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DIN EN ISO 13843:2017

■ Dokument, das Verfahrensabläufe zur Charakterisierung und 
Verifizierung von mikrobiologischen Verfahren vorgibt
• Als Charakterisierung wird die Untersuchung solcher Parameter bezeichnet, 

die zur Bewertung der Leistungsfähigkeit eines mikrobiologischen Verfahrens 
geeignet sind.

• Als Verifizierung wird die Durchführung einer zweiten Charakterisierung 
bezeichnet, die zur Bestätigung der Ergebnisse der ersten Charakterisierung 
dient und somit auch die Befähigung eines Labors zeigt, mit der neuen 
Methode Leistungsdaten zu erzeugen, die der primären Charakterisierung der 
Methode ähneln.

■ Die Betonung liegt dabei auf selektiven quantitativen Methoden
■ Die Norm gilt für alle Wasserarten
■ Die Anwendung der Norm für Verfahren, die nicht auf direkter 

mikroskopischer Zählung, Koloniezählung oder 
wahrscheinlichster Zahl beruhen, sollte gründlich geprüft werden

Wasserbeschaffenheit-
Anforderungen zur Bestimmung von Leistungsmerkmalen 
von quantitativen mikrobiologischen Verfahren
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■ Charakterisierung eines mikrobiologischen Verfahrens
• Untersuchung und Formulierung der Leistungsmerkmale
• Informationen über die wahrscheinliche Leistung des untersuchten 

Verfahrens unter definierten Umständen
• Numerische und beschreibende Kenngrößen werden generiert, die die 

Leistungsfähigkeit der neuen oder modifizierten Methode beschreiben
• Die Charakterisierung wird zunächst von einem Labor durchgeführt, das 

technische Angestellte beschäftigt, die über eine hohe Kompetenz und 
fundierte Erfahrungen mit anderen mikrobiologischen Verfahren verfügen

DIN EN ISO 13843:2017- Charakterisierung 
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DIN EN ISO 13843:2017- Verifizierung

■ Verifizierung
• Wird ein neues Verfahren eingeführt und das erste Mal von einem Labor

angewandt, muss dieses Labor nachweisen, dass es in der Lage ist,
Leistungsdaten zu erzeugen, die denen der ursprünglichen Bestimmung der
Leistungsdaten der Methode entsprechen.

• Die bei der Verifizierung gewonnen Daten liefern Informationen über die
Qualität der Daten, die das Labor zukünftig mit der neuen Methode gewinnen
wird.
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DIN EN ISO 13843:2017- Leistungsmerkmale

Parameter Definition

Sensitivität Anteil der Gesamtpositivergebnisse

Spezifität Anteil der Gesamtnegativergebnisse

Falsch-Positiv-Rate Anteil der positiven Ergebnisse, die sich durch weitere 
Spezifizierung als negativ erweisen

Falsch-Negativ-Rate Anteil der negativen Ergebnisse, die sich durch 
weitere Spezifizierung als positiv erweisen

Selektivität Verhältnis Zielkolonien/Gesamtkolonien

Effizienz Anteil der Gesamtkolonien, die in der vorläufigen 
Zählung richtig bestimmt wurden

Obergrenze Obergrenze des Arbeitsbereichs, für den das 
Verfahren geeignet ist

Wiederholpräzision Präzision unter Wiederholbedingungen

Vergleichspräzision Präzision unter laborinternen Vergleichsbedingungen

Robustheit Maß für die Kapazität einer Prüfung, durch 
beabsichtigte Veränderungen der Prüfbedingungen 
unbeeinflusst zu bleiben

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

Zählunsicherheit Relative Standardabweichung der 
Wiederholzählungen des Ziels, die sich unter 
definierten Bedingungen durch eine wiederholte 
Zählung ergeben hat

Leistungsmerkmale für 
die Verifizierung 
(Mindestanforderung)

• Sensitivität
• Spezifität
• Falsch-Positiv-Rate
• Falsch-Negativ-Rate
• Selektivität
• Effizienz
• Wiederholpräzision
• Zählunsicherheit
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DIN EN ISO 13843:2017- Kategoriale Leistungsmerkmale

■ Kategoriale Leistungsmerkmale

• Sensitivität
• Spezifität
• Falsch-Positiv-Rate
• Falsch-Negativ-Rate
• Selektivität
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DIN EN ISO 13843:2017- Kategoriale Leistungsmerkmale

