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Nationales Vorwort

Diese Dokument (prEN ISO 16140-2:2012) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products,
Unterkomitee SC 9, ,Microbiology“ in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 275
,Lebensmittelanalytik — Horizontalverfahren®, Arbeitsgruppe 6 ,Mikrobiologie der Lebensmittelkette"
erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Fir die deutsche Mitarbeit ist der Arbeitsausschuss NA 057-01-12 AA "Validierung mikrobiologischer
Verfahren" im Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) im DIN verantwortlich.

Anderungen
Gegeniiber DIN EN ISO 16140:2011-12 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Inhalt der Norm in mehrere Teile aufgeteilt;

b) dieser Teil enthalt die Arbeitsvorschrift fir die Validierung von alternativen anhand eines
Referenzverfahrens

c) Norm redaktionell Uberarbeitet.
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Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 16140-2:2012) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products® in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 275 ,Lebensmittelanalytik — Horizontalverfahren®
erarbeitet, dessen Sekretariat vom AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Diese zweite Ausgabe annulliert und ersetzt die erste Ausgabe (ISO 16140:2003), die fachlich Uberarbeitet
wurde.

ISO 16140 besteht unter dem Haupttitel Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln —
Verfahrensvalidierung aus den folgenden Teilen:

— Teil 1: Terminologie

— Teil 2: Arbeitsvorschrift fiir die Validierung von alternativen (urheberrechtlich geschlitzten) Verfahren
anhand eines Referenzverfahrens

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 16140-2:2012 wurde vom CEN als prENISO 16140-2:2012 ohne irgendeine
Abanderung genehmigt.
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Einleitung

Die Notwendigkeit fur die Lebensmittelindustrie, die mikrobiologische Qualitdt von Rohstoffen und
Endprodukten und den mikrobiologischen Zustand von Herstellungsverfahren schnell zu beurteilen, hat zur
Entwicklung und Verfeinerung alternativer mikrobiologischer Untersuchungsverfahren gefihrt, die schneller
und/oder leichter durchfiihrbar sind als die entsprechenden Referenzverfahren; einige von ihnen kénnen auch
automatisiert werden.

Die Entwickler der alternativen Verfahren, die Lebensmittel- und Getrénkeindustrie, das Offentliche
Gesundheitswesen und andere Behoérden bendtigen eine zuverlassige allgemeine Arbeitsvorschrift fir die
Validierung solcher alternativer Verfahren. Die gewonnenen Daten kdénnen auch als Grundlage fir die
Zertifizierung eines Verfahrens durch eine unabhangige Organisation dienen.

Der vorliegende Teil von ISO 16140 ist daflir vorgesehen, eine spezielle Arbeitsvorschrift und Leitlinien fiir die
Validierung urheberrechtlich geschiitzter Verfahren bereitzustellen, die dafir bestimmt sind, als schnell
und/oder leichter durchfiihrbare Verfahren im Vergleich zum entsprechenden Referenzverfahren angewendet
zu werden. Zusatzlich kann dieser Teil von ISO 16140 auch zur Validierung anderer, nicht urheberrechtlich
geschutzter Verfahren angewendet werden, die anstelle des Referenzverfahrens eingesetzt werden. Dieser
Teil von ISO 16140 ist als Nachfolgedokument fir die in der ersten Version von 1ISO 16140 (ISO 16140:2003)
veroffentlichte Arbeitsvorschrift fur die Validierung vorgesehen.

Die Anwendung dieser Norm schliet Fachwissen in den entsprechenden Bereichen, wie z. B. Mikrobiologie,
statistische Planung und Auswertung, ein, wie es in den betreffenden Abschnitten angegeben ist. Das
statistische Fachwissen umfasst einen Uberblick (iber die Probenahmetheorie und die Versuchsplanung, die
statistische Auswertung von mikrobiologischen Daten (von Koloniezahlen oder Prifungen auf
Vorhandensein/Nichtvorhandensein) und einen Uberblick Uber die statistischen Begriffe zur Zufalls-
probenahme, Heterogenitat von Proben, Stabilitat von Proben, Versuchsplanung, zu Varianzkomponenten.

Wenn dieser Teil von 1SO 16140 das nachste Mal Uberprift wird, werden samtliche Informationen
bericksichtigt werden, die dann in Bezug darauf, inwieweit die Leitlinien eingehalten wurden, und in Bezug
auf die Grunde fur Abweichungen davon im Fall bestimmter Produkte zur Verfugung stehen.

Die Harmonisierung von Validierungsverfahren kann nicht umgehend erfolgen und fir bestimmte Gruppen
von Produkten bestehen mdglicherweise bereits Internationale Normen und/oder nationale Normen, die
diesem horizontalen Verfahren nicht entsprechen. Es besteht die Hoffnung, dass derartige Normen, wenn sie
Uberpruft werden, so geandert werden, dass sie ISO 16140 soweit entsprechen, dass die einzigen zum
Schluss verbleibenden Abweichungen von diesem horizontalen Verfahren diejenigen sind, die aus gangigen
technischen Griinden notwendig sind. Zum Beispiel behandelt ISO/DIS 16297, Milk — Bacterial count —
Protocol for the evaluation of alternative methods eine sehr spezifische Validierung fir einen spezifischen
Gegenstand (der Hygienestatus von Rohmilchproben) und wird als eine vertikale Norm neben ISO 16140
bestehen bleiben. Im Fall der Notwendigkeit einer derartigen Validierung ist die vertikale Norm mafgeblich.

Documents
Document Sharingsl—lub

Full document details: E DIN EN ISO 16140-2:2013-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-16140-2-2013-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-16140-2-2013-01

E DIN EN ISO 16140-2:2013-01
prEN I1SO 16140-2:2012 (D) — Entwurf —

1 Anwendungsbereich

Dieser Teil von ISO 16140 legt das allgemeine Prinzip und die technische Arbeitsvorschrift fur die Validierung
alternativer, zum Grofiteil urheberrechtlich geschitzter, Verfahren auf dem Gebiet der mikrobiologischen
Untersuchung von Lebensmitteln und Futtermitteln sowie von Umgebungsproben und Proben aus dem
Bereich der Primarproduktion fir die Validierung von alternativen (urheberechtlich geschitzten) Verfahren

fest. Validierungsuntersuchungen nach der vorliegenden Norm sollen von Organisationen durchgefihrt
werden, die an der Verfahrensvalidierung beteiligt sind.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind flr 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 (einschlie8lich aller Anderungen).

ISO 16140-1:—1), Microbiology of food and animal feed — Method validation — Part 1: Vocabulary

3 Begriffe

Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach 1ISO 16140-1:—.

4 Allgemeine Prinzipien fur die Validierung alternativer Verfahren
Die Arbeitsvorschrift fir die Validierung umfasst zwei Phasen:

— eine Verfahrensvergleichsuntersuchung des alternativen (urheberechtlich geschitzten) Verfahrens
anhand des Referenzverfahrens, durchgefuhrt im organisierenden Laboratorium;

— einen Ringversuch mit dem alternativen (urheberechtlich geschitzten) Verfahren im Vergleich zum
Referenzverfahren, durchgefiihrt in verschiedenen Laboratorien.

