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2tonsiderazione: “I prodotti alimentari non devono contenere microrganismi, né
loro tossine o metaboliti, in guantita tali _ da rappresentare un rischio inaccettabile
per la salute umana “

5°considerazione: “...e pertanto opportuno fissare criteri microbiologici....che
fissino una soglia_oltre la quale un alimento sia da considerarsi contaminato in
modo inaccettabile dai microorganismi cui tali criteri si riferiscono”
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La prima novita e che si parla di
quantita di germi patogeni

sono stabiliti limiti diversi in diverse categorie alimentari  per lo stesso
germe patogeno (es. L. monocytogenes),

sono stabiliti limiti che tuttavia non sono vincolanti se il produttore
dimostra (altra novita ) che il germe in oggetto viene eliminato o contenuto
nelle fasi produttive o durante il periodo di conservabilita (shelf-life).
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Criterio di sicurezza alimentare: un criterio che definisce Il'accettabilita di un
prodotto, di una partita di prodotti , applicabile ai prodotti immessi sul mercato

&

Germi patogeni : Salmonella spp. , Listeria monocytogenes , ed Enterobacter
sakazakii

E.coli come indicatore, oltre certi limiti, di alimento non sicuro

Enterotossine stafilococciche

Istamina

Vi sono richiami per V. parhaemolyticus e V. vulnificus , E.coli (VTEC) e virus,

ma per il momento non sono stati inseriti come criteri
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Come sono scelti i criteri sicurezza?

|
Oltre alla conoscenza storica della relazione tra patogeno e tossinfezione,

si valutano le diverse modalita di consumo nonché l'efficacia della scelta di quel
patogeno come criterio

Scientifico per le Misure Veterinarie in Relazione con la
so il 21 e 22 gennaio 2003 un parere sulla presenza di E.
ocitossine (VTEC) negli alimenti, nel quale reputa poco
probabile_che I'applicazione a VIEC O157 di una nor ma microbiolo gica per
prodotii_finali_produca una riduzione_significativa dei rischi_c_onnessi_per |

consumator’ .
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Criterio di igiene del processo: un criterio che definisce il funzionamento
accettabile del processo di produzione

Questo criterio, che non si applica ai prodotti immessi sul mercato , fissa un
valore indicativo di contaminazione al di sopra del guale sono necessarie
misure correttive volte a mantenere l'igiene del pr  ocesso di produzione in
ottemperanza alla legislazione in materia di prodot ti alimentari
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CODEX 1997 (CAC/GL 21)

Il criterio microbiologico  definisce I'accettabilita di un prodotto, di una

partita di prodotti alimentari in base all’assenza, alla presenza o al numero
di microrganismi compresi i parassiti, e/o in base alla quantita delle
| relative tossine/metaboliti, per unitd di massa, volume, superficie o lotto.

Reg. 2073/05

Il criterio microbiologico  definisce I'accettabilita di un prodotto, di una
partita di prodotti alimentari o0 _di un processo , in base all’assenza, alla
presenza o al numero di microrganismi, e/o in base alla quantita delle
relative tossine/metaboliti, per unita di massa, volume, superficie o
partita.
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ALLEGATO I

pH aw contenuto salino

letteratura scientifica

entare effettua studi ulte  riori, che possono

— modelli matematici predittivi  stabiliti per il prodotto alimentare in esame, util izzando fattori critici di
sviluppo o di sopravvivenza per i microrganismi in guestione presenti nel prodotto,

— prove per determinare la capacita dei microrganismi in qu  estione, debitamente inoculati , di
svilupparsi o sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di conservazione ragionevolmente
prevedibili,

— studi per valutare lo sviluppo o la sopravvivenza dei microrganismi in questione che possono
essere presenti nel prodotto durante il periodo di conservabilita, in condizioni ragionevolmente
prevedibili di distribuzione, conservazione e uso.

lonati tengono conto della variabi lita intrinseca in funzione del prodotto, dei
n questione e delle condizioni di la vorazione e conservazione
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Allegato |

Pone l'attenzione su un aspetto di cui gia si parla nel Decreto 16
dicembre 1993
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limite per la produzione di tossine
molto piu favorevoli di quello
per la moltiplicazione
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Influenza di pH e Aw sulla crescita batterica

Aumento del tempo di generazione con l'abbassamanto del
pH (da 6.5 a 4.5)

i
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Aumento del tempo di generazione con I'abbassamento
dell’'aw (da 0.997 a 0.930)

[ gen tme

Oaw x2

icrobiologia predittiva e challenge test (2009). Dr Roberto Fischetti, IZSLT.
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complementare

Questo vuol dire che due o piu fattori applicati contemporaneamente a
livelli piu blandi forniscono (a dati livelli) o s tesso effetto che si
otterrebbe con un solo fattore applicato a livelli piu drastici

egolarmente per produrre alimenti conservabili, che
voli da consumare
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1600 germi per grammo

condizioni
ottimali

(in ore)
icli logaritmici

Fattore/i limitanti applicati

T° pH+Aw  T*+Aw  T%pH

T*pH+Aw

Tempo raddoppio (h) 1.1 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3 2.3
Ore per raggiungere
4,6 log 23.1 48.8 67.1 54.2 49.7 57.7 51.2 50.8

Tratto da Microbiologia predittiva e challenge test (2009). Dr Roberto Fischetti, IZSLT.
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Listeria monocytogenes (tabella pag. 9 Regolamento 20 73)

favorevoli non favorevoli

«»» Tutti gli altri sono per definizione favorevoli alla crescita
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> Alimenti RTE non favorevoli alla crescita:

I inferiore a 100 UFC/g
- -

> Alimentl RTE favorevoli alla crescita:

Altrimenti 'assenza in 25 g
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Salmonella (tabella pag. 9 Regolamento 2073)

Punto 1.8 Prodotti a base di carne destinati ad essere consumati crudi,
prevede che la salmonella deve essere assente in 25 g in ognuno di 5
campioni dello stesso lotto o partita:

Punto 1.11 Formaggi, burro e panna ottenuti da latte crudo o da latte
sottoposto a trattamento termico a temperatura piu bassa della
pastorizzazione
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Salame grana grossa in budello naturale

—e—CBT m lattobac — —SALM —«—LIST —k—STAU
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Salame a grana fine in budello sintetico

—e—CBT m lattobac — — SALM ——LIST —x— STAU
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Si puo dimostrare che alcuni prodotti pronti per il
consumo sSono a di Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes
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ALLEGATO I

pH aw contenuto salino

letteratura scientifica

entare effettua studi ulte  riori, che possono

— modelli matematici predittivi  stabiliti per il prodotto alimentare in esame, util izzando fattori critici di
sviluppo o di sopravvivenza per i microrganismi in guestione presenti nel prodotto,

— prove per determinare la capacita dei microrganismi in qu  estione, debitamente inoculati , di
svilupparsi o sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di conservazione ragionevolmente
prevedibili,

— studi per valutare lo sviluppo o la sopravvivenza dei microrganismi in questione che possono
essere presenti nel prodotto durante il periodo di conservabilita, in condizioni ragionevolmente
prevedibili di distribuzione, conservazione e uso.

