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Vorwort

Die § 64 LFGB Arbeitsgruppe ,MALDI-TOF* hat Leitlinien fir die Durchflihrung der Validierung von
Identifizierungsverfahren mittels der matrixunterstiitzten Laser-Desorptions-/lonisations-Flugzeit-Mas-
senspektrometrie (MALDI-TOF-MS) im Einzellabor und in Laborverbiinden sowie in Ringversuchen
erarbeitet. Die MALDI-TOF-MS wird insbesondere als qualitatives Verfahren fir die nicht gerichtete
Identifizierung (Screening), zur ldentifizierung konkreter Parameter sowie als Bestatigungsprufung fir
konkrete Parameter genutzt.

Validierungen sollen die Gebrauchstauglichkeit der Methoden fir den jeweiligen Anwendungsbereich
belegen. Mit diesen Leitlinien wird beabsichtigt, erste Leistungskriterien im Kontext bestehender ver-
wandter Regelungen auf europaischer (CEN) und auf internationaler Ebene (ISO, Codex) festzulegen.
Die erarbeiteten Ansatze zur Methodenvalidierung sollen in andere relevante Gremien eingebracht
werden, um Normen in diesem Bereich aktiv mitzugestalten.

Die in diesem Dokument dargestellte Vorgehensweise stellt eine Empfehlung dar, die sich in der Pra-
xis bei verschiedenen Anwendungen, auch auRerhalb der Untersuchung von Lebensmitteln und Fut-
termitteln, bewahrt hat. Alternative Vorgehensweisen sind méglich, wenn belegt werden kann, dass
die im Folgenden genannten Leistungskriterien bezuglich der Richtig-positiv-Rate (Inklusivitat), der
Falsch-negativ-Rate, der Richtig-negativ-Rate (Exklusivitat), der Falsch-positiv-Rate, oder — bei Ver-
wendung im Screening — der Korrektklassifikationsrate sowie der Robustheit erreicht werden.

Alle in dieser Leitlinie aufgefihrten Handelsnamen oder sich auf einzelne Anbieter beziehende Pro-
duktbeschreibungen dienen lediglich als Information zur Unterrichtung der Anwender dieser Leitlinie
und bedeuten keine Anerkennung des genannten Produktes durch das BVL.
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1 Prinzip und Anwendungsbereich

Mit dem Identifizierungsverfahren der MALDI-TOF-MS werden Masse-Ladungsmuster (Massenspek-
tren) von Biomolekiilen (beispielsweise Proteinen) einer Probe erzeugt. Die erhaltenen Massenspek-
tren werden mit in Datenbanken organisierten und taxonomisch (beispielsweise in der Spezies oder
im Genus) definierten Referenzmustern verglichen. Durch ein computergestiitztes Ranking der besten
Ubereinstimmung mit Referenzmustern/Massenspektren und der Anwendung von empirischen Ent-
scheidungsregeln erfolgt die Zuordnung der Probe und somit deren Identifizierung. Mit dem hier be-
handelten Verfahren kann eine Identifizierung der als Probe vorliegenden Materialien nur erfolgen,
wenn entsprechende taxonomisch definierte Referenzmuster auch in den Datenbanken enthalten
sind.

Die MALDI-TOF-MS kann dabei grundsatzlich fiir Identifizierungen von verschiedensten organischen
Proben geeignet sein, sofern ausreichend spezifische Marker in den vorgelegten Referenzmustern der
Datenbank enthalten sind [Rawel et al., 2019]. Methoden zur Identifizierung kdnnen beispielsweise fiir
die taxonomische Genus-, die Spezies-, die Subspeziesebene oder einzelne Eigenschaften erarbeitet
werden [Patel, 2019; Pavlovic et al., 2015; Rau et al., 2020, Rau et al., 2021; Stahl und Schroder,
2017; Ulrich et al., 2019]. Derartige Anwendungen der MALDI-TOF-MS sind nicht auf die Untersu-
chung von Lebensmitteln und Futtermitteln beschrankt [Singhal et al., 2015; Rahi et al., 2016; Ro-
driguez-Sanchez et al., 2019].

Diese Leitlinien beschreiben minimale Leistungskriterien fir identifizierende MALDI-TOF-MS-Metho-
den, die bei einer Validierung im Einzellabor (unabhangig arbeitendes Labor mit einem Standort) oder
im zusammenarbeitenden Laborverbund (mehrere Standorte, definierte Arbeitsgemeinschaft, gemein-
samer Pool an Referenzspektren und/oder Validierungsspektren) zu beriicksichtigen sind. Im Folgen-
den werden Einzellabor- und Laborverbund als ,Labor* bezeichnet.

Durch laborinterne oder/und zwischen Laboratorien durchgefiihrten Studien zur Validierung unter An-
wendung dieser Leitlinie steht die entsprechende Methode im amtlichen Labor im Einklang mit Art. 34
der VO (EU) 2017/625.

Die ermittelten Validierungsdaten sollen helfen zu entscheiden, ob und wie die betreffenden Methoden
in einem Ringversuch validiert werden kénnen und in die Amtliche Methodensammlung des BVL auf-
genommen werden sollen.

Die Ergebnisse der Validierung sind im Labor eine wichtige Grundlage zur Beurteilung der Ge-
brauchstauglichkeit fur den vorgesehenen Zweck. Validiert wird daher der/die Ziel-Parameter (ggf.
Zielgruppe) in seiner/ihrer Ublichen Anwendung im konkreten Labor (beispielsweise Staphylococcus
aureus bei Isolaten; Tierart Buffel bei Mozzarella).

Aus dem jeweiligen Zweck leitet sich die Vorgehensweise der Validierung einer MALDI-TOF-MS-Me-
thode ab:

1.1 Nicht gerichtete Identifizierung (Screening)

Die Validierung einer nicht gerichteten Identifizierung (Screening) Uberpriift, ob die beabsichtigten
Ziel-Parameter in der gro3en taxonomischen Bandbreite richtig erfasst werden (beispielsweise die
Identifizierung von Mikroorganismen aus der eigenen Laborpraxis mit einer kommerziellen Datenbank,
welche um eigene Referenzeintrage erganzt wurde).
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1.2 Zielgerichtete Identifizierung konkreter Parameter

Die Validierung einer (ziel-)gerichteten identifizierenden MALDI-TOF-MS-Methode zielt auf eine ein-
zelne, konkrete Identifizierungsentscheidung (Ziel-Parameter; z. B. einer Mikroorganismen-Spezies,
einer Tierart oder einer Pilz-Gattung) ab.

Anmerkung: Die Begriffe ,Ziel-Parameter und ,Nicht-Ziel-Parameter werden in Analogie zu ,Ziel-
stamm® und ,Nicht-Zielstamm® im Sinne der DIN-EN-ISO 16140-1 verwendet.

Es werden hierbei nur gelungene Identifizierungsentscheidungen beriicksichtigt. Nicht identifizierte
Proben sind als solche erkennbar und beeinflussen den Anteil der richtig positiven an der Gesamtheit
der identifizierten Proben nicht. Validiert wird der/die Ziel-Parameter in seiner/ihrer Gblichen Anwen-
dung im konkreten Labor (beispielsweise Staphylococcus aureus bei Isolaten; Tierart Buffel bei Moz-
zarella).

1.3 Bestatigungsprufung

Auch die Validierung einer bestatigenden MALDI-TOF-MS-Methode zielt auf eine einzelne, konkrete
Identifizierungsentscheidung (Ziel-Parameter) ab. Bei einer Bestatigungspriifung soll fir den Parame-
ter auch im negativen Fall eine eindeutige Aussage mdglich sein. Daher werden nicht identifizierte
Proben des Parameters konsequent als falsch negativ gewertet (beispielsweise Staphylococcus au-
reus bei Isolaten aus Lebensmitteln).

14 Grundsatzliche Erwagung

Die zur Validierung verwendeten MALDI-TOF-Massenspektren miissen bei allen Zwecken bestimmte
Grundanforderungen an die technische Qualitat und die Dokumentation erfiillen. Diese sind gerate-
bzw. systemspezifisch und werden von den Gerateherstellern vorgegeben. Die Einhaltung dieser Vor-
gaben wird vorausgesetzt.

Es kdnnen Massenspektren anderer Nutzer, die aul3erhalb des eigenen Labors erzeugt wurden, in die
Validierung einbezogen werden. Dies setzt voraus, dass diese externen Massenspektren dieselben
Grundanforderungen an die technische Qualitat und Transparenz der Dokumentation erfillen. Mit ei-
nem solchen nutzeribergreifenden Ansatz kann die zur robusten Validierung erforderliche Anzahl an
Proben im Labor leichter erreicht werden. Auch zeigt sich die Ubertragbarkeit der Ergebnisse so in
einfacher Weise. Eine Mdglichkeit ist hier der Austausch Uber die MALDI-User Plattform MALDI-UP
[Rau et al., 2016a].

In der Mikrobiologie schlief3t sich die MALDI-TOF-MS in der Regel den kulturellen Methoden mit der
Identifizierung von reinen Isolaten an, die beispielsweise auf Fest- oder in Flliissigmedien kultiviert
wurden. MALDI-TOF-MS wird fur eine nicht gerichtete oder eine zielgerichtete Identifizierung einge-
setzt oder sie Ubernimmt im Arbeitsgang die Aufgabe einer Bestatigungsprifung. So kann die Technik
in der Lebensmittel- und Futtermittelmikrobiologie Teil eines Gesamtverfahrens im Sinne der DIN-EN-
ISO 16140-4 zur Bestatigung konkreter Ziel-Parameter sein.

Bei pflanzlichen oder tierischen Proben sind insbesondere wenig oder nicht verarbeitete, in der Spe-
zies reine Produkte fur die direkte Spezieserkennung per MALDI-TOF-MS geeignet.

