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DECRETI, DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI

MINISTERO DELLA SANITA
DECRETO 26 marzo 1992.

Attunzione della decisione n. 91/180/CEE concersente la fissarione & metodi di analisi ¢ prova relativi al latte crudo & al Intte
trattato termicamente,

IL MINISTRO DELLA SANITA
D1 CONCERTO CON

IL MINISTRO DELL'AGRICOLTURA E DELLE FORESTE

Vista la decisione n. 91/180/CEE della Commissione del 14 febbraio 1991, concernente la fissazione di metodi di
analisi e di prova relativi al latte crudo ed al latte trattato termicamente pubblicata nella Gazzetta Ufficiale CEE n. L 93
del 13 aprile 1991;

Visto P’art. 6, comma 8, del decreto ministeriale 14 maggio 1988, n. 212, pubblicato nel supplemento ordinario alla
Gazzetta Ufficiale n. 142 del 18 giugno 1988 con il quale & stata recepita nell’ordinamento nazionale la direttiva del
Consiglio n. 85/397/CEE del 5 agosto 1985 concernente i problemi sanitari e di polizia sanitaria negli scambi
intracomunitari di latte trattato termicamente;

Visti gli articoli 5, comma |, ¢ 6, comma 3, della legge 3 maggio 1989, n. 169, concernente 1a disciplina del
trattamento ¢ della commercializzazione del latte alimentare vaccino;

Ritenuto di dover recepire nell’'ordinamento nazionale le disposizioni che formano oggetto della sopracitata
decisione della Commissione CEE;

Visto il parere della Commissione per la determinazione dei metodi ufficiali di analisi di cui all’art. 21 della
legge 30 aprile 1962, n. 283, espresso nella seduta dell’li giugno 1991;

Decreta:

Art. 1.

Sono approvati i metodi di analisi e di prova per il controllo del latte crudo e del latte trattato termicamente
destinato alt’alimentazione umana, riportati negli allegati.

Art. 2.

I procedimenti di analisi e prova da applicare come procedimento di riferimento per il latte crudo sono i seguenti:
determinazione del punto di congelamento;
conteggio dei microrganismi: tenore di germi a 30 °C;
conteggio delle cellule somatiche;
accertamento degli antibiotici ¢ dei sulfamidici.

Art, 3,
I procedimenti d’analisi ¢ prova da applicare come procedimenti di riferimento per il latte pastorizzato sono i
seguenti;
determinazione del punto di congelamento;
determinazione dell’attivitd fosfatasica;
determinazione dellattivitd perossidasica;
conteggio dei microrganismi: tenore di germi a 30 °C;
conteggio dei microrganismi: tenore di germi a 21 °C;
contegglo dei coliformi: conteggio delle colonie a 30 °C;
accertamento degli antibiotici ¢ dei sulfamidici;
accertamento di microrganismi patogeni.
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Art. 4.

I procedimenti di analisi ¢ prove da applicare come procedimenti di riferimento per il latte UHT e per il latte
sterilizzato sono i seguenti:

determinazione del punto di congelamento;
conteggo dei microrganismi: tenore di germi a 30 °C;
~ accertamento degli antibiotici ¢ dei sulfamidici.

I! presente decreto dara pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana.
Roma, 26 marzo 1992
Il Ministro della sanita
De Lorenzo

Il Ministro dell’agricoltura e delle foreste
GoORIA
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ALLeGATO ]

1. DISPOSIZIONI GENERALI

1. INTRODUZIONE
Sono descritte le disposizioni generali concernenti i reattivi, le
apparecchiature, l'espressione dei risultati, la precisione ¢ le
relazioni di analisi. Le autorita competenti e i
laboratori preposti ai prelievi e alle analisi del latte devono
tispettare le disposizioni genersli.

2. REATTIVI

2.1. Acqua

2.1.1. Tutte le volte che venga fatto riferimento all'acqua ai fini della

soluzione, della diluizione o del lavaggio con acqus, salvo diverse

indicazioni, deve essere impiegata scqua distillata, scque deienizzata
o acqus demineralizata di purezzs slmenc equivalente. Per 1'analisi
microbiologiga 1'acqua deve essere esente da sostanze che potrebbero
{interessare o influenzare la crescita di microrganismi nelle condizioni
sperimentall.

2.1.2. Ove si parli, senza ulteriori precisazioni, d4i “soluzione” o di
»diluizione”, si intende "soluzione in acqua™ o "diluizione con acqua”.

2.2. Sostanze chimiche
Salvo altes indicazione, tutte le sostanze chimiche impiegate devono
avere purezza analitica riconosciuts.

3. APPARECCHIATURA

3.1, Elenco delle apparecchiature

L'elenco delle apparscchiature dei vari metodi di riferimento comprende
soltanto le apparecchiature destinate s particolari impieghi o che
richiedono determinate specifiche.

—_7 —
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S.1.

5.101.

5.1.2.

Bilencie analitica

Per bilancis analitica si intende una bilancia con sensibilitd 4i
0,1 mg.

ESPRESSIONE DEI RISULTATIL

31 ti

A meno che non sie specificato diversamente il risultato dichiarato
nells relazione dell’enalisi deve essere la media aritmetica dei valori
ottenuti da due prove che soddisfino ai criteri di ripetidilita (5.1.)
fissati per guel dato metodo. Qusiora tali criteri non vengano
rispettati occorre ripstere il saggio oppure dichiarare non valido il
risultato.

[+ dell ree 1%
Salvo sltre indicazioni, i risultati devono essere calcolati come
percentuale in massa del campions.

CRITERI DI PRECISIONE:
RIPETIBILITA' B RIPRODUCIBILITA'

I criteri di precisione adottati per i vari procedimenti sono cosi®
definiti :

Ripetibilitd (r) & il valore al 41 sotto del quale dovrebbe cadere la
differenzs assoluts tra due singoli risultati di prova ottenuti con lo
stesso procedimento su cempioni di materiall identici, nelle stesse
condizioni (stesso opearatore, stesss apparecchiatura, stesso
laborastorio ¢ & breve distanza di tempo).

Riproducibilitd. (R) & il valore al di sotto del quale dovrebbe cadere
1a differenza asgoluta tro due singoli risultati di prova ottenuti con
lo stesso procedimento su campioni di materiall identici, in condizioni
differentl (differenti operatori, differenti apparecchiature,
differenti laboratori e/o templ).

—§ —
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5.1.4.
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A meno che non sia specificato diversamente i valori relativi i
criteri di ripetidbilitid e riproducibilitd dati nelle condizioni
relative a cliascun procedimento rappresentanc intervalli al grado di
affidabilitdi del 95 % secondo la definizione della norma IS0 $725:2 ed.
1986. Questi sono calcolati dai risultati di prove interlaboratorio
riconosciute che sono state eseguite per valutare il procedimento. Per
aleuni di quest! procedimenti perd non sono state effettuate prove
interlaboratorio. 1In tali casi si & provveduto a fare una stima dei

valori dells ripetibilitd e della riproducibilita.

Le prove interlaboratorio e gli studi di cui al) punto 5.1.3. dovrebbero
essere programmati e svolti conformsmente agli orientamenti
internazionali.

RELAZIONE D'ANALISI

La relazione d'analisi dove gpecificare il metodo di analisi adottato
ed i risultati ottenuti. Riports inoltre nei particolari procedimenti
seguiti che non sono specificati nel metodo di analisi o che sono
facoltativi, come pure tutti i fattori che possono aver condizionsto i
risultat] ottenuti. La relazione dells prova riporta anche tutte le

informazioni necessarie per la complets identificazione del campions.
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3'1.

OGGETTO B CAMPO DI APPLICAZIONE
Questo procedimento descrive 1l metodo di riferimento per il
campionamento del latte crudo ¢ del latte trattato termicamente. Tale

metodo, cosi' come quelli per il trasporto e la conssrvazione dei
campioni, si applice al latte crudo fornito direttamente dal produttore
ed a quello crudo o trattato termicaments contenuto in cisterne adibite
el deposito ed al trasporto.

T metodi di cui ai punti 2., 4.4., 5. ¢ 6. si spplicano al
campionamento del latte trattato termicamente destinato al consumo
diretto.

GENERALITA'

La campionatura del latte trattato termicamente contenuto ia bidoni,
cisterne, ecc. viene effettuata da personale specislizzato
appositamente addestrato.

Se del caso, le autoritd competenti o 11 lsboratorio di analisi
provvedono a dare sl personsle unes specifica formazione sulle tecniche
di csmpionamento atte a garantire che il campione sie rappresentativo
di tutta la partita ¢ ad essa confornme.

Le sutoritd competenti o il laboratorio provvedono eventualmente ad
addestrare il personale su come etichettare 11 campions per poterlo
jidentificare senzs errori.

APPARECCHI PER LA CAMPIONATURA

Generalitd

L'attrezzatura per il campionamento deve essere fabbricato in scciaio
inossidabdile 0 in altro materiale equivalente sufficientemente robusto
e reslizzata in modo da servire adeguatsmente allo scopo (miscelszione,
campionamento, ecc.). Gli stantuffi e gli sgitatori per mescolare i
liquidi nei recipienti devono avere dimensioni tali da gerantire un

— 10 —
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adeguato rimescolamento del prodotto senza peréd provocars lo sviluppo
di ranciditd. I mestoll devono essere provvisti di un solido manico

sufficientomente lungo in modo da consentire 1l prelievo in qualsiasi
punto del recipiente. La sua capacitd non deve essere inferiore s

50 ml.

I rvecipienti destinati s contensre i campioni e 1 relativi coperchi
devono essere di vetro oppure di un metallo o di una materis plastica
adeguati.

I materiali con cui & realizzata l'attrezzatura per la campionatura
(recipienti @ coperchi compresi) non devono dare luogo ad slcuna
interazione con i1 campione che possa altecare 1 risulteti dell'esame.
Tutte le superfici dell'attrezzatura per il campionamento e dei
recipienti devono essere pulite eod asciutte, levigate ¢ prive di
fessurs; gli spigoli devono essers arrotondati.

Attrezzatura di campionamento per l'analisi microbiologica
L'attrezzaturs per il campionamento, recipienti inclusi, oltre a
soddisfare ai requisiti del punto 3.1. deve essere sterile.

Se la stessa attrezzatura viens usata per pitu campionamenti successivi,
essa deve essere pulita e sterilizzata dope ciascun campionamento,
conformemente alle istruzioni o ai requisiti del ladboratorio di prove o
delle antoriti competenti, in modo ds non condiziconare i1 risultati
degli esami successivi.

TECNICA DI CAMPIONATURA

Gcnornli&!

A prescinders dal tipo di saggio da effettuare, prims del campionamento

£1 lattes deve essere mescolato bens manualmente o0 meccanicamente.

I1 campione deve essere prelevato subito dopo il mescolamento, quando
11 latte & ancora in sovimento.

—_11 —
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Se nella stessa opsrazione si preleva dalle cisterne pitt di un campione
per prove diverse, quello destinato all’esame microbiologico va
prelevato per primo.

Il volume del campione deve essere ii‘rnpporto con le esigenze
dell'analisi. I recipienti usati per {1 campione devono avere uma
capacitd tale da risultare quasi completaments riempiti dal campione
stesso, in modo che prima della prova sis possibile mescolarne il

contenuto, evitandone peréd un eccessivo scuotimento durante 11 trasporto.

Campionamento manugle

Campionamento dal secchio o dal bidone
Per agitare, muovere rapidamente uno stantuffo su ¢ gii ne)l secchic o

nel bidons accertando che il latte sia ben rimescolato e che sul collo
del bidone non aderisca della panna. Prelevare un campione
rappresentativo dell'inters partita seguendo il procedimento descritto
al punto 4.2.4.

Omogeneizzare sufficientemente il latte agitandolo meccanicaments o
manualmente.

Se il volume del latte & tale da non consentire l'impiego di un
agitatore meccanico, sgitare manvalmente.

Campionamento da un recipiente di sura

E' di fondamentals importanza che il latte versato in un recipiente di
misurs vengs opportunamente mescolsto. Per essere sicuri che il grasso
si distribuisca uniformemente pud essere necessaris un'ulteriore
sgitazione manuale 0 meccanica. Se il volume della partita da
campionare & maggiore della capacitd del rscipients, prelevare un
canpione rappresentativo dell’'intera partita seguendo {1 procedimento
descritto al punto 4.2.4.

- 12 —
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Campionsmento di unas partits contenuts in pit serbatoi
Quando ls partita di lette da campionare & contenuts in piii di un

serdbatoio, si preleva da clasunc di essi un campione rappresentativo

sunotando la quantitd’'di latte corrispondente. Se { campioni di
ciascun serbatoio non debdbono essere esaminati separstaments,

mescolarli in quantitd proporzionali al contenuto dei recipienti da cui
orano stati effsttuati i rispesttivi prelievi. Dopo aver mescolsto,

prelevare uno o0 pii campioni da gqueste guantitd proporzionaldl.

Campionamento da grandi recipienti - serbatoi d] stoccaggio da

l r v
Prima de! campionamento mescolare il latte con un metode adeguato.
Per mescolare il contenuto di grandi recipienti, dei serbatoi di
stoccaggio, delle autocisterns o dei vagoni cisterna, si consiglia di

ricorrere ali’'agitazione meccanica (4.2.5.2.).

La durata detlia mescolarione deve essere commisurata al periodd durante

il quaie i1 Jatte & rimasto a riposo. Occorre dimostrare che il metodo
di mescolamento adottato in ciascun caso particoilare é adeguato agli
scopi dell‘analisi da effettuare; il criterio di efficienza del

mescolamento influisce ssnsibiimente sulla similaritd dei risuitati dell
analisi effettuate su campioni prelevati da punti diversi delia partita «
dalto scarico della cisterna ad intervaili regolari durante (e operazion
di svuotamento. Un metodo per mescolare il latte & considerato efficace
se la ditferenza del tenore di grassi fra due campioni, prelevati 1n tal
condizioni, risulta inferiore atlo 0,1 X.

Nei:grandi serbatoi provvistl sul fondo di uno scarico si pud avere in
tale punto una piccola quantitd di latte non rappresentativa di tutto il
contenuto anche dopo aver procsduto a! mescolamente. E’ preferibile
pertanto prelevare i campioni attraverso un passo d'uomo. Per i campion
prelevati dallo scarico fare scorrere prima un ‘quantitativo sufficiente
di latte in modo da garantire che | campioni siano rappresentativi di
tutta ia partita.
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4.2.5.2. il contenuto dei grandi recipienti, dei serbatoi di stoccaggio, delle

‘la‘

autocisterns o dei vagoni cisterna pud essere mescolato :

con un agitatore meccanico montato nel recipiente ed azionato da un

motore elettrico;

- ¢on un‘elica © con un agitatore sospeso nel latte, azionatl da un
motore elettrico & montati nel passo d'uomo;

- nel caso di vagonl cisterna o di autocisterne facendo circolare il
latte attraverso (| tubo di trasferimento collegato alie pompe di
scarico della cisterna e introdotto ne! passo d‘uomo.

- con aria compressa filtrata ¢ pulita. 1In questo caso occorre
ridurre al minimo la pressione ¢ il voluma dell’aris onde evitare

lo sviluppo di rancidita.

Campionamento sutomatico o gemi sutomatice

Per campionare il latte crudo consegnato dai produttori possono
essere usate apparecchiature sutomatiche o semiauvtomatiche,
conformemente alle istruzioni date da un laboratorio di analisi o da
un'sltra autoritd competente.

Prima dell'uso, e successivamente ad intervalli regolari, tali
apparecchisture devono essere sottoposte alle prove previste dalle
sutoritd responsabili. Occorre verificare 1l'adeguatezzs dei
procedimenti di campionamento per determinare :

= {1 voluse minimo di latte raccolto che pud essare corrsttaments

campionato;
= la percentuale di un qualsiasi trascinamento (che & correlato sl

volume sinimo del campione);
- 1a capaciti di fornire dopo corretta agitazions un campione

rappresentative dell'interc insieme.

Nell'operazione di campionamento il volume totale del campione di
laboratoric rappresentative della partita & di 1 litro. Questo volume
si deve raccogliere sia nel campionamento manuale che automatico o

semiautomatico.

— 14 —
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Nel campionamento automatico o semiautomatico 1‘'operazione di prelie
vo deve essere eseguita a livello di un opportuno rubinetto inserito
© inseribile nella linea di carico del latte nell'impianto. Questo
dispositivo deve essere collegato alla linea del vapore o in maniera
tale da poterlo sterilizzare prima del suo impiego. L'apertura del
-condotto pud essere costituita da una valvola @i tipo meccanico o a
comando elettrico collegata ad un timer che a aintervallo di tempo
prestabilito possa far defluire in un vaso di raccolta un piccolo
volume in modo da formare il campione rappresentativo.

ampionamento di_ latte ttato termicamente destinato consumo diretto
in confezion ttaglio

I campioni di latte trattato termicamente per il consumo diretto in
confezioni sl dettaglio devono essere costituiti de confezioni chiuse
ermoticamente. I campioni devono essers prelevati il pitd presto
possibile subito dopo {1 trattamentc, se possidile dalls macchina
confezionatrice 0 dalla cells frigorifera dell'impianto di trattamento.
Per il latte pastorizzato si dovri procedere al prelievo dei campioni i1
giorno stesso del trattamento.

I campioni devono essere prelevati per ciascun tipo di trattamento
termico (pastorizzazione, UHT e sterilizzazione) in numero corrispondente
alle analisi previste ¢ conformemente alle istruzioni del laborstorio
preposto alle analisi o di altre sutoritd competenti.

