
UNI EN ISO 16140-3:2021
Microbiologia della catena alimentare - Validazione del metodo 
- Parte 3: Protocollo per la verifica dei metodi di riferimento e 
metodi alternativi validati in un singolo laboratorio

La complessità della norma e le difficoltà di applicazione
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• Requisito di ISO 17025
• 7.7.1 : “The laboratory shall verify that it can properly perform methods before introducing them by ensuring 

that it can achieve the required performance. Records of the verification shall be retained.”

•
• Pochi protocolli “ufficiali”

• es: NMKL Procedure 32
• https://www.nmkl.org/product/verification-of-microbiological-methods/

• Diversi e vari protocolli di validazione adottati dai laboratori

• Scarsa comparabilità, molta incoerenza, quindi necessità di una norma

• Attenzione : lo scostamento dalla norma, di per sé già molto complessa, per 
l’aggiunta di requisiti addizionali genera un effetto opposto rispetto allo
scopo della stessa, genera cioé incongruenza dei risultati su base globale.

Perché ISO 16140-3?
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Linguaggio e terminologia
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Semantica in ISO 16140-3

(non è un requisito)

(offre un’opzione accettabile)

(indica la possibilità o la capacità)

(è una spiegazione, un chiarimento)

Semantica : ramo della linguistica che si occupa dei fenomeni del linguaggio non dal punto di vista fonetico e morfologico, ma guardando al loro 
significato. Il termine fu coniato da M. Bréal nel 1883 come sostituto di semasiologia. https://www.treccani.it/enciclopedia/semantica/ (accesso 
19/9/2022)

(87)

(15)

(17)

(107)

In rosso: numero di ricorrenze del lemma verbale

(66)
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To implement

https://dictionary.cambridge.org/it/dizionario/inglese/implement (accesso 19/9/2022)
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Introduzione 1

La norma specifica il protocollo per
• la verifica dei metodi di riferimento e metodi alternativi validati
• per l'implementazione nel laboratorio utilizzatore.
• La norma è applicabile alla verifica dei metodi utilizzati per l'analisi (rilevazione 

e / o quantificazione), conferma e tipizzazione dei microrganismi in: - prodotti 
destinati al consumo umano; - prodotti destinati all'alimentazione animale; -
campioni ambientali in ambito alimentare e produzione di mangimi, 
manipolazione; - campioni provenienti dalla fase di produzione primaria. 
Questo documento è, in particolare, applicabile a batteri e funghi. Alcuni punti 
possono essere applicabili ad altri (micro) organismi o ai loro metaboliti, da 
determinare caso per caso.
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Introduzione 2

La norma specifica i protocolli possibili per
• la verifica dei metodi qualitativi e quantitativi di riferimento, validati e non, e dei 

metodi alternativi validati
• per la prima implementazione nel laboratorio utilizzatore.
• La norma è applicabile alla verifica dei metodi utilizzati per

• l'analisi (rilevazione e / o quantificazione), conferma e tipizzazione dei microrganismi in:
• prodotti destinati al consumo umano;
• prodotti destinati all'alimentazione animale;
• campioni ambientali in ambito alimentare e produzione di mangimi, manipolazione;
• campioni provenienti dalla fase di produzione primaria.

• Questo documento è, in particolare, applicabile a batteri e funghi.
• Alcuni punti possono essere applicabili ad altri (micro) organismi o ai loro 

metaboliti, da determinare caso per caso.
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I princìpi di base
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“Verification Workflow”

1.Selezionare il metodo da implementare

2.Rivedere lo scopo della validazione

3.Definire lo scopo della verifica

4.Selezionare le matrici da verificare

5.Effettuare la verifica

6.Registrare e rivedere i risultati
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Le prestazioni del metodo soggette a verifica

• eLOD50 : tre protocolli possibili
• SIR : calcolo allineato a ISO 19036
• eBias : tre livelli di inoculo in campioni duplicati

Non è richiesto

lo stress della coltura

dell’in
oculo

Dr.S.Colombo – WG3/ISO TC34/SC9



Step 1 : verifica dell’implementazione (one food item)
Competenza ad eseguire correttamente il metodo su una matrice validata non challenging e nel “campo d’uso”.

Metodi qualitativi
o Verificare una matrice di una categoria/tipi validati su porzione analitica validata
o Determinare la eLOD50 (protocollo 1 o 2) o il tasso di positivi (protocollo 3)

Metodi quantitativi
o Verificare una matrice di una qualsiasi categoria/tipo validati
o Determinare la Sir (dev.std. della riproducibilità intra-laboratorio = UOM)

Step 2 : verifica della matrice (multiple food items)
Competenza ad eseguire correttamente il metodo su più matrici validate challenging e nel “campo d’uso”.

