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Anmerkung zur Aktualitdt der ALTS-Beschliisse:

Der Arbeitskreis priift regelmaRig die Aktualitdt seiner Beschlisse auf ihre Aktualitat.
Die  aktuelle  Ubersicht der  ALTS-Beschliisse kann auf der BVL-Homepage
(https://www.bvl.bund.de/DE/Arbeitsbereiche/01 Lebensmittel/01 Aufgaben/02 Amtlichelebens

mittelueberwachung/12 ALS/Im ALS node.html) eingesehen werden. Diese Ubersicht wird im

Anschluss an die ALTS-Arbeitstagungen fortfiihrend aktualisiert.


https://www.bvl.bund.de/DE/Arbeitsbereiche/01_Lebensmittel/01_Aufgaben/02_AmtlicheLebensmittelueberwachung/12_ALS/lm_ALS_node.html
https://www.bvl.bund.de/DE/Arbeitsbereiche/01_Lebensmittel/01_Aufgaben/02_AmtlicheLebensmittelueberwachung/12_ALS/lm_ALS_node.html
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89. Arbeitstagung des ALTS

Auf Grundlage von § 8 Nr. 4 der Geschaftsordnung verdffentlicht der Arbeitskreis der auf dem Gebiet
der Lebensmittelhygiene und der Lebensmittel tierischer Herkunft tatigen Sachverstandigen (ALTS)
die auf der 89. Arbeitstagung vom 20. - 22. Juni 2022 in Berlin gefassten Beschlisse.

2022/89/08 Prominente Abbildungen von Friichten in Verbindung mit der hervorgehobenen
Angabe ,ERDBEERE* bzw. ,BANANE“ im Hauptsichtfeld eines Milcherzeugnisses mit nur 0,1%

Fruchtsaft

Sachverhalt/Frage

Durfen naturalistische Abbildungen von mehreren groRen Friichten oder Fruchtbestandteilen sowie
die hervorgehobene Angabe ,,ERDBEERE" bzw. ,BANANE“ im Hauptsichtfeld eines Milcherzeugnisses
vorhanden sein, dessen Fruchtanteil nur aus 0,1 % Fruchtsaft besteht und das auf der Riickseite der
Verpackung als ,[Milcherzeugnis] mit Erdbeergeschmack” bzw. ,,... mit Bananengeschmack® deklariert

ist?

Beschluss

Wenn bei einem Milcherzeugnis naturalistisch dargestellte Friichte im Hauptsichtfeld hervorgehoben
abgebildet und keine relativierenden Angaben im selben Sichtfeld vorhanden sind, dass es sich lediglich
um ein Erzeugnis mit Fruchtgeschmack handelt, wird der Verbraucher davon ausgehen, dass diese
Friichte dem Milcherzeugnis zur Geschmacksgebung zugesetzt worden sind.

Wird der charakteristische Fruchtgeschmack nicht durch den minimalen Fruchtanteil (z. B. 0,1 %
Erdbeersaft), sondern ausschlieBlich oder fast ausschlieRlich durch Aromen erzielt, ist eine
blickfangartige naturalistische Abbildung von Friichten zur Irrefiihrung im Sinne von Art. 7 Abs. 1
Buchst. a) Verordnung (EU) Nr. 1169/2011 geeignet.

Diese Irrefiihrung kann durch einen dhnlich prominent dargestellten Hinweis in demselben Sichtfeld
vermieden werden, durch den deutlich wird, dass es sich hier lediglich um ein Erzeugnis mit dem

entsprechenden Fruchtgeschmack handelt.
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2022/89/14 Bezeichnung ,,Kochschinken“ fiir Kochpokelerzeugnisse vom Hihnchen

Sachverhalt/Frage

In letzter Zeit fallen vermehrt Kochpdkelerzeugnisse vom Hédhnchen auf, die als
,Hahnchen(koch)schinken® bezeichnet werden.

Es stellen sich dabei die Fragen, ob ,Kochschinken“ (berhaupt eine Bezeichnung fir ein
Hahnchenkochpdkelerzeugnis sein kann, und falls ja, welches Teilstick dafiir Verwendung finden

muss und wie in diesem Kontext zusammengefiigte Erzeugnisse zu beurteilen sind.

Beschluss

Der ALTS stellt fest, dass ,,Hahnchen(koch)schinken“ analog zum Putenschinken (LS-Nr. 2.3.10) aus
der Hahnchenbrust hergestellt wird.

Da es sich bei Schinken um ein Erzeugnis gehobener Qualitdt handelt, ist die Herstellung von
,Hihnchen(koch)schinken“ aus der Keule beim Huhn nicht tblich.

Die Bezeichnungen von zusammengefiigten Erzeugnissen vom Hahnchen, die die
StiickgroRenvorgaben von 80 Gew.-% > 100 g (gem. LS-Nr. 2.3.10 letzter Absatz) nicht einhalten, sind
mit ,,... aus Fleischstiicken zusammengefligt“ gem. Anh. VI Teil A Nr. 7 der VO (EU) Nr. 1169/2011 bzw.
LS-Nr. 2.3.2.6 zu ergédnzen.

Analog zu Schweinekochpoékelwaren erfolgt auch bei ,,Hahnchen(koch)schinken® kein Bréatzusatz, der
Gewebeverband ist im Wesentlichen intakt und der bratdhnliche Anteil betragt < 10 Vol.-% gem. LS-
Nr.1.2.4 Absatz 1 und 2.
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2022/89/16 Die neue DIN EN ISO 16140-3:2021: Anderungen bei der Verifizierung von

Priifverfahren; Erstellung eines Leitfadens durch die ALTS AG Hygiene und Mikrobiologie

Sachverhalt/Frage

Im Juni 2021 wurde Teil 3 der DIN EN ISO 16140-3 (Verifizierung von mikrobiologischen Methoden)
veroffentlicht. Eine Verifizierung einer geanderten oder neu im Labor implementierten
mikrobiologischen Methode ist danach auch fiir amtliche Labore mit hohem Aufwand verbunden, da
die in akkreditierten Laboren geltenden hohen Qualitdtsstandards nicht aufwandsmindernd
beriicksichtigt werden.

Die AG Hygiene und Mikrobiologie hat daher — wie in der 81. Arbeitstagung vorgetragen und vom
Beschluss fassenden Gremium bestitigt - einen Leitfaden fiir amtliche Labore mit
Mindestanforderungen und Hilfestellungen fiir die Durchfiihrung der Verifizierung mikrobiologischer

Methoden entwickelt.

Beschluss

Der Leitfaden zur Anwendung der DIN EN ISO 16140-3:2021 in amtlichen Laboren (Anlage) wird unter
den beschriebenen Bedingungen als ausreichende Vorgehensweise zur Verifizierung mikrobiologischer
Methoden angesehen und zur Anwendung empfohlen.

Der Leitfaden wird zusatzlich auf der BVL-Homepage (inkl. der Hilfstabellen) veréffentlicht.
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Leitfaden der ALTS - Arbeitsgruppe ,,Hygiene und Mikrobiologie“
zur Verifizierung von Referenz- und validierten alternativen Verfahren nach

DIN EN ISO 16140 Teil 3 in amtlichen Untersuchungseinrichtungen
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Vorwort

Im Juni 2021 wurde die DIN EN ISO 16140 Teil 3 Verfahrensvalidierung - Arbeitsvorschrift fiir die
Verifizierung von Referenz- und validierten alternativen Verfahren in einem Einzel-Labor (ISO 16140-
3:2021); Deutsche Fassung EN ISO 16140-3:2021 veroffentlicht.

Im Teil 3 der Norm wird die Verifizierung von mikrobiologischen Priifverfahren behandelt, welche die
Voraussetzung fiir den QM-gerechten Einsatz validierter Normen in jedem Anwenderlabor darstellt.
Aufgrund seiner detailreichen Anforderungen stellt dieser Normenteil eine ibermaRige zusatzliche
Belastung in Arbeitskapazitat und Material fir die Labore dar.

Als internationale Norm zielt die ISO 16140-3 nicht auf die alleinige Verwendung in akkreditierten
Labors und beinhaltet folglich sehr umfassende Regelungen und Qualitatssicherungselemente zur
Sicherstellung einer ausreichenden Leistungsfahigkeit des Labors. Im akkreditierten Labor sind viele
dieser MaRnahmen bereits durch langerprobte Verfahren — wie z. B. die Bestimmung der
Messunsicherheit, die Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen oder die Medientestung nach
DIN EN ISO 11133 (ISO 11133) - gewahrleistet, was von der Norm aber nicht aufwandsminimierend
berlicksichtigt wird.

Da es sich zudem um die Verifizierung validierter Normverfahren handelt, welche im Rahmen ihrer
Validierung bereits umfangreiche Studien anhand unterschiedlicher Matrizes, Keimarten und
Kontaminationsniveaus durchlaufen haben, sollte der Priifaufwand bei deren Verifizierung im
Anwenderlabor zumindest dann reduziert werden kénnen, wenn die Einflihrung in einem
akkreditierten Labor mit regelmaRig zertifiziertem QM-System vorgesehen ist.

Diese Uberlegungen waren der Anlass fiir die Lindersachverstindigen der ALTS-Arbeitsgruppe
»Hygiene und Mikrobiologie®, sich mit dem Thema der Verifizierung validierter Normen im
Anwenderlabor zu befassen und fir die amtlichen Labore eine Empfehlung zu erarbeiten, welche die
Mindestanforderungen fiir akkreditierte Laboratorien darstellt und Hilfestellungen fiir die
Durchfiihrung der Verifizierung von Priifverfahren gibt.

Der vorliegende Leitfaden bezieht sich dabei nur auf mikrobielle (Bakterien und Pilze) Nachweis- und
Zahlverfahren im Untersuchungsspektrum der Labore.

Einleitung

Voraussetzung fiir belastbare mikrobiologische Untersuchungsergebnisse sind neben der
Verwendung geeigneter validierter, regelmaRig kontrollierter Priifverfahren, die Eignung und der
ordnungsgemaRe Zustand der Ausstattung, die Eignung und Erfahrung des Laborpersonals sowie die
Zuverldssigkeit und Leistungsfahigkeit der verwendeten Nahrmedien. Mittels eines geeigneten
Verifizierungsverfahrens muss im Anwenderlabor gepriift werden, ob das Wechselspiel der o. g.
Einflussfaktoren eine ausreichende Ergebnissicherheit gewdhrleistet.

