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Sammendrag/anbefalinger:

Metodens riktighet og presisjon ble vurdert som tilfredsstillende, basert pa ekstern kollaborativ validering og intern

verifisering av riktighet og presisjon.

Riktighet

Analyser av referansemateriale med ny metode (RYM), ga for gjeer resultater sentralt i oppgitt initialt kontroll-intervall,
mens mugg plasserte seg ved nedre kontrollgrense. Arsaken til lave muggresultater kan vaere tap av viabilitet etter
fryselagring av referansematerialene i opptil 4 ar.

Analyser av naturlig kontaminerte prgver med ny metode (RYM) ga tilsvarende resultater som Nofimas etablerte
metode (YM) for bade mugg og gjeer.

AOACs og AFNORs kollaborative avprgvinger av RYM ga resultater for bade mugg og gjeer som ikke skilte seg statistisk
fra resultatene av referansemetodene (US FDA BAM og ISO 21527).

Presisjon

Maleusikkerhet (U) for RYM ble beregnet til 0,12 for gjeer og 0,23 for mugg som er lik eller noe lavere enn tidligere
estimater for YM.

AOACs og AFNORs interlaboratorie-studier konkluderte med at repeterbarhet og reproduserbarhet for RYM var
tilsvarende som for referansemetodene (US FDA BAM og ISO 21527).

English summary/recommendation:

The report summarizes the validation of a new rapid method for enumeration of molds and yeasts; Petrifilm Rapid Yeast
and Mold (RYM) Count Plate.




Innhold

R - 7 1144 1 4o 1
2 Behov for intern validering av metoden..........cccceiiiiieniiiiineiiiiineniinienen. 2
IV 11T L= T4 V=0 o] - o TN 3
3.1 241 Q=4 o Y] S PR 3
3.2 PSS O 1o, 3
4  Materialer 08 Metoder.....ccccceiiiiieuiiiiiieiiiiiiniiireesiiresestreasssstrsssssssseasssssssensssssnees 4
4.1 REfEraNSEMALEIIAIET ... .iiiiieei et e e e e e e e a e e e e e e e anrraaeeeas 4
4.2 O INGEIE PIBVET ...iiiiieteieeeeiteee ettt e e ettt e e sttt e e e sttt e e s sbeeeeesbeeeessbtaeessbeaeessseeeessasteeessasseeessnnes 4
4.3 FAN 1YY= 4 V=] o o [T PRSPPI 4
5 Resultater 08 disKUSJON ......cceuiieiiiieeiiitiiiieieiriiereecereeneeeesnerrnseernsserenseeseasessnnsessnsasnes 5
5.1 241 = o T SRR 5
5.2 [ E T 1] (o] o IO PO PP PPPTRRPPTRP 7
6 KONKIUSJON ....ceneieeeiiieniiieeciteeereeneereeneeteneetensesensserensessensessnssssensessassessnssssensessnssenannans 10
7 =1 (=1 T3 £ =T 10



1 Bakgrunn

Laboratoriet har erfaring med analyse av gjaer og mugg ved hjelp av Petrifilm Yeast and Mold (YM)
Count Plate siden 1995. Metoden ble AOAC-validert i 1997 for kvantifisering av gjeer og mugg i
naeringsmidler (J. AOAC Int Vol 80 (4)). Laboratoriet gjennomfgrte egen validering av metoden i 2011
og fikk metoden akkreditert pa det grunnlaget i 2012.

| 2014 fikk Petrifilm Rapid Yeast and Mould (RYM) Count Plate status som «AOAC Official Method of
Analysis» (J. AOAC Int Vol 98 (3)) for naeringsmidler og NF Validation fra AFNOR for naeringsmidler,
kjeeledyrfor, dyrefor og miljgprgver (Certificate: 3M 01/13-07/14).

RYM-metoden skiller seg fra YM-metoden ved at det brukes kortere inkuberingstid (2,5 - 3 dager vs.
5 dager) og hgyere inkuberingstemperatur (25 — 28 °C vs. 20 - 25 °C). RYM anvender ogsa en ny
indikator-teknologi som forenkler avlesing ved 8 hemme spredning og overlapping av muggkolonier.
Forgvrig er analyseoppsett og -avlesning for de to metodene identisk.

