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Przedmowa

Niniejszy dokument jest czwarta wersja wytycznych technicznych (TGD) Laboratorium Referencyjnego Unii
Europejskiej ds. Listeria monocytogenes (EURL Lm) dotyczacych testow obcigzeniowych i badan trwato$ci w
celu oceny trwatosci zywnosci gotowej do spozycia pod katem Listeria monocytogenes. Zastgpuje on wersje

trzecig z dnia 6 czerwca 2014 roku - Zmiana 1 z dnia 21 lutego 2019 roku.

Pierwsza wersja niniejszej TGD (2008) zostala opracowana na wniosek Dyrekcji Generalnej ds. Zdrowia i
Konsumentow (DG SANCO) Komisji Europejskiej (KE) w odpowiedzi na zglaszane przez panstwa cztonkowskie
UE zapotrzebowanie na dokument zawierajacy zarowno szczegdtowe, jak i praktyczne informacje na temat
sposobu prowadzenia badan dotyczacych okresu przydatnosci do spozycia Listeria monocytogenes (Lm) w
zywnosci gotowej do spozycia (RTE) w celu zapewnienia zgodnoSci z kryteriami mikrobiologicznymi

okreslonymi w art. 3.2 rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005.

Celem tej rewizji jest zapewnienie spojnosci pomigdzy Wytycznymi Technicznymi EURL Lm a normg EN ISO
20976-1 ,,Wymagania i wytyczne dotyczace przeprowadzania testow obcigzeniowych zywnosci i produktow
paszowych - Czg$¢ 1: testy obcigzeniowe majgce na celu badanie potencjalu wzrostu, czasu opoznienia i

maksymalnej szybkos$ci wzrostu” opublikowang w 2019 r.

Norma okre$la protokoty przeprowadzania testow obcigzeniowych dla badan wzrostu dla wszelkich bakterii i
drozdzy, ktore nie tworza grzybni, podczas gdy Wytyczne Techniczne EURL Lm obejmuja aspekty techniczne
specyficzne dla Lm w zywno$ci RTE, ktore nie zostaly uwzglednione w normie. Dlatego tez Wytyczne
Techniczne EURL Lm powinny by¢ obecnie odczytywane w potaczeniu z normg i traktowane jako dokument

uzupetniajacy do normy EN ISO 20976-1.

W rewizji niniejszej TGD uwzglgdniono réwniez do$wiadczenia zdobyte na przestrzeni lat w zakresie

przeprowadzania testow obciagzeniowych.

Niniejszy dokument pozostaje uzupetieniem dokumentu EC/DG SANCO, zatytulowanego ,,Wytyczne dotyczace
badan trwatosci Listeria monocytogenes dla zywnos$ci gotowej do spozycia, zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr
2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 r. w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rodkéw

spozywczych”.

Czwarta wersja TGD zostata przygotowana przez EURL Lm wraz z grupg robocza ztozona z szesciu Krajowych
laboratoriow referencyjnych i zostata zatwierdzona przez Staty Komitet ds. Roslin, Zwierzat, Zywnosci i Pasz w
dniu 1 lipca 2021 r.

5/60



1 Wstep

1.1 Listeria monocytogenes

Rodzaj Listeria sktada si¢ obecnie z 20 gatunkow, w tym Listeria monocytogenes - bakterii chorobotworczej,

ktoéra moze wywotywac chorobe zwang listerioza, ktora moze dotyczy¢ ludzi i wielu gatunkow zwierzat.

Mikroskopowo Lm wyglada jak mata gram-dodatnia pateczka (0,5-2 um x 0,5 um), wystepujaca pojedynczo lub
w krotkich fancuchach, ruchliwa w temp. 20-25°C i nietworzaca zarodnikow. Jest tlenowa i fakultatywnie
beztlenowa, katalazo-dodatnia z wyjatkiem kilku rzadkich szczepoéw, oksydazo-dodatnia i eskulina-dodatnia.
Listeria fermentuje wiele weglowodanow bez wytwarzania gazu. Szczepy Lm nie reagujg na D-ksyloze i

wytwarzaja lecytynazg. Sg one na ogdt B-hemolizujagce i L-rhamnozo-dodatnie.

Lm jest zréznicowany genetycznie: Szczepy klasyfikowane sa do czterech linii ewolucyjnych (I-1V), 13
serotypow (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4¢ i 7) na podstawie konwencjonalnego serotypowania
(antygeny somatyczne i flagellarne) oraz 4 gtéwnych serogrup molekularnych (Ila., IIb, Ilc i IVb) na podstawie
testow PCR.

Historycznie serotyp 4b (serogrupa IV b) byl najczgsciej wystepujacym serotypem w przypadkach klinicznych u
ludzi i1 byt rzadziej odzyskiwany z zywnosci. Jednak w ciggu ostatniej dekady serotyp 1/2a (serogrupa Ila) byt
najczesciej wystepujacym serotypem w probkach zywnos$ci i probek srodowiskowych, i byl czesto laczony z

chorobami u ludzi, powodujac znaczace ogniska w Europie i Ameryce Poinocne;.

W ostatnim czasie w badaniach nad ogniskami epidemii odchodzi si¢ od stosowania elektroforezy pulsacyjnej
(PFGE), uwazanej wczes$niej za ,zloty standard” typowania bakterii, na rzecz typowania metoda
sekwencjonowania catego genomu (WGS), ktéora ma wigksza moc dyskryminacyjng w poréwnaniu z PFGE

(Gillesberg Lassen i in., 2016).

Duze badania typowania przeprowadzone metodg MLST (Multi Locus Sequence Typing) ujawniajg, ze populacja
Lm jest w duzej mierze klonalna. Wigkszo$¢ szczepow jest skupiona w kilku waznych Kompleksach Klonalnych
(CC), ktore sg definiowane jako grupy izolatow wykazujacych typy sekwencji (ST). Obecnie, CC i ST sa

systematycznie wykorzystywane do klasyfikacji populacji szczepow.

Hiperwirulentne i hipowirulentne CC zostaly wyodrgbnione poprzez polaczenie podejscia epidemiologicznego,
klinicznego i eksperymentalnego (Maury i in., 2016). Szczepy CCI1, CC2, CC4, CC6 (linia I) odpowiadaly za
wigkszos$¢ ognisk listeriozy i sporadycznych przypadkéw u ludzi i zwierzat. Inne CC, takie jak CC9, CC121 (linia
IT) sa czesciej izolowane u pacjentow z obnizong odpornoscig. Te CC sg nadreprezentowane w zywnoSci,
rozpowszechnione we wszystkich sektorach zywnos$ci (Felix 1 in., 2018) i zdolne do przetrwania przez wiele lat w
r6znych Srodowiskach przetwarzania zywnosci. Oczekuje si¢ jednak, ze WGS dostarczy w przysztosci glebszej i

bardziej zniuansowanej wiedzy w tym obszarze.

Lm jest wszechobecna, telluryczng bakteria, szeroko rozpowszechniong w $rodowisku. Jest bakterig

psychrotroficzng, zdolng do wzrostu w temperaturach chtodniczych (tab. 1).
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Tabela 1: Charakterystyka wzrostu/odzywalnosci L. monocytogenes (specyficzna dla szczepu) w podlozu bulionowym

Wazrost Przetrwanie
Min. . optymalny A Max. . (ale bez wzrostu)
(dolna granica (najszybszy (gérna granica
wzrostu) wzrost) wzrostu)
(o]
Temperatura (°C) P 30 -37 45 18
pH 4.0-43 7.0 9.6 3.3-4.2
" 0.92
: (0.90 z glicerolem) 0.99 / <0.90
Zawarto$¢ NaCl 12 >20

Fakultatywnie beztlenowe i mikroaerofilne (zdolne do wzrostu w obecnosci/braku

Atmosfera gazu 02. (np. w prozni lub atmosferze modyfikowanego gazu)

Zrédta: Charakterystyka wzrostu Lm odnosi si¢ do Anses datasheet on biological hazards "Listeria monocytogenes", 2020, a charakterystyka
przezywalnosci Lm odnosi si¢ do EC/DG SANCO Wytyczne dotyczace badan nad Listeria monocytogenes w okresie przydatnoéci do
spozycia w odniesieniu do zywno$ci gotowej do spozycia, zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 r. w
sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkéw spozywczych ™.

L. monocytogenes jest zazwyczaj przenoszony, gdy zywno$¢ jest zbierana, przetwarzana, przygotowywana,
pakowana, transportowana lub przechowywana w $rodowisku skazonym Lm. Wigkszo§¢ gotowych do spozycia
produktow spozywczych jest podatna na skazenie Lm, ale tylko te, w ktorych Lm moze przetrwaé i/lub rosnac sa
potencjalng przyczyna listeriozy. Transmisja przez zywnos$¢ jest zdecydowanie najwazniejsza (99% przypadkow)
droga przenoszenia choroby na czlowieka. Po spozyciu zywnosci skazonej Lm, u ludzi moze rozwingé si¢

listerioza.

Listerioza wystgpuje zarowno w postaci inwazyjnej (matczyno-neonatalnej i niematczyno-neonatalnej), jak i

nieinwazyjnej (zotadkowo-jelitowej) (tab. 2).

