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Introduzione

Iso (the International Organization for Standardization) è a federazione a carattere mondiale di organismi nazionali per la standardizzazione (ISO member bodies). Il lavoro per la preparazione degli Standard Internazionali è condotto da comitati tecnici ISO. Ciascun membro dell’organismo interessato in una attività per la quale un comitato tecnico è stato predisposto ha il diritto di essere rappresentato nell’ambito del comitato. Organizzazioni internazionali, governative e non,  in collegamento con l’ISO, prendono anch’esse parte ai lavori. L’istituzione ISO collabora strettamente con la International Electrotechnical Commission (IEC) per quanto concerne la standardizzazione di tipo elettrotecnico.

Gli Standard internazionali sono approntati in accordo alle indicazioni fornite nelle direttive ISO/IEC, Parte 3.

Il principale compito dei comitati tecnici è quello di preparare gli Standard Internazionali. Le prime stesure degli Standard Internazionali proposti dai comitati tecnici sono trasmessi ai membri associati per essere sottoposti ad approvazione. L’accettazione come Standard Internazionale richiede l’approvazione da parte di almeno il 75% dei componenti aventi diritto di voto.

In circostanze eccezionali, nel caso in cui un comitato tecnico abbia raccolto informazioni su aspetti di tipo differente fra quelli che sono normalmente pubblicati come Standard Internazionali (per esempio, “stato dell’arte”), si può decidere con una semplice maggioranza dei membri partecipanti la possibilità di pubblicare un Rapporto Tecnico. Un rapporto Tecnico ha di per sé un significato esclusivamente informativo e non deve essere revisionato fino a quando i risultati prodotti possono essere ritenuti validi o utili.

Si deve porre attenzione perché alcune parti di questo Rapporto Tecnico possono essere assoggettate a diritti riservati. L’organizzazione ISO non si ritiene responsabile di segnalare alcuno di questi diritti riservati.

ISO/TR 13843 è stato approntato dal Comitato Tecnico ISO/TC 147,   Water quality, Sottocomitato SC 4, Microbiological methods

 Qualità dell’acqua -- Guida alla validazione dei metodi microbiologici

1 
Obiettivo

Questo Rapporto Tecnico interessa la validazione dei metodi microbiologici, con particolare attenzione ai metodi quantitativi di tipo selettivo tramite i quali le valutazioni quantitative si determinano con il conteggio delle particelle con metodi diretti quali la microscopia o indiretti, che si avvalgono della crescita (moltiplicazione) batterica con formazione di colonie o con lo sviluppo di torbidità

I principi e le procedure che soddisfano questo obiettivo si avvalgano della valutazione della presenza/assenza (P/A), del numero più probabile (Most Probable Number MPN), del conteggio delle colonie e del conteggio diretto (microscopico)

Questo Rapporto Tecnico non è applicabile alla validazione dei così detti metodi rapidi o di recente acquisizione che si avvalgono della misurazione di prodotti o cambiamenti correlati all'attività microbica e non sul riscontro delle singole particelle.  

2
Glossario

Nella descrizione del Rapporto Tecnico saranno utilizzate le seguenti definizioni e termini scientifici. 

2.1

accuratezza della determinazione

approssimazione alla concordanza fra il risultato di una prova ed un valore di riferimento riconosciuto

NOTA

Quando la definizione di “accuratezza”  è riferita ad un insieme di risultati di rilevamento o di risultati di prova, essa coinvolge una combinazione occasionale di componenti ed un comune errore sistematico o una predisposizione a questa condizione.

(ISO 3534-1:1993, 3.11(
2.2

analita

oggetto assoggettato a misurazione

particolare quantità soggetta a determinazione

NOTA 1
Consultare il riferimento bibliografico (5(.

NOTA 2
In microbiologia l’analita è teoricamente definito come l’insieme delle specie riportate nella classificazione tassonomica. Nella pratica, in molti casi, l’analità può essere solamente definito come riferibile ad un gruppo, modo certamente meno accurato rispetto alla definizione tassonomica.

2.3

porzione di analita

porzione di prova

volume della sospensione di particelle inoculata in una unità di rilevazione

NOTA

Una piastra di agar, una provetta, la griglia a maglie quadrate del microscopio rappresentano diversi  esempi di unità di rilevazione.

2.4

intervallo di applicazione

intervallo riferito alla concentrazione di particelle routinariamente determinabile con un determinato metodo

2.5

caratteristica di categoria

caratteristica prestazione di un  metodo  espressa numericamente come frequenza relativa basata sulla classificazione di tipo P/A o +/-

2.6

CFU, non consigliabile

unità formante colonia, non consigliabile  

CFP, non consigliabile  

particella formante colonia, non consigliabile

NOTA

Termine introdotto originariamente per soddisfare il convincimento che una colonia possa originare non esclusivamente da una singola cellula ma anche da una catena formata o da aggregati di cellule, insiemi di spore, parti del micelio ecc. Questo concetto erroneamente ha attribuito il numero delle colonie osservate al numero di entità viventi seminate sul terreno. Unità di crescita, particella vitale, propagulo (2.27) e germe (2.13) sono termini con significati simili ma si attengono all’idea originale in modo migliore e sono estendibili non solo ai metodi basati sul conteggio delle colonie ma anche ai metodi MPN e P/A

2.7

coefficiente di variazione

CV

deviazione standard relativa

per caratteristica non negativa, definita dal rapporto fra la deviazione standard e la media 

NOTA 1
Il rapporto può essere espresso come percentuale

NOTA 2
Talvolta è utilizzata la definizione “deviazione standard relativa” (RDS) in alternativa al “coefficiente di variazione”, ma l’utilizzo di questa definizione non è consigliato

(ISO 3534-1:1993, 2.35(
NOTA 3
In questo Rapporto Tecnico è utilizzato il termine coefficiente di variazione (CV) quando la deviazione standard relativa è espressa in valore percentuale (CV %= 100 RDS)

2.8

prova collaborativa
prova metodologica o prova di laboratorio a cui collaborano diversi laboratori in una sperimentazione pianificata e coordinata da un laboratorio guida

NOTA

Le prove di tipo collaborativo appartengono principalmente a due tipi. Si eseguono prove di intercalibrazione per consentire ai laboratori di comparare i loro risultati di prova con quelli degli altri laboratori partecipanti.

Le prove per la valutazione di  un metodo consentono riscontri di precisione (ripetibilità, riproducibilità) derivanti dai dati emersi quando diversi laboratori partecipanti saggiano campioni identici con un metodo altamente standardizzato.

2.9

conteggio delle colonie confermato (validato)

x
conteggio di colonie presuntivo corretto dai falsi positivi


               k


x = pc = --- c

                          n

dove


c
valore del conteggio presuntivo


p
valore della quota reale positiva 


n
numero di presunti positivi isolati per conferma


k
numero degli isolati confermati

2.10


carta di controllo 
diagramma bidimensionale per il controllo continuo delle prestazioni di un metodo utilizzando i risultati ottenuti da studi di Tipo A

NOTA

Nelle carte di controllo l’asse delle ascisse di solito è riferito ad una scala di tipo temporale ed il controllo della variabile è espresso dalla media di alcune determinazioni di precisione (s, CV, RSD).

2.11

rilevatore

rilevatore di particelle

piastra di matrice solida o provetta di liquido nutrienti per il conteggio od il rilievo di particelle microbiche vitali

2.12

sistema di rilevamento

sistema di rivelazione

combinazione di piastre o provette a cui si ricorre per la valutazione della concentrazione microbica di tipo quantitativo 

NOTA

Il sistema di rilevamento è rappresentato dall’insieme di piastre o di provette utilizzate per la definizione numerica di un valore singolo

ESEMPIO
Piastre parallele per una stessa sospensione, piastre per diluizioni progressive, sistema MPN a 3 x 5 provette, micropiastra

2.13

germe

entità vitale capace di sviluppare crescita in un terreno nutriente

cf. propagulo (2.27)

2.14

carta di orientamento

rappresentazione bidimensionale per la rappresentazione dei dati delle prestazioni di un metodo (quantità o precisione) con valori arbitrari di riferimento o valori di riferimento ottenuti secondo la procedura di Tipo B

NOTA

 Nelle carte di riferimento l’ascissa rappresenta il conteggio di colonie ottenuto con un  rilevatore

2.15

distribuzione eterogenea di Poisson

distribuzione che emerge quando la media della distribuzione di Poisson varia a caso di volta in volta

NOTA
 1
Consultare la bibliografia  (11(.

NOTA 2
Consultare anche la distribuzione binomiale (2.19).

2.16

limite di rilevamento

numero di particelle x (per parte analitica) ove la probabilità po di un risultato negativo è uguale al 5%

NOTA 1
 Probabilità di un risultato positivo p(+) = 1 - po
NOTA 2
a) Calcolo di x con la distribuzione di Poisson



                       1                  1





x= ln  -----    = ln    --------   = ln (20) = 3,00  


          po               0,05


b) calcolo di x con la distribuzione binomiale negativa

                                 –u2                      –u2                 –u2


         po     – 1           0,05      – 1         20         - 1


x = ------------------   =  -----------------  = --------------

                                   u2                        u2                 u2 

2.17


limite della determinzione
concentrazione media del minor numero di particelle x per parte analitica ove l’incertezza della deviazione standard relativa  uguaglia un valore specificato (RSD)

NOTA

a) Calcolo di x con la distribuzione di Poisson



         1



x = -----------

  

        (RSD)2



b) Calcolo di x con la distribuzione binomiale negativa
   1



x =  ----------------- , considerato u come fattore di sovradispersione





      (RSD)2 – u2
2.18

linearità
dipendenza lineare del segnale rispetto alla concentrazione dell’analita

cf. proporzionalità (2.28)

2.19

distribuzione binomiale negativa

una particolare distribuzione statistica dei conteggi “sovradispersa” 

NOTA 1
La sua varianza può essere espressa nel modo seguente



    (2 = ( + u2 (2



    dove ( esprime la media

NOTA 2
In questo Rapporto Tecnico in valore quadratico del fattore della sovradispersione ( è sostituito dal reciproco (1/k) della formula standard per la distribuzione binomiale negativa.

2.20

sovradispersione
variazione eccedente rispetto alla distribuzione randomizzata di Poisson

NOTA

E’ rilevata qualitativamente dall’indice di dispersione di Poisson e calcolata quantitativamente tramite la definizione del parametro u (fattore di sovradispersione) della distribuzione binomiale negativa

2.21

fattore di sovradispersione

u
incertezza casuale eccedente in una determinazione rispetto alla distribuzione di Poisson, calcolata in termini di deviazione standard relativa

2.22

errore da sovrapposizione

errore da sovraffollamento

sottostima sistematica del conteggio dovuto alla confluenza delle colonie 

NOTA

Da un punto di vista quantitativo l’errore di sovrapposizione dipende in primo luogo dallo spazio di crescita disponibile occupato dallo sviluppo delle colonie.

2.23


conteggi paralleli

numero di particelle o colonie prelevati in aliquote identiche da una stessa sospensione


2.24

distribuzione di Poisson 

distribuzione completamente casuale del numero di particelle quando il campionamento proviene da una sospensione miscelata nel modo più adeguato

NOTA

La probabilità P(k) derivante da osservazioni precise di k unità in una parte di un campione di  prova quando la media di conteggio ( è calcola da 

                       (k

P(k) = ----  e-(
                      K!
2.25

precisione

approssimazione della concordanza fra risultati di prove indipendenti ottenute in condizioni predeterminate

NOTA

La precisione non è correlata al valore esatto o ad un valore specificato. Di solito è espressa in termini di imprecisione e calcolata come deviazione standard dei risultati delle prove.

2.26

validazione primaria

validazione completa

definizione delle specifiche delle prestazioni di un nuovo metodo e/o verifica sperimentale che un metodo rispetta i criteri di qualità postulati su base teorica 

2.27

propagulo

entità vitale, cellula vegetativa, gruppo di cellule, spore, ammassi di spore o frammenti di micelio fungino in grado di svilupparsi in un substrato nutritivo

ff. germe (2.13)

2.28

proporzionalità
concordanza dei conteggi di particelle osservata nell’ambito del volume (o diluizione) di una serie di porzioni analitiche provenienti da una sospensione di origine comune

NOTA

La proporzionalità è conteggiata per valutazioni statistiche come rapporto di probabilità logaritmica G2 con n – 1 gradi di libertà

2.29

metodo qualitativo
metodo di analisi in cui il risultato è espresso come presenza o assenza di un analita in una determinata quantità di campione

NOTA

Consultare il riferimento bibliografico (10( 
 

2.30

riscontro

definizione generale relativa al numero di particelle riscontrate in una prova su una aliquota di campione, o sul campione in toto, avendo la consapevolezza che esiste un numero reale (peraltro sconosciuto) di tali particelle, di cui è possibile con un rilevatore “evidenziare la presenza” al 100%, o in proporzione minore 

2.31

accuratezza relativa

grado di corrispondenza fra il risultato ottenuto con un metodo di riferimento e quello evidenziato da un metodo alternativo applicato su un campione identico

NOTA

Consultare il riferimento bibliografico (10( 
 

2.32

differenza relativa
d

differenza fra due valori misurati, divisa per il loro valore medio

        xA - xB        2 (xA - xB)       

d = ----------- =     -------------

           _  

           x
       xA - xB 

d % = 100 d

NOTA

Per motivi pratici, lo stesso valore può essere ottenuto da  d = ln (xA) - ln (x B)

2.33

riscontro relativo

rapporto (A/B) del conteggio delle colonie ottenuto con due metodi saggiati su parti volumetriche identiche della stessa sospensione, in cui si identifica con B il metodo di riferimento (quando disponibile)

2.34

deviazione standard relativa 

RSD (relative standard deviation)

stima della deviazione standard di una popolazione ottenuta da un campione con n risultati suddiviso per il valore medio dello stesso campione

               s

RSD = ---

               _  

               x

cf. coefficiente di variazione (2.7)

2.35

ripetibilità

congruenza fra risultati di due successive determinazioni relative ad un identico campione, condotte nelle stesse condizioni analitiche

NOTA 1
Consultare Guide to the expression of uncertainty in measurement [6] 

NOTA 2
La ripetibilità è calcolata secondo r = 2,8sr, dove sr è rappresentato dalla ripetibilità della deviazione standard

2.36

riproducibilità

congruenza fra risultati di determinazioni eseguite su un identico campione condotte in condizioni analitiche diverse

NOTA 1
Consultare Guide to the expression of uncertainty in measurement [6] 

Nota 2
La riproducibilità è computata come R =2,8sR,

dove

       sR è la riproducibilità della deviazione standard solitamente calcolata con le deviazioni standard di laboratori diversi sL e la ripetibilità della deviazione standard sr




       sR =  ( sL2+ sr2
2.37


insensibilità

caratteristica di metodo analitico di non essere influenzato da modesti cambiamenti nelle procedure

NOTA 1
Consultare il riferimento bibliografico (23(
NOTA 2
Per la valutazione della insensibilità si consiglia di “eccedere”, in modo controllato, nei confronti delle condizioni predeterminate del metodo stesso
2.38

validazione secondaria

dimostrazione sperimentale che un determinato metodo mantiene le proprie specifiche quando utilizzato in modo diffuso 

2.39

selettività apparente

F

rapporto fra il numero di colonie bersaglio ed il numero totale delle colonie presenti nello stesso volume di campione

F = ln (t/n)

dove

    t    concentrazione riscontrata durante il conteggio di colonie le cui caratteristiche sono compatibili con le specifiche predefinite

   n    concentrazione totale delle colonie

2.40

sensibilità

frazione del numero totale delle colture o colonie positive correttamente individuate nel corso di una valutazione presuntiva

2.41

specificità

frazione del numero totale di colture o colonie negative correttamente individuate durante una ispezione presuntiva

2.42

incertezza standard

incertezza del risultato di una determinazione espressa come deviazione standard

NOTA

Consultare il riferimento bibliografico (5(
2.43

valutazione di tipo A

(di incertezza) metodo di valutazione dell’incertezza con analisi statistica di una serie di osservazioni

ESEMPIO
Le osservazioni possono essere, ad esempio, la deviazione standard, la deviazione standard relativa

NOTA 1
Consultare i riferimenti bibliografici (5( e (6(
NOTA 2
La ripetibilità e la riproducibilità sono spesso valutate utilizzando i risultati di prove collaborative nelle quali diversi laboratori indagano su campioni “identici” forniti da una organizzazione centralizzata (15(
2.44

valutazione di tipo B

(di incertezza) metodo di valutazione dell’incertezza di una serie di osservazioni con metodologia diversa dall’analisi statistica, ad esempio, con distribuzione di probabilità predeterminate, fondate sull’esperienza o su altri tipi di informazione

ESEMPIO
Le osservazioni possono essere ottenute dalla deviazione standard o dalla deviazione standard relativa

 NOTA 

Consultare i riferimenti bibliografici (5( e (6(
2.45

incertezza

(di misurazione) parametro associato al risultato di una misurazione che caratterizza la dispersione dei valori che potrebbero ragionevolmente essere attribuiti all’oggetto di valutazione

NOTA

 Consultare il riferimento bibliografico (6(
2.46

incertezza

(di conteggio) deviazione standard relativa dei risultati ottenuti da conteggi ripetuti delle colonie o delle particelle della stessa piastra(e) o campo(i) di lettura  ottenuti in condizioni predefinite

ESEMPIO
Condizioni predefinite possono essere costituite dalla stessa o da persone diverse di un solo laboratorio, o da laboratori diversi

2.47

intervallo di validazione

intervallo della media del numero di particelle per aliquota di campione per il quale l’obbligo delle specifiche di validazione (in modo particolare la linearità) sono state dimostrate in modo sufficiente

NOTA

Di solito i conteggi delle colonie sono espressi come intervallo di “fiducia” 

3 
Struttura del documento

Nella prima parte (sezioni da 4 a 8) di questo Rapporto Tecnico sono descritti i principi di base, le caratteristiche e le limitazioni dei metodi microbiologici e gli aspetti generali della validazione. La seconda parte (sezioni 9 - 11) è relativa al documento attuale della validazione e contiene specifiche e procedure raccomandate per questa finalità.

