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Scopo, campo d'applicazione e principi.
La procedura permette di determinare il risultato finale di un’ analisi microbiologica, i criteri di accettabilità delle prove e i rispettivi limiti di confidenza.

Le procedure di semina per inclusione e semina per filtrazione su membrana portano all’espressione di risultati in due modi distinti così classificabili: 

· conteggio dei microrganismi presenti in un determinato quantitativo di campione ed espressione del valore riscontrato come UFC/ml o g (metodo quantitativo);

· Valutazione del numero più probabile di microrganismi (MPN)

· assenza/presenza di un microrganismo o di un gruppo di microrganismi in un determinato quantitativo di campione (metodo qualitativo). 
METODI QUANTITATIVI

Si allegano copie esemplificative dei fogli di excel utilizzati all’interno del laboratorio per l’elaborazione dei risultati. Tali fogli di calcolo sono accessibili dai PC in uso dotati di collegamento in rete (H:\calcolo risultati microbiologia).

Sezione A: conteggi di unità formanti colonie fino a […] 15
· Valutazione dei risultati di prove singole

Riportare i risultati e il loro relativo intervallo di confidenza riferendosi al prospetto 1 riportato nel testo e ripreso dalla norma ISO 7218:1996.

I valori riportati in tale prospetto sono calcolati in base al modello di distribuzione di probabilità di Poisson che possiede le seguenti caratteristiche :

· il valore della varianza è numericamente uguale al valore del conteggio medio effettuato (Cm);

· lo scarto tipo è la radice quadrata del risultato del conteggio medio stesso.

Prospetto 1 . Limiti dell’intervallo di confidenza, a livello di probabilità del 95% del conteggio effettuato su una capsula Petri.
	Numero di microrganismi

(1)
	LIMITE DI CONFIDENZA

	
	inferiore
	superiore

	1
	<1
	6

	2
	<1
	7

	3
	<1
	9

	4
	1
	10

	5
	2
	12

	6
	2
	13

	7
	3
	14

	8
	3
	16

	9
	4
	17

	10
	5
	18

	11
	6
	20

	12
	6
	21

	13
	7
	22

	14
	8
	24

	15
	8
	25

	(1)Equivalente al numero di colonie presenti sulla capsula.


· Valutazione dei risultati di prove in doppio
Riportare il numero di microrganismi e il loro relativo intervallo di confidenza riferendosi al prospetto 2 riportato nel testo e ripreso dalla norma ISO 7218:1996.

Prospetto 2 Limiti dell'intervallo di confidenza, a livello di probabilità del 95%, del conteggio effettuato su due capsule Petri.

	Numero di colonie

(1)
	Numero di microrganismi
	LIMITE DI CONFIDENZA

	
	
	inferiore
	Superiore

	1
	1
	<1
	3

	2
	1
	<1
	4

	3
	2
	<1
	4

	4
	2
	1
	5

	5
	2
	1
	6

	6
	3
	1
	6

	7
	4
	2
	7

	8
	4
	2
	8

	9
	4
	2
	9

	10
	5
	2
	9

	11
	6
	3
	10

	12
	6
	3
	10

	13
	6
	3
	11

	14
	7
	4
	12

	15
	8
	4
	12

	16
	8
	5
	13

	17
	8
	5
	14

	18
	9
	5
	14

	19
	10
	6
	15

	20
	10
	6
	15

	21
	10
	6
	16

	22
	11
	7
	17

	23
	12
	7
	17

	24
	12
	8
	18

	25
	12
	8
	18

	26
	13
	8
	19

	27
	14
	9
	20

	28
	14
	9
	20

	29
	14
	9
	21

	30
	15
	10
	21

	(1) Conta totale su due capsule Petri per lo stesso campione




Sezione B1: conteggi di Unità Formanti Colonie superiori a 15
· Attribuzione dei risultati di routine- prove singole e rispettivi limiti di confidenza

      Quando i valori dei conteggi sono superiori a 15 UFC per ogni capsula Petri, allora si    tenga presente che il modello di Poisson tende ad avvicinarsi a quello normale o di Gauss.