In Laboratorien, die validierte oder normierte qualitative und quantitative Verfahren zum Nachweis
von Keimen in verschiedenen Matrizes (incl. Differenzierung und Identifizierung) verwenden, soll
gem. ISO 16140-3 eine Verifizierung der Prifmethoden durchgefiihrt werden. Hierbei fehlt nach
Auffassung der ALTS-Sachverstandigen bei der Festlegung des Verifizierungsumfangs die
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Beriicksichtigung des QM-Status des Labors sowie von bereits vorliegenden und dokumentierten
Erfahrungen mit der Durchfiihrung mikrobiologischer Untersuchungen.

Der vorliegende Leitfaden gibt Empfehlungen zu Haufigkeit und Umfang von Verifizierungs-
mafnahmen, die nach Auffassung der ALTS-Sachverstandigen zur Sicherung der Zuverlassigkeit der
Ergebnisse von Priifverfahren erforderlich sind.

Die Umsetzung und Anpassung an die Erfordernisse des jeweiligen Labors muss durch den
Laborverantwortlichen erfolgen.

Durchfiihrung der Verifizierung von mikrobiologischen Methoden in einem
akkreditierten Labor

1 Zweck

Nach Pkt. 7.2.1.5 der DIN EN ISO/IEC 17025:2018-03 (ISO/IEC 17025) muss das Labor vor der
Einfihrung eines genormten Priifverfahrens belegen, dass es dieses Verfahren ordnungsgemaf}
durchfiihren kann. Dazu muss es darlegen, dass es die im Validierungsverfahren der Norm festgelegte
Leistungsfihigkeit erreicht (= Verifizierung). Bei jeder Anderung/Uberarbeitung des Priifverfahrens
muss die Notwendigkeit einer Wiederholung der Verifizierung (z. B. bei Anderungen erheblicher Art
(,major technical changes*)) und der erforderliche Umfang (z. B. komplett bei Anderung des
Nahrmediums oder nur einzelne Abschnitte wie die Bestatigungsreaktionen) vom Labor gepriift
werden.

2 Anwendungsbereich der Norm

Die ,Arbeitsvorschrift fiir die Verifizierung von Referenz- und validierten alternativen Verfahren in
einem Einzel-Labor“ ISO 16140-3 richtet sich an alle Laboratorien, die normative Dokumente in ihrem
Labor fir die dort durchzufiihrenden Untersuchungen anwenden.
Sie ist anwendbar (=<Anwendungsbereich) auf die Verifizierung von Verfahren zur Untersuchung
(Nachweis bzw. quantitative Bestimmung), Bestatigung und Typisierung von Mikroorganismen in:

- Erzeugnissen, die fiir den menschlichen Verzehr vorgesehen sind;

- Erzeugnissen, die als Futtermittel vorgesehen sind;

- Umgebungsproben im Bereich der Herstellung und Handhabung von Lebensmitteln und

Futtermitteln;
- Proben aus dem Bereich der Primarproduktion.

Zu den normativen Dokumenten gehoren z. B. validierte bzw. derzeit noch unvalidierte oder nicht
vollstindig validierte ISO-Verfahren oder Verfahren nach § 64 LFGB.

Fir akkreditierte Laboratorien, wie die amtlichen Untersuchungseinrichtungen, wird die
Durchfihrung von VerifizierungsmaRnahmen in Anlehnung an ISO 16140-3 verbindlich gefordert
(vergl. ISO/IEC 17025 Zif. 7.2.1.5).

2.1 Allgemeine Prinzipien fiir die Verifizierung von Priifmethoden
Bevor ein Referenzverfahren veréffentlicht und im Anwenderlabor verwendet wird, wird im
Allgemeinen ein zweistufiger Prozess durchlaufen:

Vor der Freigabe als Referenzverfahren erfolgt in der Regel als erste Stufe eine Validierung, bei der
die Leistungsmerkmale des Referenzverfahrens ermittelt werden und der objektive Nachweis
erbracht wird, dass die Leistungsanforderungen fir eine festgelegte und dafiir vorgesehene
Anwendung erfllt sind.
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Im Anwenderlabor muss dann in einer zweiten Stufe - der Verifizierung - nachgewiesen werden,
dass der Anwender das validierte Verfahren zufriedenstellend durchfiihren kann.

Sofern es sich nicht um ein bereits validiertes Referenzverfahren handelt, muss der Anwender das
Verfahren vor dessen Implementierung in seinem Labor zunachst validieren.

Der Anwendungsbereich des Referenzverfahrens legt fest, fiir welche Matrizes das Priifverfahren
(des Anwenderlabors) angewendet werden kann.

In einer Validierungsuntersuchung ist es nicht moglich, alle vorhandenen Lebensmittel zu priifen.
Wenn mindestens fiinf verschiedene Lebensmittelkategorien validiert sind, gilt das Verfahren als
validiert fiir ein ,,Breites Spektrum von Lebensmitteln®, das den 15 Lebensmittelkategorien in ISO
16140-3, Anhang A entspricht.

Fiir den Anwendungsbereich ,,Eingeschrénktes Spektrum von Lebensmitteln® wird bei der
Validierung eine begrenzte (< 5) Anzahl von Lebensmittelkategorien gepriift. Das bedeutet, dass der
Anwendungsbereich der Validierung auf die gepriiften Kategorien beschrankt ist. Folglich darf das
Anwenderlabor Verfahren mit eingeschranktem Spektrum nicht mit Kategorien auRerhalb des
begrenzten Anwendungsbereichs verifizieren.

Bei der Verifizierung liegt der Schwerpunkt auf Lebensmitteln (im Folgenden ,Matrizes*), die bei der
Validierung verwendet wurden und die im Anwendungsbereich des jeweiligen Labors liegen.

Fir die Verifizierung missen zwei Nachweise gefiihrt werden:

- Die Verifizierung der Implementierung dient dazu, die Kompetenz des Anwenderlabors zur
Durchfiihrung des validierten Verfahrens darzustellen.

- Die Verifizierung der (Lebensmittel-)Einheit ist der Nachweis, dass das Anwenderlabor fiir die
Durchfiihrung des validierten Verfahrens mit im Anwenderlabor gepriiften Matrizes kompetent
ist.

Der Verifizierungsablauf umfasst dabei folgende Verfahrensschritte:

Analyse der Validierungsdaten aus der umzusetzenden Referenzmethode beziiglich validierter
Matrizes und Leistungsmerkmale.

Erstellung eines Verifizierungsplanes

0 Auswahl der zu verifizierenden Matrizes und Zielkeime

0 Festlegung der Probenumfiange und Leistungsmerkmale

0 Beschreibung der Methodik fiir die Untersuchung

Erstellung eines Verifizierungsberichtes

0 Darstellung der erzielten Untersuchungsergebnisse und Leistungsmerkmale

0 Bewertung, ob die erforderlichen Leistungsmerkmale erfillt und die Anwenderkompetenz
vorhanden ist

Von entscheidender Relevanz fiir die Verifizierung sind somit die Validierungsdaten der zu
etablierenden Referenzmethoden — insbesondere der Anwendungsbereich, die verwendeten Matrizes
und die ermittelten Leistungsmerkmale.
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Diese Angaben sowie der geplante Anwendungsbereich im Labor bestimmen Art und Anzahl der zu
verifizierenden Matrizes und einzuhaltende Leistungsgrenzen. Die Angaben lagen allerdings bei
Erscheinen der Norm noch nicht fiir alle Referenzmethoden vor (vergl. Kap. 2.2, Ubergangsfrist).

Andere qualitatssichernde MalRnahmen und nachgewiesene Kompetenzen des Anwenderlabors
werden in ISO 16140-3 nicht angesprochen und bleiben bei der Verifizierung unberiicksichtigt. Nach
Auffassung der ALTS-Sachverstandigen sollten diese Kriterien bei der Festlegung des
Prifungsumfangs aber Beriicksichtigung finden. Hierauf wird in Kapitel 2.3 eingegangen.

2.2 Anwendung der Norm wihrend der Ubergangsfrist bis zum 01.01.2028

Zum Zeitpunkt der Veroéffentlichung der ISO 16140-3 sind einige Referenzverfahren noch nicht
(vollstandig) validiert und wiirden daher nicht in den Anwendungsbereich dieser Norm fallen.

Da die Normungsinstitute (einschlieBlich der ISO- und CEN-Komitees) Zeit brauchen werden, um
ihre Referenzverfahren zu validieren und danach neu zu veréffentlichen, erarbeiteten die ISO- und
CEN-Komitees eine Regelung fiir diese Ubergangszeit der Einfiihrung der ISO 16140-3
(Ubergangszeit fiir die Umsetzung von ISO 16140-3, Version vom 19.01.2021).
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Fir die Verifizierung im Anwenderlabor hat ISO hierzu folgende Regelungen getroffen:

Validierte
Referenzmethoden

Nicht validierte
Referenzmethoden

Bereits vor Inkrafttreten
der ISO 16140-3 im
Anwenderlabor
akkreditiert

(vor Juni 2021)

Keine Re-Verifizierung
erforderlich solange keine
Anderungen erheblicher
Art (,major technical
changes®) der Norm
erfolgen

Keine Re-Verifizierung
erforderlich

Im Ubergangszeitraum
neu ins Laborspektrum
aufgenommen

(Juni 2021 bis
31.12.2027)

Anderungen bei
Techniken/Agentien in
der Norm miissen
gemaR ISO 16140-3
reverifiziert werden, falls
es sich um Anderungen
erheblicher Art ,major
technical changes*
handelt;

Anderungen bei
Techniken/Agentien in der

Norm miissen
gemaR Anhang F der
ISO 16140-3 reverifiziert
werden, falls es sich um
Anderungen erheblicher Art
»major technical changes*
handelt

Bei Anderung der
Matrizes/Techniken* im

Anwenderlabor miissen
diese im Spektrum der
Norm vorhanden sein und
im Anwenderlabor gemaR
ISO 16140-3 verifiziert
werden

Bei Anderung der
Matrizes/Techniken* im

Anwenderlabor miissen
diese im Anwenderlabor
gemaR Anhang F der ISO
16140-3 verifiziert werden

Bei Neueinfiihrung einer
Norm im Anwenderlabor
muss gemaR ISO 16140-3
verifiziert werden

Bei Neueinfiihrung im
Anwenderlabor muss gemal}
Anhang F der ISO 16140-3
verifiziert werden

Nach
Ubergangszeitraum

(ab 01.01.2028)

Bei Neueinfiihrung / Re-
Validierung einer Norm
muss Anwenderlabor
verifizieren gemaR ISO
16140-3

Neueinfiihrung oder
Anderungen erheblicher Art
»major technical changes*
einer Norm ohne
Validierung ist nicht mehr
moglich

* 7. B. neue Reagenzien, Primer, Inkubationsbedingungen, wenn sie einen relevanten Einfluss auf das
Messergebnis haben (analog zu Anderungen erheblicher Art (,major changes*) bei Normiiberarbeitungen)

3 Auffassung der ALTS- Sachverstiandigen zur Mitberiicksichtigung der Kompetenz

akkreditierter Anwenderlabors

Nach ISO 16140-3 erfordert die Verifizierung von neu in den Anwendungsbereich aufgenommenen

Methoden die Untersuchung einer Vielzahl von Leistungsmerkmalen und Matrizes. Sie ber{icksichtigt

allerdings nur das Matrixspektrum des Anwenderlabors, nicht aber dessen bereits durch andere
qualitdtssichernde MaRnahmen und Leistungsdaten nachgewiesene Kompetenz.