Tabela Rodzaje2. listeriozy i objawy

Rodzaj listeriozy Czas inkubacji Glowne objawy Wplyw na
zdrowie
- Zespot grypopodobny
. e, 20% do 30%
Posta¢ matczyno- 17_d0 an67 (gorag:z 2--) : borci $miertelnosé u
eonatalna mediana: dni28 - Spontaniczna aborcja v
- Smier¢ in utero, wczesniactwo noworodkow
- Zakazenie noworodka
Posta¢ bakteriemiczna: 1
QO 1? dni _ - Posocznica Nastepstwa
Formy niematczyno- mediana: 2 dni neurologiczne
| . ] Smiertelnos¢
neonatalne Posta¢ oponowo- - Zapalenie opon mozgowych, od 20% do
nerwowa: do 214 dni meningo 30%.
mediana: dni9 /Rhombencephalitis,
Posta¢ zotadkowo- 6 godziny do 4 dni - Goraczka
jelitowa mediana: godziny24 - Nudnosci, wymioty, biegunka

Zrédta: Arkusz danych Anses dotyczacy zagrozen biologicznych "Listeria monocytogenes", 2020
Inwazyjna listerioza jest ci¢zszg postacig choroby i dotyka szczegdlnie pewne grupy ludnosci wysokiego ryzyka.

Nalezg do nich kobiety w cigzy i ich noworodki, osoby starsze oraz osoby z ostabionym uktadem odpornosciowym.
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1.2 Kontekst legislacyjny
Rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005 w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkow spozywczych
ustanawia przepisy, ktore musza by¢ przestrzegane przez przedsiebiorstwa sektora spozywczego (FBO), i okresla

kryteria mikrobiologiczne dla niektérych mikroorganizmow.

W zalaczniku I do niniejszego rozporzadzenia okre$lono mikrobiologiczne kryteria bezpieczenstwa zywnoSci
majace zastosowanie do Lm w zywnosci RTE (kryteria 1.1-1.3), przy czym kryterium 1.1 dotyczy w szczeg6lnosci
zywno$ci RTE przeznaczonej dla niemowlat i specjalnego przeznaczenia medycznego, a pozostale dwa kryteria
(1.2 1 1.3) dotycza wszystkich pozostatych rodzajow zywnosci RTE. Limit iloSciowy wynoszacy jtk/g100 zostat
okreslony w rozporzadzeniu 2073/2005 dla kryterium (1.3zywno$¢ RTE niezdolna do podtrzymywania wzrostu
Lm) oraz dla kryterium (1.2zywno$¢ RTE zdolna do podtrzymywania wzrostu Lm), jezeli producent jest w stanie
wykaza¢ w sposob zadowalajacy dla wlasciwego organu, ze jego produkt nie przekroczy limitu 100 jtk/g w ciagu
catego okresu przydatnosci do spozycia.

Artykut 3 ust. 2 i zatacznik II do niniejszego rozporzadzenia stanowia, ze podmioty prowadzace przedsi¢biorstwa
spozywcze przeprowadzaja, w razie koniecznosci, badania w celu oceny wzrostu Lm, ktore moga by¢ obecne w

produkcie, w okresie przydatnosci do spozycia w racjonalnie przewidywalnych warunkach przechowywania.

1.3 Wytyczne UE
Dokument EC/DG SANCO, zatytutlowany ,,Wytyczne dotyczace badan trwatosci Lm dla zywnosci gotowej do
spozycia, zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 2073/2005 w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych
srodkow spozywczych”, jest skierowany do podmiotow prowadzacych dziatalno$¢ gospodarcza, ktore produkuja
zywno$¢ gotowa do spozycia i moze by¢é wykorzystywany przez wiasciwe organy (CA) do weryfikacji
poprawnosci przeprowadzania badan dotyczacych okresu przydatnosci do spozycia przez podmioty prowadzace

dziatalnos$¢ gospodarczg.

Celem niniejszego dokumentu jest udzielenie wskazéwek podmiotom prowadzacym dziatalnos¢ gospodarczg w
zakresie produkcji zywno$ci gotowej do spozycia w zakresie identyfikacji ryzyka wystepowania Lm w ich
produktach oraz sposobu postgpowania w celu wykazania, w sposob zadowalajacy dla wlasciwego organu, ze ich
produkty nie przekrocza kryterium ilo$ciowego (1.2a i 1.3rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005) w ciagu catego
okresu przydatnosci do spozycia. Drzewo decyzyjne przedstawiajace schematyczne podejsScie do etapéw badan
dotyczacych okresu przydatnosci do spozycia wskazuje podmiotom sektora spozywczego, kiedy konieczne jest

przeprowadzenie dodatkowych badan szczegétowych w celu zbadania wzrostu Lm w produkcie.

Dokument ,,Wytyczne EURL Lm do oceny kompetencji laboratoriow wykonujacych testy obcigzeniowe i badania
trwalo$ci zwigzane z Listeria monocytogenes w zywnosci gotowej do spozycia” jest przeznaczony do stosowania
przez wlasciwe organy i krajowe laboratoria referencyjne, jesli sag one do tego upowaznione przez swoje wlasciwe
organy. Celem tych wytycznych jest ustanowienie zharmonizowanego podejscia do tego, w jaki sposob laboratoria
powinny przeprowadzaé testy obcigzeniowe oraz jak ocenia¢ kompetencje laboratoriow w zakresie prowadzenia
badan trwatos$ci zwigzanych z Lm. Zostal on przygotowany przez EURL Lm we wspolpracy z przedstawicielami

krajowych laboratoriow referencyjnych dla Lm (NRL Lm) i wiasciwych organow.
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Badania EURL Lm TGD dotyczace okresu przydatnosci do spozycia v4 - 2021

Zakres

Wytyczne techniczne EURL Lm (TGD) nalezy czyta¢ w potaczeniu z normg EN ISO 20976-1 ,,Wymagania i
wytyczne dotyczace prowadzenia testow obcigzeniowych zywnos$ci i produktow paszowych - Czegsé 1: testy
obcigzeniowe majace na celu zbadanie potencjatu wzrostu, czasu opodznienia i maksymalnej szybkosci

Wzrostu”.

Norma EN 1SO 20976-1 okre$la protokot przeprowadzania testow obcigzeniowych dla wszelkich bakterii lub
drozdzy, ktore nie tworza grzybni, a dokument Wytyczne techniczne EURL Lm, jako dokument uzupehiajacy,
podaje specyfikacje dotyczace Lm. Zawiera on szczegdlowe sekcje, ktore nalezy uwzgledni¢ przy ocenie

trwato$ci zywnosci gotowej do spozycia w odniesieniu do Lm.

Niniejszy dokument zawiera wytyczne dotyczace sposobu przeprowadzania badan okreslonych w zatgczniku

I do rozporzadzenia (WE) 2073/2005, ktére mozna wdrozyé w celu oceny trwatosci zywnosci RTE w

odniesieniu do Lm:

@ Testy obciazeniowe (test obcigzeniowy w celu okreslenia potencjatu wzrostu i test obcigzeniowy w
celu okreslenia maksymalnego tempa wzrostu);

2 Badania trwatos$ci.

Badania obcigzeniowe majg na celu potwierdzenie trwalosci produktu spozywczego w danych warunkach
przechowywania poprzez dostarczenie informacji na temat zachowania si¢ Lm (wzrost, przezywalnos¢ lub
spadek) po sztucznym zaszczepieniu. W badaniach obcigzeniowych uwzglednia si¢ zmienno$¢ partii, probek
zywnosci 1 szczepow. Poziom skazenia, niejednorodnos$¢ skazenia oraz stan fizjologiczny bakterii jest trudny
do nasladowania w badaniu obcigzeniowym. Dlatego tez metoda skazenia nie zawsze moze w pelni

nasladowac skazenie naturalne.

Badania trwalosci majg na celu sprawdzenie okresu przydatnosci do spozycia produktu spozywczego w
danych warunkach przechowywania. Badania trwato$ci oceniaja wzrost lub przezywalno§¢ Lm, ktére moga
by¢ naturalnie obecne w zywno$ci w okresie jej przydatnosci do spozycia, w racjonalnie przewidywalnych

warunkach dystrybucji, przechowywania i stosowania.

Nawet jesli badania trwato$ci mozna uznaé¢ za bardziej realistyczne niz test obcigzeniowy, poniewaz
zanieczyszczenie wystepuje w sposob naturalny, ich zastosowanie w walidacji jest ograniczone. Ze wzgledu
na niskg czesto$¢ wystepowania Lm, niski poziom zanieczyszczenia Lm i jego niejednorodne rozmieszczenie
w zywnosci nie zaleca si¢ przeprowadzania badan trwatosci w celu zatwierdzenia okresu przydatnosci do
spozycia zwigzanego z Lm. Ich zastosowanie jest bardziej odpowiednie do weryfikacji okresu przydatnosci do

spozycia.

Wybédr badania(-an), ktore ma by¢ wykonane, powinien by¢ dokonany przez FBO, jesli to konieczne przy
wspolpracy z wilasciwym laboratorium, ktore bedzie je przeprowadzaé. Wybor powinien by¢ oparty na

informacjach, ktore maja by¢ uzyskane, jak pokazano narys. 1.
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Na rysunku 1 przedstawiono mozliwe rodzaje badan okreslajacych wzrost Lm w zywnosci RTE oraz wyniki

uzyskane w kazdym z nich.
C“C irO\%flil;oﬁglzm-ﬁ?T ‘&uixﬂﬁﬁm:—" R | 3 XS
(artificial contamination) (artificial contamination) as 8 kion)
“A" “pmax” or “Fmax"
(growth potential) (maximum growth rate)
RTE not able to RTE able to et b Bl
support Lm growth support Lm growth ” 7 ndi:il())
(A<0.5) (A>0.5) s
Initial Lm Initial Lm
concentration concentration
v v \ 4

Highest L concentration Lm concentration at any >1go clfu/ o; ?;'::;t; of
over the studied shelf life stage of the studied shelf life t]:e fhelf life

Rysunekl. Wyniki uzyskane w kazdym rodzaju badania
Tabela przedstawiajaca korzysci i ograniczenia kazdego rodzaju badania znajduje si¢ w zatgczniku. 10.1.