lonati tengono conto della variabi lita intrinseca in funzione del prodotto, dei
n questione e delle condizioni di la vorazione e conservazione
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Post-lethality alternatives:
(1) a. Treatment (may be an
that reduces or eliminate
AND
b. Antimicrobial agent/pre¢
growth

(2) a OR b (more FSIS verifi

Bart ¥
Department of
Agriculture

Fod Safcry and lnspecien Senvice

i CFR Part 430

Comtrol of Lisoei monocyingesss i
Ready-tn-Eae Mt 2l Poutkry Prosksces:
Final Rule
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Alternative antimicrobiche

“sTrattamenti letali di processo

- Trattamenti col calore
- Trattamenti con formulazioni chimiche

s Trattamenti letali post-processo o “post-letali”

- Trattamenti fisici

- Trattamenti chimici

- Agenti biologici

- Batteri lattici e batteriocine

s<*Combinazioni
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Trattamenti fisicl

Calore

v Pre-confezionamento:
vapore

v Post-confezionamento:
vapore

Immersione in acqua calda
Radiant oven heat
v Cottura (Re-heating) consumatore

Processi ad Alte Pressioni
Irradiazione
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Trattamenti chimici

«Sodio/Potassio Lattato/Lattico Acido
«Sodio Diacetato

*Sodio Acetato/Acetico Acido
*Proprionato
*Benzoato
*Sorbato
«Citrato
*Nisina
*Pediocina
eLisozima

*Oli essenziali
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Rugna G. 1, Bardasi L.1, Vecchi G.1, Mazzini C. 2, Bacchi M. 2, Galletti G. 1,
Merialdi G.1, Fontana M.C.1
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IE Updated Compliance Guidelines Updated Seprember 2009
ATTACHMENT 1 - CONTROL REQUIREMEMNTS for LISTERIA MONOCYTOGENES
Lﬁ =INCREASING RISK LEVELS AND FREQUENCY
OF FSIS VERIFICATION TESTING »>>>>
ALTERNATIVE 1 ALTERMNATIVE 2 ALTERMATIVE 3
Post-lethality
REQUIREMENTS Post-lethality Treatment (PLT) Sanitation and
Treatment (PLT) OR Testing Program
Antimicrobial Agent or
AND Process
Choice 1 Choice 2
Antimicrobial Agent Paost- Antimicrobial MNon-deli Deli or
or Process Lethality Agent or or Hotdog Hotdog
Treatment Process Product Product
Validate effectiveness of post-lethality treatment (PLT). Must be included as a CCP in the x »
establishment’'s HACCP Plan and should show at least a 1 log reduction in Lm prior to
disfribution of the product info commerce.
Document effectiveness of antimicrobial agent or process. Must be included as part of the x o
establishment’'s HACCP, Sanitation S0P, or Pre-reguisite program and should demonstrate no
more than 2-logs growth of Lm over estimated shelf fife.
Sanitation Program R|5|:|u;'ren‘u3r||l:a;1 x x »
Testing food contact surfaces (FCS5) in the post-lethality processing environment for L or an » X »
indicator ocrganism.
Indicate testing frequency. o » » _J
ldentify size and location of sites to be tested. N b4 »
Explain why testing frequency is sufficient to control Lm or an indicator organism. » » »
ldentify conditions for Hold-and-Test, when FCS (+) for Loy or an indicator organism. o b4 X
Additional Sanitation Program Requirements® %
Follow-up testing to verfy corective actions are effective after 1st FCS (+) for L or an indicator »
organism. Includes testing of targeted FCS as most likely source and addiional testing of the
surmounding area.
I follow-up testing yvields a 2nd FCS (+), hold products that may be contaminated until problem | »
is comected as shown by FCS (-} in follow-up testing.
Hotéd and test product lots using a sampling plan that will ensure that the lots are not adulterated »
with Lm and document the results of this testing. Altemately, rework the product with a process
destructive of Lm or an indicator organism.
For further information see the following links: 9 CFR 430.4
FSIS Directive 10.240.4, Rev.2
FSIS Directive 10,240.4, Rev 2 Related Documents
. Listeria Fact Sheets
: Sanitation program reguirements as found in @ CFR 430.4(b )2 )iE) or {bH3)i}
- Additional sanitation program requirements as found in 3 CFR 430.4(b)( 3)ii}
-]

Fatta @ Area sconosciuka
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Trattamento col calore in acqua

Contaminazione superficiale

Smoked Ham Roast Beef Skin-on Turkey
0 \ 0 \ 1]
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FIGURE 3. Reduction of L. monocytogenes on RTE deli-styie smoked ham, roast beef, and turkey from manufacturer A at 195F
(90.6°C), 200°F (93.3°C), and 205°F (96.1°C).

MURIANA ET AL. (2002) J. Food Prot., Vol. 65, No. 6
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Trattamento col calore umido (autoclave)

Contaminazione superficiale

Log reduction

0 1 2 3 q & 6 1 8
Time (min)

Fig. 1. Log reduction of L. monocytogenes in fully cooked bologna (14cm diameter x 1.5¢m thickness) pasteurized by ambient steam at 100°C or
pressurized steam at 131°C, Symbols were experimental data and the lines were model predictions with 95% confidence limits (dashed lines).

R.Y. Murphy et af. | Food Microbiology 22 (20K5) 359365
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Guidelines for Conducting
Listeria monocytogenes Challenge
Testing of Foods

VIRGINIA N, SCOTT,"” KATHERINE M. J. SWANSON,? TIMOTHY A. FREIER,” Y. PAYTON PRUETT, JR..*
WILLIAM H. SYEUM,* PAUL A. HALL.® LESLIE A. SMOOT,” and DANIEL G. BROWN®

'Food Products Association (formerly National Feod Processors Assaciation), 1350 | St NW, Suite 300, Washington,
D.C. 20005, USA; ¥Ecolab, Inc, 655 Lone Oak Dr., Eagan. MN 55121, USA; *Cargill, P.O. Box 9300, MS 63, Minneapolis,
MN 55440, USA; *ConAgra Foods, Inc., 6 ConAgra Foods Dr., Omaha, NE 68102, USA (currently The Kroger
Company, Cincinnati, OH); *Kraft Foods Global, Inc., 910 Mayer Ave,, Madison. W1 53704, USA; *Kraft Foods Global,
Inc., 801 Waukegan Rd.. Glenview, 1L 60025, USA; ?Nestlé USA, 6625 Eiterman Rd., Dublin, OH 43017 USA; SHormel
Foods Corp., 2 Horme! PL, Austin, MN 55912, USA

SUMMARY

Challenge testing using Listeria imonacytogenes is a useful tool for
determining the ability of the organism to grow in a food, for validating
the effectivenass of growth inhibitors,and for validating the degree of
lethality delivered by processes intended to inactivate the organism.
This document addresses factors that shiould be considered when
designing and conducting {. monccytogenes challenge tests, including
the type and nuinber ofistrains of Lmonocytopenes used, the inaculum
level, incaulum preparation and method of inoculation, formulation
of the product, delivery of a lethal rreatment, incubation of samples,
thelength of the study.and frequency of sampling, and sampde analyses.
An expert microbiclogist should be involved inall phases of the study,
especially in the design and the interpretation of resufts. Studies
conducted according to these gujcelines can be used to validate the
levet of reduction achieved by a lethal treatment or the level of control
achieved by an antimicrobial treatment or process to assess product
safety and compliance with government laws, regulations.and policies.