Vecchi e nuovi principi e concetti non sono completamente esplicitati in questo Rapporto Tecnico. Sono inclusi tre allegati. Nell'allegato A sono specificate le formule statistiche più importanti riportate nel documento, in quello B sono contenuti esempi numerici ed in quello C piani dettagliati per due esperimenti di validazione.

In linea generale, i metodi statistici non rappresentano il nucleo centrale del problema. I calcoli matematici sono utilizzati principalmente nell'intento di fornire un insieme di dati e la distribuzione statistica fornisce una guida interpretativa. Una tabella della distribuzione del (2 costituisce la guida più frequentemente consultata.

I due programmi BASIC descritti nell'allegato A sono facilmente ricopiabili su PC o calcolatori tascabili e possono servire per le valutazioni numeriche più frequentemente utilizzate.

4 Principi di base

4.1 Generalità

Poiché è coinvolta la statistica delle particelle, i conteggi microscopici sono governati dagli stessi principi delle particelle vitali, ai quali fanno eccezione i metodi delle microcolonie, liberi quindi da problemi di tipo biologico associati alla loro crescita. Non modificano il principio metrologico le colorazioni differenziali, complessi specificamente marcati od altri sistemi utilizzati per riconoscere il target. Possono essere applicati gli stessi criteri di validazione dei metodi selettivi per il riscontro delle colonie.

I conteggi dei batteriofagi su piastra sono per lo più simili ai quelli delle colonie batteriche.

4.2 Validazione

4.2.1 Generalità

Per validazione si intende una procedura che pone in evidenza come un metodo sia in grado di conseguire l'obiettivo proposto: rilevare o quantificare un determinato microrganismo o gruppo microbico con adeguata precisione ed accuratezza. I metodi di conteggio totale non sono in grado di definire uno specifico gruppo e possono essere validati in relazione ad altri metodi o con espressioni teoriche di precisione attesa.

La validazione è classificata come primaria o secondaria in relazione alle sue finalità.

4.2.2 Validazione primaria

La validazione primaria è una procedura esplorativa  che ha l'intento di stabilire i limiti e le possibilità caratteristiche di un metodo nuovo, modificato, o non adeguatamente caratterizzato. Si devono ottenere risultati di tipo numerico e specifiche descrittive per l'esecuzione ed includere descrizioni dettagliate e non approssimate dell'oggetto di interesse (colonie positive, provette o piastre).

La validazione primaria procede in modo caratteristico usufruendo di schemi specificamente predisposti.

Un laboratorio che stia sviluppando nella propria sede un metodo od una variante di uno standard esistente provvede a intraprendere le procedure per la validazione primaria.

E' importante che i tecnici impegnati nella validazione primaria abbiano una consistente esperienza anche con altri metodi microbiologici.

4.2.3 Validazione secondaria

La validazione secondaria (definita anche verifica) ha luogo quando un laboratorio procede ad implementare un metodo sviluppato altrove. La validazione secondaria focalizza la possibilità che il laboratorio è in grado di rispettare le specifiche stabilite dalla validazione primaria. Attualmente le specifiche non sono disponibili per la maggior parte dei metodi. I risultati del controllo di qualità esterno (consultare 4.2.8) possono essere utilizzati come prima tappa per procedere verso la validazione secondaria.

Tipicamente, la validazione secondaria utilizza aspetti semplificati delle stesse procedure utilizzate per la validazione primaria, ma di solito per tempi più prolungati. I campioni naturali rappresentano il materiale ottimale da sottoporre alla prova e la metodologia richiede solo di allocare la procedura all'interno dei limiti operativi definiti dalla validazione primaria.

4.2.4 Controllo di qualità (AQC:Analytical Quality Control)

L'applicazione di metodi affidabili nei loro limiti specifici non assicura automaticamente il raggiungimento di risultati attendibili. E' necessario eseguire il controllo di qualità analitica (AQC) contemporaneamente alle analisi di routine giornaliere. Ciò consente il controllo dell'uso appropriato del metodo.

Il controllo di qualità analitica rappresenta un processo a carattere continuo. Le carte di orientamento costituiscono il principale riferimento, con i limiti derivati dalle specifiche metodologiche (offerti dalla validazione primaria) o da altre considerazioni teoriche. 

I metodi di controllo di qualità rappresentano una estensione dei processi analitici di routine, vale a dire, replicazioni a differenti livelli, o semplici valutazioni di calcolo, di solito non eseguiti sui risultati di routine. Inoltre, si possono utilizzare materiali di riferimento, calibratori intercalati e campioni artificialmente arricchiti.

Il controllo di qualità analitico è richiesto sia per la validazione primaria che per la validazione secondaria. Per conseguire i criteri di validazione e le caratteristiche delle prove dovrebbero essere utilizzati solo risultati ottenuti in accordo col controllo di qualità analitico. 

I gruppi di lavoro internazionali e nazionali hanno elaborato numerosi documenti sul controllo di qualità analitico per i metodi microbiologici (riferimenti bibliografici 1, 2, 3, 4, 7, 8, 20, 21, 24, 26). I manuali di uso corrente contengono capitoli dedicati a questo argomento. Sebbene di importanza vitale per la validazione, i metodi di controllo di qualità analitica non sono riportati in modo dettagliato in questo Rapporto Tecnico. In ogni caso si ritiene che i laboratori utilizzino controlli appropriati e sia operativo un sistema di qualità interno ed esterno.

4.2.5 Metodi equivalenti

Si ritiene necessario applicare due metodi in parallelo su campioni identici quando si procede allo sviluppo di un metodo interno o si raccolgono informazioni per giustificare l'utilizzo di un metodo alternativo.

Le caratteristiche dei metodi assumono numerose peculiarità. Non esiste una sola prova con metodologia o valutazione numerica equivalente. Un metodo può risultare migliore per specificità ma inferiore per capacità di riscontro. Tutte le informazioni concernenti l’insensibilità, la precisione e la specificità poste in evidenza durante le prove di validazione possono essere utilizzate per il confronto fra metodi (esempi B.2, B.3, B.4  nell'allegato B). I metodi richiedono esclusivamente di essere saggiati in parallelo per poter essere confrontati sulle rispettive capacità di riscontro.

Un metodo che consente la migliore capacità di riscontro di specifici microrganismi rappresenta ovviamente quanto di meglio si possa desiderare, eccetto il caso che sia richiesta di regola una prova di conferma. Può essere talvolta considerato preferibile un metodo che  mette in evidenza una capacità di riscontro inferiore, ma che non richiede prove di conferma. Il metodo dovrebbe essere considerato non idoneo se, nelle fasi di validazione primaria, si riscontrano elevate percentuali di falsi positivi o falsi negativi, e queste non possono essere corrette da una miglior ridefinizione delle caratteristiche dei microrganismi oggetto di ricerca.

4.2.6 Materiale di prova

E' noto che la prova di validazione dovrebbe simulare il più possibile una prova di routine. Campioni con le concentrazioni microbiche naturalmente reperite dovrebbero pertanto rappresentare il principale materiale di prova. Per alcune circostanze sono prevedibili alcune eccezioni.

Al fine di garantire la professionalità di base dei laboratori che partecipano alle prove di validazione dei metodi, per il controllo interno ed esterno sono utilizzati materiali preparati in modo artificiale (materiali di riferimento certificati e campioni inoculati con elevate concentrazioni). 

L’arricchimento per inoculo può essere utile ed anche necessario in corso di validazioni secondarie quando risulti difficile il reperimento naturale di campioni contenenti particolari microrganismi. Il personale di laboratorio deve essere posto in grado di avere familiarità con questi microrganismi.

I campioni negativi (bianchi) dovrebbero essere circoscritti al controllo di qualità interno. L’inclusione dei bianchi fra i campioni di prova saggiati per la valutazione di metodi equivalenti può indurre ad errate considerazioni circa una loro buona correlazione. Conoscendo preventivamente quali campioni naturali non contengano specifici microrganismi, risulterebbe ovviamente immediata, in corso di validazione, la selezione dei falsi positivi.

L'intervallo della concentrazione ottimale per la validazione dei metodi microbiologici è più ristretto rispetto a quello programmato. Non sono richieste elevate concentrazioni. Questi campioni assomigliano a colture pure e non influenzano la prestazione del metodo o della prova di laboratorio.

Per motivi di salute pubblica sono richiesti campioni con concentrazioni batteriche particolarmente basse, ma queste non sono utilizzabili, per motivi statistici, per il confronto di  metodi o per prove di validazione. Considerando tuttavia che, all’ estremità inferiore della scala, i metodi microbiologici risentono in misura minore della concentrazione microbica, il problema relativo a quanto sopra, appare facilmente evitabile. 

Nel terreno nutriente ogni singolo microrganismo reagisce in modo pressoché indipendente rispetto agli altri presenti nel campione. Se un metodo è  caratterizzato da una ridotta capacità di riscontro rispetto ad un altro, tale condizione risulta più facilmente evidente in presenza di 20 - 30 unità formanti colonia per piastra rispetto a quanto evidenziabile con una o poche colonie.

Metodi ritenuti validi a concentrazioni sufficienti per la validazione sono affidabili anche a concentrazioni inferiori di analita.

4.2.7 Campioni - rappresentatività a sufficienza

L'analisi statistica fornisce soluzioni per il calcolo del numero di campioni richiesto per prove differenziate o valutazioni di condizioni particolari (3, 13(. Per essere in grado di utilizzare modelli teorici, si dovrebbe definire la dimensione reale della loro capacità di rilevamento. Dovrebbe essere disponibile una stima dell'incertezza delle determinazioni (precisione) e si dovrebbe ricorrere al campionamento randomizzato.

Nella valutazione delle prestazioni dei metodi microbiologici risulta difficile rispettare, nella quasi totalità o in modo completo, i requisiti precedentemente esposti, sia durante le fasi avanzate di progettazione che nell’esecuzione delle  prove. L’analisi statistica, se utilizzata di per sé, diventa un riferimento grossolano.

Non si dispone di altre precise modalità decisionali al di fuori di una valutazione statistica. In alcuni casi il primo campione analizzato potrebbe fornire l’informazione che il metodo non possiede qualità sufficiente. Di solito sono comunque richiesti ulteriori campioni. Potrebbe essere richiesto un migliaio di campioni per “dimostrare” che due metodi  del tipo P/A  non sono equivalenti. La scelta di un numero ridotto di campioni potrebbe rappresentare una perdita di tempo.

4.2.8 Vantaggi del controllo di qualità esterno e di altre prove collaborative

E’ considerata estremamente importante la partecipazione di numerosi laboratori a studi su materiali “omogenei” per la verifica dei metodi e delle prestazioni. (Una volta che gli aspetti marginali sono stati riconosciuti ed eliminati, i dati restanti possono essere utili a fornire l’informazione necessaria sulla prestazione ed efficienza del metodo).

Le prove collaborative sono state sviluppate in modo diffuso per definire precise caratteristiche dei metodi chimici (34). Sembra talvolta prematuro raccomandare questa procedura alla microbiologia. Deve essere certo che tutti i laboratori partecipanti abbiano acquisito alcuni anni di esperienza con i metodi di prova ed abbiano dimostrato la capacità di utilizzare gli stessi. L’esperienza attuale risulta essere quella che gli esperimenti a carattere collaborativo volti alla definizione delle prestazioni di una prova tendono a rientrare nelle prove di efficienza del laboratorio e nelle esercitazioni di addestramento del personale.  

Numerosi metodi microbiologici sono stati utilizzati da centinaia di laboratori per anni (Endo agar per i coliformi totali,  mFC per i coliformi termotolleranti, m-Enterococcus agar per gli enterococchi intestinali). uesti metodi dovrebbero essere QQQQqqQuesti metodi dovrebbero pertanto rappresentare, da un punto di vista teorico, oggetto di prova in studi collaborativi per la valutazione della prestazione.

Quando si eseguono studi di efficienza a carattere collaborativo per specifici microrganismi utilizzando terreni selettivi, quasi necessariamente i campioni dovranno essere arricchiti con colture pure o miscele di microrganismi. Un’altra soluzione è rappresentata dall’utilizzo di materiali certificati. Quest’ultima rappresenta una soluzione semplificata ed artificiale. In questo modo si evitano le maggiori difficoltà riscontrate dai diversi laboratori nell’uso abituale di metodi saggiati con campioni naturali. Anche se le caratteristiche delle prestazioni di  un metodo microbiologico non possono essere espresse in modo quantitativo, le caratteristiche del controllo di qualità esterno possono essere considerate, nonostante il loro limite, il percorso più soddisfacente per la validazione secondaria (verifica) di un metodo.

4.3 Rilevatori

4.3.1
Generalità

E’ utile definire il terreno nutriente presente all’interno di un contenitore quale un rilevatore (2.11). Nelle differenti varianti delle metodiche microbiologiche si utilizzano due tipi di rilevatori, liquidi e solidi. Questi sono anche associati a differenti criteri di conteggio o di rilevazione: i liquidi con P/A e MPN, i solidi con il conteggio diretto delle colonie.

Tutti gli aspetti della validazione microbiologica sono focalizzati sulle prestazioni dei rilevatori.

Il numero complessivo delle provette (MPN) o delle piastre utilizzate per le analisi è definito insieme o insieme di rilevazione (2.12). Ciascuna provetta utilizzata dal metodo MPN è definita  rilevatore P/A.

Esempio
Un singolo pozzetto di una piastra “microtiter” è un rilevatore P/A. La piastra “microtiter” intera utilizzata come sistema MPN rappresenta l’insieme di rilevamento.

4.3.2 Confronti fra rivelatori

Per la maggior parte dei metodi di conteggio delle colonie si può usufruire di una fase liquida equivalente, priva della matrice solida (agar, membrana filtrante). L’effetto prodotto dalla componente solida può essere valutato confrontando il conteggio delle colonie rilevato con il metodo MPN equivalente, consentendo la rilevazione che il valore ottenuto è lo stesso e che il numero delle provette della prova in parallelo è sufficiente ad conseguire un adeguato grado di precisione. Anche per rilevatori i P/A la sensibilità può analogamente essere valutata con confronti solido-liquido.

4.4 Prestazioni caratteristiche

Per poter essere utilizzate nella validazione le prestazioni caratteristiche dovrebbero essere quantificate e definite.

La terminologia delle prestazioni caratteristiche in questo Rapporto Tecnico segue prevalentemente quella di tipo chemometrico. Poiché  la definizione originale della terminologia non sempre si addice in modo completo alla microbiologia, quando ritenuto necessario, questa è stata modificata ed adattata.

