufallsstreuung ist unvermeidlicherweise hoch, wenn die Abschitzung des arithmetischen Mittels und
der Varianz auf einer geringen Anzahl an Parallelbestimmungen beruht. Der Vorteil dieser Vorgehensweise
liegt darin, dass die Abschitzung der Uberdispersion auf einer grofRen Auswahl unterschiedlicher Proben
beruht. Nach Formel (A.13) hat die y-Achse voraussichtlich den Wert1. Bei einer Anpassung der
Regressionsfunktion wird sie moglicherweise nicht so angezeigt. Ist die y-Achse bedeutend grofier als 1,
dann wird eine Uberdispersion auch auf Ebene des Nachweissystems angezeigt, wie z. B. In den
Prifsuspensionen.

ANMERKUNG Formel (A.12) gilt nur, wenn der Erwartungswert auf einer untransformierten Koloniezahl (oder
Partikelzahl) beruht. Verdiinnungsfaktoren und/oder Logarithmen werden nicht verwendet.

A.6.3 Index des Dispersions-(x? or G2)Ansatz

Die Berechnung des Dispersionsindexes von Parallelbestimmungen wird fiir die Qualitatssicherung in vielen
Laboratorien routineméafdig durchgefiihrt. Folglich diirfen grofe Mengen an Prazisionsdaten, die fiir
Uberdispersionsberechnungen geeignet sind, automatisch gesammelt werden Das dritte Schitzverfahren
bedient sich solcher Daten.
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Das Verhaltnis zwischen dem Erwartungswert, der Varianz und dem Dispersionsindex ist

SZ
X1 = m=1) (A.13)

Das Verhiltnis Varianz-zu-Erwartungswert, multipliziert mit den Freiheitsgraden, gibt den Indexwert
(Poisson) der Dispersion an. Der Wert zur dazugehorigen Log-Likelihood-Quotientenstatistik Gz(n-l) kann

berechtigterweise durch ihn ersetzt werden. Die Teilung beider Seiten der Formel (A.13) durch die
Freiheitsgrade (n-1) gibt das Verhaltnis Varianz-zu-Erwartungswert an

2 2
K =Xo-D _S° (A.14)
n—1 X

Davon ausgehend, dass das negative binomiale Modell die wahrscheinlichste Beschreibung einer
statistischen Verdnderlichkeit einer Parallelbestimmung ist, kann der Wert des Verhaltnisses Varianz zu
Erwartungswert aus der Formel (A.12) eingefiigt werden:

SZ
K=—=1+ufx (A.15)

Umformung und Losung fiir die relative operative Varianz

K-1

X

u¢ = (A.16)
Der Mittelwert vieler Schitzungen (Beachtung des Vorzeichens) der relativen operativen Varianz aus
verschiedenen Proben liefert einen Wert fiir eine allgemeine Uberdispersionskonstante. In diesem Ansatz
wird die Poisson-Verteilung der Priifsuspension als Voraussetzung angesehen (siehe A.6.2).

A.6.4 Uberdispersion auf dem Niveau des Nachweissystems

Eine klassische Beobachtung ist, dass Parallelzdhlungen aus einer einzigen Suspension ebenfalls starker
variieren konnen, als nach Poisson-Verteilung erlaubt ([13]). Auf dieser Ebene sind Pipettierfehler,
Ungenauigkeiten bei der Zahlung und Pseudofehler ("Unfédlle”) und moglicherweise auch
Probeneigenschaften und Bebriitungsbedingungen die Ursachen fiir die Uberdispersion. Ein Maf3stab fiir die
Qualititssicherung ist die Uberdispersion auf dem Niveau des Nachweissystems. In gewissem Mafe hingt
dies auch vom Verfahren ab. Sie kann durch Dispersionsindizes (y?, G%) aufgedeckt werden (siehe A.6.3).
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