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Marc Dalla Torre und Thomas Berger

NACHWEIS UND ZAHLUNG DER PROPIONSAURE-
BAKTERIEN IN ROHMILCH

PROFICIENCY TESTING 2003
Ergebnisse der statistischen Auswertung

1. Zusammenfassung

Es nahmen 11 Laboratorien aus 9 Betrieben daran teil. Die
Ergebnisse sind deutlich besser als diejenigen vom PT 1995
(R: 1.09 > 0.46 log KBE/mL, r: 0.79 - 0.29 log KBE/mL).
Der Schwerpunkt des PT's lag bei der Ermittlung der Vergleich-
barkeit R. Das Proficiency Testing (PT) zum Nachweis von
Propionsdurebakterien ist erfolgreich verlaufen.

Jedem Labor wurden 5 Milchproben zugestellt, die als Doppel-
proben zu priifen waren. Alle teilnehmenden Labors haben
ihre Ergebnisse zurtickgesandt.

Als gut wurden die Ergebnisse bezeichnet, die nicht mehr als
+0.30 log KBE/mL vom jeweiligen Log des Mittelwerts (MW)
aller Laboratorien abwichen. Mit wenigen Ausnahmen haben
sdmtliche Labors diesem Kriterium entsprochen. Kein einziges
Resultat wurde als Ausreisser identifiziert. Fir die Wieder-
holbarkeit wurde ein Wert von 0.29 log KBE/mL und fur die
Vergleichbarkeit R ein Wert von 0.46 log KBE/mL ermittelt.

2. Experimenteller Teil

2.1 Ziel und Problemstellung

Erstmals seit 1995 wurde wieder ein PT zum Nachweis und
zur Zéhlung von Propionsdurebakterien durchgefuihrt.

Ziel des PT's war die Uberprifung der Leistungsfahigkeit
der teilnehmenden Labors.

2.2. Teilnehmende Labors

Am Proficiency Testing beteiligten sich 9 Betriebe mit 11
Laboratorien. Die Namen der Laboratorien wurden den Teil-
nehmern in anonymisierter Form zugestellt.

2.3 Probenmaterial und Vorbereitung

Jedes Labor erhielt 5 Milchproben, gekennzeichnet mit den
Nummern 1 bis 5. Die Rohmilchproben wurden mit Propi-
onsdurebakterien gespiked. Jede Probe enthielt eine andere
Konzentration. Die Propionsdurebakterien bestanden aus
einem Gemisch von Késerei-Kulturenstammen.

Die Proben mit den Nummern 1 bis 5 wurden so vorbereitet,
dass sie etwa nachfolgend aufgefuihrte Keimzahlen an Propion-
sdurebakterien enthalten sollten.

Milchprobe 1 ca. 10’000 /mL
Milchprobe 2 ca. 2'000 /mL
Milchprobe 3 ca. 1'000 /mL
Milchprobe 4 ca. 500 /mL
Milchprobe 5 ca. 250 /mL

Die gekuhlte Milch (4°C) wurde am Vormittag vor dem
Versuchstag mit den entsprechenden Konzentrationen an
Propionsdurebakterien inokuliert und anschliessend griind-
lich durchmischt. Danach wurden ca. 10mL der beimpften
Milch in verschraubbare sterile Reagenzglaser pipettiert.
Die Probenmenge erméglichte eine doppelte Untersuchung
der Proben.



2.4 Probentransport

Die Zustellung der Versandboxen erfolgte durch die Post.
Den Boxen wurden zwei tiefgefrorene Kihlelemente bei-
gegeben und am Vortag des Versuches, um 16 Uhr mittels
A-Post verschickt. Sie sind weitgehend rechtzeitig und ge-
kahlt in den verschiedenen Laboratorien eingetroffen.

2.5 Untersuchungsmethoden
Den Laboratorien wurde empfohlen, die Untersuchung nach
der FAM—Methode mit Lactat-Agar durchzufiihren.

2.6 Statistik

Die Auswertung des Proficiency Testings wurde mit der para-
metrischen Auswertung (ISO); FAM RINGTEST Version 2.2,
Januar 2000, durchgefihrt.

