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6.
 Responsabilità

7.  Emissione ( entrata in vigore) 

8. Attuazione della procedura

9. Motivo di revisione della procedura

10. Riferimento ad altre procedure

11. Archiviazione

12. Bibliografia

1- SCOPO 

La presente procedura descrive le modalità adottate da questo laboratorio per validare i metodi di prova di tipo microbiologico 

2- CAMPO  DI  APPLICAZIONE

La Presente PO si applica ai metodi microbiologici utilizzati nel laboratorio su matrici alimentari  ambientali.

I metodi qualitativi hanno un campo di applicazione da 5-300 colonie per piastra.

3-   RIFERIMENTI

4-   DEFINIZIONI e ABBREVIAZIONI

· Metodo di prova microbiologico qualitativo: Identificano una specie o un gruppo di batteri presenti in per unità peso o volume  di matrice. Il risultato è espresso: presenza – assenza / gr-ml

· Metodo di prova microbiologico quantitativo (conta su piastra): Identificano una specie o un gruppo di batteri presenti in una matrice e ne determinano il numero delle cellule vitali per unità peso o volume. Il risultato è espresso come UFC/gr-ml 

· Validazione primaria:  Studio delle caratteristiche del metodo in fase di messa a punto e sperimentazione

· Validazione Secondaria:Verifica dei risultati ottenuti nell’uso routinario del metodo

· Distribuzione di Poisson: modello matematico in grado di descrivere la dispersione naturale di valori sperimentali discreti.

· Sovradispersione: Variazione in eccesso della casualità della distribuzione di Poisson

· Incertezza di conteggio: Scarto tipo relativo dei risultati di conteggi ripetuti delle colonie sulla stessa piastra dallo stesso operatore o da operatori diversi.

5- MODALITA’  OPERATIVE

Il processo di validazione di un metodo microbiologico presuppone che i fattori critici  più importanti, quali:

· La rappresentatività dell’aliquota di prova, rispetto al campione da analizzare; 

· Il tempo trascorso tra il campionamento e l’esecuzione della prova;

· le temperatura di conservazione fino all’inizio delle prove

· I tempi e le temperature di incubazione

· Le prestazioni (selettività, produttività) dei mezzi colturali o delle prove di identificazione e /o di conferma(specificità, sensibilità), ( prove di crescita, biochimiche, sierologiche o di biologia molecolare)

· La competenza del personale impiegato nell’esecuzione delle prove

siano adeguatamente disciplinati da indicazioni efficaci nel ridurre gli effetti indesiderati di essi sui risultati finali. L’efficacia delle procedure deve essere provata e documentata.

5.1. Metodi microbiologici di prova qualitativi

La pianificazione del processo di validazione di un metodo qualitativo  presuppone la definizione di un modello sperimentale. Le prestazioni del metodo in studio possono essere determinate con l’utilizzo di una o una combinazione delle tecniche:

1) Confronto dei risultati ottenuti con il metodo da validare con risultati ottenuti da un metodo le cui prestazioni sono note 

2) Campioni a valore noto ( campioni contaminati sperimentalmente in laboratorio) o partecipando a circuiti interlaboratorio. In questo ultimo caso viene assunto come “valore vero ” il valore riferito dall’organizzatore del circuito.

5.1.1. Confronto dei risultati con i dati ottenuti da un metodo di riferimento

[image: image1.wmf]Al fine di ridurre al minimo la non omogeneità di contaminazione intra ed inter campione è necessario che il metodo di riferimento abbia in comune con il metodo sotto studio almeno le fasi iniziali del processo di prova ( omogeneizzazione, prearricchimento, ect. ) Il processo analitico è diviso immediatamente prima della separazione delle fasi analitiche secondo il seguente schema :
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5.1.2. Prove su campioni a valore noto.

Campioni a “valore noto” sono analizzati con il metodo da validare 

Nel caso di campioni contaminati sperimentalmente in laboratorio è necessario che la contaminazione sia a valori medio bassi ( 100-1000 batteri target /gr) ed i campioni mantengano il più possibile la flora batterica caratteristica della matrice esaminata. Le matrici esaminate devono essere rappresentative delle matrici rientranti nel campo di applicazione del metodo stesso.