Liegen fur konkrete MALDI-TOF-MS-Anwendungen zertifizierte Validierungen vor, beispielsweise vom
Geratehersteller, ist im Labor anstelle einer Validierung lediglich eine angepasste Verifizierung erfor-
derlich. Bei Mikroorganismen sollte sich die Prifung im Labor fir das MALDI-TOF-MS-Verfahren in
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der Stichprobe an den Vorgaben der ISO 16140-3 orientieren, d. h. mindestens 5 Stamme des Ziel-
Parameters sowie 5 Stdmme des Nicht-Ziel-Parameters umfassen.

Es wird empfohlen, validierte Methoden regelmaRig durch die Teilnahme an geeigneten Eignungspri-
fungen zu Uberprifen.

2  Arbeitsgang

Arbeitsablaufe fir identifizierende MALDI-TOF-MS-Verfahren bestehen aus mehreren Teilschritten,
die auf das Ergebnis Einfluss haben kénnen:

Je nach Aufgabenstellung kdnnen verschiedene Aspekte der Probenart das Ergebnis der Identifizie-
rung beeinflussen. Beispielsweise sollten bei Mikroorganismen unterschiedliche spektrometrische
Phanotypen in Abhangigkeit der Probenherkunft oder bei Tierarten unterschiedliche technologische
Verarbeitungszustande berilicksichtigt werden.

Mikroorganismen werden in der Regel vor der Analyse kultiviert. Die Kulturbedingungen kénnen da-
bei Einfluss auf die Zusammensetzung der in der MALDI-TOF-MS analysierten Makromolekdle und
somit auf das Massenspektrum haben. Die fiir die Anwendung im Labor relevanten Varianten der Kul-
turbedingungen wie das Nahrmedium und die verwendeten physikalischen Varianten (Zeit, Tempera-
tur, Zusammensetzung der Gasphase, Bewegung des Mediums bei der Anzucht, Beleuchtung) wer-
den im Validierungsplan berilcksichtigt, um die im Labor benétigte Robustheit des Verfahrens zu bele-
gen. Gegebenenfalls missen sinnvolle Anwendungsgrenzen festgelegt werden, welche die validierten
Bedingungen beschreiben. Ein Beispiel daflr ist die Begrenzungen der Kultivierungszeit fiir sporenbil-
dende Bakterien.

Die fir die Anwendung im Labor relevanten Varianten der Probenpréaparation und -extraktion wer-
den im Validierungsplan als Robustheitstest ausreichend bericksichtigt.

Bei Einhaltung der Protokolle der Geratehersteller fir Kalibration und Probenvorbereitung sowie der
empfohlenen Gerateparameter und der Wartungsempfehlungen sind guinstige Gerateparameter fur
die Messung der Standardanwendungen bereits gegeben. Auch die Haufigkeit der Kalibration, der
Uberpriifung des Detektors, der Reinigung der lonenquelle sowie des Wartungsturnus sollten den je-
weiligen Gerateherstellerempfehlungen folgen. Dies sind grundsatzlich wichtige technische Vorausset-
zungen fur eine gute Qualitat der Massenspektren. Relevante technische Einstellungen beeinflussen
dabei beispielsweise die Anzahl der Peaks, das Signal-Rausch-Verhaltnis, sowie die Auflésung und
haben entscheidenden Einfluss auf die Richtig-positiv-Rate.

Zur Gewahrleistung der Massengenauigkeit ist eine regelmaRige Massenkalibration des Systems mit
einem geeigneten Standard erforderlich. Fir Mikroorganismen wird hierzu oft eine aktuelle Mehrpunkt-
Kalibrierung mit mindestens flinf bekannten Massen, z. B. durch eine auf E. coli basierende Prapara-
tion, im betrachteten Massenfenster durchgefihrt. Der Turnus der Kalibration ist festzulegen. Hierzu
kann beispielsweise die messtégliche Uberpriifung mit einem bekannten Isolat oder Material dienen,
welches mit dem Kalibrierungsmaterial identisch sein kann. Das zur Auswertung verwendete Massen-
fenster fur die jeweilige Anwendung ist zu definieren. Diese vorgenannten Einstellungen werden fiir
Standardanwendungen der Mikrobiologie (iblicherweise bereits von den Gerateherstellern vorgeschla-
gen. Durch entsprechende Aufzeichnungen der messtaglichen Uberpriifung im Sinne einer Kontroll-
karte kann die einwandfreie Geratefunktion vor der eigentlichen Probemessung belegt werden.

Die fur die jeweilige Anwendung genutzte Referenzdatenbank ist entscheidend fiir das Gelingen der
korrekten ldentifizierung. Referenzdatenbanken liefern eine Vielzahl méglicher Ergebnisse fir die
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Identifizierung, welche bei umfangreichen Datenbanken nicht in ihrer Gesamtheit im Labor validiert
werden kénnen. Referenzdatenbanken unterliegen zudem einer schrittweisen Weiterentwicklung, bei-
spiels—weise durch Erweiterung um neue Spezies oder durch Anpassungen an die aktuelle Taxono-
mie. Anderungen der Datenbank erfolgen beispielsweise durch Updates der Geréatehersteller oder
werden durch vom Anwender selbst initiierte Ergdnzungen der Datenbank ausgelést. Die Uberpriifung
des gesamten Systems, bestehend aus dem Gerat und der durch die schrittweisen Weiterentwicklun-
gen agilen Gesamtdatenbank, erfordert daher eine besonders flexible Validierungsstrategie.

Eine formelle Validierung tberpruft eine konkrete Version/einen konkreten Stand der genutzten Refe-
renzdatenbank, bezogen auf einen Ziel-Parameter im Laborumfeld. Die jeweils zur Validierung ver-
wendete Datenbank ist in gelenkter Form zu dokumentieren.

Die Auswerteprogramme, die Auswertemethode und die Entscheidungsregeln der Identifizierung
(beispielsweise Uber einen Ubereinstimmungsgrad der Probe mit den &hnlichsten Treffern in der Da-
tenbank) werden oft bereits von den Gerateherstellern vorgeschlagen, kénnen aber auch selbst fest-
gelegt und modifiziert werden. Beispiele hierfiir sind die Festlegung herstellerunabhangiger Entschei-
dungsgrenzen fir die sichere Identifizierung oder Abstandskriterien. Die fiir die jeweilige Validierung
verwendeten Programme zur Auswertung, die Auswertemethode und die Entscheidungsregeln sind
Bestandteil der Methodik und somit der Dokumentation der Validierung.

Fir die Validierung agiler Datenbanken, also Datenbanken welche sich schrittweise durch Anpassun-
gen der Referenzeintrage im Inhalt andern (beispielsweise durch neue Versionen), kann eine dauer-
hafte Sammlung von Einzelspektren (Testdatensatz) sicher benannter und gut dokumentierter mikro-
bieller Isolate oder anderer Probenmaterialien dienen.

Die zur Uberpriifung eingesetzten Isolate oder andere Probenmaterialien werden vor der Verwendung
nach der Vertrauenswirdigkeit ihnrer Benennung eingestuft. Diese Einstufung erfolgt nach Bewertung
aller zum Isolat/Material vorliegenden Informationen. Fir die systematische Einstufung der Benennun-
gen nach ihrer Vertrauenswirdigkeit kann eine Tabelle der Kriterien hilfreich sein (Anhang 1) [Rau et
al., 2016b].

3  Ziel der Validierung — der Parameter

Im ersten Schritt sollte/n im Kontext der Aufgabenstellung der/die Parameter festgelegt werden, fur
den/die im Labor ein validiertes Ergebnis mittels MALDI-TOF-MS gewunscht ist. Der Validierungsplan
berlcksichtigt dabei im ersten Schritt die vorgesehene Anwendung:

Die Validierung der Identifizierung konkreter Parameter (im Sinne eines Bestatigungsverfahrens) er-
fordert dabei eine andere Vorgehensweise als der Einsatz zur nicht gerichteten Identifizierung.

Fur den Validierungsplan sollten alle im Routineablauf des Labors verwendeten und vorgesehenen
Vor- und Messbedingungen ausreichend berucksichtigt werden. Im Labor ggf. benétigte Freiheits-
grade bezuglich der Aspekte der Probenart, der Inkubation, der Probenpraparation oder anderer Art
werden Uber die Integration entsprechender Messungen beriicksichtigt. Hierdurch kann die Robustheit
beurteilt werden.

Parameter kann jede taxonomische Stufe (beispielsweise: Familie, Genus, Spezies, Subspezies, spe-
zielle Gruppe unterhalb der Speziesebene, Trager bestimmter Eigenschaften) sein. Die Aufgabenstel-
lung des Labors ergibt sich aus den zu bearbeitenden Probenarten (beispielweise: Mikroorganismen
aus Lebensmitteln, Fischmuskelfleisch fur den menschlichen Verzehr).

Beispiele fir Parameter:
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+ L 00.00-166, Horizontales Verfahren zum Nachweis von Cronobacter spp., modifiziert (Bestatigung
mittels MALDI-TOF-MS)

+ Identifizierung von Staphylococcus aureus Isolaten aus Lebensmitteln und Proben der veterinar-
medizinischen Diagnostik (Eutergesundheit, allgemeine Bakteriologie) [Rau et al., 2016b]

 lIdentifizierung der Tierart Pute (Meleagris gallopavo) aus Muskelfleisch fiir den menschlichen Ver-
zehr

+ lIdentifizierung der Tierart bei Fischrogen und -zubereitungen fiir den menschlichen Verzehr

+ ldentifizierung von Zelllinien

4 Kriterien fiir die Auswahl der Testisolate und Testmaterialien

Zur Validierung einer Identifizierungsentscheidung fiir einen Parameter mittels einer bestehenden Da-
tenbank-Version sollte die Zuverlassigkeit der Zuordnung ermittelt werden. Dabei werden Identifizie-
rungsergebnisse von Referenzmaterial oder Referenzdatensatzen gegen ihre Grundwahrheit vergli-
chen.