A peer-reviewed article
*Author for correspondence: 202.639.5985; Fax: 202.639.5991
E-mail: jscott@fpa-food.org

818 FOOD PROTECTION TRENDS

NOVEMBER 2005
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Prodotto
50 tranci di mortadella (mortadella tagliata a meta), confezionati sotto-

vuoto in involucri di Cryovac®, del peso di 4 kg e del diametro di 180
mm

Gruppi sperimentali

TRATTAMENTO TOTALE U.C. REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3

C 15 5 5 5
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Trattamenti

> A 89T x 6 min
»>B 89T x 8 min
»C 89T x 10 min

Inoculo
>L. iInnocua

3 ceppi di campo + 1 ceppo ATCC
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ANALISI MICROBIOLOGICA

Rilevamento carica superficiale su 6 punti per mortadella:
Campionamento distruttivo

2 su superficie di taglio

4 su “budello” di cui 2 in zona di “clippatura”

1ISO 11290-2: 1998 amd:2004

ANALISI STATISTICA
Test della mediana

E = estremita

| =involucro “budello”
S = superficie di taglio
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ANALISI MICROBIOLOGICA
Rilevate cariche superficiali controlli: ~10% UFC/cm?
Rilevate 270 cariche superficiali campioni trattati

ANALISI STATISTICA

Rilevata differenza statisticamente significativa tra i tre gruppi
sperimentali
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Validazione processo di Pasteurizzazione
Superficiale Mortadella

|‘ Controllo negativo
—




[stituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e
dell’Emilia Romagna

Validazione processo di Pasteurizzazione
Superficiale Mortadella

Risultati

xQ A

A =
B =
C=

=
=
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Validazione processo di Pasteurizzazione

Superficiale Mortadella 423
Risultati C =10’

Abbattimento in logaritmi*

Trattamento A Trattamento B Trattamento C

mediana
75%
max
range
Igr
media.aritm

sd

n

mancanti
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Validazione processo di Pasteurizzazion
Superficiale Mortadella

Conclusioni

Livelli di riduzione raggiunti (log UFC/g)
alto medio Non idoneo

Trattamento post- =2 <2 <1
letale

0 di Listeria in prodotti pronti al consumo a base di carne e pollame
to letale (FSIS, 2006)

Si puo ritenere il trattamento C (T 89°C x 10 min) efficace come processo di
pasteurizzazione post-confezionamento su tranci di mortadella da destinare
all’esportazione verso gli Stati Uniti.
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Posizionato nella fase precedente della filiera

olo in un alimento in una
el consumo

Hy-2R+ Z 1< FSO

oni: |= crescita
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applicati
0 di

vazione
di C. botulinum.

Ici intrinseci al prodotto che se applicati come misure
golarmente o associati ad altri misure di controllo,
) la contaminazione o crescita batterica inaccettabile.

Esempio: pH, T¢ aw, flora competitiva, gas, additi vi
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Misure di controllo

d

Produzione Industria Distribuzione u Consumo
primaria trasformazione
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Obiettivo

vitalita residua Trichinella spiralis
salame fermentato stagionato

Salame Salamella

Salame Gentile
Salame Milano
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Perché T. spiralis?
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Protocollo sperimentale

Produzione
Profilo microb.
Profilo ch-fis.

Profilo microb. Profilo microb. Profilo microb.
Profilo ch-fis. Profilo ch-fis. Profilo ch-fis.

Prova di vitalita Prova di vitalita Prova di vitalita

Contaminazione con Trichinella spp. + prova di vital
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Protocollo sperimentale

Umidita Carica batterica totale mesofila
Crassi aerobia

Proteine Lattobacillacee

Ceneri Enterobatteri
Ph

Aw

% NaCl
Collagene Profilo microbiologico

J

acido ascorbico

Profilo chimico-fisico e merceologico

acido citrico

acido lattico

solffiti
Nitriti
Nitrati

Zuccheri

Kreiss

Perossidi
ABVT
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Prova di infettivita residua

|ZSLER

Istituto Superiore di Sanita
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GIORNO
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REPLICA

Risultati

Conta larve - Giorno 0

CONTA TRICHINELLE/g | =

10.6

GIORNO

REPLICA

CONTA TRICHINELLE/g

15.82

8.9

0 1 8.75
0 2 9.8
0 3 8.7

GIORNO | REPLICA | CONTA TRICHINELLE/g
0 1 6.2
0 2 3.8
0 3 13.2
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Risultati
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Risultati
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Risultati
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Salame Salamella

—m—Ph
—e— calo peso %

-
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Salame Gentile

—m—Ph
—e—calo peso %

-
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Salame Milano

5.80
5.60

5.40
—@—Ph
—e—calo peso %

5.20
5.00
4.80

4.60

0 | 3 | e | 13 |
—m—Ph 5.54 5.00 4.81 5.00
—e—calo peso % 0.0 4.9 9.3 20.0




[stituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e
dell’Emilia Romagna

Risultati

Profilo microbiologico

Salame Salamella Salame Milano

—e—CBT

—— Lattobac.
Micrococc.
—a&— Entorobatt.

Salame Gentile

—e—CBT

—— Lattobac.
Micrococc.

—&— Entorobatt.

—— CBT

—@— | attobac.
Micrococc.

—a— Entorobatt.
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Risultati

Profilo fisico-chimico

=3 —
= = | &] | s|¢g
@© e — O O Q = O (@)
- = T = n = o @) % &
S = N O : >
= = N (&) - =
c < @ S S
3] @
8]
0.541<100 |<0,01 6170 9.8
0.05]|<100 |<0,01 5920 20.3
0.06|<100 |<0,01 5862 28
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Risultati
Infettivita residua

Larve Larve Larve
infestanti infestanti infestanti

infestanti
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Vitalita Prova biologica
NaCl 2%
NaCl 2,75%
NaCl 3,3%
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ALLEGATO I

pH aw contenuto salino

letteratura scientifica

entare effettua studi ulte  riori, che possono

— modelli matematici predittivi  stabiliti per il prodotto alimentare in esame, util izzando fattori critici di
sviluppo o di sopravvivenza per i microrganismi in guestione presenti nel prodotto,

— prove per determinare la capacita dei microrganismi in qu  estione, debitamente inoculati , di
svilupparsi o sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di conservazione ragionevolmente
prevedibili,

— studi per valutare lo sviluppo o la sopravvivenza dei microrganismi in questione che possono
essere presenti nel prodotto durante il periodo di conservabilita, in condizioni ragionevolmente
prevedibili di distribuzione, conservazione e uso.

