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Il processo di validazione/qualificazione di un met  odo
microbiologico presuppone che i fattori critici sia no
adeguatamente disciplinati da indicazioni efficaci nel

ridurre gli effetti indesiderati sui risultati fina .

v la temperatura di conservazione fino all'inizio delle prove

v' itempi e le temperature diincubazione

v le prestazioni (selettivita, fertilita) dei mezzi colturalio dell e
prove di identificazione e /o di conferma (specific ita,
sensibilita), (prove di crescita, biochimiche, sier ologiche, ecc.)

v' la competenza del personale impiegato nell’esecuzione delle
prove

L’efficacia delle procedure deve essere provata e
documentata ), (prove di crescita, biochimiche,
sierologiche, ecc.)
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Validazione metodi microbiologici di prova gualitat i

1. Confronto del risultati ottenuti con il
metodo da validare con i risultati ottenuti
da un metodo le cul prestazioni sono note

2. Prove su campioni a valore noto
utiizzando o campioni contaminati
sperimentalmente in laboratorio o
campioni distribuiti nell’ambito della
partecipazione a confronti
Interlaboratorio
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Raccolta e classificazione deil risultati

| dati ottenuti nella sperimentazione (non inferior

condotte in parallelo o su campioni a valore noto)
secondo lo schema:

e di norma a 20 prove
sono raccolti e classificati

Metodo Met. Rif. (*) Classificazione
Valore vero
+ + Pasitivi (P)
- - Negativi (N)
+ - Falsi positivi (FP)
- + Falsi negativi (FN)

(*) i risultati ottenuti con il metodo di riferimen

to sono assimilati ai valori definiti come
“valore vero” dei confronti interlaboratorio o dei ¢

ampioni contaminati in laboratorio
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Elaborazione
a) Sensibilit a (S) probabilita (espressa in %) che g=_ " P £100
un campione positivo risulti effettivamente tale P+FEN

utilizzando il metodo in esame

b) Specificit a (Sp) probabilita (espressa in %) Sp= N *100
che un campione negativo risulti effettivamente N+ FP
tale utilizzando il metodo in esame

c¢) Accuratezza ( A) grado di concordanza P+ N
(espresso in %) tra il metodo di A= *100
riferimento ed il metodo in esame P+ N+ FP+FN
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Criteri di valutazione delle prestazioni del metodo

Parametro Valore
Sensibilit a (S) =95%
Specificit a (Sp) =95%

Accuratezza (A) 295%
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Pianificazione del processo di validazione
di un metodo microbiologico quantitativo

Valutazione delle capacit a
tecniche degli operatori abilitati
ad eseguire le prove
microbiologiche

Nella pianificazione del processo di

validazione/qualificazione dei metodi

guantitativi € necessario verificare le

capacita tecniche degli operatori

abilitati ad eseguire le prove
microbiologiche. La valutazione delle

prestazioni degli operatori € eseguita

attraverso ripetibilita di conteggio
individuale e del laboratorio

Ogni prova comporta I'effettuazione di

due conteggi da parte dell’operatore,

SuU una stessa piastra in tempi diversi

nel corso della stessa mattina e in
condizioni di “anonimato” che si

rinnovano ad ogni lettura.

LR P4 Raglons WAL UTAZIOHE RIPETIBILITA DICONTEGG KD MO-LAE-PG 23
Umbra Ray 00106
ConEggin - _
) R s ET -] € z 5
Nimer  |pleta @iorma C e E_E:i_‘:a:] 5 - = s = L STR 2
Proge£sLo | Iy tem pl dus il Fa = ] nd Oy
[LE] ma A kchat e
Cpuratom B
SCARTOTIPO | QUADRATC
C Cy ME Do, WAL R L, ML CARTQTIFD RELLTMO  |DEGLISCARTI
1 36 36 36 0,000 0,00000 0 foooo oooooo
2 37 37 37 0,000 0,00000 0 foooo oooooo
3 33 33 33 0,000 0,00000 0 foooo oooooo
20| 65 | 69 | &7 3,000 151840 Dp4z32 | 000178
21 48 47 47 .5 0,500 0,707 1 001484 opoozz
Opsarators B L& HCIOMI
TomEle e rs prow s gt A M
Tomle conteqg e Tk tuat 4z RIPETIBILITA" Op. B
Mum aro ¢ onteqqgl per prova z - -
1,1 0,1
Searto Hpo relat v medio R 2 AR 0,026 mcetlblie
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Di ogni serie di conte della stessa piastra viene
calcolata la media, lo scarto tipo e lo scarto tipo
relativo .