Nach Auffassung der ALTS-Sachverstandigen kann der Umfang der VerifizierungsmaRnahmen in
akkreditierten Labors unter bestimmten Voraussetzungen reduziert werden.
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3.1 Voraussetzungen fiir eine Reduzierung

- Beineu einzufiihrenden Normen umfasst deren Anwendungsbereich die fiir das Labor
relevanten Lebensmittelgruppen. In den entsprechenden Normverfahren miissen zu den
relevanten Lebensmittelkategorien Validierungsdaten bzw. Leistungsmerkmale vorliegen.

- Die Leistungsfahigkeit des Labors (z. B. Priifverfahren, Ausstattung, Eignung und Erfahrung
der Mitarbeiter, verwendete Nahrmedien) wird durch regelmaRige erfolgreiche Teilnahme
an Eignungspriifungen sowie interne und externe Audits kontinuierlich bestatigt.

- Jede Mediencharge wird in Anlehnung an ISO 11133 auf ihre Zuverlassigkeit und
Leistungsfahigkeit gepriift.

- Bei quantitativen Verfahren kann die laborinterne Vergleichsprazision Sirim Rahmen der
Bestimmung der technischen Unsicherheit als Komponente der Messunsicherheit nach ISO
19036 erfasst werden.

3.2 Moglichkeiten fiir eine Reduzierung bzw. Vereinfachung

3.2.1 Allgemeine Reduzierungsmaglichkeiten
a) Lebensmittelkategorien
Die zugrunde gelegte Kategorisierung der Lebensmittel in 15 Gruppen mit weiteren Kategorien
fur Futtermittel, Umgebungsproben sowie Proben aus der Primarproduktion ist als
Ubersichtliche Gliederung zu begriiRen, erscheint aber als Grundlage fiir die Festlegung von
Untersuchungsumfangen als nicht zweckmaRig. So ist z. B. aus mikrobiologischer Sicht eine
Unterteilung in Fleisch (rotes Fleisch) und Gefligelfleisch nicht erforderlich, da in beiden
Matrizes mit denselben Pathogenen und Verderbsorganismen zu rechnen ist und ein dhnliches
Milieu herrscht. Deshalb werden begriindete Modifikationen der Kategorisierung nach ISO
16140-3 aus fachlicher Sicht als vertretbar eingestuft.

Insbesondere bei Referenzverfahren mit einem ,,breiten Spektrum von Lebensmitteln“ wurden im
Rahmen der Validierung sowie z. B. bei Studien oder Eignungspriifungen der
Referenzlaboratorien umfangreiche Untersuchungen zur Eignung der verwendeten Medien und
Testverfahren fiir verschiedene Probenmatrizes gepriift und damit die zuverlassige
Anwendbarkeit sichergestellt.

Damit ist nach Auffassung der ALTS-Sachverstidndigen eine erneute umfassende Priifung vieler
Matrizes im Rahmen der Verifizierung verzichtbar.

Nur wenn bestimmte Matrizes besondere Priifbedingungen erforderlich machen, sollten
entsprechende aussagekraftige Matrizes mitberiicksichtigt werden.

b) Bestatigungen von Mikroorganismen in kiinstlich kontaminierten Proben

Nach Auffassung der ALTS-Sachverstandigen ist keine vollstandige Durchfiihrung aller
Bestatigungsschritte erforderlich, wenn Probenmaterial vorliegt, das nur definierte Zielkeime
und diese ausschlieRlich in den kiinstlich kontaminierten (dotierten) Versuchsansiatzen enthilt.
Bei ausreichender Abgrenzungsmoglichkeit zu Nichtzielkeimen liegt es im Ermessen des
Laborverantwortlichen, den Umfang von Bestatigungsreaktionen zu reduzieren.

) Verifizierungsumfang bei der Anderung von im Labor validierten/verifizierten
Prifmethoden

Betrifft die Anderung im Priifverfahren nur einzelne Arbeitsschritte, z. B. in der Differenzierung,
kann sich die Re-Verifizierung auf diese Arbeitsschritte beschranken.

3.2.2 Reduzierungs-/Vereinfachungsmoglichkeiten fiir qualitative Priifverfahren
a) Bestimmung von eLODs,



Anlage zu Beschluss 2022/89/16

Flr qualitative Priifverfahren sieht die ISO 16140-3 sowohl fiir die Implementierung des
Verfahrens als auch fir die Verifizierung der Lebensmitteleinheit die Bestimmung des eLODs,
vor. Bei Anwendung eines Priifverfahrens mit eingeschrinktem Anwendungsspektrum von
Lebensmitteln oder einer Erganzung des Anwenderspektrums um eine Matrix reicht nach der
Auffassung der ALTS-Sachverstandigen die einmalige Bestimmung des eLODs,.

Da die Auswirkungen unterschiedlicher Matrizes im Rahmen der Validierung bereits
umfangreich geprift wurden, reicht zur Verifizierung eines Verfahrens mit breitem
Anwendungsspektrum die Bestimmung des eLODs, an zwei verschiedenen Matrizes (davon eine
anspruchsvoll) i. d. R. aus.

b) Vorgehen bei fehlenden Validierungsdaten oder der Angabe ,,nicht auswertbar® fiir die
ausgewahlte Matrix

Falls fir eine zur Verifizierung vorgesehene spezifische Matrix keine oder ,,nicht auswertbare*

Validierungsdaten zum LODs, vorhanden sind, sieht die ISO 16140-3 die Verwendung von 1

KbE/Probe als Standardvorgabe fiir den LODs, vor.

Sofern LODso-Validierungsdaten fiir vergleichbare validierte Matrix-/Erreger-kombinationen

vorliegen und diese deutlich mehr als 1 KbE/Probe aufweisen, kann bei entsprechender

Begriindung auch fiir die Matrix ohne Validierungsdaten ein vergleichbarer LODs,-Wert von > 1

KbE herangezogen werden.

3.2.3 Reduzierungsmoéglichkeiten fiir quantitative Priifverfahren

a) Bestimmung der laborinternen Vergleichstandardabweichung Siz
Das Labor kann die laborinterne Vergleichstandardabweichung Sik zur Bestimmung der
technischen Unsicherheit nach ISO 19036 oder im Rahmen der Methodenverifizierung
durchfiihren (siehe ISO 16140-3 Pkt. 6.1.1).

b) Verwendung verschiedener Nahrmedienchargen
Wenn jede Nahrmediencharge in Anlehnung an ISO 11133 gepriift wird, ist es nicht
notwendig, bei der Bestimmung der laborinternen Vergleichstandardabweichung Sz
Nadhrmedien verschiedener Chargen einzusetzen.

c) Bestimmung der geschitzten systematischen Abweichung (eBias)
Hierfiir sieht die ISO 16140-3 die Verwendung von drei Beimpfungsniveaus sowie fiir jedes
der drei Beimpfungsniveaus vorzugsweise eine andere Laborprobe/Charge derselben Matrix
vor. Aufgrund der umfangreichen Datenlage aus entsprechenden
Validierungsuntersuchungen, kann die Verifizierungsuntersuchung nach Auffassung der
ALTS-Sachverstandigen auf eine Laborprobe/Charge mit drei Beimpfungsniveaus reduziert
werden.

d) Inder Regel dirfte die Verifizierung an einer fiir das Labor relevanten Matrix ausreichen
(zumal fur quantitative Verfahren der Verdiinnungseffekt den Einfluss durch die Matrix
weitgehend reduziert).

4 Begriffsbestimmungen

- eLODs = geschatzte Nachweisgrenze mit 50 % Nachweiswahrscheinlichkeit:

Den LODs ist in ISO 16140-1 in Pkt. 2.35 beschrieben. Danach ist z. B. den LODs, die
Nachweisgrenze, bei der 50 % der Versuche zu einem positiven Ergebnis fiihren.

- LIL (= low inoculation level) ist das niedrigste der 3 verwendeten Kontaminations-niveaus fir
die qualitative Verifizierung, welches fiir die Bestimmung des LODs, der jeweiligen Matrix
verwendet wird.

- eBias = geschatzte systematische Abweichung fiir die Lebensmittelmatrix:
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Hier wird bei dem zu priifenden Verfahren die systematische Differenz der ermittelten
Keimzahlen der kiinstlich kontaminierten Matrix und der Keimsuspension ohne Matrix
errechnet.

- Sir=die laborinterne Vergleichsstandardabweichung ist die Standardabweichung von
Priifergebnissen, welche unter Intra-Laborvergleichbedingungen gewonnen wurde. Die
voneinander unabhangigen Priifergebnisse werden durch Anwendung desselben Verfahrens
an identischen Priifmaterialien (Laborprobe) im selben Labor durch verschiedene Personen
mit verschiedenen Gerateausriistungen erzielt.