Le prestazioni caratteristiche riportate nel Rapporto Tecnico sono indirizzate all’obiettivo (serie di condizioni e tipi di campione in cui il metodo è applicabile) e ad altri parametri, quali: precisione, linearità, capacità di riscontro, limiti operativi intesi come numero minimo o massimo rilevabili su piastra per il conteggio delle colonie,  selettività, specificità, insensibilità (ruvidità). La definizione di questa e di altra terminologia è riportata al punto 2.        

4.5 Specifiche

Le specifiche sono espressioni sia di tipo numerico che qualitativo delle prestazioni caratteristiche o dei limiti operativi da queste derivate. La validazione primaria dovrebbe fornire le seguenti indicazioni:

a) identificazione morfologica presuntiva del microrganismo;

b) indicazioni concernenti le condizioni di incubazione (temperatura, tempo, atmosfera gassosa, umidità) e le caratteristiche del terreno (pH, stabilità);

c) informazioni, se possibile, circa l’affidabilità dei limiti operativi riferiti al numero delle colonie o delle piastre per rilevatore (piastra, membrana di filtrazione);

d) definizione dell’incertezza all’interno dei limiti stabiliti

e) scopo e limitazioni

5 Limitazioni ed aspetti caratteristici dei metodi microbiologici 

5.1 Riscontro dell’analita       

L’analita microbiologico è rappresentato da particelle viventi separate, definite in modo diverso come unità formanti colonia (CFU), particelle formanti colonia (CFP), germi, propaguli ecc. (consultare sezione 2). Il numero di colonie osservate rappresenta una approssimazione del numero di particelle viventi.

L’utile diversificazione delle prestazioni delle prove è limitata dalla evidente impossibilità di conoscere l’entità dell’analita presente in un campione od in una sua parte. Il sistema di rilevazione non può essere saggiato con un numero esatto di microrganismi.

La vitalità è rilevata con la crescita, vale a dire tramite il metodo stesso. La capacità assoluta di riscontro non è definibile e la tracciabilità impossibile. Poiché la vitalità può essere messa in evidenza in modo diverso con i diversi rilevatori e/o con le differenti modalità di campionamento, il conteggio relativo (che interessa il nuovo metodo e quello di riferimento) è una modalità di esecuzione praticabile anche se il reale risultato rimane ignoto.

5.2 Variabilità del campione

Nei campioni ambientali ed anche in quelli approntati in laboratorio, la distribuzione delle particelle è irregolare. La variabilità del campionamento ambientale non dipende dal metodo, mentre lo è il frazionamento di un campione di laboratorio. Non è possibile utilizzare la miscelazione per garantire una perfetto mescolamento del campione senza alcuna perdita di cellule vitali. La variabilità interna del campione spesso rimane di grado considerevole e crea problemi ai fini della validazione. La prestazione, in special modo la precisione ed i limiti superiori di rilevabilità, richiederanno di essere determinati separatamente per matrici di tipo diverso.

5.3 Distribuzione delle particelle e sovradispersione

La variazione occasionale dovuta ad una irregolare distribuzione di particelle fra campioni paralleli, anche in sospensioni miscelate in modo accurato, rappresenta un aspetto peculiare dei metodi microbiologici (31(
La variazione occasionale di base è inevitabile e non è influenzata da aspetti tecnici o  strumentali. Essa segue una regola matematica, la distribuzione di Poisson (28( e risulta pertanto non calcolabile.

Imperfezioni tecniche e molti altri fattori sono responsabili di variazioni addizionali. Le determinazioni parallele variano in modo superiore a quanto spiegabile con la distribuzione di Poisson. Questa condizione è definita sovradispersione (2.20)

Molti elementi sostengono la distribuzione binomiale negativa (2.19) come modello di sovradispersione in microbiologia (11,14,15(.    

5.4 Interazione nel rilevatore
Numerose difficoltà insorgono per le interazioni tra fattori vitali e non ed i rilevatori. I rilevatori liquidi risentono della possibile coabitazione di una microflora di tipo vario presente nella stessa provetta. I rilevatori di colonie mostrano limiti per sovrapposizione di crescita e per mascheramento di quelle ricercate da parte di residui di campione o di sviluppi microbici non caratteristici. La lettura diviene difficile, non affidabile e talvolta impossibile.

5.5 Insensibilità

I metodi microbiologici non sono insensibili. Sia l’analita che la maggior parte delle impurità sono entità viventi. Ciò può causare fenomeni inattesi nei rilevatori. I microbiologi dovrebbero essere in grado di scoprirli e riconoscerli. 

Possono inoltre influenzare il risultato le caratteristiche della matrice, eventuali stress  da incubazione, la qualità e l’origine dei componenti del substrato, la flora microbica concomitante presente nel campione ed il grado di addestramento dei tecnici.

L’origine della mancanza di insensibilità risiede in cinque principali variabili: campione (proprietà fisico-chimiche proprie e popolazione microbica presente), competenza del personale, preparazione del campione, condizioni di incubazione e caratteristiche del  rilevatore. Di queste, le ultime tre dovrebbero essere standardizzate.

La validazione primaria dovrebbe stabilire i limiti  generali entro i quali i metodi devono conseguire buone prestazioni. Gli efficienti piani statistici sviluppati dalla AOAC (34( per le prove di insensibilità possono anche essere applicati alla microbiologia.

In funzione della natura vitale dell’analita, la libertà di scelta nei confronti dei tempi e della temperatura di incubazione è spesso sorprendente. I conteggi delle colonie sono più sensibili al fattore tempo di quanto solitamente considerato. Per esempio, gli Standard Internazionali, nell’intento di proporre procedure praticabili nei diversi Paesi, frequentemente delimitano l’insensibilità  in termini non conseguibili.

ESEMPIO
 Le specifiche del metodo per la ricerca ed il conteggio dei coliformi consentono una incubazione di 18 - 24 ore a 36 ( 1 C°. Queste condizioni implicano una considerevole stabilità per quanto concerne il periodo di incubazione e la temperatura; probabilmente oltre quanto attualmente ritenuto possibile.

Quando la temperatura esercita un ruolo selettivo (come i 44° C per  i coliformi termotolleranti) anche la posizione delle piastre all'interno del termostato o nella pila posta ad incubare influenza in modo consistente il risultato. Queste osservazioni sono emerse da studi volti a definire la massima altezza possibile dell’impilamento (per esempio 6 piastre). La completa eliminazione degli effetti legati alla sovrapposizione delle piastre richiederebbe l'incubazione su di un unico strato, evenienza ritenuta non praticabile.

Le modalità di conservazione dei campioni nel periodo precedente l'analisi sono un altro importante aspetto della insensibilità di un metodo. E' opinione comune che i campioni possano tollerare la refrigerazione per 24 ore (9(. Lo stress  da freddo conferito durante il periodo di refrigerazione può essere ininfluente per i conteggi totali, ma dannoso per metodi che esprimono elevati criteri di selettività. Gli shock termici o altre condizioni di stress non assumono criticità di tipo generale ma sono specifici per ciascun tipo di microrganismo.

5.6 Errori spuri

Un aspetto tipico della maggior parte dei metodi per il conteggio delle colonie è la loro predisposizione a problemi inattesi, spesso confinati ad una singola piastra. Sotto questo aspetto le differenti tecniche (inclusione in agar, semina superficiale, filtrazione su membrana) possono indurre effetti certamente diversificati. I problemi possono essere legati allo sviluppo anche di una singola colonia interferente, presenza di umidità, differenze di temperatura, residui solidi od altri tipi di impurità presenti in una parte del campione, contaminazione ecc.. Questi "inconvenienti" non dipendono in generale dalle caratteristiche del metodo e non sono neppure quantificabili in corso di validazione ne prevedibili con modelli matematici. Quando si manifestano di frequente dovrebbe essere condotto ogni sforzo per individuare  i risultati non del tutto affidabili, dei quali non si dovrebbe tenere conto. 

I metodi colturali liquidi sono meno suscettibili. 

Lo “stato dell’arte” ritiene opportuno che gli errori spuri propri dei metodi microbiologici dovrebbero essere inclusi nelle valutazioni dell’incertezza di una prestazione. Ciò concorda con l’opinione che i metodi dovrebbero essere validati secondo le caratteriste emerse dal loro utilizzo.

L'opinione espressa in questo Documento Tecnico è quella che gli errori spuri interessano il Controllo di Qualità giornaliero. Sebbene il loro rilievo dipenda dal grado di preparazione degli operatori, nel caso in cui questi siano riconosciuti causa frequente di errore analitico, il metodo non dovrebbe essere considerato utilizzabile per quella determinata finalità.

5.7 Carte di controllo e di indirizzo
Una procedura analitica rappresenta una tipologia di processo e le relative misurazioni o determinazioni possono esserne considerate il prodotto. L'idea di base della carta di controllo, nata nell’ambio del processo industriale, può essere assimilata al controllo di un processo analitico. Dovrebbe aiutare a rilevare se si sono verificate improvvise o insidiose modifiche nella qualità del processo. Nel caso di una situazione fuori controllo in  modo più o meno certo, il processo può essere interrotto e ripristinato. 

Le possibilità di un controllo di processo in fase analitica sono limitate. Le più comuni sono l'uso di campioni di riferimento per saggiare la costanza dei risultati (assenza di errori sistematici) e le determinazioni su campioni identici in parallelo per verificare la precisione (ripetibilità e/o riproducibilità).

Queste possibilità si addicono in modo appropriato alle analisi automatizzate di tipo chimico, ma non sono approntate di consuetudine nelle analisi microbiologiche. Si ritiene di consuetudine che un processo (nel caso specifico la procedura analitica) si sviluppi in modo ottimale nella sua fase iniziale e successivamente aumentino le possibilità che il medesimo fornisca risultati peggiori fino ad una condizione di inaccettabilità. In microbiologia non è facile definire quando un metodo sfugge al controllo. Un risultato analitico di qualità non accettabile non può essere correlato a qualsiasi altro risultato ottenuto nello stesso giorno.

Le rappresentazioni grafiche sono utili non solo per il controllo di qualità ma anche nel contesto di alcuni tipi di validazione. Per motivi riportati in precedenza, il loro utilizzo in microbiologia dovrebbe essere limitato a fornire una guida nella pratica analitica. Queste non dovrebbero essere utilizzate per penalizzare il lavoro di un giorno intero o una serie di risultati.

E' stato suggerito che la dizione "carta di controllo" dovrebbe essere riservata alla situazione di evidente controllo, quale quello sistematico della temperatura di un incubatore. La dizione "carta di indirizzo" è preferita quando l'illustrazione grafica definisce le possibilità dei metodi microbiologici. Alcuni valori di quest'ultima possono essere selezionati per prendere delle decisioni.

6 Modelli matematici di variazioni

6.1 Variazioni di base non modificabili – La distribuzione di Poisson

6.1.1 Generalità
Anche se una sospensione è perfettamente miscelata (del tutto a caso) e non ci sono incertezze tecniche di misurazione, si rileva una particolare consistenza dell’ampiezza delle variazioni del numero di particelle nell'ambito dell'intervallo analitico; tale ampiezza è ottenuta con l’ausilio di rilevatori microbiologici in prove parallele su parti di uno stesso campione ed in condizioni operative ottimali.

Questa condizione crea un tipico dilemma microbiologico. I metodi di conteggio delle colonie sono, principalmente sotto il profilo biologico e tecnico, nella loro migliore condizione quando i numeri sono così piccoli che la precisione statistica risulta inadeguata.

6.1.2 Precisione del rilevatore del conteggio delle colonie

La precisione è di solito espressa in termini di deviazione standard. Le basi statistiche delle variazioni dei conteggi possono essere matematicamente rappresentate con la distribuzione di Poisson.

La varianza (s2) della distribuzione di Poisson equivale numericamente al valore della media (m). (L'equivalenza della media e della varianza non prova che i risultati seguono la distribuzione di Poisson). La deviazione standard relativa (RDS) esprime il valore reciproco della media del conteggio o più generalmente del conteggio totale c del sistema di rilevazione:



   s
(c
      1

RDS = -- = ------ =   ----








(1)


   c      c           c



ESEMPIO 
Il conteggio di un campione da una singola piastra preparata da una sospensione perfettamente miscelata  dichiara  la presenza di 48 colonie: questo numero ha un valore di precisione teorica relativa (RSD) di 1/   48 = ( 0.14, (CV =14%). Se il medesimo conteggio totale di 48 colonie deriva da tre piastre parallele 12 + 16 +20 = 48, la deviazione standard relativa della media 48/3 =16 dovrebbe essere la stessa.

La dipendenza della precisione relativa (CV, coefficiente di variazione) sul conteggio delle particelle è rappresentato nella figura 1.

Figura 1 - Il coefficiente di variazione del numero di colonie c in una sospensione perfettamente miscelata secondi la legge di distribuzione di Poisson

Il grafico pone in evidenza il motivo per cui il numero di colonie corrispondente a 20, 25 o 30 è stato tradizionalmente considerato il più basso conteggio statisticamente affidabile.

Il modello di Poisson può essere utilizzato per valutare l'incertezza teorica statistica di qualsiasi conteggio di colonie e di conseguenza per prendere decisioni per definire i limiti operativi più bassi valutati sulla precisione statistica desiderata.

L'incertezza casuale aumenta rapidamente con il decrescere del conteggio delle colonie (Figura 1). Nell'intervallo dei conteggi inferiori a 10, evenienza che può essere considerevole per quanto riguarda la saluta pubblica, ciascuna determinazione è così imprecisa che può essere difficilmente caratterizzata come migliore rispetto ad una valutazione semi-quantitativa.

L'intervallo di conteggio da 1 e 10 corrisponde approssimativamente all'intervallo che definisce le caratteristiche di precisione del conteggio del MPN eseguito con 3 x 5 provette. Classificando i conteggi delle colonie inferiori a 10 come valutazioni semi-quantitative si concorda con i giudizi espressi da molti specialisti in statistica per i quali i metodi MPN eseguiti di solito con il metodo 3 x 3 o 3 x 5 sono più propriamente considerate prove per definire ordini di grandezza piuttosto che valutazioni quantitative. (La prova 3 x 5 provette del MPN si valuta che abbia un intervallo di confidenza del 95% di circa ( 0.5 unità logaritmiche conteggio.(12())

6.1.3 Precisione dei rilevatori MPN

La precisione delle stime del MPN dipende dal conteggio stesso, ma è, sotto qualche aspetto, una procedura più complicata rispetto al conteggio delle colonie. La deviazione standard del logMPN è una curva ondulata. Questa presenta un numero di valori minimi equivalente al numero di diluizioni del sistema di rilevamento. Per esempio, la deviazione standard di tipo logaritmico è stata calcolata per il sistema di rilevazione MPN 3 x 10 con l'ausilio di un programma computerizzato (19( (Figura 2)

Figura 2
Deviazione standard logaritmica del MPN a 3 x 10 provette

Il numero delle provette positive dell'intero sistema è riportato in ascissa. La curva ad andamento ondulante pone in evidenza il valore reale della deviazione standard. La linea retta orizzontale esprime l'approssimazione di Cochran (12().

Cochran (12( ha proposto una costante approssimata della deviazione standard per l'intero intervallo del MPN. Questa approssimazione è rappresentata dalla retta orizzontale della Figura 2. E' stato notato che il risultato esatto devia maggiormente dal valore approssimato quando la maggior parte delle provette del sistema di rilevazione esprime risultato negativo.

In accordo con la formula di Cochran (12(, la precisione della valutazione del MPN in scala logaritmica dipende in modo diretto dal numero di provette (n) e dal fattore di diluizione fra diluizioni successive (f). La costante 0.58 è stata scelta "ad occhio" per le diluizioni a base dieci per renderla idonea alla presentazione della Figura 2. Se il fattore di diluizione è inferiore a dieci può essere utilizzato il valore della costante 0.55 (12(.
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SD di lg MPN = 0.58        ------







(2)




           n

Il 95% dei limiti di confidenza di molte tabelle del MPN si avvalgono nella loro equazione dell'approssimazione di Cochran (2), ma stanno per essere sostituiti, nelle tavole di recente pubblicazione, da limiti più esatti "veri".

La deviazione standard di qualunque singolo valore di MPN è attualmente ottenuto in modo semplice con programmi computerizzati dedicati (19(.