La ripetibilita di conteggio dell’'operatore e calcolata
mediante la valutazione della media quadratica degl |
scarti tipo relativi alle singole serie di conte .

La ripetibilita di conteggio del laboratorio e data dalla
media quadratica della ripetibilita dei singoli oper atori

RIPETIBILITA' CONTEGGIO INTRALABORATORIO

2 (&, ) 0,026
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Criteri di accettabilit a ripetibilit a di conteggio dell 'operatore e del laboratorio

: BALLERINI
Conta effettuata su una piastra con m
colonie regolari di dimensioni medie, 24 RIPETIBILITA' Op. A
non confluenti e senza 2 ) >

interpretazione di tipicita delle 0,02 0,02
colonie. Le prestazioni dell’operatore
sono considerate accettabili se:

R (operatore) < 0,02

0,016 Accettahile

Conta effettuata con colonie PAFFARINI
confluenti o con interpretazione della 21 .
tipicita delle colonie come nel caso 422 R'PET'B'UTA UE-C

di conteggi su terreni selettivi. Le
prestazioni  delloperatore  sono
considerate accettabili se:

R (operatore) < 0,1

0.1 0,1

0,034 Accettabile




/\RP/\ Gaia Piccini

umbria

La valutazione delle prestazioni di un metodo quant itativo che segue la
distribuzione di Poisson viene fatta mediante:

1. Verifica che la sovradispersione dei dati osservati
sperimentalmente e compatibile con la distribuzione di
Poisson (verifica del grado di accordo con il modell 0 teorico)

2. Confronto con altro metodo , le cui prestazioni sono note e
ritenute accettabili

3. Verifica delle prestazioni del metodo in esame pa  rtecipando a
confronti interlaboratorio

10
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1.Validazione mediante analisi della sovradispersio  ne dei dati osservati
sperimentalmente (verifica del grado di accordo con Il modello)

Espressione utilizzata per verificare il grado dia  ccordo con il modello teorico della dispersione

sperimentale dei dati:

jci—éz

2 1=1

Numero delle osservazioni

O | S

Xn—l Py

Valore delle singole osservazioni

C

@!

Media aritmetica delle osservazioni ci

La distribuzione dei dati € considerata  accettabile quando:

(x2,) < x*(gl.=n-1)

con p>0,95

dove:

x(gl.=n-1)

e il valore tabellato per n-1
gradi di liberta ad una
confidenza del 95%

11
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La validazione di un metodo microbiologico attraver so l'analisi della
sovradispersione si basa sull’esame dei risultati ot tenuti su piu repliche (almeno
2 0 3) dello stesso campione

Criteri di valutazione

v La dispersione dei dati nelle singole repliche € acc  ettabile quando il
valore del X2 sperimentale risulta inferiore al valore del X2 cong.l. =
( numero repliche - 1)

v’ La dispersione dei dati osservata tra le ¥
singole repliche di prove indipendenti puo > . 4
essere valutata con la sommatoria dei 1 ot Z Z;‘
singoli X2 i=]

La dispersione dei dati osservati tra le prove indi pendenti
comprendenti lo stesso numero di repliche e accettab ile quando
X2 tot £ x2 con g.l. = (numero di prove — 1)

Nel caso si verifichino le due condizioni si pud co ncludere che il metodo e
idoneo perché non modifica la naturale dispersione dei dati presente nella
distribuzione di Poisson. 12
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Verifica della proporzionalit a delle diluizioni scalari

v'Modello sperimentale: diluizioni scalari del campion e sono esaminate con il
metodo in esame.

v'Sono selezionate le piastre con un numero di coloni e compreso tra 15 e 300.

v'La proporzionalita del metodo € valutata utilizzando la:

i " m 5]
£
T Lol P o 111;H
m-1 ER !
!