Metodi qualitativi
o Verificare 1 matrice challenging per ognuna delle categorie/tipi validati su porzione analitica validata
o Determinare la eLOD50 (protocollo 1 o 2) o il tasso di positivi (protocollo 3)

Metodi quantitativi
o Determinare il valore di “bias” (recupero del metodo rispetto a coltura pura) verificando la stessa matrice

dello step 1

ISO 16140-3 All. B :  matrici «challenging».    /     ISO 16140-3 All. C : preparazione e inoculazione campioni di verifica.
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Scopo del metodo
Scopo della validazione
Scopo del laboratorio
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Campo di applicazione, di validazione, di uso
Il caso dei metodi validati

Del metodo

Campo di 
applicazione

Dichiarazione di 
applicabilità del 
metodo a… food, 
feed, 
env.samples…

Della validazione

Campo della
validazione

Lista definite di 
categorie e tipi di 
alimenti (o altro) 
oggetto dello studio 
di validazione

Campo di uso

Categorie e tipi di 
alimenti (o altro) 
validati e che il 
laboratorio
dichiara di 
analizzare

Del laboratorio
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Campo di applicazione, di validazione, di uso
Il caso dei metodi di referenza non validati

Del metodo

Campo di 
applicazione

Dichiarazione di 
applicabilità del 
metodo a… food, 
feed, 
env.samples…

Campo di uso

Categorie e tipi di 
alimenti (o altro) 
validati e che il 
laboratorio
dichiara di 
analizzare

Del laboratorio
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Categorie e tipi di alimenti : ISO 16140-3, all.A

Categorie
Raw milk and 
dairy products

Heat-processed 
milk and dairy 

products

Raw meat and 
ready-to-cook 
meat products 

(except poultry)

Ready-to-eat, 
ready-to-reheat
meat products

Raw poultry and 
ready-to-cook 

poultry products

Ready-to-eat, 
ready-to-reheat 

meat poultry
products

Eggs and egg 
products 

(derivatives)

Raw and ready-
to-cook fish and 

seafoods 
(unprocessed)

Ready-to-eat, 
ready-to-reheat 
fishery products

Fresh produce 
and fruits

Processed fruits
and vegetables

Dried cereals, 
fruits, nuts, 
seeds and 
vegetables

Infant formula 
and infant 

cereals

Chocolate, 
bakery products 

and 
confectionary

Multi-component 
foods or meal
components

Pet food and
animal feed

Environmental
samples (food or 
feed production)

Primary 
production 

samples (PPS)

Identico alla tabella A.1 di ISO 16140-2:2016
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Scopo del metodo: limited and broad range of foods 

Le figure di pag.6, 7, 8 e la tabella di pagina 8 dovrebbero contribuire a fare chiarezza…

Fig. 4 : il «campo d’uso» del laboratorio è solo «food» per un metodo validato formalmente su un «broad range of foods»
=> Il laboratorio verifica 1 matrice (step 1) + altre 5 (step 2) e ha la possibilità di operare in un «campo d’uso» esteso a tutte 
categorie/tipi in Tab.A-1 di ISO 16140-2

Fig.5 : il «campo d’uso» del laboratorio è solo «food» per un metodo validato su un «limited range of foods»
=> Il laboratorio verifica 1 matrice (step 1) + altre (poche) matrici (step 2) del suo «campo d’uso».

Fig.6 : il «campo d’uso» del laboratorio è «food» + altre matrici (e.g. : petfood, ambiente,…) per un metodo validato su un 
«broad range of foods + other categories»
=> Il laboratorio verifica 1 matrice (step 1) + 1 matrice per ognuna delle matrici del suo «campo d’uso», food e non, e ha la
possibilità di operare in un «campo d’uso» esteso a tutte categorie/tipi in Tab.A-1 di ISO 16140-2

method
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Scopo del metodo: limited and broad range of foods 
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Scopo: broad range of foods and other categories

Il laboratorio verifica solo le categorie/tipi nel suo «campo 
d’uso». Non vi è obbligo di verificare le categorie/tipi che 
non si trovino nello stesso.

Vi è pero una forzatura nella dichiarazione di metodo 
validato su una «broad range of foods», cioè validato 
su almeno 5 delle 15 categorie della tabella A.1 di ISO 
16140-2.

Si presume che un tale metodo produca prestazioni 
identiche su TUTTE le categorie della tabella A.1 e 
quindi è «validato» per l‘uso su 15 categorie (e loro 
tipi.