TGD jest zasadniczo przeznaczona dla laboratoridw wykonujacych testy obcigzeniowe i badania trwatosci Lm

w zywnos$ci RTE, w imieniu podmiotow prowadzacych dzialalno$¢ gospodarcza w zakresie rybolowstwa.

TGD ma zastosowanie glownie do paczkowanej zywnosci RTE przeznaczonej dla konsumentow i zaktadow
zywienia? zbiorowego, zgodnie z rozporzadzeniem UE 1169/2011, dla ktérej nalezy okresli¢ "termin przydatno$ci

do spozycia".

1zywno$¢ paczkowana" oznacza kazdg pojedynczg sztuke przeznaczong do prezentacji w takiej postaci konsumentowi
finalnemu i zakladom zywienia zbiorowego, sktadajaca si¢ ze S$rodka spozywczego i opakowania, w ktére zostal on
zapakowany przed oferowaniem na sprzedaz, niezaleznie od tego, czy takie opakowanie obejmuje dany $rodek spozywczy
catkowicie czy tez jedynie cze$ciowo, ale w kazdym przypadku w taki sposob, ze zawarto$¢ nie moze by¢ zmieniona bez
otwarcia lub zmiany opakowania; "zZywno$¢ opakowana" nie obejmuje zywnosci pakowanej w miejscu sprzedazy na zyczenie
konsumenta lub pakowanej do sprzedazy bezposrednie;.

2zaklad zywienia zbiorowego" oznacza kazdy zaktad (w tym pojazd lub stoisko stale badz ruchome), taki jak restauracje,

stolowki, szkoty, szpitale i przedsigbiorstwa cateringowe, w ktorym w ramach prowadzonej dziatalnosci gospodarczej
przygotowuje si¢ Zywnos¢ gotowa do spozycia przez konsumenta finalnego.
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Badania EURL Lm TGD dotyczace okresu przydatnosci do spozycia v4 - 2021

Testy obcigzeniowe dla paczkowanej zywnosci RTE powinny by¢ przeprowadzane z uzyciem produktu w jego
ostatecznym, zapakowanym formacie, z uwzglednieniem racjonalnie przewidywalnych warunkow dystrybucji,
przechowywania i uzycia. Okres przydatnosci do spozycia ustala si¢ dla produktu w takim opakowaniu, w jakim

jest on sprzedawany.

W przypadku produktow nieopakowanych nalezy uwzgledni¢ dodatkowe czynniki, takie jak higrometria,
dotyczace przechowywania produktu w racjonalnie przewidywalnych warunkach przechowywania; konieczne jest

zatem dostosowanie protokotu eksperymentalnego do tego rodzaju produktow.

W przypadku produktow, ktore sa przeznaczone do wystawiania luzem (np. duze bloki sera, kawatki szynki lub
tubki satatek delikatesowych), badania nalezy przeprowadza¢ z wykorzystaniem typowych opakowan, ktore maja
by¢ dostarczone do firm cateringowych lub konsumentéw (np. szynka moze by¢ owinigta folig opakowaniowa,

satatki mogg by¢ umieszczane w plastikowych doniczkach).
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Odniesienia normatywne

Obowigzuje najnowsze wydanie powotanego dokumentu (wraz z wszelkimi poprawkami):

EN 1SO 20976-1, Wymagania i wytyczne dotyczace prowadzenia testow obcigzeniowych zywnosci i
produktéw paszowych - Cze$¢ 1: Testy obcigzeniowe majace na celu zbadanie potencjalu wzrostu, czasu

opodznienia i maksymalnej szybkos$ci wzrostu;

EN ISO 11290-1 Mikrobiologia tancucha zywno$ciowego - Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania

liczby Listeria monocytogenes i Listeria spp: Metoda wykrywania;

EN ISO 11290-2 Mikrobiologia tancucha zywno$ciowego - Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania

liczby Listeria monocytogenes i Listeria spp;

PN-EN 1SO 6887-1 Mikrobiologia tancucha zywnosciowego - Przygotowanie probek do badan, zawiesiny
wyjsciowej 1 rozcienczen dziesigtnych do badan mikrobiologicznych - Czg¢é¢ 1: Ogolne zasady

przygotowywania zawiesiny wyjsciowej i rozcienczen dziesigtnych;

ISO/NP Mikrobiologia23961, tancucha zywnosciowego - Okreslanie i stosowanie wartosci kardynalnych.
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4.1

4.2

Badania EURL Lm TGD dotyczace okresu przydatnosci do spozycia v4 - 2021
Definicje
Zywnos$¢ gotowa do spozycia (RTE)

Zywno$¢ gotowa do spozycia to zywnos$¢ przeznaczona przez producenta lub wytwoérce do bezposredniego
spozycia przez ludzi bez koniecznosci gotowania lub innego przetwarzania majacego na celu wyeliminowanie
lub zmniejszenie do dopuszczalnego poziomu mikroorganizmow, o ktorych mowa. (rozporzadzenie (WE)
nr 2073/2005).

Zywno$¢ gotowa do spozycia moze by¢ skazona, ale poziom i czestotliwo$¢ skazenia jest zmienna i na og6t
niska. Zywnosé, w ktorej Lm moze przetrwac i/lub rozwija¢ sig, jest potencjalng przyczyna listeriozy, jesli nie
sa przestrzegane instrukcje dotyczace przechowywania (temperatura/czas) lub przygotowania opisane przez

FBO na opakowaniu.

Zywno$é RTE zwigzana z wystepowaniem listeriozy u ludzi nalezy gtéwnie do kategorii ,;mieso i produkty
miesne", ,,ryby i produkty rybne" oraz ,,produkty mleczne". Ogniska choroby nadal wystepujg na catym
Swiecie i sg zwigzane z wieloma wczesniej niezgloszonymi no$nikami zywnosci, w tym z zywnoscig
pochodzenia roslinnego, taka jak $wieze i minimalnie przetworzone owoce (kantalupa, jabtka karmelowe) oraz
warzywa 1 kietki. Ogniska zwiazane sa rOwniez ze zmieniajacymi si¢ nawykami konsumentéw, takimi jak

uzywanie mrozonek przeznaczonych do gotowania, ale uzywanych po rozmrozeniu (mrozona kukurydza).

OKkres przydatnosci do spozycia zywnosci RTE

Okres przydatnosci do spozycia zywnoS$ci definiuje si¢ jako okres, w ktorym produkt pozostaje bezpieczny i
spetnia swoje specyfikacje jakosciowe w racjonalnie przewidywalnych warunkach przechowywania,

dystrybucji i stosowania.

Zgodnie z rozporzadzeniem WE 2073/2005 ten okres przydatnosci do spozycia odpowiada okresowi

poprzedzajacemu:

e termin przydatno$ci do spozycia", tj. ostatni dzien, w ktorym produkt spozywczy musi zostaé
wykorzystany. W tym przypadku okres przydatnosci do spozycia odnosi si¢ do bezpieczenstwa

Zywnosci;

lub
e data minimalnej trwato$ci” lub "data przydatnosci do spozycia", tj. data, do ktérej zywnos$¢ zachowuje
swoje szczegodlne wiasciwosci pod warunkiem jej wiasciwego przechowywania. Odnosi si¢ to glownie

do jakos$ci zywnosci (wyglad, zapach, konsystencja, smak itp.).

Mikrobiologiczny okres trwato$ci zZywnosci odpowiada okresowi, w ktorym zywno$¢ pozostaje w ramach
wczesniej okreslonych ilosciowych limitow mikrobiologicznych. Okres ten rozpoczyna si¢ od momentu
wyprodukowania i/lub zapakowania zywnos$ci. Mikrobiologiczny okres przydatnosci zywnos$ci do spozycia
jest srodkiem kontroli bezpieczenstwa zywnoSci, ktory musi zosta¢ zatwierdzony w drodze badan okreslonych

w zataczniku II do rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005.
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5 Rola FBOilaboratorium

Obowiazkiem FBO jest przeprowadzenie takich badan dotyczacych okresu przydatnosci do spozycia, aby ustali¢
zgodno$¢ z kryteriami mikrobiologicznymi w catym okresie przydatnosci produktu do spozycia (zatacznik 10.2).
Testy obcigzeniowe moga by¢ przeprowadzane jako cze§¢ badania przydatnosci do spozycia. FBO jest
odpowiedzialna za ustalenie okresu przydatnosci do spozycia w okre§lonych warunkach, ktére powinny
uwzglednia¢ racjonalnie przewidywalne warunki podczas transportu, przechowywania u producenta, w handlu
detalicznym i1 na poziomie konsumenta. Rola FBO jest ustanowienie systemu zarzadzania bezpieczenstwem
zywnos$ci, dostarczenie odpowiednich danych na temat wilasciwosci produktu, procesu produkcji, warunkoéw
przechowywania, z uwzglednieniem nieodtacznej zmienno$ci zwigzanej z produktem, warunkami przetwarzania i

przechowywania.

Zadaniem laboratorium jest zaprojektowanie i przeprowadzenie testu obcigzeniowego lub badania trwatosci w
oparciu o informacje dostarczone przez FBO. Laboratorium powinno dysponowa¢ wymagana wiedzg fachowa lub
mie¢ dostep do odpowiedniej wiedzy z zakresu mikrobiologii zywnosci, nauk o zywno§$ci, przetwarzania zywnosci
1 statystyki. Wiedza statystyczna obejmuje zrozumienie teorii pobierania probek, projektowania eksperymentow i

statystycznej analizy danych mikrobiologicznych.

