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INTRODUZIONE

Le strumentazioni a cella di flusso, per la deteamione in automatico della carica batterica total
nel latte crudo, sono impiegate di routine nei @pali laboratori che analizzano il latte. Dette
strumentazioni consentono di ottenere un risuitatempo reale. Il metodo ufficiale, che necessita
di 72 ore, determina delle difficolta riguardo efligenza di avere risultati per la valutazione del
latte nel piu breve tempo possibile.

Il dato fornito dalle apparecchiature automaticepresso in impulsi (IBC), necessita pero di una
conversione in unita formanti colonia (UFC), uniiamisura del metodo ufficiale EN/ISO 4833
“Microrganismi a 30°C".

Il Reg. CE 1664/2006 nell'allegato VI BIS, per i to@i di prova relativi al latte crudo e al latte
trattato termicamente, prevede che per la detemana della conta batterica totale si debba
utilizzare il metodo ISO 4833:2003 “Microrganismi 3°C”. Lo stesso regolamento consente
l'impiego di metodi alternativi, che pero devonse® validati in base alla ISO 21187:2004 —
“Quantitative determination of bacteriological gtya Guidance for establishing and verifying a
conversion relationship between routine methodltesimd anchor method results”.

La conversione viene calcolata quindi mediante roomid tra i risultati ottenuti con il metodo
ufficiale e quelli con la strumentazione automa@actoscan FC (BFC).

La norma ISO 21187:2004 raccomanda che le provwe siandotte sullo stesso campione, nello
stesso laboratorio e nello stesso tempo per oddagelazione piu robusta. Raccomanda inoltre



di lavorare con campioni naturali, di evitare caambenti che possono avvenire nel tempo che
intercorre dal campionamento all’analisi, dovutirakporto, all’agitazione e alla conservazione.
Prevede inoltre che la normale procedura di andéistampioni per determinare la conversione sia
simile alle procedure seguite durante il normakoida di routine e che per ogni metodo il
campione debba essere analizzato in doppio.

Uno dei piu importanti fattori che influenzano isultato della carica batterica del latte nei due
metodi € la diversa tipologia dei batteri preseh puo essere influenzata da temperatura, durata
della conservazione, stagione di produzione, lezaliione geografica, eventuale presenza di
conservante, tipologia di campionamento e trasporto

Per quanto riguarda il metodo ufficiale in piasgtrgossibile una sottostima della carica batterica
totale in quanto si contano le colonie che possfurmarsi da aggregati batterici. Inoltre la
temperatura di incubazione a 30°C seleziona irepartrescita dei microrganismi presenti.

Nel latte ovino la presenza di diverse tipologidditeri puo essere influenzata anche dalle diverse
condizioni di allevamento che possono verificatgiathte la lattazione. La partecipazione di diversi
laboratori distribuiti in diverse localita e I'amsil di campioni prelevati durante tutto I'arco dell
lattazione, permette di comprendere nella provamiaggior parte dei fattori che possono
determinare cambiamenti nella flora microbica dékl ovino.

Nel presente documento vengono esposte le moaglééative ed i risultati ottenuti dal progetto
“Conversione Unica Bactoscan FC per il Latte Ovisebdlto per arrivare alla determinazione di
un’equazione unica per la determinazione dellacaabatterica totale nel latte crudo ovino con
strumentazione automatizzata a cella di flusso.

LABORATORI PARTECIPANTI

e |ZS Lazio e Toscana — Laboratorio di Roma

e |ZS Lazio e Toscana — Laboratorio di Grosseto
» |ZS Sicilia — Laboratorio di Palermo

* IZS Sardegna — Laboratorio di Sassari

* 1ZS Umbria e Marche — Laboratorio di Perugia

Punti principali del protocollo di analisi

Ogni laboratorio ha analizzato durante gli anni®@011, campioni di latte di massa ovino, con le

due metodiche.