IDENTIFICAZIONE DEL CAMPIONE

Il campione deve essore contrassegnato secondo le mdalitd di cui
all'articolo 7 del DiP:R¢ 26 marzo 1980, ns 327 (2:)s

TRASPORTO E DEPOSITO DEI CAMPIONI

Le istruzioni relative alle condizioni di trasporto e di deposito e al
tempo che deve intercorrere tra il campionamento ¢ 1'snalisi del latte
devono essers fornite dsl laboratorio di analisi a seconds del tipo di
latte @ del metodo di analisi applicato. Dette istruzioni debbono essere
impartite di concerto con l'autoriti nazionale competents.



Nelle istruzioni dedbono figurare 1 seguenti punti:
- durante {1 trasporto e 11 deposito debbono essere prese opportune

misure per evitare l'esposizione ad odori sgradevoli o alla luce solare
diretta. I contenitori dei campioni, se trasparenti, devono sssere
conservati al buio.

i canmpioni di latte crudo destinaeti all'analisi microbiologica devono
essere trasportsti o conservati ad una temperatura compress fra 0° o
4°C. Il periodo che intercorre tra il campionamento ¢ 1'anslisi deve
essere i1 pid breve possidile ¢ ia ogni caso non superiore alle 36 ors.
L'autoritd competente pud sccettare une temperatura di deposito
compreass fra 0° o 6°C se {] periodo ches intercorre tra {1 campionamento
e 1'analisi non & superiore alle 24 ore.

i campioni di latte pastorizzato destinsti all’analisi microbiologica
debbono essere trasportati e conservatil ad una temperaturas compress fra
0° @ 4°C. Il tempo che intercorre fra i) campionamento e 1l'anslisi deve
essere il pil breve possibile ed in ogni caszo non superiore alle 24 ore.
i campioni di latte diversi dal latte crudo e dal 1latte pastorizzato
destinati all'analisi microbiologica debbono essere conservati in
laboratorio in condizioni di refrigerszione e il tempo che intercorre
fra i1 cempionamento ¢ 1'analisi deve essere i1 pil breve possibile.

Le precauzioni speciali ds prendere per slcune analisi vengono indicate nella
descrizione dei divarsi metodi utilizzabili.

— 1 —
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ALLEGATO 2

1. DETERMINAZIONE DEL PUNTO DI _CONGELAMENTO

1. OSGETTO E CAMPO' DI APPLICAZIONE

Il presente procedimento fissa il metodo ufficiale per ls determinazione
del punto di congelamento del latte intaro crudo, pastorizzato,
uperizzato e sterilizzato, del latte parzialmente scremato e del latte
scremato mediante una apparecchiatura (il crioscopio a termistori) in cui
il bagno controllato termostaticamente & raffreddato per cefrigerazione

slettrica e i1 termometro s mercurio viene sostituito da una sonda a
termistore.

Esistono due tipi di strumenti: uno consente di otteners il punto di
congelamento megsimo in corrispondenza del "platsau™ dells curva di
congelamento, mantre 1l'altro, per motivi commerciali & regolato, in modo
da effettuare la letturs ad un dato istante dopo l'inizio del
congelamento. Poiché le curve di congelamento possono diffaerire da un
latte a un altro e tra il latte e le soluzionl standard usate per la
taratura, questo metodo ufficiale richiede l'uso di strumenti di ricerca
del plateau. Nel caso di misure di routins pesr lo scrsening del latte
possono essere usatl strumenti per la lettura a un tempo prefissato.

11 punto di congelamento pué servire a valutare la percentuale di ascqua
addizionata nel lstte, purchd l'aciditd del campione non sis superiore a
0,18 g di acido lattico per 100 ml (cfr. 7.4).

2. DEFINIZIONE

i dofinisce punto di congelamento del latte il valore espresso in gradi
Celsius (* C) ottenuto sffettuando la misurszione secondo il procedimento

descritto.

3. PRINCIPIO

S| raffradde un*aliquota di analisi del latte ad uns deaterminata
tonperatura, dipendente dallo strumento, ¢ si imnesca la
ceristellizzazione per vibrazione meccanica provocando cosi’ un rapido
aumento di temperatura fino al platesu che corrisponde al punto di
congelamento del campionse.

-_—17 —
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Lo strumento viene tarato regolandolo in modo da ottenere delle letture
esatte per due soluzioni standard, usando lo stesso procedimento seguito
per i campioni di latte. In tali condizioni il plsteau di il punto di
congelamento del latte in gradi Celsius.

A, APPARECCHIATU RIA

Attrezzatura di uso corrente in laboratorio ¢ segnatamente :

4.1. Crioscopio

Il crioscopio & costituito da un bagno frigorifero termostato, ds una
sonda a termistore (un termometro a resistenze a semiconduttore) con
relativo circuito & un gelvanometro o "lettore”, da un sgitatore del
campione, da un dispositivo per innescare il congelamento ¢ dalle
provette contenenti il campione.

4.1.1. Bagno frigorifeco

Possono sssers usati due tipi di bagno frigorifero.

4.1.1.1. Tipo s immersione: & costituito da un begno ben isolato contenente un
liguido di raffreddamento appropristo che viene sgitato in modo che
1a differenza di temperatura trs due punti qualsiasi del liquido non
superi 0,2°C. La temperatura del liquido non deve variare di
+ 0,5°C, rispettc al valore nominale dichiarato dal fabbricante.
£* importante che il liquido del bagno sia mantenuto ad un livello
costante. Tutta ls superficie dells provetta al di sotto della tacca
di taratura del voluae deve essere coperta dal ligquido di
raffreddamento.

4.1.1.2. Tipo & circolagzione. Un flusso continuo di un opportuno liquido
refrigerante circola intorno slla provetta. Le fluttuazioni della

temperatura del liguido imtorno al valore nominale fissato dsl
fabbricants non devono superare gli & 0,5°C.

Un liquido refrigerante adatto pué essers costituito ds una soluzione
acquoss sl 33% (v/v) di 1,2 - etandiole (giicol etilenico).
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4.1.2, Termistore e circuite relativo

Il termistore deve essere del tipo a gonda di vetro, con diametro
masgimo di 1,80 + 0,2 wm e con un diametro della biglis mon superiore

a 0,31 om. La costante di tempo del temistore deve essere inferiore a
2 secondi e il valore di 8 (cfr. nota) deve egsere elavato. La
tensione di lavorc, la corrente e la costante di dissipazione devono
esgere tali che quando la temperatura dells zona circestante &

- 0,512°C la temperatura del termistore non deve superarla di oltre
0,0005* C. La tollersnza massima per la resistenza deve essere di & 5%.

Quando 1la sonda & in posizione di lavoro nel crioscopio, l'estramitd
della parte in vetro deve trovarsi sull'asse dolla provetta @ a 44,6 +
0,1 om sotto 1'estremitd superiore del tubo (cfr. fig. 1). Occorre
quindl disporrs di una sagoma che consanta all'utilizzatore di
posizionare la sonda corrsttamente.

Note - B definisce le cacatteristiche resistenza/temperatura del
termistore in base alla formule :

-4z _1_8
daT R T2

dove

T & la temperstura in *K

R & la resistenza in ohm alls temperatura T

-ae 1 .8, i
aT z 5 = T3 & 1L coeffictiente di temperatura.

B8 & una costante che dipsnde dsl materiale di costruzione del
termistore. Di solito si raccomanda un valore di 8 superiorse
a 3.000.

4.1.3. Misurszione e spparecchio di lettura

4.1.3.1. Pripcipio di misurazione. L'apparecchio usato deve operare secondo il
principio della ricercs del primo "plateau” della curva del punto di

—_19 —
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congelamento. Per plateau si intende la parte della curva in cui la
temperatura timane costante a & @,002°C per almeno 20 secondi.

4.1.3.2. Punzionsmento manygle. La resistenza del termistore deve essere
equilibrata per mezzo di un ponte di Wheatstone o di un dispositivo
analogo, utilizzando dei resistori stabili di qualitd superiors con
tolleranza massima di & 10 % ed il cui coefficiente di temperatura

non superi 2 x 1077 <c.

Ls variabiliti della resistenza in tutto il campo di lavoro non deve
discostarsi dalls linesritd pit dello 0,3% del suo valore massimo.

Deve essere possibile regolere i resistori per ls taratura.

L'intervallo di graduazione della scala di letturs non deve essere

supsriors a 0,001°C.

4.1.3.3. Funzionamento gytomstico. Il dispositivo di lettura deve essers tale
da poter apprezzare almenoc 0,001°C nell'intervello da 0 a ~1°C.

I1 dispositivo di lettura ed il relativo circuito devono avere una
stabilitd tale che indicazioni successive della stesss temperatura

non varino di oltre 0,001°C.

La linearitd del circuito deve essere tale che, se¢ lo strumento ¢
correttamente usato, non si producsno errori superiori a & 0,0001°C
in nessun punto dell’intervallo compreso tra 0,400 e -0,600°C.

4.1.4, Agitatore
Per agitare 1l'aliquota di analisi si use un filo metallico inerte

rispetto al latte del diametro ¢i 1 - 1,5 mm.

L'sgitators deve essere regolsto in ampiezza ¢ deve essere posizionato
verticalmente con la sua estremitd inferiore allo stesso livello della
punta della sonda s termistore. E' consentita une tolleranzs di circa
1,5 om cispetto a tale posizione.

L'agitatore deve vibrare lateralmente con un'ampiezza sufficiente
fissata dal fabdricante (nom inferiore a & 1,5 om) per sssicurare che

— 20 —
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la temperatura nellsliquota di anmalisi si mantenga uniforme per tutta
la determinazione. Durante il funtionamento 1°'agitatore non deve mai
venire a contatto con la sonda a termistore ¢ con le pareti dells
provetta.
4.1.5. Apparecchistura per inpescare il congelamento

8i pué ricorrere & qualsiasi apparecchiatura che funzionando inneschi
istantaneamente il congelamento dell'eliquots 4i analisi in modo da
portarne la temperaturs in prossimitid del punto di congelamento. A tale
scopo pud essers ussto l'agitatore; un metodec consiste nell'sumentsre
1'smpiezza delle vibrazioni per 1 - 2 secondi in modo che 1l'agitatore
tocchi 1a parete della provstta.

4.1.6. Provetts contenenti i] campione

Le provette per il campione (cfr. fig. 1) devono essere 4i vetro di
50,8 + 0,1 sm con un diametro esterno di 16,0 + 0,1 mm ¢ un diametro
interno di 13,5 & 0,1 mm. Nella provetta lo spessors della parete non
deve variare di oltre 0,1 wm.

La provettes devono recare una tacca di taraturas s 29,8 sm sotto i1
bordo (21 mm sopra la base) in corrispondenza di un volume del campione
di 2,5 &+ 0,1 ml.

4.1.7. Alimentazione elettrice

4.2.

La tensione di slimentazione deve essere stabilizzata sia all'internc
dell’apparscchio, sia esternamente in modo che le fluttuazioni nen
superino 11 &+ 1 % del valore nominale quando 1l'slimentazions principale

varia del &+ 6 %.

Bilancis analitica

4.3, Palloni tarati da 12000 ml, classe A.

4.4. Stufe ad essicazjone, ben ventilate, termostatadili ad uns temperatura di

130 + 1°C

oppure

forno elettrico, ventilato, termostatabile a una temperstura di 300
+ 25°C.

—~— 2 —
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4,5, Essiccatore

e ————————————————

5. REATTIVI

5.1. Acqua digtjllats in un apparscchio di vetre gl borosilicato, bollita e

raffreddata a 20 + 2°C in un pallone provvisto di un tubdo per
1'assorbimento del biossido di carbonio.

5.2. Cloruro di sodio, di qualitid anslitica, finemente polverizzato, essiccato
per 5 ore in ua forno a 300 + 25° C oppure in slternativs in una stufa s
130 + 1°C per almenc 24 ore-e raffreddato a temperature ambiente in un
essiccatore efficace.

5.3. Preparszion 1le goluzion ard
Pesare la quantitd opportuna {(cfr. tabella 1) di eclorure ¢i sodio
essiceato (5.2.) in un pesafiltri. Sciogliere in scqua distillata (5.1.),
trasferire quantitativamente in un pallone tarato ds 1.000 ml o portare a

volume con acqua e 20 & 2°C.

Conservare per non pii di 2 mesi & circa 5°C in bottiglie di polietilene
ben tappate di capscitd non superiore a 250 ml.

Iasbells 1 - Punto di congelamento delle goluzicni di cloruro di sodio a 20°C

g NaCl/l *C
6,859 - 0,408
7,818 - 0,464
8,149 - 0,483
8,314 - 0,492
8,480 - 0,502
8,646 - 0,512
8,811 - 0,521
8,977 - 0,531
9,143 - 0,541

10,155 - 0,600
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Prima di usare una soluzione standard, capovolgere dolcemente e ruotare pii
volte la bottiglia per mescolarne completamente il contenuto. Non agitare
engrgicamente la soluzione standard per evitare che venga inglobata
dell’aria.

I campioni di una soluzione standard devono essers prelevati dalla
bottiglia versando la soluzione in un bicchiers pulito ¢ asciutto, Non
utilizzare pipette.

Non usare soluzioni contenute in flaconi wvuoti per pilu di tre quarti né
soluzioni aventi pid di due mesi, se non sono conservate con un fungicida

(ad ssempioc una soluzione di tiomersale a 10 g/l).

6. TARA ' E

Il crioscopio deve essere posizionato in modo tale che la temperatura
dell'aria circostante non si discosti di oltrs 1°C dalla temperatura 4i
taraturs. Il crioscopio non deve essare esposto alls luce solare 0 a
correnti d'aria o 1s temperature ambiente non deve superare { 26-27°C.

Verificare che 1] crioscopio sia in buono stato 41 funzionamento,
conformente alle indicazioni del fabbricante ¢ che sia steto azionato da
slmeno 12 ore prime di procedere alla taraturs. Verificare la posizione
della sonda, l'ampiezza di vibrazione dell'agitatore ¢ la temperaturs dei
liquidi refrigeranti.

Scegliere due soluzioni standard (cfr. tadells 1) che delimitino da
vicine il valore presunto del punto di congelamento del campioni di latte
da analizzare. E' preferibile che la differenza dei punti di congelamento
delle due goluzioni non sia inferiore a - 0,100%C.

(In alcuni tipi diffusi di cricscopio il circuito del termistore & tale
da vaggiungere 1l'equilibrio per uyn determineto valore del punto di
congelamento all'interno del campo di misurazione dello strumento. In
tali casi 1'impiego fra le altre soluzioni di tarstura di una soluzione
stendard avente tale punto di congelamento rende pid faclili le operazioni
di taraturs; 11 fabbricante deve fornire tale valore).
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Pipettara 2,5 & 0,1 ml di una soluzione standard in una provetta per
campioni pulite e asciutta ¢ fare funzionare il crioscopio.

Nots - Le provette per i campioni usate durante la taratura devono essers
dello stesso tipo di vetro di gquelle usate dursnte l'enalisi dei
campioni 41 latte e devono essere lavate e sciacquate
contemporanesmente ad esse ¢on acqua deminsralizrats.

Le temperature delle soluzioni standard devono essere ugusli a
Qquelle dei campiont di latte.

Procedere ai controlli di taraturs, seguendo le istruzioni del fabbricante,
fino & quando la lettura del crioscopio coincide con i1 punto di
congelamento dells soluzione standerd. Ripetere i1 procedimento con l'altra
soluzicne standard, e continuare ad alternarle in Questo sodo fino a quanto
due letture successive danno per ciascuna soluzione il corretto valore del
rispettivo punte di congelamento senza ulteriori aggiustamenti. Il
crioscopio & cosi® pronto per 1l'impiego ed indicherd dicettamente, senza
alcuna correzione, 11 punto di congelamento del campione &l latte.

7. REPA ONE DEL CAMPIONE PER L°ANALISI

7.1, Se occorre .,conservare i campioni ad une temperatura compresa tra 0 e 5°C,

7.2. Eliminare del campione i corpi estranei visibili &d occhic nudo o le
particelle di materia grassa solida, filtrando eventualmente in un
recipiente asciutto ¢ pulito, e mescolare dolcemente il campione.
L'eventuale filtro deve essere inerte rispetto al latte e risultare

efficiente alls temperstura di laboratorio.

7.3. I1 latte pud essere analizzato eslla temperaturas di conservazione (tra 0 e
5°C) oppurs pud. essere portato alla temperatura di laboratorio prima di
iniziare l'analisi. In ogni caso la soluzione standard ed i campioni di
latte al momento dellas loro utilizzazione devono esseres slla stessa

temperaturs.
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7.4. Determinare 1'sciditd titolabile del latte per guanto possibile
contemporansamente alla determinaZzione del punto 41 congslamento. Non si
possono analizzare campioni con aciditi superiore a 0,18 g di acide
lattico per 100 ml di latte.

7.5. Prima dell’analisi il latte UHT e gquello sterilizzato devono riposare in
recipiente aperto per almeno 20 minuti.

8. PROCEDIMENTO

8.1, Vacifiche preliminari
YVerificars che i1 livello ¢ la temperastura del liguido refrigerants sia

quello previsto dalle istruzioni del fabbricante e che, se occorre, la
sonds a termistore sia collocats in una provetts wvuotas nell‘alloggiamento
destinato al campione. Mettere in funzione il erioscopio #d accertare che
11 liquido refrigerante secondo 11 caso sia adegustamente agitato o
circoli correttamente. Dopo almenc 12 ore di funzionamento, verificare la
temperatura del liguido refrigerante nonché la posizione ¢ 1'ampiezza di
vibrazione dell'agitators.

8.2. Verifica di routine dells taratura
Prima di ciascuna serie di determinszioni, misurare il punto di

congelamento di una socluzione standard di cloruro di sodio (ad es.: una
soluzione con punto di congelamento -0,512°C) fino a quando la differenza -
fra due determinazioni consecutive non sia maggiore di 0,001°C. Se la
media di questi due valori differisce dal punto di congelamento della
goluzione standard di pit ¢i 0,002°C, effettuare nuovamente la tarastura

del crioscopio come descritto al paragrafo 6.