5 Durchfiihrung der Verifizierung qualitativer und quantitativer Verfahren

5.1 Durchfiihrung fiir qualitative Verfahren
5.1.1 Analyse der Validierungsdaten

Hierbei sind folgende Informationen zu bewerten:
1. Sind im Normverfahren Daten zur Validierung enthalten?
Sind Daten zum LODs, (50%ige Nachweiswahrscheinlichkeit) angegeben?
Wourden fir das Labor relevante Matrizes gepriift?
Welcher LODs, wurde bei der Validierung bei welcher Lebensmittelmatrix erreicht?
Welche Keime wurden fiir die jeweiligen Beimpfungsversuche verwendet?

nhwnwn

Hinweis: In dlteren Normen kénnen Angaben zum LODs, fehlen und miissen durch die Arbeitsgremien
wihrend der Ubergangsfrist bis 31.12.2027 noch erginzt werden. Fiir den Fall, dass keine entsprechenden
Validierungsdaten vorhanden sind, wird gemalt ISO 16140-3 Kap. 5.4.2 davon ausgegangen, dass der LODs,-
Wert fiir die gewahlten Matrizes gleich oder niedriger als 1 KbE/Priifmenge ist (vergl. Ausfihrungen in Kap.
3.2.2b)).

5.1.2 Erstellung eines Verifizierungsplans
Auswahl der Arbeitsvorschrift sowie der zu verifizierenden Matrizes und Priifkeime

Kapitel 5.2 der ISO 16140-3 stellt drei alternative Arbeitsvorschriften fiir die Beimpfung und
Bestimmung des LODs, zur Auswahl. Die jeweils zu verwendende Probenanzahl ist hierbei abhangig
von der Qualitat der verwendeten Keimsuspensionen: Je groRer die Unsicherheit des Erreichens des
gewiinschten Kontaminationsniveaus ist, desto mehr Priifmengen missen mit den Zielkeimen
beimpft und untersucht werden.

Im Folgenden wird die Arbeitsvorschrift Nr. 1 zur Ermittlung des eLODs, zugrunde gelegt, da das fiir
Arbeitsvorschrift Nr. 3 erforderliche zielgenau eingestellte Referenzmaterial derzeit kommerziell
nicht erhaltlich ist, und Arbeitsvorschrift Nr. 2 nur verwendet wird, wenn die erste gewahlte
Arbeitsvorschrift (Nr. 1 oder Nr. 3) nicht wie erwartet funktioniert hat (Wiederholung der
Untersuchung). Dem Laborverantwortlichen bleibt aber freigestellt, eine andere der beschriebenen
Arbeitsvorschriften anzuwenden.

Fir die ausgewahlten Matrizes sollen nach Méglichkeit Daten aus der Validierungsstudie des
Normverfahrens vorliegen und sie sollten im Labor hdufig untersucht werden.

Werden im Anwenderlabor weitere Matrizes untersucht, die bekannt dafiir sind, bei Anwendung des
zu verifizierenden Prifverfahrens anders zu reagieren (Beispiel: Gewiirze, Schokolade, Ei), sollten
auch diese in die Verifizierung einbezogen werden.

Grundsatzlich ist bei der Auswahl der Matrizes darauf zu achten, dass sie nicht bereits auf
natiirlichem Weg mit dem Ziel-Mikroorganismus kontaminiert sind.

Als Zielkeime fiir das Dotieren sollten Keime gewahlt werden, welche die im Priifverfahren
beschriebenen Merkmale aufweisen. Besonders geeignet sind z. B. die zur Nahrmedienprifung
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gemaR ISO 11133 verwendeten Stamme. Vorzugsweise sollten sie aus einer anerkannten
Stammsammlung stammen.

Festlegung der Anzahl der Priifmengen und Methodik fiir die Untersuchung

Die Anzahl der Priifmengen ergibt sich aus Tabelle 3 der ISO 16140-3.

Arbeitsvorschrift 1 sieht danach vor, dass 10 Parallelproben herzustellen sind. Sie bestehen aus 9 mit
den unterschiedlichen Keimniveaus beimpften Priifmengen sowie aus einer unbeimpften
Negativkontrollprobe.

Berechnen der Kontaminationsniveaus

GemaR Arbeitsvorschrift 1 wird als niedrigstes der 3 Kontaminationsniveaus der in der
Validierungsstudie fiir die jeweilige Matrix genannte LODs, verwendet.

Fir das mittlere Niveau wird das Dreifache, fiir das hohe Niveau das Neunfache des LODs,
verwendet.

Diese theoretischen Verdiinnungsschritte kénnen technisch wie folgt umgesetzt werden:

- Der niedrigste Kontaminationslevel fir die entsprechende Matrix wird den
Validierungsdaten der Norm entnommen (LODso) bzw. als 1 KbE/Priifmenge festgelegt (s.
auch Punkt 3.2.2 b)).

- Dieser Wert wird mit dem Faktor 9 multipliziert, um das héchste Kontaminationsniveau zu
ermitteln (LODs, x 9).

- Es wird die initiale Keimsuspension (= hochstes Keimniveau) hergestellt, die zur Beimpfung
aller Prifmengen mit dem hdchsten Keimniveau dient (bei Arbeitsvorschrift Nr. 1 also eine
Prifmenge). Sie muss in ausreichendem Volumen hergestellt werden, um neben der
Beimpfung einer Priifmenge auch eine Keimzahlbestimmung dieser Suspension sowie die
1:3-Weiterverdiinnung auf das mittlere Niveau durchfiihren zu kénnen.

- Mit der 1:3-weiterverdiinnten Keimsuspension (= mittleres Niveau) werden vier Priifmengen
flr das mittlere Niveau beimpft und erneut 1:3 weiterverdiinnt, um das geringste Keimniveau
zu erreichen.

- Mit der so entstandenen 1:9 Verdiinnung des hochsten Keimniveaus werden
vier Priifmengen des geringsten Niveaus beimpft.

Fir die Bestimmung der Keimzahl in der initialen Keimsuspension wird ein nicht selektiver Agar
verwendet.

5.1.3 technische Durchfiihrung nach Arbeitsvorschrift 1

Umsetzungsbeispiel: LODso entspricht 1 KbE/Prifmenge

Initiale Keimsuspension 100 ml mit 9 x 1 KbE/ml
=>1 ml fir Beimpfung Prifmenge hohes Niveau (9 x 1 = 9 KbE)
=> Fiir Keimzahlbestimmung 2 x 1 ml (auf je 3 Platten oder Guss) sowie 2 x 0,1 ml
(Platten nicht selektiv + ggf. selektiv)
=>3 ml Ausgangssuspension + 6 ml Verdiinnungsmedium fiir 1:3 Verd. (ergibt 9 ml)

=>9 ml Suspension fir mittleres Niveau (1:3 Verdiinnung der Ausgangssuspension)
=>4 x 1 ml fur Beimpfung Prifmenge mittleres Niveau (3 x 1 = 3 KbE)
=> 3 ml Ausgangssuspension + 6 ml Verdiinnungsmedium fiir 1:3 Verd. (ergibt 9 ml)

=>9 ml Suspension fiir geringstes Niveau (1:9 Verdiinnung der Ausgangssuspension)
=>4 x 1 ml fur Beimpfung Prifmenge geringstes Niveau (1 x 1 = 1 KbE)

zusitzlich eine Negativkontrollprobe (unbeimpft) mitfiihren

10



Anlage zu Beschluss 2022/89/16

Abbildung 1 zu Umsetzungsbeispiel:

hohes Niveau 3ml mittleres Niveau Iml geringes Niveau
z. B. 9 KbE/ml z. B. 3 KbE/ml z. B. 1 KbE/ml

Verdinnungs-
medium

Verdlnnungs-
medium

initiale
Keimsuspension

2x1ml 2x0,ﬂml| Wmll ie“'ﬂw je1ml

<_
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@

; ; @ Priifmenge 4 x Priffmenge 4 x Priifmenge

Anreicherung, Anreicherung, Anreicherung,

qualitative Untersuchung qualitative Untersuchung qualitative Untersuchung

Fiir den Ergebnisbericht wird die Inokulationsdichte auf Grundlage der im héchsten

Negativkontrollprobe

Prifmenge

v

Anreicherung,
qualitative Untersuchung

Beimpfungsniveau durchgefiihrten Keimzahlbestimmung berechnet. Die Angaben zu mittlerer und

geringer Inokulationsdichte ergeben sich somit rechnerisch und werden nicht mittels

Keimzahlbestimmung oder MPN-Verfahren ermittelt.

Wenn mit sehr unsicherem Keimgehalt in der verwendeten Ausgangs-Keimsuspension zu rechnen ist,

kann die Treffsicherheit des Beimpfungsversuchs durch folgende MaRnahme erhéht werden:
Aus einer ausreichend hohen Ausgangsverdiinnung werden mehr als die zwei zur Auswertung

benétigten 1:3-Folgeverdiinnungen hergestellt. Mit jeder dieser Verdlinnungsstufen werden je 4
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Priifmengen inokuliert, so dass nach Abschluss aller Untersuchungen und Bestimmung der Keimzahl
der Ausgangsverdiinnung diejenige Verdiinnungsserie ausgewahlt werden kann, deren geringster
Keimlevel dem geforderten LODs, am nachsten kommt. Eine genaue Beschreibung findet sich in Kap.
5.4.2 der Norm.

Herstellung der Inokula und Dotieren der Lebensmittelproben

Die Probeneinwaage, die mit den o. a. Inokula beimpft wird, richtet sich nach dem jeweiligen
Priifverfahren. I. d. R. ist von 10 g oder 25 g auszugehen. Grof3ere Einwaagen als bei der Validierung
der jeweiligen Norm verwendet wurden, kénnen nicht fiir die Verifizierung eingesetzt werden; es
muss in diesem Fall eine Validierung fiir diese Einwaagen erfolgen.

Fiir die angestrebten Keimsuspensionen kénnen Ubernachtkulturen mit McFarland 0,5 (ca. 106 bis
107 KbE/ml) nach entsprechender Verdiinnung oder bereits eingestellte Keimsuspensionen, wie z. B.
Gefrierstamme aus der Nahrmedienpriifung verwendet werden.

Bei Verwendung von Ubernachtkulturen kann der zu erwartende Keimgehalt aufgrund von
Erfahrungen bereits bekannt sein oder er muss durch eine Keimzahlung vor Versuchsbeginn ermittelt
werden.

Als Anhang 1 des Leitfadens wird eine Excel-Tabelle zur Berechnung des jeweiligen Volumen-
/Keimdichte-Verhaltnisses zur Verfligung gestellt.