lonati tengono conto della variabi lita intrinseca in funzione del prodotto, dei
n questione e delle condizioni di la vorazione e conservazione
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Microbiologia predittiva

Nasce con studi su cinetica di inattivazione botulin 0

(Esty and Meyer, 1922)

industria alimentare negli anni 30

tassi di crescita dei microrganismi a diverse
e utile a fare previsioni sullo spoilage delle carni

Non pote sviluppare la piena potenzialita a causa de lla carenza nella
potenza di calcolo (PC), mai suoi studi sull’effet todi TS A , e CO,
permisero il trasporto di carni non congelate (prim 0 esempio di “hurdle
concept”)
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Microbiologia predittiva

Scott-diverso approccio

Stima non restrospettiva della qualita e della sicur ezza
alimentare
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Microbiologia predittiva

Ambiente L ¢ Risposta microbica

Crescita/no crescita

e Probabilita di crescita
- Aw Tempo fase lag
Atmosfera (composizione) Tempo di generazione

Additivi Tempo per raggiungere [UFC/g]
Biocompetizione / Qoduzione di metaboliti /
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Parametri di crescita batterica

2
E
g
:
5
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Parametri di morte batterica

cinetica di inattivazione

ali=D*tempo + log ufc/g iniziali
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Lnw (1/h)
-1

NaCl (%)
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microbiological media. There can be no guarantee that predicted values will match those that would occur in any
specific food system. The implementation of microbiclogical predictions from ComBase Predictor requires expert

interpretation and you are responsible for ensuring that you have the necessary skill and expertise. Where you do not

have such skill and expertise you should consult an expert in food microbiclogy. For queries regard ing ComBase

Predictor contact: combase@bbsrc.ac.uk

L

How to use ComBase Predictor

Observation duration

Aeromonas hydrophila
nitial Phys.state NaCl (%e) Alax.rate Dbl time
level ==7 [0-1] [4.6-7.5] [0.0-4.5] (log.conc’h) (h)

3 | |ooo1s3s | MEETE 7 ] Jos | 0.44 0.69

remove last row

Predictions

conc. (Loglid cells/fg)

0.00 3.00 =
0.00 5.00
0.4 3.00

0.32 3.00

1.38 3.00

I.84 3.00

2.30 3.071

2. T8 3.01

J3..22 3.02

S.68 5.03 1

Time [h]

Fine & Internst #100% -

£l
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L

microbiological media. There can be no guarantee that predicted values will match those that would occur in any
specific food system. The implementation of microbiclogical predictions from ComBase Predictor requires expert
interpretation and you are responsible for ensuring that you have the necessary skill and expertise. Where you do not
have such skill and expertise you should consult an expert in food microbiclogy. For queries regard ing ComBase

Predictor contact: combase@bbsrc.ac.uk

How to use ComBase Predictor

" O] Sta‘;ic | © Changing t_i&m]!erﬁtnre..

add a row
Aeromonas hydrophila e
Aeromonas hydrophila NaCl (%) Max.rate Dbltime
Bacillus cereus with CO2{%t) L7.5] [0.0-4.5] (log.conc’h)  (h)
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis | 05 | lo4a | [069 |
Clostridium botulinum (non-prot.) move last row
Clostridium botulinum (prot.) :

Clostridium perfringens

Escherichia coli with CO2{%)

Listeria monocytogeneas/innocua with CO2{%%)
Listeria monocytogenes/innocua with nitrite{ppm)
Listeria monocytogenes/innocua with lactic{ppm)
Listeria monocytogenes/innocua with acetic{ppm)
| Staphylococcus aureus
salmonellae with CO2(%
|salmoneliae with nitrite{ppm)
Shigella flexneri with nitrite{ppm)
Yersinia enterocolitica with CO2(%)
Yersinia enterocolitica with lactic(ppm)
Brochothrix thermosphacita

| Pseudomonas spp.
3.02
5.0%8 0 F 10

Time [h]

2
=]
=

3.
1S

& Internst #100% -

W
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Temperature input : Observation duration

add a row
salmonellae with CO2(%) :
nitial Phys.state T (*C) rH NaCl (%) CO2(%%) Max.rate Dhbl.time
evel ==7 [0-1] [7-40] [3.9-7.4] [0.0-4.6] [O-100] (log.conc’h) (h)
KR | s | foers | o |

remove last row

Input vour temperature profile in the textbox below and
click the 'predict’ button to generate predictions.
The temperature inputs must be within the range [7-40]

0 25 )
1 25 =
z 23
0 22 Show me howl
7 B »
Predict =
= Cl 0

& Internst #100% -
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Temperature input : ‘ater activ Observation duration

add a row
salmonellae with CO2(%) :
nitial Phys.state T {*C) pH NaCl (%) CO2(%) MMax.rate Dbl time
evel = =7 [0-1] [3.9-7.4] [0.0-4.6] [0-100] (log.conc/h) (h)
| o975 | 0

remove last row

Input vour temperature profile in the textbox below and
click the 'predict’ button to generate predictions.
The temperature inputs must be within the range [7-40]

0 25 %
1 25 =l 5
2 21 E
T B8 St =
Predict =
- Cl 0
time (b)) Temp. (Ciconc. (LoglD cellsSg) ﬁl
O.00 25.00 —E.40 =
D.30 25.00 -1.26 Time [H]
D.®1 25.00 e i o)
0.931i 25.00 —D .98
T.00 25.00 —-0.594
Tt X 29015 —0.85
Y..oo52 22.949 —0.75
.82 2E.T73 -0.%85
2.00 23.00 —0 .60
2.2 2%..00 —0.56

»f

Fine & Internst #100% -
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1°Abuso termico

|3 Simeiadus |

Inizio 2° Abuso termico
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Strumenti di microbiologia predittiva disponibili

Pathogen Modeling Programme (USA)
* > 40 modelli di crescita, sopravvivenza ed inattivazione
» Aggiornato regolarmente (PMP vers. 7)

» Modelli and guide disponibili online

ComBase (UK, USA) — www.combase.cc

»ComBase Predictor (in precedenza Growth Predictor and Food MicroModel)
Modelli di crescita o inattivazione di 13 patogeni alimentari

»ComBase Browser

« Dati di crescita, sopravvivenza o inattivazione di microrganismi patogeni e alteranti
» ~40000 curve crescita/inattivazione

Opti-Form Listeria control model 2007 (PURAC)
http://www.purac.com/purac_com/d9ed26800a03c246d4e0ffOf6b74dclb.php
 Effetto di acidi organici, temperatura, pH sulla crescita di L. monocytogenes
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Strumenti di microbiologia predittiva disponibili

Seafood Spoilage and Safety Predictor (DK) — www.difres.  dk/micro/sssp/
* Listeria monocytogenes e produzione di istamina

Refrigeration index calculator (Australien) — www.mla.c om.au/publications
» Crescita di E. coli durante il raffreddamento della carne

Perfringens Predictor (UK) - www.ifr.ac.uk/Safety/Grow  thPredictor/
*Growth of Clostridium perfringens during chilling of food

Process Lethality Determination spreadsheet (AMI Found ation, USA)
www.amif.org/FactsandFigures/AMIF-Process-ProcessLethality.htm
«Calcolo dei tempi di inattivazione termica
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Negli ultimi dieci anni sono stati elaborati un sig nificativo numero di
modelli per la previsione della crescita dei princi pali batteri alteranti e
patogeni...