Die technischen Regeln fiir die Durchfihrung der Verfahrensvergleichsuntersuchung und des Ringversuchs

sind in Abschnitt 5 und 6 angegeben, je nachdem, ob es sich beim alternativen (urheberechtlich geschiitzten)
Verfahren um ein qualitatives oder quantitatives handelt.

5 Qualitative Verfahren — Technische Arbeitsvorschrift fiir die Validierung
5.1 Verfahrensvergleichsuntersuchung

5.1.1 Allgemeine Betrachtungen

Die Verfahrensvergleichsuntersuchung ist der Teil des Validierungsprozesses, der im organisierenden
Laboratorium durchgefihrt wird. Sie besteht aus drei Teilen:

— einer Vergleichsuntersuchung der Ergebnisse des Referenzverfahrens mit den Ergebnissen des
alternativen Verfahrens bei (natdrlich und/oder klnstlich) kontaminierten Proben (sogenannte
Untersuchung zur relativen Genauigkeit);

— einer Vergleichsuntersuchung zur Bestimmung der relativen Nachweisgrenze (RLOD) in Kkinstlich
kontaminierten Proben (sogenannte RLOD-Untersuchung);

— einer Untersuchung zur Inklusivitat/Exklusivitat des alternativen Verfahrens.

1) In Vorbereitung. (Uberarbeitung von ISO 16140:2003)
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5.1.2 Paarweise und nicht paarweise Untersuchung

Das Referenz- und das alternative Verfahren missen nach Mdglichkeit an genau derselben Probe (derselben
Untersuchungsprobe) durchgefuihrt werden. Es wird jedoch zwischen Untersuchungen unterschieden, in
denen flr das Referenz- und das alternative Verfahren dieselbe Untersuchungsprobe verwendet werden
kann, weil beide Verfahren iber genau den gleichen ersten Schritt im Anreicherungsverfahren verfligen, und
Untersuchungen, in denen unterschiedliche Untersuchungsproben fiir das Referenz- und das alternative
Verfahren verwendet werden missen (z. B. aufgrund unterschiedlicher Anreicherungsbouillons). Wenn fir
beide Verfahren dieselbe Untersuchungsprobe verwendet wird, sind die Ergebnisse beider Verfahren eng
miteinander verbunden. Wenn zum Beispiel eine Probe nicht kontaminiert ist, sollten beide Verfahren zu dem
Ergebnis gelangen, dass die Probe negativ ist. Aufgrund dieses Zusammenhangs werden die vom Referenz-
und vom alternativen Verfahren erzeugten Daten als gepaart oder abgestimmt bezeichnet. In der
vorliegenden Norm wird fir diese Art der Untersuchung die Formulierung ,paarweise Untersuchung®
verwendet.

Der umgekehrte Fall, wenn kein gemeinsamer Anreicherungsschritt fir das Referenz- und das alternative
Verfahren vorhanden ist, ist auch moglich. In diesem Fall sind verschiedene Untersuchungsproben, die aus
derselben Charge oder demselben Los eines (Lebensmittel-)Produkts stammen, fir jedes Verfahren zu
verwenden und die sich ergebenden Daten werden als ungepaart oder nicht abgestimmt bezeichnet. In der
vorliegenden Norm wird fir diese Art der Untersuchung die Formulierung ,nicht paarweise Untersuchung”
verwendet. Die Entscheidung, ob eine paarweise oder eine nicht paarweise Untersuchung vorliegt, hangt
von den Arbeitsvorschriften fiir das Referenzverfahren und das alternative Verfahren ab. Wenn ein
gemeinsamer erster Schritt in den Anreicherungsverfahren vorhanden ist, dann ist eine paarweise
Untersuchung verbindlich vorgeschrieben.

Ein mit einem alternativen Verfahren erhaltenes positives Ergebnis muss im Allgemeinen bestatigt werden,
um zu bestimmen, ob das Ergebnis ein richtig positives oder falsch positives Ergebnis ist. Diese Bestatigung
ist nur fir den Teil zur Genauigkeitsuntersuchung notwendig. Samtlich mit dem alternativen Verfahren bei
einer nicht paarweisen Untersuchung erhaltenen positive Ergebnisse missen bestatigt werden. Bei einer
paarweisen Untersuchung mussen nur die mit dem alternativen Verfahren erhaltenen positiven Ergebnisse
bestatigt werden, bei denen das zugehoérige Ergebnis des Referenzverfahrens negativ war. Das
Bestatigungsverfahren sollte so ausgelegt sein, dass ein Isolat des Zielorganismus erhalten wird. In den
meisten Fallen beruht es auf dem Referenzverfahren. Das ist jedoch nicht zwingend notwendig.

In diesem Abschnitt ist die Verfahrensvergleichsuntersuchung fur den Fall beschrieben, dass das Referenz-
und das alternative Verfahren einen gemeinsamen ersten Schritt im Anreicherungsverfahren haben
(paarweise Untersuchung), und fir den Fall, dass das Referenz- und das alternative Verfahren keinen
gemeinsamen ersten Schritt im Anreicherungsverfahren haben (nicht paarweise Untersuchung).
Unterschiede zwischen beiden Arten von Untersuchungen sind gegebenenfalls im Text angefuhrt.

5.1.3 Untersuchung zur Empfindlichkeit

Die Untersuchung zur Empfindlichkeit ist das Vermdgen, den Analyten nachzuweisen. Die Untersuchung wird
unter Verwendung naturlich und/oder kinstlich kontaminierter Proben durchgefuhrt. In diesem Zusammen-
hang werden verschiedene Lebensmittelkategorien und -arten untersucht.

51.3.1 Auswahl von zu verwendenden Lebensmittel- und anderen Kategorien

Die Auswahl der bei der Validierung verwendeten (Lebensmittel-)Kategorien und Arten hangt von der Art oder
Gruppe von Mikroorganismen und dem Anwendungsbereich der Validierung ab.

Falls das Verfahren auf ,alle Lebensmittel* anzuwenden ist, sind finf Lebensmittelkategorien zu untersuchen.
Im Bericht zur Validierungsuntersuchung werden die in der Untersuchung verwendeten Lebensmittel-
kategorien angegeben. Wenn das Verfahren flr eine begrenzte Anzahl von Lebensmittelkategorien zu
validieren ist, z. B. ,verzehrfertige, aufwarmfertige Fleischprodukte* und ,warmebehandelte Milch und Milch-
produkte”, dann erfordern nur diese Kategorien eine Untersuchung. Neben den Lebensmittelkategorien
kénnen Futtermittelproben, Umgebungsproben und Proben aus dem Bereich der Primarproduktion als
zusatzliche Kategorien einbezogen werden. Das erweitert die Anwendungsmoaglichkeit des alternativen
Verfahrens in Bezug auf diese zusatzlichen Kategorien.
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Fir alle gewahlten Kategorien (Lebensmittel und andere) missen mindestens drei verschiedene
(Lebensmittel-)Arten je Kategorie in die Untersuchung einbezogen werden. In Anhang A ist eine Ubersicht
Uber die betreffenden (Lebensmittel-)Arten und (Lebensmittel-)Kategorien je Art des Mikroorganismus
angefihrt, die fir die Validierung von Bedeutung sein konnen. Dieser Anhang sollte angewendet werden, um
die Auswahl von Lebensmittelarten und Einheiten fir die betroffene Mikroorganismenart zu erleichtern. Er
sollte nicht als verbindlich vorgeschrieben betrachtet werden.