5.1.3. Raccolta e classificazione dei risultati

I dati ottenuti nella sperimentazione (non inferiore di norma a 20 prove condotte in parallelo o su campioni a valore noto) sono raccolti e classificati secondo il seguente schema:

	Metodo
	Met.  Rif. (*)    

Valore vero
	Classificazione

	+
	+
	Positivi (P)

	-
	-
	Negativi (N)

	+
	-
	Falsi positivi (FP)

	-
	+
	Falsi negativi (FN)


(*) Al fine della presente trattazione i risultati ottenuti con il metodo di riferimento sono assimilati ai valori definiti come “valore vero” dei circuiti interlaboratorio o dei campioni contaminati  in laboratorio.

5.1.4. Elaborazione 

a) sensibilità 

Per sensibilità (S) si intende la probabilità (espressa in percentuale) che un campione positivo risulti effettivamente tale utilizzando il metodo in esame
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    (1)
b) specificità

Per specificità (Sp) si intende la probabilità ( espressa in percentuale) che un campione negativo risulti effettivamente tale utilizzando il metodo in esame
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    (2)

c) accuratezza

Per accuratezza (A) si intende il grado di concordanza (espresso in percentuale)  tra il metodo di riferimento ed il metodo in esame
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5.1.5. Criteri di valutazione delle prestazioni del metodo 

Determinare la somma dei falsi positivi e falsi negativi (Y)
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a) Y<6

Non è possibile applicare alcuna analisi statistica.

I criteri di valutazione delle prestazione del metodo sono riportati nella tabella successiva.

	Prametro
	Valore

	Sensibilità (S)
	(95%

	Specificità (Sp)
	(95%

	Accuratezza (A)
	(95%


b) 6(Y(22
Tra FP e FN scegliere quello con il valore più basso ed indicarlo con m

Confrontare m con il valore M riportato nella successiva tabella

	Y
	6-8
	9-11
	12-14
	15-16
	17-19
	20-22

	M per (>0,05
	0
	1
	2
	3
	4
	5


Se m> M  il metodo risulta idoneo per p>0,95

c) Y>22
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Il metodo risulta idoneo, per p>0,95, se X2(3,841

5.2. Metodi microbiologici quantitativi (conta su piastra)

5.2.1 Valutazione delle capacità tecniche degli operatori abilitati ad eseguire le prove microbiologiche

Preliminare alla pianificazione del processo di validazione dei metodi quantitativi è la necessità di verificare le capacità tecniche degli operatori abilitati ad eseguire le prove microbiologiche. La Valutazione delle prestazioni degli operatori è eseguita attraverso ripetibilità di conteggio. 

5.2.1.1. Modalità operative

Gli operatori coinvolti nella verifica esaminano, nel corso della stessa mattinata, una serie di piastre con contaminazione da 15-300 colonie. La conta viene ripetuta in modo cieco almeno un’altra volta.

Di ogni serie di conte della stessa piastra viene calcolata la media, lo scarto tipo e lo scarto tipo relativo. La ripetibilità di conteggio dell’operatore è calcolata mediante la valutazione della media quadratica degli scarti tipo relativi alle singole serie di conte . A maggior chiarimento si riporta l’esempio che riguarda 2 operatori indicati con A e B e le relative formule applicate ai calcoli

	Oper
	Piastra
	1°

conta
	2°

conta
	m
	s
	STR
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	A
	1
	129
	122
	125,5
	4,95
	0,0394

	A
	2
	417
	377
	397
	28,28
	0,0712

	A
	3
	73
	80
	76,5
	4,95
	0,0647

	A
	4
	49
	52
	50,5
	2,12
	0,0420

	

	B
	5
	86
	81
	83,5
	3,54
	0,0423

	B
	6
	37
	39
	38
	1,41
	0,0372

	B
	7
	112
	115
	113,5
	2,12
	0,0187

	B
	8
	204
	214
	209
	7,07
	0,0338

	B
	9
	66
	71
	68,5
	3,54
	0,0516

	B
	10
	306
	299
	302,5
	4,95
	0,0164


a) - Calcolo della ripetibilità di conteggio individuale. 