Nonostante il carattere approssimativo, la formula di Cohran risulta essere utile nella programmazione sperimentale della comparazione dei metodi (consultare l’esempio seguente).

ESEMPIO
Determinazione con sistema MPN di 3 x 32 in piastra microtiter da 96 pozzetti. Diluizioni successive con fattore di diluizione f = 3. La deviazione standard del lgMPN, in accordo alla formula con approssimazione di Cochran è


                                         lg 3

SD di lgMPN = 0.55         -------  = 0.55        0.0149 = 0.0672                            (3)
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Con un numero elevato di provette parallele e con fattori di diluizione inferiore a 10 il sistema MPN ottiene risultati equivalenti o migliori rispetto ai metodi di conta delle colonie per le sue migliori condizioni di crescita, facilità d'interpretazione ed assenza di errori da sovrapposizione.

6.1.4 Limiti del rilevamento - modello di Poisson
A concentrazioni particolarmente basse tutti i metodi microbiologici, inclusi i conteggi di colonie ed il MPN, assumono essenzialmente le caratteristiche dei metodi P/A. E' ininfluente, tranne che non si tratti di problemi connessi alla salute pubblica o al controllo di qualità dei prodotti, considerare qualsiasi conteggio inferiore di tre o quattro equivalente ad un semplice riscontro positivo.

Se il limite di rilevamento è definito in termini di probabilità di rilievo di un risultato positivo, questi non può essere desunto dal grafico della Figura 1. La probabilità di un risultato positivo p(+) quando la distribuzione di Poisson prevale può essere calcolato con la formula

p(+) = 1 - e-m








(4)

dove 

e
 base del logaritmo naturale

m 
 media del numero di particelle per porzione di analitica

ESEMPIO
Una delle più comuni definizioni per il limite di rilevazione è rappresentata dalla concentrazione alla quale la probabilità di riscontro di presenza dell'analita è uguale al 95% ( p(+) = 0.95(
Se p (+) è valutato con valore di 0.95, allora e-m = 0.05. Risolvendo l'equazione per m si ottiene m = - In(0.05) = 3.0. Pertanto, ad un conteggio medio di 3, le probabilità di riscontrare una particella in una porzione di prova sono di 0.95 (ammesso che prevalga la distribuzione di Poisson).

6.2 Sovradispersione - Modello binomiale negativo

6.2.1 Generalità

La preparazione della sospensione iniziale, della diluizione, inoculo e conteggio delle colonie sono operazioni non completamente esenti da margini di incertezza. Ogni fase di tipo tecnico condiziona una progressione della variabilità complessiva della determinazione. Non è prevedibile che determinazioni di tipo parallelo che interessano complessivamente una intera procedura analitica siano influenzate solo dalla distribuzione di Poisson. Nell'ambito delle determinazioni parallele sarà osservata la sovradispersione, vale a dire un grado di variazione superiore a quella completamente affidata al caso (nel senso di Poisson).

Nelle determinazioni  microbiologiche la sovradispersione rappresenta la condizione normale e la distribuzione di Poisson si configura come una eccezione.

Le cause comuni di sovradispersione, senza considerare gli errori spuri, esercitano effetti consistenti sulla media o sul numero reale di colonie (c) conteggiate con un sistema di rilevazione. Altre motivazioni del  perché la sovradispersione dei conteggi microbiologici è condizionata da questi fattori è stata descritta da altri (11, 14(. Come l'incertezza di fondo dovuta alla dispersione randomizzata delle particelle in sospensione segue la distribuzione di Poisson, la varianza  totale s2  può essere calcolata nel modo seguente:

s2 = c + u2c2 








(5)

dove 

u
è il fattore di sovradispersione, deviazione standard relativa o addizionale di 

            incertezza

c
è il conteggio delle colonie nell’intero sistema di rilevamento

La prima componente della varianza (c) è dovuta all'effetto di Poisson, la restante parte u2c2 è dovuta all'effetto combinato di tutti i fattori di sovradispersione

. Una distribuzione statistica con questo modello di varianza è definito distribuzione binomiale negativa (oppure distribuzione eterogenea o composita di Poisson).

Di conseguenza, la deviazione standard relativa può essere espressa nel modo seguente



         1


RDS  =      -- + u2






               (6)

                  c

La Figura 3 mostra l'effetto di differenti gradi di sovradispersione nei confronti della precisione relativa complessiva (coefficiente di variazione)

NOTA
         Dipendenza del coefficiente di variazione (CV) dal numero di particelle (c) conteggiate e 

                     da una moderata variazione addizionale. Curva inferiore: modello di Poisson senza  

                     sovradispersione. Curve superiori: negatività binomiale con 15% e 30% di 

                     sovradispersione (u =  0.15 e 0.30)

Figura 3 - Effetto della sovradispersione sul CV

Il numero di colonie richiesto per raggiungere un dato valore di precisione totale relativa è considerevolmente maggiore in condizione di sovradispersione rispetto alla condizione completamente casuale (Poisson). Quest’ultimo può essere calcolato con la formula (6) per il conteggio di colonie c:


 1

c = -------------









(7)

       RSD2 - u2
ESEMPIO
Per ottenere una deviazione standard relativa RSD = 0.2 con una sovradispersione u = 

                      0.15, in accordo all'equazione (7) il numero di colonie c = 1/(0.22 - 0.152) = 1/(0.04 -

                      0.0225) = 57. Lo stesso grado di precisione è ottenuto in una condizione 

                      completamente randomizzata (Poisson) con il numero di colonie c = 1/0.22 = 1/0.04 = 25

NOTA

Appare ovvio che una precisione totale inferiore rispetto alla sovradispersione non può 

                      essere raggiunta ricorrendo ad una singola determinazione. L'intera procedura deve

essere ripetuta se si richiede un tipo di precisione migliore. Ponendo n il numero di

determinazioni parallele, la deviazione totale relativa può essere approssimativamente 

calcolata da:


                   1          u2
RSD =    ----- + ----





(8)
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dove ( C
rappresenta il numero totale delle colonie conteggiate

 

u

è la costante di sovradispersione



n

e il numero di determinazioni parallele

6.2.2 Limiti del rilevamento -  Modello binomiale negativo
Il rilevamento del limite, se inteso come probabilità di risultato positivo, può essere calcolato con la probabilità dei negativi. Secondo Anscombe (11( ma modificando il simboli in conformità a quelli utilizzati in questo Documento Tecnico, la probabilità di un risultato negativo (probabilità di uno zero) è determinata con la formula seguente:




  -1/ u2
p0 = (1 + u2c)








(9)

Risolvendo per c si ottiene il limite quando sono note la probabilità dei negativi ed il fattore di sovradispersione.

   
          -u2
       p0       -1
  
c = ------------








(10)

          
 u2
Come evidenziato nella Figura 2, il limite di rilevamento è scarsamente influenzato da valori modesti di sovradispersione (consultare il seguente esempio)

ESEMPIO
Il conteggio medio delle colonie richiesto in condizione di sovradispersione per ottenere un risultato positivo con 95% di probabilità dipende dal fattore di sovradispersione. Si supponga un valore di sovradispersione u = 0.30. La diretta sostituzione di questi valori nella formula della probabilità di un risultato negativo fornisce  p0 = 1 - p(+) = 1 - 0.95  = 0.,05 e con l'equazione (10) si ottiene

 
         2           2

c = (0.05 - u  -1) / u      = (0.05 -0.09-1) / 0.09 = 3.44. Il  valore corrispondente della distribuzione di Poisson (senza sovradispersione)  risulta  c = ln(1-0.05) = 3.00 (consultare l'esempio in 6.2.4).
6.2.3 Quantificazione della sovradispersione

Sono note tre principali possibilità per la definizione del parametro u (20(.

Il metodo di Ascombe (11( è efficiente nell'ambito dell'intervallo della media dei valori e dei fattori di sovradispersione che sono riscontrati nella validazione dei metodi per il conteggio delle colonie. Si deve risolvere l'equazione (5) per u.

Per poter utilizzare il Metodo I di Anscombe si deve eseguire una serie consistente di prove indipendenti (preferibilmente più di 30) su un singolo campione per definire una stima affidabile della varianza (s2 ) e la media (m).

Sostituendo m a c nell'equazione (5)

       s2 - m

u2 =  ----------

                   m2
Per essere efficienti, le osservazioni dovrebbero essere limitate a conteggi di colonie che ricadono all'interno dell'intervallo ottimale. La media non dovrebbe mai essere inferiore a 30. Questo requisito si applica in modo particolare se la valutazione di u è limitata ad una solo prova.

ESEMPIO
Per dimostrare la fattibilità dei calcoli relativi alla sovradispersione è stata eseguita una prova con una serie parallela di conteggi nella quale è stato introdotto in modo predeteminato un fattore di sovradispersione. Sono state utilizzate 24 membrane filtranti seminate con una sospensione accuratamente miscelata di una coltura pura di Enterococcus faecium in modo che 8 piastre di ciascun gruppo sia inoculato rispettivamente con 8 ml, 10 ml e 12 ml di sospensione. Questa procedura introduce una imprecisione correlata al volume che induce una prevedibile grossolana espressione della sovradispersione nei 24 conteggi di tipo parallelo.

Il volume complessivo di 8 x 8 ml, 8 x 10 ml e 8 x 12 ml esprime una media µ di valore 10 ed una deviazione standard σ = 1.633. Il corrispondente standard di incertezza attribuibile alla sovradispersione dovrebbe essere u = s/m = 0.1633 (CV = 16.33%), se il volume utilizzato è esattamente quello previsto.

I 24 conteggi di colonie osservati esprimono una media m = 379,29 ed un valore di varianza di s2
= 4586,54. Secondo l’equazione (11), u2 = (4.585,54 – 379,29)/379,292 = 0.0292. Pertanto , il coefficiente di sovradispersione u =  (  0.0292 = 0.1710 che esprime un valore strettamente correlato al valore atteso, considerando che include anche il possibile conteggio dell’incertezza di volume non considerata nel u = 0.1633 atteso. (Tutte le misurazioni dei volumi di 8 ml, 10 ml e 12 ml sono state ritenute esatte).

Le determinazioni delle incertezze calcolate in precedenza non sono ritenute generalmente valide, poiché calcolate su di un campione unico. 

La seconda soluzione si avvale anch’essa di una equazione (5) ma prende in considerazione più campioni. Dividendo l’equazione per il fattore c si ottiene

          s2
Y = ---- = 1 + u2 c
          c

Nel caso in cui siano disponibili le determinazioni parallele si possono calcolare la  varianza e la media. Dal rapporto Y = s2 / c di ciascun insieme si ricava un elevato numero di coppie (Y,c). L’inclinazione della linea di regressione riferita ai diversi punti consente una stima di u2. La distribuzione randomizzata è considerata inevitabile quando la stima della media e della varianza sono riferite a pochi campioni (numero esiguo di determinazioni parallele) (consultare l’esempio B.7). Il vantaggio di questo tipo di approccio è quello che la valutazione della sovradispersione è correlata ad un’ampia selezione di differenti campioni assumendo pertanto una considerevole utilità generale.

NOTA
Il suddetto approccio raggiunge i migliori risultati se la media (m) rappresenta un numero non modificato di colonie (o particelle) per sistemi di rilevazione e questi ultimi sono per altri aspetti identici in tutte le determinazioni parallele.

6.2.4 Sovradispersione a livello di rilevatore
Conteggi paralleli eseguiti da una sola sospensione possono variare in modo più consistente rispetto alla distribuzione di Poisson. Questa è una osservazione nota (16(. In questa condizione le uniche cause di sovradispersione sono gli errori di misurazione dei volumi con le pipette, quelli di incertezza dei conteggi e gli errori spuri (“accidentali”). La sovradispersione è una misura utile dell’affidabilità complessiva. Questa può essere rilevata con gli indici di dispersione (X2, G2) (consultare l’esempio B.6 dell’allegato B).

6.3 Statistica e limiti pratici

6.3.1 Generalità

I limiti operativi inferiori dei metodi microbiologici sono in gran parte in corso di definizione.

I limiti superiori sono definiti dalla richiesta di spazio e dalle conseguenti interazioni fra le colonie microbiche. Una particella microbica richiede milioni di processi di moltiplicazione per essere rilevata ad occhio nudo.

6.3.2 Limite inferiore

Quando si esamina una sola parte dell’analisi (una piastra) il limite statistico inferiore può essere convenientemente definito come il numero più basso “rilevabile” con un conteggio in piastra; l’affidabilità essendo definita come espressione della precisione.

Considerati molteplici aspetti, per un sistema di prova il limite inferiore può essere talvolta scelto in prossimità delle 20 colonie. A questi valori di concentrazione delle colonie il coefficiente di variazione, in condizione di completa distribuzione casuale (Poisson), assume il valore di circa ( 25% (6.1.4). Se il valore della sovradispersione è noto, il calcolo del limite inferiore della determinazione può avvalersi del modello binomiale negativo (6.2.2).

6.3.3 Limiti superiori

Le analisi di tipo P/A non dispongono un limite superiore. La probabilità di rilevare la presenza di microrganismi in una quota di materiale si accresce in modo certo con l’aumento del loro numero.

Con il MPN, il limite superiore è superato quando tutte le provette di tutte le diluizioni sono riscontrate positive. Questa condizione non esprime il valore del limite superiore del metodo stesso, ma solo un errore nelle diluizioni approntate. Peraltro non può essere definito un limite superiore per motivazioni di calcolo statistico ed anche perché la precisione non dipende in modo diretto dal numero delle particelle presenti nel sistema di rilevazione. Un aspetto caratteristico dei i sistemi MPN è rappresentato dalla possibilità di migliorare la loro precisione modificando la configurazione del sistema di rilevazione (consultare 6.1).

Da un punto di vista teorico i metodi di conteggio delle colonie migliorano il grado di precisione con l’aumento del numero delle colonie oggetto della ricerca presenti nel sistema di rilevazione. In pratica, i metodi di conteggio delle colonie manifestano un limite superiore di rilevamento variabile che dipende dalle condizioni operative. Il rilevatore delle colonie (piastra di agar, membrana filtrante) diviene “intasato” o saturato per motivi di diverso tipo, dei quali il numero delle colonie bersaglio è solo uno dei tanti.

Numerose sono le cause che in diverso modo possono determinare il limite superiore. Una delle possibilità è quella di determinare il conteggio delle colonie per piastra ove il limite di incertezza totale (incluso l’errore sistematico) sale nuovamente allo stesso livello di quello presente per la determinazione del limite inferiore (30(.

Si deve inoltre considerare l’affollamento od il mascheramento delle colonie ricercate a causa di fattori indipendenti dalla crescita. Questa condizione può essere quantitativamente correlata alla selettività del metodo o, in modo più specifico, alla “copertura”, vale a dire alla frazione di spazio disponibile per essere occupata dalle colonie. Anche le colture pure sono assoggettate allo spazio di copertura.

Un terzo aspetto è rappresentato dalla perdita di proporzionalità (o perdita di linearità) che si riscontra nella piastra ad elevate concentrazione di colonie.

6.4 Prove generali di randomizzazione – Rilievo della sovradispersione

Deviazioni dalla distribuzione randomizzata (presenza di sovra o sottodispersione) possono essere efficacemente rilevate con una o due prove appropriate  quali l’indice di dispersione di Poisson (X2, D2) oppure con il rapporto statistico di tipo logaritmico (G2). Il calcolo degli indici è riportato nell’allegato A.

In poche circostanze (come nell’utilizzo delle piastre parallele) in cui grossolani valori di sovradispersione non sono accettabili per motivi di tipo tecnico, la concordanza con la distribuzione di Poisson può essere utilizzata come prova del metodo o analisi di prestazione (16, 33(. Per la sua semplicità questa caratteristiche può essere particolarmente utile come strumento del Controllo di Qualità.