Fir die Bestimmung der Richtig-positiv-Rate bzw. der falsch-negativ -Rate wird eine ausreichende
Zahl (Stichprobe) an unabhangigen Isolaten bzw. Materialien des Ziel-Parameters bendtigt. Zur Er-
mittlung der Richtig-negativ-Rate bzw. der Falsch-positiv-Rate wird eine sinnvolle Gegengruppe (die
,Nicht-Ziel-Parameter®) in ebenfalls ausreichender Zahl benétigt. Deren Zusammensetzung leitet sich
aus der Probenart und dem analytischen sowie dem taxonomischen Umfeld der Untersuchung ab. Die
Zahl der fir Ziel-Parameter und Gegengruppe notwendigen unabhangigen Isolate bzw. Materialien ist
abhédngig von dem Zweck der Validierung (s. Anhang 2).

Anmerkung: Fur mikrobiologische Parameter kann sich die Auswahl der Prifstdmme (Ziel- und Nicht-
Ziel-Parameter) nach den Kriterien aus DIN EN ISO 16140-6:2020-04, Kap. 6.2 richten.

Unter Berlicksichtigung des beabsichtigten Anwendungsbereiches der Methode sollen die zur Validie-
rung eingesetzten Isolate/Materialien vorzugsweise aus den fiir das Labor Gblichen Untersuchungs-
matrizes stammen (z. B. Lebensmittel, Futtermittel, Umgebung von Herstellung oder Primarproduktion
von Lebensmitteln).

Diese Isolate bzw. Materialien missen in ihrer Identitdt bekannt sein. Sie kdnnen aus gut dokumen-
tierten Referenzsammlungen stammen. Andere Materialien (beispielsweise eigene Isolate) missen
unabhangig von der MALDI-TOF-MS mit einem anerkannten, die Zuordnung belegenden Verfahren
bestatigt sein. Je nach beabsichtigtem Ziel der Validierung kénnen hierfur verschiedene Informationen
(biochemische, genetische, serologische, anatomische etc.) berticksichtigt werden. Aus der vorhande-
nen Informationsdichte erfolgt glinstiger Weise eine Klassifizierung der Benennung des Isolates/Mate-
rials nach definierten Kriterien (Beispiel s. Anhang 1). Die Grundlage der Benennung des Isolates/Ma-
terials wird transparent und nachvollziehbar dokumentiert. Dies erleichtert die Neubewertung, bei-
spielsweise bei einer sich andernden Taxonomie. Es ist dabei sinnvoll die verwendeten Materialien in
geeigneter Form einzulagern, um zukuiinftige Untersuchungen zu erméglichen.

Aus den Isolaten/Materialien ist ein Satz MALDI-TOF-Massenspektren (Testdatensatz) so zu erzeu-
gen, wie sie im Ublichen Arbeitsgang des Labors erstellt werden. Aufgrund der moglichen Variation
der Probenpraparation und -vorbereitung sind Mehrfachmessungen sinnvoll. Ist eine eskalierende
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Kaskade der Probenpraparationen im Labor Ublich (z. B. Direkttransfer = Schmierpraparation im ers-
ten Versuch bis hin zur Ethanol-Ameisensaure-Extraktion im letzten Versuch) sollte diese auch im Va-
lidierungsexperiment eingesetzt werden. Von dem konkreten Testmaterial (Isolat x) wird das Spektrum
mit der besten Zuordnung (,best hit“) in die Statistik eingebracht.

Abhangig von der gewlinschten statistischen Sicherheit fur die Identifizierung und dem gewahlten
Zweck der Anwendung — als Bestatigungsmethode, fiir eine konkrete Identifizierungsentscheidung o-
der flr die nicht gerichtete Identifizierung — kann die Stichprobengrée geplant werden (s. Anhang 2).
Dazu werden unabhangige Spektren verschiedener Proben (Isolate, Materialien) des ,Ziel-Parame-
ters” sowie der ,Nicht-Ziel-Parameter* als Stichprobe verwendet.

Fir Validierungen kénnen neben eigenen auch transparent und valide dokumentierte Probenspektren
anderer MALDI-TOF-Nutzer eingesetzt werden, wenn die Kompatibilitat mit dem Messsystem des ei-
genen Labors gegeben ist und die Metadaten die Zuordnung der Validierungsspektren zum Parameter
nachvollziehbar belegen.

Bei der Verwendung externer Spektren sollten mindestens ein Flinftel eigene unabhangige Spektren
des Parameters sowie ein Fiunftel der Spektren der Gegengruppe in Relation zur Mindestzahl (s. An-
hang 2) im Labor selbst aufgenommen worden sein.

Es wird empfohlen, Vergleichsisolate und -materialien mit ihrer Speziesbezeichnung und einer identifi-
zierenden Codierung (z. B. der eigenen Nummer der internen Isolatesammlung, der Nummer einer
offentlichen Stammsammlung, der Nummer eines externen Einsenders etc.) zu fiihren.

5 Leistungsmerkmale

Grundsatzlich sind fur identifizierende MALDI-TOF-MS-Methoden in der Validierung folgende Leis-
tungsmerkmal-Daten zu fir Labore ermitteln:

Fur die nicht gerichtete Identifizierung (das Screening) wird eine zusammenfassende Korrektklassifi-
kationsrate bendtigt, welche als MaR fur die Gebrauchstauglichkeit der in der Methode verwendeten
Datenbank fir die im Labor bendtigten Ziel-Parameter dient.

Fir die zielgerichtete Identifizierung konkreter Parameter sowie die Bestatigungspriifung werden zur
Validierung des Ziel-Parameters die Inklusivitét (die Richtig-positiv-Rate), die Exklusivitéat (die Rich-
tig-negativ-Rate), sowie die Falsch-positiv-Rate und die Falsch-negativ-Rate ermittelt.

Zur Beurteilung der Robustheit werden bei Bedarf Ubliche Variationen der Methode identifiziert und in
die Validierung integriert.

Anhand der 0.g. Daten kann beurteilt werden, ob fiir diese Leistungsmerkmale die minimal erforderli-
chen Leistungskriterien erflllt werden und ob eine Methodenvalidierung in einem Ringversuch durch-
geflhrt werden kann.

Die zur Ermittlung zu Grunde liegende jeweilige StichprobengréRe n bzw. m fir die experimentelle
Uberpriifung ist anzugeben.
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5.1 Richtig-positiv-Rate / Falsch-negativ-Rate

Die Richtig-positiv-Rate (RPR) ist ein Mal} fur die Wahrscheinlichkeit, dass eine bekanntlich positive
Probe (hier Isolat oder Material) durch die Methode als positiv klassifiziert wird (positiv Gbereinstim-
mende Proben, PA). Somit zeigt sie die Eignung der Methode, den Analyten richtig nachzuweisen
(MaR der spezifischen Erfassung, Inklusivitat).

YIPA
RPR = <T) x 100%, (n)
RPR = Richtig-positiv-Rate in %
Y PA = Anzahl der richtig-positiv gewerteten Spektren = Anzahl der positiven Ubereinstimmungen

n = Anzahl an zur Validierung eingesetzten Probenspektren des Ziel-Parameters

Die Falsch-negativ-Rate (FNR) ist ein Maf fir die Wahrscheinlichkeit, dass eine bekanntlich positive
Untersuchungsprobe durch die Methode als negativ klassifiziert wird (Negativabweichung, ND).

SND
FNR =< . )xlOO%,(n)

FNR= Falsch-negativ-Rate in %
2ND = Anzahl der falsch-negativ gewerteten Spektren = Anzahl der negativen Abweichungen
n = Anzahl an zur Validierung eingesetzten Probenspektren des Ziel-Parameters

Die Uberpriifung von Richtig-positiv-Rate und Falsch-negativ-Rate erfolgt an einer ausreichend
grof3en Stichprobe (n) von Isolaten oder Materialien, die bezlglich des Ziel-Parameters bekanntlich
positiv sind. Dabei kénnen auch Stamme/Materialien eingesetzt werden, fiir die in der Datenbank Re-
ferenzen hinterlegt sind, solange die Spektren des Testdatensatzes unabhangig (andere Praparation)
vom Erstellungsprozess der Referenzspektren erzeugt wurden.

Bei der Auswahl sollten Isolate und Materialien aus den Probenarten/Matrizes integriert werden, die in
der Praxis des Labors relevant sind (z. B. ,Staphylococcus aureus aus Lebensmitteln” oder ,Proben
der veterindrmedizinischen Bakteriologie®). Sofern hierzu Daten verfigbar sind, ist es sinnvoll diese in
die Auswahl verschiedene Varianten des Ziel-Parameters einzuschlieen (beispielsweise bei Mikroor-
ganismen-Serotypen, Biotypen, morphologische Varianten, Tierrassen). Die Auswahl kann durch
Stadmme aus 6ffentlichen Stammsammlungen oder Isolate/Materialien aus anderen Matrizes ergénzt
werden.

Da die MALDI-TOF-MS eine spektrometrische, phanotypische Methode ist, ist eine Validierung alleinig
mit Spektren aus Referenzstdmmen nicht immer ausreichend, um die in den beabsichtigten Untersu-
chungsproben vorkommende Varianz an aktueller spektraler Phanotypie zu berlcksichtigen.