Die beimpften Proben sowie die Negativkontrollprobe werden mit Hilfe des vollstandigen Ablaufs
des zu verifizierenden Verfahrens untersucht.

Dabei muss mindestens eine einzelne Priifmenge in jedem Beimpfungsniveau mit positiven
Ergebnissen bestatigt werden; die Anzahl der Kolonien zur Bestatigung darf dabei auf eine bestatigte
Kolonie reduziert werden (die vollstandige Bestatigungsreaktion kann reduziert werden, vergl. 3.2.1

b)).

Zusatzlich erfolgt die Berechnung der Keimzahl des Ausgangsinokulums, die fir die Berechnung des
,LIL“ bendtigt wird (s. u.).

5.1.4 Auswertung und Dokumentation mittels Verifizierungsbericht

Fir jeden Level wird die Anzahl der positiv getesteten Proben ermittelt. Dabei miissen folgende
Bedingungen erfillt werden:
- Die Negativkontrollprobe darf kein positives Ergebnis aufweisen
(also Anzahl positive = 0)
- Die Probe mit hohem Kontaminationsniveau muss ein positives Ergebnis aufweisen, (also
Anzahl positive = 1)
- Der mittlere und der geringe Level darf negative und positive Proben enthalten
(also Anzahl positive zwischen ,,0“ und ,,4%)

Anhand der erhaltenen Zahlenkombination fiir die drei Kontaminationslevel und die Negativkontrolle
wird mit Hilfe der Tabelle 6 der Norm der eLODs, ermittelt, wobei als ,LIL“ (low inoculation level) die
berechnete Keimzahl im niedrigsten Beimpfungsniveau eingefligt wird (= Keimzahl des
Ausgangsinokulums geteilt durch 9).

Der so bestimmte eLODs, (ausgedriickt als KbE/Priifmenge) wird nun mit dem LODs, der
entsprechenden Matrix aus der Validierungsstudie verglichen. Der eLODs, darf das Vierfache des
LODs, aus der Validierungsstudie nicht Gberschreiten.

Wenn die Verifizierungsergebnisse dieser Zulassigkeitsgrenze nicht entsprechen (eLODs, > 4 x LODs),
wird eine Ursachenanalyse durchgefiihrt, die z. B. folgende Fehlermdglichkeiten beriicksichtigt:
Mangel an guter Laborpraxis, Beimpfungsfehler, Fehler durch besonders anspruchsvolles

12
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Probenmaterial etc. Nach Identifizierung und Korrektur der erkannten Probleme wird die
Verifizierungsuntersuchung wiederholt.

Darstellung und Bewertung der erzielten Untersuchungsergebnisse und Leistungskriterien

Zum Abschluss der Verifizierung muss der Anwender bewerten und dokumentieren, dass das Labor
die Leistungskriterien erfiillt und die erforderliche Kompetenz zur Durchfiihrung der Untersuchung
vorhanden ist.

Auf ihrer Homepage haben die Herausgeber der Norm Informationen und Arbeitshilfen zum
Verifizierungsverfahren hinterlegt, darunter auch Excel-Tools zur Erfassung und Bewertung der
Verifizierungs-Kenndaten (siehe auch Kapitel 6 - Literatur).

Auf Grundlage der dort veréffentlichten Hilfstabellen wurde von der ALTS-AG ,,Mikrobiologie und
Hygiene“ ein Tool fiir die hier vorgestellte Arbeitsvorschrift 1 entwickelt, welches die Dokumentation
der Planung und Durchfiihrung (Verifizierungsplan) sowie die Ergebnisdarstellung und Bewertung
der durchgeflhrten Verifizierung (Verifizierungsbericht) erméoglicht (siehe Anhang 2 des Leitfadens).

Entsprechende Excel-Tools fiir Arbeitsvorschriften 2 und 3 finden sich auf der Homepage des ISO
SC9-Kommittes (siehe Kapitel 6 - Literatur).

5.2 Durchfiihrung fiir quantitative Verfahren

Die Verifizierung von quantitativen Verfahren besteht aus
- der Bestimmung der laborinternen Vergleichstandardabweichung Sz
und
- der Bestimmung der geschitzten systematischen Abweichung eBias.

5.2.1 Verifizierung der Implementierung - Sz
Die Verifizierung der Implementierung dient dazu, die Kompetenz des Anwenderlabors zur
Durchfiihrung des validierten Verfahrens darzustellen.

5.2.1.1 Analyse der Validierungsdaten
Die bei den Validierungsstudien ermittelten Validierungsdaten zur laboriibergreifenden
Vergleichstandardabweichung (Sg) werden ermittelt und fiir den spateren Abgleich dokumentiert.

5.2.1.2 Erstellung eines Verifizierungsplans

Das Labor kann die laborinterne Vergleichstandardabweichung Sir zur Bestimmung der technischen
Unsicherheit nach ISO 19036 oder im Rahmen der Methodenverifizierung durchfiihren (s. Punkt
3.2.3 a)). Dies ist bei der Planung zu beriicksichtigen.

Auf den Leitfaden Messunsicherheit Stand: 11-2021 der ALTS-Arbeitsgruppe wird hingewiesen.

5.2.1.3 Erstellung eines Verifizierungsberichts

Die Ergebnisse der Validierungsstudie zur Sg werden je Lebensmittelmatrix gemittelt und mit den
fur die Sk ermittelten Werten verglichen und das Ergebnis abschlieRend bewertet (s. Tabelle 12 der
ISO 16140-3).

Fir die Verifizierung muss der Wert fiir die S des verifizierten Verfahrens kleiner oder gleich 2 x
dem niedrigsten Mittelwert sein, der aus den Werten fir die Sg berechnet wurde. Wenn in der
Validierungsuntersuchung nur ein Sg-Wert bestimmt wurde, muss die Si des verifizierten
Verfahrens kleiner oder gleich 2 x Si sein.

5.2.2 Verifizierung der Lebensmitteleinheit - geschétzte systematische Abweichung (eBias)
Die Bestimmung der geschatzten systematischen Abweichung (eBias) ist fiir die Verifizierung der
Lebensmitteleinheit erforderlich.
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5.2.2.1 Analyse der Validierungsdaten

Fiir diesen Leistungsparameter werden keine Validierungsdaten aus dem zu implementierenden
Referenzverfahren benétigt, vielmehr gibt ISO 16140-3 die Vorgehensweise sowie eine fixe
Zulassigkeitsgrenze fir den eBias vor.

5.2.2.2 Erstellung eines Verifizierungsplans

Auswahl der Matrix

Der Umfang der zu priifenden Matrizes kann in akkreditierten Labors unter bestimmten
Voraussetzungen eingeschrankt und auf ein Mindestmal begrenzt werden. Zum Beispiel kann
beriicksichtigt werden, dass viele Matrizes bereits im Rahmen der Validierung umfassend gepriift
wurden und mikrobiologisch dhnliche Produkte zusammengefasst werden kénnen (siehe Pkt. 3.2.3
).

Von den im Anwendungsbereich des Verfahrens beschriebenen Matrixgruppen wird eine Matrix
ausgewahlt, die im Labor haufig mit diesem Verfahren untersucht werden soll. Sollte es eine oder
mehrere weitere Matrizes geben, die bekannt dafiir sind, bei mikrobiologischen Verfahren anders zu
reagieren (Beispiel: Gewlirze, Schokolade, Ei), sollten auch diese in die Verifizierung einbezogen
werden.

Auswahl des Zielkeims

Als Zielkeim fiir das Dotieren sollte ein Keim gewahlt werden, der die im Prifverfahren
beschriebenen Merkmale aufweist. Besonders geeignet sind z. B. die zur Ndhrmedienpriifung
gemal ISO 11133 verwendeten Stamme. Vorzugsweise sollten sie aus einer anerkannten
Stammsammlung stammen.

Bei der Untersuchung mehrerer Matrizes kénnen je nach Prifverfahren (z. B. Enterobacteriaceae)
unterschiedliche Keime/Stamme fiir jede Matrix verwendet werden.

Auswahl der Beimpfungsniveaus

Die ausgesuchte Lebensmittelmatrix soll im Doppelansatz in 3 Keimstufen kiinstlich dotiert werden.
Die Keimmengen in den Lebensmitteln sollen zwischen 102 und 106 KbE/ml oder KbE/g liegen bzw.
in dem Keimbereich, der mit dem Prifverfahren tiblicherweise im Anwenderlabor bestimmt wird.
Dabei ist zu beriicksichtigen, dass bei den Inokula mit einer Schwankungsbreite von  30% zur
ausgezahlten Keimdichte der Suspension zu rechnen ist.

Anmerkung: Wenn mehr als drei Keimstufen verwendet werden, steigt die Wahrscheinlichkeit, die
drei Niveaus zu erhalten, die fir die Verifizierung erforderlich sind.

Auswabhl der Priifmengen

Fiir die Bewertung der Ergebnisse miissen die eingesetzten Matrixeinwaagen in der ersten
Verdiinnungsstufe berticksichtigt werden. In der Regel sind dies 10 g ausgehend von 10 g Einwaage
+ 90 ml Verdiinnungslésung (oder 20 g + 180 ml).

Herstellung der Inokula

Eine angestrebte Keimmenge von z. B. 102, 10¢ und 106 KbE/ml oder KbE/g Lebensmittel kann
durch eine Ubernachtkultur und McFarland 0,5 (ca. 106 bis 107 KbE/ml) mit entsprechender
Verdiinnung oder aus einer eingestellten Keimsuspension zur Nahrmedienprifung mit einem
Keimgehalt von ca. 107 KbE/ml gewonnen werden. Weitere Konzentrationen kénnen durch
dezimale Verdiinnungen der Ausgangssuspension hergestellt werden.

Dotieren der Lebensmittelproben

Mindestens 6 Prifmengen (Probe A-F s. u.) werden dezimal verdiinnt und in diese Verdiinnungen
wird 1 mlin den gewlinschten Konzentrationen dotiert.

Es werden alle Keimlevel im Doppelansatz dotiert (Level 1 in A+B, Level 2 in C+D, Level 3 in E+F).
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Fir jede unterschiedliche Charge an Probenmaterial wird eine Probe (Probe G, ggf. H) unbeimpft
mit dem Priifverfahren untersucht, um das Hintergrundkeimniveau zu bestimmen.

AuBerdem wird die jeweilige zum Dotieren verwendete Keimsuspension auch ohne
Lebensmittelzusatz untersucht.