L

Organismi patogeni Microrganismi alteranti
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.... ma non trovano ancora vasta applicazione nell'in  dustria




Error of prediction in the growth region
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Evaluation of Listeria monocytogenes growth
models (seafood example)

HE

e Complexity of a growth model must match the complexity of food
where predictions are needed

* Example with growth of Listeria monocytogenes in naturally
contaminated vacuum packed cold-smoked salmon

g —
Prediction including the effect of:

8 - - Temperature
- Salt
7 1 - pH Prediction includin '
. . g the effect of:
. - Lactic acid \ - Temperature

- Saft

- p.H

- Lactic acid

- Smoke components

- Microbial interaction between LAB
and L. monocytogenes

Growth increase (Log cfu/qg)
4]
1

0 5 10 i5 20 25 30 35 40 45 50

Storage period (Days at 5 Deg. C)
DTU Aqua, Technical University of Denmark Ross & Dalgaard 2004, Mejlholm & Dalgaard 2007

11/53
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ALLEGATO I

pH aw contenuto salino

letteratura scientifica

entare effettua studi ulte  riori, che possono

— modelli matematici predittivi  stabiliti per il prodotto alimentare in esame, util izzando fattori critici di
sviluppo o di sopravvivenza per i microrganismi in guestione presenti nel prodotto,

— prove per determinare la capacita dei microrganismi in qu  estione, debitamente inoculati , di
svilupparsi o sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di conservazione ragionevolmente
prevedibili,

— studi per valutare lo sviluppo o la sopravvivenza dei microrganismi in questione che possono
essere presenti nel prodotto durante il periodo di conservabilita, in condizioni ragionevolmente
prevedibili di distribuzione, conservazione e uso.

lonati tengono conto della variabi lita intrinseca in funzione del prodotto, dei
n questione e delle condizioni di la vorazione e conservazione
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Banche dati bibliografiche
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A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY

About ComBase

| Access ComBase

SEARCH STATIC DATA BY CRITERIA Search Static Data by Source or Key | Search Dvnamic Data by Criteria

Modelling Toolbox

Submit Data FPlease select search terms and define ranges for temperature, pH, and either water activity or Mal (the two are linked by assuming

Support MaCl solution in water).

S Search Criteria Retrieved records: 32801 Matches

+- || Food Ty
Organi;:::s Combined
Eil--Cnnl:Iitions 4 Matching :Nith
Selection Records Previous

Min Max All recards 40740 40740

temperature | 0 a0 ¥ re Food type 40740 40740
pH 40 |78 ¥ [l Include where unspecified Qrgearigm 40740 gatlin i
water activitg.r| 73 B || 1.00 V| Include where unspecified Temperature 35073 350738
NaCl ) 30 (%) T rr———— pH 38430 33146
[ Switch to MaCl Water activity 40283 32801

Search Conditions 40740 32801

Please narrow your search to 500 or less
records to view details or summaries.
-
Please narrow your search to 500 orless =
records to downioad to CSV, or download
individual records from the View Details
page.

Warning!

This database was designed as aresearch and instructional tool for estimating the effects of mulliple variables on the growth, survival

and inactivatinn of fnodhorne nathnnens

&l Internet o100 v
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A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY

Access ComBase

SEARCH STATIC DATA BY CRITERIA Search Static Data by Source or Key | Search Dvnamic Data by Criteria

Modelling Toolbox

Submit Data FPlease select search terms and define ranges for temperature, pH, and either water activity or Mal (the two are linked by assuming
e MaCl solution in water).
Search Criteria Retrieved records: 32801 Matches
Bl [[] Food Type ==
- [] Beef(2551) _ Ccmhln_ed
- [] Bread (236) Matching with
s Flenesse rc5'11 Selection Records Previous
- [ ] Culture medium (26923} All records 40740 40740
- []Dessertfood (258 Food type 40740 40740
- [] Egg or egg product (653}
-~ [ Infant_foad (203 Crganism 40740 40740
- [] Juice, beverage {118} Temperature 25079 35079

=[] Milk 1226}

pH 38480 33146
- [] Other or unknown type of dairy (526}
- [] Other or unknown type of meat (510} Water activity 40283 22801 =
- [] &ther, mixed, uncategorised or unknown type of foad (1233} Conditions 40740 22801
Foark {1425}
-- [] Poultry (1528} Please narrow your search to 500 or less
- [] 2auce/Drassing (75} records to view details or summaries, .
- [] 2ausage (600} - o - .
- [] Seafood (1050} Please narrow your search to 500 orless.
- [[] Vegetable or fruit and their products (839} mm TQ'_WGETRG'C'SV(GKW@?G
- [] Water {122} individual records from the ’u'iew Details
B Jroganisms page.
H-Conditions
MMin Max
temperature [0 w40 V|{“C] |

&

&l Internet Ho100% -
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3

- [] Sausage (500}

-- [[] Seafood (1050} Please narrow your search to 500 or less

- [] Wegetahle or fruit and their products (939 records to download to CSV, or download

- [ water (122} indiviclual records from the View Details
=- [ Crganisms page.

- [] aerohictotal spoilage bacteria (519}
- [] Aeromonas caviae (432)

- [] Aeromaonas hydrophila (2626)

- [] Aeromanas sobria (576)

- [] Bacillus cereus (2539}

- [] Bacillus lichenifermis (327}

- [] Bacillus pumilus {0}

- [] kacillus spoilage bacteria (55}

- [] Bacillus subtilis (1054}

- [] Brachothrix thermosphacta (758}

- [] Campylokacter (505)

- [ Clostridium botulinum {non-prot.) {357
- [ Clostridium botulinum {prot.y (267}
- [] Clostridium perfringens (1171}

- [] entercbacteriaceas (550}

- [] Enterccocci (0}

- [] Escherichia coli (5360}

- [] halophilic kacteria (604}

- [] lactic acid bacteria (850}

Listeria monocytogenesiinnocua (2420}
- [] micrococai (307}

- ] mould {0}y

- [ nen-protechtic psychrotrophic clostridia (03
- [] Paenibacillus cdorifer (43)

- [] Paenikacillus polymyxa (0}

- [ ] Phaotokacterium phoesphareum (80}
- [ pseudomonads (1146}

- [] psychrotrophic bacteria (134)

- [] salmonella spp (5495}

- [] Shewanella putrefaciens (57}

- [] Shigella flexneri and relatives (895)
- [] spoilage yeast (44}

&0 Internet L 100% v
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- [] Staphylococous aureus {1947)
- [] Staphylococous xylosus {0}
=[] wibrio spp. (468}
[] yeast (o}
i [ ¥ersinia enterocolitica (2202}
Iél--Cnnditic:ns
= [] stmosphere
=[] Anaerchic environment {(2263)
=[] Carbon-dioxide in the envircnment (2539}
- [] Modified atmosphere environment {293}
- [] Mitrogen in the environment (2256
- [] Owygen (aerchic conditions)in the environment (1228}
- [] Pressure contralled {81}
- [#] Wacuum-packed (1818}
- Preparation
Microkial flara
- [#] additives
- ther

Min lMax

temperature |4 ¥ | | 4 s |

pH | 6.5 |» | | 70 ‘V| Include where unspecified

water activity | 096 |w» | | a8 V| Include where unspecified
MacCl 4 4 :%] Include where unspecified

[ Switch to NaCl

Search

Warming!