Jm] jm] i R

Ll

c. | Numero delle colonie rilevate nella piastra

R. | Quantita relativa di campione inoculata alla diluizione in esame

Un metodo fornisce risultati proporzionali 2 2 con g.l.=n
se la seguente espressione risulta G 1 S X | diluizioni 13
soddisfatta m g. esaminate — 1
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Esempio:

Diluizioni Volumi Numero
esaminate relativi | colonie rilevate
Prima 10 181 colonie
diluizione 10 -3
Seconda il 20 colonie
diluizione 10 4

[ 18 20 18120\

G2, =2*18FIn = [+20¢In=|-(1821+20*| =017
i 10 1 0+1

14
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2. Validazione di un metodo per confronto dei risul tati ottenuti con un
metodo di riferimento
le cui prestazioni sono note o ritenute accettabili

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

Preliminarmente deve essere accertato che fattori e  sterni al metodo (es. stabilita
del livello di contaminazione durante |'esecuzione delle prove) non abbiano
influito in modo determinante nei risultati finali.

Per tale valutazione si utilizza

. H
I'espressione: 3
E I,(Ef o C)
i=1

4

ZS§ —

C

La dispersione dei dati risulta ; ;
accettabile quando: X = Xztont

15
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Verificato che i dati ottenuti sperimentalmente so no compatibili con |l
modello statistico di Poisson le prestazioni dei due metodi vengono verificate
utilizzando la seguente espressione:

— | Media dei valori ottenuti con il metodo di
C, riferimento

c A C B ‘ K __ | Media dei valori ottenuti con il metodo da

F Cg validare

Eﬂ -+ 5 E ~f Fi n | Numero delle repliche

Kp | 1,96 per p=0,95

Nel caso che la relazione sia soddisfatta i due met odi forniscono
risultati sovrapponibili con una probabilita pari a p.

16
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3.Validazione di un metodo con la partecipazione ad
un confronto interlaboratorio

| risultati ottenuti con il metodo in esame vengono confrontati con i risultati
ottenuti con la partecipazione ad un confronto inte rlaboratorio qualificato.
| risultati ottenuti sono valutati utilizzando ['el aborazione fatta dal confronto

interlaboratorio e sono adottati i criteri di accet tabilita proposti dallo stesso.

Nel caso che il confronto interlaboratorio renda no to “il valore vero” della
contaminazione del microrganismo target e lo scart o tipo ad esso

collegato, la
consente di verificare che, con la
. relazione soddisfatta, il metodo in
{j . sperimentazione fornisce risultati
accettabilli
[— {: "I'E"-:-_,'l_-:I Media dei valori ottenuti con il metodo

in sperimentazione

Valore vero del contaminante

4 | Scarto tipo associato al valore vero
1,96 per p=0,05 17
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Determinazione dei parametri sensibilit a, specificit a,
efficienza, selettivit a dei metodi quantitativi con conferma

Tutte le colonie che al termine del processo di pr ova sono state considerate
positive (appartenenti allorganismo o0 gruppo ricer cato) e tutte le colonie
assegnate come negative (e come tali non conteggiat e), sono verificate con
ulteriori mezzi diagnostici (altri tests biochimici, sierologici o con altri sistemi di
Cui sono conosciute le caratteristiche della loro p restazione).

In base ai risultati ottenuti nella prova di confer ma, e possibile costruire la tabella:

Conteggi Conteggi
confer mati presuntivi
+ - a | Positivi confermati
+ a b a+b 9) Fa_l.sd*.]‘ndega't]\/]( negativi risultati
pOSItivi)
- c d c+d ¢ | Falsi positivi ( positivi risultati
negativi)
a+c b+d n - :
d | Negativi confermati
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a : : L
Ia e — Frazione del totale dei positivi correttamente asse  gnata
SenS| bl Ia - nella conta presuntiva

a+b

Frazione del totale dei negativi correttamente

SpeC”:'C'a - assegnata nella conta presentiva

c+d .
C Quota falsi positivi: Quqta falsi _negati\./i:.
frazione dei positivi frazione dei negativi
a + C erroneamente assegnati b + d erroneamente assegnatl
. . a d Frazione delle colonie o dei tubi correttamente
Efficienza= assegnati
n

Rapporto tra il log dei presunti positivi ed il

Selett|V|ﬁ( F) = |Og[(a + C)/ n] numero totale delle colonie

| risultati possono essere valutati Sensibilita >0.9

rispetto a parametri fissati dal RN

laboratorio in funzione dei Specificita > 0.9

requisiti richiesti per il metodo. Efficienza >0,9

Indicativamente un metodo ha prestazioni Selettivita > -1  inaccettabile <-2 19

elevate quando:
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Qualificazione di un metodo ufficiale o normalizzat 0

Verificare che le sue performances siano simili a qu elle indicate dal metodo stesso.

| campioni di prova utilizzati devono essere rappre  sentativi del le matrici rientranti nel campo
di applicazione del metodo stesso e le prove, dove possibile, devono essere replicate a piu

livelli di concentrazione batterica quando il campo di misura € superiore a due ordini di
grandezza
Per i metodi quantitativi si procede replicando la prova per almeno 10 volte 0

effettuando almeno cinque prove in doppio e verific ando che la sovradispersione
dei dati osservati nelle repliche sia compatibile c on il modello di distribuzione di

Poisson.