5.2.2.3 Durchfiihrung

Das zu verifizierende Verfahren wird gemaR Prifvorschrift durchgefiihrt.

Insgesamt werden mindestens 7 Priifmengen benétigt und 7 x das Priifverfahren mit Matrix
durchgefiihrt.

Zusatzlich muss der Keimgehalt der mindestens 3 Keimlevel ohne Matrix nach Vorgabe des
Priifverfahrens bestimmt werden.

Bei Bedarf erfolgt der Ansatz weiterer Keimlevel, jeweils 2x mit Matrix und einmal ohne. Werden
mehrere Chargen der Probenmatrix verwendet, wird fiir jede dieser Chargen eine Negativkontrolle
ohne Dotierung durchgefiihrt.

Niedriger Mittlerer Hoher Negativkontrollprobe
Keimlevel 1 Keimlevel 2 Keimlevel 3 pro Probencharge
A Probe + Susp. C Probe + Susp. E Probe + Susp. G Probe. o. Susp.
B Probe + Susp. D Probe + Susp. F Probe + Susp. Ggf. H Probe o. Susp.
Nur Susp. nach PV Nur Susp. nach PV Nur Susp. nach PV

Abkiirzungen: Susp: = Keimsuspension, PV = Priifverfahren, welches verifiziert werden soll

5.2.2.4 Dokumentation mittels Verifizierungsbericht

Die Durchfiihrung, die Ergebnisse und die Bewertung werden dokumentiert.

Darstellung der erzielten Untersuchungsergebnisse und Berechnungen

Die Keimzahlen KbE/g aus jedem Beimpfungsniveau mit und ohne Probenmaterial (Suspension)
werden gemal Prifverfahren ermittelt (Spalte I und V) und in logio (Spalte IT und VI) umgerechnet.
Aus den Doppeluntersuchungen je Level werden die Mittelwerte berechnet (Spalte III) und auf die
tatsachlich eingesetzte Einwaage in der ersten Verdiinnungsstufe (z. B. 10 g) umgerechnet (x 10)
(Spalte 1V).

Die Differenz der Ergebnisse mit (Spalte IV) und ohne (Spalte VI) Probenmaterial wird errechnet.

Beispiel:
I II I11 v \Y VI
. KbE/
KbE/g LM | In MlttelwerFe Prifmenge | KBE/ml In Differenz
Level | Probe pro Levelin | .
+ Susp. logao o in logio Susp. logo IV -VI
8w (hier 10 g)
1 A 115 2,06 3,04
1 B 104 2,02 2,04 1250 31 0,06
2 C 12784 4,11 5,13
5 D 13654 214 4,13 135000 51 0,03
3 E 1246780 6,1 7,1
3 F 1227780 6.09 6,1 12890000 | 7,1 0
0 G <10
0 GgfH | <10
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Bewertung, ob die erforderlichen Leistungskriterien erfiillt und die Anwenderkompetenz vorhanden
ist

Die Differenz (= geschatzte systematische Abweichung eBias) sollte bei jedem
Kontaminationsniveau nicht tber 0,5 logi, liegen.

Wenn der eBias den angestrebten Wert von 0,5 logi, nicht Giberschreitet, gilt die Verifizierung als
erfolgreich durchgefiihrt.

Diese Bewertung gilt, wenn die Untersuchung der Proben ohne Suspensionszusatz (G u. ggf. H)
keinen Nachweis der gesuchten Keime ergeben hat. Wurden in den Negativkontrollproben
Keimzahlen der gesuchten Keime nachgewiesen, so ist dies bei der Berechnung zu beriicksichtigen.
Sollte das Priifverfahren fiir mikrobiologisch sehr unterschiedlich zu bewertende Matrizes
eingesetzt werden, sollte die Bestimmung von eBias an einer weiteren Matrix durchgefiihrt werden.

Auf ihrer Homepage haben die Herausgeber der Norm ein Excel-Tool zur Erfassung und Bewertung
des eBias veroffentlicht (siehe auch Kapitel 6 - Literatur). Eine tibersetzte und mit weiteren Angaben
erganzte Tabelle ist diesem Leitfaden als Anhang 3 beigefiigt. Sie kann fiir die Dokumentation des
Verifizierungsplans und zur Berechnung des eBias verwendet werden.

5.3 Durchfiihrung fiir alternative Bestatigungs- und Typisierungsverfahren

In diesem Leitfaden wird nur auf die Verifizierung und die méglichen Reduzierungen von qualitativen
und quantitativen Verfahren eingegangen. Die weiteren Verfahren wie z. B. Bestatigungsreaktionen
sind der ISO 16140-3 Kapitel 7 zu entnehmen.

6 Literatur

DIN EN ISO/IEC 17025:2018-03
Allgemeine Anforderungen an die Kompetenz von Priif- und Kalibrierlaboratorien
(ISO/IEC 17025:2017); Deutsche und Englische Fassung EN ISO/IEC 17025:2017

DIN EN ISO 16140-3:2021-06

Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Verfahrensvalidierung - Teil 3: Arbeitsvorschrift fir die
Verifizierung von Referenz- und validierten alternativen Verfahren in einem Einzel-Labor (ISO 16140-
3:2021); Deutsche Fassung EN ISO 16140-3:2021

DIN EN ISO 16140-1:2016-11
Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Verfahrensvalidierung - Teil 1: Terminologie (ISO 16140-
1:2016); Deutsche Fassung EN ISO 16140-1:2016

DIN EN ISO 11133:2020-10

Mikrobiologie von Lebensmitteln, Futtermitteln und Wasser - Vorbereitung, Herstellung, Lagerung
und Leistungspriifung von Nahrmedien (ISO 11133:2014, korrigierte Fassung 2014-11-01 + Amd.
1:2018 + Amd. 2:2020); Deutsche Fassung EN ISO 11133:2014 + A1:2018 + A2:2020

ALTS-Leitfaden zu DIN EN ISO 11133, Stand: 2015-05

Ubergangszeit fiir die Umsetzung von ISO 16140-3, Version vom 19.01.2021

Hilfsmaterialien der ISO

Diese Hilfsmaterialien sind auf der SC 9 Homepage verflgbar:
https://committee.iso.org/sites/tc34sc9/home/essential-information/content-left-area/validation-
of-methods/method-validation-and-method-ver.html
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- Excel-Tool: ISO_16140-3_2021_Method_verification_Calculation_tool_version_20210319.xlsx
https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Method%20validation-
verification/ISO 16140-3 2021 Method verification Calculation tool version 20210319.xlsx

- Excel-calculation tool ISO 16140-3:2021 for assistance on statistics:
https://committee.iso.org/sites/tc34sc9/home/essential-information/content-left-
area/validation-of-methods/method-validation-and-method-ver.html

- Presentation: Overview of the ISO 16140 series — standards for validation and verification of
microbiology methods:
https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Method%20validation-
verification/1)%20Presentation Overview ISO 16140 series 20210322.pdf

- Presentation: Overview of ISO 16140-3 ‘Method verification’ — improving confidence in
laboratory results:
- PDF: https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Method%20validation-
verification/2)%20Presentation Overview ISO 16140-3 Method verification 20210322.pdf
- PowerPoint: https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Method%20validation-

verification/2)%20Presentation Overview ISO 16140-3 Method verification 20210322.pptx

- Presentation: “Deep dive” into ISO 16140-3 ‘Method verification’ — an extended training for
improving confidence in laboratory results:
- PDF: https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Method%20validation-
verification/3)%20Training Deep dive ISO 16140-3 Method verification%2020210322.pdf
- PowerPoint: https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Method%20validation-

verification/3)%20Training Deep dive ISO 16140-3 Method verification%2020210322.pptx

- Recording of the Webinar on 2 March 2021: Publication ISO 16140-3 ‘Method verification’
https://vimeo.com/522329760

Anhange
Disclaimer/Haftungsausschluss:

Die Anhédnge wurden von der ALTS-AG erstellt. Fiir mégliche Fehler wird keine Haftung ibernommen.

Die Anhénge sind nur fiir den wissenschaftlichen Gebrauch im Anwenderlabor vorgesehen.
Anhang 1: Rechen-Tool zur Einstellung des Keimgehaltes fiir die Inokulation von Priifmengen
Anhang 2: Rechen- und Bewertungs-Tool fiir die Bestimmung des eLODs, nach Arbeitsvorschrift 1

Anhang 3: Rechen- und Bewertungs-Tool zur Verifizierung des Estimated Bias (eBias)
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Veroffentlicht im Journal of Consumer Protection and Food Safety
J Consum Pro Food Saf (2021)
DOL: https://doi.org/10.1007/s00003-022-01400-01

2022/89/17 Moglichkeiten zur Sicherstellung der Einhaltung der Bebriitungszeiten in der
Mikrobiologie

Sachverhalt/Frage

GemiR DIN EN ISO/IEC 17025:2018-03 muss das Laboratorium iiber ein Verfahren zur Uberwachung
der Validitat der Ergebnisse verfiigen.

Darunter fillt in der Mikrobiologie auch die Einhaltung der Bebriitungszeiten.

Die Diskussion innerhalb der ALTS-AG Hygiene und Mikrobiologie ergab unterschiedliche

Vorgehensweisen, die auf ihre Eignung zur Uberwachung der Bebriitungszeiten besprochen wurden.

Beschluss
Der ALTS hilt die vorgestellten Vorgehensweisen (siehe Anlage) zur Sicherstellung der Einhaltung der

Bebriitungszeiten fiir geeignet.
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Einhaltung der Bebriitungszeit bei der mikrobiologischen Untersuchung

Datum/Uhrzeit

Nahrmediums einer Probe
mit Datum und genauer

z.B. mittels elektronisch
erzeugten Etiketten, mit

Lfd ) !E_ignung zur

Nr " | Bebriitungszeiten | Art der Kennzeichnung Voraussetzung Uberpriifung Dokumentation | Uberwachung der
) Bebriitungszeit

1 Kennzeichnung mit | Kennzeichnung jedes -

Zeitangabe (Begmr) und/ hinterlegten oder selbst g
oder Ende Inkubation) . .
gekennzeichneten Nicht
Bebriitungszeiten fiir jedes erforderlich,
Kennzeichnung der Einheitliche Nahrmedien | Nahrmedium wenn die
Plattenstapel, Topfe, und einheitliches oder Bebritungszeiten
Stander oder anderer Nachweisverfahren pro Zusammenfassung der eingehalten
Gestelle (flissige Medien) | Stapel/Topf/Stander/ unterschiedlichen Nahrmedien werden )
mit Datum und genauer Gestell mit Bebritungsdauer inkl. Ja
Zeitangabe (Beginn und/ Toleranzen (z.B. als
oder Ende Inkubation) Ubersichtsliste)
Der Bebriitungsbeginn wird | - Die Nahrmedien werden nach
auf dem Priifplan der vorgeschriebenem Zeitfenstern
Probe notiert. ausgewertet. Listen zu den ja ja

Bebriitungszeiten der einzelnen
Medien sind verfligbar
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Zeitfenstern fiir
Beginn und Ende
der Bebriitungszeit

Ohne Kennzeichnung

Inkubation ist jeden Tag
immer zur gleichen Zeit
und eine tageweise
Trennung im Brutschrank
ist gegeben.
Verschiedene
Nadhrmedien und
Nachweisverfahren
kénnen unterschieden
werden.