Bei der Auswahl von Proben flir die Untersuchung ist es von hochster Wichtigkeit, solche Proben zu finden,
die natlrlich kontaminiert sind. Falls es nicht mdglich ist, eine ausreichende Anzahl natlrlich kontaminierter
Proben zu beschaffen, ist die kiinstliche Kontamination von Proben erlaubt (siehe Anhang B und Anhang C).
Es ist winschenswert, dass Lebensmittelproben aus einem moglichst grolem Verbreitungsgebiet kommen,
um eine mogliche systematische Abweichung aufgrund ortlich vorkommender Lebensmittelspezialitaten zu
verringern und den Bereich der Validierung zu erweitern.

Es ist sicherzustellen, dass mit der Auswahl der verschiedenen (Lebensmittel-)Arten sowohl hohe als auch
niedrige (natlrliche) Gehalte an Begleitflora, verschiedene verarbeitungsbedingte Arten der Belastung
(Stress) und rohe (nicht verarbeitete) (Lebensmittel-)Einheiten in die Untersuchung einbezogen werden.

BEISPIEL Fir die Validierung eines Verfahrens zum Nachweis von Listeria monocytogenes in der
Lebensmittelkategorie ,verzehrfertige, aufwarmfertige Fleischprodukte® kénnen folgende Lebensmittelarten verwendet
werden: (1) gekochte Fleischprodukte (geringer Gehalt an Begleitflora, Hitzestress), (2) fermentierte oder getrocknete
Fleischprodukte (hoher Gehalt an Begleitflora, pH-Wert-bedingter Stress) und roh gepdkelte (gerducherte)
Fleischprodukte (a,, < 0,92) (mittlerer Gehalt an Begleitflora, durch den «,,-Wert bedingter Stress).

ANMERKUNG In einigen Fallen, zum Beispiel bei einem alternativen Verfahren, das auf alle Lebensmittel anwendbar
ist, ist es mdglich, die Kategorien ,verzehrfertig“ und ,roh” derselben Produktgruppe zu kombinieren. Zum Beispiel kénnen
die Kategorien rohes und verzehrfertiges Fleisch (Produkte) in einer Kategorie zusammengefasst werden, die drei Arten
umfasst, die nach den betreffenden rohen und verzehrfertigen Lebensmittelarten aufgeteilt sind.

5.1.3.2 Anzahl der Proben

Fir jede zu untersuchende Kategorie mussen mindestens 60 Proben untersucht werden und es muissen
mindestens 3 Arten innerhalb dieser Kategorie verwendet werden. Fir jede Art mussen mindestens
20 Proben, die fur diese (Lebensmittel-)Art reprasentativ sind, untersucht werden; das ergibt ein Minimum von
60 Proben je untersuchter Kategorie, wenn mindestens drei verschiedene Arten verwendet werden. Fir jede
untersuchte Art miissen entweder mit dem Referenzverfahren oder mit dem alternativen Verfahren teilweise
positive Ergebnisse erhalten werden (d. h. die Proben sollten nicht alle positiv bzw. nicht alle negativ sein). Im
Idealfall sollten je Art 10 untersuchte Proben (50 %) positiv und 10 negativ sein. In jeder Kategorie missen
mindestens 30 Proben unter Anwendung des Referenzverfahrens und/oder des alternativen Verfahrens zu
einem positiven Ergebnis fiihren.

5.1.3.3 Berechnung und Auswertung der relativen Genauigkeit

Im Allgemeinen missen die Daten in einem Bericht dargestellt werden, um einen Uberblick Uber die
erhaltenen Rohdaten zu erhalten, und es mussen Angaben zu der Art der Kontamination (naturlich
kontaminiert oder kunstlich kontaminiert) der verwendeten Proben und der Art des angewendeten
Versuchsaufbaus (z. B. paarweise Untersuchung oder nicht paarweise Untersuchung) gemacht werden. Bei
kinstlich kontaminierten Proben muss (der Verweis auf) das zur Herstellung angewendete Verfahren genau
angegeben sein (siehe auch Anhang C).

Die erhaltenen Ergebnisse des Referenz- und des alternativen Verfahrens sind in bei einer paarweisen
Untersuchung nach Tabelle 1 und bei einer nicht paarweisen Untersuchung nach Tabelle 2 zu erfassen.
Sowohl Tabelle1 als auch Tabelle2 wird fir jede (Lebensmittel-)Kategorie (> 60 Proben) und
(Lebensmittel-)Art (> 20 Proben) erstellt. Wenn das in der Arbeitsvorschrift des alternativen Verfahrens
enthaltene Bestatigungsverfahren auf dem Bestatigungsverfahren des Referenzverfahrens beruht, ist keine
zusatzliche Bestatigung notwendig. Die Ergebnisse des alternativen Verfahrens werden dann als
Endergebnisse angesehen und fiir die Berechnung verwendet. In allen anderen Fallen ist eine Bestatigung
erforderlich.
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Tabelle 1 — Vergleich der Ergebnisse zwischen dem Referenz- und dem alternativen Verfahren bei
einer paarweisen Untersuchung

Ergebnis des Ergebnis des alternativen Bestitigtes Ergebnis des Deskriptor der gepaarten
Referenzverfahrens | Verfahrens (einschlief3lich alternativen Verfahrens Daten (Symbol)
(einschlieBlich der im | der Bestatigungen, falls im (einschlieRlich aller Bestati-

Rahmen des Rahmen der gungen, die zum Nachweis des

Referenzverfahrens Arbeitsvorschrift des mutmallichen Ergebnisses des

erforderlichen alternativen Verfahrens alternativen Verfahrens

Bestatigungen) gefordert) angewendet wurden)

+ + Nicht notwendig? Positive Ubereinstimmung (P4)
+ - Nicht notwendig?® Falsch negativ (FN)
- - Nicht notwendig?® Negative Ubereinstimmung (N4)
— + — Falsch positiv (FP)
— + + Positivabweichung (PD)

@ In diesem Fall ist keine Bestéatigung des Ergebnisses des alternativen Verfahrens notwendig.

Tabelle 2 — Vergleich der Ergebnisse zwischen dem Referenz- und dem alternativen Verfahren bei
einer nicht paarweisen Untersuchung

Ergebnis des Ergebnis des alternativen Bestatigtes Ergebnis des Deskriptor der ungepaarten
Referenzverfahrens | Verfahrens (einschlief3lich alternativen Verfahrens Daten (Symbol)
(einschlieBRlich der im | der Bestatigungen, falls im (einschlieBlich aller Bestati-

Rahmen des Rahmen der gungen, die zum Nachweis des

Referenzverfahrens Arbeitsvorschrift des mutmallichen Ergebnisses des
erforderlichen alternativen Verfahrens alternativen Verfahrens
Bestatigungen) gefordert) angewendet wurden)
+ + + Positive Ubereinstimmung (PA)
+ + — Falsch positiv 1. Art (FP1)
+ — — Negativabweichung (ND)
+ — + Falsch negativ (FN)
- — Nicht notwendig? Negative Ubereinstimmung (NA)
— + — Falsch positiv 2. Art (FP2)
— + + Positivabweichung (PD)
@ In diesem Fall ist keine Bestéatigung des Ergebnisses des alternativen Verfahrens notwendig.