Nel caso di metodi in cui sia applicabile, verifica  re inoltre la proporzionalita delle
diluizioni , seguendo le modalita gia descritte ai precedenti pa  ragrafi.

Per I metodi qualitativi si procede replicando la prova utilizzando campioni a
“valore noto” (negativi e positivi) preparati sperim entalmente in laboratorio o
utilizzando campioni provenienti da confronti inter laboratorio.

Sivaluta la sensibilita e la specificita

In alternativa é possibile qualificare un metodo uff iciale o normalizzato anche

mediante la partecipazione a confronti interlaboratorio 20
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Assicurazione qualit a risultati di prova

Per tenere sotto controllo i risultati ottenuti nel I'applicazione routinaria dei metodi, verranno esegu Iti:

v' Controllo esterno: proficiency tests v' Controllo interno:  prove in doppio sullo stesso campione

Nel caso di prove in doppio, verranno eseguite su un campione preparato in

laboratorio, utilizzando campioni gia sottoposti ad analisi che potranno

eventualmente anche essere contaminati in laborator 10, due prove in |C1-Cl|
parallelo. Le prove, affidate allo stesso operatore , saranno eseguite sullo Kp = —o o
stesso campione alla stessa diluizione ed in un per iodo di tempo breve

(minimo necessario ad eseguire correttamente I'anal isi). Per i conteggi in ‘\/C 1+
piastra il modello di distribuzione dei risultati d a adottare e quello di Poisson.

Per conteggi > 15, per il valore di Kp sperimentale che si ottiene dalla formula

C 1 e C 2 sonoivalori dei due conteggi riscontra  ti ARPARegions  FOGLE DICALCOLO _ MCLAB 101
Umbirla WALUTAZKONE PECVE 1N D2P PIC MECROENCLCS 14 Rav. 0 1006
sulle due prove in parallelo, si potranno kp
verificare i seguenti tre casi:
C, o Kp
Kp < 1,96 ~ 2,0 | conteggi saranno accettabili . 1C, - G, 25 28 0.412081692
Kp < 2,576 ~ 2,6 Ladifferenzatraidue Kp -
conteggi sara considerata critica e meritevole Ci+ Gy ACCETTABILE
di approfondimento
Kp > 2,6 La differenza traidue conteggi sara
considerata anomala e sara quindi necessario ¢, C. Kp
aprire una Non Conformita per valutarne le ICy - 25 56 3.444444444

cause e le eventuali azioni correttive. Kp -

'|J Cy+ G, MOM ACCETTABILE
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Per conteggi tra 0 e 15 U.F.C. e possibile riferirsi alla  tab. A2 della norma
ISO 7218:1996 e considerare accettabili i risultati  se i valori riscontrati e

sommati singolarmente rientrano nellintervallo tab ulato ovvero
nessuno dei due dati e inferiore al limite minimo o superiore al limite
massimo, in caso contrario sara necessario aprire un a NC per valutarne
le cause e le eventuali azioni correttive.

Per le prove In doppio eseguite invece per | metodi qualitativi, e
necessario che ci sia corrispondenza dei risultati ottenuti nelle due
prove ( es. entrambi positivi 0 entrambi negativi).

| controlli di qualit a esterni vengono realizzati attraverso la partecipazi  one
a proficiency tests che  forniscono al laboratorio un 'indicazione
gualitativa sulle proprie performances e aiutano ad evidenziare i possibili
errori sistematici.