Fur die Ermittlung der Richtig-positiv-Rate und der Falsch-negativ-Rate werden MALDI-TOF-Massen-
spektren von bekanntlich positiven Untersuchungsproben verwendet, die mit einer oder mehreren ge-
eigneten Methoden erstellt wurden. Diese Spektren werden mit der im Labor verwendeten Datenbank-
Version identifiziert. Aus dem Anteil der richtig zum Parameter zugeordneten Spektren an der Ge-
samtzahl der als positiv erwarteten Spektren wird die Richtig-positiv-Rate berechnet.

Aus dem Anteil der falschlich nicht zum Parameter zugeordneten Spektren an der Gesamtzahl der als
positiv erwarteten Spektren wird die Falsch-negativ-Rate berechnet. Bei Validierungen fir die Identi-
fizierung werden nicht identifizierte Proben nicht (als falsch-negativ) gewertet. Bei der Validierung zur
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Bestatigung gelten dagegen auch nicht identifizierte bekanntlich positive Untersuchungsproben als
nicht erkannt und sind somit als falsch-negativ zu werten.

5.2 Richtig-negativ-Rate / Falsch-positiv-Rate

Die Richtig-negativ-Rate (RNR) ist ein MaR fir die Wahrscheinlichkeit, dass eine bekanntlich nega-
tive Untersuchungsprobe durch die Methode als negativ klassifiziert wird (Ausschlusssicherheit, Ex-
klusivitat) [DIN-EN-ISO 16140-1]. Die Richtig-negativ-Rate zeigt die Eignung einer Methode nur ei-
nen bestimmten Analyten zu erfassen.

INA
RNR = (T) x 100%, (1)

RNR = Richtig-negativ-Rate in %
NA = Anzahl der richtig-negativ gewerteten Spektren = Anzahl der negativen Ubereinstimmungen
m = Anzahl an zur Validierung eingesetzten Probenspektren der Nicht-Ziel-Parameter

Die Falsch-positiv-Rate (FPR) gibt die falsch dem Parameter zugeordneten Spektren (Positivabwei-
chung, PD) an der Gesamtzahl der als negativ erwarteten Spektren an.

2PD

FPR = Falsch-positiv-Rate in %
2PD = Anzahl der falsch-positiv gewerteten Spektren = Anzahl der positiven Abweichungen
m = Anzahl an zur Validierung eingesetzten Probenspektren der Nicht-Ziel-Parameter

Die Ermittlung von Richtig-negativ-Rate und Falsch-positiv-Rate erfolgt an einer ausreichend gro-
Ren Zahl (m) hinsichtlich des Parameters bekanntlich negativer Isolate oder Materialien (Negativkon-
trollen; ,Nicht-Ziel-Parameter®).

Die Auswahl der Negativkontrollen sollte sich an der Verwechselbarkeit mit dem Parameter orientie-
ren: Die Verwechselbarkeit kann sich aus der taxonomischen Verwandtschaft ergeben. Die Auswahl
und Anzahl der Spezies sollte die nachsten in der Probenart vorkommenden taxonomischen Verwand-
ten umfassen. Auch in den beabsichtigten Untersuchungsproben haufig vorkommende andere Spe-
zies oder solche mit Verwechslungspotential durch die Probenart sind mit zu prifen. Die Auswahl
kann durch definierte Stdmme aus 6ffentlichen Stammsammlungen oder Isolaten aus anderen Matri-
zes erganzt werden.

Fir die Ermittlung der Richtig-negativ-Rate und der Falsch-positiv-Rate werden MALDI-TOF- Massen-
spektren von bekanntlich negativen Untersuchungsproben (Negativkontrollen) verwendet, die mit ei-
ner/mehreren geeigneten Praparationsmethode/n erstellt wurden. Diese Spektren werden mit der im
Labor verwendeten Datenbank-Version identifiziert. Aus dem Anteil der richtigerweise nicht dem Para-
meter zugeordneten Spektren an den gesamten, beziiglich des Parameters als negativ erwarteten
Spektren wird die Richtig-negativ-Rate berechnet. Aus dem Anteil der falschlich zum Parameter zuge-
ordneten Spektren an der Gesamtzahl der als negativ erwarteten Spektren wird die Falsch-positiv-
Rate berechnet.
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53 Korrektklassifikationsrate

Anhand der ermittelten Daten zu Ubereinstimmung und Abweichung lasst sich die libergreifende Kor-
rektklassifikationsrate (KKR) ermitteln. Diese Kennzahl gibt die Summe der richtig klassifizierten Er-
gebnisse (richtig-positiv und richtig-negativ) Gber die Gesamtheit der Messergebnisse an [Trevethan
et al., 2017].

Diese Korrektklassifikationsrate ist fiir die nicht gerichtete Identifizierung (Screening) zur generellen
Uberpriifung umfanglicher Referenzdatenbanken geeignet.

KKR = LPA+2LNA x 100 %
T SPA+ YNA+ YPD+ YND 0

KKR = Korrektklassifikationsrate in %

Y PA = Anzahl der richtig-positiv gewerteten Spektren = Anzahl der positiven Ubereinstimmungen
¥ NA = Anzahl der richtig-negativ gewerteten Spektren = Anzahl der negativen Ubereinstimmungen
2PD = Anzahl der falsch-positiv gewerteten Spektren = Anzahl der positiven Abweichungen

2ND = Anzahl der falsch-negativ gewerteten Spektren = Anzahl der negativen Abweichungen

54 Identifizierungsrate

Die Identifizierungsrate (IDR) des jeweiligen Parameters, d.h. das Verhaltnis der identifizierten Pro-
ben zu allen untersuchten Proben, kann separat bei allen vorgenannten Anwendungen der Validie-
rung ausgewiesen werden.

XID
IDR = (T) x 100 %, (n)

IDR = Identifizierungsrate in %
2ID = Anzahl der Spektren mit Identifizierungsergebnis des Ziel-Parameters

n = Anzahl an zur Validierung eingesetzten Probenspektren des Ziel-Parameters

55 Robustheit

Die Robustheit ist ein Mal fiir die Belastbarkeit einer Methode durch Veranderungen der Umgebung
oder der Durchflhrungsbedingungen. Zur Bestimmung der Robustheit der MALDI-TOF-MS-Methode
werden empirische Daten hinsichtlich potentiell in der Routine auftretender Variationen von Durchfiih-
rungsbedingungen bewertet. Entsprechend kénnen Variationen im Rahmen der Validierung kinstlich
hergestellt werden.

In der Mikrobiologie ist die Variation der Durchfihrungsbedingungen der Kultur fir den zu identifizie-
renden Parameter im Labor (blicherweise klein. Variationen umfassen dabei insbesondere kulturelle
Bedingungen (Nahrmedium, Inkubationstemperatur und -zeit, Atmosphare). In umfangreichen Studien
wurde fur MALDI-TOF-MS bereits umfassend belegt, dass kulturelle Bedingungen nur wenig Einfluss
auf die Interpretation der Identifizierungen haben [Reich et al., 2013, Wieme et al., 2014].

Variationen der Probenpraparationsprotokolle kénnen dagegen einen Einfluss auf die Richtig-positiv-
Rate haben. Oftmals wird bereits in der Methodenbeschreibung eine eskalierende Abfolge von Pro-
benpraparationsprotokollen vorgeschlagen: Wird mit einer einfacheren Probenaufarbeitung (z. B. dem

© BVL, April 2021 Seite 15 von 34



Leitlinien fur die Validierung von Spezies-Identifizierungen mittels MALDI-TOF-MS in Einzellaboren oder in Laborverbiinden
Arbeitsgruppe § 64 LFGB ,MALDI-TOF*

Direkttransfer) keine eindeutige Identifizierung erreicht, wird systematisch die aufwandigere Proben-
vorbereitung ausgeldst (z. B. eine Ethanol-Ameisensaure-Extraktion) [Rau et al., 2016b].

In den Validierungsplan des Labors flie3en daher die fiir den Parameter verwendeten Varianten der
Kultur und der Probenpraparation ausreichend ein. Die Erfahrung aus diesen Robustheitstests kdnnen
ggf. als einschrankende Regel fiir die Methode definiert werden (beispielsweise: Listeria monocytoge-
nes ldentifizierung nach Ethanol-Ameisensdure-Extraktion).

Bei der Speziesidentifizierung von tierischen und pflanzlichen Lebensmitteln, Lebensmitteln aus
Pilzen oder Futtermitteln sind fir die jeweilige Produktgruppe diejenigen typischen und technologi-
schen Verfahren zu beriicksichtigen, die bei dem zu untersuchenden Probenspektrum des Labors
auch erwartet werden. Diese kdnnen z. B. Einfrieren, Erhitzungsverfahren oder andere Zubereitungs-
methoden umfassen. Es sind flr jeden zu Uberpriifenden Faktor jeweils mindestens drei unabhangige
Proben der Produktgruppe zu untersuchen [Rau et al., 2021]. Ein Beispiel fur die Durchfihrung ist im
Anhang 4 angegeben.

Sofern maoglich, kdnnen Vergleichsbedingungen oder verschiedene Intermediar-Bedingungen der
Messungen durch Einzelspektren unterschiedlicher Bearbeiter, Standorte, Messsysteme von demsel-
ben Material (z. B. Referenzstamm) oder ahnlichen Isolaten/Materialien derselben Spezies zusam-
mengetragen werden. Diese Art der Spektren-Sammlung geht (iber das eigene Labor hinaus.

6  Anwendung der Kennzahlen bei der Beurteilung der Verfahren

Es erfolgen in Anhang 2 Festlegungen der Mindestanforderungen fir die RPR, die FNR, fir die RNR
und die FPR (bzw. die KKR) jeweils fiir die beabsichtigte Anwendung der MALDI-TOF-MS. Zudem
sind hier die Mindestanzahlen der zur Validierung eingesetzten Probenspektren (Stichproben) ange-
geben.