7 Specifiche – Pratica corrente

Un esempio di come i migliori protocolli di riferimento valutano di consuetudine le caratteristiche delle prestazioni dei metodi può essere riscontrato nelle modalità con cui gli Standard Methods for the Analysis of Water and Wastewater (8( istruiscono l’utilizzatore sui metodi consigliati. In differenti parti delle procedure per il conteggio totale dei coliformi con il metodo di filtrazione con membrana, l’utilizzatore troverà le seguenti parti con le relative specifiche.

a) Scopo

Lo scopo del metodo del metodo può essere desunto da una tabella in cui sono specificati i volumi dei campioni raccomandati per i diversi tipi di acqua. La stessa tabella può includere i diversi tipi di acqua potabile, di svago ed anche di scarico.

b) Insensibilità dell’incubazione e dipendenza dal tempo


L’indicazione principale è fornita nel modo seguente: “Incubare da 20 a 22 ore a (35 ( 0.5)° C.” In un'altra parte del documento è presentato il ruolo principale delle eccezioni: “I campioni di acque disinfettate possono includere microrganismi in condizioni scarsamente vitali che crescono in modo relativamente lento producendo il picco di crescita a 22 – 24 ore. I microrganismi provenienti da fonti non trattate producono il picco di crescita a 16 – 18 ore e l’attività di moltiplicazione può iniziare a decrescere dopo 24 –30 ore.”


c) Affidabilità dei limiti operativi

I limiti operativi affidabili possono essere desunti da “Calcolare il conteggio utilizzando le membrane da filtro con 20 – 80 colonie….” Questa dizione è seguita da ulteriori annotazioni che indicano i limiti operativi con criteri selettivi: … e non più di 200 colonie di ogni tipo per ciascuna membrana filtrante. Altre motivazioni sono riportate in un’altra parte del documento: ”Le dimensioni del campione di prova saranno definite in funzione della densità batterica attesa, che nel caso di campioni di acqua potabile saranno limitate solo dal grado di torbidità o dalla crescita sul terreno di batteri non coliformi.”

d) Definizione ed identificazione di un particolare microrganismo

“Tutti i batteri che producono colonie rosse con lucentezza metallica entro 24 ore di incubazione a 35° C su terreno tipo Endo, sono considerati appartenere al gruppo dei coliformi. La lucentezza può essere diffusa sull’intera colonia o può manifestarsi solo nell’area centrale o alla periferia.” Possono essere descritte altre informazioni: “I terreni tipo Endo possono produrre occasionalmente colonie atipiche, di colore rosso scuro, senza lucentezza metallica. La verifica delle diverse tipologie delle colonie, quelle con la caratteristica specifica (lucentezza) o quelle atipiche (assenza di lucentezza) consentirà di riconoscere i falsi negativi e fornirà utili esperienze nel riconoscimento delle colonie.

e) Altre limitazioni e formulazione di specifiche.

I documenti di riferimento forniscono anche informazioni e formulano quesiti sul controllo di qualità del terreno e della strumentazione.

8
Informazioni specifiche – Raccomandazioni

Di solito i campioni di riferimento forniscono un aiuto limitato per garantire l’applicazione ottimale dei metodi ed il conseguimento di validi risultati.

Ciò che sembra mancare sono direttive concise relativamente a ciò che i laboratori dovrebbero approntare per verificare che i metodi adottati nelle loro sedi funzionino in modo appropriato e sulle modalità operative idonee a discriminale le buone prestazioni da quelle non soddisfacenti.

Alcune specifiche scritte dovrebbero essere aggiunte a tutti i documenti di riferimento.

Il documento che descrive i metodi di conteggio delle colonie dovrebbe includere le seguenti informazioni:

a) Sensibilità: con poche eccezioni (casi menzionati), sono confermati più del 90% dei risultati presuntivamente positivi.

b) Selettività: solitamente superiore a –1 (consultare la definizione di selettività). Non sono validi risultati con selettività minore di –2.

c) Incertezza del conteggio: la deviazione standard relativa del conteggio duplicato (replicato) all’interno di un laboratorio è generalmente inferiore a uZ = 0.05. Il grado di incertezza individuale (una persona) di solito è inferiore a uZ = ( 0.03.

d) Semina parallela in piastra: la variazione è compresa nella distribuzione di Poisson. (In caso contrario, dovrebbe essere fornita l’estensione della sovradispersione)

e) Nei campioni di acqua la variazione all’interno del campione produce un ulteriore coefficiente di incertezza inferiore a  uZ = ( 0.10. Nei campioni solidi, il fattore di incertezza addizionale deve rimanere inferiore a 0.15.

f) Proporzionalità (linearità) del sistema di rilevazione dipende dalla selettività. E’ adeguata ai limiti di conteggio di seguito riportati:

	Selettività
	Limite superiore di linearità

(N° colonie tipiche/piastra)

	0
	500 (colture pure)

	-0.5 a –1
	200 a 100

	-1 a –2
	100 a 25

	Inferiore a –2
	Solo rilevazione P/A


In presenza di eccesso di crescita, il limite funzionale superiore può essere precocemente raggiunto. Senza tener conto del valore della selettività, i conteggi non sono ritenuti validi quando più di 1/3 dello spazio a disposizione è occupato da sviluppo di colonie (microrganismi tipici e non per la ricerca in oggetto).

Quanto sopra riportato costituisce un esempio di come possono essere rappresentate le specifiche delle caratteristiche metodologiche. I valori numerici della tabella devono essere considerati solo un esempio. Attualmente non possono essere considerati come valori di riferimento.

Se è disponibile il dato sul valore relativo di riscontro ottenuto con uno standard di riferimento, questo stesso deve essere esplicitato.

Se sono disponibili i risultati delle prestazioni dei metodi espressi da studi a carattere collaborativo, questi ultimi dovrebbero essere esplicitati come informazioni aggiuntive.

Inoltre dovrebbero essere specificate le condizioni analitiche, la descrizione dell’oggetto della ricerca e le condizioni di conservazione dei campioni di prova.

9
Determinazione ed espressività delle caratteristiche delle prestazioni

9.1 Generalità

Le caratteristiche delle prestazioni sono determinate sulla frequenza di particolari aspetti nell’ambito delle categorie qualitative e di conseguenza sono definite di categoria.

In relazione ai metodi selettivi queste sono definite da verifiche eseguite con colture presuntivamente positive e negative.

9.2 Caratteristiche di categoria delle prestazioni relative alla specificità e selettività

9.2.1 Generalità

L’aspetto qualitativo più completo delle prestazioni dei metodi deriva dallo studio dei campioni naturali. I campioni dovrebbero rappresentare la finalità omnicomprensiva del metodo, includendo un numero diverso di campioni e condizioni di inquinamento, come pure i risultati ottenuti in differenti stagioni dell’anno.

Il riscontro di una colonia o di una placca è equivalente ad una prova P/A o ad una provetta in una serie MPN. Nella fase di validazione primaria dovrebbero essere verificate sia le colture presuntivamente positive sia quelle con risultato negativo.

La miglior efficacia riferita ai costi ed agli aspetti positivi dei metodi di coltura in fase liquida (P/A e MPN) è rappresentata dall’utilizzo del sistema del MPN. Le provette di diluizione in cui si manifestano risultati positivi o negativi  devono essere selezionate per la verifica. Sono presenti diluizioni alle quali le provette positive derivano da una o da poche cellule.

Le caratteristiche delle prestazioni associate alla selettività ed alla specificità possono essere determinate in modo numerico (17(. Queste sono riferite al numero delle colonie o delle provette ritenute positive o negative in funzione di una valutazione (presuntiva) confrontata con un “campione di riferimento”. A seguito delle verifiche di n prove, i risultati sono suddivisi in quattro categorie.

a) Numero di presunti positivi riscontrati come positivi (veri positivi)

b) Numero di presunti negativi riscontrati come positivi (falsi negativi)

c) Numero di presunti positivi riscontrati come negativi (falsi positivi)

d) Numero di presunti negativi riscontrati come negativi (veri negativi)

Queste frequenze possono essere opportunamente riportate in una tabella 2 x 2

	
	Conteggi presuntivi
	

	
	      +                     -
	

	                                 +

Conteggi confermati

                                  -
	       a                      b

       c                      d 
	a + b

c + d

	
	    a + c                b + d
	n 


Le caratteristiche delle prestazioni calcolate secondo queste osservazioni sono definite nel modo seguente:

1. sensibilità = a/(a + b), frazione del numero totale dei positivi identificati in modo corretto con il conteggio presuntivo;

2. specificità =d/(c + d), frazione del numero totale dei negativi identificati in modo corretto con il conteggio presuntivo;

3. quota di falsi positivi = c/(a + c), frazione di positivi assegnati in modo erroneo;

4. quota di falsi negativi = b/(b + d), frazione di negativi assegnati in modo erroneo

Il numero totale delle prove è  a + b + c + d = n

5. Efficienza E: parametro singolo a carattere generale che identifica le colonie o le provette correttamente rilevate

E = (a + d)/n

Le colonie dovrebbero essere saggiate in modo casuale fra tutte le colonie (con e senza caratteri specifici, considerate nella loro totalità. Con le colture in fase liquida tutti i rilievi positivi e negativi dovrebbero essere saggiati secondo un criterio di proporzionalità. 

In funzione delle consistenti variabili che coinvolgono la parte operativa e la componente microbiologica, nessuna delle caratteristiche delle prestazioni sopra specificate può essere considerata una costante metodo-specifica.

Si ritiene che la validazione secondaria debba essere correlata ai risultati falsi positivi, a meno che non si rilevi un valore di sensibilità inferiore a quello specificato.

9.2.2 Selettività

La selettività del metodo microbiologico è definita in questo Documento Tecnico come valore logaritmico delle frazione delle presunte colonie tipiche ricercate (presunte positive) sul totale:


F = lg ((a + c)/n(.

In alcuni tipi di campioni o durante alcune stagioni la selettività può risultare così bassa da impedire un conteggio attendibile. Il limite superiore dell’intervallo dei risultati è influenzato i modo significativo dalla selettività.

La selettività “presunta” di seguito definita è un livello di selezione utilizzato per convenienza. Se sono disponibili delle risorse, il valore reale della selettività, verificato su conteggi di campioni sicuramente positivi, rappresenta l’approccio scientifico migliore. Difficoltà di tipo economico possono limitare il suo utilizzo per il confronto definitivo fra metodi diversi.

La selettività varia in modo considerevole sotto l’influenza di fattori stagionali e di altre cause che possono modificare la concentrazione di un determinato microrganismo e della popolazione batterica concomitante. Non si tratta di una costante dipendente dal metodo. Ciononostante la selettività consente di  valutare le prestazioni del metodo e può essere di aiuto a scegliere fra diverse alternative. Dovrebbe essere studiati un numero rilevante di casi. Non disponendo di criteri di scelta, non si dispone di parametri per decidere quale numero specifico sia da considera sufficiente. Si dovranno produrre dati in numero adeguato per decidere quale soluzione adottare.  

9.3 Limiti operativi

9.3.1 Limiti inferiori di riscontro e di determinazione

Il limite operativo inferiore è una definizione che coinvolge tutti i tipi di metodo (consultare paragrafo 6). Questo dovrebbe essere espresso come il numero più basso di colonie o particelle rilevabile  con il sistema di rilevazione o piastre  parallele.

9.3.2 Limiti superiori

Ogni metodo, in particolare ogni singola determinazione, possiede un limite superiore. Non si tratta di un numero chiaramente definito, ma di una zona indefinita nell’ambito del numero delle colonie dove i conteggi per piastra divengono eccessivamente incerti se riferiti ad una valida determinazione.

Il limite operativo superiore di un rilevatore di colonie è caratterizzato nel modo seguente.

a) La sovradispersione dei conteggi paralleli può divenire più consistente e più frequente. La condizione può essere valutata con l’ausilio dell’indice di dispersione di Poisson (Esempio B.3).

b) I conteggi delle colonie a diluizioni differenti (volumi) non sono concordanti. La proporzionalità (linearità) viene a mancare. La proporzionalità può essere saggiata con metodi che si avvalgono dell’indice G2 (allegato A, ed esempio B.4)

La prova di proporzionalità (linearità) è la più efficace fra queste due. Entrambe le condizioni possono essere valutate utilizzando una singola prova di proporzionalità, specificamente predisposta per questa valutazione (allegato C) (27,33( o ricorrendo a dati sui precedenti elementi con prove separate.

9.4 Intervallo operativo con procedure MPN

I limiti di valutazione superiore ed inferiore delle determinazioni MPN sono rappresentati da casi estremi quando una sola provetta del sistema di rilevazione risulta positiva o negativa.

L’intervallo ritenuto applicabile per un sistema di rilevazione di 3 x 5 unità di rilevamento è compreso fra 0.2 e 160 particelle per unità di volume (porzione analitica) della prima (ultima diluizione) delle serie, indipendentemente dal tipo di terreno di coltura o specifica popolazione microbica ricercata.

9.5 Precisione

9.5.1 Generalità

Ogni misurazione di tipo analitico dovrebbe essere correlata ad una valutazione di precisione, anche se non risulta possibile determinare la stessa per ogni singola prova. E’ tuttavia di considerevole importanza la definizione generalizzata di precise indicazioni per i diversi metodi.

In linea teorica, sarebbe opportuno che la validazione primaria potesse disporre di una valutazione di precisione per ciascun tipo di determinazione. Questa possibilità in microbiologia può essere raggiunta in due modi. Il primo deve tenere conto della dispersione totale, e di conseguenza, della validità della distribuzione di Poisson, oppure della determinazione di una costante di sovradispersione per via sperimentale.

Le stime della precisione possono essere ottenute in due modi diversi che sono definite di tipo A e B (consultare il paragrafo 2)  (5, 6(.

9.5.2 Valutazione della precisione di tipo A

Le stime di tipo A sono derivate da calcoli statistici basati su determinazioni parallele. Queste sono espresse come deviazione standard (incertezza standard) o deviazione standard relativa.

Le valutazioni di tipo A più comuni sono derivate dalle prove a carattere collaborativo delle prestazioni dei metodi, in accordo con i principi sviluppati principalmente dalla AOAC (18(. Le valutazioni di determinazioni microbiologiche di tipo A sono state calcolate da molto tempo come deviazione standard in scala logaritmica.

Queste valutazioni non sono ancora state utilizzate nei riferimenti microbiologici.

Come è emerso nella discussione del paragrafo 6, la precisione delle determinazioni di tipo microbiologico non esprime un andamento costante anche in scala logaritmica, ma dipende dal numero delle colonie. Questa è una delle motivazioni per cui le valutazioni di tipo A risultano sempre approssimate e tendono ad assumere notevole ampiezza di valori.

9.5.3 Valutazioni della precisione di tipo B

Le valutazioni di tipo B si basano sulle probabilità di distribuzione o altra tipologia di informazione disponibile.

La distribuzione di Poisson è stata considerata un modello statistico appropriato per sospensioni microbiche teoriche perfettamente randomizzate. Le valutazioni di precisione che si avvalgono della distribuzione di Poisson sono molte diffuse per i riferimenti microbiologici.

ESEMPIO
Gli “American Standard Methods” includono la seguente definizione di incertezza di Tipo B: ”Per risultati con conteggi, c, con più di 20 microrganismi, calcolare il limite di confidenza di approssimazione del 95% ricorrendo al”equazione normale di distribuzione di seguito riportata:



Limite superiore = c + 2    c 



Limite inferiore   = c - 2    c 

In questi casi la deviazione standard è di conseguenza derivata dal presupposto di uguaglianza della varianza e della media (Poisson)

Per motivazioni discusse al paragrafo 6, il modello proposto da Poisson è stato ampiamente enfatizzato e fornisce valutazioni di incertezza minime. Possiede il chiaro vantaggio che a ciascuna determinazione può essere associato un singolo risultato.

9.5.4 Modello misto di tipo A

Un modello di sovradispersione calcolato con la distribuzione binomiale negativa associa l’aspetto teorico di Poisson ad una costante empirica di sovradispersione (consultare 6.2.3)

La determinazione del fattore di sovradispersione rappresenta un valido obiettivo per la validazione primaria. I metodi per la sua definizione sono stati descritti in (6.2.3)

Il valore dell’incertezza dovrebbe essere ricavato da diverse applicazioni di un singolo metodo modificando di volta in volta la condizione analitica. Questa potrebbe dipendere dalle caratteristiche della matrice in studio. Il risultato può essere espresso in modo appropriato con la deviazione standard di tipo relativo.

9.5.5 Precisione del MPN

Con il sistema MPN le stime si avvalgono dell’assunto che, nell’ambito del metodo di rilevazione, la distribuzione delle particelle è completamente occasionale. Nel caso di presenza di un numero ridotto di particelle questo presupposto non è facilmente riscontrabile con le prove sperimentali.