Perciò, in questo caso è possibile esprimere il risultato e il suo intervallo di confidenza nel modo seguente:
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C = Ci ( Kp      Ci

Dove:

Ci è il risultato del conteggio delle colonie presenti nella capsula Petri

Kp è il fattore di copertura adottato

Approssimando possiamo assegnare al fattore di copertura, Kp, per il livello di circa il 95% di probabilità il valore di 2,0; pertanto si avrà:
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C = Ci ( 2      Ci


[1]
· Valutazione dei risultati di due prove in parallelo, attribuzione dei risultati e dei limiti di confidenza

Per controllare la qualità dei risultati, il laboratorio deve essere in grado di dimostrare che essi cadono entro i limiti della dispersione naturale. A tale scopo si ritiene di dover effettuare periodicamente una verifica della naturale dispersione dei risultati stessi su un campione in esame, liquido tal quale o diluito.

Ciò significa che l’operatore deve eseguire almeno due prove in parallelo. I risultati vengono opportunamente memorizzati per dimostrare, anche a distanza di tempo, la qualità operativa del laboratorio.

Se il valore medio del conteggio e maggiore di 15 usare il seguente criterio di accettazione della prove.

Sulla base dei valori reali riscontrati è possibile valutare immediatamente il limite di ripetibilità attraverso il calcolo del fattore di copertura sperimentale, Kp, mediante la seguente equazione 




      C1- C2 


Kp   =                                   [2]


    C1 + C2
dove:

C1 e C2 sono i valori dei due conteggi riscontrati sulle prove condotte in parallelo

Occorre poi valutare il Kp ottenuto attraverso i criteri riportati nella tabella n°1

Tabella 1 Criteri di valutazione del fattore di copertura sperimentale.
	1
	Kp( 2.0
	I conteggi sono accettabili ed è possibile esprimere il risultato come media delle due prove.

	2
	2.0( Kp (2.6
	La differenza fra i conteggi viene considerata critica e meritevole di approfondimento prima di esprimere il risultato come media delle due prove.

	3
	Kp > 2.6
	La differenza fra i conteggi deve essere considerata anomala e le prove in parallelo non si possono considerare valide; esse devono essere ripetute.


Solo nel caso in cui il Kp (2,0 si calcola il valor medio e il relativo intervallo di confidenza ( ad un livello di probabilità del 95%) con la seguente formula:



                             Cm

C  = Cm (              




        2

                                              ossia approssimando



C = Cm ( 1,4    Cm

[3]
dove:

Cm è la media dei conteggi delle colonie presenti nelle due capsule Petri

Sezione B2: Valutazione ed attribuzione dei risultati ottenuti da conteggi su diverse diluizioni e rispettivi limiti di confidenza
Nel caso in cui si effettuano conteggi su diverse diluizioni occorre verificare la proporzionalità dei conteggi effettuati applicando la seguente formula:












[4]
Dove : C1, C2, …Cn sono i conteggi ottenuti sullo stesso campione ai rispettivi rapporti di diluizione R1, R2,…..Rn.

Tabella 2. Valori di (p,n-12 per i gradi di libertà sino a n-1=7 e per i livelli di probabilità p, più utilizzati 

(0,95 e 0,99)

	
	n-1

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	p
	0,95
	3,841
	5,991
	7,815
	9,488
	11,071
	12,592
	14,067

	
	0,99
	6,635
	9,210
	11,345
	13,277
	15,086
	16,812
	18,475


Nel caso in cui i conteggi effettuati su diverse diluizioni siano proporzionali applicare la seguente formula per l’attribuzione del risultato (N è il n°di microrganismi/ml o g):







(C           1,92        1



N =                +                                     [5]



 B              B          d

Successivamente per individuare l’intervallo di confidenza δ con una probabilità del 95%, che caratterizza la dispersione microbiologica del campione, si utilizza la seguente equazione: 


                        1,96
((C
          1


δ  =     N ± 


                       [6]

                                 B

d

Con B= V (n1 + 0,1 n2)

Dove:

 (C = somma delle colonie caratteristiche contate su tutte le piastre valide

  V = il volume inoculato in ogni piastra, espresso in ml

  n1 = è il numero di piastre valide alla prima diluizione

  n2 = è il numero di piastre valide alla seconda diluizione

  d = è il fattore di diluizione corrispondente alla prima diluizione considerata.

Sezione C: Attribuzione dei risultati e dei rispettivi limiti di confidenza quando il metodo richiede prove di identificazione

Nel caso in cui il metodo usato richieda un’identificazione, un determinato numero di colonie (tipiche Ac e non tipiche Anc scelte in base al criterio riportato nella specifica MdP) viene sottoposto ai test di conferma opportuni. Dopo l’identificazione si calcola, per ogni piastra il numero di microrganismi “a” usando la seguente equazione:




bc

     bnc


a =
       x Cc  +                x  Cnc

[7]



Ac

     Anc
Dove:

Ac
è il numero delle colonie tipiche sottoposte alle prove di conferma

Anc
è il numero delle colonie atipiche sottoposte alle prove di conferma

bc 
è il numero di colonie tipiche risultate positive alle prove di conferma

bnc
è il numero di colonie atipiche risultate positive alle prove di conferma

Cc
è il numero totale di colonie tipiche contate sulla piastra

Cnc
è il numero totale di colonie atipiche contate sulla piastra

Arrotondare ad un numero intero. 