2.6.1 Standardabweichung der Wiederholbarkeit
(repeatability) s,
Die Standardabweichung der Wiederholbarkeit s, ist die
mittlere Standardabweichung, die man erhdlt, wenn eine
Probe am gleichen Tag, unter gleichen Bedingungen, von
der gleichen Person mehrfach bestimmt wird; s, ist somit ein
durchschnittliches Mass fir die Streuung, die man in einem
Labor erhélt. Die Standardabweichung s, kann nur ermittelt
werden, wenn eine Probe mindestens 2—-fach angesetzt wird
(oder 2 Proben mit derselben Keimkonzentration). Sie wird
mit zunehmender Anzahl Ansétze sicherer ermittelt. In den
meisten Proficiency Testings arbeitet man nur mit Doppel-
bestimmungen.
Mit dem Ringtestprogramm (COCHRAN-Test) wurde bei der
Wiederholbarkeit nach Ausreissern gesucht.

2.6.2 Standardabweichung der Vergleichbarkeit
(reproducibility) sg
Die Standardabweichung der Vergleichbarkeit sg ist die
mittlere Standardabweichung zwischen den Laboratorien.
Die Bestimmungen konnen von verschiedenen Personen,
mit verschiedenen Gerdten und verschiedenen Methoden,
in verschiedenen Laboratorien, an unterschiedlichen Tagen
durchgefthrt werden. sg ist somit ein durchschnittliches
Mass fur die Streuung der Ergebnisse zwischen verschiede-
nen Laboratorien.
Mit dem Ringtestprogramm wurde nach Ausreissern bei der
Vergleichbarkeit (Grubbs-Test) gesucht.



3. Resultate

Die Labors wurden anonymisiert und mit Nummern ver-
sehen.

3.1 Verwendete Ndhrmedien und Inkubationsbedingungen

Labor Medium
Nr. der Petrischalen

1 Casein Peptone von Oxoid L42
Hefeextrakt von Merck 03753

2 Casein Peptone von Merck
Hefeextrakt von BBL

3 Casein Peptone von Merck
Hefeextrakt von BBL

4 Casein Peptone von Merck
Hefeextrakt von BBL

5 Casein Peptone von BD
Hefeextrakt von Biolife

Guss, 5 Tag 30°C

6  Casein Peptone von Merck
Hefeextrakt von Merck

7  Casein Peptone von Biolife
Hefeextrakt von Biolife

8  Casein Peptone von Merck
Hefeextrakt von Biolife

9  Casein Peptone von Merck
Hefeextrakt von Merck

10  Casein Peptone von Biolife
Hefeextrakt von Biolife

11 Keine Angaben Keine Angaben,

bzw. 6 Tage 30°C

3.2 Auswertung

Die Resultate wurden in Anzahl Propionsaurebakterien pro
mL (KBE/mL) angegeben. Fur die statistischen Berechnungen
wurden in der Regel die beiden Werte der Parallelproben,
welche aus den Verdiinnungen 10-2 resultieren, bertcksich-
tigt. Werte zwischen 20-300 Kolonien pro Platte wurden
bevorzugt. Wo dies nicht moglich war, wurden auch tiefere
Werte in die Berechnungen einbezogen.

Fur die Berechnung der Wiederholbarkeit wurden pro Probe
mindestens zwei Werte, wenn moglich aus der gleichen Ver-
dlinnung, bendtigt. Leider haben zwei Labors jeweils nur

Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C
Spatel, 10 Tage 30°C

Guss, 10 Tage 30°C

Tab. 1: Verwendete Medien

Inokulation und Inkubation

ein Resultat pro Probe eingesandt. Hier war es nicht moglich,
die korrekte Wiederholbarkeit zu bestimmen. In einzelnen
Féallen wo nur ein Wert pro Verdiinnung vorlag, wurde, um
doch die Wiederholbarkeit r zu ermitteln, noch ein zweiter
Wert, aus der nachst hoheren oder tiefern Verdiinnung mitbe-
riicksichtigt. Dieses Vorgehen entspricht allerdings nicht den
statistischen Regeln.

Um eine bessere Anndherung an eine Normalverteilung zu
erhalten, wurden die Keimzahlen in ihre logarithmische Form
transformiert.



3.2.1 Mittelwerte der Doppelproben

Labor Nr.

N O O WN =

9"
10
11

MW

k.W.: kein Wert

3.94
4.16
4.10
4.07
3.60
3.96
3.93
3.97
3.87
3.72
3.95
3.93

Mittelwerte log KBE/mL
Milch 1 Milch 2

3.36
3.24
3.55
3.36
3.09
3.41
3.10
3.28
3.14
3.35
3.44
3.30

“nur ein Wert pro Verdiinnung

Milch 3

3.10
3.07
3.12
2.84
2.84
3.92
3.06
3.57
3.01
3.27
3.02
3.17

3.2.2 Standardabweichungen der Doppelproben

Labor Nr.