Si determina attraverso il calcolo della media quadratica degli STR ottenuti nelle singole prove, la formula
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· Esempio:

1 - Calcolo della ripetibilità di conteggio dell’operatore A
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b) – Calcolo della ripetibilità di conteggio dell’operatore B 
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c) - Calcolo della ripetibilità di conteggio di laboratorio:

La ripetibilità di conteggio del laboratorio è data dalla media quadratica della ripetibilità dei singoli operatori
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5.2.1.2. Criteri di accettabilità del dato R(operatore) – ripetibilità di conteggio dell’operatore
a – Conta effettuata su una piastra senza colonie con una contaminazione intorno 100 colonie confluenti e senza interpretazione tipicità di colonie ( esempio: Carica batterica totale su PCA).  Le prestazioni dell’operatore sono considerate accettabili se:

R(operatore) <0,02

CV           <2%
b – conta effettuata con interpretazione della tipicità delle colonie (esempio: coliformi su VRBA) o con colonie confluenti.

Le prestazioni dell’operatore sono considerate accettabili se:

R(operatore)<0,1

CV         <10%

5.2.1.3. Criteri di accettabilità del dato R(laboratorio) – ripetibilità di conteggio del laboratorio

Sono adottati gli stessi criteri descritti nel paragrafo 5.2.1.2

5.2.2 Pianificazione del processo di validazione di un metodo microbiologico quantitativo

I dati ottenuti dalla conta di colonie su piastre contenenti terreni colturali solidi sono interpretati dal modello statistico detto di Poisson. Le caratteristiche matematiche fondamentali di tale modello sono:

· Stima del valore centrale (()
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     (8)

· Stima della dispersione (varianza)
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· Stima dello scarto tipo:
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· Scarto tipo relativo (STR)
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Pertanto la dispersione dei dati è funzione del numero di colonie rilevate nelle piastre Petri e, a differenza della distribuzione normale o di Gauss, non dipende dai valori delle singole osservazioni e dal numero delle osservazioni eseguite; quindi la valutazione della dispersione dei dati, attraverso l’uso dello scarto tipo (valutazione dell’incertezza), non fornisce alcuna informazione sulle prestazioni del metodo.

La valutazione delle prestazioni di un metodo quantitativo viene fatta:

1- Mediante confronto altro metodo, le cui prestazioni sono note e ritenute accettabili;

2- Mediante verifica delle prestazioni del metodo in esame partecipando a circuiti interlaboratorio

3- Verifica che la sovradispersione dei dati osservati sperimentalmente è compatibile con la distribuzione di Poisson (verifica del grado di accordo con il modello teorico)

5.2.2.1. Validazione di un metodo per confronto dei risultati ottenuti con un metodo di riferimento le cui prestazioni sono note o ritenute accettabili.

Il processo sperimentale si basa sulla conduzione delle  prove in parallelo. Devono essere condotte almeno 10 repliche in parallelo.

Preliminarmente deve essere accertata che fattori esterni al metodo (vedi per esempio la stabilità del livello di contaminazione durante l’esecuzione delle prove) non abbiano influito in modo determinante nei risultati finali

Per tale valutazione si utilizza la seguente espressione. (ulteriori informazione sull’analisi del grado di accordo con il modello teorico di distribuzione statistica sono riportate al capitolo 5.2.2.3.)
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La dispersione dei dati risulta accettabile quando
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Verificato che i dati  ottenuti sperimentalmente sono compatibili con il modello statistico di Poisson , le prestazione dei due metodi vengono verificate utilizzando la seguente espressione: 
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Ove 
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	Media dei valori ottenuti con il metodo di riferimento
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	Media dei valori ottenuti con il metodo da validare

	n
	Numero delle repliche

	Kp
	1,96 per p=0,95


Nel caso che la relazione sia soddisfatta i due metodi forniscono risultati sovrapponibili con una probabilità pari a p.

