Riktlinjer for kollaborativa avprévningar av mikrobiologiska
metoder

Inledning

Under senare ar har inom organisationer som EU och Codex lagts ned stort arbete pa att ta
fram rikt- och gransvarden. Dessa ar avsedda att anvandas i egenkontroll inom industrin, i den
offentliga kontrollen av livsmedel samt vid internationell handel. Vid tillampning av sadana
granser ar det viktigt att ha tillgang till validerade metoder sa att man kan lita pa
analysresultaten.

Enligt ISO/IEC 17025:1999 skall laboratorier i forsta hand anvanda erkanda standardmetoder.
Laboratorierna kan ocksé anvanda andra metoder men de skall da vara validerade.
Det finns saledes ett stort behov av validerade metoder.

Valideringar av mikrobiologiska metoder ar arbetskrdvande och darmed kostnadskravande.
Vid planeringen av en validering kan det vara latt att forséka minska omfattningen av
valideringen for att spara kostnader. Det &r da viktigt att tanka igenom syftet med
valideringen. Nedanstaende rad avser validering av referensmetoder sasom NMKL, 1SO,
CEN.

Referensmetod

Vid validering av en ny eller omarbetad metod skall denna jamféras med en referensmetod,
om sadan finnes. Vanligtvis valjes NMKL- eller ISO/CEN-metoder.

Laboratorier

Det ar vasentligt att antalet laboratorier blir tillrackligt stort for att statistiskt hallbara resultat
skall kunna erhallas. Forsok att engagera 10-12 laboratorier. 8 laboratorier med anvandbara
resultat kréavs. | speciella fall d& mycket dyr utrustning anvéands kan antalet laboratorier dock
minskas till fem. Laboratorierna bor kontaktas och instrueras i god tid. Kontrollera garna att
laboratorierna uppgiften och ar vél insatta i metodiken. Ofta kan det vara relevant att sénda ut
ovningsprov fore den verkliga valideringen.

Val av matriser

Val av matriser beror pa vad metoden skall valideras for.
Om metoden skall valideras for ett livsmedel, exempelvis Campylobacter i kyckling, racker
en matris.

Om metoden daremot skall valideras for livsmedel i allmanhet maste antalet matriser 6kas.
AOAC anger minst 6 matriser. Dessa bor da representera livsmedel som vanligen analyseras
pa den mikroorganism som ingar i valideringen. Matriserna bér om majligt tas ur olika
livsmedelsgrupper sdsom kottprodukter, vegetabilier, mejeriprodukter och fisk. Om foder
skall inga i valideringen skall ocksa ett tillrackligt antal foderprodukter av olika typer inga.

Vardefull hjélp vid val av matriser kan erhallas fran Nordvaldokumenten NV-DOC. F 2000-
01-01 samt Food Matrices for Salmonella, Listeria, Campylobacter och E. coli O157.
Information om val av livsmedelstyper finns ocksa I 1SO 16140 Annex B.



Val av testorganismer

Det &r ofta svart att fa tag i naturligt kontaminerade livsmedel med jamn fordelning av
mikroorganismerna. Man &r darfor oftast hanvisad till att spika (kontaminera) livsmedel. De
mikroorganismer som skall anvandas bor vara isolerade fran den typ av matris som skall
anvandas i valideringen. De bor vidare vara vél karakteriserade. Det kan vidare vara
rekommendabelt att undvika éldre stamkollektionsorganismer som kan ha forlorat
karakteristiska egenskaper. Vid val av organismer bor man ocksa tanka pa om speciella
serotyper eller toxinbildare skall valjas.

Mikroorganismer i processade livsmedel &r stressade. Saledes bor dven de mikroorganismer
som anvands for spikning utsattas for stress. Raa, ej processade livsmedel, kan ympas med
ostressade mikroorganismer. Vid kylférvarade varor kan eventuellt kdldstressade
mikroorganismer anvandas. Frystorkade organismer anvands ofta vid spikning av torra
produkter sasom pulverprodukter, granulat och liknande.

Vid all spikning av prov skall man forsakra sig om att mikroorganismen som skall analyseras
ar jamnt fordelad i proven sa att inte variationer mellan proven paverkar resultatet av
valideringen.

Halter av mikroorganismer och kontroller

Vid validering av kvalitativa metoder spikas proven dels med halter som ligger ndra
detektionsgransen for testmetoden exempelvis 1-5 cfu per 25 gram dels med halter pa 10-50
cfu per 25 gram.

Vid validering av kvantitativa metoder framstalls for varje typ av livsmedel prov med tre
olika halter samt ett ospikat kontrollprov.

Den lagsta halten skall ligga nara detektionsgransen hos den validerade metoden och de andra
halterna kan ligga en respektive tva tiopotenser hdgre.

Behandling av data

Ingaende redogdrelser for hur man gor statistiska berdkninga vid vardering av kvantitativa
metoder finns i Youden och Stainer 1987. Vidare kan Nordval 2005 och AOAC 2002 ge
vardefull information for behandling av data.

Kvalitativa valideringar

Vérdera vilka data fran de olika laboratorierna som ar anvandbara. Resultat fran minst 8
laboratorier maste kunna anvandas for de foljande berakningarna. Som tidigare namnts kan
resultat fran 5 laboratorier accepteras i speciella fall.

Berékna Relative accuracy, Relative sensitivity och Relative specificity se Nordval 2005.

Kvantitativa valideringar

Vardera vilka data fran de olika laboratorierna som ar anvandbara. Se under Kvalitativa
valideringar. Berékna standardavvikelse for repeterbarheten (Sr), den relativa
standardavvikelsen for repeterbarheten (RSD r), repeterbarhetsgransen (r), standardavvikelsen
for reproducerbarheten (SR), den relativa standardavvikelsen for reproducerbarheten (RSD R)
samt reproducerbarhetsgrénsen (R).



Beddtmning av resultat

Det ar svart att faststélla kriterier for vad metoder skall prestera. Vad som kravs av metoder
betraffande kanslighet och noggrannhet &r beroende av syftet med analyserna. | litteraturen ar
det ocksa svart att finna forslag pa kriterier som metoder bor uppfylla. Nordval har dock i
Protocol for validation of alternative microbiological methods angett att den relativa
kansligheten hos en alternativ metod bér vara minst 95%.

Den validerade metoden bor uppvisa spridningsvarden som &r lika bra eller battre &n den
anvanda referensmetoden. Vidare bor valideringsresultaten for olika livsmedelskategorier inte
skilja sig at avsevart.

Resultaten av en validering bor bedomas i forhallande till det ssmmanhang i vilket metoden
skall anvandas. | vissa fall kan en metod med mindre kanslighet eller noggrannhet men som &r
billig och snabb vara anvandbar da det galler att screena stora mangder prov.
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