Analizy w teScie obcigzeniowym sg przeprowadzane w ramach systemu zapewnienia jakoSci. Zaleca si¢
korzystanie z laboratorium posiadajacego akredytacj¢ zgodna z norma EN ISO/IEC 17025 w odniesieniu do metod

analitycznych stosowanych w te$cie obcigzenia oraz przynajmniej metod wykrywania i oznaczania liczby Lm.

W przypadku laboratoriow nieakredytowanych minimalnym oczekiwanym poziomem zapewnienia jakos$ci jest
udokumentowanie dobrych praktyk laboratoryjnych, przeprowadzanie wiasnych badan metrologicznej kontroli

jakosci oraz pomysine uczestnictwo w badaniach biegtosci.

Rola laboratorium jest przedstawienie wynikoOw badania obcigzeniowego lub badania trwato$ci, w tym wnioskow
dotyczacych zachowania si¢ Lm w badanym produkcie, w sprawozdaniu (sprawozdanie z badania obcigzeniowego

lub sprawozdanie z badania trwato$ci), ktoére moze by¢ wykorzystane przez FBO jako cze$¢ badania trwatosci.

Wreszcie, obowigzkiem FBO jest interpretacja wynikow i wnioskow zawartych w sprawozdaniu laboratoryjnym.
Interpretacja ta powinna zosta¢ zapisana w sprawozdaniu z badania przydatnosci do spozycia, ktére powinno
rowniez zawiera¢ dodatkowe informacje (np. poczatkowy poziom zanieczyszczenia produktu bezposrednio po
wyprodukowaniu, informacje o witasciwosciach fizykochemicznych produktéw, informacje o profilu czasowo-

temperaturowym przechowywania, informacje o procesie produkcji itp.)

Obowiazkiem FBO jest udostepnienie na wniosek wlasciwych organdow sprawozdania z badan dotyczacych okresu

przydatnosci do spozycia produktu, aby umozliwi¢ jego oceng.
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6

6.1

Badania EURL Lm TGD dotyczace okresu przydatnosci do spozycia v4 - 2021

Test obcigzeniowy
Test obcigzeniowy jest badaniem laboratoryjnym stosowanym do oceny bezpieczenstwa mikrobiologicznego

produktu. Ocenia sig, czy produkt jest w stanie wspiera¢ wzrost Lm, czy tez nie.

Na wzrost Lm w zywno$ci moze wplywac wiele czynnikéw lub ich kombinacja. Czynniki te dzielg si¢ na
parametry wewnetrzne i zewnetrzne (zatacznik 10.3). Do parametrow wewngtrznych (zwigzanych z samg
zywnoscig) naleza: pH, aktywnos$¢ wody (aw), NaCl, zawarto$¢ wilgoci, mikroflora tta, zawartos¢ sktadnikow
odzywczych i struktura zywnosci, zawarto$¢ konserwantow. Czynniki zewnetrzne (zwigzane ze $rodowiskiem
przechowywania zywno$ci) obejmujg atmosfere gazowa, wilgotno$¢ wzgledna, opakowanie oraz czasowo-

temperaturowe warunki przechowywania.

Niektore z czynnikow wplywajacych na wzrost Lm moga rézni¢ si¢ w obrgbie partii (zmienno$¢ wewnatrz
partii) lub miedzy partiami (zmienno$¢ mi¢dzy partiami), a zmienno$¢ t¢ nalezy oceni¢ przed rozpoczgciem

testu obcigzenia.

Warunki wstepne przed rozpoczeciem testu na wyzwanie

Przed rozpoczeciem testu obcigzeniowego, FBO powinien by¢ w stanie dostarczy¢ do laboratorium istotne
informacje zwigzane z badanym produktem. Cel tego pierwszego kroku jest wieloraki i pozwala na
nastepujace dziatania:

e Zidentyfikuj czynniki, ktére majg wptyw na wzrost Lm i nadaj priorytet pomiarom tych czynnikow;
e Ocenia¢ zrodta zmienno$ci czynnikow charakteryzujacych wyrob i proces produkceyjny;
e Wykaza¢, ze produkty analizowane podczas testow obcigzeniowych sg reprezentatywne dla produkciji.

Istotne informacje o produkcie wymagane przez laboratorium sa nastgpujace:
e Opis produktu (nazwa handlowa produktu, waga,...), nowa formuta, nowy produkt lub produkt z historig
produkcii;

e Warunki przetwarzania (przynajmniej te, ktére sg istotne w procesie produkcji: na przyktad obrobka
termiczna, suszenie, wedzenie, dojrzewanie, krojenie w plastry, mielenie, zamrazanie, rozmrazanie,

peklowanie w soli, pakowanie itd...);
e Sktad produktu (oznaczony na produkcie);

e  Wtlasciwosci produktu, w tym zmienno§¢ migdzy partiami produktu i w ich obrgbie. W przypadku
niektorych kategorii zywno$ci nalezy rowniez zwroci¢ uwage, czy wartosci niektorych wilasciwosci
zmieniajg si¢ w okresie przydatnosci do spozycia (np. wartosci pH w produktach fermentowanych, serach

lub wartosci aw w suchej szynce, serach twardych);
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e  Stan opakowania produktu koncowego (w tym zdjecie produktu);

e Warunki przechowywania w okresie przydatnosci do spozycia (z uwzglednieniem racjonalnie
przewidywalnych warunkow podczas transportu, przechowywania u producenta, w handlu detalicznym i

na poziomie konsumenta);

e  Okres przydatnosci do spozycia, zalecane (instrukcje na opakowaniu) i racjonalnie przewidywalne

warunki stosowania produktu.

Schemat przeptywu opisujacy schematycznie roézne etapy, od danych historycznych FBO do badania w

laboratorium, znajduje si¢ w zatgczniku 10.4.

Aby scharakteryzowaé produkt, zaleca si¢ oszacowanie zmienno$ci wewnatrz partii na podstawie co najmniej
pieciu wartosci, a zmienno$ci migdzy partiami na podstawie co najmniej trzech r6znych partii analizowanych w
okresie odzwierciedlajgcym mozliwg zmienno$¢. Ta minimalna liczba danych moze by¢ uznana za punkt wyjscia
do scharakteryzowania zmiennosci czynnikdw, ktore maja wplyw na wzrost Lm.

Ponizej podano przyktady, jak ocenié, zgodnie z dostgpng ilo$cia danych historycznych, czy wtasciwosci badanych

partii sa reprezentatywne dla zmiennosci obserwowanej w normalnych warunkach przetwarzania.

e  Przyktad =1 Idealna sytuacja, w ktorej FBO posiada liczne dane historyczne (produkt produkowany przez
wiele lat)
Zbieranie danych zarejestrowanych przez FBO na poziomie produkcji na przestrzeni lat, daje dobrg informacj¢ na

temat rozktadu pomiaréw pH na komercjalizowanym produkcie (rys. 2).

5% [90,0% | 5%
3

Czestotliw

0,0 -

5.4 55 5.6 57 58 59 6.0
pH

Rysunek 2. Histogram wartosci pH dla zywnos$ci RTE z danych historycznych

W oparciu o ten rozktad pomiaréw pH kontrole Zzywnosci w badaniu obcigzeniowym mozna uznaé za
reprezentatywne dla zmiennosci procesu produkcyjnego, jezeli ich wartosci pH mieszcza si¢ w 90% zakresu

danych historycznych.
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e Przyktad =2 Sytuacja, w ktorej FBO ma ograniczone dane historyczne.

FBO scharakteryzowalo trzy partie produktu spozywczego, dokonujac tylko jednego pomiaru na parti¢ (tabela 3).

Tabela 3. Tabela cech fizykochemicznych i mikrobiologicznych zywnosci RTE

PH aw Konserwant Mikroflora
ogétem
Partia 1 5.5 0.98 1.0% 3.10%
Partia 2 5.1 0.98 1.5% 9.10%
Partia 3 5.2 0.98 1.2% 5.10%

W tym przypadku nie mozna oceni¢, czy badane partie beda reprezentatywne dla procesu produkcji.
Charakteryzowanie produktu przy tak ograniczonych danych nie jest wiarygodne. Powinno by¢ co najmniej 5

warto$ci dla kazdego czynnika na partie.

6.2 Test obcigzeniowy oceniajacy potencjal wzrostu

6.2.1 Wstep

Test obciazenia mikrobiologicznej oceniajacy potencjal wzrostu (A) jest badaniem laboratoryjnym, w ktorym
mierzy si¢ wzrost Lm w sztucznie zanieczyszczonej zywnosci przechowywanej w przewidywalnych warunkach na
poziomie producenta, detalisty i konsumenta. Test obciazenia mikrobiologicznej musi odzwierciedlaé
przewidywalne warunki, jakich mozna si¢ spodziewa¢ w calym tancuchu chtodniczym, w tym warunki
przechowywania migdzy produkcja a konsumpcjg. Okres badania rozpoczyna si¢ w dniu skazenia i konczy pod

koniec okresu przydatnosci do spozycia.

Potencjat wzrostu (A) jest roznica migdzy najwyzszym zaobserwowanym stezeniem Lm w log10 cfu/g podczas

badania a poczatkowym stezeniem Lm w log10 cfu/g na poczatku badania.