5.2.2.2 Validazione di un metodo con la partecipazione ad un circuito interlaboratorio 

I risultati ottenuti con il metodo in esame vengono confrontati con i risultati ottenuti 

con la partecipazione ad un circuito interlaboratorio qualificato.

I risultati ottenuti sono valutati utilizzando l’elaborazione fatta dal circuito interlaboratorio e sono adottati i criteri di accettabilità proposti dallo stesso.

Nel caso che il circuito interlaboratorio renda noto “il valore vero” della contaminazione del microrganismo target e lo  scarto tipo ad esso collegato, la


[image: image24.wmf]p

K

s

n

C

C

£

+

-

2

m

m

     (14)         

Ove

	
[image: image25.wmf]C


	Media dei valori ottenuti con il metodo in sperimentazione
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	Valore  vero del contaminante
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	Scarto tipo associato al valore vero

	Kp
	1,96 per p=0,05


consente di verificare  che,  con  la relazione soddisfatta, il metodo in sperimentazione fornisce risultati accettabili.

5.2.2.3 - Validazione mediante analisi della sovradispersione dei dati osservati sperimentalmente (verifica del grado di accordo con il modello)

Nel capitolo 5.2.2.è stato descritto come, nella distribuzione di Poisson lo scarto tipo sia proporzionale al numero delle particelle (colonie) rilevate per unità di peso o volume. L’esecuzione di una prova comporta la comparsa di errori casuali (modalità di preparazione del campione, misure di volumi e/o masse, temperature di incubazioni, errori di lettura ect….). La somma di tutti gli errori determina una ulteriore dispersione dei risultati, che, detta sovradispersione  (overdispersion), si somma alla dispersione dei dati della distribuzione di Poisson. Un metodo è considerato idoneo all’uso quando la sovradispersione determinata dal metodo stesso non modifica statisticamente la dispersione dei dati di una distribuzione teorica di Poisson. Poiché risulta difficoltoso determinare quantitativamente il valore della sovradispersione, l’analisi statistica è rivolta verso la valutazione dell’accettabilità della dispersione sperimentale osservata. Di seguito si riportano tre espressioni utilizzate per verificare il grado di accordo con il modello teorico della dispersione sperimentale dei dati


[image: image28.wmf](

)

ú

ú

û

ù

ê

ê

ë

é

÷

÷

ø

ö

ç

ç

è

æ

*

-

*

*

=

å

å

å

-

n

c

c

c

c

G

i

i

i

i

n

ln

)

ln

(

2

2

1

     (15)


[image: image29.wmf](

)

C

C

c

n

i

i

n

å

=

-

-

1

2

2

1

c

    (16)


[image: image30.wmf]å

å

å

-

*

=

-

i

i

n

c

c

c

n

1

2

2

1

c

  (17)

ove:

	n
	Numero delle osservazioni

	ci
	Valore delle singole osservazioni
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	Media aritmetica delle osservazioni ci


La (16) e la (17) sono approssimazioni della (15) 

La la distribuzione dei dati è considerata accettabile quando
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5.2.2.4.  Pianificazione della validazione di metodi microbiologici mediante l’analisi della sovradispersione.

La pianificazione del processo di validazione di un metodo microbiologico attraverso l’analisi della sovradispersione si basa sull’esame dei risultati ottenuti su più  repliche ( almeno 2 o 3) dello stesso campione. Le modalità di inoculo previste dalla norma ISO 7218/96 possono essere utilmente utilizzate. Infatti una simile procedura minimizza al massimo gli errori casuali di semina e di incubazione, riducendo al minimo i fattori esterni al metodo in grado di influenzare il risultato finale. Il processo analitico in fase di validazione dovrebbe prevedere, quando possibile l’inoculo di diluizioni scalari del campione. Ciò permette di valutare la linerarità del metodo.

5.2.2.5. Verifica del grado di accordo dei risultati sperimentali con il modello di distribuzione teorica

La verifica è fatta utilizzando la (15). La valutazione dei risultati  è fatta utilizzando la relazione (18).

Di seguito si riporta ad esempio la i dati relativi allo studio della dispersione di un metodo microbiologico. I dati si riferiscono a prove fatte su matrici diverse, in tempi diversi.