Fir alle folgenden Arten der Validierung sind im Anhang 3 Beispiele wiedergegeben.

6.1 Nicht gerichtete Identifizierung (Screening)

Bei der nicht gerichteten Identifizierung (Screening) werden fiir die Berechnung nur gelungene Identi-
fizierungsentscheidungen des MALDI-TOF-MS-Systems als Stichprobe beriicksichtigt. Somit zeigt
sich in der experimentellen Uberprifung der Anteil der mit dem Verfahren richtig identifizierten Materi-
alien/Isolate des Ziel-Parameters (Richtig-identifiziert-Rate), bezogen auf alle identifizierten Proben.

Fir die nicht gerichtete Identifizierung wird die Korrektklassifikationsrate als umfassende Kennzahl an-
gegeben. Werte der KKR = 90 % sind bei einer Mindeststichprobe von n + m = 500 ausreichend.

Fir einige spezielle Anwendungen ist die Zahl der Analysenspektren eingeschrankt. In Folge dessen
weisen die verwendeten Datenbanken nur eine kleinere Zahl relevanter zu Uberprifender Referenz-
spektren auf. In diesen Fallen kann die Mindeststichprobengréfle fur die Validierung einer nicht gerich-
teten Identifizierung auch einen angepassten geringeren Umfang aufweisen. Eine Orientierung bieten
hier die unter der zielgerichteten Identifizierung konkreter Parameter (6.2) beschriebenen Stichproben-
grélen.

Die fiir das Screening beabsichtigten Parameter missen in der experimentellen Uberpriifung in sinn-
voller Gewichtung vertreten sein. Mit der KKR wird die generelle Abdeckung des MALDI-TOF-MS-
Systems flr die vorgesehene Anwendung demonstriert.
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6.2 Zielgerichtete Identifizierung

Bei der zielgerichteten Identifizierung konkreter Parameter werden fiir die Berechnung nur gelun-

gene Identifizierungsentscheidungen des MALDI-TOF-MS-Systems als Stichprobe berlicksichtigt. So-
mit zeigt sich in der experimentellen Uberpriifung der Anteil der mit dem Verfahren richtig identifizier-

ten Materialien/Isolate des Ziel-Parameters (Richtig-identifiziert-Rate), bezogen auf alle identifizierten
Proben.

In der experimentellen Uberpriifung der zielgerichteten Identifizierung soll fiir den Parameter der Wert
fur die RPR =2 95,0 %, der RNR 2 99,0 % und die Werte fir die FNR und die FPR < 1,0 % erreicht wer-
den. Eine RPR unter 95 % hat Einschrankungen in der Interpretierbarkeit der zielgerichteten Identifi-
zierung zur Folge. In diesen Fallen kann beispielsweise festgelegt werden, dass zuséatzlich zur
MALDI-TOF-MS-Identifizierung noch eine weitere Absicherung durch eine andere geeignete Methode
notwendig ist.

6.3 Bestatigungsprufung

Bei der den Ziel-Parameter bestatigenden Untersuchung (Bestatigungspriifung) werden fir die Be-
rechnung die ldentifizierungsentscheidungen aller Proben als Stichprobe berticksichtigt. Nicht identifi-
zierte Proben des Parameters werden hierbei als falsch-negativ gewertet. Somit zeigt sich in der ex-
perimentellen Uberpriifung der Anteil der mit dem Verfahren richtig identifizierten Materialien/Isolate
des Ziel-Parameters, bezogen auf alle Proben.

In der experimentellen Uberpriifung einer bestatigenden Untersuchung sollen fiir die Identifizierung
des Parameters die Werte fur die RPR = 98,0 %, die RNR = 99,0 % und fir die FNR und die
FUR < 1,0 % erreicht werden (Anhang 2).

Die fiir die Uberpriifung eines Ziel-Parameters mindestens geforderten StichprobengréRen an unab-
hangigen Spektren des Ziel-Parameters und der Nicht-Ziel-Parameter werden in Anhang 2 angege-
ben.

Das Ergebnis kann bei Einhaltung der Kennwerte der RPR und der FPR ohne weitere Absicherung
verwendet werden. Eine RPR unter 98 % hat Einschrankungen in der Interpretierbarkeit zur Folge. In
diesen Fallen kann beispielsweise festgelegt werden, dass zusatzlich zur MALDI-TOF-MS-Identifizie-
rung noch eine weitere Absicherung durch eine andere geeignete Methode notwendig ist.

6.4 Allgemeine Hinweise

Sollte durch die Validierung nachgewiesenermalen die Gefahr einer falschen Identifizierung beste-
hen, beispielsweise bei taxonomisch nah verwandten Spezies, ist dies bei der Dokumentation der Va-
lidierung darzustellen. Analog den Herstellerhinweisen, ist diese Verwechslungsgefahr bei der Identifi-
zierungsentscheidung fir den definierten Ziel-Parameter zu bertcksichtigen. Die Verwendung eines
alternativen Verfahrens wird in diesem Fall nahegelegt.

Kdénnen taxonomisch verwandte Spezies nicht sicher unterschieden werden, bietet sich eine Ande-
rung der Definition des Parameters auf eine taxonomisch hoher liegende Hierarchie-Ebene an. Bei-
spiel: anstelle ,Bacillus thuringiensis® und ,Bacillus cereus* als konkrete Einzelparameter wird der
Ubergreifende Parameter ,prasumtive Bacillus cereus” im Sinne der Norm DIN-EN-ISO 7932:2005-03
validiert.
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Die MALDI-TOF-MS-Methode muss auch bei der im Labor beabsichtigten Bandbreite der Bedingun-
gen richtige Ergebnisse liefern. Hierflr wird die Robustheit fur das Gesamtsystem abgeschéatzt. Das
Ergebnis der Betrachtung sollte in einem zusammenfassenden Statement dokumentiert werden. Zeigt
die Abschatzung der Robustheit fiir bestimmte vorgesehene Bedingungen keine ausreichend sichere
Identifizierung, werden fur die Methode entsprechend klare Einschrankungen formuliert (Bsp.: ,vali-
diert nur fir Kultivierung auf Schafblut-Agar unter aeroben Bedingungen®, ,nach Ethanol-Ameisen-
saure-Extraktions-Protokoll*, ,nicht fir geraucherte Produkte®).

7 Interpretation der Identifizierungsergebnisse

Bei der Interpretation einer Zuordnung per MALDI-TOF-MS sind neben den technischen Entschei-
dungsregeln auch die den Parameter betreffenden Hersteller-Hinweise sowie die Ergebnisse der eige-
nen Validierung nach dieser Leitlinie zu berlcksichtigen. Voraussetzung daflr sind die technisch ein-
wandfreie Durchfiihrung der Anzucht (bei Mikroorganismen), die Probenpraparation des reinen Isola-
tes/Materials und die Messung am kalibrierten MALDI-TOF-MS-System.

Fir die Validierung der nicht gerichteten Identifizierung (Screening) und der zielgerichteten Identifizie-
rung konkreter Parameter wird keine Interpretation von Proben vorgenommen, flr die keine Zuord-
nung gelang. Fur diese nicht identifizierten Proben wird keine Aussage getroffen.

Wurde das MALDI-TOF-MS-Verfahren als Bestatigungsprifung fir konkrete Parameter validiert, sind
positive wie negative Angaben der Zuordnung fir diese Parameter moglich.

8 Erneuerung der Validierung bei veranderter Datenbank

Fir zukiinftige Versionen der agilen Referenzdatenbank ist ein Verfahren festzulegen, ob bzw. ab wel-
chen Datenbankanderungen die fur das Labor relevanten Parameter unmittelbar betroffen sein kdnn-
ten.

Ist durch eine Datenbankanderung ein Einfluss auf die Identifizierungsentscheidung eines validierten
Parameters zu vermuten, muss zur Uberprifung die formale Validierung fiir den betroffenen Parame-
ter mit der neuen Version der Datenbank wiederholt werden. Dies gilt insbesondere bei Anderung der
Identifizierungskriterien oder bei Anderung des identifizierenden Algorithmus. Je nach Anwendungs-
zweck kann zusatzlich festgelegt werden, ab welchem Ausmal} der Datenbankanderung eine neue
Validierung notwendig wird (beispielsweise bei Anderungen die mehr als 10 % der Referenzeintrage
zur letzten Validierung umfassen).

Zur Uberpriifung kann die zur urspriinglichen Validierung verwendete Einzelspektren-Sammlung er-
neut mit der neuen Version der Datenbank abgeglichen werden. Es ist dazu nicht zwangslaufig not-
wendig, neue Spektren aufzunehmen.

9 Ringversuch

Uber einen Ringversuch, bei dem identische Proben im selben Zeitraum von mehreren Laboratorien
untersucht werden, kann die Gebrauchstauglichkeit von MALDI-TOF-MS-Systemen abgeschatzt wer-
den [Huber et al., 2017]. Der Erfolg der Identifizierung eines Ziel-Parameters mittels MALDI-TOF-MS
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ist jedoch unmittelbar abhangig von mehreren Vor-Ort-Faktoren, die nicht vollstandig mit einem klassi-
schen Ringversuch einer Methodenvorschrift abgeprtft werden kénnen [Huber et al., 2017].