Laboratoriet gnsker a ga over til RYM-metoden pa grunn av kortere analysetid og forenklet avlesning.



2 Behov for intern validering av metoden

Metoden er AOAC-validert i en kollaborativ avprgving ved sammenligning med referansemetodene
US FDA BAM og ISO 21527 part 1 (aw > 0,95 produkter) og part 2 (aw < 0,95 produkter). Det ble ikke
funnet signifikante forskjeller mellom RYM og referansemetodene. Det ble heller ikke funnet
statistiske forskjeller mellom prgver analysert ved 25 og 28 °C eller ved inkubering i 48 og 60 timer.

Metoden er ogsa AFNOR validert i en kollaborativ utprgving organisert av ekspertlaboratoriet ADRIA
Development ved sammenligning med I1SO 21527 part 1 og 2. Resultatene oppfyller kravene til
samsvar som er gitt i valideringsprotokollen EN ISO 16140. Det ble heller ikke her funnet statistiske
forskjeller mellom prgver analysert ved 25 og 28 °C eller inkubert i 60 og 72 timer.

| fglge NMKL prosedyre nr 4 trengs kun intern verifisering av metodens riktighet og presisjon nar
metoden er eksternt validert i kollaborativ avprgving.



3 Valideringsplan

3.1 Riktighet

Oppsett og resultatavlesing i RYM er identisk med metoden (YM) som laboratoriet har benyttet
sammenhengende siden 1995. Denne metoden har prestert godt i SLVs interkalibreringer siden 1995
(til sammen ca 70 prgver) og vi anser derfor at sammenligning av resultater fra de to metodene er et
godt mal pa den nye metodens riktighet.

e Analysere referansemateriale med ny (RYM) og eksisterende (YM) metode, sammenligne
resultatene innbyrdes og kontrollere om resultatene ligger innenfor oppgitte kontrollgrenser.

e Analysere ordinaere prgver med ny (RYM) og eksisterende (YM) metode, sammenligne
resultatene innbyrdes.

3.2 Presisjon

e Alle analytikere pa mikrobiologisk laboratorium gjennomfgrer 10 parallellanalyser av
referansematerialer i ulike naturlige matrikser. Metodens maleusikkerhet estimeres som intern
reproduserbarhet (Sg) og utvidet maleusikkerhet (U).



4 Materialer og metoder

4.1 Referansematerialer

SLV 2013:7

Mugg: Penicillum verrucosum, Rhizopus stolonifera, Cladosporium cladosporioides
Gjeer: Kluyveromyces marxianus

SLV 2013:8

Mugg: Penicillum rocquefortii, Cladosporium cladosporioides

Gjeer Saccharomyces cerevisiae

SLV 2015:12

Mugsg: Ingen

Gjeer: Candida sp.

Bakterier: Micrococcus sp. K.oxytoca, E.coli, S.aureus, C.perfringens, E.faecalis, B.cereus

4.2 Ordinaere prgver
(naturlig mugg/gjeer-kontaminerte prgver av for- og naeringsmidler)

Nofima nr 2017-0118-02, Proteinkonsentrat, IBC 829
Nofima nr 2017-0118-06, Proteinkonsentrat, IBC 1137
Nofima nr 2017-0118-09, Proteinkonsentrat, IBC 1204
Nofima nr 2017-0118-12, Proteinkonsentrat, IBC 1237
Nofima nr 2017-1291-01, Fiskefor

4.3 Analysemetoder

Etablert metode (i kontinuerlig bruk i laboratoriet siden 1995)
3M Petrifilm REF: 6407, Yeast and Mold Count Plate (YM)
Inkubering ved 20 - 25 °Ci 5 dggn

Ny metode
3M Petrifilm REF: 6475, Rapid Yeast and Mold Count Plate (RYM)
Inkubering ved 25 - 28 °Ci 3 dggn



5 Resultater og diskusjon

5.1 Riktighet
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Figur 1 Analyse av referansematerialer (SLV 2013:7, SLV 2013:7+SLV 2015:12, SLV 2013:8 + SLV 2015:12)
med ny metode (RYM) og etablert metode (YM). Inkuberingstiden for RYM matte utvides fra 3 til 5
dager for a fa tellbare mugg-kolonier.