La precisione del metodo MPN è determinata dal numero di provette parallele per ogni diluizione e dal coefficiente di diluizione. Nel riferimento [12] è riportata una formula di calcolo approssimativa che utilizza una costante di incertezza con valore superiore a quello dell’intervallo. I limiti di confidenza del 95% per le combinazioni di riferimento delle provette sono pubblicate nelle tabelle del MPN (consultare anche 6.1)

10 Procedure e tappe della validazione

10.1 Generalità

La maggior parte delle validazioni sono condotte a termine in tappe successive. Le attuali ricerche per la definizione delle caratteristiche delle prestazioni di  un metodo dovrebbero essere precedute da un’indagine per la definizione di un intervallo operativo entro il quale esse risultino significative. Ogni tipo di comparazione fra due metodi dovrebbe essere limitata a casi per i quali entrambi i metodi sono attendibili.

10.2 Validazione primaria

10.2.1 Identificazione dell’obiettivo

Gli studi sulle colture pure, condotti nella fase iniziale dello sviluppo di  un metodo, forniscono informazioni gli aspetti significativi delle colonie oggetto di interesse o delle provette per le determinazioni di tipo P/A. Ovviamente dovranno essere saggiati più ceppi di microrganismi in coltura pura del tipo di germe da ricercare.

La validità della descrizione di base sarà verificata utilizzando il metodo in studio su una selezione rappresentativa di campioni di tipo naturale (consultare 4.2.6). Le colonie, placche o colture che manifestano, in via presuntiva, le caratteristiche definite per il tipo di microrganismo da identificare, sono successivamente isolate e saggiate con prove di conferma appropriate. La stessa procedura è utilizzata per le colonie che non presentano le caratteristiche specifiche o per le brodocolture negative.

Sono poi calcolati i valori di sensibilità, selettività, la quota di risultati falsi positivi, negativi e l’efficienza.

Se ritenuto opportuno si modifica la descrizione del microrganismo da ricercare.       

10.2.2 Incertezza del conteggio e sensibilità – tempo dipendente

Dopo avere definito le caratteristiche morfologiche dell’oggetto della ricerca, il metodo può essere utilizzato in modo sperimentale per i campioni naturali.

Le informazioni di base relative alla adeguatezza dei risultati ottenuti sono definite con ripetuti conteggi di colonie eseguiti sulla stessa piastra in un tempo ristretto. Dovrebbero partecipare alla ricerca tutti i componenti che lavorano con lo stesso metodo nel caso questi siano più di uno.  

La sensibilità tempo-dipendente dei risultati è opportunamente valutata in relazione al conteggio delle colonie presenti nelle stesse piastre dopo due tempi di incubazione predefiniti, vale a dire all’inizio ed al termine dell’intervallo di tolleranza del periodo di incubazione. L’effetto è valutato utilizzando l’incertezza dei conteggi ripetuti sulla base del loro confronto.

Il controllo dovrebbe fornire stime numeriche singole o complessive dei conteggi di incertezza, espresse come deviazione standard relativa (esempi B.1 e B.2). La deviazione standard calcolata da risultati rilevati da più persone esprime un’informazione più esaustiva rispetto a quella calcolata da conteggi in doppio, effettuati da un unico  operatore. (Una persona può ripetere l’errore di un conteggio, anche sbagliato, con un notevole grado di precisione). Dovrebbero di conseguenza essere rilevate e valutate le differenze sistematiche fra persone diverse.

Le osservazioni sull’incertezza dei conteggi e sulla sensibilità tempo-dipendente pongono in evidenza i potenziali problemi che si potranno riscontrare nell’utilizzo estensivo del metodo.

10.2.3 Altri aspetti della insensibilità del metodo 

Se persistono dubbi sugli effetti della temperatura di incubazione, dell’umidità e dei gas presenti nelle fasi aeree, queste condizioni dovrebbero essere indagate con prove speciali che coinvolgono incubazioni di sottocampioni paralleli posti in condizioni alternative.

Si raccomanda che la decisione in questi casi sia demandata a controlli di tipo statistico piuttosto che a rilievi superficiali. Progetti di tipo sperimentale, basati su osservazioni ripetute dell’analisi della varianza, sono indubbiamente i più appropriati.

Fattori non specificamente saggiati sono considerati ininfluenti o ad di fuori di un ogni possibile controllo.

12.2.4 Limite operativo superiore

Quando si sono definite le condizioni “ambientali” e le caratteristiche specifiche del microrganismo in studio, la tappa successiva è rappresentata dalle definizione dei limiti quantitativi del rilevatore oggetto di studio.

Questo problema può essere affrontato con un solo tipo di procedura sperimentale: usufruire di una serie definita di diluizioni o di volumi, eseguendovi prove parallele. [21, 25]. La sperimentazione consente l’acquisizione di risultati per la definizione del limite superiore sulla base della proporzionalità e della ripetibilità (allegato C).

10.2.4 Precisione

Il Laboratorio che propone l’introduzione di un nuovo metodo dovrebbe anche farsi carico della definizione dei valori iniziali del grado di precisione. Questi dovrebbero comprendere il grado di incertezza dei conteggi e le valutazioni della ripetibilità e riproducibilità di prove diverse a carattere ripetitivo (piastre parallele, serie di diluizioni pararalle, matrici). Gli altri laboratori richiedono questo tipo di informazione per le validazioni secondarie del metodo e, nella fase successiva, per definire i sistemi per il controllo di qualità analitico.

Se non si riscontrano elementi sufficienti per la definizione di una stima di tipo B da evidenze o distribuzioni note di tipo statistico o da altra tipologia di informazione, si dovranno eseguire sperimentazioni con frazioni di campioni o campioni saggiati in parallelo al fine di ottenere una stima della precisione di tipo A.

Le  prestazioni dei  metodi di tipo collaborativo [18] condotte in diversi laboratori non rappresentano una procedura appropriata per la validazione di nuovi metodi, in quanto si dovrebbe presumere che ciascun partecipante possieda già una valida esperienza con quel determinato metodo. Questa possibilità diviene in realtà praticabile solo in una fase di tempo successiva.

10.2.6
Accertamento reale  o relativo

Il valore assoluto del riscontro (reale) di un analita di tipo microbiologico non è definibile e questa condizione rappresenta un problema per la validazione primaria di  un nuovo metodo.

L’accertamento reale può essere definito in modo approssimativo con prove che utilizzano colture pure o campioni sterilizzati e successivamente inoculati utilizzando un metodo di riferimento non selettivo. Per questo scopo sono disponibili alcuni materiali di riferimento certificati.

Nell’intento di definire la capacità di riscontro, campioni naturali sono studiati in parallelo con il metodo di nuova proposizione e con quello di riferimento.  Una ridotta capacità di riscontro nei confronti di un metodo di riferimento rappresenta una ovvio motivo per porre in discussione la validità del metodo. Per ottenere un valido confronto i dati devono avvalersi della conferma dei conteggi delle colonie.

10.2.7
Specifiche

Le caratteristiche delle valutazioni numeriche riscontrate dovranno essere riportate in una sezione in cui sono descritte le specifiche del metodo riportato secondo le indicazioni del punto 7 c.

10.3 Validazione secondaria

Devono essere disponibili dei campioni di tipo naturale. Campioni inoculati o serie di diluizioni replicate sono studiati con semine parallele su piastra. Tali valutazioni duplicate sono utili per verificare le prestazioni attese per i conteggi.

Deve essere isolato e controllato un numero significativo di campioni presunti positivi, (almeno 100). Se è possibile devono essere determinate le prestazioni caratteristiche che successivamente sono confrontate con i valori specifici.

11 Modalità per la definizione delle specifiche

11.1 Modello generale per le specifiche quantitative principali

Un progetto sperimentale che si avvale di una serie di diluizioni o volumi con valori ravvicinati e repliche su piastra con successivi conteggi, contribuisce a fornire un insieme di risultati per la determinazione del limite operativo superiore ed altre caratteristiche quantitative (esempio B.1, allegato C).

Il modello appropriato rappresenta una versione ridotta [27] di un modello utilizzato come prova di prestazione analitica [33].

Un campione liquido accuratamente miscelato o sospensione di materiale solido sono diluiti per ottenere una probabile concentrazione di colonie per piastra che talvolta può eccedere il limite superiore delle possibilità del rilevatore. A partire dalla diluizione iniziale si predispongono una serie di diluizioni a  raddoppio. Si seminano tre piastre parallele per ciascuna diluizione.

Le semine ottenute dalle diluizioni che presentano crescite superiori a 20 colonie per piastra sono valutate in successione randomizzata, secondo una procedura codificata e da una sola persona.

I risultati forniranno elementi di conteggio anch’essi  assoggettati a gradi di incertezza se tutte le piastre, o sottogruppi di queste selezionati in modo occasionale, sono state valutate da una seconda persona. Quando si utilizzano numerosi metodi e la serie analitica è particolarmente estesa, l’aspetto tipico delle colonie oggetto di indagine può modificarsi durante il tempo richiesto per portare a termine il loro conteggio duplicato. Le stime per la valutazione della concordanza/discordanza dovrebbe essere condotte in modo separato.

 NOTA
Le serie di tipo geometrico basate sulle diluizioni a raddoppio sono di qualità piuttosto scadente. I numeri delle colonie presenti all’inizio diminuiscono in modo evidente. I metodi con un limite operativo superiore di poche colonie non possono essere valutati in modo efficiente. In questi casi si ritiene opportuno adattare fattori di diluizione inferiori a 1:2.

I metodi di filtrazione su membrana consentono ampie variazioni di volume ed una più appropriata gradazione sperimentale. In questo modo risulta eseguibile una serie aritmetica di rapporti volumetrici 1:2:3:4:5:6:7. Un ulteriore  vantaggio deriva dalla possibilità di derivare tutte le porzioni del materiale di prova da una sola sospensione microbica.

I risultati sono valutati per la loro proporzionalità, entità della sovradispersione delle prove parallele ed incertezze di conteggio, con la garanzia di un tipo di randomizzazione ineccepibile in ogni parte della sperimentazione.

L’esempio allegato (Esempio B. 1, allegato C) interessa un solo campione. Un piano sperimentale simile potrebbe essere ripetuto con numerosi campioni (almeno 10) per consentire una generalizzazione dei risultati.

I calcoli statistici si avvalgono di dettagliate procedure descritte nell’allegato A, e di esempi pratici riportati in B. 3 e B. 4 dell’allegato B.

11.2 Precisione dell’intera procedura analitica

La procedura descritta nella sezione 11.1 non definisce la precisione della procedura analitica nel suo complesso. Per determinare la precisione di una determinazione sono richieste prove con campioni suddivisi o serie di diluizioni replicate (Esempi B. 2, allegato C)

Si devono reperire idonei campioni naturali o elevate concentrazioni di analita. Dopo una miscelazione eseguita secondo modalità predefinite, si eseguono determinazioni replicate. Semine in piastra parallele possono essere raccomandate anche se non assolutamente necessarie.

Infine sono richiesti almeno trenta campioni per soddisfare completamente ed in modo esaustivo lo scopo preposto.

Il numero delle determinazioni parallele (diluizioni seriali) per campione dovrà essere almeno di due. Serie di cinque o sei replicati paralleli conferiscono maggior consistenza ai risultati. Sebbene le replicazioni siano raccomandate, il loro numero non deve essere uguale per campioni di tipo diverso.

I risultati ottenuti sono utilizzati per il calcolo della costante di sovradispersione (6.2.3) nel modo descritto nell’esempio riportato in B. 7.

11.3 Caratteristiche di categoria

Le caratteristiche concernenti selettività, sensibilità, specificità ecc. (9.2) possono essere studiate congiuntamente alle prove riportate in 11.2, a meno che il tempo operativo non divenga un fattore limitante.

Si selezionano piastre con bassi conteggi di colonie, tecnicamente e biologicamente rilevabili. Tutte le colonie, sia quelle oggetto di ricerca che quelle di altro tipo, devono essere contate.

Durante la validazione primaria, le colonie di entrambi i tipi devono essere isolate in modo randomizzato per la loro verifica. Il loro numero non dovrebbe essere “esiguo”, vale a dire almeno 20 o 30 per tipo e per campione, qualora disponibili. Se la selettività non lo consente i due tipi di colonie non devono necessariamente appartenere alla stessa diluizione. Quando il grado di selettività è elevato (colonie bersaglio superiori al 90%) può risultare superfluo l’isolamento delle colonie presunte negative.

Nella validazione secondaria solo le colonie presunte positive richiedono l’isolamento e la verifica.

11.4 Risultati non programmati

I risultati delle varie osservazioni di tipo parallelo, raccolti nel tempo senza un obiettivo specifico, possono essere utilizzati come informazione aggiuntiva per sostenere o modificare il limite operativo superiore o le specifiche della sovradispersione.

AllegatoA

Procedure statistiche e programmi computerizzati

A1
Incertezza del conteggio

L’entità dell’incertezza è stimata con la lettura della stessa piastra più di una volta. Dai risultati ottenuti è possibile calcolare la deviazione standard o la deviazione standard relativa.

NOTA
Le tre lettere acronime quali RSD (relative standard deviation) possono indurre confusione nelle formule matematiche, si preferisce pertanto utilizzare il simbolo u per definire la deviazione standard relativa.

Posto che una piastra contenga un numero (non  noto)  x di colonie caratteristiche e che x1, x2…. xn, rappresentano il numero dei conteggi di una piastra eseguiti dalla stessa  persona in modo ripetuto  o da persone diverse.

La valutazione del grado di incertezza uz è espresso dalla deviazione standard relativa nel seguente modo: 
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        s (x)  =      -----------------

   n – 1

In caso di conteggio duplicato, il calcolo può essere eseguito nel modo seguente


           2   x1 – x2       

Uz =  -----------------------
            x1 + x2

Dovrebbe essere controllato in modo casuale nel tempo un elevato numero di casi (piastre) con almeno 20 colonie. Per definire la media relativa dell’incertezza del conteggio si calcola la media quadratica.


             U2 Z1 + U2 Z2….+…. U2 Zn
Uz =        -----------------------------------------

                             n      

Per ottenere un valore di stima affidabile il numero delle letture (n) dovrebbe essere di almeno 30

In funzione delle persone partecipanti si utilizza la seguente terminologia:

· ripetibilità individuale (o personale): somma dei risultati di un soggetto che legge le stesse piastre due volte (o più);

· ripetibilità intra-laboratorio: valore della media (quadratica) derivata dalle replicazioni individuali da parte del personale del laboratorio; si tratta della somma dei conteggi duplicati o replicati da tutto il personale del laboratorio;
· riproducibilità intra-laboratorio: media (quadratica) dei risultati ottenuti da persone diverse dello stesso laboratorio che hanno letto le stesse piastre;
· riproducibilità fra laboratori: media (quadratica) dei risultati ottenuti da persone appartenenti a laboratori diversi che hanno letto le stesse piastre.
Consultare gli Esempi B.1. B.2 e B.3.

A.2
Prova generale di proporzionalità (linearità)

Si supponga che n conteggi di colonie  c1, c2…… cn, provengano da una indagine condotta sulla stessa sospensione con volumi o diluizioni che sono contrassegnati con i numeri R1, R2…… Rn
La probabilità logaritmica del rapporto di stima della proporzionalità (linearità) dei conteggi può essere determinata dalla seguente formula

            

       c1                 c2
                cn                               (c

        G2n-1 = 2  c1 ln ----- + c2 ln ---  + cn ln ----  - ((c)x ln    ----       

                          R1                R2                Rn                      (R


Di seguito è riportato un programma in BASIC per il calcolo del G2
Una indicazione del valore può essere ottenuta dalla consultazione delle tabelle del (2 con n –1 gradi di libertà. Valori eccedenti quelli riportati nelle tabelle stanno a significare un allontanamento dalla condizione di proporzionalità per i livelli di probabilità scelti.

NOTA

La formula può essere utilizzata per la prova di concordanza delle piastre parallele ed anche assegnando lo stesso valore (per esempio R1 = R2 = …..Rn = 1) a ciascun volume relativo. Di solito il risultato è alquanto simile all’indice di dispersione di Poisson riportato in A3.