Jede Tabelle kombiniert die (bestatigten) Ergebnisse von dem alternativen Verfahren bezogen auf das
Ergebnis des Referenzverfahrens. Im Fall einer paarweisen Untersuchung ist die Bestatigung des positiven
Ergebnisses, das mit dem alternativen Verfahren erhalten wurde, nur in dem Fall notwendig, wenn das mit
dem Referenzverfahren fiir dieselbe Probe erhaltene Ergebnis negativ ist. Im Fall einer nicht paarweisen
Untersuchung ist die Bestatigung fur alle mit dem alternativen Verfahren erhaltenen positiven Ergebnisse
notwendig und fir alle mit dem alternativen Verfahren erhaltenen negativen Ergebnisse, wenn die
zugehorigen Ergebnisse des Referenzverfahrens positiv sind. Das bedeutet, dass bei einer nicht paarweisen
Untersuchung nur die Ergebnisse mit negativer Ubereinstimmung nicht bestétigt werden.

Auf der Grundlage der Ergebnisse fiir die paarweise Untersuchung aus Tabelle 1 fir die kombinierten
Kategorien je Kategorie und Art sind die Werte fir die Empfindlichkeit des Referenzverfahrens und des
alternativen Verfahrens sowie die relative Genauigkeit, Spezifitat und Empfindlichkeit nach der zusatzlichen
Bestatigung der Ergebnisse wie folgt zu berechnen:
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(P4 + PD)

AT 100%
(PA+FN + PD)

— Empfindlichkeit fiir das alternative Verfahren: SE,; =

(PA+ ND)

————7 _x100%
(PA+ FN + PD)

— Empfindlichkeit fiir das Referenzverfahren: SE o =

(PA + NA)

— Relative Genauigkeit: AC = x100%

__ Relative Spezifitit: sP=—— 4 100%
(NA + FP + PD)

— Relative Empfindlichkeit: SE = P—Ax 100%
(PA+ FN)

— Falsch-negativ-Rate: %MOO%.

Dabei ist
N die Gesamtanzahl der Proben (NA + PA + PD + FP + FN)

Auf der Grundlage der Ergebnisse fiir die nicht paarweise Untersuchung aus Tabelle 2 fiir die kombinierten
Kategorien je Kategorie und Art sind die Werte fiir die Empfindlichkeit des Referenzverfahrens und des
alternativen Verfahrens sowie die relative Genauigkeit, Spezifitat und Empfindlichkeit nach der zusatzlichen
Bestatigung der Ergebnisse wie folgt zu berechnen:

— Relative Empfindlichkeit fir das alternative Verfahren: SE,; = (P4+ FN + PD) x100%
(PA+ FN + PD + ND + FP1)
__ Relative Empfindiichkeit fiir das Referenzverfahren: sk, — - (LAXFN*ND+FP1) 040,
(PA+ FN + ND + FP1+ PD)

x100%

— Relative Genauigkeit: 4C = @

NA

x100%
(NA+ FP2+ PD)

— Relative Spezifitat: SP =

P4

x100%
(PA+ FN + ND + FP1)

— Relative Empfindlichkeit: SE =

— Falsch-negativ-Rate: %MOO%

(FP1+ FP2)

— Falsch-positiv-Rate: x100%

Dabei ist
N die Gesamtanzahl der Proben (NA + PA + PD + ND + FN + FP1 + FP2)

Die erhaltenen Ergebnisse kénnen auch wie in Tabelle 3 dargestellt zusammengefasst werden.
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Tabelle 3 — Zusammenfassung der mit dem Referenzverfahren und dem alternativen Verfahren fiir
jede Kategorie und Art erhaltenen Ergebnisse

Positive Ubereinstimmung (PA)

Negative Ubereinstimmung (NA)
Negativabweichung (ND)

Positivabweichung (PD)

Falsch positive Ergebnisse (FP(1+2))
Falsch negative Ergebnisse (FN)
Empfindlichkeit, alternatives Verfahren SE_; (%)
Empfindlichkeit, Referenzverfahren SE ¢ (%)
Relative Genauigkeit AC (%)

Relative Spezifitat SP (%)

Relative Empfindlichkeit SE (%)

% Falsch negative Ergebnisse (FN)

% Falsch positive Ergebnisse (FP(1+2))

Summe (N)

Kategorie

Kategorie 1:
— Alle Arten
—  Art1

— Art2

— Art3

Kategorie 2:
— Alle Arten
—  Art1

— Art2

— Art3

Kategorie x:
— Alle Arten
—  Art1

— Art2

— Art3

Die nach der Bestatigung erhaltenen Daten werden verwendet um zu bestimmen, ob das alternative
Verfahren zu Ergebnissen flhrt, die mit denen des Referenzverfahrens vergleichbar sind.

Bei einer paarweisen Untersuchung sind die Differenz zwischen (FN — PD) und die Summe von (FN + PD) zu
berechnen. Es ist zu Gberprifen, ob die Differenz und die Summe aus PD und FN der in Tabelle 4 in Bezug
auf die Anzahl der bei der Bewertung verwendeten Kategorien angefuhrten Zuldssigkeitsgrenze (A4L)
entsprechen.

Bei einer nicht paarweisen Untersuchung ist die Differenz zwischen ((ND + FP1 + FN) — PD) zu berechnen.

Es ist zu Uberprifen, ob die Differenz aus PD und ND der in Tabelle 4 in Bezug auf die Anzahl der bei der
Bewertung verwendeten Kategorien angefuhrten AL entspricht.
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Tabelle 4 — Parameter der Zulassigkeitsgrenze und Werte fiir eine gepaarte und eine nicht gepaarte
Untersuchung in Bezug auf die Anzahl der verwendeten Kategorien

Anzahl der Kategorien Gepaarte Untersuchung Nicht gepaarte Untersuchung
(FN?mmPD") (FN4pPD) ((ND°fyFP194hFN) mmPD)

1 3 6 3
2 4 8 4
3 5 10 5
4 5 12 5
5 5 14 5
6 6 16 6
7 6 18 7
8 6 20 7

@  FN = Anzahl der Proben mit falsch negativen Ergebnissen (paarweise und nicht paarweise Untersuchung)

b PD = Anzahl der Proben mit Ergebnissen mit Positivabweichung (paarweise und nicht paarweise Untersuchung)

€ ND = Anzahl der Proben mit Ergebnissen mit Negativabweichung (nicht paarweise Untersuchung)

d  Fp1=Anzahl der Proben mit falsch positiven Ergebnissen der 1. Art (nicht paarweise Untersuchung)

5.1.4 Untersuchung zur relativen Nachweisgrenze

Zur Bewertung der Nachweisgrenze (LOD) des alternativen Verfahrens im Vergleich zum Referenzverfahren
wird eine Vergleichsuntersuchung durchgefihrt. Die Bewertung beruht auf der Berechnung der relativen
Nachweisgrenze (RLOD). In der Untersuchung werden vorbereitete Parallelproben von kiinstlich
kontaminierten Proben bei 3 oder mehr Konzentrationen der Kontamination verwendet. Die Konzentrationen
sollten vorzugsweise bekannt sein, da das die Berechnung der LOD ermdglicht. Es ist jedoch nicht
erforderlich. Wenn die Konzentrationen nicht bekannt sind, wird nur die RLOD berechnet.

