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NordVal食品微生物定性分析方法的验证程序 
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摘  要: 目的  为了在微生物研究过程乃至日常检测工作中, 将国际标准的要求融入到每个检测过程中, 根据

NordVal对申请为标准的微生物学定性分析方法的验证程序进行了整理和总结。方法  定性方法验证包括两个

方面: 比较研究和协同研究。方法验证负责人应首先根据要求制定方法确认的技术方案, 先进行试验内比较研

究实验, 然后, 由协作实验室用相同的样品进行实验室间协同实验。采用待确认的方法与基准方法进行比较研

究的方式, 对方法的性能指标进行确认。结果  定性分析方法验证程序的性能指标主要包括: 灵敏度、特异性、

相对精度、相对检测水平、方法的一致性。待确认方法与基准方法比较时, 定性方法应达到以下性能指标: 灵

敏度≥95%;  特异性≥95%; 替代方法的检测限应与基准方法的检测限一致; 方法的一致性值>0.8。结论  本

文将为标准方法的制修订、实验室方法的确认提供规范的依据。 
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Confirmation process of NordVal microbial qualitative analysis method 
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ABSTRACT: Objective  In order to apply the international standards to each detection process in 

microbiological research process and daily inspection work, the NordVal analysis method to apply for the 

standard microbiology qualitative validation procedures were collated and summarized. Methods  The 

qualitative method validation of NordVal included two aspects: the comparative study and collaborative study. 

The technical scheme of the method validation responsible person should first make the method validation, test 

in comparative experiments, then, by collaborating laboratories with the same samples for laboratory 

collaborative experiment. The performance index of the confirmation method were confirmed by the 

comparison of the method to be confirmed and the baseline methodology. Results  The performance 

index about validation of qualitative method included: procedures sensitivity, specificity, accuracy, the 

relative level of detection and the relative consistency of the method. Compared to the confirmation method and 

the reference method, qualitative method met the following performance metrics: the rate of sensitivity and 

specificity was more than 95%. The detection of alternative method detection limits should 

be consistent with the reference method for the limit and the value of consistency should be more than 0.8. 
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Conclusion  This paper will provide a standardized basis for the formulation and revision of standard methods 

and the confirmation of laboratory method. 

KEY WORDS: NordVal; microbiology; qualitative method; method comparison; collaborative study 

 
 