Potencjat wzrostu (A) = (najwyzsze obserwowane stezenie Lm) - (poczgtkowe stezenie Lm)

W ramach wdrazania rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005, A mozna stosowa¢ do:
» Klasyfikacji zywnosc:
e gdy A > 0,5 loguo cfu/g, zywno$¢ jest zaklasyfikowana do kategorii "Zywnos$¢ gotowa
do spozycia moggca wspomaga¢ wzrost Lm, inna niz przeznaczona dla niemowlat i do

specjalnych celow medycznych" (kategoria 1.2),

e gdy A 0,5 logio cfu/g, zywnos¢ jest klasyfikowana jako "Gotowa do spozycia zywnosc,
ktora nie moze wspomaga¢ wzrostu Lm, inna niz przeznaczona dla niemowlat i do
specjalnych celow medycznych" (kategoria 1.3),

» Okreslic ilosciowo wzrost Lm w zywnosci kategorii 1.2 zgodnie z okre§lonymi, dajacymi si¢

racjonalnie przewidzie¢ warunkami w okresie migdzy produkcja a konsumpcja.
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W probie obcigzeniowej oceniajgcej potencjat wzrostu, do zawiesin komorkowych mozna zastosowac stres lub

adaptacj¢ w celu nasladowania stanu fizjologicznego bakterii, ktore najprawdopodobniej zanieczyszcza produkt.

Kilka przyktadow, aby to zobrazowac:
e Szczepy Lm, ktore mogg zanieczy$ci¢ pakowane gotowane migso w plastrach, pochodzg z chtodnego
srodowiska produkcyjnego, a zatem szczepy powinny by¢ przystosowane do wzrostu w warunkach

chtodniczych;

e Inne przetworzone $rodki spozywcze, np. pasztety poddane obrobce wysokocisnieniowej (HPP), moga nie by¢
przeznaczone do osiagniecia catkowitej inaktywacji obecnych w nich Lm, a zatem je$li celem jest okre$lenie
okresu przydatnos$ci do spozycia po obrébce HPP, wowczas zastosowane szczepy Lm mozna podda¢ obrobce

HPP w ramach przygotowania inokulum.

Wada tego testu jest brak elastycznosci w interpretacji: wyniki sa wazne tylko dla produktu badanego w
okreslonych warunkach, tak wiec przy kazdej zmianie (np. zastosowaniu roéznych profili czasowo-

temperaturowych, zmianie sktadnikéw lub receptury) nalezy przeprowadzi¢ nowe do$wiadczenia.
6.2.2 Protokél badania obcigzeniowego w celu oceny potencjalu wzrostu

6.2.2.1 Wybdr partii

Z reguty w celu okreslenia mikrobiologicznego okresu przydatnosci do spozycia zywnosci RTE nalezy przebada¢

co najmnie;j kilka partii, aby moc uchwyci¢ zmiennos¢ miedzy partiami.3

Partie powinny by¢ wysytane do laboratorium jak najszybciej po wyprodukowaniu (tj. w dniu produkcji lub dzien
pozniej), aby unikngé jakichkolwiek zmian w charakterystyce zywnosci miedzy dniem produkcji a dniem

zaszczepienia (patrz rowniez pkt. 6.2.2.4).

Aby uwzgledni¢ zmienno$¢ procesu produkcyjnego i produktu, zaleca si¢ przeanalizowanie trzech partii
pochodzacych z réznych dni produkcyjnych. W praktyce oznacza to przeprowadzenie trzech réznych testow

obcigzeniowych.

Uwaga: W przypadku gdy rézne partie sg produkowane tego samego dnia, a zmienno$¢ migdzy partiami obejmuje
caly dzien (co nalezy uzasadnic¢), wowczas mozna zaakceptowaé wykonanie analiz partii3 wyprodukowanych tego

samego dnia.
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6.2.2.2 Wybor szczepow

Aby uwzgledni¢ roznice we wzroscie 1 przezywalno$ci miedzy szczepami Lm, nalezy przeprowadzi¢ test

obcigzenia z uzyciem mieszaniny szczepdw Lm. Do trzech partii nalezy uzy¢ tych samych szczepdéw Lm.

Wazrost szczepow Lm rézni si¢ w zaleznosci od badanej zywnosci i warunkdéw przechowywania. Aby pomoc
laboratoriom w znalezieniu i wyborze szczepéw Lm, EURL Lm stworzyto zestaw szczepow Lm wyizolowanych z
zywno$ci réznego pochodzenia (migso, ryby, produkty mleczne i $rodowisko). Szczepy te zostaly

scharakteryzowane pod katem ich zdolno$ci do wzrostu (umax zostaty okreslone w trudnych warunkach pH, aw i

temperatury (zatgcznik 10.5). W zataczniku tym podano rowniez przyktady wyboru szczepu EURL Lm.

Zestaw szczepow EURL Lm jest dostepny dla krajowych laboratoriow referencyjnych, a nast¢gpnie moze by¢ przez

nie dostarczany na zadanie do laboratoriéw w calym kraju.

Szczepy Lm powinny by¢ przechowywane w laboratorium metoda, ktéra minimalizuje lub eliminuje mutacje, ktore
moga mie¢ wpltyw na ich charakterystyke wzrostu lub przetrwania. Wzrost, wlasciwoséci biochemiczne oraz
typowanie molekularne powinny by¢ regularnie sprawdzane przez laboratorium odpowiedzialne za wykonanie testu

obcigzenia.

6.2.2.3 Przygotowanie inokulum

Standaryzacja przygotowania inokulum jest szczeg6élnie wazna, aby mdc zaszczepi¢ zywnos¢ RTE w oczekiwanym

stezeniu 100 jtk/g lub ml (zakres od 50 do 200 jtk/g). (przyktad obliczen wyjasniono w zataczniku 10.6).

Aby by¢ gotowym do inokulacji partii w dniu przybycia do laboratorium, subhodowle do przygotowania inokulum
powinny by¢ przeprowadzone z wyprzedzeniem. Catkowita objetos¢ przygotowanej zawiesiny inokulum powinna

by¢ wystarczajaco duza, aby mozna byto zaszczepi¢ wszystkie jednostki badane.

6.2.2.4 Inokulacja jednostek badanych

Inokulacja jednostek testowych jest krytycznym krokiem w przeprowadzaniu testu obcigzenia. Powinno by¢ ono
wykonane tak szybko jak to mozliwe po wyprodukowaniu partii, czyli w ciggu 2 dni. Jezeli wystepuje opdznienie
w transporcie probek do laboratorium lub jezeli produkt ma dtugi okres przydatnosci do spozycia (np. ponad 6
tygodni), wowczas opdznienie migdzy dniem produkcji a rozpoczeciem testu obcigzenia moze by¢ dtuzsze niz 2
dni. W takim przypadku nalezy wykazac, ze czas pomigdzy produkcjg a inokulacjg nie ma wptywu na strukturg,

wlasciwosci fizykochemiczne i flor¢ mikrobiologiczng produktu.

19/60



W tescie obcigzenia proces inokulacji Lm powinien zapewni¢ jej jednorodne rozmieszczenie w zywnos$ci, nawet
jesli w rzeczywisto$ci moze to nie mie¢ miejsca. Dlatego nalezy obliczy¢ odchylenie standardowe liczby Lm
uzyskane w dniu (0 dzien inokulacji) z trzech powtdrzen i powinno by¢ ono nizsze niz 0.3 log cfu/g. Jezeli to
odchylenie standardowe jest wyzsze, wowczas test obcigzeniowy dla badanej partii jest nie do przyjecia i nalezy

przeprowadzi¢ nowy test obcigzeniowy na innej partii.

Do sztucznego zanieczyszczania zywnosci RTE mozna stosowaé rozne techniki inokulacji:

e Zywno$¢ jest wyjmowana z opakowania, zaszczepiana, a nastepnie przepakowywana w podobnych
warunkach gazowych jak opakowanie nieotwarte (opakowanie konsumenckie). W tym przypadku
laboratorium stosuje specjalne tacki i folie o podobnych wlasciwosciach barierowych w poréownaniu z
oryginalnym opakowaniem. Zywnoé¢ RTE moze by¢ zaszczepiona:

— w glab: dla zywnoSci uwazanej za jednorodng (np. zywno$¢ mielona) lub zywnosci

przygotowanej przez zmieszanie kilku materiatow (np. mieszanka satat),

— na powierzchni: aby imitowa¢ zanieczyszczenie okre§lonej czesci podczas procesu (np. produkty

zanieczyszczone podczas krojenia).

W przypadku produktow sktadajacych sie z wielu sktadnikéw lub warstw nalezy zaszczepi¢ jeden
lub kilka sktadnikow istotnych z punktu widzenia zanieczyszczenia Lm lub interfejsow migdzy

sktadnikami (na przyktad: sandwicze).

e Albo zywnos$¢ jest utrzymywana w opakowaniu poprzez inokulacje przez przegrode, ktora jest

natychmiast przykrywana drugg przegroda w celu utrzymania doktadnych warunkéw gazowych.

Niektore przyktady réznych technik zanieczyszczania sg wyszczegdlnione w zalaczniku 10.7. Inne techniki moga
by¢ stosowane, jezeli mozna wykaza¢, ze zawarto$¢ wilgoci nie ulegnie zmianie i nie wptynie na wewnetrzne

wlasciwosci zywnosci (na przyktad: zanurzanie).

Niezaleznie od zastosowanej techniki skazania, wskazane jest jej przetestowanie przed inokulacja Lm, poprzez

uzycie rozcienczonego barwnika w celu uwidocznienia rozproszenia inokulowanej objetosci.

W przypadku produktéw odpakowywanych w zmodyfikowanej atmosferze nalezy zadba¢ o to, aby objetos¢
przestrzeni chronionej i1 sktad gazu w probkach testowych jak najwierniej nasladowatly komercyjny produkt

SpPOZyWCZY.

Poziom skazenia

Docelowy poziom zanieczyszczenia wynosi okoto cfu/g100 (zakres miedzy 50-200 cfu/g).