Programma BASIC per il calcolo complessivo della probabilità logaritmica del rapporto dell’indice G2 secondo le  indicazioni di A.2. Consultare l’esempio B.5

10 PRINT “LIKELIHOOD RATIO INDEX G(2”

20 IMPUT “NUMBER OF TERMS, n=”;N

30
C=0: R=0: T=0: D=0

40 FOR I=1 TO N

50       PRINT “I= “;I

60 IMPUT “COLONY COUNT=”;C

70
IMPUT “RELATIVE VOLUME= “;R

80
IF C=0 THEN  W=O: GO TO 100

90
W=C*LOG(C/R)

100
S=S+W

110   T=T+R

120 D=D+C

130
NEXT I

140
Y=2*(S-D*LOG(D/T))

150 Y=(INT(1000*Y+0.5))/1000

160 PRINT

170 PRINT”INDICE G(2=”;Y

180 PRINT

190
PRINT

200
IMPUT “ANOTHER SET? (Y/N)”;A$
210
IF A$=Y  OR A$=”y” GOTO 20 ELSE 220

220 END

NOTA

nella versione BASIC, LOG caratterizza il logaritmo naturale. In altre versioni il simbolo LN può essere richiesto nelle righe contrassegnate con i numeri 90 e 140.

A3 
Indice di dispersione di Poisson

I conteggi paralleli c1, c2……, cn, eseguiti su porzioni uguali di una sospensione miscelata in modo idoneo, possono essere saggiati in modo randomizzato con il calcolo dell’Indice di dispersione di Poisson:

            n ( c2i – (( c i )2       n ( c 2i 
X2n-1 = -------------------  =   ----------  - ( c i
                 ( c i
        
     ( c i

NOTA
1
 I simboli D2, (2 e T1 sono utilizzati di frequente in sostituzione a X2.

NOTA 2
La formula generale G2 riportata in A.2 può essere applicata in sostituzione della precedente.

Lo scarto eccessivo (sovradispersione) può essere rilevato facendo riferimento alla tabella della distribuzione di (2 con n – 1 gradi di libertà.

Un valore isolato di X2 è scarsamente significativo, in modo particolare se il numero delle piastre parallele (n) è esiguo. Si raccomanda che sia studiato un numero elevato di sistemi di piastre parallele (almeno 100) per un lungo periodo. I campioni dovrebbero essere rappresentativi di diverse sorgenti e stagioni dell’anno.

I valori di X2 ed i loro gradi di libertà rappresentano parametri additivi. La concordanza complessiva  di alcuni insiemi di prove parallele può essere valutata con la somma di valori di X2 nei confronti dei valori teorici di (2 con gradi di libertà corrispondenti alla somma dei gradi di libertà. La prova esprime notevoli potenzialità.

Quando sono disponibili circa 100 valori singoli di X2 questi possono essere raggruppati in classi di frequenza, con classi limite riportate in apposite tabelle di (2. Le frequenze osservate possono essere confrontate con le frequenze attese secondo una distribuzione a carattere teorico. Confrontando le frequenze delle distribuzioni di due metodi si ottiene in questo modo una migliore informazione rispetto a quella derivante da una semplice somma. (Consultare l’esempio B.6)


Programma BASIC per il calcolo dell’indice di dispersione di Poisson X2 riportato in A.3. Consultare anche l’esempio B.6.

10 PRINT “DISPERSION INDEX X(2”

20 IMPUT “NUMBER OF PARALLELS, n=”;N

30 S1=0: S2 =0

40 FOR I=1 TO N

50      PRINT“I=”;I

60 IMPUT“COLONY COUNT=”;C

70 S1=S1+C

80 S2 =S2+C(2

90 NEXT I

100 X=(N*S2-S1(2)/S1

110 X2=(INT(1000*X+0.5))/1000

120 PRINT

130 PRINT“INDEX X(2=”;X2

140 PRINT

150 IMPUT“ANATHER SET? (Y/N)”;A$
160 IF A$=”Y”OR A$=”y” GOTO ELSE 170

170
END 

Allegato B

Esempi numerici

B.1
Generalità
Gli esempi B.1, B.2 e B.3 si riferiscono alla ripetibilità ed alla riproducibilità dei conteggi, vale a dire, ai risultati delle letture eseguite sulle stesse piastre da una singola o da più persone. L’esempio B.4 è riferito alla insensibilità dei risultati rispetto al tempo di incubazione. L’esempio B.5 riporta una analisi della linearità, l’esempio B.6 illustra le modalità dell’utilizzo dei risultati derivanti dai conteggi paralleli e l’esempio B.7 si riferisce ai calcoli della costante di sovradispersione ricavata dai risultati delle prove parallele.

Gli esempi riportati nelle sezioni da B.1 a B.3 illustrano le modalità di calcolo raccomandate quando sono disponibili risultati di conteggi duplicati o replicati. Questi risultati si avvalgono della lettura delle stesse piastre ripetuta in condizioni uniformi, cioè in un intervallo temporale inferiore a quello espresso dalla tolleranza del metodo. In pratica ci si riferisce ad un intervallo massimo di un’ora.

In funzione delle caratteristiche dei partecipanti, gli stessi conteggi (consultare A.1) possono condurre a differenti valori di distribuzione.

Le piastre da sottoporre a conteggi ripetuti devono essere scelte in modo casuale, scartando quelle con conteggi inferiori a 20 colonie. Inoltre le piastre selezionate dovrebbero rappresentare l’intero intervallo di applicazione del metodo.

Per una stima generale ragionevolmente attendibile si dovrebbe disporre di almeno 30 prove.

La ripetibilità fra laboratori è valutata nel modo più attendibile riunendo tutti i partecipanti in un’unica sede: questa scelta è preferibile rispetto all’invio delle piastre a ciascuno degli interessati.

NOTA

Nelle fasi iniziali dei conteggi microbiologici, quando si procede a conteggi eseguiti su colture pure con colonie di aspetto omogeneo e di dimensioni medie sviluppate sulle membrane filtranti, i conteggi possono essere ritenuti ripetibili se la deviazione standard è migliore del 2% (RSD < 0.02). Ciò si verifica in modo sostanzialmente identico quando i conteggi sono ripetuti da una o più persone appartenenti a laboratori diversi su piastre con crescite anche superiori ad alcune centinaia di colonie.

Il compito diviene più difficile quando le colonie oggetto della ricerca devono essere identificate fra una popolazione mista sulla base del loro colore, dimensione, aspetto, consistenza o reazioni con il terreno di crescita. Un operatore potrebbe ripetere il conteggio in modo sicuramente accurato ma le differenze si accrescono fra operatori diversi. Non è stata ancora decisa l’entità dell’incertezza che può essere tollerata nella validazione di un metodo. Un valore di deviazione standard relativa superiore a 0.1 (cinque dieci volte superiore alla RDS dei conteggi con colture pure) è sicuramente un segnale dell’esistenza di problemi o difficoltà.

B2 
Esempio B.1 – Ripetibilità individuale del conteggio
B.2.1
Generalità
Nell’esempio di seguito riportato i dati reali del conteggio delle colonie sono stati ottenuti da un terreno non selettivo e la ripetibilità della deviazione standard relativa è risultata superiore a quella “teorica” (RSD < 0.02) riferita in precedenza.

I soggetti A e B lavorano in modo indipendente nel medesimo laboratorio, leggono in duplicato in una breve frazione di tempo piastre diverse. I conteggi duplicati sono contrassegnati con x1 e x2.

B.2.2
Calcolo

Sono calcolate la media (m) e la deviazione standard (s) di ciascuna lettura ripetuta. Da questi risultati si ottengono i valori della RSD = s / m (penultima colonna).

	Piastre
	x1
	x2
	m
	s
	RSD
	Operatore

	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10


	129

417

73

49

86

37

112

204

66

306
	122

377

80

52

81

39

115

214

71

299
	125,5

397,0

76,5

50,5

87,5

38,0

113,5

209,0

68,5

302,5


	4,95

28,28

4,95

2,12

5,54

1,41

2,12

7,07

3,54

4,95
	0,0394

0,0712

0,0647

0,0420

0,0423

0,0372

0,0187

0,0338

0,0516

0,0164
	A

A

A

A

B

B

B

B

B

B


La valutazione delle ripetibilità medie individuali sono calcolate nel seguente modo.

Operatore A:


               0,03942 + 0,07122 + 0,06472 + 0,04202
RSDA =   -------------------------------------------------------------- = 0.056
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Operatore B:



       0,04232 ….+ 0,01642  

RSDB =    --------------------------------- = 0,036

                              6

Per ottenere il valore della deviazione standard relativa della ripetibilità del laboratorio nel quale l’operatore A e quello B lavorano come tecnici, si potrebbe calcolare nello stesso modo la media quadratica dei dieci valori.  



       0,03942 + 0,07122….+ 0,01642  

RSDc =     ------------------------------------------------ = 0,046





 10

La stima associata non ponderata sembra la soluzione più appropriata




RSD2A + RSD2B          0,0562 + 0,0362
RSDc =     ------------------------ =      -------------------------- = 0.047

       
2                                 2

B.3 
Esempio B.2 – Ripetibilità della stima associata: Analisi della varianza

I valori medi riferiti ad un operatore o quelli complessivi di un laboratorio possono inoltre essere calcolati con analisi della varianza ad un grado di libertà. I conteggi delle colonie x1 e x2 dell’esempio B.1 sono dapprima convertiti nei loro valori ln e si calcola la varianza fra le piaste e quella riscontrata in ciascuna di esse.

L’analisi della varianza della ripetibilità dei risultati è di seguito riportata:

	
	GL


	SQ
	MQ

	Fra piastre

Nelle piastre


	9

10
	10,4817

0,0190
	1,1648

0,0019


Ove:


Gl = gradi di libertà


SQ = somma dei quadrati


MQ= media quadratica (varianza)

La MQ fra le piastre rappresenta la stima associata ponderata.

La deviazione standard relativa per la ripetibilità corrisponde alla radice quadrata della media quadratica nelle piastre (in quanto la deviazione standard in scala ln corrisponde all’incirca alla deviazione standard relativa in scala aritmetica).


    RSDc =     0,0019 = 0, 044  

Il valore è molto simile a quello riportato nell’esempio B.1.

Se il risultato è superiore (maggiore a 0,1) potrebbe essere conveniente ritornare ai dati tabulati per verificare i singoli valori della RSD e trovarne delle giustificazioni. Questa condizione potrebbe essere imputata o ad un risultato particolarmente elevato   o ad una prevalenza di una deriva nei conteggi delle colonie.

E’ necessario conoscere come elemento basilare la ripetibilità dei conteggi individuali o intra-laboratorio. Queste rappresentano informazioni indispensabili per valutare altri aspetti della insensibilità di un metodo, quali la riproducibilità dei conteggi o la sensibilità nei confronti dei tempi di incubazione. Il valore ottimale di 0,02 è frequentemente  un risultato eccessivamente ottimistico.

B.4
Esempio B.3 – Riproducibilità di conteggio fra laboratori

Due operatori (A1, A2) appartenenti al laboratorio A e tre (B1. B2, B3) del laboratorio B si cimentano in una prova di conteggio delle colonie preparata dal laboratorio B. Piastre contenti agar di riferimento sono state scelte dalle indagini di routine e lette da ciascun partecipante. Sono state scartate le piastre con conteggi inferiori a 30 colonie. Di seguito sono riportati i risultati derivanti dalla letture di sei piastre.

	Piastre


	A1
	A2
	B1
	B2
	B3
	Media
	RSD

	1

2

3

4

5

6
	33

160

142

78

89

38


	26

156

128

97

94

44
	33

166

142

81

81

38
	34

176

146

81

94

42
	33

174

139

83

92

40
	31,8

166,4

139,4

84,0

90,0

40,4
	0,1029

0,0520

0,0491

0,0891

0,0603

0,0645


Sei piastre rappresentano un numero esiguo per una valutazione generale della attendibilità, ma illustrano una situazione. 

La media quadratica della deviazione standard relativa è


                0,10292 + 0,5202 + 0,04912 + 0,08912 + 0,06032 + 0,06452
RSDc=     ---------------------------------------------------------------------------------------------   = 0,0724  

   




                6

Confrontata con la riproducibilità di conteggio all’interno di un laboratorio (esempio B.1 e B.2) il valore ottenuto in una sperimentazione a carattere collaborativo raggiunge un valore almeno doppio.

B.5 Esempio B.4 -  Insensibilità: sensibilità del conteggio in funzione del tempo

Il grado di dipendenza del conteggio delle colonie dal periodo di incubazione può essere facilmente determinato eseguendo i conteggi due volte sulla stessa piastra ai due estremi temporali del periodo di incubazione prescritto dal metodo.

Per le analisi riferite al conteggio dei coliformi totali con le membrane filtranti (MF) secondo il metodo ISO, queste dovrebbero essere incubate da 18 a 24 ore ad una specifica temperatura.

Per verificare la validità dei limiti assegnati, sono stati saggiati 5 campioni di acqua con il metodo MF. Sulle piastre ritenute idonee si è proceduto al conteggio delle colonie dopo 18 e 24 ore.

I risultati sono di seguito riportati.

	Campione
	Conteggio a 18 0re
	Conteggio a 24 ore
	Differenze

%

	1

2

3

4

5


	90

44

70

8

29
	93

88

69

49

69
	+ 3

+ 100

- 2

+ 613

+ 238




In solo due campioni (1 e 3) la differenza fra i conteggi eseguiti dopo 18 e 24 ore di incubazione ricade all’interno dei valori normali di ripetibilità (CV = 3% - 4%) riportati negli esempi B.2 e B.3.

Non è consuetudine richiedere di verificare i risultati di queste prove sperimentali. Nella fase iniziale, un’evidente non conformità è sufficiente a negare l’ipotesi di insensibilità di un metodo. In questo esempio, ciascuno dei campioni 2, 4, e 5 indica che i cambiamenti dei conteggi sono troppi ampi se confrontati ad un intervallo di variabilità accettabile.

I risultati di questa prova dovrebbero essere valutati in modo che siano riconsiderate le specifiche del tempo di incubazione o le finalità del metodo. 

B.6
Esempio B.5
 - Analisi delle prove di proporzionalità: Limite superiore di un rilevatore

B.6.1
Generalità

Si diluisca in modo appropriato un campione naturale e successivamente si predisponga una serie di sei diluizioni successive a raddoppio (1:2) in accordo alle procedure presentate nell’allegato C.

Si predispongano tre piastre parallele seminando ciascuna diluizione per diffusione superficiale. Il conteggio delle colonie è eseguito dopo 2 giorni di incubazione.

	Diluizioni


	Conteggi paralleli


	Somma

Si
	Volume relativo

VR,i
	Rapporto

Si/ VR,i

	2-1

2-2

2-3

2-4

2-5
2-6


	121

109

111

56

36

11
	204

128

114

60

29

13
	162

148

97

68

24

17


	487

385

322

184

89

41
	32

16

8

4

2

1
	15,22

24,06

40,25

46,00

44,50

41,00

	
	
	
	Totale


	1508
	63
	


B.6.2
Prova generale di proporzionalità

Per saggiare la proporzionalità generale del conteggio delle colonie e del volume dei campioni (linearità) è sufficiente calcolare l’indice del rapporto logaritmico (G2) per la concordanza delle somme dei conteggi paralleli riferiti al numero delle colonie con gli specifici volumi relativi.

I conteggi dovrebbero concordare con le serie geometriche 32/16/8/4/2/1.

La prova statistica possiede 6 – 1 gradi di libertà

Seconda la formula (Allegato A esempio A.2):

G25 = (487 ln(487/32 + 385 ln(385/16 + 322 ln(322/8) + 184 ln(184/4) + 89 ln (89/2) + 41 ln(41/1) – 1508 ln(1508/63)( = 292,526

Il valore dell’indice è confrontato con la distribuzione (2 con cinque gradi di libertà. Il valore calcolato supera il valore teorico dello 0.1% (20,515), indicando che la linearità generale dei risultati è alquanto scarsa. (In questo caso la conclusione ovvia, anche senza ricorrere ad alcun calcolo, può derivare anche da una semplice consultazione delle somme tabulate.) Appare evidente che il rapporto di diluizione a raddoppio (2:1) non è risultato soddisfacente per definire il conteggio delle colonie.