Resultater ved analyse av referansematerialer med ny (RYM) og etablert (YM) metode;

Gjaer
Det er godt samsvar mellom resultatene fra de to metodene (Fig. 1), resultatene ligger ogsa sentralt i
SLVs oppgitte kontrollintervall (Tabell 1).

AOACs og AFNORs valideringer konkluderte med tilfredsstillende samsvar mellom resultatene av
RYM og referansemetodene.

Mugg

Muggkoloniene pa RYM var lite utviklet etter inkubering i 3 dggn og filmene ble derfor inkubert i
ytterligere 2 dggn for a fa frem tydelige kolonier. Muggresultatene fra de to metodene samsvarte da
godt innbyrdes, men begge plasserte seg pa eller noe under SLVs nedre kontrollgrense (Tabell 2). R-
kvadrert verdi (R?) for trendlinjen er relativt lav (Fig 1) fordi storvokste kolonier gjorde det ngdvendig
a basere resultatberegning pa filmer med sveert fa (< 10) kolonier.

At mugg-analysene trengte forlenget inkubering kan skyldes egenskapene til stammene som inngar i
SLVs referanseprgver. Stammene som ble brukt i AOACs og AFNORs valideringer var til
sammenligning tellbare pa RYM etter 3 dager eller mindre. AOACs kollaborative validering benyttet
stammen Aspergillus aculeatus som ga samme resultater som referansemetodene (FDA BAM og I1SO
21527) uansett inkuberingsforhold (2 - 3 dager og 25 - 28 °C). Ogsa AFNORs metodesammenligning



som benyttet 8 matrikser og 8 ulike organismer konkluderte med tilfredsstillende samsvar mellom
RYM og referansemetodene uansett inkuberingsforhold (60 - 72 timer og 25 - 28 °C).

Arsaken til lave muggresultater fra bdde RYM og YM kan vaere at referansekulturene har redusert
viabilitet etter opptil 4 ars fryselagring. (Alle referansekulturene var innenfor men pa slutten av
oppgitt holdbarhet).

Resultater ved analyse av naturlige prgver med ny (RYM) og etablert (YM) metode;

Gjaer og mugg

Det er godt samsvar mellom resultatene fra de to metodene (Figur 2). Koloniene pa RYM var tydelige

og lett tellbare etter 3 dggn ved 27 °C (Figur 3).
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Figur 2 Analyse av naturlige prgver (proteinkonsentrater, fiskefér) med RYM og YM.
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Figur 3 RYM filmer (venstre) og YM filmer (h@yre) fra analyse av fiskefér (Nofima 2017-1291-01). A og B
representerer ekte paralleller. Prgvefortynning,; nederst x10, i midten x100 og @verst x1000). RYM
filmene ble avlest etter 3 dager ved 27 °C (deretter oppbevart i kjgl), mens YM filmene ble avlest
etter 5 dager ved 22,5 °C.

5.2 Presisjon

Resultater ved parallellanalyser av naturlige matrikser tilsatt referansemateriale

10 gram av ulike prgvematrikser (krillmel, fiskemel, fiskefér, solsikkefrg, hvetekli) ble blandet med 90
ml fortynningsvann. Blandingen ble varmet hurtig opp til ca 90 °C i mikrobglgeovn for a inaktivere evt
mugg og gjeer i preven. Etter avkjgling ble prgvene tilsatt 1 ml av referanseprgve SLV 2013:8. SLV
oppgir kontrollintervaller for total mugg og gjeer hvor enkeltanalyser bgr havne for a kunne ansees
som riktige med 95 % sikkerhet. Prgvene ble analysert i juni -17 (HN, AKG, JMS) og august -17 (HP,
KML).



Tabell 1 Parallellanalyser av gjeer i ulike prgvematrikser tilsatt referanseprgve SLV 2013:8. SLVs initielle
kontrollintervall for gjeer var 1,8 - 2,6 (LOG CFU/g). HN: Halvor Nygaard, AKG: Anne Karin Godvik,
JMS: Jan Moritz Sgrensen, HP: Hege Pedersen, KML: Kari Magnussen Lie.