	Prova
	1°
	2°
	G2
	Prova
	1°
	2°
	G2
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5.2.2.Criteri di valutazione:

a) La dispersione dei dati nelle singole repliche è accettabile quando di G2 sono inferiori al valore del (2  con g.l.= ( numero repliche- 1).

b) La dispersione dei dati osservata tra le singole repliche di prove indipendenti i può essere valuta con la sommatoria dei singoli G2.
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La dispersione dei tra prove indipendenti comprendenti lo stesso numero di repliche  è accettabile quando 
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Nel caso che si verifichino le condizioni a) e b)  si può concludere che il metodo è idoneo perché non modifica la naturale dispersione dei dati presente nella distribuzione di Poisson.

 5.3.1. Linearità

Modello sperimentale: diluizioni scalari del campione sono esaminate con il metodo in esame. Sono selezionate le piastre con un numero di colonie compreso tra 15 e 300. La linearità metodo è valutata utilizzando la: 

Ove
	ci
	Numero delle colonie rilevate nella piastra

	Ri
	Quantità relativa di campione inoculata alla diluizione in esame.


A chiarimento valga il seguente esmpio.

	Diluizioni esaminate
	Volumi relativi
	Numero colonie rilevate

	Prima diluizione        10-3
	10
	181 colonie

	Seconda diluizione    10-4
	1
	20 colonie 


Da cui
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5.3.1.1. Criteri di valutazione della linearità

Un metodo fornisce risultati lineari se la seguente espressione risulta soddisfatta
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5.4.1.Validazione secondaria 

Un metodo microbiologico fornisce prestazioni con il livello determinato in sede di validazione primaria solo se tutti i fattori “esterni” al metodo sono mantenuti sotto controllo. 

Però, poiché, ogni prova microbiologica fa storia a se, non è possibile valutare i dati ottenuti in una seduta analitica inserendo nel suo processo campioni a valore noto, è necessario che i dati ottenuti vengano sottoposti ad analisi al fine di verificarne la loro dispersione e la conformità al modello teorico ( validazione secondaria)

Il modello teorico utilizzato è quello che fa riferimento all’analisi della sovradispersione già descritto nel capitolo precedente capitolo 5.2.

Successivamente saranno descritti due modelli operativi, sovrapponibili per quanto riguarda l’efficacia dell’analisi dei risultati. I due modelli possono avere applicazioni  diverse se utilizzati per tenere sotto controllo l’intero processo di prova 

La condizione indispensabile per procede alla validazione secondaria dei risultati è che siano eseguite più repliche per inoculo o siano inoculate quantità scalari di campione. 

Condizione ideale è l’adozione della norma ISO –7218/1996. Microbiology of food and animal feeding stuffs. General rules microbiological examination, nella parte che prevede l’inoculo di almeno due repliche della stessa diluizione e l’inoculo di diluizioni scalari.

5.4.1.1. Validazione secondaria – metodo 1 - UNI 10674:2002- acque destinate al consumo umano – guida generale per determinazioni microbiologiche e ISO 7218:1996

a) Valutazione della dispersione dei risultati  ottenuti nelle repliche della stessa diluizione. (è  consigliato applicare il test a risultati ottenuti su repliche  dove almeno risultato è maggiore di 15). Viene calcolato il valore di Kp 
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Ove:

C1 e C2= valori delle conte nelle due repliche

Criteri di valutazione del Kp.

 Si riportano di seguito i criteri di accettabilità della dispersione dei dati  in funzione del valore di Kp

	Kp= 1,96(2,0
	La dispersione dei conteggi è accettabile 

	2,0>Kp=2,576(2,6
	La dispersione  dei conteggi è considerata critica, è necessario approfondire prima di esprimere il risultato - verificare eventualmente il conteggio della diluizione successiva

	Kp> 2,6
	La dispersione dei risultati è inaccettabile 


b) Valutazione della linearità dei risultati ottenuti in diluizioni scalari

La valutazione della linearità è fatta con il calcolo del G2 ,utilizzando l’espressione (19) . I criteri di valutazione  sono descritti al punto 5.3.1.1.