Uberpriift werden kann,

ob die Probengewinnung und Probenvorbereitung labortbergreifend beherrscht wird (Schlissigkeit
der Methodenbeschreibung, von der Kultur bis zum Probentrager, Erfolg des Trainings der durch-
fuhrenden Mitarbeiter, Darstellung der Toleranz des Verfahrens beziglich Ublicher Abweichungen),

ob die MALDI-TOF-MS-Messungen an den Geraten der Teilnehmenden vergleichbare Einzelspek-
tren ergeben und somit, ob die im Labor verwendete Gerateperformance und die Kalibration geeig-
net sind,

ob die Interpretation des erhaltenen individuellen Identifizierungsergebnisses im Sinne dieser Leitli-
nien erfolgt. Da der individuelle Datenbankstand entscheidend fir die Interpretation ist, muss die-
ser hierbei jeweils schliissig berticksichtigt werden. Die Identifizierungsergebnisse der teilnehmen-
den Labore sind dabei nicht zwingend identisch. Hiermit kann jeweils die Gebrauchstauglichkeit im
Labor belegt werden.

Ob die individuellen Referenzdatenbanken und Auswertemethoden den Ziel-Parameter erfassen, ist
dagegen kein Kriterium der Methode an sich.

Ein Ringversuch kann verschiedene Probensets beinhalten.

1.

Es werden Referenzisolate/-materialien verwendet, von denen erwartet wird, dass die untersuchte
Spezies in den Datenbanken aller Teilnehmenden (Mitarbeitende im Sinne der ISO 16140-1) des
Ringversuches grundsatzlich in ausreichender Zahl reprasentiert ist (E. coli, Staphylococcus au-
reus, ...).

In einem zweiten Satz werden Referenzisolate/-materialien verwendet, die im gleichen Umfeld vor-
kommen oder taxonomisch nah verwandt zu den Spezies unter Nr. 1. sind.

Es kénnen ergdnzend Referenzisolate/-materialien eingesetzt werden, von denen erwartet wird,
dass die Spezies nicht in den Ublichen Datenbanken enthalten ist.

Die Auswahl sollte wichtige Spezies, fur die eine Abdeckung in den Datenbanken erwartet werden
kann, umfassen. Fir diese Ziel-Parameter sind spezifische Methodenbeschreibungen denkbar.

Ein Ringversuchskonzept ist in Anhang 5 wiedergegeben.
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Anhang

Anhang 1: Einstufung der Validitat von Vergleichsisolaten und Vergleichsmate-

rialien

Die Benennung der Isolate/Materialien sollte sich nach dem aktuell anerkannten Stand der Taxonomie
richten. Die Isolate/Materialien werden vor der Verwendung hinsichtlich der Vertrauenswurdigkeit ihrer
Benennung (Validitat) eingestuft. Die Einstufung erfolgt nach Bewertung aller vorliegenden Informatio-
nen zum Isolat/Material. Die folgende Tabelle zeigt Beispiele [nach Rau et al., 2016b].

Es werden bei der Validitat finf Stufen unterschieden:

Validitat Mikroorganismen Andere Materialien
Unbekanntes Isolat, ohne Vorinformation; Unbekanntes Material, ohne Vorinformation;
0 zweifelhaftes Isolat/Probe zweifelhaftes Material/ Probe
Isolat, fiir das standardisierte Basisinformatio- | Material, fir welches Informationen It. Kenn-
nen vorliegen (Salmonella sp., prasumtiver zeichnung/Kenntlichmachung vorliegen (z. B.
1 Bacillus cereus nach § 64- Methodik, andere Schweinelende)
validierte Prifmethoden...)
Isolat, dessen Benennung durch zusatzliche Material, das durch eine grobsinnliche Unter-
Ergebnisse bestatigt wurde, die aber der suchung (Sensorik/Morphologie) in der Zuord-
Stufe 3 noch nicht entsprechen (z. B. ,Bacillus | nung bestéatigt wurde (z. B. ganzes Huhn,
2 subtilis mit eindeutigem biochemischen Pro- Steinpilz)
fil*). Die Einstufung des Genus gilt auf dieser
Stufe als sicher.
Isolat, Uber das weitergehende genetische o- | Material, das von einem Experten, einer Ex-
der phanotypische Informationen vorliegen, pertin in der Spezies bestimmt wurde (z. B.
welche die Benennung auf Speziesebene der Tierpathologie, der Pilzsachkunde) oder
zweifelsfrei machen. Dies kénnen z. B. sein: Material mit Spezies-definierenden geneti-
- zertifizierte oder gut Literatur-bekannte Re- schen Informationen, z. B. Sequenzierung
ferenzstdmme aus 6ffentlichen Sammlungen | des Cytochrom-b-Gens
3 (Referenzstamme);
- Isolate mit Informationen Uber ihre 16S- Referenzmaterialien aus 6ffentlichen Samm-
rRNA oder rpoB Sequenzen. lungen
- Isolate, fUr die PCR-Untersuchungen vorlie-
gen, die konkrete speziesspezifische Informa-
tionen liefern (ail-Gen bei Yersinia enterocoli-
tica, ces-Gen bei Bacillus cereus)
In der Spezies sicher benanntes Isolat, fur In der Spezies sicher benanntes Material, fur
das Uber die Stufe 3 hinausgehende typisie- das Uber die Stufe 3 hinausgehende Informa-
4 rende Informationen vorliegen (Salmonella tionen vorliegen. Material mit bekannter Un-

enterica mit Serovar; Vollgenom liegt vor).

terart (z. B. Sus scrofa scrofa)

Die fir die jeweilige Einstufung notwendigen Daten werden vor jeder Validierung zusammengestellt
und dokumentiert. Sofern es die Beschaffenheit zulasst, sollte das Validierungsmaterial so lange wie
moglich konserviert werden (z. B. gefroren, in 70 %-igem Ethanol, gefriergetrocknet, o. A.).
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Anhang 2: Empfohlene minimale StichprobengroBen von Ziel-Parameter und
Nicht-Ziel-Parameter zur Ermittlung von zu erreichenden Leistungskennzahlen
fur MALDI-TOF-MS-Anwendungen

Die Validierung der zielgerichteten Identifizierung konkreter Parameter und der Bestatigungsprifung
bedingen aufgrund der zu erreichenden minimalen Richtig-positiv-Rate (RPR) und der minimalen
Richtig-negativ-Rate (RNR) eine Mindestanzahl an Proben fiir die Vergleichsuntersuchung. Bei der
Identifizierung mit MALDI-TOF-MS hat die Falsch-positiv-Rate ein besonderes Gewicht bei der Inter-
pretierbarkeit der Ergebnisse. Es wird die Erwartung mit den Ergebnissen der zu validierenden Me-

thode verglichen.

Nicht gerichtete
Identifizierung
(Screening)

zielgerichtete Iden-
tifizierung konkre-
ter Parameter

Bestatigungs-prii-
fung

konkreter Parame-
ter

Spektren ohne Identifizierungs- werden nicht ausge- | werden nicht ausge- werden
ergebnis wertet wertet ausgewertet
Anteil an Spektren mit Identifi- wird zur Information wird zur Information 100 %
zierungsergebnis angegeben angegeben

minimale Gesamtzahl unabhan-

giger Spektren = 500" nicht anwendbar nicht anwendbar
davon 20% eigene Spektren 20,2xn

Untersuchung auf

Inklusivitat

Anzahl an unabhangigen, ge-
werteten Spektren des Ziel-Pa-

nicht anwendbar

rameters (n) = 20* = 50**
davon eigene Spektren

(20 % von n) 20,2xn 20,2xn
Richtig-positiv-Rate (RPR) 2950 % 298,0 %
Falsch-negativ-Rate (FNR) <1,0% <1,0%
Exklusivitat nicht anwendbar

Anzahl an unabhangigen Spek-

tren der Nicht-Ziel-Parameter

(m) = 30* = 30**
davon eigene Spektren

(20 % von m) 20,2xm 20,2xm
Richtig-negativ-Rate (RNR) 299,0 % 299,0 %
Falsch-positiv-Rate (FPR) <1,0% <1,0%

Korrektklassifikationsrate (KKR)

2950 %

* Bei einigen Mikroorganismen/Materialien sowie einigen speziell definierten Anwendungszwecken (,beispiels-
weise einer Anwendung mit kleiner Speziesvariation und somit geringem Umfang®”) ist es schwierig, die gefor-
derte Anzahl fiir eine Stichprobe zur Untersuchung auf Inklusivitat und Exklusivitat zu erhalten. In diesen Fallen
kann die MindeststichprobengréRRe fir die Validierung der nicht gerichteten Identifizierung auch einen ange-
passten geringeren Umfang aufweisen. Eine Orientierung bieten hier die unter der zielgerichteten ldentifizie-
rung konkreter Parameter (6.2) beschriebenen StichprobengréRen.
** Dje Stichprobe fiir die Bestatigungspriifung ist in Ubereinstimmung mit Kap. 5.1.5 ,,Untersuchung zur Inklusi-
vitat und Exklusivitat” der DIN-EN-ISO 16140-2.
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Anhang 3: Beispiele fur Auswertungen von Validierungen
A3.1: Nicht gerichtete Identifizierung (Screening)
Beispiel A3.1.1: Identifizierung von Muskelfleisch auf Speziesebene
Parameter Spezies
Anwendung Muskelfleisch von Tieren
Umfeld Lebensmittel, Muskelfleisch im Gewebsverband,
roh oder thermisch behandelt
Metadaten / Herkunft Dokumentation fir alle verwendeten Materialien in MALDI-UP
Bedingungen vor der Reinmaterial, frisch oder tiefgefroren bei z. B. -20 °C
MALDI-Analyse
Probenpraparation OS-Extraktion [Dyk et al., 2020]
MALDI-System BRUKER LT-Microflex, Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])
Datenbank Die zur Validierung verwendete Datenbank:
UA-BW 420 Meat
System BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstellers
Entscheidungsregel Erster Hit score > 2,0; wenn zweiter Hit > 2,0, dann nicht im Widerspruch

zu erstem Hit.