Die fur die Bewertung der RLOD verwendeten (Lebensmittel-)Arten miissen sich von denen unterscheiden,
die bei der Untersuchung zur Genauigkeit verwendet wurden. Mit dem alternativen Verfahren erhaltene positiv
abweichende Untersuchungsergebnisse missen zusatzlich bestatigt werden (siehe 5.1.3.3). Die RLOD muss
vor und nach der Bestatigung bewertet werden.

5.1.4.1 Auswahl der (Lebensmittel-)Kategorien und Anzahl von untersuchten Proben und
Parallelproben

Hinsichtlich der Auswahl von (Lebensmittel-)Kategorien und (Lebensmittel-)Arten siehe 5.1.3.1. Es werden die
gleichen Kategorien verwendet, die auch fir die Untersuchung zur Genauigkeit (5.1.3) gewahlt wurden. Fur
jede Kategorie wird eine (Lebensmittel-)Art gewahlt. Um die bewertete Kategorie besser darzustellen, muss
sich diese Art (wenn maoglich) von der in der Untersuchung zur Genauigkeit verwendeten Art unterscheiden.
Die Proben missen kinstlich beimpft werden. Verfahren zur Herstellung von kinstlich beimpften Proben sind
in Anhang C angefihrt. Jede (Lebensmittel-)Art wird mit einem anderen Stamm beimpft.

Je (Lebensmittel-)Art werden mindestens drei Konzentrationen hergestellt, die mindestens eine Konzentration
als Negativkontrolle, eine geringe und eine hohere Konzentration umfassen. Idealerweise muss die geringe
Konzentration die theoretische Erfassungsgrenze (d.h. 0,7 KBE je Prifmenge) sein und die hoéhere
Konzentration gerade oberhalb der theoretischen Erfassungsgrenze (z. B. 1 KBE bis 1,5 KBE je Prifmenge)
liegen. Als Mindestanforderung sollte mindestens die geringe Konzentration bei beiden Verfahren zu einer
teilweisen Wiederfindung flhren. Ein Schatzwert fur die Konzentration der Kontamination (mit Ausnahme der
Negativkontrolle) sollte ermittelt werden. Bei der Konzentration der Negativkontrolle sollten mit beiden
Verfahren mindestens 5 Parallelproben untersucht werden, bei der zweiten (geringen) Konzentration
(theoretische Erfassungsgrenze) mindestens 20 und bei der dritten (héheren) Konzentration mindestens
5 Parallelproben.
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ANMERKUNG 1 Um besser sicherzustellen, dass eine teilweise Wiederfindung erreicht wird, kénnen mehr
Konzentrationen der Kontamination hergestellt und untersucht werden.

ANMERKUNG 2  Wenn das alternative Verfahren eine viel geringere LOD hat als das Referenzverfahren, hat die
bendtigte Konzentration der Kontamination die LOD des Referenzverfahrens zum Ziel.

5.1.4.2 Berechnung und Auswertung der RLOD
Die RLOD ist definiert als das Verhaltnis der LOD des alternativen Verfahrens und des Referenzverfahrens:

— LODaIt

RLOD =
LODref

Fur jede Lebensmittelkategorie missen mindestens die RLOD durch Anpassung eines komplementaren
log-log-Modells (en: complementary-log-log, CLL) an die kombinierten Daten zu Nichtvorhandensein/
Vorhandensein beider Verfahren als Funktion des Verfahrens geschatzt werden. Die Konzentrationen der
Kontamination werden fiir die Berechnungen der RLOD nicht bendétigt, da sie im Modell enthalten sind, was zu
Kurven fuhrt, die die Nachweiswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit vom Logarithmus der Dosis (Konzentration
der Kontamination) darstellen. Das statistische Modell und die Berechnungen sind in Anhang D ausgearbeitet.
Die Berechnungen kdnnen mit der Excel-Tabellenkalkulation der vorliegenden Internationalen Norm
durchgefiihrt werden. Die Excel-Tabellenkalkulation zur Berechnung der RLOD-Werte steht unter folgendem
Link zur Verflgung: http://www.wiwiss.fu-berlin.de/institute/iso/mitarbeiter/wilrich/; anschlielend ist die
RLOD-Datei auszuwahlen. Fur Berechnungen unter Anwendung dieser Excel-Tabellenkalkulation ist die
Option ,unbekannte Konzentration“ zu verwenden.

Fur jede Matrix i sind die RLOD; und die PrifgroRRe |zl-| fur die Abweichung vom theoretischen Wert
RLOD,; = 1 (bei dem 95%-Vertrauensniveau) zu berechnen. Die Ergebnisse sind wie in Tabelle 5 dargestellt zu
erfassen.

Tabelle 5 — Darstellung der RLOD vor und nach der Bestatigung der Ergebnisse des alternativen

Verfahrens
RLOD unter Verwendung der Ergebnisse des RLOD unter Verwendung der bestatigten
alternativen Verfahrens Ergebnisse des alternativen Verfahrens
Kategorie (i) RLOD; | z; | RLOD; | z; |

Kombiniert

Eine Zulassigkeitsgrenze (4L) fir die RLOD, auf der Grundlage der bestatigten Ergebnisse der alternativen
Verfahren, legt die maximale Zunahme der LOD des alternativen Verfahrens im Vergleich zum Referenz-
verfahren fest, die bei der Betrachtung der Gebrauchstauglichkeit des Verfahrens nicht als bedeutend
angesehen wird. Folglich wird 4L ein Wert von >1 sein. Die Auswertung sollte fir jede
(Lebensmittel-)Kategorie getrennt erfolgen, wobei die innerhalb der Kategorien untersuchten
(Lebensmittel-)Arten zu beriicksichtigen sind, und fiir die kombinierten Ergebnisse aller Kategorien.

Die AL fur eine paarweise Untersuchung wird auf 1,5 festgelegt, was bedeutet, dass die LOD des alternativen
Verfahrens nicht mehr als das 1,5-Fache gréRer sein kann als die LOD des Referenzverfahrens. Ein
LOD-Wert fur das alternative Verfahren, der kleiner ist als der LOD-Wert des Referenzverfahrens, wird immer
angenommen, weil das bedeutet, dass mit dem alternativen Verfahren wahrscheinlich geringere
Konzentrationen der Kontamination nachgewiesen werden als mit dem Referenzverfahren.
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Die AL fur eine nicht paarweise Untersuchung wird auf 2,5 festgelegt, was bedeutet, dass die LOD des
alternativen Verfahrens nicht mehr als das 2,5-Fache grofier sein kann als die LOD des Referenzverfahrens.
Ein LOD-Wert fur das alternative Verfahren, der kleiner ist als der LOD-Wert des Referenzverfahrens, wird
immer angenommen, weil das bedeutet, dass mit dem alternativen Verfahren wahrscheinlich geringere
Konzentrationen der Kontamination nachgewiesen werden als mit dem Referenzverfahren.