Ten poziom zanieczyszczenia zmniejsza efekt niepewnosci pomiaru zwigzany z niska liczbg. W szczegdlnych
przypadkach, takich jak zaszczepianie produktéw fermentowanych, mozna zastosowa¢ wyzszy poziom
zanieczyszczenia Lm, aby umozliwi¢ tatwe wyliczenie i $ledzenie wzrostu Lm wsrod innych szczepdéw na agarze

selektywnym.
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6.2.2.5 Liczba jednostek - Liczba punktéw poboru prébek

Patrz EN 1SO 20976-1 dla cz¢sci odnoszacych si¢ do:
e Liczba jednostek, ktére maja by¢ przygotowane (liczba jednostek testowych, ktore maja by¢
zaszczepione, liczba jednostek kontrolnych i probek kontrolnych zywnosci);

e Liczba punktow pobierania probek.
Patrz roéwniez zatagcznik do10.8 niniejszego dokumentu.

6.2.2.6 Warunkiprzechowywania

Warunki przechowywania zastosowane podczas badania obcigzeniowego (inkubacja jednostek badanych) musza
by¢ zgodne z warunkami, w jakich produkt bedzie najprawdopodobniej przechowywany podczas normalnego
uzytkowania do konca okresu przydatnosci do spozycia. Powinno to obejmowac przewidywalny zakres temperatur
wzdtuz tancucha chtodniczego: od produkcji do sprzedazy detalicznej, przechowywania w sprzedazy detalicznej i

przechowywania u konsumenta.

Temperatura podczas okresu przydatnosci do spozycia jest krytyczng czescig testu obcigzenia oceniajacego
potencjat wzrostu (zatagcznik 10.9). FBO jest odpowiedzialna za zapewnienie, ze zastosowane warunki
przechowywania sa realistyczne, biorac pod uwage, ze temperatury przechowywania podane na opakowaniu nie
zawsze moga by¢ utrzymane w calym lancuchu chtodniczym (od produkcji do konsumpcji). Jezeli podczas testu
obcigzenia stosowana jest nieodpowiednia temperatura przechowywania (nizsza niz zazwyczaj), moze dojs¢ do

niedoszacowania wzrostu Lm i przeszacowania bezpiecznej dtugosci okresu przydatnosci do spozycia.

o Temperatura i czas przechowywania

Temperatura(-y) stosowana(-e) do okreslenia okresu trwato$ci produktu musi (musza) by¢ odpowiednio
uzasadniona i udokumentowana przez FBO.

e W przypadku pierwszego etapu lancucha chtodniczego (od produkcji do przybycia do gabloty), gdy
podmiot prowadzacy dziatalnos¢ gospodarcza dysponuje wiasnymi danymi, preferowane jest
wykorzystanie tych informacji. W tym przypadku nalezy wykorzysta¢ 95 percentyl z obserwacji danych
FBO. Jesli dane nie sg dostgpne, nalezy uzy¢ domyslnej temperatury z tabeli 4.

o W przypadku drugiego etapu (w handlu detalicznym: witryna) i trzeciego etapu (przechowywanie przez
konsumenta) tancucha chtodniczego, gdy informacje sg dostgpne, preferowane jest wykorzystanie danych
krajowych, w ktorych znajduje si¢ dany etap tancucha chtodniczego. W tym przypadku nalezy uzy¢ 95
percentyla obserwacji danych. Jesli dane nie sg dost¢pne, nalezy zastosowa¢ domys$lng temperature z tabeli
4.
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Tabela 4.Schemat przeplywu warunkow przechowywania w calym lancuchu chlodniczym

Czas przechowywania (inkubacji)
: Okres Okres
Etap tancucha T t h ia (inkubacii . o
chiodniczego emperatura przechowywania (inkubacji) przydatnosci do | przydatnosci do
spozycia (SL) < | spozycia (SL) >21
21 dni dni
Temperatura ) LIUb Czas trwania
Na poziomie uzasadniona ~ JesliMie 7°C uzasadniony Lub jesli nie 1/3 SL 7 dni
producenta szczegolowymi  JEt szezegdlowymi jest znany
informacjami* znany informacjami
Na poziomie Temperatura 'els'_llijlr)ne Czas trwania
pe uzasadniona Jes 7°C uzasadniony Lub jesli nie 1/3SL 1/2 (SL-7)
detalicznym . . jest ) ;
szczegbtowymi szczegbtowym jest znany
- T znany S A
informacjami i informacjami
Temperatura Czas trwania
uzasadniona Lub uzasadniony Lub jesli nie
Na poziomie jesli nie -
kon?s,umenta szczegotowymi Je?elst 10°C szczegdtowym jest znany 1/3sL 1/2 (SL-7)
informacjami** znany i informacjami

* Temperatura uzasadniona szczegétowymi informacjami: 95 percentyl obserwacji danych FBO

** Temperatura uzasadniona szczegdtowymi informacjami: 95 percentyl z obserwacji dla kraju, w ktorym znajduje si¢ dany
etap tancucha chtodniczego.

6.2.2.7 Pomiar parametrow fizykochemicznych

Nalezy zna¢ fizykochemiczne witasciwosci produktu. Podstawg jest pH i aw. Zamiast aw mozna stosowac rowniez
zawartos¢ NaCl 1 [zawartos¢ wilgoci lub suchej masy], w przypadku produktéw, w ktorych NaCl jest czynnikiem
monitorujagcym aktywno$¢ wody. Na podstawie tych danych nalezy najpierw obliczy¢ zawartos$¢ soli w fazie

wodnej WPS (w g/100ml):

zawartos¢ soli (w g na 1009)

WPS = 100

zawarto$¢ wilgoci (w mlna 100g) x zawartos$¢ soli (w g na 100g) x

a nastgpnie oszacowac awza pOmocg nast¢pujacego rownania:

aw=-1xW0.0052471PS - x 0.00012206W PS>

Wzor ten (Resnik, Chirife 1988) (Gimenez, Dalgaard, 2004) oparty jest na zawarto$ci soli, ale inne sktadniki, takie jak

zawarto$¢ cukru, moga modyfikowaé wartosci aw, a w takim przypadku wzor ten nie moze by¢ stosowany.

Kalkulator
http://fssp.food.dtu.dk/), moze by¢ uzyty do obliczenia zawartosci fazy wodnej, znajac % suchej masy, % NaCl w

dostepny w oprogramowaniu FSSP (Food Safety and Spoilage Predictor) (bezptatny online:

produkcie oraz do obliczenia aktywnosci wody (zatacznik 10.10).
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Ponadto mierzy si¢ inne czynniki (np. kwasy organiczne), o ile sg one istotne dla kontroli wzrostu Lm w produkcie

(przyktady w zataczniku 10.11).

Do pomiaru wlasciwosci fizykochemicznych produktu preferuje si¢ metody znormalizowane (np. ISO, EN lub
krajowe). Pomiary te poréwnuje si¢ z danymi pochodzacymi z normalnej produkcji zywno$ci w celu wykazania, ze
partie uzyte w tescie obcigzeniowym sa reprezentatywne dla normalnego procesu produkcyjnego oraz ze, najlepiej,

partia uzyta w teScie obcigzeniowym reprezentuje najgorszy scenariusz.

Podczas pomiaru wlasciwosci fizykochemicznych produktu nalezy zbadaé reprezentatywna czgs¢ produktu, biorac
pod uwage miejsca, w ktorych spodziewana jest obecno$¢ Lm w produkcie. Ponizej przedstawiono kilka
przyktadow ilustrujacych to zagadnienie:
e  Maczki wielosktadnikowe (produkty kompozytowe):
Nalezy okresli¢ sktadnik w najgorszym przypadku i wykorzysta¢ go do dalszych badan, gdy rézne sktadniki
sa oddzielone w opakowaniu zywnosci i nie oddzialujag na siebie. Jezeli poszczegélne sktadniki maja
mozliwo$¢ wzajemnego oddziatywania na siebie, na wzrost Lm bedzie miato wptyw mikrosrodowisko, co

nalezy wzig¢ pod uwage.

e Ryby wedzone:
Lm jest prawdopodobnie obecny raczej na powierzchni produktu niz w jego wnetrzu. Z tego wzgledu
szczegolne znaczenie maja wlasciwosci chemiczne powierzchni produktu. Wiasciwosci te moga by¢ inne niz

we wnetrzu produktu.

Jezeli pomiar tych parametrow fizykochemicznych jest zlecany na zewnatrz, woéwczas nalezy przewidzie¢ co

najmniej 2 dodatkowe jednostki kontrolne specjalnie dedykowane do tego celu.

o Atmosfera gazowa
W przypadku przepakowanych jednostek testowych kondycjonowanych prozniowo, wazne jest, aby upewnic si¢ co

do wydajnosci maszyny prozniowej w celu uzyskania tych samych poczatkowych warunkéw proézniowych.

W przypadku przepakowanych jednostek testowych, poczatkowo kondycjonowanych w atmosferze
modyfikowanej, wazne jest, aby stosowac te same warunki pakowania w atmosferze modyfikowanej (MAP): sktad
gazu, stosunek gazu do produktu i przepuszczalno$¢ gazu materialu opakowaniowego (podobne wiasciwosci

barierowe).

W przypadku jednostek badan zapakowanych w zmodyfikowanej atmosferze i zaszczepionych przez przegrode w
oryginalnym opakowaniu, wazne jest sprawdzenie szczelnosci opakowania przez caly czas trwania testu
obcigzeniowego. Dlatego sktad gazu powinien by¢ mierzony za pomocg analizatora gazowego typu headspace, aby

zapewni¢, ze w okresie przechowywania nie dojdzie do wycieku w opakowaniu.