Spektren Vorgaben nach  Kriterium

P Anhang 2 erfiillt
Zahl aller Spektren 1088 keine
Qavon Spektrer? mit Identifi- 863 > 500 Ja
zierungsergebnis
davon 20% eigene Spektren 863 >173 Ja
Identifiziert-Rate (IDR) 79,3 % keine
MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
Anzahl der Ubereinstimmun-
gen in Bezug auf die Erwar- 861
tung
(PA + NA)
Anzahl der Abweichungen 2
(PD + PA)
Korrektklassifikationsrate o

> 0,

(KKR) 99,7 % 295 % Ja

Die Methode kann zur nicht gerichteten Identifizierung (Screening) von Muskelfleischproben
eingesetzt werden.

Beispieldaten entnommen aus Rau et al., 2021
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Beispiel A3.1.2: Identifizierung von Veterinérisolaten

Parameter Spezies
Anwendung Veterinarisolate
Umfeld

Metadaten / Herkunft

Bedingungen vor der
MALDI-Analyse

Probenpraparation

MALDI-System BRUKER LT-Microflex, Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])

Datenbank Die zur Validierung verwendete Datenbank:

BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstellers

Entscheidungsregel Erster Hit score > 2,0; wenn zweiter Hit > 2,0, dann nicht im Widerspruch
zu erstem Hit.

Spektren Vorgaben nach  Kriterium

P Anhang 2 erfiillt
Zahl aller Spektren 375 keine
pavon Spektrer.1 mit Identifi- 362 > 100* Ja
zierungsergebnis
davon 20% eigene Spektren 362 >75 Ja
Identifiziert-Rate (/DR) 96,5 % keine
MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
Anzahl der Ubereinstimmun-
gen in Bezug auf die Erwar- 359
tung
(PA + NA)
Anzahl der Abweichungen 3
(PD + PA)
Korrektklassifikationsrate 0

> "

(KKR) 99,2 % 295 % Ja

* Fur den hier definierten Anwendungszweck wird die Mindeststichprobengréf3e fiir die Validierung der
nicht gerichteten Identifizierung angepasst.

Die Methode kann zur nicht gerichteten ldentifizierung (Screening) von Isolaten der veterinar-
medizinischen Diagnostik eingesetzt werden.

Beispieldaten entnommen aus Pavlovic et al., 2015
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A3.2.: Zielgerichtete Identifizierung konkreter Parameter
Beispiel A3.2.1: Identifizierung von Staphylococcus aureus
Parameter Staphylococcus aureus

Anwendung Bakterienisolate aus Lebensmitteln und Proben der veterinarmedizini-
schen Diagnostik
Umfeld Lebensmittel-Mikrobiologie, Mastitis, Veterindrmedizinische Diagnostik

Nicht-Ziel Parameter zur Er-
mittlung Falsch-positiv-Rate

Bakterienisolate der Staphylococcaceae
und Isolate, die in anderen Methoden bereits als falsch-positiv identifiziert
worden sind: Hier keine.

Metadaten / Herkunft

Dokumentation fiir alle verwendeten Isolate in MALDI-UP

Bedingungen vor der
MALDI-Analyse

Reinkultur auf Schafblutagar oder anderem festem Nahrmedium, ae-
rob/mikroaerob inkubiert fir 24 — 48 h bei 37 °C

Probenpraparation DT, eDT, EFEXx

MALDI-System BRUKER LT-Microflex, Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])
Datenbank Die zur Validierung verwendete Datenbank : BRU 4096 + UA-BW 301
System BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstellers

Entscheidungsregel

© BVL, April 2021

Erster Hit score > 2,0; wenn zweiter Hit > 2,0, dann nicht im Widerspruch
zu erstem Hit.
Ggf. Berticksichtigung von Hersteller-Hinweisen bei der Interpretation
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Ziel Parameter Spektren Vorgaben nach  Kriterium
erwartetes Ergebnis Anhang 2 erfiillt
Staphylococcus aureus
Zahl aller Spektren 51
Davon Spektren des Para-
o meters mit Identifizierungs- 51 nz20 Ja
a ergebnis (n) Identifiziert-
S Rate (IDR) = 100 %
g_‘& davon Eigenspektren 51 > (0,2 x n) Ja
S ¥  MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
@ § Anzahl der positiven Uber- Richtig-positiv-
% = einstimmungen (PA) 51 | Rate (RPR)= 100 % 295 % Ja
Anzahl der negativen Ab- Falsch-
weichungen (ND) 0 negativ- Rate 0% <1% Ja
(FNR) =
Nicht-Ziel Parameter
erwartetes Ergebnis:
Keine Ubereinstimmung mit
dem Parameter
Zahl aller Spektren 171
Davon mit Identifizierungs-
ergebnis im Sinne der fur
“% den Parameter festgelegten 159 m =230 Ja
g,) Regel (m) IDR = 93 %
C W
% :"g davon Eigenspektren 159 = (0,2xm) Ja
» 8  MALDI-TOF-MS-Ergebnis: Richtig-
2X  Anzahl der negativen Uber- negativ-Rate
=g einstimmunge?\ (NA) 159 (RIQ\]/R) = 100% 299.0% Ja
MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
Anzahl der positiven Falsch-positiv-
Abweichungen (PD) 0 Rate (FPR)= 0% <1,0% Ja

Der o.g. Parameter kann mit der hiermit Giberpriften Methode zielgerichtet identifiziert werden.
Beispieldaten entnommen aus Rau et al., 2016b
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Beispiel A3.2.2: Identifizierung von Muskelfleisch von Pferden

Parameter Equus (Genus)
Anwendung Muskelfleisch von Pferdeartigen (Genus Equus)
Umfeld Lebensmittel, Muskelfleisch im Gewebsverband,

roh oder thermisch behandelt

Nicht-Ziel Parameter zur Er-  Muskelfleisch anderer Tiere, Mammalia, Reptilia, Aves
mittlung Falsch-positiv-Rate

Metadaten / Herkunft Dokumentation fir alle verwendeten Materialien in MALDI-UP
Bedingungen vor der Reinmaterial, frisch oder tiefgefroren bei z. B. -20 °C
MALDI-Analyse
Probenpraparation OS-Extraktion [Dyk et al., 2020]
MALDI-System BRUKER LT-Microflex, Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])
Datenbank Die zur Validierung verwendete Datenbank:

UA-BW 420 Meat
System BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstellers
Entscheidungsregel Erster Hit score > 2,0; wenn zweiter Hit > 2,0, dann nicht im Widerspruch

zu erstem Hit. Es wird auf Genus Equus ausgewertet.

Liste der im Genus erfassten Spezies Anzahl MALDI Ergebnis =
Equus

Equus caballus 20 20

Equus asinus 4 4

Equus grevy 2 2

Equus przewalskii 1 1

Equus quagga 3 3

Equus kiang 1 1

Equus hartmannae 1 1

Equus hemionus 3 3

Equus 35 35
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Ziel Parameter Spektren Vorgaben nach Kriterium
erwartetes Ergebnis Anhang 2 erfullt
Equus (Genus)
Zahl aller Spektren 35
Davon Spektren des Para-
meters mit Identifizierungs- 35 nz20 Ja
o ergebnis (n) Identifiziert
2 Rate (IDR) = 100 %
&
% = davon Eigenspektren 35 = (0,2 x n) Ja
5 £  MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
@ % Anzahl der positiven Uber- Richtig-positiv-
% é einstimmungen (PA) 35 | Rate (RPR) = 100 % 2950 % Ja
> £
Anzahl der negativen Abwei- Falsch-
chungen (ND) 0 ?,Slg\;laRt;v; Rate 0% <1.0% Ja
Nicht-Ziel Parameter
erwartetes Ergebnis:
Keine Ubereinstimmung mit
dem Parameter 1053
Davon mit Identifizierungser-
gebnis im Sinne der fiir den
E Parameter festgelegten Re- 1010 230 Ja
§’ gel (m) IDR = 95,9 %
S &
5 5§  davon Eigenspektren 1010 =(0,2x m) Ja
@ @  MALDI-TOF-MS-Ergebnis: Richtig-
2 X Anzahl der negativen Uber- negativ-Rate
2 W einstimmungen (NA) 1010 | (RNR) = 100 % 299,0 % Ja
MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
Anzahl der positiven Falsch-positiv-
Abweichungen (PD) 0 Rate (FPR)= 0% <1,0% Ja

Der o.g. Parameter kann mit der hiermit liberpriiften Methode zielgerichtet identifiziert werden.
Beispieldaten entnommen aus Rau et al., 2021

© BVL, April 2021

Seite 29 von 34



Leitlinien fur die Validierung von Spezies-Identifizierungen mittels MALDI-TOF-MS in Einzellaboren oder in Laborverbiinden

Arbeitsgruppe § 64 LFGB ,MALDI-TOF*

Beispiel A3.2.3: Identifizierung von Fisch-Muskelfleisch
Parameter Gadus (Genus)
Anwendung Identifikation / Muskelfleisch von Vertretern der Gattung Gadus sp.
Umfeld Lebensmittel, Muskelfleisch im Gewebsverband, ausschlie3lich roh und

unbehandelt

Nicht-Ziel Parameter zur Er-
mittlung Falsch-positiv-Rate

Muskelfleisch weiterer, bevorzugt zum Verzehr genutzter Knochenfische
(Osteichthyes). Im besonderen Fokus befinden sich aufgrund méglicher
Verwechslung nahverwandte Fischarten innerhalb der Familie Gadidae
(z. B. Merlangius merlangus, Molva molva [...])