Neben der Berechnung der RLOD wird empfohlen, die Daten unter Anwendung des von Wehling u. a. [11]
beschriebenen POD-Modells (Nachweiswahrscheinlichkeitsmodells) zu bewerten. Die Bewertung unter
Anwendung des POD-Modells sollte zusatzliche Informationen zur Gleichwertigkeit der Verfahren liefern.

5.1.5 Untersuchung zur Inklusivitdt und zur Exklusivitat
5.1.5.1  Auswahl und Anzahl von Priifstimmen

Es ist ein Spektrum von Stammen zu verwenden. Die Kriterien fur die Auswahl von Prifstdmmen sind in
Anhang E angegeben. Die verwendeten Stdmme sollten das Messprinzip des alternativen Verfahrens (z. B.
kulturbasiert, Immunoassay-basiert, molekular) berlcksichtigen. Verschiedene Messprinzipien erfordern
mdglicherweise die Verwendung verschiedener Priflisten von Stdmmen.

Jeder verwendete Stamm muss ausreichend detailliert biochemisch, serologisch und/oder genetisch
charakterisiert sein, damit seine Identitdt bekannt ist. Die Stdmme sollten unter Beriicksichtigung des
Anwendungsbereichs der Validierung vorzugsweise aus Lebensmitteln, Futtermitteln, der Umgebung bei der
Lebensmittelherstellung oder dem Bereich der Primarproduktion isoliert worden sein. Es kdnnen jedoch auch
klinische Stamme, Umweltstdmme und Stdmme aus Kultursammlungen verwendet werden. Die urspriingliche
Quelle aller Isolate sollte bekannt sein und sie sollten in einer ortlichen (z. B. Expertenlaboratorium),
nationalen oder internationalen Kultursammlung aufbewahrt werden, damit sie bei Bedarf in zukinftigen
Untersuchungen verwendet werden kdnnen.

Bei der Untersuchung zur Inklusivitdt miussen mindestens 50 Reinkulturen von Mikroorganismen untersucht
werden. Bei der Untersuchung zur Inklusivitat im Fall von Verfahren fur Salmonellen mussen mindestens
100 Reinkulturen verschiedener Serotypen von Salmonella untersucht werden.

Bei der Untersuchung zur Exklusivitat missen mindestens 30 Reinkulturen von Mikroorganismen untersucht
werden.

5.1.5.2 Beimpfen mit Zielstimmen (Inklusivitat)

Jede Untersuchung wird einmal und nur mit dem alternativen Verfahren durchgefiihrt und es wird keine
(Lebensmittel-)Probe hinzugefligt. Das Beimpfen eines geeigneten Wachstumsmediums erfolgt mit einer
Verdinnung einer Reinkultur jedes Prifstamms. Diese Kultur wird zur Untersuchung der Inklusivitat
verwendet.

Die Beimpfungskonzentration sollte 10-mal bis 100-mal grof3er sein als die kleinste Erfassungsgrenze des zu
validierenden alternativen Verfahrens bei Anwendung der Arbeitsvorschrift des alternativen Verfahrens,
einschlieBlich aller in den Anweisungen des alternativen Verfahrens ausfihrlich dargelegten Anreicherungen.
Wenn das alternative Verfahren mehr als eine Arbeitsvorschrift zur Anreicherung einschlielt (z. B. fir
verschiedene Probenarten), dann ist die anspruchvollste Vorschrift mit der vollstandigen Liste der Prifstamme
anzuwenden. Wenn negative oder zweifelhafte Ergebnisse erhalten werden, sollte die Untersuchung
wiederholt werden, wobei das Referenzverfahren einzubeziehen ist, um zu Uberprifen, ob der Stamm mit
dem geeigneten Referenzverfahren nachgewiesen werden kénnte. Wenn die Ergebnisse negativ sind, kann in
Betracht gezogen werden, die Untersuchung unter Zugabe einer Lebensmittelmatrix zu wiederholen. Wenn
die alternative Arbeitsvorschrift einen Bestatigungsschritt einschliet, muissen Untersuchungen zur
Bestatigung in die Untersuchung der ausgewahlten Stdmme einbezogen werden.
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5.1.5.3 Beimpfen mit Nicht-Zielstammen (Exklusivitat)

Jede Untersuchung wird einmal und nur mit dem alternativen Verfahren durchgefuhrt. Das Beimpfen des
Wachstumsmediums erfolgt mit einer Verdinnung einer Reinkultur jedes Prufstamms. Diese Kultur wird zur
Untersuchung der Inklusivitat verwendet. Am Anfang wird keine Lebensmittelprobe hinzugefiigt.

Die Reinkultur sollte in einer nicht selektiven Bouillon unter optimalen Wachstumsbedingungen vermehrt
werden, um in der stationdren Phase hohe Zellpopulationen zu erhalten. Wenn das Verfahren vor einem
Nachweisschritt ein Wachstum in einem selektiven Medium einschlief3t, dann sollte zum Zweck der
Untersuchung der Exklusivitat das selektive Medium durch ein nicht selektives Medium ersetzt werden. Wenn
mit dem alternativen Verfahren positive oder zweifelhafte Ergebnisse erhalten werden, sollte die
Untersuchung wiederholt werden, wobei die vollstandige in den Anweisungen des alternativen Verfahrens
empfohlene Arbeitsvorschrift zur Anreicherung Anwendung findet, unter Verwendung selektiver
Anreicherungen, wenn diese in den Anweisungen vermerkt sind. Wenn das alternative Verfahren mehr als
eine Art der Anreicherung einschlief3t (z. B. fir verschiedene Probenarten), dann sollte jede davon mit der
vollstandigen Liste der Prifstamme angewendet werden. AuRerdem sollte das Referenzverfahren ange-
wendet werden, um zu prifen, dass der Stamm nicht mit dem Referenzverfahren nachgewiesen werden kann.

5.1.5.4 Angabe und Auswertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse sind nach Tabelle 6 zu erfassen. Die Auswertung muss durch das mit der Verfahrens-
vergleichsuntersuchung beauftragte Laboratorium erfolgen. Im Bericht sollten alle Abweichungen von den
erwarteten Ergebnissen angefiihrt werden.

Tabelle 6 — Darstellung der Ergebnisse fiir die Selektivitat

Mikroorganismen Alternatives Verfahren

Erwartete Ergebnisse Tatsachliche Ergebnisse

Zielstdmme (Inklusivitat)
1
2

usw.

Nicht-Zielstamme (Exklusivitat)
1
2

usw.

5.2 Ringversuch
5.2.1 Allgemeine Betrachtungen

Das Ziel des Ringversuches ist die Bestimmung der Schwankungen der von verschiedenen Teilnehmern bei
Verwendung identischer Proben (Vergleichbedingungen) erhaltenen Ergebnisse. Nach Mdglichkeit sollten die
Versuchsbedingungen die normale Streuung zwischen Laboratorien widerspiegeln. Der Unterschied zwischen
paarweisen und nicht paarweisen Untersuchungen ist im Text angezeigt. Es erfolgt jedoch keine Teilung in
getrennte Abschnitte, da die Auswirkung auf die Untersuchungsvorschrift und die Auswertung der Daten
begrenzt ist. Der Ringversuch wird vom organisierenden Laboratorium organisiert.