Nel caso in cui siano state individuate e sottoposte a test di conferma solo colonie tipiche applicare l’equazione [7] limitatamente al primo addendo.



bc


a =
       x Cc       
[8]



Ac

     
Con una probabilità del 95% l’intervallo di confidenza δ, che caratterizza la dispersione microbiologica del campione, è calcolata utilizzando l’equazione [6], dove (C è sostituito da (a come riportato nella formula seguente:








[9]
MOST PROBABLE NUMBER
Il metodo del Most Probable Number consente di stimare il numero di microrganismi presenti in un determinato campione. I risultati vengono espressi come:MPN/g o ml.

Sono possibili due tipi di inoculo: uno simmetrico, che prevede l’utilizzo dello stesso numero di provette per ogni diluizione e quello asimmetrico che prevede numeri di provette differenti a seconda della diluizione considerata. In questo allegato verrà preso in considerazione solo l’inoculo simmetrico.

In fase di lettura è necessario selezionare le triplette che presentano delle provette positive, considerando le più alte diluizioni, e codificare i risultati attribuendo a ciascuna un valore corrispondente al numero delle prove con risultato positivo. Tradurre poi il risultato analitico, così codificato, in un numero più probabile di batteri per g/ml di campione in esame tramite  il prospetto 3 di seguito riportato.
Prospetto 3 : tavola MPN per 3x1 g(ml), 3x0,1 g (ml) e 3x 0,01 g (ml)

	Numero di provette positive
	MPN
	Categoria quando il numero di tests è
	Limiti di confidenza

	
	
	1
	2
	3
	5
	10
	>95%
	>95%
	>99%
	>99%

	0
	0
	0
	<0.3
	
	
	
	
	