Analizy te powinny by¢ wykonane na probce kontrolnej zywnos$ci na poczatku badania (to) i na koncu badania (tend)
na probce kontrolnej zywnosci (bez przegrody) i na jednostce kontrolnej (z przegroda), aby sprawdzi¢ szczelno$é

opakowania w catym okresie badania. (zatacznik 10.12).
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o Temperatura
Pomiar temperatur przechowywania jednostek badanych jest rejestrowany w czasie catego badania przy uzyciu
termicznego rejestratora danych w specjalnej kontrolnej jednostce badanej umieszczonej w tym samym inkubatorze

i mozliwie jak najblizej pozostatych jednostek badanych.

6.2.2.8 Analizy mikrobiologiczne

Zawiesiny wstepne sg przygotowywane, jesli to mozliwe, przy uzyciu catej zanieczyszczonej jednostki badawczej,

aby uwzglednié¢ niejednorodnosé¢ produktu (zatgcznik 10.13).

o Metody wykrywania i wyliczania Lm

Zgodnie z zalacznikiem I do rozporzadzenia nr 2073/2005 metodami referencyjnymi wykrywania i oznaczania
liczby L. monocytogenes sa odpowiednio EN ISO 11290-1 i EN ISO 11290-2. Poniewaz jednostki badan sa
sztucznie skazone Lm, nie jest konieczne przeprowadzanie etapu potwierdzenia podczas przeprowadzania

oznaczania liczby bakterii.

Zgodnie z art. 5 tego samego rozporzadzenia stosowanie alternatywnych metod analitycznych jest dopuszczalne,
jezeli metody te sa zatwierdzone w odniesieniu do metody referencyjnej i jezeli stosowana jest metoda wlasna,
certyfikowana przez strong trzecig zgodnie z protokotem okreSlonym w normie EN/ISO 16140-2 lub innymi
podobnymi protokotami uznanymi na szczeblu mig¢dzynarodowym. Inne metody sg zatwierdzane zgodnie z

protokotami przyjetymi na szczeblu migdzynarodowym, a ich stosowanie jest zatwierdzane przez wlasciwy organ.

Z analiz wykrywalnosci Lm wynika, ze w przypadku wykrycia Lm w kontroli zywno$ci w danym momencie
mozliwe 0,jest dalsze wykonywanie testu obcigzeniowego oceniajgcego potencjal wzrostowy na badanej partii (ze
wzgledu na inokulacje wielu szczepow bakteryjnych), tylko wtedy, gdy poziom naturalnego zanieczyszczenia Lm

jest nizszy lub réwny poziomowi inokulacji, ktéry powinien miescic si¢ w zakresie [50-200 jtk/g].

W przypadku analiz oznaczania liczby Lm, poniewaz docelowy poziom zanieczyszczenia wynosi okoto jtk/g100

(zakres miedzy 50-200 jtk/g), zaleca si¢:

e Obnizy¢ granice¢ wyliczania w cfu/gl0, zgodnie z EN ISO 11290-2 o:
- uzywajac | ml zawiesiny wyjsciowej rozprowadzi¢ na 3 plytki 90 mm, lub rozprowadzi¢

na 1 duza ptytke 140 mm,

- lub, w przypadku zatwierdzonych metod alternatywnych, wla¢ 1 ml na ptytkel o grubo$ci
mm.90

e Stosowa¢ metode z nizszym poziomem wykrywania dla policzenia niz EN ISO 11290-2, pod
warunkiem ze jest ona zatwierdzona i uznana za odpowiednig dla policzenia tak niskich poziomow

z wystarczajaca doktadnoscia.
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Biorac pod uwage poziom inokulacji (docelowo pomigdzy 50 - 200 jtk/g), aby unikngé sytuacji, w ktérej podczas
liczenia kolonii trzeba bedzie zmierzy¢ si¢ z niskimi liczbami (mniej niz koloniel0 na ptytce Petriego, zgodnie z

EN ISO 7218), jest to mozliwe:
e albo zmniejszyé wspolczynnik rozcienczenia zawiesiny wyjsciowej (np. 1/5" zamiast 1/10™),

e lub zwigkszy¢ objgtos¢ zawiesiny nanoszonej na szalki (np. ml2 na plytkach2 140 mm

lub 2ml na 6 ptytkach 90 mm).

Mikroflora tha, ktora moze by¢ brana pod uwagg, obejmuje mezofilne liczby tlenowe (EN ISO 4833) lub mikroflorg
specyficzng dla danej zywnosSci (np. bakterie kwasu mlekowego, Pseudomonas spp, drozdze, plesnie). Metody
stosowane do wyliczania tej specyficznej mikroflory powinny by¢ zgodne z odpowiednimi normami EN ISO lub

normami krajowymi dla danego organizmu i rodzaju Zzywnosci.

6.2.2.9 Obliczanie potencjatu wzrostu

Dla kazdej partii obliczany jest potencjat wzrostu A wedtug wzoru:

A = logmax - log i
gdzie logmax jest najwyzsza wartoscig wyliczenia Lm otrzymang z co najmniej 4 punktow pobierania probek (z
wylaczeniem pobierania probek w t0), gdy na jeden punkt pobierania probek analizowana jest jedna jednostka

badan.

Jezeli w kazdym punkcie pobierania probek analizowana jest wigcej niz jedna jednostka badana, wowczas logmax

jest najwyzsza wartos$cig Srednig uzyskang z kazdego z tych 4 punktow pobierania probek.

Log ijest srednig warto$cig 3jednostek badanych analizowanych w czasie zerowym (t0)
Zachowany potencjat wzrostowy wsrdd wszystkich badanych partii to najwyzsza uzyskana warto$¢ A.

W tym pierwszym przyktadzie, przedstawiajagcym wigkszo$¢ przypadkow, analizowane sa partie3 (tabelab ). Dla
kazdej partii 5 punktow pobierania probek jest roztozonych w czasie trwania badania, a w kazdym punkcie

pobierania probek analizowana jest 1 jednostka badana.

Tabela 5. Obliczanie potencjalu wzrostu z partii -3 punkty pobierania probeks5 -1 jednostka badan na punkt
pobierania probek.

Czas 0 (t0) Czas1 Czas 2 Czas 3 Czas4 A partia A
Zywno$é
[Lm] Srednia [Lm] [Lm] [Lm] [Lm]
logwo cfulg | +sd* logio cfu/g | logio cfu/g | logao cfu/g logao cfu/g
partia 1 215 B
2.18 O RPET 2.11 2.04 2.18 218 214
0.05 0.04
2.08
partia 2 211 B
2.15 210+ ) 518 2.10 211 2.08 218210 1 908
0.06 0.08
2.04
partia 3 2.16 )
2.26 262(()) * 2.20 2.14 224 2.06 2'23 02'20
2.18 05 :

*sd: odchylenie standardowe

25/60



W tym pierwszym przyktadzie odchylenie standardowe (sd) miedzy wynikami3 w czasie (0t0) dla partiil, 2 I partii
wynosi 3odpowiednio i0.05,0.06 10g0.0510. Etap inokulacji zostat przeprowadzony prawidtowo (<0,3 logio), mozna

zatem wykorzysta¢ wyniki testu obcigzenia uzyskane w celu oceny potencjatu wzrostu.

W tym przyktadzie najwyzsza wartoscia "A" wsrod partii3 jest 1090.081o.

Potencjal wzrostu jest ponizej kryterium 0,5 loglO, ktore okresla, czy zywno$¢ RTE moze czy nie moze
wspomagaé wzrost Lm. Zatem ta zywno$¢ RTE nie sprzyja wzrostowi Lm i moze by¢ zaklasyfikowana do kategorii

1.3 rozporzadzenia (WE) 2073/2005.

Uwaga: Jezeli analizuje si¢ 3 partie jednocze$nie, wystarczy 1 punkt pobierania probek w tO do obliczenia

odchylenia standardowego.

Drugi przyklad przedstawia wyniki testu obcigzeniowego uzyskane z partii3, punktéw pobierania probek5 i 3
jednostek testowych na punkt pobierania probek (ze wzgledu na zmienno$¢ parametrow fizykochemicznych w

badanym produkcie) (Tabela 6).

Tabela 6. Obliczanie potencjalu wzrostu z partii3 - punkty pobierania prébek5 - 3 jednostki badan na punkt pobierania
probek.

Czas 0 (t0) Czasl Czas 2 Czas 3 Timet4
[Lm] Srednia | [Lm] Srednia| [Lm] Srednial [Lm] Srednia| [Lm] Srednia | A partia A
+ sd*
partial | 2.10 2.90 3.00 412 4.18 4.98 ]
228 | Z0%0F| 198 | 266 | 386 |360 | 424 475 | 482 4'8§ 63'06
1.80 ' 3.10 3.95 4.18 473 :
partia2 | 148 200+
2.36
518 | 046
partia3 | 2.16 550+ 1.80 3.90 420 5.80 550-2.20 330
226 | oo 3.00 2.63 3.95 394 | 431 434 5.30 550 | 350
2.18 ' 3.10 397 450 5.40 :
partiad | 220 2.28 3.14 3.25 4.42 ]
2.04 26016; 272 | 262 | 353 | 331 | 40 | 345 | 418 | 436 4'3263306
1.96 ' 2.85 3.26 3.11 450 :

*sd: odchylenie standardowe

W tym czasie odchylenie O,standardowe partii jest 2rowne logl0.0.46 Jest ono wyzsze od tolerancji

wynoszacej
0.3 logl0, co oznacza, ze etap inokulacji nie zostal przeprowadzony prawidtowo. W zwigzku z tym test
obcigzeniowy dla tej partii 2zostal przerwany, poniewaz rozpoczynanie testu obcigzeniowego przy takiej roznicy
migdzy zaszczepionymi probkami jest niedopuszczalne. Ponownie rozpoczgto test obcigzeniowy z inng partig

(nazwang partig w4 tabeli).