5.2.2 Untersuchungsvorschrift

Der Ringversuch muss zu 10 gultigen Daten von mindestens 10 Teilnehmern fiihren. Die Teilnehmer miissen
aus mindestens 5 verschiedenen Organisationen, vorzugsweise jedoch 10 Organisationen, stammen, wobei
das organisierende Laboratorium ausgenommen ist. Facharbeiter (Techniker), die an der Vorbereitung der im
Ringversuch verwendeten Proben beteiligt waren, dirfen nicht an der Untersuchung dieser Proben im
Rahmen des Ringversuchs teilnehmen.
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ANMERKUNG Laboratorien an unterschiedlichen Standorten, die jedoch zu einem Unternehmen oder Institut gehéren,
werden als verschiedene Organisationen zugelassen.

Es gilt folgende Arbeitsvorschrift:

— In den Fallen, in denen fir das alternative Verfahren unterschiedliche Arbeitsvorschriften fir die
Anreicherung vorliegen, muss eine anspruchsvolle Vorschrift fir die Anreicherung gewahlt werden, z. B.
die Vorschrift mit der kirzesten Bebritungsdauer oder mit besonders selektiven Anreicherungs-
bedingungen. Die gewahlte Lebensmitteleinheit muss flr die gewahlte Anreicherungsvorschrift relevant
sein. Diese relevante Lebensmitteleinheit (hinsichtlich der Auswahl siehe Anhang A), die zur Herstellung
der Untersuchungsproben verwendet wird, sollte eine natirliche Begleitflora enthalten.

— Das Lebensmittel ist mit dem Zielkeim zu beimpfen. Die Arbeitsvorschrift fir das Beimpfen der
Lebensmittelproben muss fir das ausgewahlte Lebensmittel geeignet sein. Die Proben missen vom
organisierenden Laboratorium vorbereitet werden, um die Homogenitat zwischen den Proben sicherzu-
stellen; dabei sind die in Anhang B und Anhang C enthaltenen Vorschriften zur Vorbereitung der Matrices
anzuwenden.

— Es sind mindestens drei verschiedene Konzentrationen der Kontamination je Lebensmittel zu verwenden:
eine Negativkontrolle (L,;) und zwei Konzentrationen (L, und L,). Mindestens eine davon sollte zu

teilweise positiven Ergebnissen fiihren. Die Konzentration der Kontamination, die fiir eine teilweise
Wiederfindung bendtigt wird, muss auf den Daten aus der Untersuchung zur RLOD des Referenz-
verfahrens in der Verfahrensvergleichsuntersuchung beruhen. Theoretisch ist eine mittlere Konzentration
der Kontamination von 1 KBE/Probe angemessen, um eine teilweise Wiederfindung zu erreichen.

— Fur jede Konzentration der Kontamination werden von jedem Teilnehmer mindestens acht Parallel-
blindproben mit beiden Verfahren untersucht. Daraus ergeben sich insgesamt mindestens 48 Ergebnisse
(8 Wiederholungsuntersuchungen x 3 Konzentrationen x 2 Verfahren) je Teilnehmer.

— Bei Untersuchungen, die zu gepaarten Ergebnissen fihren (gepaarte Ergebnisse treten auf, wenn die
primare Anreicherung bei dem alternativen Verfahren und dem Referenzverfahren gleich ist) ist eine
Probe erforderlich, um ein Ergebnis fir das alternative und das Referenzverfahren zu erhalten. Bei
Untersuchungen, die zu ungepaarten Ergebnissen fliihren (ungepaarte Ergebnisse treten auf, wenn das
alternative Verfahren und das Referenzverfahren mit unterschiedlichen primaren Anreicherungen begin-
nen) sind verschiedene Untersuchungsproben von der gleichen Probe erforderlich. Eine Untersuchungs-
probe wird mit dem alternativen Verfahren untersucht und eine andere mit dem Referenzverfahren.

— Die Daten werden in zwei Tabellen angegeben. In der ersten werden die Ergebnisse des Referenz-
verfahrens angefuhrt, in der zweiten die Ergebnisse des alternativen Verfahrens vor und nach der
Bestatigung der Ergebnisse. Wenn die Ergebnisse fir das alternative und das Referenzverfahren von
derselben anfanglichen Anreicherungsbouillon erhalten wurden (gepaarte Daten), dann bestatigt die
Bestatigung des Referenzverfahrens auch das alternative Verfahren. Wenn das Referenzverfahren zu
einem negativen Ergebnis fuhrt und das alternative Verfahren zu einem positiven Ergebnis, dann ist eine
Bestatigung des positiven Ergebnisses erforderlich. Wenn die Ergebnisse flr das alternative und das
Referenzverfahren von verschiedenen Anreicherungen erhalten wurden (ungepaarte Daten), dann
missen alle mit dem alternativen Verfahren erhaltenen Anreicherungen zur Bestatigung weitergefihrt
werden.

— Das organisierende Laboratorium kann darauf hinweisen, dass Bouillons, Platten und/oder Isolate fur
einen bestimmten Zeitraum aufbewahrt werden miussen, damit bei Bedarf von einem Teilnehmer
erhaltene Ergebnisse bestatigt werden kénnen.

— Die Untersuchung der Proben ist von jedem Teilnehmer zum festgelegten Datum durchzufiihren.
— In beiden Faéllen ist die Kombination ,Anzahl der Konzentrationen der Kontamination/Anzahl der
Mehrfachuntersuchungen/Anzahl der Laboratorien ohne Ausreiler so zu wahlen, dass mindestens

480 Ergebnisse (240 fir jedes Verfahren) zur Verwendung in den Berechnungen flir jedes Verfahren
erhalten werden.
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Das organisierende Laboratorium muss unter Verwendung aller aufgezeichneten Daten festlegen, welche
Ergebnisse fur die Verwendung in der Datenanalyse geeignet sind. Das organisierende Laboratorium muss
die Rohdaten und andere im Erfassungsbogen geforderten Angaben untersuchen um sicherzustellen, dass
die Teilnehmer die Untersuchungen in Ubereinstimmung sowohl mit dem alternativen Verfahren als auch dem
Referenzverfahren, beide in Schriftform vorliegend, durchgefiihrt haben. Wenn Anzeichen dafiir vorliegen,
dass die Ergebnisse moglicherweise unter ungeeigneten Bedingungen erhalten wurden und/oder die
Verfahren nicht genauestens eingehalten wurden, werden diese oder alle Ergebnisse des Teilnehmers von
der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Nach Abschluss des Ringversuchs missen alle Angaben auf den Erfassungsbdgen und die Ergebnisse dem
organisierenden Laboratorium vorgelegt und wie folgt untersucht werden:

— Daten der Teilnehmer sind zu verwerfen, wenn die Beférderungsbedingungen und -zeiten auf3erhalb der
festgelegten zulassigen Toleranzen liegen (die Grenzwerte fur Transportdauer und -temperatur missen
vor dem Versand der Proben festgelegt werden);

— Daten von Teilnehmern, die Proben/Testkits erhalten haben, die wahrend des Transports beschadigt
wurden, sind zu verwerfen;

— Daten von Teilnehmern, die Medienzusammensetzungen verwenden, die nicht dem (Referenz-)Verfahren
entsprechen, sind zu verwerfen;

— Daten der Teilnehmer sind zu verwerfen, wenn die Angaben auf dem Erfassungsbogen nahelegen, dass
das Laboratorium entweder von der Standardarbeitsanweisung oder von den entscheidenden Betriebs-
bedingungen abgewichen ist.