O U1 W N

~N

8
91)
10
11

Milch 1
0.004
0.064
0.025
0.231
0.008
0.037
0.127
0.059
0.189
0.012
0.088

Standardabweichungen der Doppelproben

Milch 2
0.054
0.088
0.213
0.054
0.195
0.024
0.223
0.065
0.042
0.096
0.088

k.W.: kein verwendbarer Wert
DWerte aus 2 Verdiinnungen

log KBE/mL
Milch 3
0.025
0.157
0.115
0.337
0.128
0.044
0.209
0.746
0.021
0.017
0.003

Milch 4

2.93
2.78
2.75
2.79
2.54
2.67
2.91
274
2.67
2.62
2.78
2.74

Milch 4

0.036
0.030
0.065
0.000
0.035
0.020
0.069
0.084
0.046
0.088
0.005

Milch 5

2.48
2.31
2.30
2.31
k.W.
3.17
2.34
2.43
2.75
2.23
2.1
2.44

Milch 5
0.000
0.045
0.093
0.234
k.W.
0.082
0.19
0.09
0.13
0.213
0.095

Tab. 2: Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen

Tab. 3: Standardabweichungen der Doppelproben
(log MW)



3.2.3  Abweichungen zum Mittelwert

Tab. 4: Abweichungen des Labormittelwertes vom

IOg KBE Gesamtmittelwert
Labor Nr.  Milch 1 Milch 2 Milch 3 Milch 4 Milch 5
1 0.02 0.03 0.02 0.10 0.15
2 0.23 -0.06 0.07 0.05 -0.03
3 0.17 0.25 0.13 0.02 -0.05
4 0.05 0.06 -0.16 0.05 -0.03
5 -0.33 -0.22 -0.16 -0.19 k.W.
6 0.03 0.11 -0.07 -0.07 -0.17
7 0.01 -0.20 0.00 0.17 0.00
8 0.05 0.02 0.11 0.01 0.08
9 -0.05 -0.16 0.02 -0.07 0.41
10 -0.21 0.04 0.03 -0.12 -0.12
11 0.03 0.14 0.03 0.05 -0.24

k.W.: kein verwendbarer Wert

3.3 Toleranzen

Ergebnisse, welche weniger als 0.30 log vom ausreisserbe-
reinigten Mittelwert aller Laboratorien abweichen, gelten
als gut. Dasselbe gilt auch fir die Streuung (+/- 0.30 log).
Dies entspricht dem Vorgehen von CECALAIT, Poligny (F).

Abmessen der Proben im Labor (Foto: ALP)



3.4 Rankinglist der Laboratorien, Abweichungen zum Mittelwert

Milch 1 Milch 2 Milch 3
Lab. Nr. log KBE Lab. Nr. log KBE Lab. Nr. log KBE
7 0.01 8 0.02 7 0.00
1 0.02 1 0.03 1 0.02
11 0.03 10 0.04 9 0.02
6 0.03 4 0.06 10 0.03
8 0.05 2 0.06 11 0.03
4 0.05 6 0.11 2 0.07
9 0.05 11 0.14 6 0.07
3 0.17 9 0.16 8 0.1
10 0.21 7 0.20 3 0.13
2 0.23 5 0.22 4 0.16
5 0.33 3 0.25 5 0.16
Tab. 5 Tab. 6 Tab. 7
Milch 4 Milch 5 Milch 1 -5
Lab. Nr. log KBE Lab. Nr. log KBE Lab. Nr. log KBE
8 0.01 7 0.00 8 0.05
3 0.02 4 0.03 1 0.06
11 0.05 2 0.03 4 0.07
2 0.05 3 0.05 7 0.08
4 0.05 8 0.08 2 0.09
6 0.07 10 0.12 6 0.09
9 0.07 1 0.15 11 0.10
1 0.10 6 0.17 10 0.10
10 0.12 11 0.24 3 0.12
7 0.17 9 0.41 9 0.14
5 0.19 5 0.18
Tab. 8 Tab. 9 Tab. 10



3.5 Eckdaten der Wiederholbarkeit und der Vergleichbarkeit

Eckdaten 2003 (ohne Lab 14)
(11 Labors, 5 Milchen)
(Werte in log KBE/mL)
Mittelwert MW