Ne siamo sicuri ?

Se la verifica fallisce ripetutamente per una o più 
matrici, che conclusione ne traiamo ?...
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Il «periodo di transizione»

Chiarimenti:

-verifica dei metodi già in essere in laboratorio

-verifica dei metodi di referenza non validati

-verifica di metodi oggetto di revisione
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• Premessa : solo metodi validati possono essere verificati dacché servono i dati di
validazione per poter misurare la competenza del laboratorio a eseguire il metodo.

• Cosa succede ai metodi di referenza privi di validazione ?

• Fino al 31 dicembre 2027 : i laboratori possono implementare e verificare metodi
di referenza ISO o CEN non validati applicando le istruzioni dell’allegato F di ISO 
16140-3

• Dal 1 gennaio 2028 : solo i metodi di referenza validati potranno essere verificati; 
se non validati, i metodi ISO o CEN dovranno essere validati dal laboratorio che
vorrà implementarli.

Cosa è successo con la pubblicazione di ISO 16140-3 ?

Pro memoria: le norme ISO sono norme volontarie, ISO le sviluppa e le pubblica ma non ha alcuna autorità
sulla loro implementazione.
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Il documento ISO sul periodo di transizione

Tre fattispecie :

— methods already accredited under the 
scope of laboratory application (Clause
3)

— methods or (food) categories new to 
the laboratory (Clause 4)

— methods that have been revised after 
they have been accredited under the 
scope of laboratory application (Clause
5)

Fonte del documento ISO : 
https://committee.iso.org/files/live/sites/tc34sc9/files/Met

hod%20validation-
verification/Transition_period_for_the_implementation_o

f_ISO_16140-3_version_20210119.pdf
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Punto 3 : metodi già in essere nel laboratorio

3 Methods already accredited under the scope of laboratory application

Validated (reference or alternative) methods accredited under the scope of laboratory
application, for which a verification had already been conducted before the publication of ISO 
16140-3, do not need to be re-verified in accordance with the principles of ISO 16140-3 upon
publication of this International Standard.

However, they may be required to be re-verified, using ISO 16140-3, when changes are made to 
the method (see Clause 5).

NOTE During the transition period, this is also applicable to non-validated reference methods.

=> Principio fondamentale : ISO 16140-3 non è norma retroattiva.

=> Verifica non richiesta da di ISO 16140-3 per metodi già in uso e già verificati precedentemente.

=> Categorie/tipi di «campioni» nello scopo di validazione del metodo e «campo d’uso» del lab.

=> Più correttamente si sarebbe dovuto scrivere «However, they should be re-verified…»
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Punto 4 : nuovi metodi, nuove categorie/(tipi)

4 Methods or (food) categories new to the scope of laboratory application

Any validated method that is introduced into the laboratory, after the publication of ISO 16140-3, shall be 
verified in accordance with ISO 16140-3 before implementation.

New (food) categories of already accredited methods that are extensions to the existing scope of 
laboratory application shall also be verified before initiating routine testing. Those new (food) categories
shall have been included in the validation study, meaning they belong to the scope of validation.

NOTE During the transition period, this is also applicable to non-validated reference methods.

=> Principio fondamentale : ISO 16140-3 non è norma retroattiva.

=> Nuovi metodi validati = metodi verificandi.

=> Come punto 3 : categorie/tipi di «campioni» nello scopo di validazione del metodo e «campo d’uso» del lab.

=> Verifica prima della «industrializzazione» del metodo.

=> Estensione di categorie/tipi validati : non implica verifica se queste categorie/tipi validati non sono nel «campo 

d’uso» del laboratorio.
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Punto 5 a : metodi accreditati e verificati, poi rivisti

5 Methods that have been revised after they have been accredited under the scope of laboratory application
=> metodi già accreditati e verificati, andati in revisione, le cui categorie / tipi di campioni sono nel «campo d’uso» del 
laboratorio.

a) Validated reference methods: when ISO or CEN standards are revised, an evaluation is made of the impact of the 
technical revision on the performance characteristics. This is stated in the Introduction of the applicable
International Standard.

=> la necessità della ri-verifica sarà sancita da ISO e/o CEN, non da altri soggetti.