This database was designed as a research and instructicnal tool for estimating the effects of mulliple variakles on the growth, survival
and inactivation of foodborne pathogens.

Althouagh every care has been taken in the collection of these microbiclegy data, the final conditions of their use are cutside the cantral
of ARS-ERRC, F2A and IFR. Expertinterpretation is required and users must determine if they have the necessary skills for

& Internst A 100%
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A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY

Access ComBase

SEARCH STATIC DATA BY CRITERIA Search Static Data by Source or Key | Search Dvnamic Data by Criteria

Modelling Toolbox

Submit Data Please select search terms and define ranges for temperature, pH, and either water activity or MaCl (the two are linked by assuming
e MaCl solution in water).
Training P N
Search Criteria Retrieved records: 12 Matches
= [] Food Type -
- [] Beef(2551) _ Ccmhln_ed
« [] Bread (236) Matching with
.. [] Cheese (551) Selection Records Previous
- [] Culture medium (25923} All records 40740 40740
- L] Dessentfood (258) Food type 1425 1425
- [] Egg or ega product (655} :
- [ Infant_food (203} Qrganigim #a2l et
- [] Juice, beverage {118} Temperature 22209 108
LA W
[T milk (12283 pH 42458 12
- [] &ther ar unknown type of dairy (526)
- [] Other or unknown type of meat (510} WWater activity 23969 12
- [] Other, mixed, uncategarised or unknown type of food (1233 Conditions 1818 12
Pork {1425}
-- [] Poultry (1528} View Summary View Details
- [] Sauce/Dressing (76} 1o CSV
- [] 2ausage (600}
- [[] Seafood (1050}
- [ Yegetable ar fruit and their products (938}
- ] water (122}
= [ Organisms
- [] aerchictotal spoilage bacteria (519}
- [] &eromonas caviae {432}
- [ ] &eremonas hydrophila (2636)
- [] Aeramonas sobria (576}

&

&l Internet Ho100% -
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{= ComBase Browser - Result Details - Windows Internet Explorer

QT'QC_, - |E, http:ficombase, arserrc.govfResultDetails, aspx7=24274 bl | ‘(’1‘_! _"K_ | |=E:|-::-;|Ie | Fe !'|
GD-.-glE | w -,':' Effettua la ricerca = 4» @ @ ¥ E?' E] - 9% Segnalibri~ ":? Controllo = % Traduci - ** 'E% > l_:_.l Entra =

—_— — — - 3
e e |§Com5asé Browser - Result Details ‘ | e - B f=y « |-k Pagina = (. Strumenti =
COMBASE SEARCH RESULT DETAILS FOR RECORD ID: GMW _0352 View Summary
[ First] [ Back 10 J [Preuiu:uus] [ Mesxt ] [ Forward 10 J [Last] [1112 matches] Download GMW 0352 to CSY
Record Details ComBase 10— GMw 0352 Record Data
Organism: Ligtena monocylogenesinnocusa B:» [GMW—GSSZ }
Food type: Park (In: smoked-cooked ham) % = = e Time (h} log cellig
i s L] {
Termnperature: Ao Ca i 0.00 1.000
pH: ot reported '?E‘.::,;;_ 168.00 1000
"-""I'.
Water activity: Mot reported % 338.00 1.000
NaCl: Not reported é:;'z‘ N . e §72.00  1.000
Maximum Rate See data : G'T. ISR e e 100800 1.800
(og10(CFUM 88888283 g%g B8 1344.00 1.400
" ﬂ.m_:g == 28 e e
Conditions: Time (h) 1680.00 G.000
Vacuum-packed D 2016.00 6700
Listeria monocytogenes/innocua
(log cellig) 235200 G700
2688.00 5000
Compare with Prediction Eitthe Data
mpo It I \ctiar Fitthe Daia 2024.00 G600
Source: =i
Seman (et al.), 20802: Modeling the growth of Listeris monocoyvtogenes in cured ready-— =
to—eat processed meat products by manipolation of sodivum chlioride, sodium discetate,
notasginm dTactate apgond mradiicet modistoirs content T Framd Brnt A5 A5
Further Specificaticns:
Species: L.monocybogenes, Strain(s): LCOCDEEG1 F23%9 NFPASS MADZZ2S5 HMADIZA.
Mixed strains. Measurement by colony counts.

€D Internet HA00% T
-

'J start E rE&H@EMF C
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Choose a model:
G AT e Baranyi and Roberts ILinear, biphasic or trilinear

162.00 1.00 iid models

336.00 1.00 {

672.00 1.00 © Complete model @ Trilinear
1008.00 1.80 =
1344.00 1,40 Show me how! ® No lag @ Biphasic (No lag)
1680.00 &.00
201600 &.70 - ® No asymiote @ Biphasic (INo asymioie)
2352.00 &.70
TEREC i By i =4 o v

[ Display data

Convergence

-square [EE¥ES SE of Fit (RN

A aximum rate Mﬁm&e\! -
[0.0173 0 0087 | {62500 |0 3043 |

Time fitred walue
0.00 1.16
£0.48 1.16
120.96 1.16
181 .44 1.16
341.93 1.16
302.40 1.18
Z62.88 1.16
423.36 1.16
483.84 1.16
544.323 1.16
6£04.80 1.16
665.28 1.16
T25.76 1.16 = : 1 ' 1 [ '
TEB6.24. 1.16 | L 500 1ooo 1500 2000 2500 3000
Time

| vi

Fine & Internst HoA00% -
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{= ComBase Browser - Result Details - Windows Internet Explorer

QT'QC_, - |E, http:ficombase, arserrc.govfResultDetails, aspx7=24274 bl | ‘(’1‘_! _"K_ | |=E:|-::-;|Ie | Fe !'|
GD-.-glE | w -,':' Effettua la ricerca = 4» @ @ ¥ E?' E] - 9% Segnalibri~ ":? Controllo = % Traduci - ** 'E% > l_:_.l Entra =