Se il crioscopio viene utilizzato in continuo, effettuars la verifica di
routine della taratura almeno ogni ora, tenendo conto anche delle

istruzioni del fabbricante.

8.3. Determinazione de]l punto di congelsmento del latte

Capovolgere dolcemente e far ruotare pil volte il recipiente con il
campione di latte in modo da mescolarne il contenuto. Evitare comunque di
agitare violentemente il campions per non fare inglobare aria.
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Pipettere 2,5 ¢ & 0,1 ml di latte in una provetta pulita e asciutta
prelevando. 1'eventusle quantiti ip eccesso con una pipetta. Verificare
che la sonda & 1°'agitatore siano puliti ed asciutti strofinandoli, se
occorre, attentaments dal batso verso 1'alto con una salviettina morbida,
pulita @ che non lasci peli.

Inserire la provetta nel crioscopio tarato seguendo le istruzioni del
fabbricante. Il latte deve essere raffreddsto ¢ il congelamento deve
innestarsi slla temperatura specificata dasl febbricante con una
tolleranze di ¢+ 0,1°C.

(Su alcuni strumenti sutomatici quests temperatura pué essere rilevata
eon un lettore digitele; negli strumenti manuali la precisione richiesta
si ottiene verificando che il congelamento inizi quando 1'ago o 11 filo
del galvanometro coiancide con la tacca specifica).

Se per qualche motivo il congelamento 4 iniziato prima o dopo il livello
di reaperaturs indicats, interrompers 1l'analisi ¢ ricominciarla con

un‘altrs aliquots di anslisi del latte. Se anche guesta seconda aliquota
congela prisa della temperatura indicata, visceldare a 45°C un‘ulteriore
aliquota di analisi e mantenerla per cingue minuti a questa temperaturs

per far fondere la materia grasss cristallina.

Raffreddare quindi slla temperstura della prova ¢ procedere immediatamente al nuovo
saggio. Las temperatura del lette dopo 1l'innesco del congelamento aumanta
rapidanente #ino ad un valore che si mantiene praticamente costante per um certo
periodo prima di abbassarsi nuovamente. Il punto di congelamento corrisponde alla
temperaturs pii elevaeta raggiunts durante tale pericdc ed & guesto il valore da
registrare.

Nots ~ Il periodo in cui ls temperaturs si mantiene costante ¢ 1'intervallo di
tempo che intercorre tra 1'innesco del congslaments ¢ 1'istante in cui si
raggivunge la temperatura pit elevata varisno da un cempione all’altro e per
1'acqua & le soluzioni standard di cloruro di sodio sono actevolmente pii
brevi che per il latte. E*' essenziale annotare la tempersturs piil elevats.

Una voltsa effettuats la misuta in wodo soddisfacente, estrarre la provetta & lavare
¢on acqua la sonds s termistore o l'agitatore asciugandoli dal basso verso 1l'slte
con una salviettina morbide pulite e che non lasci peli; effettuare guindi une
seconda determinazione su un'sltra aliquots di enalisi del latte.

—_26 —
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9.

”1.

9.2.

. _

Se la differenza fra i punti di congelamento ottenutl & maggiore del valore di
riperibilitd (0,004°C) eseguire una seconda determinezione su un‘altra sliquota.
Purché le due determinszioni non differiscano 4i piu di 0,004°C registrare 1 valori
ottenuti e utilizzarli per calcolsre il risultato definitivo.

. Raffreddsmento dells sonda

Dopo aver utilizzato l'aspparecchio, collocars una provetta vuota nell'alloggiamento
destinato al campione ed sbbassare il mandrino in modo da mantenere ls sonda fredda.

(Nei tipi di criosecopio in cui c¢id non sia povsibile prima di procedere alle
misurazioni ¢ indispensablile sccertare che ls sonda sia adegustamente raffreddata
effettuando, ad esempio, alcune determinszioni fittizie fino ad ottenere delle
letturs costanti).

ESPRESSIONE DEI RISULTATII

Calcolo

Se 1a verifica di routine della tacatura conferma la validitd di quest'ultima,
calcolare la medis dei valori sccettabili del punto di congslamentoc ottenuti con
determinazioni effettuate in doppio, spprossimsta a meno della terze cifra decimale.
Se la sommna dei due valori accettsbili ottenuti con determinazioni

effettuate in doppio & un numero dispari, la media dev'essere srrotondata

al numero pari pid vicino come mostra l'esempioc seguente :

Punto di congelamento (*C)

Valori delle determinazioni in doppio Media
- 0,544 - 0,545 -~ 0,544
- 0,545 -~ 0,546 - 0,546
Pracisione

9.2.1. Ripetibilita (r) : 0,002°C.

$.2.2. Riproducibilita (R) : 0,006°C.
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. NAZIONE *ATT TA* FA CA
1. 0c PP AL E

Il presente procedimento descrive il metodo di riferimento per 1la
determinazione dell'attivitd fosfatasica nel latte pastorizzato.

2. DEFINIZIONE

2.1. L'sttivitd fosfatasics & una misura della quantitd di fosfatasi aleslina
attiva presente nel prodotto ed espressa come quantitd di fenolo, in

mocrogrammi, liberata da 1 ml di latte pastorizzato nelle condizioni
specificate nel metodo.

2.2. Ltattivitd fosfatesica di un latte si considera negative se risultas
inferiore a 4 ug/ml.

3.  PRINCIPIO

Ltattivita fosfatasica & determinata dalla quantitd di fenolo liberata
dal fenilfosfato disodico addizionsto al campione. Il fenolo liberato
reagisce con dibromochinmeclorimide dando dibromoindofenoclo (di colore
azzurrognolo) che viene determinato per colorimetria s 610 nm. Si
effettus quindi un confronto con un campione in cui l'encima fosfatasi &
stato pracedentemente distrutto.

4. BEATIIVI

4.1, Tampone di borsto e di idrospido di bario

4.1.1. Sciogliere in acqua 50,0 g di idrosside di bario (Ba(ou)z.anO) .
portare a 1.000 ml.

4.1.2. Sciogliere in scqua 22,0 g di acido borico ‘“3'03’ ® portare a
1.000 ml.
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4.1.3. Scaldare 500 ml di ciascuna soluzione & S0°C, mescolsare le solugioni,

agitare, raffreddare rapidamente s circa 20°C ¢ regolare eventuslmente
il pH o 10,6 + 0,1 con la soluszione 4.1.1. 0 con la 4.1.2. PFiltrave.
Conservare la soluzione in un recipiente ermeticamente chiuso.

A4.1.4, Prima dell'uso, diluire la soluzione con uguale volume di acqua.

4.2.

‘.3’

4.4.

‘.s-

Tsmpone per lo sviluppo del colore
Sciogliere in acqua 6,0 g di metaborato sodico (n.noz) oppure 12,6 g di

uonoz.auzo ¢ 20,0 g di ecloruro di sodio (NaCl) e portare a 1.000 ml.

Tampone del colore diluito

Sciogliere con scqua 10 ml del tampone per lo sviluppo del colore (4.2.)
portando il volume & 100 al.

Substrato tamponato
Sciogliere 0,1 g di fenilfosfateo disedico disidratato esente da fenolo in

100 ml di tampone (4.1.3.) oppure sciogliere 0,5 g di fenilfosfato
disodico in 4,5 ml di soluzione tampone per lo sviluppo del colore
(4.2.). Aggiungere due gocce di soluzione BQC (4.6.) e lasclare in riposo
a temperatura ambiente per trenta minuti. Estrerre il colore cosi’
formatosi con 2,5 ml di butan-1-0lo. Lasciar riposare fino alla
separazione del botan-l-oloc. Togliere il Butan=i-olo e sliminarlo.

Dopo la separazione scartare il butan-l-olo. Ripstere, se necessario,
1'estrazions.

Ls soluzione pud essers conservata in frigorifero per quanche giorno;
prima dell'uso sviluppare il colore ed estrarre di nuovo. Preparare il
substrato tamponato subito prima dell'uso diluendo 1 ml di questa
soluzione a 100 ml con la soluzione tampone 4i borato e di idrossido di
bario (4.1.3.).

Precipitante al rame-zinco

Sciogliere in scqua 3,0 g di solfato di zinco (zuso‘. 7320) e 0,6 g
di solfato rameico (Cuso‘c suzm @ portare a 100 ml.
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hinon rimide (soluzione
Scioglieres. 40 &+ 1 mg di 2,6-dibremochinoneclorimide (BQC)

(C_H.Bp cno‘) in:10 ml di etanolo al 96% (v/v).

622

Conservare in frigorifero in bottiglia di colore scuro. Il reattivo va
buttato vie se cambia colors o se & stato preparato ds pit di un mese.

4.7, Soluzione di solfato rameico (II)
Sciogliere in acqua 0,05 g di solfato rameico (II) (Cuso‘.sn

portare a 100 ml.

20) -

4.8. Soluzioni gtandard di fenolo

4.8.1. Pesare 200 4+ 2 mg di fenolo puro anidro, @ portare con acqua a 100 mi
in un pallons tarato mescolando. Questa soluzione madre pué essers
conservatas par diversi mesi in frigorifero.

4.8.2. Diluire 10 ml della soluzione madre a 100 ml con acqus ¢ mescolare.
1 ml contiene 200 ug di fenolo.

S. APPAR RA E VETRERIA
Note : &) Tutta la vetreria, i tappi e gli attrezzi per i1
campionamento devono essere sccurstamente puliti. E*
consigliabile risciacquarli con acqua distillata bollita di
recente o passarli a vapors.
b) Alcuni tipi di tappil di plestica possono ceders fenolo e non

devono quindi essere usati.

Attrezzatura di uso corrente in laboratoric ed in particolare :

5.1. Bilancias analitica

5.2, Bagnomaria, termostatabile a 37 & 1°C.

—_3] —
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5.3. Spettrofotometro, per letture ad uns lunghezza d'onda di 610 nm.

5.4

Provette per ls prova, d2 16 0 18 mm x 150 mm, preferibilmente graduate
sui 5 @ 10 ml.

5.5. Pipette

5.6. Imbuti di vetro di dimensioni appropriate, ad esempio con disametro di
5 em.

$.7. Filtri pieghettati con diametro di almeno 9 em per velocitd di
filtrazione media.

5.8. Palloni tarati per la preparazione delle soluzioni standard.

6.  PEOCEDIMENTO

Note -

a) Bvitare, nel corso delle determinszione, l'esposizione direttas alla
luce solare.

b) Davono essers evitate tracce di saliva ¢ di sudore che possono dare
risultati falsamente positivi. Prendere di conseguenzs le necessarie
precauzioni nel pipettare il campione.

6.1.Preparazione del cagppione de gnalizzare

6.1.1. BRffettuare 1'anslisi subito dopo il campionamento. In caso contrario

6.2.

conservare il campione in frigorifero, ma per non piii di 2 giorni.

Aliquots di anslisi

Pipettare in ciascune delle due provette per la prova (5.4.) 1 ml del
campione da analizzare, usando una provetts come controllo o psr la prova

in bianco.
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6.3, De_terminazione

.8.3.1. Scaldare 1l bianco per 2 minuti in acqua bollente; coprire la provetta
e il becher contenente 1l'acqua bollente con un foglio di alluminio, per
essere certi che tutta la. provetta venga scaldata. Raffreddare
rapidamente fino a temperatura ambiente.

6.3.2. A partire da questo momento trattare il bianco ed il campione in esame

nello stesso medo. Aggiungere 10 ml di substratc tamponato (4.4.) e
mescolare.,

6.3.3. Porre subito in incubazione 1 -campioni nel bagnomaria (5.2.) per 60
minuti, mescolando di tanto in tanto (almeno 4 volte) il contenuto
della provetta.

6.3.4. Scaldare in acqua bollente per 2 minuti come descritto al precedente

punto 6.3.1. Raffreddare quindi rapidamente fino alla temperatura
ambiente.

6.3.5. Aggiungere 1 ml del precipitante rame-zinco (4.5.) a ciascuna provetta
e mescolare accuratamente,

6.3.6. Filtrare su carta da filtro asciutta, scartare 1 primi 2 ml e, se
necessario, filtrare di nuove sano ad ottenere un filtrate limpido;
raccogliere 5 ml di filtrato in una provetta.

6.3.7. Aggiungere 5 ml del tampone per lo sviluppo del colore (4.2.).

6.3.8. Addizionare 0,1 ml della soluzione BQC (4.6.), mescolare e lasciare
sviluppare la colorazione per 30 minuti a temperatura ambiente.

6.3.9. Misurare 1l'assorbanza rispetto al controlleo o al bianco nello
spettrofotometro (5.3.) alla lunghezza d'onda di 610 nm,

6.3,10.8e l'assorbanza misurata in 6.3.9. & superiore a quella della soluzione
standard, contenente 20 ug di fenolo per provetta, misurata al punto
6.4.4., ripetere la determinazione diluendo opportunamente il campione.

—_ 33—
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Preparare tale diluizione mescolando 1 volume del campione in esame
con un appropriato volume di una sligquotea dello stesso campione
portata con precautions all'ebollizions per inattivare la fosfatasi.

6.4. el urve atyura

6.4.1. A particre dalla soluzione standard di fenolo 4.8.2., preparare una
serie appropriats di soluzioni standard diluite contenenti 0 (controllo
o bisnco), 2, 5, 10 ¢ 20 ug di fenolo per millilitro e pipattars
rispettivemente 1 ml di acqus ¢ 1 ml delle guattro soluzioni standard
di fenolo in ciascuns delle cinque provette.

6.4.2. Aggiungere a ciascuna provetta 1 ml dells soluzione di solfato rameico
(I1I) (4.7.), 5 ml del tampone del colore diluito (4.3.), 3 ml di acqgua
¢ 0,1 ml dells soluzione BQC (4.6.); mescolars.

6.4.3. Lasciare sviluppare il colore per 30 minuti a temperatura ambiente.

6.4.4, Misurare l'assorbanza rispetto al controllo o al bianco nello
spattrofotometro alla lunghezza d'onda di 610 nm.

6.4.5. A partire dai valori di assorbanze (6.4.4.) ottenuti per ciascuna

quantitd di fenolo addizionats (6.4.1.), caslcolare la retta di
regressions con il metodo dei minimi quadrati.

7. ESPRESSTONE DEI RISULTATI

7.1. Calecolo risula

7.1.1. Partendo dalla lettura dell'assorbanza (6.3.9.) determinare la quantiti
di fenolo utilizzando la retta di regressione ottenuta (6.4.5.).

7.1.2. Calcolare 1l'attivitd fosfatasica, espresss in microgrammi di fenolo per
2illilitro di latte pastorizzato con ls seguents formula :

— 34 —
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Attivitd fosfatasica s 2,4 x A XD

dove

A & la gquantitd di fenolo in mocrogrammi ottenuts come indicate in 7.1.1.;

D ¢ i1 fattore di diluizione della diluizione effettusta come indicato
in 6.3.10. (in assenza di diluizione, D = 1).

I1 fattore 2,4 & i1 fattore di diluizione (5/12 di 1 ml del campione in
esame) - cfr. 6.2. od ancors 6.3.2., 6.3.5. ¢ 6.3.6.

7.2, Brecisione

1.2.1. Ripetidilitd (r) : 2 ug. fenolo/ml.

T.2.2. Riproducibilita (R) : '3 (iniziale) ug. fenolo/ml.

71.2.3. Se si & proceduto ad una diluizione come indicato in 6.3.10., le

tolleranze di cui ai punti 7.2.1, e 7.2.2. sl applicano ail risultati
ottenuti sul campione diluite.

- 35 —
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066 PLI E

I1 presente procedimento descrive il metodo ufficiale per la
determinazions della presenza o assenzas dell'enzima perossidasico nel
latte come controllo dells pastorizzazione.

DEFINIZIONE
Reszione perossidasics positiva:

Se il latte & stato pastorizzato in modo corretto dopo aver mescolsto
coumparird entro 30 secondi una colorazione azzurra.

Reazione perossidasica negetivs:

Nei 30 secondi che seguono la miscelazione, non appare slcuna colorazione.

PRINCIPIO
L'enzima perossidasico decompone il perossido di idrogeno. L'ossigeno

atomico liberato ossida 1'l.4-fenilenediammina che & incolore
trasformandolo in indofenolo di colore rosso porpora (test di Storchs).
L'intensitd del colore & proporzionale alls concentratione dell'enzima.

REATTIVI

olyzione - n in

Sciogliere in acque calds (50°C) 2 g di 1,4-fenilenediammina

‘06“8"2) e portare a 100 ml. Versare la soluzione in una bottiglia
scura chiusa con un tappo di vetro ¢ conserverla al fresco ¢ sl ripare
dalla luce. Upno o due gloeni dopo la preparszione una soluzione di

1,4-fenilenediamming forma un deposito e non & pli utilizzabile.

Soluzione di perossidoe di idrogenoc

Diluire con acquas 9 ml di perossido di idrogeno al 30% ¢ portare a
100 al. Per stabilizzere aggiungere 1 ml di acido solforico concentrato
per litro di soluzione.
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Ls soluzione di perossido di idrogeno & stabile per un mese se viene
tenuta al fresco ¢ al riparo dalls luce in una bottiglia con tappo di
vetro svitando gqualsiasi econtatto con composti organici.

EROCEDIMENTO

Introdurre 5 ml del campione di latte in una provetts pulita munita di
chiusurs adeguats.

Aggiungere 5 ml della soluzione di 1,4-fenilenediammine (4.1).
Aggiungere 2 gocce di soluzione di perossido di idrogeno (4.2.).
Controllare la colorazicne nei 30 secondi che seguono la miscelazione. Se

la colorazione azzurrs si-ottiene pii di 30 secondi dopo l'addizione dei
reagenti 1a reazione non & specifica.
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E DE CRORGCANISMI - CONT IN PIASTRA A 30°C.