* Utilizzo di campioni di latte di massa senza @wuante

» Conservazione dei campioni a +4°C +/-2 fino ahmeato dell’analisi

* Analisi eseguite entro 24 ore dal prelievo

* Analisi dei campioni senza eseguire sub aliquote

» Analisi dei campioni con i due metodi a temperatmbiente senza preriscaldamento

» Determinazione della carica batterica totale BB ed entro 10 minuti con il metodo di
riferimento

* Analisi eseguite in doppio

* Per il metodo di riferimento in piastra la pra¥atata eseguita allestendo 2 piastre per ogni
diluizione

* Calcolo della media dei valori ottenuti con i duetodi

* Trasformazione in logaritmo dei risultati

Sono state stabilite preventivamente le percentuientative del numero di campioni da analizzare
ai diversi livelli di impulsi.

Per la scelta di queste percentuali sono stati preonsiderazione anche i limiti di legge prevwvist
per il latte ovino: 500.000 ufc/ml per il latte desto alla produzione di prodotti a base di latte
crudo e 1.500.000 ufc/ml per le altre produzioni.



Previsione delle percentuali di campioni da analiezelle diverse classi di impulsi:

Tab.1
Classi di impulsi Bactoscan (IB(l) % campioni di latte

<100 7%

100-1000 20%

1000-2000 20%

2000-3000 20%

3000-5000 20%

5000-10000 10%

>10000 3%

Determinazione del numero dei campioni da analizear

Come gia detto la determinazione della carica bettéotale mediante I'apparecchiatura Bactoscan
FC e influenzata da diversi fattori quali i tipi biatteri e la loro fase di crescita, le condizidni
conservazione, le influenze regionali, le condiztirproduzione e le influenze stagionali.

Il numero dei campioni analizzati deve essere gefite a rappresentare le variazioni che possono
derivare dai fattori su esposti.

La norma stabilisce, considerando una regressioeark, che il numero dei campioni di prova
necessari puo essere calcolato tramite la segaquotzione:

A

t =valore corrispondente alla distribuzione tefetot al livello di confidenza del 95%
& = valore dell’errore relativo alla regressionestienare §=0,1 € considerato appropriato dalla norma)
r = valore presunto del coefficiente di correla®dra i risultati dei due metodi

Nel caso in cui il coefficiente di correlazione siattostimato € necessario inserire nei calcoli un
numero maggiore di prove.

Nel presente lavoro il numero dei campioni utilizzaer il calcolo della regressione lineare é
risultato idoneo rispetto a quanto previsto datienma.

BACTOSCAN FC
Ripetibilita dei conteggi BFC

La ripetibilita dei risultati dell’'apparecchiatuesstata valutata per singoli livelli e per il taalei
campioni.

Il calcolo della deviazione standard di ripetildilé stata eseguita in base alla ISO 8196-1:2000.

E’ stato quindi calcolato lo scarto tipo delle difnze risultate dalle determinazioni eseguite in
doppio:



g = numero campioni analizzati in doppio

Sr = Scarto tipo delle differenze

Wi = differenza assoluta tra le prove eseguitedpgio
(Dati in logo)

| risultati ottenuti, nelle diverse classi di impullsono specificati nella seguente tabella:

Ig'gii' <100 101-500 501-1000| 1001-2500  2501-3000 >5000 al@ot
N° campioni 28 104 74 64 48 50 372
Ripetibilita
Sr (logo) 0.05 0.04 0.03 0.04 0.02 0.03 0.04

Valori massimi attesi nei diversi range previsti péatte bovino:

Classi
IBCuL 10-50 51-200 >200 Intero range
Ripetibilita
Sr (logig) 0.07 0.05 0.04 0.05

Il produttore dell’apparecchiatura Bactoscan FG/@de valori di ripetibilita per il latte bovino, no
specificando valori per le altre tipologie di latte

Il risultato ottenuto sull'intero range rientra congue nel limite previsto per il latte bovino.
Campo di misura

Limite inferiore considerato: 8 IBC/uL.
Sono stati accettati conteggi fino a 50.000 IBC/uL.