Kennzeichnung der
Plattenstapel, Topfe,
Stander oder anderer
Gestelle (flussige Medien)
nach den entsprechenden
Zeitfenstern

Einheitliche Nahrmedien
und einheitliches
Nachweisverfahren pro
Stapel/Topf/Stander/
Gestell

Eine tageweise Trennung
im Brutschrank ist
gegeben

z.B. mittels Listen, in denen die
unterschiedlichen Nahrmedien
mit Bebritungsdauer inkl.
Toleranzen enthalten sind

Nicht
erforderlich,
wenn die
Bebriitungszeiten
/ Zeitfenster
eingehalten
werden

Lfd. ) I_Ejgnung zur

Nr Bebriitungszeiten | Art der Kennzeichnung Voraussetzung Uberpriifung Dokumentation | Uberwachung der
) Bebriitungszeit

2 Festlegung von Der Beginn der

ja

ja
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Veroffentlicht im Journal of Consumer Protection and Food Safety

J Consum Pro Food Saf (2021)

DOL: https://doi.org/10.1007/s00003-022-01400-01

2022/89/18 Empfehlung zur experimentellen Abschitzung der Messunsicherheit bei quantitativen

mikrobiologischen Untersuchungsverfahren fiir Lebensmittel

Sachverhalt/Frage

Aufgrund der im Mai 2020 erschienenen DIN EN ISO 19036 (Feststellung von Messunsicherheiten
(MU) bei quantitativen Bestimmungen) sah sich die ALTS-AG ,,Hygiene und Mikrobiologie“ veranlasst,
den Abschlussbericht ,,Validierung mikrobiologischer Untersuchungsverfahren® zur experimentellen
Ermittlung der Messunsicherheit quantitativer mikrobiologischer Untersuchungsverfahren
(veroffentlicht im Journal fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit [J. Verbr. Lebensm. 4
(2009): Supplement 1:76-84], doi: 10.1007/s00003-009-0462-9) der aktuellen Normenlage

anzupassen.

Beschluss

Der Leitfaden ,Empfehlung der ALTS-AG ,Hygiene und Mikrobiologie® zur experimentellen Ermittlung
der Messunsicherheit quantitativer mikrobiologischer Untersuchungsverfahren fiir Lebensmittel”

(Anlage) wird zur Anwendung empfohlen.

Der Leitfaden wird zusétzlich auf der BVL-Homepage verdffentlicht.



Anlage zu Beschluss 2022/89/18

Empfehlung der ALTS-Arbeitsgruppe
»Hygiene und Mikrobiologie*
zur experimentellen Abschatzung der Messunsicherheit bei quantitativen
mikrobiologischen Untersuchungsverfahren fiir Lebensmittel

2. Version (November 2021)
NI UNG 3

KAPITEL | EMPFEHLUNG ZUR ABSCHATZUNG DER MESSUNSICHERHEIT BEI

QUANTITATIVEN MIKROBIOLOGISCHEN UNTERSUCHUNGSVERFAHREN. ....................... 3
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Einleitung

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

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

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

Kapitel | Empfehlung zur Abschatzung der Messunsicherheit bei quantitativen
mikrobiologischen Untersuchungsverfahren

1 Anwendungsbereich

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

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

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

2.1 Prazision

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

2.2 Wiederholprazision (r)

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

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

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

2.4 Richtigkeit

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

Anmerkung:

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

2.5 Messunsicherheit (MU)

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

Anmerkung:

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

2.6 Technische Unsicherheit

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

Anmerkung:

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

2.7 Matrixunsicherheit

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

2.8 Verteilungsunsicherheit

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

Anmerkung:

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

2.9 Standardunsicherheit (u)

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

2.10 Erweiterte Unsicherheit (U)

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

2.11 Laborinterne Vergleichsstandardabweichung (sir)

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

2.12 Laborprobe

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

2.13 Untersuchungsprobe

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

2.14 Prifmenge

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

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

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

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

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

4 Abschitzung der Messunsicherheit in der Mikrobiologie

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

- Technische Unsicherheit,

- Matrixunsicherheit und

- Verteilungsunsicherheit.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.1.1 Abschatzung aus Daten von Intra-Laborvergleichuntersuchungen

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

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

4.1.1.1 Durchfiihrung

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

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

4.1.1.2 Auswahl der Probenmatrix

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

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

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

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

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

4.1.1.3 Beimpfen des Probenmaterials

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

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

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

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

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

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

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

4.1.1.4 Keimzahlbereich und Koloniezahlen

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

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

4.1.1.5 Auswertung und Bestitigung

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

4.1.1.6 Berechnen der Vergleichsstandardabweichung

Die Keimzahlen werden als gewogene arithmetische Mittelwerte berechnet und anschliel3end
logarithmiert. Die laborinterne Vergleichsstandardabweichung (sr) wird nach der in der DIN EN
ISO 19036:2020 genannten Formel berechnet. Fur die DIN EN ISO 19036:2020 wird auf3erdem

Seite 9 von 17



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

ein verifiziertes Excel-Tool® zur Verfligung gestellt. Statt dieses Excel-Tools kann auch folgende
Formel verwendet werden:

Y.(logR; —logR3)?
Sig =

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

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

4.2 Matrixunsicherheit

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

4.3 Verteilungsunsicherheit

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

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

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

4.4 Erweiterte Messunsicherheit

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

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

6 Siehe Begriffsdefinitionen: ,Wiederholprazision*
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5 Angabe der Messunsicherheit im Priifbericht

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

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

- 5,00 £ 0,31 log10 KbE/g

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

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

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

Beispiel:

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

Kapitel I Interpretation von Messunsicherheiten bei quantitativen
mikrobiologischen Untersuchungsverfahren

6 Uberlegungen zur Beriicksichtigung bei der Beurteilung von Lebensmitteln

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

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

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

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

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

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

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

7 Bewertung der Prazisionsdaten

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

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

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

8 Schlussfolgerungen

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

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

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

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

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

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

Messwert mit Schatzintervall flr die
Messunsicherheit

Grenzwert T
indifferentes Ergebnis
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2022/89/19 Temperaturanforderungen an Sushi mit rohem Fisch, Krebs- und Weichtieren

und/oder Teilen davon sowie Sashimi auf der Ebene des Einzelhandels

Sachverhalt/Frage

Die Temperaturvorgaben fiir die Lagerung von Sashimi und Sushi mit Verwendung von rohen
Fischereierzeugnissen werden beim Lebensmittelunternehmer auf Einzelhandelsebene derzeit
unterschiedlich ausgelegt, da sie aufgrund der Einordnung entweder als frisches oder als verarbeitetes
(gesauertes) Fischereierzeugnis betrachtet werden. Bei welcher Temperatur sind diese Erzeugnisse zu

lagern?

Beschluss

Bei Sushi mit einem Anteil an rohen Fischereierzeugnissen sowie bei Sashimi handelt es sich um sehr
leicht verderbliche Lebensmittel, unabhangig davon, ob das Fischereierzeugnis frisch oder aufgetaut
ist und unabhangig davon, ob (Sushi-)Reis mit oder ohne weitere pflanzliche Anteile sowie Essig an den
tierischen Anteil gelegt wurde. Es findet in der Regel keine wesentliche Verdanderung des
urspriinglichen tierischen Anteiles statt. Es handelt sich hinsichtlich des Fischanteils somit nicht um

Verarbeitungserzeugnisse.

Wiirde vorverpacktes Sushi/Sashimi unter Verwendung von frischen Fischereierzeugnissen hergestellt
werden, waren Temperaturvorgaben gemaR Verordnung (EG) Nr. 853/2004 fir alle Ebenen inklusive

des Einzelhandels in Form einer Lagerung bei Temperaturen von schmelzendem Eis vorgegeben.

Fur vorverpackte Sushi/Sashimi unter Verwendung von rohen, aufgetauten Fischereierzeugnissen
hingegen werden in der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 lediglich Temperaturanforderungen fiir die

dem Einzelhandel vorgelagerten Stufen vorgegeben.

Aufgrund des Hygiene- und Gesundheitsrisikos in Verbindung mit dem hohen Bearbeitungs- und
Zerkleinerungsgrad ist Sashimi/Sushi, welches unter Verwendung von aufgetauten rohen
Fischereierzeugnissen hergestellt wird, unter fachlichen Gesichtspunkten genauso einzustufen wie ein
frisches Fischereierzeugnis. Somit ist auch auf der Stufe des Einzelhandels bis zur Abgabe an den
Endverbraucher eine Aufbewahrung dieser Erzeugnisse bei Temperaturen von schmelzendem Eis

notwendig.



Veroffentlicht im Journal of Consumer Protection and Food Safety
J Consum Pro Food Saf (2021)
DOL: https://doi.org/10.1007/s00003-022-01400-01

2022/89/26 QUID bei Fleischerzeugnissen, die unter Verwendung von Fleisch verschiedener

Tierarten hergestellt werden

Sachverhalt/Frage

Bei einigen Gefliigelwiirsten, die unter Verwendung von Hiihnerfleisch und Putenfleisch hergestellt
wurden, sind die Anteile an Huhn und Pute zusammen angegeben (z. B. Geflligelfleischwurst; Zutaten:
70 % Geflugelfleisch (Huhnerfleisch, Putenfleisch)).