1. OGGETTO CAMPO D*APPLI ONE
I1 presente procedimento descrive il metodo ufficiele per ls numerazione
dei microrganismi con la tecnica del conteggio delle colonie a 30°C.
I1 metodo si applica al latte crudo, el latte pastorizzato, nonché sl
latte uperizzato e sterilizzato dopo preincubazione a 30°C per 15 gg.

2. DEFINIZIONE
Con il termine “microorganismi” si intendono gli orgenismi che formano
colonie numeradbili se posti 1a incubazione sercbice nelle condizioni di
seguito specificate.

3. PRINCIPIO
In alcune piastre di Petri si mescols un volume definito del campione di
latte con il terrenc colturale incubando a 30°C per 72 ore. $i contano
quindi le colonie e =i calcola il numero di aicrorganismi per 1 ml nel
caso del latte crudo o pastorizzato e per 0,1 ml nel caso del latte
vperizzato o steriligzato preincubato.

4.. PAREC RA B VETRERIA
Attrezzaturs di uso corrente in laboratorioc e in particolare :

4.1. pApperecchigtiyrs

4.1.1. Stufa ad gris celds, in gredo di operars a 170-175°C.

4.1.2. Autoclave, termostatabile a 121 4 1 *C.

4.1.3. Jermostato, regolabile ad una temperaturs uniforme di 30 & 1°C.
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4.1.4.

4.1.5.

4.1.6.

4.1.7.

‘.1'&.

4.1.9.

plimetro, con compensazione della temperatura e con una precisione di
4 0,1 uniti pH.

Bagnomarjps, regolablle a 45 + 1°C

Lente, ingrendimento 2-4x.

Lente, ingrandimento 8-10x.

Apparecchio contacolonie

Mescolatore in grado di mescolare 1 ml del campione di latte o dells
diluizione decimale con 9 ml del diluente o il cui funzionamento gia
basato sul principio della rotazione eccentrica del contenuto della

provetta.

4.2, Vetreria

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4,2.4,

Provette con chiusura opportuns e di capacitd sufficiente a
contenere 10 ml della prima diluizions o delle diluizioni decimali
successive lasciando lo spazio necessario per les miscelazione.

Palloni da 150 - 250 ml o provette, da circs 20 ml, per contenere il
terreno coltursle.

Pipetts sterili (chiuse ad una estremitid con wn batuffolo di cotone)
in vetro o materiale sintetico con punts a foro normale, della
capacitd nominale di 1 ml, aventi un foro di scorrimento del
diametro 41 1, 75 -~ 3 =sm.

Plaztre dif Petri sterili, in vetro trasparsnte ¢ ieolore o
materisle sintetico starile, con diametro interno del fondo dellas

scatola dl circe 90-100 m. L'altezza interna deve essers di slmeno
10 mm. Il fondo non deve prasentare alcuna irregolaritd che possa
interferire con {1 conteggio dells colonie.

— 39 —



$.1.

Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 90

La vetreria deve essers steriligzats con uno del seguentl metodi :

a) mantensndola a 170 - 175°C in uns stufa aéd aria calda (4.1.1.) per
sineno un'ora.
b) mantenendols a 121 4+ 1°C in sutoclave (4.1.2.) per almenc 20 minuti.

Pare particolare attenzione a che nell'autoclave si sbbia un'adegusta
penetrazione del vapore - ad esempioc se l'attrezzatura & sterilizzata in
contenitori questi non devono essere chiusi ermeticamente ¢ i tappi dei

palloni non devono essere sercati.

La vetreria sterilizzatas nell'autoclave deve essere asciugata facendo
scaricare i1 vapore.

Le pipette devono essere sterilizzate in uns stufs ad aris calds (4.1.1.).

TERRENO COLTURALE - LATTE AGARIZZATO PER IL CONTEGGIO IN PIASTRA
Composzizione

Estratto dil lisvito 2,5

Teiptone 5,08

Glucosio D(+) o destrosio 1.0

Latte scremato in polvere 1,0 ¢

Agar da 10 & 15 g 2 seconda delle

proprietd gelatinizzanti
dell'agar impiegato
Acqua 100 =l

I1 latte scremsto in polvere deve essere esente da sostanze inlbenti. Cid
deve essere verificato con delle prove comparative utilizzando un latte
scremato in polvere che sia riconosciuto esents da sostanze inibenti.
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Prepar n

Disparders o sciogliere gli ingredienti in acqua nel seguents ordine:
sstratto di lievito, triptone, glucosic ed infine latte scremato in
polvere. Quests operazione risulterd pid facile riscaldando la
sospensions. Aggiungere 1'agar e portare ad ebollizione, agitendo in
continuazione sino s quande 1'agar & completamente disciolto oppure
riscaldare a vapors per circa 30 minuti.

Filtrare evenutslmente su carta da filtro.

Verificare il pH con un pMmetre (4.1.4.) ed aggiustarlo eventualmente con
une soluzione (almeno 0,1 mol/l) di idrossido di sodio o di acido
cloridrico in modo che, dopo sterilizzazione, i1 pH a 25°C ¢ia 6,9 + 0,1.

Distribuzione
Suddividere il terreno (5.1.) in quantitd di 100 - 150 sl per pallone o
di 12 - 15 ml per provetta (4.2.2.). Tappare i pelloni e le provette.

Sterilizzare in autoclave (4.1.2.) a 121 + 1°C per 15 minuti.

Controllare il pH del terceno.

Se il terreno non deve essere usato immediatamente, conservarlo al riparo
dalls luce & una temperatura compresa tra 1 ¢ 5°C per non pit di un mese
dopo la preparazione.

Jerreno colturale disidratato disponibile in commercio

Il terreno di coltura (5.1.) pud essere preparato s partire da un terrenc
digidratato disponibile in coemercio. Seguire in tal caso le istruzioni
del fabbricante aggiungendo, prime della dissoluzione, il lstte scremsto
in polvers, nel caso che gquesto non sia indicato fra gli ingredienti.

Aggiustare 11 pH & 6,9 & 0,1 a 25°C coms descritto al punto 5.1. o
vipartire nei contenitori, sterilizzare ¢ conservare il terrsno come
descritto sl punto 5.2.
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Soluzione salina/peptone

Compogizions
Peptone 1,0

Cloruro di sodio (NaCl) 2.5¢
Acqua 1.000 m}

Prepacazione

Sciogliere gli ingredienti im acqua, riscaldando, se necessario.

Verificare {11 pH con un pHmetro (4.1.4.) ¢ aggiustares evenutalmente il pH
con uns soluzione (almeno 0,1 mol/l) di idrossido di sodio o di acido
c¢loridrico in modo che, dopo sterilizzazione, i1 pH & 25°C risulti 7,0 &
°.10

istribuzione, sterilizza s @& e n jilusnte

Distribuire il diluente (6.1.) nelle provetts (4.2.1.) in gquantitd tali
che a sterilizzazione avvenuts ciascuna provetta ne contenge 9,0 ml. &
0,2. Tappare le provetts.

Sterilizzare in sutoclave (4.1.2.) a 121 4+ 1°C per 15 minuti.

Verificare 11 pH del diluents.

Se non deve sssers usato ismediatamente, conservars il diluente, sl
riparo della luce, a una temperatura compresa tra 1 e 5°C, per non piu di
un mese dopo la preparazione.

1lyent dratati dis ibili § reio

I1 diluente (6.1.) pué essers preparato a partire da compresse o polveri
disidratate disponidili in commercio. Seguire in tal ceso le istruzioni
del febbricante. Aggiustare il pH come descritto al puato 6.1. ¢

distribuire, sterilizzare ¢ conservare i diluenti come descritto in 6.2.

— 4 —
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P MENTO

sio t no nutritive
Prima di proceders all'esame microbiologico, far fonders rapidemente la
quantitd di terreno necessaris e raffreddare il terrenoc a 45 + 1°C in
bagnomaris (4.1.5).

Preparazione ds -] atte

Mescolare a fondo il campione di latte, in modo che { microrganismi siano
distribuiti i1 pid uniformemente possibile, capovolgendoe rapidamente per
25 volte il contenitore del campione. Rvitare la formazions di schiuvma
oppure lasciarls disperdere. Tra la miscelazione ed il prelievo
dell’aliquota di analisi non devono trascorrere pidl di tre ainuti.

7.3. ggggggg;1ggg_gg;;;_ggigg_gigglgigng'(10'1) (latte crudo e piastorizzatoe).

?

7.

&,

S.

Aggiungere con uns pipetta sterile (4.2.3.) 1 ml del campione del latte
(7.2.) ecrudo o pastorizzato a 9 ml di diluente (6.1.) evitando di toccare
il diluente con la pipetta. La temperaturs del diluente deve essere
approssimativamente uguale & guaslla del campione di latte. Mescolare
accurataments qQuesta prima diluizione nel mescolatore (4.1.9.) per 5-10
secondti.

Si ottiene cosi®' una prima diluizione 10-1.

pastorizzato)
Trasferire con una pipetta sterile (4.2.3.), 1 ml della primea diluizione
(7.3.) in 9 ml di diluente (6.1.), secondo le istruzioni del punto 7.3.

Si ottiene cosi’ la diluiziona 10~2.

Ripetere queste opsrazioni per ottenere diluizioni decimsli successive
fino ad ottensre un numero adeguato di microrganismi (8.1.).

Semins delle pisgtre di Patpi

7.5.1. Latte crudo: trasferire con una pipetta sterile (4.2.3.), 1 ml del

campione s/0 dells diluizione decimale appropriasta in une piastra
— 43 —



(4.2.4.). L'esamo deve essers effettuatc almeno su due
diluizioni.Preparare una piastra per cisscuna delle diluizioni

ritenute sppropriate (8.1.1.).

7.5.2. Latte pastorjzzgto: trasferire con una pipetta sterils (4.2.3.),

1 ml del campione e¢/0 dells diluizione decimale appropriata inm una
plastra (4.2.4.). L'esame deve essere effettuato almeno su due
diluizioni. Per ciascuns diluizione ritenuts spproprista (8.1.1.)
preparare due plastre.

7.5.3. Latte UHT e sterilizabo (analizzato dopo 15 giorni di preincubazione

,."

7.7.

a 30°C - Allegato A, parte I1II del decreto ministeriale 14 maggio
1988, n7 212, pubblicato nel 5202 alla Gazzetta Ufficiale n» 142 del

18 giugno 1988, (5)) :

Trasfacire con una pipetta sterile (4.2.3.), 0,1 ml del campione di
latte (7.2.) in una piastra (4.2.4.). Prepsrare dus plastre.

Bistribyzione del terremo

Versare circa 15-18 al del terrenc (7.1.) in clascuna delle plastre
seminate. Mescolare immediatamente {]l terreno facendo ruotare la pisstra
di Petri in modo tale che dopo 1l'incubaziona si ottenga uns distribuzione
uniforme delle colonie.

Il tempo che intercorre trs la fine della preparazione del campione e ls
miscelazione dell’aliquota di anslisi o, a seconda del tipo di latte,
dells sua diluizione con il tecrrsno non deve superare i 15 minuti.

Lasciare solidificare su una superficie orizzontale fredds e pulita.

Incybazione delle pisstre di Petri

Mettere le piastre, capovolte, in un termosteto (4.1.3.). Non impilarne
pit di sei alla volta. Le pile di piastre non devono toccarsi l'una con
1'altra ¢ non devono venire & contatto con le pareti o con la parte
superiore del termostato.

Incubare a 30 & 1°C per 72 & 2 ore.
— 44 —
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7.8.

Conteggio delle colonie

Contare le colonie nelle piastre di Petri che contsngono al msssimo 300
colonie.

EZsaninare le piastre con uns luce attenuata. Per agevolare il conteggio

.81 pué picorrers a un'‘opportuns lente (4.1.6.) e/0 2 un apparecchio

contacolonie (4.1.8.). Evitare di confondere le particelle di precipitato
nelle pisstre con le colonie puntiformi. In caso di dubbio esaminarle con
sttenzions usando eventualmente una lente d'ingrandimento pid forte

(4.1.7.), in modo da poter distingusre le colonie dalle sostanze estranee.

.Le colonie invasive vanno considerate come singole colonie. Se gqueste

8.1.

ricoprono meno di un guarto della piastra, contars le colonie sulla
restante parts e calcolars il numero corrispondente per 1'intera pliastra.
Scartsre invece la plastra se le colonie invasive ne ricoprono pit di un
quarto.

CALCOLO ED ESPRESSIONE DRI RISULTATI

Latte ¢ o & pastoriz

8.1.1. Utilizzare § risultati relativi alle pisstre contenenti da 10 a 300

8.1.2.

colonis. (efr, 8.1.3. ¢ 8.1.4.).

Il numero di microrganismi in 1 ml di latte crudo o pastorizzato &
dato dalla formula :
= .
(nl + 0,1 nz)d
dove
C & la somra del numero di colonie contate secondo 8.1.1.,
(n1 + 0,1 nz)d & uguvale al volume di campione inoculato con :
n ¢ i1 numero di piastre utilizzate per 1ls prima diluizione,

1
n, # i1 numero di piastre utilizzate per la seconda diluizione,

d & il fattore di diluizione relativo ai primi conteggi effettuati.
— 45 —
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Il risultato ottenuto viene approssimato & due cifre sighificative. So¢ 1la
cifra da arrotondare & un S, effettusre l'approssimazione in modo che i1
numero immediatamente a sinistra sia un aumero pari.

Esempio (latte pastorizzato)
diluizione 10"2 278 ¢ 290 colonie
10‘3 33 ¢ 28 colonia

numero/ml 2784290433428

(240,1x2) 10~2

'
222 . 28590 = 29000= 2,9x10
0,022

3. Se tutti i calcoll danno meno di 10, indicare che il numero di
sicrorganismi per millilitro & “inferiors a 10 x d per ml”, dove “d"
¢ 11 reciproco del fattore di diluizione pid basso.

4, Se tutti i calcoli danno piit di 300 colonie ma il conteggio &
possibile, procedere ad una stima ¢ moltiplicare tale valore per il

reciproco del fattore di diluizione. Riportare 1l risultato come
"aumero stimato di microrganismi per ml”.

LATTE UHT E STERILIZZATO

Conteggl in plastra di pib di 10 colonie per 0,1 ml non soddisfano ai

requisiti del decreto ministeriale 14 maggio 1988, ns 212, pubblicato
nel S30¢ alla Gazzetta Ufficiale n® 142 del 18 glugno 1988»

ERECISIONE

Non si dispone ancora di risultati di prove interlsborstorio riconosciuvte
a2 livello internazionsle.
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V. NUMERAZIONE DEI MICRORGANISMI - CONTEGGIO IN PIASTRA A 21°C

1. SCOPO E CAMPO DI _APPLICAZIONE

Il presente procedimento descrive il metodo ufficiale per la enumerazione
dei microrganismi con la tecnica del conteggio delle colonie a 21*C, nel

latte pastorizzato dopo incubazione dello stesso & 6°C per S giorni al
fine di determinare 11 grado di contaminazione del latte pastorizzato con

microrganismi psicrotrofi in grado di moltiplicarsi nel latte a 6°C.

2. DEFINIZIONE
Con il termine "microrganismi™ sl intendono gli organismi che se posti in
incubazione aerobica nelle condizioni di seguito specificate formano
colonie numerabili.

3. PRINCIPIO
Viens preincubato il latte pastorizzato a 6°C per 5 giorni. Si mescola
quindi una aliquota definita del campione di latte con 11 terreno di
coltura in slcune piastre di Petri che vengono incubate a 21°C per 25

ore. s{ contano quindi le colonie e¢ si calcola i1 numero di
microrganismi per 1 ml di latte passtorizzato.

4. APPARECCHIATURA E VETRERIA

Materiasle di uso comune in laboratorioc e in particolare

4.1. Apparscchisturs

4.1.1. Stufs ad aris calda, in grado di funzionare a 170-175°C.

4.1.2. Autoclavs termostatabile a 121 + °C,

4.1.3. Termostato, regolabill ad una temperstura uniforme di :
a) 6 + 0,2°C.
b)) 21 4 1°C
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pHmetro, con compensazione della temperatura e con una precisione
di + 0,1 unitd pH.

Bagnomsria, regolabile a 45 + 1°C.

Lente, ingrandimento 2-4x.

Lente, ingrandimento 8-10x.

Apparecchio contacolonie.

Mescolators, in grado di mescolare 1 sl del campione di latte o
della diluizione decimale con 9 ml del diluente ed il cui
funzionamento sia basato sul principio della rotazione eccentrica
del contenuto dells provetta.

4.2, Vetreria

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

Provette, con opportuna chiusurs, di capacitid sufficiente a
conteners 10 al della prima diluizione, oppure delle diluizieni
decimali successive, (lasciando lo spazio necessario par la
miscelazione).

Palloni, da 150 4 250 ml oppure provette, da circa 20 ml, per
conteners i1 mezzo di coltura.

Pipette, chiuse ad una estremitd con un batuffolo di cotone in vetro
© in materiale sintetico sterile, con punta, della capacitd nominale

di 1 ml sventi un foro di scorrimento del diametro di 1,75 - 3 mm.

Piastre di Petri, in vetro trasparente incolore o in materizle
sintetico sterile, con un fondo avente un digmetro interno di circa
90-100 am. L'altezza interna deve essere di almeno 10 mm. Il fondo
non deve presentare alcuna irregolaritd che possa interfarire con le
colonie da contars.
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4.2.5. Sterilizzazione dells vetraria:

5.1,

La vetreris deve esssre steorilizzata con uno dei seguenti metodi :

&) mantenendols a 170 - 175°C in une stufa ad aris calda (4.1.1.) per
almenoc 1 ora;

b) mantenendols a 121 4+1°C in autoclave (4.1.2.) per slmeno 20 minuti.
Fare particolare attenzione a che nell'autoclave si abbia una adeguata
penstrazione del vapore - ad esempic se l'attrezzatura & sterilizzata
in recipienti, questi non devono essere chiusi ermeticamente ¢ i tappi

dei palloni non devono essere serrati.