Diversi casi possibili :
- NO RI-VERIFICA : Modifiche tecniche minori => e.g. : una opzione nella conferma di un metodo.
- NO RI-VERIFICA : Modifiche tecniche maggiori dopo rivalidazione che non hanno impatto, o minimo, sulle prestazioni del 
metodo => e.g. : ???
- RI-VERIFICA : Modifiche tecniche maggiori  dopo rivalidazione che hanno impatto maggiore sulle prestazioni del metodo => 
e.g. ISO 22964 1° e 2° versione.
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Punto 5 b : metodi accreditati e verificati, poi rivisti

5 Methods that have been revised after they have been accredited under the scope of laboratory application
=> metodi già accreditati e verificati, andati in revisione, le cui categorie / tipi di campioni sono nel «campo d’uso» del 
laboratorio.

b) Non-validated reference methods: revised non-validated reference methods (including ISO or CEN standards) can 
only be used for verification during the transition period (see Clause 2). From 2028-01-01, only validated reference
methods can be used for verification.
=> questa è una deroga importante, pena la morte dei metodi ISO.
=> Meglio scrivere : «non-validated reference methods can be verified during the transition period until Dec.31 2027»…
=> Tecnicamente, per le verifiche si deve considerare che LOD50 del metodo sia 1 cfu / porzione analitica.

=> In altre parole : metodi ISO o CEN non validati prima del 31.12.27 dovranno poi essere VALIDATI dai singoli utenti.
=> Senza uno studio inter-laboratorio, non potranno essere usati da altri laboratori.
=> Il «validatore» non dovrà eseguire verifica poiché ha prodotto le caratteristiche di prestazione del metodo.
=> Tempi e costi cospicui…

=> In riferimento a quale metodo potranno essere validati i metodi alternativi se il metodo di referenza non lo sarà ?
=> È sempre vero, corretto e accurato dire che la LOD50 è 1 cfu / p.a. ? NO
=> Quale è la porzione analitica corretta da cui partire ? 5g ? 10g ? 25g ? 250g ? 375 ? La sensibilità è ignota…
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Punto 5 c : metodi accreditati e verificati, poi rivisti

5 Methods that have been revised after they have been accredited under the scope of laboratory
application
=> metodi già accreditati e verificati, poi rivisti e con categorie/tipi di campioni sono nel «campo d’uso».

c) Validated alternative methods: changes to a validated alternative method that require re-validation or 
additional validation of the method, may also require re-verification of the method in accordance with 
ISO 16140-3.
NOTE It is the responsibility of the validation/certification bodies to decide on the extent of the re-validation once an alternative method is revised
and if re-verification is needed.
=> la necessità della ri-verifica sarà sancita dall’ente validatore/certificatore, non da altri soggetti.

Diversi casi possibili :
• -a major (technical) change in the reference method(s) used to perform method validation => cambia ISO, cambia il confronto tra questo e il 

metodo alternativo (nuova validazione)
-a major (technical) change or revision of ISO 16140-2:2016 or ISO 16140-6:2019 => cambiano le norme tecniche di validazione dei metodi 
alternativi

• -a change to the scope of the method (extensions or exclusions). The verification will be limited to the (food) categories that are included in the 
change of the scope of validation => cambia lo scopo di validazione del metodo, si verificano le nuove matrici MA SOLO SE NEL CAMPO 
D’USO

• -technical changes to parameters or application (reagents, primers, incubation temperatures/times, etc.) of the alternative method that have
been shown to affect the alternative method performance => modifiche tecniche maggiori, cambio delle prestazioni del metodo
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Esempio di verifica
di un metodo qualitativo
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Matrici validate in ISO 6579-1:2017 e LOD50

Innanzitutto
occorre ottenere la 
LOD50
della validazione
per la matrice in 
verifica

cagliata fresca
5,7 cfu/p.a.

Il protocollo usato per lo step 1 e lo step 2 deve essere il medesimo
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Scelta del protocollo di verifica

• Protocollo 1: raccomandato quando il laboratorio non ha certezza di ottenere il livello di cfu richiesto per l’inoculo
• Protocollo 2: raccomandato se il protocollo 1 non ha fornito dati validi e si deve ripetere lo studio di verifica
• Protocollo 3: il più semplice! Uso di prodotti (ceppi, colture, pellet) di referenza, certificati o no, con livello cfu noto

• La preparazioni degli inoculi stabili in fase stazionaria non è semplice, richiede esperienza e conoscenza specifiche.
• Il livello di inoculazione va verificato parallelamente all’inoculazione dei campioni, pena il cambio di livello di cfu.
• Errori di inoculo frequenti : livello cfu troppo basso o assente, FALSI NEGATIVI di natura tecnica.
• Il metodo più accurato per la stima del livello cfu dell’inoculo è il metodo MPN e non il metodo in piastra.
• Un laboratorio QC aziendale deve manipolare colture di patogeni (rischio di contaminazione!... Ceppi surrogati?)