1  引  言 

微生物污染是影响食品安全各要素中涉及面广、

影响大、问题多及危害大的一类污染, 准确、可靠的

检验结果是正确评价食品安全性的先决条件[1]。定性

方法是在一定量的样品中分析目标物存在与否的分

析方法。微生物定性试验, 手工操作较多, 并有主观

地分析和解释, 各个环节都可导致错误。近年来, 随

着新技术不断出现, 食品微生物学检验方法及标准

的研究十分活跃, 并正逐步走向实际应用和标准化。

然而在检验标准方法制修订过程中, 由于我国无相

关技术规范, 方法确认的性能指标不明确, 导致确认

方案设计缺少科学性, 食品种类覆盖面不够, 关键性

能指标、室内和室间确认试验数据量不完善等问   

题[6]。因此, 开展食品微生物检验定性方法确认技术

规范的研究和制定工作, 将为标准方法的制修订、实

验室方法的确认提供规范的依据。本文主要对

NordVal 微生物定性分析方法的确认程序进行了总

结与整理。 

2  方法比较和协同研究 

方法的比较研究和协同研究是申请 NordVal官

方的微生物学定性方法必须提交的。方法的比较研

究的目的是通过使用各种不同种类和类型的食品

来证实待确认方法的适用性。协同研究的目的在于

确定不同实验室使用相同的样品进行检测所得到

结果的差异, 从而对方法的性能指标作出实际的估

计, 特别是当该方法在实际应用过程中出现预期的

系统及随机误差时。以定义提交的方法的适用性说

明, 要求适用性说明紧随在方法名称之后, 微生物

方法的适用性说明一般包括目标菌和所涵盖的食

品种类[2]。 

2.1  采用的基准方法和分析对象 

基准方法为国际、国家、行业或组织认可并被广

泛 接 受 的 方 法 , 如 北 欧 食 品 分 析 委 员 会

(NMKL)[14,15]、国际标准化组织(ISO)[6]、美国食品药

品管理局(FDA)[9]、国际分析家协会(AOAC)[10,11]及加

拿大卫生署(Health Canada)[12]等国际方法, 其他国际

认可的方法也可以作为基准方法[3,9]。NordVal食品微

生物定性方法验证程序提出的分析对象主要为食品、

水、动物粪便、饲料、生产车间和设备以及环境等[4]。 

2.2  方法确认基本原则 

定性方法验证包括两个方面: 比较研究和协同

研究。方法验证负责人应首先根据要求制定方法确认

的技术方案, 先进行试验内比较研究实验, 然后, 由

协作实验室用相同的样品进行实验室间协同实验。可

采用待确认的方法与基准方法进行比较研究的方式, 

对方法的性能指标进行确认[4]。 

2.3  食品种类和类型 

方法验证至少需要从 NordVal基质列表中选择 5

种相关的食品基质。所选择的食品基质应具有代表性, 

可以从NV-DOC:F系统上所列的几个子基质样品中采

集。所选择的样品基质如是饲料的话, 应包括肉类、

骨粉、鱼粉; 粪便基质应包括家禽, 猪和牛的粪便。沙

门氏菌必须从这些基质中提取 2种不同种的菌株[5]。  

尽可能的使用自然污染的样品。然而在北欧, 很

少能够得到足够数量的样本用于验证, 因此允许使用

人工污染的样品。人工污染后的样品应小心处理, 保

存在合适的条件下, 使微生物在分析前保持稳定[5]。 

2.4  接种水平及检测数量 

一般原则, 每一种食品分成两份, 每份接种三

个水平。三种接种水平分别为: 0=阴性对照; 1 CFU/ 

25 g~10 CFU/25 g; 10 CFU/25 g~100 CFU/25 g。 

每种类型至少分析 60 个样品, 用基准方法得到

约 30种阳性和 30种阴性结果。每个样品进行一次基

准方法分析和一次待验证方法分析。 

一般情况下, 尽可能使用相同的样品。每个自然

污染的食品类型至少需要 2批。应努力获得自然污染

样品, 这些产品最大程度地代表了方法使用的真实

环境。对于这些自然污染样品, 没有阴性对照。要分

析由每批自然污染制品而成的样品, 如果所有样品

都是阳性, 可将样品稀释以获得部分阳性, 并重复分

析该批样品[8]。 
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2.5  竞争菌群 

竞争菌群的存在使微生物检验更符合实际和更具

挑战性。加入竞争菌群可使样品最接近自然状态, 其足

以证实某类食品中目标微生物的部分回收率[3]。竞争菌

群的污染水平应比目标微生物至少高一个对数级。  

3  方法的比较研究 

定性验证方法的性能指标主要有: 选择性(灵敏

度/特异性)、相对精度和相对检测水平[13]。 

3.1  选择性 

选择性是对灵敏度和特异性的衡量。灵敏度是待

确认方法从众多菌中检测到目标菌的能力; 特异性

是待确认方法对可能引起交叉反应的相关非目标菌

株的抗干扰能力。灵敏度和特异性的数据可以用来证

实某个方法能够检测目标菌的主要血清型而对相关

的不同属和/或种不反应。 

灵敏度: 至少选择 50 株纯培养的目标微生物菌

株, 对试验菌株的生长培养基中接种比检测水平大

10到 100倍的水平。灵敏度以 SE表示, 相对灵敏度

SE≥95%, 表明待确认方法能满足定性微生物方法

的确认要求。 

特异性: 从对目标菌种产生干扰的已知菌株和

食品基质中自然存在的菌株的纯培养物中选择 30 种

竞争菌株来分析。特异性以 SP 表示, 相对特异性≥

95%, 表明待确认方法能满足定性微生物方法的确

认要求。 

3.2  相对精度 

相对精度是指同一种样品用替代方法和基准方

法所得结果的一致性程度。 

如果替代方法给出的是阳性结果而参考方法是

阴性结果, 这说明替代方法存在阳性偏差。阳性偏差

结果必须得到验证。阳性偏差(PD)成为一个假阳性

(FP)的结果时, 其结果是无效的。阳性偏差为真阳性

(TP)的结果时, 其结果是可行的。 

如果替代方法给出了阴性结果时, 基准方法给

出了一个阳性结果, 就说明替代的方法存在阴性偏

差。阴性偏差变为假阴性(FN)时的结果才是可行的。 

3.3  相对检测水平 

替代方法的检测水平应跟基准方法的检测水平

一样低。 

至于检测限的测定, 推荐使用 LOD50, 不管是正

的或负的 50%的重复性水平, 均可作为定性方法独

立的性能参数。使用 Spearman-Karber 方法计算

LOD50。 

LOD50 = em 
1

1
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 
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K=水平数 