La vetreria sterilizzatas in sutoclave deve essere asciugata facendo

scaricare il vapore.

Le pipette devono essers sterilizzate in una stufas ad aria calda
{4.1.1.).

TERRENDO COLTURALE - LATTE AGARIZZATO PER TL CONTEGCIO IN PIASTRA

Composizions

Estratto di lievito 2,5

Iriptone 5.0

Glucosio D(+)o destrosio 1,0 ¢

Latte screm. in polvere 1,0

Agar da 10 a 15 g, a seconda delle proprieti
gelatinizzanti dell’agar implegato

Acqua 1.000 ml

I1 latte scremato in polvere deve sssere esente da sostanze inibenti.
Cié deve essere verificato con prove comparative usando un latte
scremato in polvere che sia stato accertato esente da sostsnze inibenti,
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5.3.

Prevarazione:

Disperdere ¢ sciogliere gli ingredienti in acqus nel seguente ordine:
estratto di lievito, triptone, glucosio ed infine latte scremato in

polvere. Tale operazione risulterid piu facile riscaldando 1la
sospensione. Aggiungere l'agar s portare ad ebollizione agitando in
continuazione fino a sciogliere completamente l'agar oppure riscaldare
& vapore per cirvca 30 minuti.

Filtrare eventuslmente su carta da filtro.

Verificare il pH con pEmetro (4.1.4.) ed aggivustarlo evenutslmente con
una scluzione (slmeno 0,1 mol/l) di idrossido di sodio o di ecido
eloridrico in modo che, dopo sterilizzazione, 21 abbia a 25°C un pH 6,9
+ 0,1,

istribuzione, steri ne & cons ions del terren i coltura
Distribuire il terreno (5.1.) con aliquote di 100 - 150 ml per pallone
0 di 12 - 15 ml per provetta (4.2.2.). Tappars i palloni e ls provette.

Sterilizzare in autoclave (4.1.2.) a 121 & °C per 15 minuti.

Verificare i1 pH del tecrenoc.

Se i1 terreno di coltura non deve essere immediatemente utilizzato,
conservarlo al riparo dalla luce ad una temperatura compresa fra 0 e
S*C per non pii di un mese dopo la preparazione.

Terren coltu isidcatato di ercio
11 terreno 41 coltura (5.1.) pud essare preparato s partire da un

terreno disidratato rveperibile in commercio. Seguire in questo caso 1e
istruzioni del fabbricante aggiungendo, prims dells dissoluzione, se

non fosse presente fra gli ingredienti i1 latte scremato in polvere.

Aggiustare i1 pH & 6,9 & 0,1 & 25°C come descritto al punto 5.1. e
distribuire, sterilizzare e conservare il terreno secondo il

procedinmanto 41 cui al punto S5.2.
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DILUENTI

So ne sslina/pepto

Composizione

Peptone 1,0 ¢
Cloruro di sodio (NaCl) 8,5
Acqua 1.000 ml

Preparazione

Sciogliere gli ingredienti in acqua, riscaldando se occorre.

Verificare con un pHmetro (4.1.4.) il pH ed aggiustsrlo eventualmente
con uns soluzione (almeno 0,1 mol/l) di idrossido di sodio o scido
cloridrico in modo che, dopo sterilizzazione, il pH a 25°C sia 7,0 &
0,1.

Distribuzjone, sterilizzazione e conservazione del diluente
Distribuire il diluente (6.1.) nelle provette (4.2.1.) in quantitd tali

che & sterilizzazione avvenuta ciascuns provetta contengs, 9,0 ml &+ 0,2
di diluente. Tappare le provette.

Sterilizzare in sutoclave (4.1.2.) a 121 &+ °C per 15 minuti.

Verificare il pH del diluente.

Se non deve essare uszato immediatamente, conservare il diluente al
riparo dalla luce e ad una tempersturs compresa tra 1 & 5°C per non pid

di un mese dopo la preparazione.

Diluenti disidratati disponibili in commercio

I diluenti (6.1.) possono assere preparati a partire da compresse o
polveri disidratste disponibili in commercio. Seguire le istruzioni del
fabbricante. Aggiustare il pH come descritto al punto 6.1. ¢
distribuire, sterilizzare e conservare { diluenti come descritto in 6.2.
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7. PROCEDIMENTO

7.1. sione del terrsno di ra
Prima di procedere all'esame aicrobiologico, far fondere rapidamente la
quantiti di terrenoc necessaria e portare gquindi il terremo a 45 4+ 1°C
in bagnomarias (4.1.5.).

7.2. i del ne di latte

7.2.1. Mettere a preincubare una confezions non sperta di latte pastorizzato

’.2.2.

7.3.

7.4,

o, ¢ non & possibile un campione rappresentstivo di non meno di 100 al
in un termostato (4.1.3.a.) a 6°C per 120 & 2 orve.

Al termine dells preincubezione mescolsare a fondo, capovolgendo
rapidamente per 25 volte {1l contenlitore del campione di latte, in modo
che { microorganismi siano distribuiti il pld uniformemente possibile.
Rviteare la formaziones di schiuma oppure lasciare che si disperda. Tra
1a miscelazione ed il prelievo dell'aliquota di analisi non devono
trascorrere pli di 3 minuti.

Preparazione della prima diluizione (10°Yy

Aggiungere con una pipetta sterile (4.2.3.), 1 ml del campione di latte
(7.2.2.) o 9 ml di diluente (6.1), evitando di toccare il diluente con
la pipetta. La temperstura del diluente deve essers approssimativamente
uguale & quells del campione di latte. Mescolare accuratamente la prims
diluizione con i1 mescolatore (4.1.9.) per 5§ ~ 10 secondi.

$i ottiene cosi® 1a prima diluizions 1071,

razione d joni decima ccas
Trasferire con una pipetta sterile (4.2.3.), 1 ml della prims

diluizione (7.3.) in 9 m) di diluente (6.1.), ssguendo le istruzioni
date in 7.3.

Si ottiene cosi’ 1a diluizione 10~2.
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Ripetere queste operazioni per ottenere ulteriori diluizioni decimali
sino s quando si ritiene di avere ottenuto un numero adegusto di
microrganismi (8.1.).

7.5. Semins delle pisstre di Petri
Trasferice con unas pipetta sterile (4.2.3.), 1 al del campione e/0

dells diluizicne decimale appropriats in uns plastra (4.2.4.). L'esame
dave essere effettuato su almenoc due diluizioni. Per ciasscune
diluizione scelta come approprista (8.1.) preparare due piastre.

7.6. Distribuzions del terceno di coltugs

Versare circa 15-18 ml del terreno (7.1.) in ciascuns dells pilastre
inoculate.

Appena versato i1 terreno dl colturs mascolars facendo ruotare la
pisstra di Petrli in modo da otteners dopo 1'incubszions suna

distribuzions uniforme delle colonie.

Tra la fine della preparazione del campione di latte e la miscelazione
della diluizione con {1 terreno non devono trascorrere pit di 15 ainuti.
Lasciare quindi solidificare su una suparficie orizzontale pulita e
fredda.

7.7. Incubazione delle pisstre di Petri

Mattere in termestato (4.1.3.b) le plastre capovolgendole. Non impilare
piu di sel piastre alla volta. Le pile di piastre non devono venire a
contatto tra di loro né con le pareti o con la parte superiore del
termostato.

Mettere & incubare a 21 + 1°C per 25 ore.

'7.8. Conteggio delle colonie

Contare le colonie delle piastre di Petri che non contengono pid di 390

colonie.
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Esaminare le scatole a luce attenuats. Per contare pid facilmente si
possono usare opportune lenti (4.1.6.) e/0 un apparecchio contacolonie
(4.1.8.). Evitare 4i confondere particelle di precipitato nelle piastre
con de colonie puntiformi. In caso di dubbio, essminarle con attenzione
ricorrendo eventualmente ad una lente d'ingrandimento pit forte
(4.1.7.) per distinguers le colonle dalle sostanze estranes.

Le colonie invasive devono essere contate come singole colonie. Se
queste ricoprono meno di un quarto della piastra contars le colonie
sulla parte restante della stesss calcolando quindi 11 numero
corrispondents per l'intera piastra. Scartare invece la piastra se le
colonie invasive ne ricoprono pits di un guarte.

8. PRESSIONE D

8.1. Utilizzare i risultati relativi a quelle piastre che contengonc da 10 a
300 colonis {cfr. 8.3. ¢ 8.4.).

8.2. Il numero di microrganismi in 1 ml di latte pastorizzate & dato dalla
foramula :

_=c

(nl + 0.1‘0234

dove

:E c ¢ la soema del numero di colonis contate secondo il procedimento
di cui al punto 8.1.,

(n1 + 0,1 nz}d & uguale al volume di campione inoculsto in cui :
n, ¢ i1 numero di piastre utilizzate per la prima diluizione,
n, ¢ 11 numero di pliastre utilizzate per la seconda diluizione,
d ¢ il fattore di diluizione relativo ai primi conteggi

ef fettuati.
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I3 rigulteto & approssimato a due cifre significative. Quando la cifra
che deve assere arrotondata & 5, effettuare l'approssimezione in modo

-che 1a cifra immediatamente a sinistra sia un numero psri.

Esempio
diluizione 10°2

10-2

:278 & 290 colonie
: 33 ¢ 28 colonie

numero/ml 2784290433428

(240,122) 1072

629 . b
«—222 . 28500 = 29000s2,9x10

0,022

8.3. Se tutti i calcoli danno weno di 10 colonie, indicare che i1 numero di
microrganismi per millilitro & "inferiore a 10 x d per ml”; dove “d” &

11l reciproco del fattore di diluizione pii basso.
8.4, Se tutti i ecaleoli danno pid di 300 colonie ma i1 conteggio &
possibile, proceders ad uns stima o moltiplicare tale valore per il

‘reciproco del fattore di diluizione. Riportare 1l risultato come
*aunero probabile di microrganismi per ml”.

9. PRECISIONE

Non sono disponibili risultati 4i prove interlaboratorio accettate a
livello internazionale.
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OLIFORMI - CONTEGGIO DELLE COLONIE A 30°C

OGGETTO E CAMPO DI AFPLICAZIONE

I1 presente procedimento descrive il wmetodo di riferimento per la
enumerszions dei coliformi nel latte pastorizzato con ls tecnics del
conteggio delle colonie a 30°C.

DEFINIZIONE

Con il termine "coliformi*" si intendono 1 batteri che a 30°C formano
colonie caratteristiche o non caratteristiche che fermentanoc il
lattosio con formazione di gas nelle condizioni descritte.

PRINCIPIO

S$i mescola un volume definito del campione di latte con il terreno di
coltura nelle piastre di Petri che vengono messe s incubare a 30°C per
24 ore. Si contano le colonie caratteristiche ¢ se necessario si-
conferma 1'identitd 41 gquelle non caratteristiche dopo verifica della
loro capacitd di fermentare il lattosio. 8i calcols quindl il numero di
coliformi per 1 ml di latte pastorizzato.

APPARECCHIATURA E VETRERIA

Materiale di uso comune in laboratorio ¢ in particolace :

Apparecchiatursy

4.1.1. Stufa ad sria calds, in grado di operare a 170-175°C.

4.1.2. Autoclave, termostatabile a 121 3 °C.

4.1.3. Termostato, regolabile ad una temperatura uniformes di 30 & 1°C.
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4.2.3.
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PHmetro, con compensazione automatica dells temperatura e precisione di
+ 0,1 unitd pH.

Bagnomaris, in grado di funzionare a 45 & 1°C.

Ansa metsllica in platino-iridio o nickel-cromo.

Vetreris

Provette con chiusure appropriate da 20 ml per contenere il terreno di
coltura per la conferma (5.2.) e tubi di fermentszione di Durhem di

dimensioni adatte all'impiego con le provette.

Palloni da 150 a 250 ml per conteners il terreno di colturas solido
selettivo (5.1.).

Pipetts, con una estremitd chiusa con batuffolo di cotone in vetro o in
materisle sintetico sterile, con punts & foro normale, della capaciti
nominale di 1-10 ml, con diametro del foro di scorrimento compresc tra
1,76 @ 3 mm.

Piastredi Petri, in vetro trasparente incolore o in materisle
sintetico sterile, con diametro internc del fondo della scatols di

circa 90-100 sm. L'asltezza interna deve essere di almeno 10 mm. Il
fondo non deve presentars irregolaritd che possano ianterferire con le

colonie da contare.

-] szions dell ari

La vetreris deve essere sterilizzatas con uno dei metodi seguenti :
&) mantenendola alla temperaturs di 170-175°C per almsno 1 ora in una

stufa ad aria calda (4.1.1.);
b) mantenendola in sutoclave (4.1.2.) a 121 &+ 1°C per slmeno 20 minuti;
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Fare attenzione a che nell'autoclave si adbbia un'adegusta penetrazione
del vapore; ad esempio gli eventuali vecipienti nei quali si pone i1l

materiale da sterilizzare non devono essere chiusi srmeticamente o 1

tappi dei palloni non devono essere serrati.

La vetreris sterilizzats in sutoclave deve essers asciugatas facendo
fuoruscire il vapora.

Le pipette devono essere sterilizzate in una stufe ad aria calda
(64.1.1.).

S.  IERRENI COLTURALI

5.1. "Violet Red Bile Lactose Ager" (Agar VERBL). Terreno colturals solido

selettivo.
Composizione
Paptons 18
Estratto di lievito 3¢
Lattosio (clznzzoll.uzo) 10 g
Cloruro di sodio (NaCl) Sg
Sali biliari 1,58
Rosso neutro 0,03 g
Cristalvioletto 0,002 g
Agar 10-15 g (a seconda delle proprietid
gelatinizzanti dell'agar usato)
Acgqua 1.000 ml
-Rreparazions

Disperdere » sciogliere gli ingredienti in acqua e lasciare ripesace pec

aleuni minuti. Mescolare quindi energicamante.
Verificare il pH con un pHmetro (4.1.4.) ed sggiusterlo sventuslmente con

una soluzione (elmeno 0,1 mols/1l) di idrossido di sodio o acido

cloridrico, in modo che ad ebollizione avvenuta si abbia e 25°C un pH 7,4.

— S8 —
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5.2.

Portare rapidamente ad ebollizione, sgitando di tanto in tanto ¢
disteibuire immediatamente i1l terreno in ragione di 100 - 150 =l.

in palloni sterili (4.2.2.). Reffreddare quindi in bagnomaria (4.1.5.)
& 45* 4 1°C.

Controllare la steriliti del terreno al momento dell'uso (cfr. 6.4.).

Impiegare il terrenc entro 3 ore dslls preparazione.

"Brillis Green Lactose @ Broth". Terreno coltursle di conferma.

Compogizione

Peptofie 10 g
Lattosio (°12“22°11‘“2°’ 10 g
Bile di bue disidratata 20 g
Verde brillante 0,0133 ¢
Acqua 1.000 ml

Preparszions

Sciogliere gli ingredienti in scqua portando ad ebollizione.
Verificare il pH con un pHmetro (4.1.4.) ed sventuvalmente asggiustarlo

con una soluzione (almeno-0,1 mol/l) di idrossido di sodio o0 di acido
cloridrico in modo che, a sterilizzazlione avvenuts, si abbia a 25°C un

pH 7,2 & 0,1.

Distribuire i1 terreno in ragione di 10 ml nelle provette contenenti 1
tudbi di Durham. Chiudere le provette.

sterilizzare per 15 minuti im eutoclave (4.1.2.) & 121 s+ *C.

popo 1a sterilizzezione i tubi d1 Durham non devono contensre bolle

dtaria.
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6.1.

6'2’

6.3.

Varificare i1 pH del terrenc coltucrale.

Se non & utilizzato subito, conservare il terreno al ripsre dallas luce
per non pit di un mese dopo la preparazione, ad una temperatura
comprasa tra 0 ¢ 5°C.

Terreni di coltura disidrats sponibili ¢

I terreni di coltura (5.1., 5.2.) possono essere preparati s partire da
terreni disidratati reperibili in commercio. Seguire in tal caso le
istruzioni del fabbricente. Aggiustare il pH e distribuire, bollire o
sterilizzare e conservare 1 terreni secondo i procedimenti descritti

in 5.1. ¢ 5.2,

PROCEDT (]

Terreno culturale

Usare il terreno (agar VRBL) come descritto al punte S.1.

reparazione dal ¢ jone d te

Rimescolare completamente il campione di lette capovolgendo rapidamente
per 2% volte 11 recipiente contenente il campione im modo che i

microrganismi siano distridbuiti il pit uniformemente possibile. Evitare

1a formazione di schiums o lasciare che si disperda. Tra la
aiscelazione ed il prelievo dell’aliquota di analisi non devono

trascorrere pid dl 3 minuti.
n 1 (] Pi
Seminare 3 ml del campione di latte (6.2.) trasferendo con uns pipetts

sterile (4.2.3) 1 ml del campione di latte in ciascuna delle tre
piastre (4.2.4.).
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6.4, ne del terreno ral

Versare 12 al circs di sgar VREL (6.1.) in cisscuna delle inseminate.
Appena versato i1 terreno colturale mescolare facendo ruotars ls piastra

di Petri in modo ds ottenere dopo 1l'incubazione una distriduzione
uniforme delle colonie.

Trs la fine della preparazione del campione di latte ¢ la miscelazione
dell'aliquota di snalisi con il terreno non devono trascorrere piu di 15
minuti.

Praparare come controllo per la sterilitd una piastra non sesinats
versandovi 12 ml dell'Ager VRBL ussto per le piastre sexinate.

Lasciare viposare su ung superficie orizzontele pulita e fredds sino a
quando 11 terreno non si sia solidificato.

