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... tutto comincia con

Bactoscan Serie 1 : cosa contava davvero?
Quanto costava davvero l'analisi ?
Precisione, accuratezza ?

Il problema della «conversione» era ancora un mistero
per tutti ( 1 Baviera e 1 Thiene, 1° esempio italiano)

Sample capacity ................... Approx. 70 per hour

Analysistime ........... ... 0. 7 minutes
Measuringrange ........ooeeevenn.. 10° - 107 bacteria/ml
Repeatability (Sd) .................. 15% (typically)
Correlationto platecount . ........... Approx. 0.9
Transfererror ....... .. ... ......... 0 0.3% relative
Samplesize ....................... 5 ml

Sample temperature ................ 38-42°C
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Erano i tempi del metodo R.S.
Breed Determination of the
number of bacteria in milk by
direct microscopic
examination —del 1911 !1]




Dalla preistoria alla storia... fine anni ‘80

Il Bactoscan 8000

Rapidita, Ripetibilita, Uniformita, Economicita
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Il nostro «collaudo nazionale» ed i primi dubbi scientifici :

Il ritiro del latte «caldo» e i lattobacilli sul PCA

=

Quante e Quali Conversioni servono ?

Erano i tempi del FIL-IDF
100:1981 e del Metodo di

Thompson di Standards
Methods dichiarato con 40 %
di ripetibilita!!

)

I Petri-Foss é un sistema interamente gulomatico
destinaro alla preparazione defie plastre pev As qualits
panics dw (afte crudo
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LA CONVERSIONE IN 2 PAROLE

* || Bactoscan conta, con elevata precisione, tutti i batteri presenti in un campione di latte
che sono in grado di colorarsi (arancio di acridina / etidio bromuro).

* Il Metodo di Riferimento (ISO 4833:2013) conta le colonie formate da quei batteri
presenti in un campione di latte in grado di moltiplicarsi in condizioni predefinite

Il rapporto tra i due «numeri» ( Impulsi e UFC) oltre ad essere variabile a seconda del campione di
latte esaminato, dipende anche dalle rispettive perfomances ed incertezza dei due metodi :

- nel primo caso soprattutto presenza di batteri disvitali e detriti colorabili

- nel secondo tipo di terreno di coltura, tempo e temperatura di incubazione, atmosfera, stato
metabolico microrganismi, miscelazione campioni, diluizione latte, manualita operatore, tipo di
conteggio etc.etc.)

Si deve cercare una relazione tra le due misure per « CONVERTIRE» il numero di Impulsi strumentali
nell’unita di misura Ufficiale (UFC/ml) ; la relazione trovata é statisticamente significativa,
comporta un determinato livello di incertezza ed é in ogni caso una scelta di compromesso.
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La civilta classica

F. Kaereby — Bactoscan 8000 made for EEC
regulated bacteria control of raw milk-
Int. Congress on Rapid Methods and
Automation in Microbiology and
Immunology — Helsinki — June 1990

FIL-IDF 256:1991 con Bactoscan Tecnique
di G. Shuren, J. Reichmuth e W. Heeschen

i i i @

Il conteggio dei batteri morti e le polemiche (sterili?)
Quali batteri crescono nel PCA ?

Come si separano i batteri aggregati nel PCA?

L'uso del conservante ( batteriostatico/battericida)
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|% qualcuno prende una decisione, ma non mancano Ie.,‘_ e
) critiche S—

La conversione lineare ( Grappin)
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Fig 4, Quadrati¢ regression for determination of the calibration equation in BactoScan 8000

Microbiologi contro «Lattologi»
la Scienza, la Norma, la Tradizione contro
il bilancio costo-beneficio

| pragmatici tedeschi fanno la scelta piu ovvia, in
Italia si utilizzano 3-4 conversioni diverse
(poi moltiplicatesi ulteriormente)
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Il rinascimento

BACTOSCAN FC (FOSS) e BACTOCOUNT
(BENTELY)

La prima Conversione «ufficiale»
G. Shuren e le prime ipotesi sui tanti

fattori che la possono condizionare

La Conversione «IZSLER Brescia»
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rinnovamento e un po’ di speranza

Inutile illudersi , meglio
standardizzare gli errori




Bolzoni G., Marcolini A., Varisco G. ,2000 Evaluation of the Bactoscan FC. 1. Accuracy,
comparison with Bactoscan 8000 and somatic cells effect. Milchwissenschaft- M.S.Int., (2),
Februar 2000, 67-70

Bolzoni G., Marcolini A., Varisco G.,2001
Evaluation of Bactoscan FC. Second Part: Stability, Linearity, Repeteability and Carry-over.
Milchwissenschaft- M. S. Int., (56), n° 6 June, p.318-321