Matriks Krillmel Fiskemel Fiskefor Solsikke Hvetekli
Analytiker HN AKG IMS HP KML
Replikat LOG CFU/g LOG CFU/g LOG CFU/g LOG CFU/g LOG CFU/g
1 2,15 2,20 2,20 2,15 2,26

2 2,18 2,23 2,20 2,15 2,26

3 2,11 2,20 2,23 2,18 2,30
4 2,11 2,23 2,20 2,20 2,30

5 2,18 2,23 2,26 2,20 2,32

6 2,18 2,28 2,28 2,18 2,32

7 2,18 2,20 2,23 2,18 2,26
8 2,18 2,20 2,20 2,11 2,34
9 2,23 2,23 2,26 2,23 2,32
10 2,23 2,28 2,23 2,15 2,36
Middelverdi (X) 2,17 2,23 2,23 2,17 2,30
Standardavvik (s;) 0,04 0,03 0,03 0,03 0,04
Kombinert standardavvik for repeterbarhet (S;): 0,03397

Standardavvik for reproduserbarhet (Sg): 0,06238

Utvidet maleusikkerhet, k=2 (U): 0,12

Tabell 2 Parallellanalyser av mugg i ulike prgvematrikser tilsatt referanseprgve SLV 2013:8. SLVs initielle
kontrollintervall for mugg var 1,3 - 2,1 (LOG CFU/g). Muggkolonier ble talt etter 5 dager inkubering.
HN: Halvor Nygaard, AKG: Anne Karin Godvik, JMS: Jan Moritz Sgrensen, HP: Hege Pedersen, KML:
Kari Magnussen Lie.

Matriks Krillmel Fiskemel Fiskefor Solsikke Hvetekli
Analytiker HN AKG IMS HP KML
Replikat LOG CFU/g LOG CFU/g LOG CFU/g LOG CFU/g LOG CFU/g
1 1,36 1,30 1,30 1,40 1,11

2 1,52 1,28 1,26 1,08 1,23

3 1,51 1,30 1,36 1,28 1,26
4 1,38 1,18 1,23 1,40 1,30

5 1,45 1,28 1,41 1,26 1,45

6 1,36 1,34 1,40 1,00 1,26
7 1,40 1,38 1,34 1,40 1,23

8 1,45 1,15 1,41 1,20 1,18
9 1,40 1,23 1,38 1,18 1,34
10 1,51 1,15 1,15 1,26 1,23
Middelverdi (X) 1,43 1,26 1,32 1,24 1,26
Standardavvik (s,) 0,06 0,08 0,09 0,14 0,09
Kombinert standardavvik for repeterbarhet (S;): 0,09489

Standardavvik for reproduserbarhet (Sg): 0,11560

Utvidet maleusikkerhet, k=2 (U): 0,23



Maleusikkerhet ble estimert ut fra standardavviket for intern reproduserbarhet (Sg). Estimatene er
basert pa presisjon (repeterbarhet) innen analyseseriene og pa presisjon mellom seriene
(mellomserie-variansen) (jfr. NMKL prosedyre nr 8). Dersom et maleresultat skal oppgis som et 95 %
konfidensintervall skal intern reproduserbarhet (Sg) multipliseres med dekningsfaktor 2 (k=2). Utvidet
maleusikkerhet (U) = Sg x 2.

Basert pa analyseresultatene i tabell 1 og 2 ble metodens utvidede maleusikkerhet (U) beregnet til
0,12 (logio CFU/g) tilsvarende +33 %, -25 % for gjaer og 0,23 (logio CFU/gram) tilsvarende +70 %, -41
% for mugg. Tidligere estimater av maleusikkerhet for YM ga noe hgyere verdier; 0,13 (logio CFU/g)
tilsvarende +34 %, -25 % for gjeer og 0,37 (logi0o CFU/gram) tilsvarende +136 %, -58 % for mugg.

Bade AOACs og AFNORs interlaboratorie-studier konkluderte med at repeterbarhet og
reproduserbar-het for RYM er tilsvarende som for referansemetodene.



6 Konklusjon

Vi vurderer riktighet og presisjon av RYM som tilfredsstillende, basert pa eksterne kollaborative
metodeavprgvinger og intern verifisering av metodens riktighet og presisjon.
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