Metadaten / Herkunft

In-house-Dokumentation

Bedingungen vor der
MALDI-Analyse

Reines Muskelfleisch eines Individuums (keine ,Blends’), frisch (ohne Un-
terbrechung der Kiihlkette) oder tiefgefroren

Probenpraparation

In-house-Methode, TFA-Extraktion mit definierter Verdiinnungsstufe

MALDI-System

BRUKER LT-Microflex, Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])

Datenbank

MALDI-Fish_Version 1_170317

System

BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstellers

Entscheidungsregel

Erster Hit score > 2,00, Differenz zum Top Hit 1 auRerhalb der Gadus-
Gruppe mind. A 0,15 (ggf. Absicherung durch vorher definierte Marker-
massen)

Liste der im Genus erfassten Spezies Anzahl MALDI Ergebnis =
Gadus

Gadus chalcogrammus 21 21

Gadus macrocephalus 16 16

Gadus morhua 9 9

Gadus 46 46
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Arbeitsgruppe § 64 LFGB ,MALDI-TOF*

Ziel Parameter

Vorgaben nach Kriterium

erwartetes Ergebnis Spektren Anhang 2 erfiillt
Gadus (Genus) 46
Zahl aller Spektren
Davon Spektren des Para-
o meters mit Identifizierungser- 46 nz20 Ja
a gebnis (n) Identifiziert
S Rate (IDR) = 100 %
(@)]
= et
-(C:J g davon Eigenspektren 46 = (0,2 x n) Ja
? 3 MALDI-TOF-MS-Ergebnis: L N
g £ Anzahl der positiven Uber- Richtig-positiv- . .
S5 E  einstimmungen (PA) 46 | Rate (RPR)= 100 % 2 95,0 % Ja
Anzahl der negativen Abwei- Falsch-nega-
chungen (ND) 0 E';NRR‘;tf 0%| <10% Ja
Nicht-Ziel Parameter
erwarte"tes Ergebnis: 172
Keine Ubereinstimmung mit
dem Parameter
Davon mit Identifizierungser-
gebnis im Sinne der fir den .
“% Parameter festgelegten Re- 172 m 2 30 Ja
é gel (m) IDR = 100 %
S 5
S §  davon Eigenspektren 172 2(0,2xm) Ja
» @  MALDI-TOF-MS-Ergebnis: Richtig-
2 X Anzahl der negativen Uber- negativ-Rate
S W einstimmungen (NA) 42 | (RNR) = 100 % 299,0 % Ja
MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
Anzahl der positiven Falsch-positiv-
Abweichungen (PD) 0 Rate (FPR)= 0% <1% Ja

*4/172 (2.3 %) Proben liefern einen Hit score >2.00 (Melanogrammus aeglefinus & Merlangius mer-
langus), Begutachtung artspezifischer Markermassen liefern eine eindeutige Differenzierung zu Gadus

ssp.

Der o.g. Parameter kann mit der hiermit liberpriiften Methode zielgerichtet identifiziert werden.
Beispieldaten basierend auf Stahl & Schréder, 2017 sowie nachgezogenen Datenbankerweiterungen
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A3.3:

Beispiel A3.3.1:

Parameter

Bestatigungsprufung konkreter Parameter

Muskelfleisch: Bestétigung des Parameters Aves (Végel)

Muskelfleisch von Aves (Végel)

Anwendung

Lebensmittel, Muskelfleisch im Gewebsverband,
roh oder thermisch behandelt

Nicht-Ziel Parameter zur Ermittlung
der Falsch-positiv-Rate

Muskelfleisch anderer Tiere: Mammalia, Reptilia

Metadaten / Herkunft

Dokumentation fiir alle verwendeten Materialien in MALDI-UP

Bedingungen vor der MALDI-Ana-
lyse

Reinmaterial, frisch oder tiefgefroren bei z. B. -20 °C

Probenpraparation

OS-Extraktion [Dyk et al., 2020]

MALDI-System

BRUKER LT-Microflex,
Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])

Datenbank Die zur Validierung verwendete Datenbank:
UA-BW 420 Meat
System BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstel-

lers

Entscheidungsregel

Erster Hit score > 2,0;
wenn zweiter Hit > 2,0, dann nicht im Widerspruch zu erstem Hit.
Es wird auf Ebene der Ordnung Aves ausgewertet.

Ziel Parameter Spektren Vorgaben nach  Kriterium
erwartetes Ergebnis: Anhang 2 erfallt
- Aves = Vogel
® Zahl aller Spektren (n) 369 n=50 Ja
S ‘% davon Eigenspektren 369 >(0,2xn) Ja
§ 2 MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
% £ Anzahl der positiven Uber- 369 Richtig-positiv-
g einstimmungen (PA) Rate (RPR) = 100 % =98,0 % Ja
Anzahl der negativen Ab- Falsch-negativ-
weichungen (ND) 0 Rate (FNR) = 0 % <1% Ja
Nicht-Ziel Parameter
— erwartetes Ergebnis:
® Keine Ubereinstimmung
§, 8 mit dem Parameter /
= % Zahl aller Spektren (m) 719 m=30 Ja
S 3
o X davon Eigenspekiren 719 > (0,2 x m) Ja
c MALDI-TOF-MS-Ergebnis: Richtig-
- Anzahl der negativen negativ-Rate
Ubereinstimmungen (NA) 719 | (RNR) = 100 % 299 % Ja
MALDI-TOF-MS-Ergebnis:
Anzahl der positiven Falsch-positiv-
Abweichungen (PD) 0 Rate (FPR) = 0% <1% Ja

Der o.g. Parameter kann mit der hiermit liberpriiften Methode bestatigt werden.
Beispieldaten entnommen aus Rau et al., 2021
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Anhang 4: Beispiele fur einen Test auf Robustheit

Bei der Speziesidentifizierung von tierischen und pflanzlichen Lebensmitteln, Lebensmitteln aus
Pilzen oder Futtermitteln sind fir die jeweilige Produktgruppe diejenigen typischen und technologi-
schen Verfahren zu bertcksichtigen, die bei dem zu untersuchenden Probenspektrum des Labors er-
wartet werden. Diese kdnnen z. B. Einfrieren, Erhitzungsverfahren oder andere Zubereitungsmetho-
den umfassen. Es sind fiir jeden zu Uberpriifenden Faktor jeweils mindestens drei unabhangige Pro-
ben der Produktgruppe zu untersuchen [Bsp. Rau et al., 2020, Rau et al., 2021].

Beispiel: Identifizierung von Muskelfleisch nach Einfrieren / Erhitzung

Parameter Schwein, Rind, Huhn, Pute

Anwendung Lebensmittel, Muskelfleisch im Gewebsverband

Bedingungen vor dem Test Reinmaterial, frisch

einfrieren -20 °C Langzeittest

thermisch behandelt Kochen 100 °C / 15 Min

thermisch behandelt Braten in der Pfanne 200 °C / 6 Min (3 Min pro Seite), 1 cm Scheiben
Probenpraparation OS-Extraktion

MALDI-System BRUKER LT-Microflex, Biotyper Standardeinstellungen (2-20 kDa [m/z])
Datenbank UA-BW 420 Meat

System BIOTYPER Version 3.1, Auswertung nach Vorgaben des Herstellers
Entscheidungsregel Erster Hit score >2,0; wenn zweiter Hit >2,0, dann nicht im Widerspruch

zu erstem Hit. Es wird auf Spezies Ebene ausgewertet.

Tierart der Muskelfleischprobe
Ort der . .
. Schwein Rind Huhn Pute
Zubereitung Proben- Bewertung
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
name
Sus (S.) Bos (B.) Gallus (G,) | Meleagrs
roh Oberflache ) ) 71 (M) Kontrolle
scrofa taurus gallus
gallopavo
Einfrieren
-20 °C Innen S. scrofa B. taurus G. gallus M. gallopavo | geeignet
54 Monate
Gekocht Innen S. scrofa B. taurus G. gallus M. gallopavo | geeignet
100 °C . :
15 Minuten Oberflache | S. scrofa B. taurus G. gallus M. gallopavo | geeignet
Innen S. scrofa B. taurus G. gallus M. gallopavo | geeignet
Gebraten
250 °C N not not nur
6 Minuten  OP®MEChe | igentiied | B 1UYS | identified | M- 98M0P3VO | i deschrnkt
geeignet

Das Verfahren zur Identifizierung von Muskelfleisch ist auch nach Lagerung bei -20 °C (Einfrie-
ren) bis zu 54 Monaten geeignet. Das Verfahren zur ldentifizierung von Muskelfleisch ist auch
nach Kochen und Braten des Fleisches geeignet. Hierbei ist das Innere der Probe zu verwen-
den.

Beispieldaten aus Rau et al., 2021
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Anhang 5: Ablauf einer Validierungsuntersuchung mittels Parallelblindproben

[vgl. Huber et al., 2017]

Mikroorganismen Tiere, Pflanzen etc.

Organisierendes
Laboratorium

Teilnehmendes
Laboratorium
Mitarbeiter

Teilnehmendes
Laboratorium:
Datenbank

Organisierendes
Laboratorium
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Isolatesammlung / Materialsammlung /
z. B. Mikrobank gefrier- z. B. gefroren
getrocknet

charakterisierte charakterisierte
Isolate / Stamme Materialien

Kultur

auf geeignetem Nahrbo-

den Versand

Versand

Kultur

auf geeignetem
Nahrboden
z. B. Schafblut-Agar

Inkubation bei
definierter Zeit,
Temperatur,
Atmosphare etc.

Probenvorbereitung Probenvorbereitung

Identifizierung per Identifizierung per
MALDI-TOF-MS mit der MALDI-TOF-MS mit der
zu Uberprifenden zu Uberprifenden
Datenbank Datenbank

Interpretation Interpretation

Ergebnisangabe Ergebnisangabe
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