	0.00
	0.94
	0.00
	1.40

	0
	0
	0
	0.3
	3
	2
	2
	2
	1
	0.01
	0.95
	0.00
	1.40

	0
	1
	0
	0.3
	2
	1
	1
	1
	1
	0.01
	1.00
	0.00
	1.60

	0
	1
	1
	0.61
	0
	3
	3
	3
	3
	0.12
	1.70
	0.05
	2.50

	0
	2
	0
	0.62
	3
	2
	2
	2
	1
	0.12
	1.70
	0.05
	2.50

	0
	3
	0
	0.94
	0
	0
	0
	0
	3
	0.35
	3.50
	0.18
	4.60

	1
	0
	0
	0.36
	1
	1
	1
	1
	1
	0.02
	1.70
	0.01
	2.50

	1
	0
	1
	0.72
	2
	2
	1
	1
	1
	0.12
	1.70
	0.05
	2.50

	1
	0
	2
	1.1
	0
	0
	0
	3
	3
	0.4
	3.5
	0.2
	4.6

	1
	1
	0
	0.74
	1
	1
	1
	1
	1
	0.13
	2.00
	0.06
	2.70

	1
	1
	1
	1.1
	3
	3
	2
	2
	2
	0.4
	3.5
	0.2
	4.6

	1
	2
	0
	1.1
	2
	2
	1
	1
	1
	0.4
	3.5
	0.2
	4.6

	1
	2
	1
	1.5
	3
	3
	3
	3
	2
	0.5
	3.8
	0.2
	5.2

	1
	3
	0
	1.6
	3
	3
	3
	3
	2
	0.5
	3.8
	0.2
	5.2

	2
	0
	0
	0.92
	1
	1
	1
	1
	1
	0.15
	3.50
	0.07
	4.60

	2
	0
	1
	1.4
	2
	1
	1
	1
	1
	0.4
	3.5
	0.2
	4.6

	2
	0
	2
	2.0
	0
	3
	3
	3
	3
	0.5
	3.8
	0.2
	5.2

	2
	1
	0
	1.5
	1
	1
	1
	1
	1
	0.4
	3.8
	0.2
	5.2

	2
	1
	1
	2.0
	2
	2
	1
	1
	1
	0.5
	3.8
	0.2
	5.2

	2
	1
	1
	2.0
	2
	2
	1
	1
	1
	0.5
	3.8
	0.2
	5.2

	2
	1
	2
	2.7
	0
	3
	3
	3
	3
	0.9
	9.4
	0.5
	14.2

	2
	2
	0
	2.1
	1
	1
	1
	1
	1
	0.5
	4.0
	0.2
	5.6

	2
	2
	1
	2.8
	3
	2
	2
	2
	1
	0.9
	9.4
	0.5
	14.2

	2
	2
	2
	3.5
	0
	0
	0
	0
	3
	0.9
	9.4
	0.5
	14.2

	2
	3
	0
	2.9
	3
	2
	2
	2
	1
	0.9
	9.4
	0.5
	14.2

	2
	3
	1
	3.6
	0
	3
	3
	3
	3
	0.9
	9.4
	0.5
	14.2

	3
	0
	0
	2.3
	1
	1
	1
	1
	1
	0.5
	9.4
	0.3
	14.2

	3
	0
	1
	3.8
	1
	1
	1
	1
	1
	0.9
	10.4
	0.5
	15.7

	3
	0
	2
	6.4
	3
	3
	2
	2
	2
	1.6
	18.1
	1.0
	25.0

	3
	1
	0
	4.3
	1
	1
	1
	1
	1
	0.9
	18.1
	0.5
	25.0

	3
	1
	1
	7.5
	1
	1
	1
	1
	1
	1.7
	19.9
	1.1
	27.0

	3
	1
	2
	12
	3
	2
	2
	2
	1
	3
	36
	2
	44

	3
	1
	3
	16
	0
	0
	0
	3
	3
	3
	38
	2
	52

	3
	2
	0
	9.3
	1
	1
	1
	1
	1
	1.8
	36.0
	1.2
	43.0

	3
	2
	1
	15
	1
	1
	1
	1
	1
	3
	38
	2
	52

	3
	2
	2
	21
	2
	1
	1
	1
	1
	3
	40
	2
	56

	3
	2
	3
	29
	3
	3
	3
	2
	2
	9
	99
	5
	152

	3
	3
	0
	24
	1
	1
	1
	1
	1
	4
	99
	3
	152

	3
	3
	1
	46
	1
	1
	1
	1
	1
	9
	198
	5
	283

	3
	3
	2
	110
	1
	1
	1
	1
	1
	20
	400
	10
	570

	3
	3
	3
	>110
	
	
	
	
	
	
	
	
	


ESPRESSIONE DEI RISULTATI “NEGATIVI”
Caso 1: Negatività di prove eseguite mediante inoculo diretto del campione
In caso di negatività di prove condotte sul campione tal quale esprimere il risultato come “non rilevato “ sul volume di campione analizzato; tale risultato viene espresso numericamente con “< 1 ufc “sul volume analizzato.

Caso 2: Negatività di prove eseguite mediante inoculo delle diluizioni del campione

In caso di negatività di prove condotte sulle diluizioni scalari del campione di partenza esprimere il risultato come inferiore al fattore di diluizione della prima diluizione inoculata.
Es.  < 10 ufc/g se la prima diluizione inoculata è 1:10.
METODI QUALITATIVI

I dettagli delle modalità operative da applicare sono riportati negli specifici metodi di prova da utilizzare per evidenziare la specie per cui si effettua la ricerca; il risultato ottenuto viene così espresso:

assenza/volume o peso del campione sottoposto ad analisi

presenza/volume o peso del campione sottoposto ad analisi

Nella scelta del metodo di prova da applicare è importante calcolare e considerare sia la sua sensibilità che la sua specificità.

· sensibilità, cioè la capacità del metodo di individuare un’elevata proporzione di veri positivi, mediante il rapporto tra morfologia caratteristica delle colonie ed esito positivo delle prove biochimiche.

· specificità, cioè la capacità del metodo di identificare correttamente i veri negativi, tramite il rapporto tra morfologia non caratteristica delle colonie ed esito negativo delle prove biochimiche;

Riferimenti

ISO 7218 “Microbiology of food and animal feeding stuff- General rules for microbiological examinations” Febbraio 1996

UNI 10674 “Acque destinate al consumo umano- Guida alla buona pratica di laboratorio per le prove microbiologiche”- Marzo 2002
Il controllo della qualità dei risultati nelle prove microbiologiche – A.Gellera 14/12/00

UNI EN ISO 6888-1 “Metodo orizzontale per la conta degli Stafilococci coagulasi positivi” – Dicembre 2000

� EMBED Equation.3  ���
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