La conclusione che emerge è che il sistema di rilevazione non risulta lineare in questo campione nell’intervallo di conteggio da 41/3=14 a 483/3 = 161 colonie per piastra. Dalla lettura delle somme o in modo più evidente, dal conteggio per volume relativo, Si / Vi , si può desumere che i valori più elevati del conteggio delle colonie deviano maggiormente rispetto alle aspettative. Il rilevatore non è funzionale anche per conteggi inferiori alle 160 colonie per piastra.

Con prove di proporzionalità similari, eseguite su campioni diversi, è possibile ottenere valori in duplicato: nell’esempio riportato la media più elevata dei valori dei conteggi è 161 e quella dell’indice di dispersione G2  292,526. 

Tabulando in modo opportuno il valore degli indici si facilita la determinazione del conteggio più elevato delle colonie al quale la proporzionalità del metodo assume i requisiti richiesti.

Un esempio nel quale sono utilizzati 14 campioni è riportato nella Figura B.1. E’ stata scelta e riportata sul grafico una linea con valore arbitrario  di 15,09 (1% di probabilità). I punti al di sopra della linea appartengono a serie con scarsa proporzionalità. L’asse delle ascisse ( cmax) riporta la media dei conteggi per piastra delle diluizioni inferiori incluse nella prova di proporzionalità. La linea orizzontale e quella inclinata si intersecano in corrispondenza del numero medio di colonie ove la probabilità di una “adeguata” proporzionalità”  diviene inferiore a 1%.

Figura B.1 – Linearità di una serie di conteggi eseguiti su sei successive diluizioni binarie di 14 campioni

Linearità misurata in relazione di G2 . cmax = media del conteggio colonie per piastra della diluizione alla quale è presente il massimo numero delle stesse.

Le conclusioni non sono sempre evidenti come in questo esempio. Può essere richiesta un’analisi dei risultati più dettagliata allo scopo di definire la mancanza di linearità.

NOTA

L’utilizzo dei presupposti precedenti implica che tutte le serie incluse nello studio di proporzionalità abbiano lo stesso numero di diluizioni (gradi di libertà). Nel caso in cui tutte le serie non prevedano lo stesso numero di diluizioni, si deve ricorrere ad un altro tipo di determinazione della proporzionalità I = G2/(n-1). Il valore così modificato diviene talvolta più indeterminato in quanto I = (2/(u)  non è una costante ma dipende dai gradi di libertà di (u).

NOTA 2
la formula I = (2/(u) è nota come rapporto di Lexis, in onore all’economista tedesco. Frequentemente è contrassegnata con il simbolo L.

La prova può essere espressa in modo più dettagliato nei punti dove si evidenzia la perdita di linearità; l’indice totale G52 = 292,526 può essere suddiviso in confronti ortogonali lavorando verso l’alto o il basso della tabella, raggruppando successivamente le differenze di ciascuna somma e riportando tutti i dati relativi alle somme.   

B.7
Esempio B.6 – Risultati delle piastre parallele

B.7.1
Generalità

I risultati ottenuti dalle piastre parallele sono facilmente disponibili. Questi sono particolarmente  utili per la validazione di un metodo in quanto le differenze riscontrate fra le piastre parallele sono prevalentemente a carico di errori riconducibili ai volumi di pipettaggio. A meno di errori di tipo grossolano, correlati a questa fase operativa, l’incertezza dei volumi è praticamente inconsistente nell’ambito della distribuzione randomizzata delle particelle (6.1).

La concordanza statistica (randomizzata) di un insieme di piastre può essere definita con il calcolo dell’indice della dispersione di Poisson secondo le indicazioni riferite in A.3 o con il logaritmo del rapporto della stima, secondo quanto riportato in A.2.

Se si osservano significativi spostamenti dalla distribuzione  randomizzata di Poisson la causa deve essere ricercata sicuramente in qualcosa di diverso dal pipettaggio. In questo modo l’analisi dei risultati delle piastre parallele può contribuire alle necessità di validazione del metodo.

Un solo valore indice può essere utilizzato per verificare l’affidabilità di particolari insiemi di piastre parallele. Un eccessivo valore dell’indice, riferito alla distribuzione (2, può rilevare che la media dell’insieme analitico non è affidabile. In questo caso l’indice di dispersione di Poisson è un importante strumento di controllo di qualità.

L’aspetto più importante è rappresentato dal fatto che i valori indice, desunti da un gran numero di campioni diversi, possono essere utilizzati come guida per definire le prestazioni di un metodo. I risultati ottenuti da due metodi forniscono l’opportunità di confrontare i loro gradi di affidabilità: anche la validazione secondaria trarrà beneficio dal confronto delle specifiche sviluppate durante la fase di validazione primaria.

B.7.2
Frequenza delle distribuzioni degli indici di Poisson

Le tabelle successive riportano in poche righe alcuni dati dei conteggi paralleli (B1, B2) di sessanta campioni. Questi sono rappresentativi di un ampio intervallo della concentrazione di particelle. E’ stato calcolato l’indice di dispersione di Poisson (X2) per ciascun insieme parallelo secondo le indicazioni di A3.

	Sospensione
	B1
	B2
	X2

	1

2

3

4

5

ecc.
	256

228

89

27

143
	302

146

108

29

129
	3,792

17,979

1,832

0,071

0,721


In questo caso, la prima coppia di risultati di X2 sono stati ottenuti dal calcolo:

          2(2562 + 3022)

X2  =  -----------------------  -  (256 + 302) = 3,792

              256 + 302

L’indice esprime una distribuzione statistica di tipo teorico. La distribuzione degli indici rilevati può essere confrontata, con quella attesa di tipo teorico, prendendo in considerazione la frequenza degli indici che esprimono differenti valori di grandezza. Le classi limitrofe sono ottenute dalla percentuale dei punti teorici attesi della distribuzione (2. 

Per ottenere ciò, può essere consultata la percentuale della distribuzione dei punti (2 con i relativi gradi di libertà (sottrarre uno al numero di prove parallele). In questo caso è richiesta una tabella per ogni grado di libertà.

Percentuale P della distribuzione dei punti (2 per un grado di libertà

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	P
	0,95
	0,90
	0,80
	0,70
	0,60
	0,50
	0,40
	0,30
	0,20
	0,10
	0,05

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	(2
	0,004
	0,016
	064
	0,148
	0,256
	0,455
	0,722
	1,07
	1,62
	2,71
	3,84

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Il modo più semplice per utilizzare la tabella è quello di definire le classi limitrofe per una distribuzione uniforme delle frequenze attese.

Per esempio, il 20% di tutti i valori indice delle variazioni attese dovrebbe ricadere in ciascuna delle cinque classi definite dai valori limite di seguito riportati:

	Classe 1

Classe 2

Classe 3

Classe 4

Classe 5


	da 0 a 0,064

da 0,064 a 0,256

da 0,256 a 0,722

da 0,722 a 1,62

> 1,62




La frequenza attesa in ciascuna classe dipende dal numero di casi studiati. Con 60 casi (esempio successivo) l’attesa dovrebbe essere che in ciascuna classe rientrino 12 osservazioni.

Possono essere approntate in modo simile altre procedure, diverse dalla distribuzione uniforme. Una formulazione diversa è presentata nel esempio che segue. I risultati sono divisi in sei classi, comprendenti il 5%, 15%, 30%, 30%, 15%, e 5% dei casi attesi nelle rispettive classi.

I risultati presentati nell’esempio che segue provengono dall’applicazione di un particolare metodo (Metodo A). Contemporaneamente è stato saggiato un altro metodo (Metodo B) sulle stesse sospensioni microbiche e con identica modalità operative. Sono stati calcolati  e suddivisi in classi gli indici di dispersione delle piastre parallele di questo metodo. I risultati sono riportati nella tabella B.1

Tabella B.1 – Confronto fra le frequenze rilevate degli gli indici di dispersione

di due metodi e le attese teoriche

	Classi di

Frequenza


	Classe limite

superiore
	Frequenza 

attesa
	Frequenze rilevate

     Metodo A         Metodo B

	1


	0,004
	3
	1
	2

	2


	0,064
	9
	3
	7

	3


	0,455
	18
	10
	10

	4


	1,64
	18
	15
	22

	5


	3,84
	9
	10
	10



	6


	> 3,84
	3
	21
	9

	
	Totale
	60
	60
	60


Ovviamente le determinazioni parallele del Metodo B sono più prossime ai valori teorici attesi. In caso di concordanza con la distribuzione di Poisson, indicata nelle specifiche, l’adattamento potrebbe essere valutato con il classica prova di Pearson. Se i metodi A e B risultano per altri aspetti equivalenti, la scelta ricade ovviamente a favore del metodo B.

Un controllo più accurato del valore dell’indice potrebbe porre in evidenza l’eccessiva presenza di valori elevati ottenuti con il metodo A. Se questi sono correlati al conteggio delle colonie, quanto emerso potrebbe essere utilizzato come informazione addizionale in merito al limite superiore di lavoro del metodo.

B.8
Esempio B.7 – Valutazione della componente di sovradispersione u ricavata da risultati di conteggi paralleli
Quando sono disponibili risultati di osservazioni parallele, in forma non elaborata, si possono utilizzare i principi descritti al paragrafo 6.2.3 per la valutazione di componenti addizionali (sovradispersione) che possono influenzare la procedura analitica.

L’esempio di seguito riportato è riferito alle prestazioni di un metodo ottenute nel corso di una indagine policentrica. La partecipazione è stata estesa a più di 50 laboratori.

Sono stati selezionati i risultati di dodici laboratori per illustrare la tipologia di calcolo

Ciascun laboratorio ha saggiato uno dei propri campioni. In via preliminare si era convenuto che il campione di prova fosse rappresentato dallo stesso materiale (acqua di scarico comunale). Tutti i partecipanti hanno adottato le stesse procedure analitiche, eccetto la possibilità di ciascuno per quanto concerneva la miscelazione e la diluizione del campione prescelto.

Di conseguenza, i risultati dei diversi laboratori sono stati contraddistinti da medie di conteggio molto differenti nelle diluizioni utilizzate.

La configurazione della prova ha previsto quattro serie di diluizioni eseguite a partire da una sospensione resa il più possibile omogenea. E’ stata approntata una piastra per ciascuna diluizione. I laboratori sono stati informati di scegliere la stessa diluizione per una serie di quattro conteggi ripetuti.

Tabella B.2 – Risultati dei diversi laboratori

	Laboratorio
	Risultati paralleli


	c
	Varianza
	VTM

	
	C1
	C2
	C3
	C4
	
	
	

	1
	198
	233
	218
	254
	225,8
	560,2
	2,48

	2
	155
	145
	150
	131
	145,3
	106,9
	0,75

	3
	58
	53
	64
	66
	60,3
	34,9
	0,58

	4
	37
	42
	38
	31
	37,0
	20,7
	0,56

	5
	124
	106
	92
	117
	109,8
	194,9
	1,78

	6
	28
	17
	11
	20
	19,0
	50,0
	2,63

	7
	167
	238
	213
	206
	206,0
	864,7
	4,20

	8
	10
	12
	13
	8
	10,8
	4,9
	0,46

	9
	66
	84
	94
	71
	78,8
	160,9
	2,04

	10
	8
	13
	7
	5
	8,3
	11,6
	1,40

	11
	204
	186
	225
	216
	207,8
	284,2
	1,37

	12
	162
	141
	166
	199
	167,0
	575,3
	3,45

	c = conteggio medio per piastra

VTM = varianza riferita al rapporto medio (“rapporto di Lexis”)


Secondo le indicazioni riportate alla sezione 6.2.3, la linea di regressione di VTM (=Y) su c è definita dall’equazione:

Y = 1 + u2c 

L’inclinazione della retta fornisce una stima della costante quadratica di sovradispersione.

Le medie e le varianze sono state calcolate su un numero esiguo di prove parallele (quattro). Si devono attendere pertanto scarti consistenti nei rapporti di stima. Questa condizione è particolarmente evidente quando i risultati di questa sperimentazione sono tabulati (Figura B.2).

Figura B.2  - Dipendenza della varianza riferita al rapporto medio del conteggio delle colonie in uno studio sperimentale di campioni di acqua di scarico

Ciascun punto rappresenta un campione studiato presso i diversi laboratori. Le medie e le varianze sono definite da conteggi non elaborati di quattro determinazioni parallele con microrganismi in sospensione liquida.

In funzione dell’ampia differenziazione, permangono considerevoli dubbi sul fatto che la linea di regressioni rappresenti in modo accurato una reale correlazione. Per valutare l’entità dell’inclinazione della retta con un maggior grado di affidabilità sono richiesti un numero maggiore di risultati. Le valutazioni matematiche possono comunque essere proseguite al fine di illustrare completamente le caratteristiche del metodo.

La linea di regressione quadratica minima adattata ai risultati esprime l’equazione:


Y = 0,99 + 0,00766c

La costante 0.99 appare essere molto prossima al valore atteso 1,0. L’inclinazione esprime il valore di sovradispersione quadratica u2 = 0,00766. La variazione in eccesso come deviazione standard relativa risulta pertanto essere u = 0,088.

L’inclinazione non è statisticamente significativa. Non sono dimostrate in modo sicuro che siano presenti variazioni che si assommano alla distribuzione di Poisson. Non sembra conveniente approfondire ulteriormente l’interpretazione dei dati. Il risultato è comunque sufficientemente interessante e si potrebbe concludere che varrebbe la pena di raccogliere un maggior numero di dati simili per poter valutare con maggior sicurezza il grado di inclinazione della retta.

NOTA

Dipende dal piano di sperimentazioni stabilire quali componenti di incertezza la sovradispersione può tollerare. I principali elementi che potrebbero causare variazioni aggiuntive in  questo piano sperimentale definito sono:

-
possibile mancanza di una perfetta miscelazione dei campioni

-
casuali errori volumetrici nelle diluizioni

- 
incertezze individuali di conteggio 

Il valore di una costante media di 0.088 sta a significare che la componente addizionale è di circa ( 9%. L’eterogeneità del campione, le incertezze volumetriche relative e la ripetibilità di conteggi soggettivi possono essere considerate, in modo combinato, come condizioni che hanno mantenuto la prova entro i limiti di accettabilità.

In questo esempio, in cui ogni laboratorio ha utilizzato un proprio campione, non si può desumere alcun elemento per definire la specifica competenza. Tutte le differenze nelle valutazioni, riconoscimento delle colonie e caratteristiche funzionali dei terreni nutrienti non forniscono elementi di giudizio. In conclusione queste variabili, dovrebbero essere approfondite utilizzando un campione unico saggiato con una identica procedura.

Nel caso in cui i risultati paralleli appartengono a conteggi paralleli ottenuti da una sola diluizione finale i fattori di sovradispersione non includono la non omogeneità dei materiali e i gradi di incertezza correlati alla diluizione del campione. Le sole altre cause dovrebbero essere imputabili alle operazioni di pipettaggio e di conteggio.

Allegato C

Esempio di una validazione sperimentale

C.1 
Conteggio in piastra per diffusione (ripetuto per diversi campioni)


  Diluizione








Diluizioni  











           a raddoppio








                  ..                          (sette diluizioni)















Sospensione

               1:2

 1:2
          1:2 


1:2       
    primaria

       



 







                   Ripetuto
	O
	  O
	  O
	  O                   con diversi

	O
	  O
	  O
	  O    Semine su            metodi

	O
	  O
	  O
	  O    3 piastre 














 Conteggio


                     C   C              C   C            C    C                         C   C     di operatori 












 diversi

C.2
 Filtrazione su membrana (ripetuto su diversi campioni)



Filtrazione di volumi 



selezionati in modo scarsamente



differenziato 






  Ciascuno in triplo



1  x  a ml

 0
  0
   0

Conteggiati da differenti  operatori 






      
   





         C      C    C     C  C     C    

 

 


2  x  a ml
             0
  0
   O        Conteggiati da differenti  operatori


     



         C     C    C     C  C     C    

                       3 x  a ml                     0
  O
   O        Conteggiati da differenti  operatori


                                                     C     C    C     C  C     C    

Sospensione      4 x  a ml                     O
  O
   O        Conteggiati da differenti  operatori 
primara

                                                           C     C    C     C  C     C    




       



                   Ripetuti con metodi differenti





NOTE

Ogni risultato di conteggi replicati o piastre parallele può essere utilizzato per studi di specifici dettagli concernenti la validazione. Prima dell’applicazione del progetto di studio dovrebbero essere saggiate la sensibilità e selettività del metodo.  
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