5.4.1.1.1 Criteri di valutazione della validazione secondaria.

I risultati della prova sono considerati attendibili se la dispersione (a) e la linearità (b) sono accettabili (vedi capitolo 5.4.1.1.)

L’analisi della sola dispersione o della sola linearità può essere utilizzata per la validazione secondaria dei risultati.

A titolo di esemplificazione si riporta il seguente esempio:

	Volume inoculo
	1 ml

	Prima diluizione        10-3
	181 e 215 colonie

	Seconda diluizione    10-4
	20 e 25 colonie 


	Prima diluizione        10-3
	181 e 215 colonie
	Kp
	1,708564

	Seconda diluizione    10-4
	20 e 25 colonie 
	Kp
	0,745356


La dispersione dei risultati in entrambe le prove condotte in parallelo è accettabile

- esame della linearità
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Conclusione: dai risultati ottenuti nell’analisi della dispersione e della linearità i dai ottenuti dalla prova i risultati sono accettabili

5.4.1.2. Validazione secondaria - metodo 2- FIL 169:1994- Controle de la qualite en laboratoir de microbiologie: evalution des performances de l’analiste pour le denombremebt des colonies.- allegato : moyenne ponderee et control de l’homegeneite de numeration …-e ISO 7218:1996

Il sistema descritto si basa sulla valutazione della dispersione totale dei dati delle prove con il calcolo del G2 . Il sistema inoltre consente di valutare il contributo alla dispersione dei risultati dovuto:

1) Alla dispersione dovuta agli inoculi delle diverse repliche

2) Alla dispersione dovuta alla preparazione delle diluizioni utilizzate negli inoculi.

Il modello di analisi proposto richiede che le prove siano condotte con più repliche su più diluizioni scalari. (come ad esempio è previsto nella norma ISO 7218:1996)

Possono essere testate conte che vanno da 5 a 300 colonie.

a) Analisi della dispersione totale dei conteggi.

A maggior chiarimento vengono riportate le formule generali e i relativi sviluppi relativi ad un esempio esplicativo

	Volume  inoculato
	Diluizione
	Colonie 

	1 ml
	-3
	40;35

	1 ml
	-4
	5;3


 Calcolare il G2 utilizzando la 


Il valore del G2tot è confrontato con il valore teorico del la distribuzione del (2 con g.l.= numero di piastre esaminate –1 ( nell’esempio : 4-1=3) alla p=0,95

b) valutazione del contributo al G2tot dovuto alla repliche dei singoli inoculi (diluizione –3)

c)  valutazione del contributo al G2tot dovuto alla repliche dei singoli inoculi (diluizione –4)


d) d) valutazione del contributo al G2tot delle  preparazione delle diluizioni


L’acettabilità dei singoli contributi al valore del G2tot  è fatta confrontando i relativi G2 con i valori teorici del (2 con p=095 con g.l. calcolati secondo il seguente schema

	
	Gradi di libertà 

	Contributo delle repliche al G2tot
	n. piastre per replica -1

	Contributo delle diluizioni al G2tot
	n. di diluizioni analizzate-1


Di seguito si riporta un esempio di più prove sottoposte a verifica con il sistema sopra descritto.

	1/A
	2/A
	1/B
	2/B
	G2tot
	G2/A
	G2/B
	G2/dil

	40
	35
	5
	3
	0,86852
	0,33358
	0,50534
	0,02959

	302
	295
	20
	17
	9,52908
	0,08208
	0,24351
	9,20349

	100
	75
	8
	3
	8,50524
	3,58368
	2,35828
	2,56328

	170
	152
	27
	12
	8,14206
	1,00674
	5,92062
	1,2147

	70
	36
	4
	3
	12,5226
	11,1008
	0,14335
	1,27847

	181
	215
	20
	25
	4,11783
	2,92279
	0,5567
	0,63834

	    Valori di riferimento di X2
	
	7,814
	3,841
	3,841
	3,841


In neretto sono riportati i valori di G2 che indicano una dispersione dei valori non accettabili
6-   RESPONSABILITA’         
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	Pianificazione validazione metodo microbiologico
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