5,7

Protocollo 3 : «adattare» l’inoculo alla LOD50 del metodo ove questa fosse elevata.
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Calcoli tabellari

Inoculo in cfu per ognuno dei tre livelli 0,5 × 6 (LIL)

54 18 6 (LIL) eLOD50 = 3,0
a LIL: Low inoculation level

Inoculo elevato : 9 × 5,7 = 54 cfu/p.a. 
Inoculo intermedio : 3 × 5,7 = 18 cfu/p.a.
Inoculo basso : 1 × 5,7 =  6 cfu/p.q.
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Criteri di accettabilità e risultati
Metodi validati, LOD50 disponibile

La eLOD50 deve essere ≤ 4 × la LOD50 della validazione

4 x 5,7 (LOD50) = 22,8 cfu

Nell’esempio visto : eLOD50 3,0 cfu < 22,8 cfu.

La verifica ha avuto successo.
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Criteri di accettabilità e risultati
Metodi di referenza non validati, LOD50 non disponibile, per convenzione LOD50 = 1 cfu / p.a.
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Esempio di verifica
di un metodo quantitativo
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ISO 21528-2 ‘Enterobacteriaceae’
Step 1 : verifica della implementazione

• Basta una qualsiasi matrice tra quelle validate del metodo, 
meglio se “challenging”.

• Si usano campioni naturalmente contaminati oppure, ove
necessario, si inoculano le sospensioni preparative dei
campioni selezionati con inoculi a diverso livello del ceppo
batterico opportuno.

• Il metodo va verificato includendo la eventuale conferma per 
ogni porzione analitica.

• Vanno analizzati almeno 10 campioni in duplicato, 
possibilmente di differenti lotti e in differenti condizioni di analisi
(data, analista, lotti media e reagent, apparati,…)

• Si misura la dev.st. della reproducibilità intralaboratorio (SIR)
(ref ISO 19036:2019).

Category Item Characteristic

Chocolate, bakery and confectionary Tiramisu Validation study
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Criteri di accettabilità e risultati

SIR deve essere ≤ 2 × il valore SR medio più basso (in caso di valori multipli),
oppure ≤ 2 × SR medio (in caso di valore unico)

2 x SR medio più basso = 2 x 0,18 = 0,36

SIR ottenuto = 0,18

Nell’esempio visto : 0,18 ≤ 0,36

La verifica di implementazione ha avuto successo.

Ove SR  non fosse 
disponibile, si 

procede alla sola 
stima dell’eBIAS

(step 2)
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È in sostanza il recupero del metodo quantitativo rispetto ad una coltura pura
in sospensione, a tre diversi livelli di inoculo in campioni duplicati per ogni
livello di inoculo.

1. Selezione della matrice (la stessa usata in step 1)

2. Contaminazione artificiale (3 livelli di contaminazione)
• Possibilmente campioni di diversi lotti
• Campioni duplicati / livello inoculo

3. Conteggio (log cfu) in piastra della coltura e dei campioni inoculati

4. Saggio di porzione non inoculata per misurare la presenza di flora naturale

ISO 21528-2 Enterobacteriaceae
Step 2 : verifica della matrice: bias stimato (eBias)
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Criteri di accettabilità e risultati

La differenza assoluta tra il conteggio (log cfu) dell’inoculo nella p.a. e il 
conteggio (log cfu) dell’inoculo utilizzato

deve essere ≤ 0,5 log10 cfu/ml per ogni livello di contaminazione
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Verifica dei metodi alternativi di 
conferma / tipizzazione
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Verifica dei metodi alternativi validati per la 
conferma / tipizzazione (ISO 16140-6) 

• Solo la verifica dell’implementazione

• Revisione dei dati di validazione del metodo

• Uso di un agar selettivo o non selettivo utilizzato nello studio di validazione

• Studio di inclusività ed esclusività dei ceppi selezionati

• Risultato : 100% concordanza

All. E di ISO 16140-3
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Il sito web pubblico di
ISO TC34/SC9
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• Documenti informativi su validazione e verifica dei
metodi in relazione alle norme della serie ISO 16140

• Presentazione della serie ISO 16140
• Presentazione della ISO 16140-3
• Documenti di formazione su ISO 16140-3
• Documento sul periodo di transizione
• File Excel® per l’esecuzione dei calcoli di verifica
• Registrazione del seminario in rete del 2/3/2021

https://committee.iso.org/home/tc34sc9

Sito pubblico di ISO/TC 34/SC 9 ‘Microbiology’
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