■ Die Proben werden nach der für das neue Verfahren 
vorgegebenen Methode analysiert

■ Zusätzlich ist eine sekundäre Bestätigung nötig 
■ Durchführung im Labor:

• Bei mehreren Labormitarbeitern sollten mehrere Untersuchende teilnehmen
• 5 Proben sind zu verwenden (20 bis 80 Kolonien/Probe; insgesamt 100 bis 

400 typische Kolonien)
• Platten mit mehr als 300 Kolonien werden nicht ausgewertet (bei 

Membranfiltration nicht mehr als 80 Kolonien)
• Nach Möglichkeit natürlich kontaminierte Proben verwenden; Trinkwasser, 

welches mit Oberflächen- oder Abwasser dotiert ist oder generell dotiertes 
Material sind auch zulässig
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DIN EN ISO 13843:2017- Kategoriale Leistungsmerkmale

■ Beispiel: Verifizierung des Nachweises von Clostridium 
perfringens mittels TSC (DIN EN ISO 14190)

positiv nach DIN EN ISO 14190 negativ nach DIN EN ISO 14190
positiv Referenz 64 6 70
negativ Referenz 8 150 158

72 156 228

Sensitivität = a/(a+b) = 91%
Spezifität = d/(c+d) = 95%

Falsch positiv‐Rate = c/(a+c) = 0,11
Falsch negativ‐Rate = b/(b+d) = 0,04

Effizienz = (a+d)/n = 94%

(a) (b)
(c) (d)

(b+d)(a+c)

(a+b)
(c+d)
(n)

Gesamtanzahl der Tests n =a+b+c+d

Kolonie Probe Kolonietyp 
auf TSC

saure 
Phosphatas
e Reagenz

gelbe 
Kolonien 
auf mCP

Rotfärbung 
nach 

Bedampfun
g mit HNO3

Ergebnis MALDI-TOF
Bestätigung 
durch MALDI‐

TOF
1 A verdächtig positiv positiv positiv richtig‐positiv
2 B verdächtig negativ negativ negativ richtig‐negativ
3 C verdächtig positiv negativ negativ falsch‐positiv IWW 3  falsch‐posi v
4 D unverdächtig positiv positiv positiv falsch‐negativ IWW 9  rich g‐nega v
5 E unverdächtig positiv positiv positiv falsch‐negativ IWW 16  falsch‐nega v
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DIN EN ISO 13843:2017- Wiederholpräzision

■ Maß für die Präzision zwischen den Ergebnissen unabhängiger 
Messungen des gleichen Analyten unter Wiederholbedingungen

■ Immer ein Untersuchender bearbeitet eine Probe; bei mehreren 
Labormitarbeitern wird die Wiederholbarkeit für jeden einzelnen 
Untersuchenden ermittelt

■ Die Randbedingungen müssen vergleichbar sein (ähnliche Zeit, 
gleicher Inkubator,…)

■ 3 Proben, 10 Replikate (20 bis 80 KBE)
■ Nach Möglichkeit natürlich kontaminierte Proben verwenden; 

Trinkwasser, welches mit Oberflächen- oder Abwasser dotiert ist 
oder generell dotiertes Trinkwasser ist auch zulässig
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■ Benötigte Kenngrößen
• Arithmetischer Mittelwert 
• Varianz
• Relative operationale Varianz
• Poisson-Index der Dispersion X2

r-1

Probe 1 30 30 34 36 38 39 37 36 41 38

Probe 2 37 44 49 57 41 46 48 47 45 52

Probe 3 58 48 48 52 67 69 54 49 58 33

35,9 13,2 3,3

46,6 30,9 6,0

53,6 107,4 18,0

DIN EN ISO 13843:2017- Wiederholpräzision

‐0,018

‐0,007

0,019

X2
r-1=r * (Σni

2/ Σni)-Σni mit r=Anzahl der parallelen Beobachtungen, ni =i-te Beobachtung

 kritischer 0,05-Wahrscheinlichkeitswert gemäß der  X2 -Verteilung ist für (10-1) Freiheitsgrade 16,919 ( höhere Werte: 
Überdispersion)

Varianz s2=Σ(xi-)2/(n-1)

X2
r-1s2 u0

2

Relative operationale Varianz u0 
2=(s2- / 2)
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■ Zuverlässigkeit der Zählungen wird ermittelt
■ Gibt Hinweise auf mögliche Probleme bei der Anwendung des 