(IBC = Impulsi Bactoscan)
METODO DI RIFERIMENTO (' ISO 4833:2003 “Microrganismi a 30°C”)
Accettabilita dei risultati del metodo di riferimea - Verifica della proporzionalita dei conteggi

| risultati dei conteggi delle piastre effettuatendl metodo di riferimento sono stati sottoposti a
verifica del grado di accordo con il modello ditdisuzione teorica.

Di sequito si riportano le espressioni utilizzage tale verifica.
Sono state considerate le piastre con un numegolaiie compreso tra 10 e 300.

La linearita é stata valutata utilizzando la se¢giéormula:

Ghy =2* Zm:(ci |n%j _(Z:,Cijln %ci

i=1

G Numero delle colonie rilevate nella piastra
Ri Quantita relativa di campione inoculata alla diloie in esame.



| risultati sono proporzionali se la seguente espome risulta soddisfatta:

GZ. < x4 cong.l. = n. diluizioni esaminate - 1

m-1 =

Per la valutazione della dispersione dei risutittenuti nelle repliche della stessa diluiziongagtcs
calcolato il valore di K

<, = IC, -C,|
V (Cl + CZ )
C, eC, = Valore dei conteggi nelle due repliche

Si riportano di seguito i criteri di accettabildalla dispersione dei dati in funzione del valdire
KP

Kp<1,96 La dispersione dei conteggi € accettabile
1,96 <K,<2,576 La dispersione dei conteggi e considerata critica
K> 2,576 La dispersione dei conteggi € inaccettabile

| campioni con valori critici e inaccettabili noarso stati inseriti nel calcolo della regressione.

CALCOLO DELLA CONVERSIONE

In base a quanto specificato dalla ISO 21187:2064]l calcolo della relazione fra i due metodi, Si
e applicato un modello di regressione lineare.

Prima di procedere con i calcoli i risultati sortatissottoposti alla verifica della presenza dii dat
anomali ed effettuata la media delle due repliche.

Per il calcolo della regressione lineare si &€ atersito come variabile dipendente (Y) il metodo di
riferimento, espresso in ufc/ml e come variabileipendente (X) il metodo di routine in
validazione, espresso in IBC/ml. Questa sceltaeigia dalla ISO 21157 in considerazione del
maggiore errore di ripetibilita del metodo di rifeento.

La relazione da adottare per il calcolo dei valdei stimati dal metodo di routine é:
LogioUFC=a+b - LogIBC

a = intercetta della retta di regressione
b = coefficiente angolare della retta di regression

Outlier

Le medie dei risultati ottenuti sono stati analtzpar la verifica della presenza di outlier, irsbaa
guanto specificato al punto 5.5.3 della ISO 2118342 Un outlier € definito come una coppia di
dati estremi, che normalmente appaiono in modoatasper meno del 1% dei casi. Per queste
coppie di dati la deviazione assoluta differisaggti 2,58 Sy:x.

Questi outlier sono stati scartati e la regresséestata ricalcolata.

(Sy:x = deviazione standard residua per i puntagti dalla regressione)



INTERVALLO DI CONFIDENZA DELLA STIMA

In base a quanto ISO 16140 i limiti di confidenea ppvalore stimato in UFC a partire da un punto
“X” di BFC (metodo di routine) e espresso dall@azeone:

CL(<Y un>) =a + bx £t s(<y>)

1 (x-X)?
cons<>=§,.- 1+—+—-— "7 >8,
(<9>) X N (N -1)[Wx y'x

t = t di Student per un livello di confidenaae N-2 gradi di liberta

N = numero di campioni utilizzati per stimare ¢gressione

Vx = varianza dei valori di x (metodo di routinBQ) utilizzati per la stima della retta di
regressione

Syx = errore residuo della regressione

La formula si puo semplificare in quanto per un eoorelevato di campioni il Il e [l membro sotto
radice diventano trascurabili (t tende a 1,96 p&596):

CL(<y ul>)=a+bx+1.96 Sx

RISULTATI

Distribuzione dei campioni

| campioni esaminati sono stati in totale 375, Guisultati idonei sono risultati 343.