A solidificazione completamente avvenuts versare almeno 4 ml di agar VEBL
(6.1.) sulla superficie del terreno inoculato.

Lssciare solidificare.

Incubazione de £ i

Trasferire le piastre nel termostato (4.1.3.), capovolgendole. Non
{mpilare pli di sel piastre alla volta. Le plle di plastre non devono
venire a contatto tra di loro né con le pareti o conr las parte superiore

del temostato.

Incubare & 30 &+ 1°C per 2442 ore.
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Contare le colonie nelle piastre di Petri contenenti non pit di 150
colonie. Contare le colonie di colore rosso scuro saventi un diametro di
slmeno 0,5 mm, con o senza precipitato intorno, caratteristiche per i
coliformi.

Se tutte le colonie o parte di esse hanno un aspetto non carattewistico
{ad as. differiscono nel colore, nelle dimensioni o nella formazione di

precipitato dalle colonie tipiche effettuare un saggio di conferma
(6.7.).

Sagxio di conferma

Sulla base delle indicazioni date in 6.6.2., sffettuare un saggio di
conferma su un adeguato numero (p. es. 3-5) di colonie non
caratteristiche inoculandole, con un’ansa metallica (4.1.6.), in
provette di brodo "Brilliant Green Lactose Bile” (5.2). Mettere ad
incubare le provette a 30 ¢+ 1°C per 24 & - 2 orve,

Considarare coliformi Quelle colonie che nel tubo di Durham producono
gas.

LO SIONE

Utilizzare 1 risultati delle conte (cfr. 7.4.) velative alle piastre
che contengono non pid di 150 colonie

Nel caso del segglo di conferma, calcolare 11 numero di colonie di
coliformi in base alls percentuale di colonie di coliform! confermate.
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7.3. I1 numeroc di coliformi in 1 ml di latte pastorizzato & dato dalls
formuls:

Zc

n
dove

;E'c ¢ il numero totale di colonie di coliformi (7.1 in relazione con
7.2) risultato

dall'esame del campione di latte (3 ml).

né& il numero di millilitri del campione esaminato (6.31) (3 ml).
Quando si hanno pitk di 100 colonie il risulteto & approssimato s due
cifre significative. Quando la cifra da arrotondsre & 5, arrotondare in

modo che 1a cifra immediatamente s sinistra sis un numero pari.

7.4, Se si ottengono soltanto coanteggi. con numero di colonie superiore a 150
indicare il risultato come "numero probabile di coliformi in 1 ml di
prodotto™.

8.  PRECISION

Non sono disponibili risultati di prove interlaboratorio accettate a
livello internazionale.
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11 presente procedimento descrive due metodi come metodi di riferimento per 1a
enumsrazione delle cellule somatiche.

A. 11

-] osc €0

B. 11l wmetodo fluoro-opto-elettronico

A. METODO MICROSCOPICO

1.

2.

OGGETTO K CAMPO DI APPLICAZIONE

Il prasents procedimento descrive il metodo di riferimento per la
enumerazione delle cellule somatiche nel latte ¢rudo.

I1 presente procedimento descrive il metodo per la determinazione del
numero di celluls nel campione di latte per tarare e verificare

"1'accuratezza del metodo fluoro-opto-elettronico (cfr. B.1).

Al fini del presente metodo per cellule somatiche si intendono gquelle
callule, quali leucociti ¢ cellule epiteliali, 1 cui nuclei possono
essere distintaments colorati coa il dlu di setilene.

BRINCIPIO

0,01 a1 di latte vengono distribuiti su un’area di 1 ca? di vetrino. Il
film viene quindi essiccato e colorato. Per {1l conteggio si usa un

aicroscoplio. Il numero di cellule contenute in 1 ml si ottiene
moltiplicando i1 aumero di cellule somatiche contate in un‘sres

determicata per il fattore di lavero.
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4. EEATTIVI

Le sostanze usate devono essere di purezza snalitica..

Soluzione colorante :

Composizione

Blu di metilene 0,6¢
Etanclo - 99 % 54 ml
1,1,1-triclorcaetanoc oppure tetracloroectano 40 wl
Acido scetico glaciale 6 ml

Avvertenzs : il tetraclorostano ¢ velenoso. Nsl caso vengs usato, la
preparazione del colorante ¢ 1'applicazione sul vetrino devono essere

effettuate sotto cappa.

Preparazione
Mescolare l1l'etanoclo con 1'1,1,1,-tricloroetanc o il tetracloroetano in

una bottiglia e riscaldare a bagnomaria a 60-70°C. Addizionare il blu
di metilene, mescolare accurstamente, raffreddare in frigorifero a 4°
C per 12-24 ore ed sggiungers acido acetico glaciale. Filtrare su
filtro con diametro dei pori non supsriore ail 10-12 micron «
conservare la soluzione colorante in una bottiglia a tenuta d'aria. Se
si sono formati granelli o sedimenti, prima dell‘'uso filtrare

nuovamante.
5. APPARECCHIATURA E VETRERIA
5.1. Microscopio, con ingrandimento di 500-1.000,
5.2. Microsirings, 0,01 ml con precisione non inferiore a +/~ 2 %.
5.3. Vetrino con campo delimitato di 20 = x S sm per i1 film, oppure un

vetrino stendard ed uns sagoma di 20 mm x S mm delimitants i1 campo
per 1 film.
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S5.4. Plastra rigcaldante livelleta, (30-50° C) per essiccare i vetrini.
5.5. Phop per asciuvgare i1 film.

5.6. Bagnomarig, termostatabile a 30-40° C per riscaldare il campione di
latte.

5.7, Yetrino micrometrico di riferimento, con intervalli di 0,01 sm.

6.  PROCEDIMENTO

6.1. Campione di lette

Il campione di lette deve essers analizzasto entro 6 ore dal
campionamento. L& temperatura di conservazions non deve superare i 6°
C. Occorre svitare il congelamento.

6.2. Presparazions del campione nel laboratorio
Riscaldare i1 campions in bagnomaris (5.6.) a 30-40°C. Mescolare

quindi con cura. Raffreddare alla teaperatura alle guale & stata
tarata la microsivings (5.2.), ad esempio 20°C.

6.3. o= vete
Pulire i vetrini (5.3.), ad essmpioc con stanclo, asciugare con carta
che non lasci psrticelle, ssporre alla fiamoma e raffreddare.
Conservare in una scatola per evitars la polvere.

6.4. Prepyrazions de] film

Prelevare con una microsiringa (5.2.) 0,01 ml di latte dal campione
preparato come descritto. Pulire sccuratamente la parte esterna dells
sirings che viene a contatto con i1 lstts. Portare ls sirings sul
vetrino (5.3.) seguendc dapprima il contorno del rettangolo (20 mm x

S mn) e ricoprendo quindi tutta la superficie il pid uniforwemente
possibile. Porre il vetrino su una piastra riscaldante livellata
(5.4.) fino a assiccazione completa.
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Per ciascun campione di latte devono essere preparat] ed anslizzati
slmeno due film.

6.5. golorazione de} fila .

Immergere nella soluzione colorante (4.) per 10 minuti. Essiccare,
completando sventuslmente con il phon (5.5.). Immergere | film in
acqua di rubinetto fino ad asportare tutto il colore in eccesso.
Essiccars quindi nuovamente ¢ conservars al riparo dalla polvers.

6.6, Isratura de] campo microscopjco
Sulla bdase dell'ingrandimento scelto (500x-1000x) determinare il

dismetro del campo microscopico con il vetrino micrometrico di

riferimento.

7. CONTEGGIO E CALCOLO

7.1. Conta delle cellule
Con il microscopio (5.1.). Contare anziché le cellule soltanto i loro
nuclei. Quasti sono chiaramente riconoscibili e per la conta almeno
la metd del nucleo deve essere visibile nel campo microscopico.
Contare le strisce o i campi nel terzo centrale del film, evitande di
prendere in considerazione quelli che ricadono esclusivamente nelle
zone periferiche del film. L‘'accuratezza con cui sono stati preparati
i film ¢ quindi l'sttendibiliti dei risultati, deve essere controllata
almeno uns volts al mese eseguendo la conts in varie parti del £ilm.
I1 conteggio pud essers anche sffettuato contando i campit microscopici
cipartiti in modo tale che tutte le parti del fila sianc ugualmente
rappresontate.

7.2. Numero minimo di cellule da contare:
Poiché 1la conta delle cellule somatiche al microscopio puo’ essere

anche usata per la standardizzazione dei procedimenti di conteggio
automatico ¢ meccanizzato, il coefficiente di wvariazione delle conte
su campioni identici non deve risultare piii elevato di quelle ottenuto
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con strumenti elettronici. Il coefficiente di variazione per un
campione di latte contenente 400.000 - 600.000 csllule/ml non deve

superare 11 5 %.

Per ottenere questo valore di ripstibilitd il numero di cellule
somatiche da contare per ciascun campions deve essers, in bDase alle

caratteristiche della distribugione di Poisson, di almeno 400.
La distribuzione di Poisson presuppone

H=Voas .2.

dove

M & i1 valore medio
Vv & la varianza e
8 & la deviatione standard.

Il coefficiente ¢i variazione & :

CV = £_SELQQA$ oppure CV = 122 ¢ oppure CV 1{&22 *
s

dove M (madias) indics il numero di particelle (cellule) che sono
state contate (cicé 400 per CV = 5 %).

7.3. Cslcolo del fattore di lavoro

Nel caso di 0,01 ml di latte il fattore di lavoro & calcolato
secondo 7.3.1. o 7.3.2.

7.3.1. Conteggi trisce tracciaste sverss t
La lunghezza di ciascuns striscia su cul effettuare la conts ¢ di §
o mentre la larghezza corrisponde al diametro del campo
microscopico delimitato dal vetrino micrometrico di riferimento

(5.7.).
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Fattore di lavoro = 20 x 100
dxbd

dove
d & i1 dismetro del campo microscopico in mm, delimitato dal

vetrino micrometrico di riferimento
® & il nsumero di strisce su cui la conta & stats effettuata per

intero.
7.3.2. Bffettuando 1s conts dej campl microscopici pel) terzo centrale del

7.4.

7.5.

7.6.

fila oppure medjante 1 grizlia

Fattore di lavoro : 20 X 3 X 100 . 12732
dove

d & 1l diametro del campo microscopico in mm delimitsato dal vetrino
micrometrico di riferimento (5.7.)
s & 1l sumero di campi in cul & stata effettuats ls conta.

Calcole del tenor n collule
$i moltiplica i1 numero hi collule somatiche contate (7.1. ¢ 7.2.) per
i1l fattore di lavoro (7.3.), ottenendo il numero df cellule per ml di

1atte.

Precisione
I1 coefficiente di variazione (cfr. 7.2.) non deve essere superiore al

5 %.
Per la precisione non sono disponibili risultati di prove
interlaboratorio accettate a livello internazionale.

Riproducibilitd (B

La deviazione standard (coefficiente 4i variazione) (cfr. 7.2.) non

deve essers supsriore al 10 %.
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B. METODO FLUORO~OFPTOU-ELETTRONICO

1. OGGETTO CAMPO D'AP AZION
Il presente procedimento descrive il metodo di riferimento che, dopo
opportuna taratura (cfr. A.1), puo® essere usato per la conta di
cellule somatiche nal latte crudo - con 0 senza conservanti chimici.

2. DEF1
Al fini del presente metodo con il termine cellule somatiche si

intendono le particelle aventi una intsnsitd di fluorescenza minima
dovuta alla colorazione del DNA del nucleo.

3. PRINCIPIO
S1 mescols s fondo uns parte del campione (ad es. 0,2 ml) con una

soluzione tampone ed una soluzione fluorescente. Parte di tale
miscela viens trasferita sotto forms di un film sottile su un disco
rotante che funge da pisno portacggetti per i1 microscopilo.

Ogni cellula produce un impulso elettrico che viens amplificato ¢
registrato. Il numero di cellule scmatiche viene espresso in migliaia
per ml.

4, REA
Salvo altre indicazioni i reattivi devono essere di purezzs
analitica. L'acqua deve essere distillata, deionizzata o di purezzs
equivalente.

4.1. Soluzione tampone

gizjons
Ftalato acido di potassio 51,0
Idrossido di potassio 13,75 ¢

Polietileneglicol-mono-p-~ (1,1,3.,3
-tetrametilbutil)-fenil-stere

{(ad es. Triton X-100), all’'l %

in volume 10,0 m1

pPH 5,7 - 5,9. Portare con acqua digtillata a 10 000 ml.
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Preparszione

Miscelars { vari ingredienti. Puo' essere conservatas in recipienti a
tenuta d'aria per non oltre 7 glorni.

4.2. 8o one fluor on uzion re

C si o
Bromuro di etidio 1,0 g

Portare con scqua a 1.000 al.

Preparazione
S1 scioglie in scqua il bromuro di etidio. La soluzione puo' essere

conservata sl massimo per 2 mesi in una bottiglia a tenuta di luce e
d*aris.

4.3. Soluzione fluorescente (soluzione di lavoro)
Portare & 1 000 ml con la soluzione tampone (4.1.) 20 ml della

soluzione madre (4.2) ¢ mescolare. La soluzione di lavoro deve essere
utilizzats entro 7 giorni.

4.4, Scluzione detecgente

Composizione
Soluzions tampone (4.1.) 10 m1

Polietileneglicol-mono-p-
{(1,1,3,3-tetrametilbutil)-

fenil-sters (ad os.

Triton X-100), &ll’} % in volume 10 ml
Axmoniaca, 25 % in volume 25 ml

Portare con acqua a 10 000 ml.

Prepatrazions
Miscelare i vari ingredienti. Conservare sl massimo per 30 giorni.

—_ 71 —



16-4-1992 Supplemeriio ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 90
e T _ U]
5. PARECCHIA £ RE
5.1. Contatore, funzionante in base al principio ottico della fluorescenza.

Nots ~ Lo strumento deve essere tarato prima dell'uso. Si determina
quindi la relazione trs il volume delle particelle da contare e
1a soglia oltre la quale viene effettuato il conteggio. La
taratura dell'spparscchiaturs & effettuata secondo le
istruzioni del fabbricante usendo cempioni i1 cui numero di
cellule & stato precedentsnsnte determinato con 11 mstodo
microscopico (A).

5.2. Bagnomaria, con circolazione d'acqus, regoladils a 40 &+ 1°C.

5.3. Provetta, con opportuna chiusura, da circa 15 ml.

6. IL CAMPIONE DI LATTE

é6.1. Il campione deve essore conservato s bassza temperstura in unas
provetta (5.3.). Se il campione & privo di conservanti chimici, 1la
conts non puo' essere effettuata nelle 24 ore successive alla
mungitura in gquanto si otterrebberc valori troppo bassi. La
temperstura di conssrvazione non deve superare i 6°C.

6.2. Conservazions
La consaervazions chimica dove essere effettusta entro 24 ore.

6.2.1. La conservsazione chimica dei campioni puo' essere effettuata
sddizionando uno dei seguenti conservanti :

- Acido ortoborico
Ls concentrazions finale dell'acido ortoborico nel csmpione non

deve superacre 0,6 g/100 ml. I campioni cosi’ addizionati possonc
sssere conservati al massimo per altre 24 ore a 6-12°C.
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- Dicromato di potassio

La concentrazione finale del dicromato di potassio non deve
superare 0,2 g/300 ml. I campioni cosi’ addizionati possono
essare conservati al massimo per altre 72 ore alla tempsratura di
6-12°C.

= Sodio azide
Il campione pué sssere conservate con azoturo di sodio ad una
concentrazions finale di 0,024 g/100 ml, & condizione che venga
vaffreddato a 6 - 12°C subito dopo il campionamento & che la conts
venga e¢ffettuats entro 48 ore dal campionamento stesso.

~ Bronopol
Il campione pué esssre conservato con bronopol ad una

concentrazione finale di 0,05 g/100 ml, purché venga raffreddato
alla temperatura di 6 - 12°C subito dopo il campionamento e la
conta venga effettuata entro 72 ore dallo stesso.

6.2.2. I1 campione gid trattato con acido ortoborico pud essere conservato

7.1.

per altre 48 ore usando dicromato di potassio.

Nots - Per i campioni trattati con dicromato di potassio deveno
essoere rispettate le norme locali relative allo scarico degli
affluenti.

PROCEDIMENTO

Pretrattamento del campiona
Dopo la mungiturs il latte da esaminare deve essere conservato per

almeno 24 ore a circa 2-6°C. Se { campioni non sono stati
pretrattati, si sconsiglia di effettuarne il conteggio 1l giorno
stesso dells mungitura perchéd si potrebbero ottenere risultati
troppo bassi. Qualora si debba assolutamente proceders al
conteggio, 11 campione deve essere pretrattato per almeno tre ore

con dicromato di potassio (cfr. 6.2.1.).
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84 riscalda in bagnomarias (5.2.) termostatato a circa 40°C {1
campione pretrattato (cfr. 7.1.) o il campione non trattato munto da

almeno un giorno. Lo si mantiene quindi & temperaturs ambiente sino
s conte ultimats.

7.3. Conta delle collule

La conta ve effettusta con il contatore (5.1.) entro 15 minuti dalla
fine del trattamento termico (ef. 7.2.). 1I1 campione deve essere
mescolato a fondo subito prims della conta al fine di ottenerse una
distribuzione delle celluls somatiche che sia la pid omogenea
possibile.

L'ulteriore diluzione ¢ la preparazione del campione si effettuano
automsticamente nello strumento.