22
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| controlli sia interni che esterni oltre a darci u n’indicazione in tempo reale dellandamento
del metodo in uso, attraverso la loro graficizzazio  ne,

permettono ARPA UMBRIA KP CHART MD-LAB 75
i e,
anche di Losdlon,
. . pag. 1di
monitorare |l Docurmerta di riferirmento: 10-LAB 13
. i i P s
trend de| M | FROVE INDOPFIO| Dats iop a1 iop. B3] fop. 1 Misurando STREFTOCOCCH FECAU ed ENTERODCOCCHI
. . 15365-5a88-2501 nowds | 04 08 0,1 Matrice ACCUA SUPERFICIALE E REFLLIA
riIsu Itat| 2§560-572-578 gen-06 | 0,0 og ‘0,2 Metodo di prova APAT CHR IRSA 7040 C Man 29 2003
e . AfzsTazETaasTE apr-06 | 0,0 0z | 08
anal|t|C| pel’ A5177-5461-5180 lugis | 0,1 04 06 Carta A o delle Smygoele Usservaziom
sle1a7-2100-8103 nows | 04 | 03 0,4 Linea di Azione supetiore=LAs| 2§
prOQVammare glz54-255-256 gern-i? | 0,4 85 | 05 Linea di Sorveglinzasuperiore=LSs| 20
: Tlzare-zraz-aTrn mag-07 [ 0,4 08 ok 3 o
eve ntu a“ alsi0es 105108 g7 | 0z oz | os Carta delle singole osservazioni
H H of7a6s-7669-7670 ator | oz | oz 0,1
azioni E :
. 1 =4[zt zperimentali Op. A
correttive. In - 4 1 —=— 0 sperimertal Op. B
t- I . 2 —i—Dati sperimentali Op. ©
particolare, si 3 |
. = _
realizzano = i
kp ch ” '
p chart, . -
. 19 ]
per le prove in o ;
. # !
doppio B _
3 _
24 |
25 a
Oper atori ;g
Operatore A BALLERIMN EMNRICA 0g -
Operatore B LAMCION TISZA o 4
Operatore C PAFFARIN AR 0z
an N, e JANMNEE. . S
*Valoti che rientrano nei limiti di confiderz a al 85% T
(Tab. AZI1S0 72131596 cf e S = e E Sans osservazioni
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ARPA UMBRIA Z-SCORE CHART MD-LEB Tg
.
Data: 01708
pag. 1di1
e Z_Score Docurrento di riferimento: 10-LAE 13
chart » Perl 1 W o I RO [ O Misurande STREFTOCOCCH FECALI ED ENTEROCOCCHI
prOfiCiency 1[SENATE 06001 | nowt6 | -0,05 | 0,08 | 031 Maktice ACGUA SUPERFICIALE
| SEMATE-NA-05-092 | now-06 a1 0,2 0,23 Metodo di prova APAT CHRIRSA 7040 C Man 292003
tests. 2|sEMATEWT-08-003 | nowoe | 0os | Bz | o4e
< Ohd Aequa supert., maglE | 012 02 | 012
50N foqua supert oit0s | ‘005 JEREE 0,33 Carta X o delle Singole Osservazioni
6] Ok Acqua superf. rnag07 a 034
7l OM fequa supert. zet-07 o1a | 027 | -007 Linea i Azione inferiore (+3 del valore assegnato) = LAs  3.00
8 Linea di Sorveglianza superiore (+2 del valore assegnato) =LSs 2,00
0 Linea di Sorveglianza indferiore (-2 del valore assegnata) = LS -200
10 Linea di Azione inferiore (-3 ded valore assegnatol =LAI _3,00
:; [ == Diati perimentali Op. A === [ati sperimentali Op. B w=dr=—Diati sperimentali Op. C |
13 st
400 4
i _
200 4
16 o
1 z00
18 S
19 100
z? 050 -
nnn%‘.“’
22 -050 !
23 100 -
24 -150 4
25 200 4
250 4
Operatori 200 4 -
Operatore A BALLERIM] EMEICA -250
Operatore B LARMCION TISEA -400
Operatore C PAFFARIR ARNA -850 -
=ILE =ILE =ILE é’ :'; é’ _-f'In aEservazion
Annualmente i risultati dei controlli vengono valut ati globalmente per evidenziare eventuali problemi. In
guesta occasione si esegue un riesame della validaz  ione /qualificazione del metodo e sulla base della
valutazione globale dei controlli e/o a seguito di variazioni o modifiche della strumentazione utilizz ata,

delle procedure applicate ecc., si considera lanec  essita 0 meno di procedere a programmare una 24
rivalidazione/ riqualificazione.