Standardabweichung der Wieder-
holbarkeit s,

Wiederholbarkeit r

Standardabweichung der
Vergleichbarkeit s,

Vergleichbarkeit R
Prézision R/r

Eckdaten 1995
(13 Labors, 2 Milchen)
(Werte in log KBE/mL)
Mittelwert MW

Standardabweichung der Wieder-
holbarkeit s,

Wiederholbarkeit r

Standardabweichung der
Vergleichbarkeit s,

Vergleichbarkeit R
Prazision R/r

3.93
0.05
0.13
0.17

0.45
3.89

2.15
0.28
0.80
0.41

1.16
1.45

3.30
0.12
0.34
0.17

0.48
1.41

1.69
0.27
0.77
0.36

1.01
1.31

3.00
0.16
0.44
0.16

0.44
1.00

Milch A Milch B Milch A+B

MW
1.92

0.28
0.79
0.39

1.09
1.38

2.74
0.05
0.14
0.11

0.31
2.17

2.35
0.14
0.39
0.21

0.59
1.50

Milch 1 Milch2  Milch3 Milch4 Milch5 Milch1-5

MW

0.10
0.29

0.16
0.46
1.99

Tab. 11: Eckdaten
der Wiederholbar-
keit r und der
Vergleichbarkeit R
2003 und 1995



KBE/mL log Abweichung

10

KBE/mL log Abweichung
zum MW

KBE/mL log Abweichung
zum MW

zum MW

Milch 1

Propionsaurebakterien

0.30
0.20 A
0.10 A

0.00 - —
0104 |° H v
0.20 1

11

1 6 8 4 3

Abb. 1: Graphische Darstellung
der Abweichungen zum Mittel-
wert fir Milch 1

Abb. 2: Graphische Darstellung
der Abweichungen zum Mittel-
wert fiir Milch 2

Abb. 3: Graphische Darstellung

der Abweichungen zum Mittel-
wert fur Milch 3
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KBE/mL log Abweichung
zum MW

KBE/mL log Abweichung
zum MW

KBE/mL log Abweichung
zum MW

Milch 4

Propionséaurebakterien

Propionsdurebakterien

Labor Nummer

Milch 5
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Labor Nummer

10

Abb. 4: Graphische Darstellung
der Abweichungen zum Mittel-
wert fur Milch 4

Abb. 5: Graphische Darstellung
der Abweichungen zum Mittel-
wert fir Milch 5

Abb. 6: Graphische Darstellung
der Abweichungen zum Mittel-
wert fir Milch 1-5
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4. Diskussion

Die Abweichungen der Labormittelwerte zum Gesamtmittel-
wert sind sehr gering (siehe Tabellen 5 bis 10), die Ergebnisse
sind deutlich besser als beim friiheren Versuch. Die mittlere
Abweichung aller fiinf Proben liegt fir jedes Labor unter

0.30 log KBE/mL; ein systematischer Fehler kann ausge-

schlossen werden.

Milch 1

Milch 2

Milch 3

Milch 4

Milch 5

12

Die Ergebnisse der Laboratorien 1, 6, 7 und 11 liegen sehr nahe am
Mittelwert. Am weitesten entfernt liegen die Ergebnisse von Labor 5.

Die Ergebnisse der Laboratorien 1, 8 und 10 liegen sehr nahe am Mittel-
wert.

Die Ergebnisse der Laboratorien 1, 7, 9, 10 und 11 liegen beim oder
sehr nahe am Mittelwert.

Die Ergebnisse der Laboratorien 2, 3, 4, 8 und 11 liegen sehr nahe am
Mittelwert.

Die Ergebnisse der Laboratorien 2, 3, 4 und 7 liegen beim oder sehr
nahe am Mittelwert.



5. Anhang

Tabelle 12: Rohdaten (KBE/mL Rohmilch gespiked)

Labor
1

2

3

4

5

6
71)

8

9"
10
11

Milch 1 Milch 2 Milch 3 Milch 4 Milch 5
1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert 1. Wert 2. Wert
8700 8800 2275 2000 1080 990 680 700 330 300
13000 16000 1500 2000 1500 900 640 580 190 220
13000 12000 2500 5000 1600 1100 510 630 170 230
9900 9000 2100 2500 400 1200 610 610 300 140
3900 4000 970 1500 560 840 330 370 k.W. k.W.
8500 9600 2700 2500 780 900 480 450 170 130
8600 k.W. 1800 870 1600 610 900 720 300 160
10300 8500 1700 2600 1410 1180 630 480 230 310
7400 k.W. 1300 1490 1000 1070 500 430 700 460
5300 5100 2600 1900 935 1190 360 480 120 240
10400 7800 2400 3200 1060 1050 610 600 110 150

k.W.: kein verwendbarer Wert vorhanden
" Werte aus 2 Verdiinnungen

13
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