8. PRECISIONE
Non si dispone di valori della cipetibilitd (r) e della riproducibiliti
(R) ottenuti con prove interlaboratorio accettate a livello
internazionale. In futuro verranno fissati dei valori per guanto
riguarda 1la precisione.
Sulla base dei dati disponibili e livello nazionale si possono
sffettuare lea seguenti stims;

numero delle cellule compresc fra 400.000 « 500.000/ml
- deviszione standerd per la ripetibilitid

82 = 20,000 cellule/m}

{(pari ad un coefficiente di variazione del 5% - 4%)

= deviazione standard per la riproducibilita:
sa = 40,000 cellule/md

{pari ad oun coefficiente d1 variazione del 10% - &%)

9. CONTRO DELL ' ACCURATEZZA
I1 controllo dell'accuratezza & eoffettuato usendo campionl i1 cul tenore
di csllule (P) & noto essendo stato deterninato per conteggio delle
cellule al microscopio in un laboratorio nazionsle di riferimento.
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VIII. RICERCA DI ANTIBIOTICI E SULFAMIDICI

OGGETTO E CAMPO PPLICAZIONE

Il presente procedimento descrive il metodo di riferimento per la
ricerca di antibioticl ¢ sulfamidici nel latte crudo ¢ nel latte
trattato termicamente.

Il metodo di riferimento si suddivide in :

METODO QUALITATIVO

E' il metodo che consente una prima selezione dei campioni di latte
contenenti antibiotici o sulfamidici. 1I1 metodo descritto & uno di
quei metodi, simili fra loro, che si basano sull'uso del Bacillus
stearothe hilus, varieti calidolactis, ATCC 10149 ¢
microrganismo-test. Il metodo & stato scelto come rappresentativo di
questo tipo di prove.

METODO d IDENTIFI IONE DELLA PENICILLINA
11 presente meatodo deve assere usato per confermare i risultati del

procedimento qualitativo, per identificare la penicillina e
deterninarne la concentrazione.

A. METODO QUALITATIVO

1. OCGGETTO E CAMPO DI APPLICAZIONE
I1 procedimento descrive la tecnics di ricerca qualitativa, nel latte
erudo od in quello trattato termicamente, degli antibiotici e dei

sulfamidici presenti in concentrazione superiors al limiti fissati
nells tabells :
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A 4% $¢ 2% w4 26 I

[ B0 85 0B S6 S0 6 S4B S5 48 B¢ 40 wE 44 B Be

Sensibilitd della prova

4 b M4 &2

Completaments H Completaments

: negativo - positive :
Benzilpenicillina H 0,02 s 0,006 :
Ampicillina : 0,002 : 0,005 :
Cloxscillina ' 0,015 : 0,035 :
Nafcillina . : 0,006 : 0,011 H
Tetraciclina H 0,10 : 0,40 H
Ossitetracicline : 0,20 : 0,45 3
Clortetracicline : 0.15 : 0,50 s
Cloramfenicolo : {7 : 1§ :
Diidrostreptomicina H { & : 13 H
Neomicina H {( 1 : 22 :
Kanamicina H { 9 H 28 :
Bacitracina : 0,06 : 0,14 :
Britromicina : 1 H 2,25 :
Rifamicine s 0,01 : 0,14 ]
Diafenilsolfone H 0,01 H 0,1 H
Sulfametazina, Sulfadimidina 0,5 2 1 H

»

Ls benzilpenicillina e la bacitracina sono espressi in UI/ml, tutti gli

sltri antibiotici in ug/ml.

DEFINIZIONE

Se i1 colors del terreno colturale non cambia Cefr. 7.1.) 11 latte

contiene antidbiotici o sulfemidici.

PRINCIPIO

Un campione di latte viene aggiunto cow { nutrienti ead un gel di agar

contenente un indicatore di pR ¢ spore di : he hilus,

varietd gqlidolactis ATCC 10149 (cfr. 5.4.1.), cbe nel complesso ha une
buona sensibilitd ed & particolarmente sensibile all'effetto inibente

della penicillina. L'incubazione che provoeca la normale crescita
dell'organismo e sua produzione di acldo fa cambiare il colors

dell'indicatore di pH da rosso porpora s giallo.

Ls presenzs nel latte di sostanze che inidbiscono 1s crescita
dell’organismo fanno si' che 1'indicatore di pH mantenga i1 colore

rosso porpora.
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4. APPARECCHIATURA € VETRERIA
Materiale di uso comune in laboratorio ¢ in particolare :
4.1. Apparecchisturs
4.1.1. Termostato, regolsbile a 64 & 1°C
4.1.2. Bagnomaris termostatsto a 64 3 1°C
4.1.3. Rastrelliera per le provette o le fiale
4.1.4. Pipetta con punta monouso per campionamento e dosaggio dl 0,1 ml
4.1,5. Pinpze o pinzette
4.1.6. Stufa ad eris calds funzionante a 170-175°C

4.1.7. Autoclave regolata a 121 ¢ 1°C

4.1.8. pH metro
4.2. v.tgorjg-

4.2.1. Bottiglie per camwpion} con adeguate chiusure

Nota : Certi tappi di gomms possono rilasciare sostanze inibenti sulle
pareti del collo della bottiglia.

4.2.2. piastre di Petri in vetro incolore trasparente o in materiale sintetico

sterile con fondo platto di spessors uniforme, e diasetro interno

minimo di circa 140 ma

4.2.3. Bottiglie da 250 =l
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Pipstte, {(con una estremitd chiusa da un datuffolo di cotons) sterily
in vetro o di materiale sintetico sterile della capacitd nominale di 1
al e di 10 m)

Spatole di vetrco

Provette o ampolle, con diametro interno dil circa 8 mm, con cappuccio
tappo

Sterilizzazione dells vetreria

La votreria deve essere gterilizzata con uno dei sesguenti metodi :

a) mantenendola in una stufa ad aria calda (4.1.6.) alla temperatura 4i
170-175°C per almeno un'ora;

b) mantenendola in sutoclave (4.1.7.) s 121°C & 1°C per slmeno 20
minuti.

Fare particolare attenzione a che nell'autoclave si abbia uns sdeguata
penstrazione di vapore (ad esempio gli eventuali recipienti nei quali
si pone i1 materiale da sterilizzare non devono essere chiusi
srumeticamente ¢ 1 tappi dei palloni e delle bottiglie non debbone
essere serrati).

Ls vetreria sterilizzete in autoclave deve essere asciugata facendo
fuoriuscire i1 vapore.

Le pipette devono essere sterilizzate in una stufa a secco.

TERRENI COLTURALI, SOLUZIONI, ORGANISMO-TEST, EIC.

Gli ingredienti dei terreni colturali devono essere del tipo per
batteriologia. L’'acqua usata deve assere distillata su vetro oppure
denineralizzata di purezza slmeno equivalents. Non deve inoltre
conteners sostanze che inibigcano 1 microorganismi-test.
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Peptone

Estratto di carne
Cloruro di sodic

Agar
Acqua
Prepacszions

Sciogliere in scqua i componentti.
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2g
5g
i
5s
10-15 ¢
1000 =l

Portare ad ebollizione agitando di

tanto in tento. Aggiustare il pH in modo che a sterilizzazione svvenuts

sia di 7,4 &+ 0,1 a 25°C.

Distribuire con sliquote da 10 21 in provette per otteners un terreno
solidificato a becco di clarino oppure con sliguote da 100 ml in

bottiglie.

Sterilizzare s 121 & 1°Cper 15 minuti:

$.1.2. Terran (-]

Cloryro di sodio

Agar
Acgqua

2
15 ¢
1000 al

Soluzione di trimetoprim o tetroxoprim

(ef. $.1.3.) (®)

(*)

10 ml

‘L'utilizzazione dei terreni di cultura contenenti sostanze anti-folati

deve essere sffettuata nel rispetto delle regole relstive ai brevetti

che le proteggono.



$.1.3.

5.1.4.

5020

5.2.1.

5.2.2.
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Preparazio

Sciogliors in scqua tuttl i componenti eccetto il trimetoprim o i1l
tetroxoprim. Portare ad ebollizione sgitando di- tanto in tento.
Aggiungere trimstoprim o tetroxoprii e sterilizzare & 121 ¢ 1°C per 1S
ainuti; aggiustere i1 pH ia modo che, & sterilizzazions avvenuts,
risulti a 25°C di 7,0 + 0,1.

Soluzione di trimetoprim o tetroxoprim

Trimetoprim o tetroxoprim S mg/30 ng
Etanclo al 96 % S ml/30 ml
Acgua fino a 1000 m]

Sciogliere il trimetoprim o tetroxoprim in etanolo (5 ml/ 30 ml) e diluir

econ acqua.
err teitive

Estratto di lievito 0,75 mg

Glucosio 5,0 mg

Amido solubile 8,0 =g

Porpora di bromocresolo 0,025 g

Acqus fino a S0 ml

Sciogliere in acqus, eventualments riscaldando, i nutrienti e
1'indicatore ¢ sterilizzare per filtrazione.
I1 terreno nutritivo sgarizzato & disponibile in commercio in compresse.

Soluzioni s ard i

Preparare, in una bottiglia sterile opportunaments tappats, uns

uziope n d u = / sciogliendo con
benzilpenicillato di potassio o di sodio eristsllinoe in scqua
distillata sterile.

Preparare une goluzjone d¢i lasvoro di penicillips portando & 1000 ml1 con
acqua distillata sterile 1,25 =l della soluzione di penicillina

(5.2.1.). Tale soluzione di levoro contiene 0,075 ug/ml (=
0,125 UI/ml).
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5.2.3. Preparare 75 ml di una goluyzione stendsvd di penicillips contenente
0,004 ug/ml (= 0,0067 UI/ml) di penicilline sggiungendo 71 ml di latte
esente da sostanze inibenti (5.3.) & 4 ml 4i soluzione 41 lavero 4di
penicillina (5.2.2.) ¢ mescolando.

$.2.4. Le soluzioni di penicilline descritte ai punti $.2.1. - $.2.3. devono
essere preparate 1lo stasso giorno in cui viene effettuato i1 saggio.

$.3. t ente d 4 on
Preparare come controllo un latte esente da sostanze inibenti
sciogliendo in acqua distillats sterile latte scremato (10% m/V), in
cui sia stata previamente constatata l'sssenza di sostanze inibenti.
In alternativa si possono prepsarare alcune bottiglie di latte fresco in
messa, in cui sia stata verificata l'assenza di sostanze inibenti,
tiscaldandolo per 1 ora a 100° C ¢ conservandolo quindi in frigovifero
4 0-6* C per non pid di una settimena.

$.4,1. Come organismo-test di provs si usas 1] Becillus stesrothermophilug,
varietd calidolactis, ceppo ATCC 10149. 11 cappo ATCC 10149 & identico

al C 953.

5.4.2, Preparare una colturs madre per conservare la coltura di analisi.
Questa & mantenuta su agar nutritivo solidificato a becco di clarine
(5.1.1). TInoculare il terreno con uno striscio sulla superficie
dell'agsar usando un'anss di colturs di anslisl e incubare in condizioni
serobiche per 48 ore & 63 &+ 1°C. Dopo incubazione, chiudere
ermoticamente ls provetta con un tappo di gomma sterile. La soluzione.

madre cosi’ ottenuta puo’ essere conservata in frigorifero per diversi
mesi & 0-5°C.

5.5.

$.5,1. Versare, in asepsi, 20 ml di sgar nutritivo (5.1.1.) in una piastra di
Petri sterile (4.2.2.) e raffreddare a temperatura ambisnte.

5.5.2. Versare con uns pipetta sterile (4.2.4.) 5 wml di scqua distillata
sterile in uno delle provette contenenti la colturs sadre (5.4.2.) o
lavare con un‘anss sterile 1'agar a becco di clarino per prelevare le
spore. Tale sospensions di spore deve sssers mantsnutas & 0-5°C ed
usata entro 36 ore.
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5.5.3.

s.s.‘.

5.5.5.

506!

506.1.

$.6.2.

5.6.3.

Trasferirs con una pipetta stecile (4.2.4.) 0,5 al della sospensions di
spore (5.5.2.) su una piastra preparata (5.5.1.) & spandere dens

1'$nocule su tutta la superficie com una bacchetta di vetro piegats ad
uns estramitd. Incudare al 63 & 1°C (4.1.1.) per 16-18 ore.

Quando si usano una coltura madre (4.3.2.) o una coltura preparata da
pit di 36 ore, occorrs ripsters almeno due volte il procedimento di
inoculo con un intervallo di non pid di 36 ors fra due subcoliure
succassive.

Con una pipetts sterile (4.2.4.), versare 10 al di scqua distillata
sulla piastra (5.5.3.) o trasferire le spore della superficie nells
sospensions servendosi di una bacchetta di wvetro.

Versare la sospensione di spore in una dbottiglia (4.2.3.) contenente
250 ml di acqua distillata sterile. Chiudere la dottiglia ed agitarla
accurataments. Le colture che non & possibile replicare subito devono
essere conservate in frigorifero a 0-6°C.

La sospensions di spore deve dare uns conta di colonie vive comprese
tra S ¢ 10 milioni per millilitro dopo incubazione & 63 &+ 1°C per
16-18 ore su terreno agarizzato per il conteggio in pisstra. La
sospansione di spore deve essers uniformemente torbida ¢ se contisne
flocculazioni o un sedimento deve essere scartate ¢ sostituits con una
nuova sospensione preparata con ls coltura madre (4.3.2.).

Preparazione delle provette/ampolle

Pondere il terrenc agarizzato (5.1.2.) e lascisrlo raffreddare a 55°C.

Aggiungere uns parte della sospensione di spore preparata da poco
(5.5.4.) & S5 parti del terrenc agarizzato (5.6.1.) in une provetts o
una bottiglia e mescolare sccuratamente.

Trasferire in una provetis o una ampolla sterili (4.2.6.) 0,3 ml del
terreno colturale inoculato (5.6.2.) calcolato in modo da formare uno
strato dello spessore di S mm e chiudere con un tappo 0 un cappuccio
oppure saldando l'estremitid alls fismma. Lasciare raffreddare le
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provette/ampolle in posizione verticale facendo solidificare §1 terrenc
¢ lasciare pol a riposo per almeno 12 ore.

3.6.4. La provette/ampolle possonc asssre usate lo stesso giorno, ma possono

6.2.

6.3.

6.4,

6.5,

6.6.

6.7.

603‘

6.9.

essore conssrvats per diversi mesl se vengono raffreddate subito dopo
1la preparazions e conservate a 0-6°C.

PROCEDIMENTO

I campioni devono essere analizzati al piid presto possibile,
preferibilmente entro 24 ore dal campionamento, mantesnendoli nel
frattempo alla temperatura di 0-5°C. Nel caso non sia possidbile
analizzarli entro 24 ore, i campioni devono sssere conservati in un
surgelatore (da -30°C.a -15°C) per ridurre al massimo l'inattivazione
della penicillina.

Contrassegnare clascuna provetta/ampolla (5.6.) in modo leggibile e
indelebile. Togliere il cappuccio o i1 tappo. Porre in un‘opportuna
rastrelliera (4.1.3.) il numerc necessario di provette/ampolle per i
campioni per la prove e quelli di controllo (5.2 e 5.3) da esaminare.

Aggiungere ad ogni provetta/ampolla 50 mcl della sostanza nutritivae di
cul al punto 5.1.4..

Mescolare a fondo il campione di latte e trasferirne con la siringa
(4.1.4,) 0,1 m} nells provetta/ampolla con l'etichetta corrispondente.
Usare una punta monouso pulita per ciascun campione da trasferire.
Ripetere in doppio l'operazione di cui al punto 6.4 usando invece del
campione di latte (5.2.3.) la soluzione standard di penicillina
contenente 0,004 ug/ml (= 0,0067 ui/ml) di penicillina.

Ripetere in doppio l'operazione del punto 6.4. usando invece del
campione di latte il latte di controllo esente da inibitori (5.3.).

Chiudere le provette/ampolle ¢ sistemare la castrelliera che le
contiene in bagnomarie & 63 &+ 1°C (4.1.2.) per almeno 2 1/2 - 2 3/4 ore.

Estrarre dal bagnomaria la rastrelliera contemsnte le provetts/fiale.

osservare il colore del substrato del saggio (efr. 7).
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INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Une colorazione purpurea del terreno di coltura di prova in una
provetts/ampolla contenente il campione di latts o {1 latte di
controllo indica la pressnza nel campione di antibiotieci o di
sulfamidici esattamente 0 vicino al livello "itotalmente positivo®
indicato nella tabella 1. 1I1 permanere della colorazione purpures
nelle provette/ampolle contenenti las soluzione standard di penicillina
(6.5.) dimostra che {1 terreno di colturas adottato per il saggio &
sufficientemente sensibile.

La colorazione purpurea solo di una parte del terreno di colturs o la
colorazione irregolare di una delle provette/fiale contenenti il
campione di latte indicano la presenza nel campions di sostanze
inibenti comprese fra i livelli indicati nella tabells 1.

Una colorazions giallastras del terreno di coltura in una delle
provette/ampolle del campione di latte o del lette di controllo indica

1'assenza di sostanze che inibiscono la crescita dell'organismo-test.

Se tutte le provette/ampolle, compresa quella con 1] latte di
controllo, acquistano uns colorazione purpurea, queste non contengono

spore vive ed cccorre ripeters i1 saggio sui campioni usando sostanze
preparate di recents.

CONFERMA DEI RISULTATI

Effettuare su tutti i campioni che danno le reszioni descritte in 7.1.
e 7.2, la prova di conferma secondo il “metodo B".

Se prims della prova 4i conferma & necessario procederes el deposito dei
campioni di latte guesti ultimi debbono essere surgelati per impedice
la degradazione degli antibiotici.




2.1.

2.2,

2.3.
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B. METODO PER LA CONFERMA DELLE PENICILLINE B LA DETERMINAZIONE DELLA

CONCENTRAZIONE

OGGETTO E CAMPO DI APPLICAZIONE

Il procedimento descrive il seggio di conferma per penicilline o per
antibiotici diversi dalle penicilline ed il metodo per determinare la
concentrazione dells penicillina nei campioni d4i latte con reazione
positiva (A.7.1.) o incerta (A.7.2.).