Verfahrens
■ 30 Platten (nach Möglichkeit von verschiedenen Proben)
■ Alles zwischen 20 KBE und 300 KBE wird ausgezählt
■ Ein Untersuchender: 30 Proben x 2 Zählungen  individuelle 

Zählunsicherheit
■ Mehrere Untersuchende: Jeder Labormitarbeiter zählt einmal die 

30 Platten (alle Auszählungen müssen innerhalb einer Stunde 
geschehen) laborinterne Zählunsicherheit

■ Nach Möglichkeit natürlich kontaminierte Proben verwenden; 
Trinkwasser, welches mit Oberflächen- oder Abwasser dotiert ist 
oder generell dotiertes Material sind auch zulässig

DIN EN ISO 13843:2017- Zählunsicherheit
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Platte
Auszählung 1 

x1
Auszählung 2 

x2 x1-x2 x1+x2 u2
rel Ø u2

rel

individuelle 
Unsicherheit 

(%)
1 85 80 5 165 0,002 0,007 8,23
2 24 31 -7 55 0,032
3 61 57 4 118 0,002
4 76 70 6 146 0,003
5 88 90 -2 178 0,000
6 117 125 -8 242 0,002
7 29 31 -2 60 0,002
8 36 30 6 66 0,017

9 93 87 6 180 0,002
10 112 123 -11 235 0,004

DIN EN ISO 13843:2017 – individuelle Zählunsicherheit

Relative	Varianz		u2
rel

2
Individuelle	Unsicherheit	 Ø	 .

Die relative Varianz bleibt in der 
Regel unter  urel± 0,03!
Eine relative Varianz, die größer 
als 0,1 ist, deutet auf Probleme 
hin.
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DIN EN ISO 13843:2017 – laborinterne Zählunsicherheit

Probe 1
Filtration 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Laborant 1 37 44 49 57 41 46 48 47 45 52
Laborant 2 26 36 38 46 38 41 30 41 36 39
Laborant 3 27 44 46 53 41 41 39 41 41 51
Mittelwert pro Platte 30 41 44 52 40 43 39 43 41 47
Mittelwert pro Platte 30 41 44 52 40 43 39 43 41 47
Standardabweichung 6,1 4,6 5,7 5,6 1,7 2,9 9,0 3,5 4,5 7,2
Varianz 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2
relative Varianz 0,04 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00 0,05 0,01 0,01 0,02

Probe 2
Filtration 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
Laborant 1 58 48 48 52 67 69 54 49 58 33
Laborant 2 41 34 37 39 50 63 47 44 41 31
Laborant 3 46 44 47 47 61 67 46 46 56 32
Mittelwert pro Platte 48 42 44 46 59 66 49 46 52 32
Mittelwert pro Platte 48 42 44 46 59 66 49 46 52 32
Standardabweichung 8,7 7,2 6,1 6,6 8,6 3,1 4,4 2,5 9,3 1,0
Varianz 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,2 0,0
relative Varianz 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,00 0,01 0,00 0,03 0,00

Probe 3
Filtration 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Laborant 1 30 30 34 36 38 39 37 36 41 38 44 37 49 36 37
Laborant 2 36 30 33 37 37 40 35 36 42 34 36 37 42 36 38
Laborant 3 20 26 28 21 29 30 30 32 34 33 30 28 36 27 22
Mittelwert pro Platte 29 29 32 31 35 36 34 35 39 35 37 34 42 33 32
Mittelwert pro Platte 29 29 32 31 35 36 34 35 39 35 37 34 42 33 32
Standardabweichung 8,1 2,3 3,2 9,0 4,9 5,5 3,6 2,3 4,4 2,6 7,0 5,2 6,5 5,2 9,0
Varianz 0,3 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
relative Varianz 0,08 0,01 0,01 0,08 0,02 0,02 0,01 0,00 0,01 0,01 0,04 0,02 0,02 0,02 0,08

relative 
durchschnittliche 

Varianz 0,02

laborinterne 
Unsicherheit (%) 15,05

Varianz	 Laborinterne	Unsicherheit	 Ø	 .rel.	Varianz	 2

Die relative durchschnittliche 
Varianz bleibt in der Regel unter  
urel ±0,05!
Eine relative durchschnittliche 
Varianz, die größer als 0,1 ist, 
deutet auf Probleme hin.
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