5.2.3 Berechnungen und Zusammenfassung der Daten

Die von den einzelnen Teilnehmern im Ringversuch erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 7 und Tabelle 8

zusammengefasst:
Tabelle 7 — Positive Ergebnisse mit dem Referenzverfahren
Konzentration der Kontamination
Teilnehmer
Loy Ly Ly
Teilnehmer 1 /8 /8 /8
Teilnehmer 2 18 /8 /8
Teilnehmer 3 18 /8 /8
usw. 18 8 18
Gesamt pa PP Pyt
a Positive Ergebnisse mit dem Referenzverfahren bei der Konzentration 0
b Positive Ergebnisse mit dem Referenzverfahren bei der Konzentration 1
¢ Positive Ergebnisse mit dem Referenzverfahren bei der Konzentration 2
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Tabelle 8 — Positive Ergebnisse (vor und nach der Bestiatigung) mit dem alternativen Verfahren

Konzentration der Kontamination
Teilnehmer
Ly Ly Ly
Teilnehmer 1 /8 /8 /8 /8 /8 /8
Teilnehmer 2 /8 /8 /8 /8 /8 /8
Teilnehmer 3 /8 /8 /8 /8 /8 /8
usw. /8 /8 /8 /8 /8 /8
Gesamt Pq? CPob Pqc CP1d P5® szf

b

@  Positive Ergebnisse mit dem alternativen Verfahren bei der Konzentration 0.

¢ Positive Ergebnisse mit dem alternativen Verfahren bei der Konzentration 1.

€  Positive Ergebnisse mit dem alternativen Verfahren bei der Konzentration 2.

Bestatigte positive Ergebnisse (nach einer zusatzlichen Bestatigung) mit dem alternativen Verfahren bei der Konzentration 0.

Bestatigte positive Ergebnisse (nach einer zusatzlichen Bestatigung) mit dem alternativen Verfahren bei der Konzentration 1.

Bestatigte positive Ergebnisse (nach einer zusatzlichen Bestatigung) mit dem alternativen Verfahren bei der Konzentration 2.

Die Ergebnisse von allen Teilnehmern sind fir eine paarweise Untersuchung in Tabelle 9 und fir eine nicht
paarweise Untersuchung in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 9 — Zusammengefasste Ergebnisse fiir alle Teilnehmer bei einer paarweisen Untersuchung

Ergebnis des Ergebnis des alternativen Bestitigtes Ergebnis des Deskriptor der gepaarten
Referenzverfahrens | Verfahrens (einschlieBlich alternativen Verfahrens Daten (Symbol)
(einschlieRlich der im | der Bestatigungen, falls im (einschlieRlich aller Bestati-

Rahmen des Rahmen der gungen, die zum Nachweis des
Referenzverfahrens Arbeitsvorschrift des mutmalflichen Ergebnisses des

erforderlichen alternativen Verfahrens alternativen Verfahrens

Bestatigungen) gefordert) angewendet wurden)

+ + Nicht notwendig?® Positive Ubereinstimmung (P4)
+ — Nicht notwendig?® Falsch negativ (FN)
— — Nicht notwendig?® Negative Ubereinstimmung (NA)
— + — Falsch positiv (FP)
— + + Positivabweichung (PD)

2  In diesem Fall ist keine Bestatigung des Ergebnisses des alternativen Verfahrens notwendig.

Documents

Document Sharing Hub

18

Full document details: E DIN EN ISO 16140-2:2013-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-16140-2-2013-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-16140-2-2013-01

E DIN EN ISO 16140-2:2013-01
— Entwurf — prEN ISO 16140-2:2012 (D)

Tabelle 10 — Zusammengefasste Ergebnisse fiir alle Teilnehmer bei einer nicht paarweisen

Untersuchung
Ergebnis des Ergebnis des alternativen Bestitigtes Ergebnis des Deskriptor der ungepaarten
Referenzverfahrens | Verfahrens (einschlief3lich alternativen Verfahrens Daten (Symbol)
(einschlieRlich der im | der Bestatigungen, falls im (einschlieBlich aller Bestati-
Rahmen des Rahmen der gungen, die zum Nachweis des
Referenzverfahrens Arbeitsvorschrift des mutmallichen Ergebnisses des
erforderlichen alternativen Verfahrens alternativen Verfahrens
Bestatigungen) gefordert) angewendet wurden)
+ + + Positive Ubereinstimmung (P4)
+ + — Falsch positiv 1. Art (FPI)
+ — — Negativabweichung (ND)
+ — + Falsch negativ (FN)
- — Nicht notwendig?® Negative Ubereinstimmung (NA)
— + — Falsch positiv 2. Art (FP2)
— + + Positivabweichung (PD)
@  In diesem Fall ist keine Bestéatigung des Ergebnisses des alternativen Verfahrens notwendig.

Fur die Konzentration Ly und fir das Referenzverfahren sowie nach einer zuséatzlichen Bestatigung des
alternativen Verfahrens ist die prozentuale Spezifitat wie folgt zu berechnen:

Spezifitat: SP = [1 - (((j\/ﬂjj x100%

Dabei ist

N_ die Gesamtanzahl aller Untersuchungen von L;

(C)Py  die Gesamtanzahl der falsch positiven Ergebnisse, die mit den Leerwertproben unter Anwen-
dung des alternativen Verfahrens vor und nach einer zusatzlichen Bestatigung erhalten wurden.

Fir jede der Konzentrationen L, und L, wird die Empfindlichkeit (SE) fur das Referenzverfahren und fur das
alternative Verfahren unter Verwendung der Ergebnisse nach einer zusatzlichen Bestdtigung wie folgt

berechnet:
Empfindlichkeit: SE = [(C)P J «100%
N+
Dabei ist
N, die Gesamtanzahl aller Untersuchungen von L bzw. Lo;

(C)P die Anzahl der (zusétzlich bestétigten) positiven Ergebnisse flr die Konzentrationen L, und L,
fur das Referenzverfahren oder fir das alternative Verfahren.

ANMERKUNG Die Empfindlichkeit hangt von der Konzentration der Kontamination der Proben ab. Der Vergleich der
Empfindlichkeitswerte des Referenzverfahrens und des alternativen Verfahrens kann nur innerhalb eines Ringversuchs
und nicht zwischen verschiedenen Ringversuchen erfolgen.

Die relative Genauigkeit und die Empfindlichkeit des Referenzverfahrens und des alternativen Verfahrens sind
auf der Grundlage der Ergebnisse der paarweisen Untersuchung aus Tabelle 9 wie folgt zu berechnen:
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