Bolzoni G, Marcolini A., 2001

Bactoscan FC: prestazioni e utilizzo a fianco del Bactoscan 8000 Il Latte, 26 (10), p. 136-14
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% | Battaglie sempre pill spietate

IL CONCETTO DI CONVERSIONE GEOGRAFICA
un buon compromesso ed una grossa perplessita

Norme ISO ( derivazione da metodi chimici )

Accreditamento e Sistemi Qualita
( la Conversione appare come un «mutante»)

REG CE e Media Geometrica (aggiungiamo un ulteriore
differenziazione con le modalita di conteggio)

Autocontrollo e Lab. Privati
(costo degli strumenti rispetto al numero di campioni)
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.....|a grande guerra

Il progetto «unificazione» del 2008

(16 Lab italiani IZS + ARA + Privati)

Bolzoni G., Marcolini A. ( 2010) -
Bactoscan FC — project for unified conversion line in Italy (S.C.) —
Milk science International ( Milchwissenshaft) , 65, 3, 309-310

RETT A COMUNE

Bolzoni G, Marcolini A, (2010)
Carica batterica totale nel latte crudo : progetto di unificazione della ~
conversione dei datiin Italia .

Scienza e Tecnica Lattiero Casearia, 61 (5),313-324

g 101 FCA L)
5

leg1{UFS/mL=log 10{IBC/uL) x 0.911 + 25899 n° datii 1410  Syx=0.272
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Secondo passo .... nel 2010

RETTA UNICA NAZIONALE
( 30 lab. italiani pubbilici e privati)

Il Ruolo dell’ I.S.S.
Accredia e Ministero

IL NOSTRO PUNTO DI FORZA :

non abbiamo semplicemente «messo insieme»
coppie di risultati , ma ne abbiamo fatto
un’analisi statisticamente sostenibile e
finalizzata ad un preciso scopo «pratico» che
comprende la valutazione delle differenze
sistemiche (del latte o del laboratorio che
esegue il metodo di riferimento?)

IL NOSTRO PUNTO DI DEBOLEZZA :
Numero dei Laboratori da coordinare e da
«controllare»
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G. Bolzoni, A. Marcolini, G. Delle Donne, B. Appicciafuoco and A.M.
Ferrini (2015)- New ltalian conversion line for the enumeration of total
bacteria in raw milk with Bactoscan FC. Italian Journal of food science
,n2,Vol 7, 2015,

Log,, (¢fu mL*)

NEW CONVERSION LINE
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. X
effetto pratico el
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Bactoscan FC national conversion in Italy: reproducibility of TBC four years after its
implementation

Authors: G. Bolzoni', A. Marcolini', T. Fontana®, L. Monaco’, A.M. Ferrini’
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% Situazione attuale e prospettive future

In ambito Nazionale la situazione e decisamente solida e
consolidata, sia dal punto di vista tecnico che formale tenuto
conto del numero di laboratori interessati

Manca uno studio di correlazione Bactoscan / Bactocount

E’ in dirittura d’arrivo un progetto similare per il latte ovi-caprino (
ISS/IZSLT)

In ambito Comunitario apparentemente e formalmente la
situazione e QUASI UGUALE ;
In sostanza invece si sono persi 5 anni !!

L'approccio del Lab. Com. Ref. e il Working-Group ed il
progetto mai nato, anche se gia considerato maggiorenne,
della «Conversione Comunitaria»

Esigenze diverse , finalita diverse ma anche senso pratico
vs formalismo e, non ultimo, gli effetti di una disputa
commerciale
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Se un errore grande
deve comunque essere
commesso....... perché
preoccuparsi degli
errori minimi ( e non
gestibili dal punto di
vista pratico ed
operativo) meglio
sarebbe
ridurre/standardizzare
quello grande




Report Harmonisation CF TF raw milk
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European harmonisation of conversion equations between instrumental methods (flow . . :
cytometers) and reference method for the determination of total flora in raw cow’s milk 4 5 6 7 8
Technical report log10(ibc/ml)

Figure 18, Confidence interval (- -), predictive interval at 95%(— —) of the unified conversion line (-]
for EURL/NRLs MIVIP dataset.