L’eliminazione di 32 campioni ha determinato urevé modifica delle percentuali programmate

(tab. 2).

Nella seguente tabella sono descritte le distrdmizpercentuali dei 343 campioni che sono stati
utilizzati per I'elaborazione della retta di regiese:

Tab.2
Classi di impulsi Bactoscan % campioni di latte % campioni di latte
IBC/uL programmati esequiti
<100 7% 7%

100-1000 30% 49%
1000-3000 30% 22%
3000-5000 10% 9%
5000-10000 10% 10%
10000-50000 3% 3%




La distribuzione in classi di u.f.c./ml é statastguente:

Classi di ufc/ml Numero campioni %
< 100.000 104 30
100.000-500.000 122 36
500.000-1.000.000 41 12
>1.000.000 76 22

STIMA DELLA RETTA DI REGRESSIONE

Per la determinazione della retta di regressione stati utilizzati 343 campioni.
E’ stata calcolata la regressione lineare trangpulsi del BFC (x = Log BFC/ml) e la Carica

Batterica in Piastra (y = Log UCF/ml).
L’equazione di regressione ottenuta e stata laesggu

Log UFC/ml = 1,0104*log BFC/ml — 0,6381

Parametri della Regressione Lineare BFC/UCF

N°campioni| Correlazione (r R Sy:x

Intercetta(Err.Std.)

Slope(Err.std.)

343 0,85 0,72 0,41

0,202

0,0337
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Linear Regression Equation
UFC_log = -0.6381 + 1.0104*BFC_log
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Fig.1 Diagramma di dispersione e retta di regresstoa log UFC/ml e log impulsi BFC/ml




L’esame della dispersione dei residui mostra uraarahto normale:

Fesidual

o
=
]

*

S

-
[

e

L

380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 G40 EA0 60 700 720 740 TEO T80

BFC_log

Fig.2 Diagramma di dispersione dei residui

CONSIDERAZIONI

Il problema della conversione del risultato dellari€a Batterica Totale espressa tramite impulsi
dalle apparecchiature a cella di flusso e discumsoai da molti anni. Ogni laboratorio ha
determinato la propria conversione o ha utilizzaella elaborata da altri. Cid ha determinato la
presenza di differenti rette di regressione cherd@hano un risultato della carica batterica totale
espressa in ufc/ml, diverso sullo stesso campiotetd, benché il numero di impulsi sia lo stesso.
Risulta quindi importante I'adozione di una conwamne comune che consenta di superare tale
problema.

E’ da considerare inoltre che una retta elaborata @ampioni provenienti da diversi laboratori,
diverse regioni e prelevati durante il periodo 'ddkra lattazione consente di comprendere nel
calcolo della conversione la maggior parte deiofatche ne influenzano il risultato. Una
conversione cosi calcolata potrebbe essere utdizzache da laboratori che non hanno partecipato
al lavoro.

Per cercare di migliorare I'errore della stima@sgono aggiungere, ai dati gia considerati, i tasul
derivanti dalla verifica periodica della conversoeseguita in tutti i laboratori che adotteranno la
retta di regressione ottenuta.

Il presente lavoro oltre al calcolo della convensiprevede un successivo studio su come le diverse
tipologie di batteri presenti nel latte ovino passanfluenzare il risultato dei due metodi.

Riferimenti

- 1S0O 4833:2003 - Horizontal method for the enuriienaof microorganisms - Colony-count
technique at 30 degrees C.



ISO 16140:2003 - Microbiology of food and anine¢ding stuffs — Protocol for the
validation of alternative methods.

ISO 21187:2004 - Quantitative determination a€tieriological quality — Guidance for
establishing and verifying a conversion relatiopgbetween routine method results and
anchor method results.

ISO 7218:2007 — Microbiology of food and anime¢dling stuffs — General requirements
and guidance for microbiological examinations.

ISO 8196:2000 — Definition and evaluation of twerall accuracy of indirect methods of
milk analysis — Partl: Analytical attributes of irett methods.