Gemalk Anhang VIII Nr. 3 der VO (EU) Nr. 1169/2011 (LMIV) erfolgt die Angabe der Menge einer
Zutat oder Zutatenklasse als Prozentsatz der Menge der Zutat bzw. Zutaten zum Zeitpunkt ihrer
Verwendung. GemaR der Bekanntmachung der Kommission zur Anwendung des Prinzips der
mengenmaligen Angabe von Lebensmittelzutaten (Quid) vom 21.11.2017 Nr. 2 Punkt 7. (2017/C
393/05) ist die QUID-Angabe i. S. von Art. 22 Abs. 1 Buchst. a) der VO (EU) Nr. 1169/2011 ebenfalls
erforderlich, wenn in der Bezeichnung des Lebensmittels die Zutatenklasse genannt wird, wie etwa in
»~Gemisepastete”, ,Fischstabchen®, ,Nussbrot“ oder ,Obstkuchen®. In diesen Fallen sollte sich die
QUID auf den Gesamtgehalt an Gemdise, Fisch, Niissen bzw. Obst beziehen.

Daraus ergibt sich, dass die Mengenangabe von Zutaten einer in der Bezeichnung genannten
Klasse, beispielsweise bei Gefliigelfleischwurst die Menge an Gefligelfleisch insgesamt angegeben
werden kann, wenn Huhn und Pute verarbeitet worden sind. Ahnliches diirfte auch fiir Erzeugnisse aus
Wildfleisch gelten (z. B. kann bei einer Wildpastete, die aus Hirsch- und Wildschweinfleisch hergestellt

wurde, die Summe an Hirsch- und Wildschweinfleisch angegeben werden).

Beschluss

Sofern bei nicht expliziter Nennung einer Tierart in der Bezeichnung lediglich ein zusammenfassender
Begriff wie z. B. ,,Wild“ oder ,,Gefliigel“ genannt, geniigt die zusammengefasste Mengenangabe fiir die
jeweilige Zutatenklasse (z. B. X % Wildfleisch bzw. X % Gefliigelfleisch) den rechtlichen Anforderungen
zur Mengenkennzeichnung gemaR Anhang VIII Nr. 3 der VO (EU) Nr. 1169/2011.

Dieser Beschluss (2022/89/26) ersetzt den Beschluss 2006/59/36.



Veroffentlicht im Journal of Consumer Protection and Food Safety
J Consum Pro Food Saf (2021)
DOL: https://doi.org/10.1007/s00003-022-01400-01

2022/89/27 Maschinelle Restfleischgewinnung von Kehlkopf und Trachea

Sachverhalt/Frage

Von einer Uberwachungsbehérde  wurde festgestell, dass mit der fir die
Separatorenfleischgewinnung blichen Technologie von ganzen Kehlkdpfen mit Anteilen an Trachea
eine ,Fleischmasse“ gewonnen wurde, die ohne weitere Angaben als Verarbeitungsfleisch in den
Verkehr gebracht wurde. Diese Gewinnungstechnologie wurde untersagt, da das derart gewonnene
sFleisch® Knorpelanteile von Kehlkopf und Trachea enthielt. Man sah hier einen Verstol} gegen
hygienerechtliche Bestimmungen, da der Lebensmittelunternehmer gemaR VO (EG) Nr. 853/2004
Anhang III Abschnitt VI Nr. 1 Buchstabe c sicherstellen muss, dass u. a. Knorpel des Kehlkopfes und
der Trachea nicht fiir die Herstellung von Fleischerzeugnissen verwendet werden. AuRerdem enthalt
diese ,Fleischmasse“ Schleimhautanteile, deren Verarbeitung zu Fleischerzeugnissen nicht der
Verkehrsauffassung entspricht. Die von der Behorde verfiigten MalRnahmen wurden gerichtlich
bestatigt (rechtskraftiges Urteil des VG Liineburg vom 14. Marz 2013, Az. 6A 41/10).

In diesem Fall wird ,,Fleisch“ auf maschinelle Weise von Knorpeln gewonnen. Der Hersteller geht daher
davon aus, dass es sich nicht um Separatorenfleisch handelt, da Separatorenfleisch definitionsgemaR

vom Knochen gewonnen wird.

Beschluss

Fleisch, das auf dieselbe Art und Weise wie Separatorenfleisch statt von Knochen von Kehlkopf und
Trachea gewonnen wurde, darf auf Grund der enthaltenen Knorpelanteile nicht zu Fleischerzeugnissen
verarbeitet werden (vgl. Anhang III Abschnitt VI Nr. 1 Buchst. c) der VO (EG) Nr. 853/2004).

Auch wegen der enthaltenen Schleimhaut wird derart gewonnenes Fleisch Gblicherweise nicht zu

Fleischerzeugnissen verarbeitet (LS-Nr. 1.2.7).

Dieser Beschluss (2022/89/27) ersetzt den Beschluss 2011/67/25.
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2022/89/28 Auftauhinweis bei aus tiefgefroren gelagertem Rohschinken - Ausgangsmaterial

hergestellten ,,Rohschinkenwiirfeln®

Sachverhalt/Frage
Unterliegen aus tiefgefroren gelagerten Rohschinkenabschnitten geschnittene Schinkenwirfel der
Verpflichtung zur Ergdnzung der Bezeichnung mit dem Hinweis ,aufgetaut® im Sinne des Art. 17 Abs.

5i.V.m. Anhang VI Teil A Nr. 2 der VO (EU) Nr. 1169/2011 (LMIV)?

Beschluss

Werden Schinkenabschnitte zur Herstellung von Schinkenwiirfeln tiefgefroren gelagert, ist mit einer
Qualitatsminderung zu rechnen. Die daraus in gefrorenem Zustand geschnittenen Schinkenwiirfel sind
wenn sie gekiihlt und fertig verpackt in Verkehr gebracht werden, mit dem Hinweis ,,aufgetaut” zur
Ergdnzung der Bezeichnung gemaR Art. 17 Abs. 5 i. V. mit Anhang VI Teil A Nr. 2 der VO (EU) Nr.
1169/2011 zu versehen.

Dieser Beschluss (2022/89/28) ersetzt den Beschluss 2011/68/109.



Veroffentlicht im Journal of Consumer Protection and Food Safety
J Consum Pro Food Saf (2021)
DOL: https://doi.org/10.1007/s00003-022-01400-01

2022/89/29 ,,...mett nach Art einer Frischen Zwiebelmettwurst“ - Abgrenzung von Mett zu frischer

Mettwurst/Zwiebelmettwurst

Sachverhalt/Frage

Ist die Bezeichnung ,,...mett nach Art einer Frischen Zwiebelmettwurst®im Sinne des Art. 17 Abs. 1 VO
(EU) Nr.1169/2011 (LMIV) hinreichend genau, um zu erkennen welches Erzeugnis vorliegt?

In der Bezeichnung wird auf zwei unterschiedliche Erzeugnisse verwiesen, flr die es jeweils eine
eigenstandige Verkehrsauffassung gibt. Die Bezeichnung ,....Mett“ steht (iblicherweise fir ein zum
Rohverzehr bestimmtes, ggf. mit Salz, Zwiebeln und Gewiirzen ,zubereitetes“ Schweinehackfleisch
(vgl. Nr. 2.1.5.2 der Leitsétze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse des Deutschen Lebensmittelbuches).
Dem gegeniiber versteht man nach allgemeiner Verkehrsauffassung unter ,,Frische Zwiebelmettwurst*
eine streichfihige, umgerotete, gereifte und leicht gesduerte frische Rohwurst mit ausgepragter
Reifungsflora und entsprechendem Rohwurstaroma (vgl. Nr. 2.4.1.2 der o. g. Leitsétze).

Kann der Verbraucher anhand der Bezeichnung ,,...mett nach Art einer Frischen Zwiebel-mettwurst®
erkennen, um was fir ein Erzeugnis es sich handelt?

Ist ein Erzeugnis, welches aus Schweinehackfleisch besteht, gewiirzt und gepokelt wurde als ,,Produkt
eigener Art“ anzusehen und kann dieses gemaR VO (EU) Nr. 1333/2008 als nicht warmebehandeltes

Fleischerzeugnis (Kategorie 08.3.1) eingeordnet werden?

Beschluss
1. Die gleichzeitige Verwendung der Bezeichnungen ,,...Mett“ (Nr. 2.1.5.2 der Leitsatze fir Fleisch
und Fleischerzeugnisse) und ,,...mettwurst“ (Nr. 2.4.1.2.3 der o. g. Leitsitze), auch mit der
Ergdnzung ,nach Art...“ ist widerspriichlich.
2. Die Bezeichnung ,Mett* fiir ein gepokeltes Erzeugnis ist keine verkehrsiibliche Bezeichnung.
3. Die Bezeichnung ,Zwiebelmettwurst“ / ,frische Mettwurst® als Bezeichnung fir eine
leitsatzkonforme kurzgereifte Rohwurst setzt voraus, dass die folgenden Kriterien eingehalten
sind:
e Geruch, Geschmack, (Abbindung) rohwurstartig
e stabile Umrétung (sensorisch, in Zweifelsfallen chemisch: = 50 % nach Méhler-Methode)
e Sauerung: pH-Wert < 5,6; D(-)Milchsaure = 0,2 g/100g
e mikrobiologische Beschaffenheit (dominierende Fermentationsflora > 1,0 x 106KbE/g, niedrige

Keimzahlen an Gramnegativen < 1,0 x 10* KbE/g).

1 Die Kriterien wurden auf der 49. Arbeitstagung vom ALTS beschlossen. Ihre Anwendung wurde im April 1997 vom
Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) im Abschlussbericht ,,Bundesweite
Erhebung zum mikrobiologischen Status von frischen streichfdhigen Mettwirsten“ empfohlen (Bundesgesundheitsbl-
Gesundheitsforsch - Gesundheitsschutz 42. 965-966 (1999). https://doi.org/10.1007/s001030050231)
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4. Der Zusatz von Nitrit ist dann zuldssig, wenn es sich um ein nicht warmebehandeltes
Fleischerzeugnis (Kategorie 08.3.1 der VO (EU) Nr. 1333/2008) handelt. Eine Zwiebelmettwurst /

frische Mettwurst gilt in jedem Fall als nicht warmebehandeltes Fleischerzeugnis, wenn die unter

3. genannten Kriterien eingehalten sind.

Dieser Beschluss (2022/89/29) ersetzt den Beschluss 2016/77/22.
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