As this study may be of interest for current standardisation works, EURL MMP wil transmit the

ible 4. Characteristics of the unified conversion ion k r and IBC hod

... allo stato attuale....... e

Unified EURL MMP model Bentley 2013

Parameters Confidence

autcome ofthis study t IDF/1S0 Standing Committee on Statstcs and Automation, and to s Project —

Group S11 “Reision of 150 20187] OF 196:2004" and Prject Group 13 ‘Provision o background

Number of data Number of data

14413

aterial to indicate the need to apply a potential conversion equation for quantittive determination

Slope o 0.850 [0.842 0.857] 0.9677

of bacteriological quality in ik’ e (O Il

standard o 0.32 0.32
deviation
Coeffic f

0.79 0.81
determination
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Report Harmanisation CF TF raw milk

_ number(cfuy—cfus>0)

number(cfu, —cfu,<0)

log10(cfu/ml)

log10(ibc/ml)

Figure 19. Confidence interval (- -), predictive interval at 95%(— —) of the unified conversion line (—)
for EURL/NRLs MMP dataset and comparison to national conversion lines for Bactoscan FC (red),
Bactoscan 8000 (yellow) and national conversion lines for Bactocount (green)
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0.5 (3)

Table 5. I values calculated per country

Belgium +20.31
France 49.36
The Netherlands | +7.33
Italy -7
Bulgaria -22
Germany S -9.33
Germany C +3.83
Ireland 5 +13.34
Ireland C -9.48
Croatia § -12.69
Poland § -12.99
Poland C +7.69
Spain S -19.62
Switzerland S 45.05
Switzerland S8 | -1.03
Switzerland C -5.5
Slovenia -8.81

This was done for IBC ranges presented in Table 5. When [ is positive (see equation 3), results

estimated by the unified equation are superiors to results estimated by national equations.



In pratica potrebbe succedere che

Common conversion vs [talian conversion

Italian Comment to the technical report:

“European harmonisation of conversion equations between

istrumental methods (flow cytometers) and reference method
for the determination of total flora in raw cow’s milk”
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WG on harmonization of conversion factors for total flora of raw milk
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Perplessita condivise
da almeno altri 4 Paesi



Personal Opinion

accettabile altrimenti...........

...un compromesso prevede errori ed incertezze in ogni caso..... se e
il compromesso si basa su dati scientifici seri e solidi diventa piu

Preventive selection of

Investigation on ‘ «specific samples » for q
Conditioning Factors each factor

Scientific Research

R
.h —
Precise Statistical
characterization ‘ significance of
of each single each single
sample factor

How to manage
this factor in daily
lab routine ?

Practical, Commercial, Legal study

COMMON CONVERSION

Representativity of
Data

How to manage eventual great . .
.. . outliers selection
changes in single countries ?

step by step introduction

routine samples, tipical for

Production of a different geografic area ,
COMMON - well defined standardized
CONVERSION procedures (expecially for

Ref. Method)

Selection of “valid data”
Instrumental Repeteabily

& Linearity # systematic errors for the 2
Reference Method (

Plates and Dilutions)

Field of application ( Linearity)

1

Selection of unvalid results
Lab’s effect evaluation

methods
Comparison of Sy:x, Normality



1- Confronto strumenti

valutazione correlazione Impulsi BSC vs BCI
ed eventuale indice di conversione

( un solo Lab, campioni di diversa origine e
composizione) , gia eseguito ma non pubblicato con B 8000

Graph 5 — polynomial linear regression between IBC BACTOS000 and IBC BENTLEY

| * |ogbacto —Lineare(lugbadu}—Puh.(Iogbactu}l
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2- Confronto Metodo di Riferimento vs
Metodo Alternativo

Anche in due soli Lab. ma con latte di diversa origine
composizione (Comunitaria)

Elevata numerosita dei campioni, procedimento
standardizzato per I'analisi

Netta prevalenza di campioni attorno a 100.000 UFC/ml

DA EVITARE INVECE : assemblamento di rette di conversione di diversa
origine e modalita di produzione statistica !

DEFINZIONE DI UN UNICO FATTORE UFFICIALE DI EQUIVALENZA RELATIVO AL VALORE
DEL LIMITE NORMATIVO PER LA VALUTAZIONE DELLA MEDIA GEOMETRICA
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% Se c’e ancora tempo....... la mia proposta «alternativa».. ,L_/,.-——;

| Laboratori Europei esprimono gli esiti in Impulsi

(con eventuale fattore di correzione x strumento)

Gli esiti analitici vengono utilizzati come tali (Impulsi)
per pagamento qualita, autocontrollo, etc.
( aumenta la «accuratezza del dato»)

LA MEDIA GEOMETRICA CALCOLATA IN IMPULSI
VIENE INVECE CONFRONTATA

(</> CONFORME / NON CONFORME)

CON IL FATTORE UNICO COMUNITARIO DI
EQUIVALENZA A 100.000 UFC/ml

Come ando a finire......
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|||@5 | «es e finalmente anch’io riuscii ad andare in pensione ........