—_— — — - 3
e e |§Com5asé Browser - Result Details ‘ | e - B f=y « |-k Pagina = (. Strumenti =
COMBASE SEARCH RESULT DETAILS FOR RECORD ID: GMW _0352 View Summary
[ First] [ Back 10 J [Preuiu:uus] [ Mesxt ] [ Forward 10 J [Last] [1112 matches] Download GMW 0352 to CSY
Record Details ComBase 10— GMw 0352 Record Data
Organism: Ligtena monocylogenesinnocusa B:» [GMW—GSSZ }
Food type: Park (In: smoked-cooked ham) % = = e Time (h} log cellig
i s L] {
Termnperature: Ao Ca i 0.00 1.000
pH: ot reported '?E‘.::,;;_ 168.00 1000
"-""I'.
Water activity: Mot reported % 338.00 1.000
NaCl: Not reported é:;'z‘ N . e §72.00  1.000
Maximum Rate See data : G'T. ISR e e 100800 1.800
(og10(CFUM 88888283 g%g B8 1344.00 1.400
" ﬂ.m_:g == 28 e e
Conditions: Time (h) 1680.00 G.000
Vacuum-packed D 2016.00 6700
Listeria monocytogenes/innocua
(log cellig) 235200 G700
2688.00 5000
Compare with Prediction Eitthe Data
mpo It I \ctiar Fitthe Daia 2024.00 G600
Source: =i
Seman (et al.), 20802: Modeling the growth of Listeris monocoyvtogenes in cured ready-— =
to—eat processed meat products by manipolation of sodivum chlioride, sodium discetate,
notasginm dTactate apgond mradiicet modistoirs content T Framd Brnt A5 A5
Further Specificaticns:
Species: L.monocybogenes, Strain(s): LCOCDEEG1 F23%9 NFPASS MADZZ2S5 HMADIZA.
Mixed strains. Measurement by colony counts.
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edictions are performed with the models from ComBase Fredictor, according to the environmental
nditions reported for this record. Click here for further information on predictions.

Predicted specific growth rate 00383 {1/h)
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SVILUPPO DI Listeria innocua IN COPPA DI
TESTA NATURALMENTE CONTAMINATA




[stituto Zooprofilattico Sperimentale
della Lombardia e dell’Emiliar Romagna

INTRODUZIONE

Stoccaggio delle carni scelte in cella
Cottura 97T x 5h

Raffreddamento in cella
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Materiali e metodi

Ricerca

Listeria monocytogenes/spp.

: Determinazioni microbiologiche
Numerazione

Listeria monocytogenes/spp.

Determinazioni chimico-fisiche

Attivita dell’acqua (A ;)
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Materiali e metodi

Determinazioni microbiologiche

Esame quantitativo
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Materiali e metodi

Determinazioni microbiologiche

Esame qualitativo Esame quantitativo

Positivo Carica rilevabile
Positivo Negativo (<l.r. UFC/q)
Negativo Negativo (<l.r. UFC/qg)

2| metodo qual itativo)
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Materiali e metodi
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Materiali e metodi

Software Growth Predictor

2 Growth Predictor,

- -\
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RISULTATI
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Risultati

'

[
Lotto |  pm . t-d Nmax RSS-RMS
(In ufc/g) | (99) | (log,, ufc/g)
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Conclusioni
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Salame in Budello naturale grana grossa

—e—CBT m lattobac — —SALM —«—LIST —k—STAU
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Salame in budello sintetico grana fine

—e—CBT m lattobac — — SALM ——LIST —x— STAU
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Salmonella predictor

logD=Log(-1/rate)
o 15e Bw=+v(1-aw)

aw 0.971 (810 Adjusted square
pHda6.3a5 R=0.69

LogD=-10.38-0.34*TEMP + 7.35*PH-0.44*BW + 0.07*(TEMP*PH) + .44*(TEMP*BW)
+ 3.75 *(PH*BW) — 0.0066 *(TEMP/2-0.79%(PH"2) + 25.15%(BWA2) +/-0.17

unico - 2005 Industrie Alimentari (44), 443 pag.1-10.
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Salmonella predictor

1 9 0.965
A
8 . s B 1 0.96
0.95 H
% o7 1 0.955
0.9 a 3 6 1095
£ [
E 0.85 ab 1 0.945 -
24 u loos <
0.8 =
0.75 1
0-7 T T T
0 20 40 60
tempo (giorni)
= Aw ——regressione ——max ——min 4 Outliers ——(profilo 1 Ss log ufc/g) ® Log counts —— (profilo 1 aw)

e Alimentari (44), 443 pag.1-10.
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loagc (Log ufc/g)

tempo (giorni)
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ALLEGATO I

pH aw contenuto salino

letteratura scientifica

entare effettua studi ulte  riori, che possono

— modelli matematici predittivi  stabiliti per il prodotto alimentare in esame, util izzando fattori critici di
sviluppo o di sopravvivenza per i microrganismi in guestione presenti nel prodotto,

— prove per determinare la capacita dei microrganismi in qu  estione, debitamente inoculati , di
svilupparsi o sopravvivere nel prodotto in diverse condizioni di conservazione ragionevolmente
prevedibili,

— studi per valutare lo sviluppo o la sopravvivenza dei microrganismi in questione che possono
essere presenti nel prodotto durante il periodo di conservabilita, in condizioni ragionevolmente
prevedibili di distribuzione, conservazione e uso.

lonati tengono conto della variabi lita intrinseca in funzione del prodotto, dei
n questione e delle condizioni di la vorazione e conservazione
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Shelf-life

Periodo di tempo durante il quale il prodotto rimane sicuro dal punto di vista
sanitario e conserva le sue caratteristiche qualitative in condizioni attese di
conservazione e di uso
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Shelf-life

*Sviluppo di un nuovo prodotto o modifica del prodotto

*Sviluppo di un nuovo processo o modifica di uno esistente

*Nuovo tipo di confezionamento

*Nessuno studio di shelf-life precedente
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Shelf-life

Importanza della Temperatura

Shelf-life a T°bassa = sottostima della crescita = s ovrastima della sicurezza

L’OSA deve giustificare la T°scelta per lo studio

Quando non e conosciuta la reale temperatura di conservazione — utilizzare 8-12<TC
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14 nov 2008 ultima versione

1r
oot

a ssa EU COMMUNITY REFEREMCE LABORATORY ~OR
LISTERIA MONOCYTOGENES
ACENCE FRAMCAISE
DE SECURITE SANITAIRE
DES ALIMENTS

WORKING DDCUMENT

Version 2 — November 2000

TECHNICAL GUIDANCE DOCUMENT
On shelf-life studles for Listerla monacyrogenas |n ready-to-eat foods

Anris SEAUFORT, Marie COERNU, Héléns BERGIS, Anns-Laurs LARDEUX, Unit Quantitative
Microbiology and Risk Assezsment, Bertrand LOMBARD, CRL Coordinator
AFSSA-LERQAP, CRL for Listeris monecytogenes, Maisons-Alfort, France
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Technical guidance document on shelf-life studies for L. monocytogenes in ready-
to-eat foods — version 2- Nov 2008

Contengono e raccomandazioni su come selezionare,
implementare e condurre Test e studi di conservabilita (
) per Listeria monocytogenes in alimenti RTE.
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Technical guidance document on shelf-life studies for
L. monocytogenes in ready-to-eat foods

version 2- Nov 2008

Durability Test Challenge Test

Growth Potential (d)