Sensibjlitd del metodo ai vari antjbiotici

Cfe. A.1.
DEFINIZIONE
11 campione di latte contiene antibiotici. sulfamidici compresi, quando

con il metodo desceitto il campions presenta attorno al disco un alone
di inibizione largo almenc 2 mm.

Se un campione contenente antibiotici, sulfamidici compresi (2.1.), cui
¢ stats aggiunte penicillinasi (betalattamasi) non diA alone oppure di
un slone di diametro inferiore a quello del campione sents

penicillinasi, la gostanze inibente & la penicillina con o senzs up

o la zona non viene i{nsttivata dalla penicillinesi (2.2.), la sostanzs
inibente nel cemplone ¢i latte pop ¢ penicilling, ma puo' essere un
altro residuo (cfr. direttiva 85/397/CEE allegato A, capitolo VI, Aszlef
e 2b , allegata al decreto ministeriale 14 maggio 1988, n. 212) pubblicato
nel S.0. alla Gazzetta Ufficiale n. 142 del 18 giugno 1988.

Alcune penicilline semisintetiche, ad essmpio la sodic cloxacillina
socica, non sono, o0 sono soltanto in parte, inattivate dalls
penicillinasi oppure sono completamente resigtenti o non sono guindil
identificate come penicillina (cfr. 7.3.).

— 85 —



16-4-1992

Supplemento ordingrie alla GAZZETTA UFFICIALE

Serie generale - n. 99

3. PRINCIPIO

Un disco di carts dibula impregnato del latte in eseme & posto sulla
supsrficie 43 un terreno agarizzato inoculato con Bacillus

stearothermophilus, varieta calidolactis. Quando con 1°'incudbazione si

ha un normale crescita dell'organismo 1'sgar divents opaco. La
presenza nel latte di sostanze che inibiscono lo sviluppo degli
organismi & indicata da un elone attorno al disco. La dimensione
dell'alone dipends, tra 1'altro, dalla concentrazione e dal tipo di
sostanze inibenti pressnti mnel latte.

4. APPARECCHIATURA, VETRERIA E ATTREZZATURA

4.3. Apparecchigtura
‘.1!1. ctrO ‘0‘.1.

4.1.2. Bagnomarie, regolabile & 80° &+ 1° C.
4.2. Ystreris

cfrl ‘.‘.2’

A4.3. Dischi 41 cecty., esentl da sostanze inibenti, di 9-13 am di diametro,
in grado di assorbire circa 130 mg di latte (di preferenza conssrvati

in un essicestore).

S. TERRENI COLTURALI, SOLUZIONI STANDARD, SOLUZIONE DI PENICILLINASI,
REAGENTI, ORGANISMO-TEST, BCC.

Gli ingredienti dei terreni colturali devono essere del tipo per
batteriologia. L'acqgus usata deve essare distillata su wetro o
demineralizzeta di purezza almeno equivalente ¢ non deve contenere
sostanze che possano inibire la crescits dol microrganismo-test.

5.1. ni_goltyr

-5.1.1. Agar nutritivo (A.5.1.1.)
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5.1.2. Terreno di coliurs per la ricerce di sostanze inibenti

5.2.

5.3.

5.3.1.

Compogizione

Estratto di lievito 2,5

Triptone 5 s

Qlucosio 1 3

Soluzione di trimetoprim o tetroxoprim

(A.5.1.3.) 10 ml
Agar 10-15 g
(a seconda del poteres gelatinizzante)

Acqua 1000 ml
Breparazione

Sciogliere completamente gli ingredienti solidi in acqus riscaldando ed
sgitando prima di aggiungere 1la soluzione di trimstoprim o di
tetroxoprim. Aggiustare quindi il pH in modo che dopo 1la
sterilizzazione il suo valore s 25°C sia 8,0 + 0,1, Sterilizzare il
terreno per 1S minuti & 121 + 1°* C.

1 0 andard d eillina nel
{efr A.5.2)

Per quantificare le sostanze inibenti (8.) preparare delle soluzioni
standard di penicilline con latte esente da zostenze iaibenti (A.5.3.)
slle seguenti concentrazioni :

a) 0,004 ug/ml (00,0067 ui/al)
») 0,006 ug/al (0,01 wui/al)
e) 0,03 ug/ml (0,05 wui/ml)
4) 0,06 ug/ml (0,1 ui/al)

one di ¢ ina

Sciogliers in acqua distillata sterile uns quantitd 41 penicillinasi
(betslattamasi) sufficiente a dare une concentrazione di 1000 U/xl.

Tal soluzione, di preferenza ripartita in piccole aliquota, puo' essere
conservats & 0-5°C &l massimo per 4 settimans.
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Hota : Non esiste uno standard internazionele per ls penicillinasi.
Per il presente metodo si assume che 10 unitd di penicillinasi
siano sufficienti ad intgtivart 0,6 vg (= 1 1U) di penicillina.
Per le preparazioni di penicillinasi di cui non si conosce la

concentrazione occorrerd verificars se tale supposizione @
valida. 1In caso contrarioc, occorreri correggere opportunamente
1la concentrazions della soluzions di penicillinasi.

5.3.2. Invece della soluzione di penicillinasi, possono essers usati dischi
reporibili in commercio preparati con penicillinasi a condizione che
vengs. offettuato un controllo per verificare che contengano un'adeguata
quantitd di penicillinasi,.

S.4. Opganismo-test
Cfr. A.5.4.

S.5. ltura per saggio (sospension or,
cfr‘ ‘.s.s.

5.6. Pra stre r i1 s io

$5.6.1. Far fonders il terreno di coltura psr la ricerca delle sostanze
inibentl (5.1.2.) e lasciare raffreddare a 55°C.

$.6.2. In una bottiglis aggiungere una parte della sospensions di spore
preparats da poco (5.5.) a tante pacti del terrenc colturale per la
ricerca delle sostanze inibenti (5.1.2.) quante sono necessaris per
ottenere un‘opportuna densitd delle colonie nel substrato inoculato e
sascolare s fondo.

5.6.3. Trasferire in una piastra di Petri sterile (A.4.2.2.), previamente
riscaldata a 55°C, il terreno di coltura inoculato (5.6.2.), in modo da
formare uno strato dello spessore da 0,6 a 0,8 mm. In una piastra di
Petri del diametro interno di 140 mm occorrono c¢irca 15 ml del terreno
di coltura per ottenere uno spesscore di 0,8 mm,
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5.6.4. Trasferire le piastre di Petri su una superficie orizzontale fredda
controllata precedentemente con una livella a bolla d'aria, togliere 2
coperchi e lasciare solidificare 11 terreno agarizzato. Appena 11
substrato & solidificato, ricoprire le piastre con i coperchi e
capovolgerle per ridurre al massimo la condensazione sulla superficie
del terreno agarizzato.

5.6.5. Le piastre cosl preparate devono essere usate di preferenza 11 giorno
stesso, ma possono essere utilizzate entro due settimane purché appena
preparate vengano immediatamente conservate a 5°C in un sacchette di
polietilene sigillato.

5.6.6. Contrassegnare 11 fondo delle piastre per poter identificare 1
campioni.

6. PROCEDIMENTO

6.1. Preparazione dei campioni

6.1.1. I campioni che danno raisultati positivi o incerti con 11 "metodo A"
(A.7.1 e A.7.2.) devono essere nuovamente esaminati, per identificare e
quantificare la penicillina.

6.1.2. Riscaldare anizialmente questi campioni di latte a 80 + 1°C per 10
minutl, in modo da evitare l'influenza di sostanze inibenti termolabili
non specifiche.

6.1.3. Dopo aver mescolato energicamente, trasferire circa 10 ml del latte in
esame riscaldato in un'appropriata bottiglia sterile a collo largo.
Addizionare circa 0,4 ml della soluzione di pemicillinasi (5.3.) e
mescelare a fondo.

6.2. Biperca delle sostanze inibenti

6.2.1. Immergere un disco di carta (4.3.) nel campione di latte (6.1.2.)
usando un paio di pinzette pulite e asciutte. Eliminare 11 latte in
eccesso premendo 1l disco contro le pareti della bottiglia contenente
11l campione. Deporre il disco in piano sulla superficie della pirastra
(5.6) e premere leggermente con le pinzette.
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6.2.2. I dischi preparati con i vari campioni di latte devono essere posti ad
una distanza di almeno 20 mm 1l'uno dalltaltro e di almeno 10 mm dal
bordo.

6.2.3. Per il controllo della sensibilita, occorre porre a caso tra 1 dischi
del campione di latte alcuni dischi (4.3.) precedentemente immersi
nella soluzione standard di penicillina (5.2.a.); questi devono esssre
almeno 1l 2% di quelli del campione di latte e per c¢iascun sagglo ne
devono essere impiegati almeno S.

6.2.4. Dopo aver disposto a caso tutti 1 dischi sul terreno agarizzato ed
averli contrassegnati, capovolgere le piastre ed incubarle a 63 + 1°C
per 2,5-5 ore.

6.2.5. Dopo 1'incubazione le piastre vengono esaminate contro un'opportuna
sorgente luminosa per individuare gli aloni di inibizione attorne aa
dischi di carta. Si misurano quindi tali aloni.

6.2.6. Gli aloni attorno ai dischi contenenti la soluzione standard di
penicillina (6.2,3) devono essere larghi almeno 2 mm.

6.2.7. L'esistenza di aloni chiari attornoc ai dischi contenenti il campione di

latte di grandezza pari o maggiore a quella di cui in 6.2.6., indica la
presenza di sostanze inibenti l'organismo test.

6.3. Identificaziocone e determinazione quantitativa della sostanza inibente

6.3.1. Effettuare in doppio il procedimente 6.2.1. su un campione di latte
riscaldate (6.1.2.) e su un campione trattato con penicillinasi
(6.1.3.). Invece di aggiungere penicillinasi a 10 ml del campione di
latte si pud immergere in questo campione un disco preparato con
penicillinasi (5.3.2.) per poi disporlo nella piastra per il saggio.

6.3.2. Effettuare in doppio 1l procedimento 6.2.1. per ciascuna delle
soluzioni standard di penicillina elencate 1n 5.2.a-d.

6.3.3. Determinare 1 diametri medi degli aloni di inibizione per 11 campione
di latte, per il controllo di penicillinasi e per le scoluzioni standard
di penicillina.
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7. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI {(cfr. 2)

7.1. Se 1'slone non si forma attorno sl disco contenente il controllo di
ponicillinasi ms 3i forma attorno a guello che contiens {1 cempione di
latte od ha dimensioni uguali o maggiori a quelle dell'slone che
circonda il disco imbibito di soluzione standard di penicillina
(5.2.s8.), la sostanza inibente presente nel campione di latte
corrisponde ad una concentrazione di almeno 0,004 ug/ml di
benzilpenicillina sodica o potassica.

7.2. Se il diametro medio dell'alone attorno al disco contenente la
penicillinasi & uguale al diametro medioc dell‘alons attorno al disco
contenente il campione di latte, 11 latte contiene sostante inibenti
che non possono essere {nattivate con le concentrazioni d&i
penicillinasi usate nel presente procedimento.

7.3, Se il dismetro medio dell'alone attorno al disco contsnents 1la
penicillinasi & inferiore al diametro madio dell'slone attorno al disco
contenente soltanto il campione di latte, riscaldato come deseritto in
6.1.2., 11 campione di latte contiene penicillina associats ad altri
antibiotici, sulfamidicl compresi, oltre a penicillina o penicillina
sonmi-sintetica, che non puo' essere identificata con la concentrazione
di penicillinasi usata nel presents procedimsnto. Le penicilline
sintetiche, Quali 1a cloxacillina sodica, non possono essers inattivate
dalla penicillinasi nelle condizioni del saggioc ¢ possono pertanto
essers classificate come sostanze inibenti diverse dalla penicillina.

Nota: Le sostanze inidbenti diverse dalla penicillina possono eventuaslmente
essere identificate ricorrendo ad opportuni metodi.

8. DETERMINAZIONE DEL TRMORE DI PENICILLINA
8.1. Il tenore di penicillina puo’ essers determingto tracciando uns curva

standard oppure puo’ essare cslcolato dalle dimensioni dell'alone
ottenuto con le scluzioni standard di penicillina nel latte (5.2.s-¢).

— 9 —
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Petermina ne dell a gte d

Poiché si ha una correlazione linsare tra il 1"10 della

concentrazione della penicillins ed il diametro degli aloni di
inibizione, la curva standard puo’ essers tracclata su carts
ssnilogaritmica con le concentrazioni di penicillina in ordinata e gli
aloni di inidizione in ascissza. Quest! vengono calcolati come media
delle prove in doppio. I diametri degli aloni di inidbizione vengono
riportati in funzions dslle concentraszioni standard di penicillina ¢ si
ottiene la curva standard.

Calecolo

Le concentrazioni di penicilline nel campione di latte porzsono esssre
ealcolate dal diametri degli alonl usando 1'equazions o la curva
standard. Par prove precise il raggio degli aloni di inidizione deve
asssre non inferiors a due volte ¢ non supsriors a cingque volte {1
raggio dei dischi.

ESPRESSIONE DEI RISULTATI

I risultati 3! esprimono come tenore di penicillina uguale o superiore
a 0,004 ug/ml (oppure indicando la concentrations determinata) oppurs
come tenors di sostanze inibenti diverse dallas penicilling,

i1itd (= i bi

1 valori relativi non sono disponibili né sarebdero significativi dato
ehe si effettua i1 confronte utilizzando uno standard.

— 97 —
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D ONE DEL ORE LIPOPOLISACCARIDE ICO ~ \ 4
1. OGCETTO B CAMPO DI APPLICAZIONE

Il presente procedimento descrive i1l metodo ufficiale per la
determinazione del tenore di lipopolisaccaridi (LPS) del latte. Il

setodo si applica sl latte UMT ed al latte sterilizzato.
2. DEFINIZIONE

L'esame deve essere effettuato per le specie batteriche che sono pid
frequentemente causa di malattis trasmesse con gli alimenti.

La pastorizzazione & un trattamento che protegge dalle presenza di

agenti patogeni non termoresistenti nel latte. Se le norme fissate pnei-
1'allegato A, parte II del decreto ministeriale 14 maggio 1988, n»212,

s conta delle colonie & 5656 & F15c; pet 14 ¥osritadl Fipfo 195 per

coliformi sono rispettate, un saggio specifico per gli agentl patogeni
& necessario soltanto nel caso si sospetti che il latte sias sll'origine
dell'insorgenza di casi di intossicazione alimentare.

3. PROCEDIMENTO

Per la ricerca dei microrganismi patogeni si applicano, se esistono, 1
craiteri ed 1 metodi riconosciuti a livello internazionale.

4. RELAZIONE DEI RISULTATI

Per ogni microrganismo patogeno per il quale & stato effettuato l'esame
11 risultato deve essere espresso nel modo seguente :

numero per ml di latte oppure "presenza" o "assenza' nel volume di latte
paestorizzato richiesto per il metodo adottato.

La relazione deve descrivere chiaramente il metodo adottato.

—93 —
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NOTE

AVYVERTENZA:

Il tesio delle note qui pubblicato € stato redatto ai sensi dell’art, 10, comma 3, del testo unico delle disposizioni sulla promulgazione delle leggi.
sull'emanaziope dei decreti del Presidente della Repubblica e sulle pubblicazioni ufficiali della Repubblica italiana, approvato con D.P.R, 2§
dicembre 1985, n. 1092, al solo fine di facilitare la leitura delle disposizioni di legge alle quali & operato il rinvio. Restano invariati il valore e I'efficacia
degli atti legislativi qui trascritti. ‘ .

Note alle premesse:

— 1l testo dell'art. 6, comma &, del D.M. 14 maggio 1988, n. 212, ¢ il seguente: «8. Gli accertamenti analitici vengono effettuati con i metodi di
analisi ufficialmente riconosciuti ai sensi dell’art. 21 della legge 30 aprile 1962, n. 283, o in loro mancanza, con metodi riconosciuti a livelle
internazionale». :

— Il testo dell’art, 5, comma 1, della legge 3 maggio 1989, n. 169, & il seguente: «1. [ metodi di analisi ed eventuali altri esami di controlio, le
tolleranze e i criteri di giudizio dei relativi risultati, in relazione ai vari tipi di latte sottoposto a teattamento di pastorizzazione, sono stabiliti ed
aggiornati con appositi decreti del Ministro delfa sanitd di concerto con il Minisiro dell'agricoltura ¢ delle foresten.

— 1l testo dell'art. 6, comma 3, della legge 3 maggio 1989, n. 169, ¢ il seguente: «3, | metodi di analisi o eventuali altri esami di controllo, I
tolleranze ¢ i criteri di gindizio dei relativi risultati, in riferimento ai tipi di latte di cui al precedente comma 1, sono stabiliti ed aggiornati con appositi
decreti del Ministro della sanitd di concerto con il Ministro dell’agricoltura ¢ delle foreste».

— 11 testo dell’art. 21 della Jegge 30 aprile 1962, n. 283, é il seguente:

«La determinazione dei metodi ufficiali di analisi delle sostanze alimentari spetta al Ministro della sanita; a tale scopo ¢ coslituita, presso il
Ministero della sanitd, una Commissione permanente, di cui fanno parte:

@} un rappresentante det Ministero della sanitd che la presiede;
{omissis).
Gli elenchi dei metodi ufficiali di analisi dovranno essere revisionati almeno ogni due anni.
La Commissione ha la facoltd di avvalersi dell’opera di esperti particolarmente competenti nelle singole materie in esamex.

92A1652

FRANCESCO NOCITA, redatiore

FRANCESCO NIGRO, diretiore ALFONSO ANDRIAN, vice redattore

(4651378) Roma - Istituto Poligrafico ¢ Zeoca dello Stato - S.
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