P(i)=在某一水平 i(i=1,2,3)的阳性比例每个级

别的灵敏度 

X(i)=i时对数值 

使用比较研究的结果来计算 LOD值。 

4  实验室间协同试验 

实验室间协同研究是申请为标准的微生物学方

法必须进行的实验[11]。实验室间协同实验的目的在

于确定不同实验室使用相同样品进行检测所得到的

结果的差异, 从而对方法的性能指标作出实际估计, 

特别是当该方法在实际应用过程中出现预期的系统

及随机误差时[6]。 

4.1  实验室的数量 

每个样品类型至少需要 8 个协作实验室的数据

(最好选择 10~12家实验室)。涉及到贵重仪器或对实

验室有特殊要求时, 其结果必须至少有 5家实验室的

结果是可用的[4]。 

4.2  测试样品要求 

测试样品为 NordvVal基质表中的所列食品。由

组织实验室制备统一的测试样品。实验的数据能否用

来研究计算应由专业实验室确定[4]。 

5  定性方法的计算 

5.1  计算 

实验室内比较研究所得阳性结果, 见表 1。 

通过协同研究得到的阳性结果, 见表 2。 

对 L0级别和每种方法, 计算特异性 SP。 

1 ( ) 100%
FP

SP
N

     
 

N- 是指所有 L0测试数据之和;  

FP 是指假阳性值。 

对每一种污染水平 L1和 L2以及每种方法, 计算

灵敏度 SE。 
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表 1  实验室内确认试验阳性结果 
Table 1  Positive results by the expert laboratory 

检测方法 
污染水平 

L0 L1 L2 

基准方法 /2 /2 /2 

待确认方法 /2 /2 /2 

L0=阴性质控 

L1=每 25 g样品 1~10个细胞 

L2=每 25 g样品中 10~100个细胞 

 
表 2  协同研究试验阳性结果 

Table 2  Positive results by the alternative method 
from the collaborative study 

实验室 
污染水平 

L0 L1 L2 

实验室 1 /2 /2 /2 

实验室 2 /2 /2 /2 

实验室 3 /2 /2 /2 

等等 /2 /2 /2 

总计 FPa TPb TPc 

a 替代方法的假阳性 

b 替代方法在水平 1级得到的真阳性 

c 替代方法在水平 2级得到的真阳性 

 

100%
TP

SE
N

 


 

N+ 是指所有 L1或 L2测试值总和;  

TP 是指真阳性值。 

对于每个级别的污染和整体结果, 专家实验室

会比较替代方法和基准方法的结果, 目的是为了在

研究中计算相对准确度。通过替代方法和基准方法得

到的每组结果必须报告在表 3中。 

计算准确度, AC 

( )
100%

PA NA FP
AC

N

 
   

 
表 3  替代方法和基准方法比较 

Table 3  The results from a sample measured by the 
alternative and the reference method 

替代方法 基准方法 总计 

 +   

+ PA TP n+ 

 FN NA+FP n- 

总计 N+ N- N 

N 是指测试样品数;  

PA 是指阳性结果数;  

NA+FP 是指阴性结果数。 

5.2  方法的一致性检验 

一致性检验适用于实验室内确认试验和实验室

间协同试验, 用于判断待确认方法与基准方法阳性

比例的差异显著性。统计待确认方法和基准方法针对

每个食品类型和每个接种水平得到的检验结果的一

致性, 采用 Kappa(k)来量化计算。计算方法如下:  

准确度 P0:  

0
PA NA FP

P AC
N

 
   

一致性概率 Pe:  

2

( ) ( )
e

N N n n
P

N

      


 
测定方法之间的一致性 k:  

0

1
e

e

P P
k

P




  
在一般情况下,  

. k≤0.20: 表示一致性差;  

. kЄ{0.21-0.40}: 表示一致性一般;  

. kЄ{0.41-0.60}: 表示一致性中等;  

. kЄ{0.61-0.80}: 表示一致性较好;  

. k>0.80: 一致性很好。 

在方法验证时 , “一致性很好”是必须的 , 即

k>0.80。 

6  总  结 

NordVal 食品微生物定性分析方法的验证程序

所分析的对象为食品、水、动物粪便、饲料、生产车

间和设备以及环境等。确认的原则为先进行试验内确

认研究实验, 然后, 由协作实验室用相同的样品进行

实验室间协同实验。定性分析方法性能指标主要包括: 

灵敏度、特异性、相对精度、检测限。待确认方法与

基准方法比较时, 定性方法应达到以下性能指标: 灵

敏度≥95%; 特异性≥95%; 替代方法的检测限应跟

基准方法的检测限一样低; 方法的一致性值, k>0.8。 
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