Challenge Test

Maximum Growth Rate

»Prova
sperimentale+microbiologia
predittiva — piu complessa
ma permette di estrapolare i
dati al cambiare delle
condizioni

» Al cambiare delle
condizioni necessario rifare
test

»Prova piu realistica del
challenge test

> Difficile interpretazione

»>E’ possibile calcolare il
valore massimo ammesso al
t

0

»Bassa probabilita di
testare campioni

contaminati , -
»E’ possibile calcolare la

concentrazione del
microrganismo in ogni t

» Contaminazione fuori
controllo

n
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Challenge test per la valutazione del growth potentia | (3)

* Numero di lotti
» Scelta dei ceppi da inoculare
s ° Preparazione dell'inoculo
* Numero di unita da testate per lotto
» Modalita di contaminazione
» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate
« Misurazione dei parametri fisico-chimici

» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione
 Calcolo del potenziale di crescita (3 )
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 Caratteristiche del prodotto in esame
» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

* Numero di unita da testate per lotto

» Modalita di contaminazione

» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

« Misurazione dei parametri fisico-chimici
» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione

 Calcolo del potenziale di crescita (3 )
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almeno
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 Caratteristiche del prodotto in esame
* Numero di lotti

» Preparazione dell'inoculo

* Numero di unita da testate per lotto

* Modalita di contaminazione

e Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Misurazione dei parametri fisico-chimici
» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione

» Calcolo del potenziale di crescita (0 )
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1 ceppo di riferimento (ATCC, NCTC)

2 ceppi isolati da matrice identica o simile
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 Caratteristiche del prodotto in esame
* Numero di lotti
» Scelta dei ceppi da inoculare

* Numero di unita da testate per lotto

» Modalita di contaminazione

» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Misurazione dei parametri fisico-chimici

» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione
» Calcolo del potenziale di crescita (0 )
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La 1°sottocoltura permette di rivitalizzare le
cellule e di averle allo stesso stato fisiologico

La 2°sottocoltura va eseguita ad una T< vicina
a quella del prodotto, per adattare le cellule ed
evitare stress

oncentrazione utile e poi
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 Caratteristiche del prodotto in esame
* Numero di lotti

» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

* Modalita di contaminazione

e Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Misurazione dei parametri fisico-chimici

» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione
» Calcolo del potenziale di crescita (0 )
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Determinazione concentrazione L. monocytogenes
Rilevazione/numerazione di L. m in campioni negativi (opzionale)
Determinazione delle caratteristiche fisico-chimich

Determinazione concentrazione microflora associata
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 Caratteristiche del prodotto in esame
* Numero di lotti

» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

* Numero di unita da testare per lotto

» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Misurazione dei parametri fisico-chimici
» Analisi microbiologiche: metodi di

rilevazione e di numerazione
» Calcolo del potenziale di crescita (0 )
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superficiale per simulare contaminazione a
contatto con superfici

Profonda (es. alimenti preparati miscelando
diversi ingredienti)
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 Caratteristiche del prodotto in esame
* Numero di lotti

» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

* Numero di unita da testare per lotto
» Modalita di contaminazione

» Misurazione dei parametri fisico-chimici
» Analisi microbiologiche: metodi di

rilevazione e di numerazione
» Calcolo del potenziale di crescita (0)
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Se tempi e temperature non sono noti
adottare le condizioni riconosciute

AFSSA Nov-08: 1/3 della shelf life a 8C e 2/3 della  shelf life a 12C
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 Caratteristiche del prodotto in esame

* Numero di lotti

» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

* Numero di unita da testate per lotto

» Modalita di contaminazione

» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Calcolo del potenziale di crescita (0 )
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L nw >Metodiche analitiche standard ““
—

»Metodica ISO 11290 (o metodi alternativi
autorizzati dall’autorita competente)

»Attenzione ai valori al Day,
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 Caratteristiche del prodotto in esame

* Numero di lotti

» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

* Numero di unita da testate per lotto

» Modalita di contaminazione

» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Misurazione dei parametri fisico-chimici
» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione
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Giorno Concentrazione (log UFC/qg) Differenza ( 8)

\

; <07}
D, 5 1.30 |

______________

______________

T v T

Deng 5 2.33

0.84

0.32
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2 = conc. inizio shelf-life + ©

Massima conc. ammessa ad inizio shelf-life = 2 — d log ufc/g
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Technical guidance document on shelf-life studies for
L. monocytogenes in ready-to-eat foods

version 2- Nov 2008

Durability Test Challenge Test

Growth Potential (d)

Challenge Test

Maximum Growth Rate

»Prova
sperimentale+microbiologia
predittiva — piu complessa
ma permette di estrapolare i
dati al cambiare delle
condizioni

» Al cambiare delle
condizioni necessario rifare
test

»Prova piu realistica del
challenge test

> Difficile interpretazione

»>E’ possibile calcolare il
valore massimo ammesso al
t

0

»Bassa probabilita di
testare campioni

contaminati , -
»E’ possibile calcolare la

concentrazione del
microrganismo in ogni t

» Contaminazione fuori
controllo

n
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Challenge test per la valutazione del maximum growth r ate

umax

* Numero di lotti

» Scelta dei ceppi da inoculare

» Preparazione dell'inoculo

 Numero di unita da testate per lotto

* Modalita di contaminazione

» Condizioni di conservazione delle unita
contaminate

» Misurazione dei parametri fisico-chimici
» Analisi microbiologiche: metodi di
rilevazione e di numerazione
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»Regressione non lineare utilizzando software
MicroFit (IFR)

»Automaticamente mi calcola W, s € t-d

»Utilizzo di modello secondario (es Ratkowsky)
per calcolare il p.,, ad un’altra temperatura

. )2
ef = Tmin)2
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Reg. 2073/05

apparentemente focalizza I'attenzione sui microrganismi ma in realta assegna un
ruolo determinante a due elementi:

* le procedure di HACCP e le GHP

» gli alimenti, visti come “protagonisti”
dell'andamento microbico
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Le analisi microbiologiche sul
prodotto finito da sole non bastano acd
assicurare la sicurezza del prodotto

"
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CONCLUSIONE

La condivisione di obiettivi di sicurezza, il confronto tra OSA ed autorita di controllo,
la sostenibilita scientifica, sono fattori che possono portare ad una riduzione del
rischio
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Come sono scelti i criteri di igiene del processo?

Sono il frutto esperienze pluriennali che hanno portato a definire quale sia il
migliore

Qualora non vi siano sufficienti esperienze 'UE emana delle
mirate alla ricerca di germi o metaboliti in particolari matrici alimentari.

Una volta in possesso dei dati si scelgono uno o piu criteri “indicatori’ che soddisfino
inoltre le esigenze di:

» Essere sempre presenti nell’alimento considerato

» Essere misurabili con metodiche semplici, rapide e di basso costo
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Come sono scelti 1 valori limite dei criteri di

Igiene del processo?

| dati raccolti per la scelta dei criteri servono anche per la scelta dei limiti.

In genere si decide con metodi statistici di porre come limite il valore entro il
guale ricade la massima parte dei risultati.
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