Biorac pod uwagg wyniki testu obcigzeniowego przeprowadzonego na partii 1, partii 3 i partii 4 z tabeli 6 mozna

oceni¢ potencjal wzrostowy Lm w badanym produkcie.

Najwyzsza wartoscig "A" wsrod partii3 jest log10.3.30 Potencjat wzrostu jest powyzej Kryterium
0,5 logl0, ktéry okresla, czy zywnos¢ RTE jest w stanie wspiera¢ wzrost Lm, czy nie. Zatem ta zywno$¢ RTE

wspomaga wzrost Lm i jest zaklasyfikowana do kategorii 1.2 rozporzadzenia (WE) 2073/2005.
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6.2.2.10 Zastosowanie wynikow

FBO jest odpowiedzialna za wykorzystanie wynikow testu obcigzeniowego. Wyniki testu obciazeniowego

oceniajacego potencjal wzrostu poinformuja FBO o dwoch nastepujacych kwestiach:

o Zdolno$¢ produktu do wspierania wzrostu Lm

Pierwsza kwestia, ktora nalezy rozstrzygnac jest to, czy pokarm jest w stanie wspiera¢ wzrost Lm, czy tez nie:
e A jest nizsze lub rowne wartosci granicznej log0.510, wOwczas zaktada si¢, ze zywnos¢ nie jest w

stanie wspomaga¢ wzrostu Lm (kategoria 1.3 rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005);

e A jest wyzsze niz warto§¢ graniczna log0.510, wowczas zaktada sie, ze zywno$¢ jest w stanie

wspomaga¢ wzrost Lm (kategoria 1.2 rozporzgdzenia (WE) nr 2073/2005).

o Oszacowanie wzrostu Lm na podstawie uzyskanej wartosci potencjatu wzrostu

W przypadkach, w ktorych zaklada sig, ze pokarm jest w stanie utrzyma¢ wzrost Lm, warto$¢ A moze by¢ uzyta do

oszacowania wzrostu (patrz przyktady ponizej):
najwyzsze stezenie Lm podczas okresu przydatnosci do spozycia = poczatkowe stezenie Lm + A

W praktyce najwyzsze stezenie Lm uzyskane z powyzszych obliczeh moze by¢ wykorzystane do okre$lenia, czy

limit 100 jtk/g jest przekroczony, czy nie, przez caly okres przydatnosci do spozycia zywnosci.

o Przyktady

PYTANIE 1: Czy pokarm wspiera wzrost Lm, zgodnie z warto$cig A?

Na przyktad potencjat 1,wzrostu wynosi:
A= 0,08 |Oglo
A wynosi ponizej 0,5 logio, wOwczas przyjmuje sie, ze zywno$¢ nie sprzyja wzrostowi Lm. Mozna

Jja zaklasyfikowa¢ do kategorii 1.3 rozporzadzenia (WE) 2073/2005

W przykladzie potencjat 2,wzrostu wynosi: A = 3,30 10910
A jest znacznie wyzsze niz 0,5 logi, wOwczas przyjmuje sie, ze zywno$¢ wspomaga wzrost Lm i
nalezy do kategorii 1.2 rozporzadzenia (WE) 2073/2005.
Zatem, aby zapewniC, ze zanieczyszczenie Lm nie przekroczy limitu 2 log cfu/g na koncu okresu
przydatnosci do spozycia, poczatkowe stezenie Lm (Ci) powinno by¢ bardzo niskie, to znaczy

ponizej 0,05 cfu/g (Ci= 2,0 - 3,30 = -1,3 log cfu/g).
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PYTANIE 2: Jakie jest najwyzsze stgzenie Lm w calym okresie przydatnosci zywnosci do

spozycia, biorgc pod uwage uzyskany potencjal wzrostu?

Przyktad 1: Potencjat wzrostu wynosi:
A =0,7 logio
a poczatkowe stezenie Lm w produkcie wynosi Ci = loglio cfu/g (10 cfu/g)

A jest wyzsza niz 0,5 logio, wtedy zaktada si¢, ze pokarm wspiera wzrost Lm. Ta wartos¢ A
moze by¢ wykorzystana do dalszych obliczen. Najwyzsze stezenie Lm w okresie przydatno$ci

zywnosci do spozycia moze by¢ oszacowane przy uzyciu nastgpujagcego rOwnania:

najwyzsze stezenie Lm = poczatkowe stezenie Lm + A
najwyzsze stezenie Lm = log 110jtk/g + log 0.7010= log 1.701jtk/g
(ponizej ustawowego limitu 2 logio jtk/g)

6.2.2.11 Sprawozdanie z badania

Wszystkie punkty, ktore nalezy uwzgledni¢ w raporcie z badan, znajduja si¢ w normie EN ISO 20976-1.

Wazne jest, aby w sprawozdaniu z badan zaznaczy¢, ze wyniki testéw obcigzeniowych dotyczacych potencjatu
wzrostu odnosza si¢ wylacznie do badanego produktu, w zastosowanych warunkach przechowywania
(czas/temperatura). Kazda zmiana receptury produktu, procesu produkcyjnego, warunkéw przechowywania

(czas/temperatura) uniewaznitaby wyniki badania trwatosci i wymagataby ponownego jego przeprowadzenia.

Jezeli test obcigzeniowy jest przeprowadzany dla pojedynczego produktu lub reprezentujacego grupe produktow,

nalezy to zaznaczy¢ w sprawozdaniu z badania.

Wykorzystanie wynikdéw (jezeli zostaly podane przez wtasciwe laboratorium) nie wchodzi w zakres niniejszego
sprawozdania z badania. Powinny one stanowi¢ cze$¢ raportu z badania przydatnosci do spozycia przygotowanego

przez FBO.
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6.3 Test obcigzeniowy oceniajagcy maksymalne tempo wzrostu

6.3.1 Wstep
Badanie mikrobiologiczne oceniajgce maksymalne tempo wzrostu jest badaniem laboratoryjnym, w ktorym ocenia
si¢ wzrost Lm w zywnoS$ci sztucznie zanieczyszczonej jednym szczepem Lm na raz i przechowywanej w stalej

temperaturze (zwykle miedzy 6° a 10°C) przez caly czas trwania badania.

Maksymalna szybko$§¢ wzrostu pmax jest parametrem kinetycznym, ktory charakteryzuje wzrost Lm

populacja w fazie wyktadniczej krzywej wzrostu na skali logarytmu naturalnego (Ln).

Z dos$wiadczalnej krzywej wzrostu, otrzymanej przez wykreslenie st¢zenia Lm (wyrazonego w logio jtk/g) w

stosunku do czasu (wyrazonego w godzinach lub dniach), odczytuje si¢ maksymalng szybkos$¢ wzrostu Vmax.
Aby przejsé¢ z jednego do drugiego, zaleznos¢ jest nastepujaca: pmax = Vmax * Ln (10) = Vmax * 2.3.

W literaturze naukowej oraz w wigkszosci narzedzi mikrobiologii predykcyjnej, maksymalna szybkos$¢ wzrostu jest

zwykle podawana jako umax, aby unikna¢ pomytek nalezy zwroci¢ uwage na jednostki.

Czas trwania testu obciazenia oceniajacego maksymalne tempo wzrostu moze by¢ rézny od czasu trwania okresu
przydatnosci produktu do spozycia. Czas jego trwania jest okreslony przez czas wymagany do skonstruowania

Krzywej wzrostu w wybranej temperaturze.

Zaleta testu obcigzeniowego oceniajacego maksymalne tempo wzrostu jest elastycznosé: po okresleniu w danych
warunkach czasowych i temperaturowych, tempo wzrostu moze by¢ oszacowane w innych warunkach
czasowych/temperaturowych bez potrzeby przeprowadzania kolejnego testu obcigzeniowego, pod warunkiem, ze

znane sg warto$ci kardynalne badanego szczepu.

Wada tego testu jest brak uwzglednienia efektu fazy lag, co moze prowadzi¢ do réznych szacowanych stezen Lm w
zaleznosci od tego, czy jest ona brana pod uwage, czy nie. Najbardziej ekstremalnym przyktadem jest
prawdopodobnie zywnos$¢ poddana dziataniu HPP, gdzie wystapi dluga faza opoznienia, ale wzrost wyktadniczy

bedzie tak duzy, jak w przypadku zywnos$ci niepoddanej obrobce termiczne;.

6.3.2 Protokdt testu obciaZeniowego w celu oceny maksymalnego tempa wzrostu
Uwaga: W przypadku sekcji ,,Zaszczepianie jednostek testowych" i ,,Pomiar parametréw fizykochemicznych
produktu", nalezy odnie$¢ si¢ do czgsci dotyczacej potencjatu wzrostu, poniewaz sg one identyczne. Ponizsze

sekcje sg specyficzne dla protokotu oceny maksymalnego tempa wzrostu.

6.3.2.1 Liczba partii

Z reguly w celu okreslenia mikrobiologicznego okresu przydatnosci do spozycia zywnos$ci RTE nalezy przebada¢

co najmnie;j kilka partii, aby mdc uchwyci¢ zmienno$¢ miedzy partiami.3
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Jednakze, w oparciu o kalkulator "Inter-Batch Physico-Chemical Variability calculator" dostgpny na stronie
internetowej http://standards.iso.org/iso/20976/-1/ed-1/en, dostarczony wraz z norma EN- 1SO 20976-1, test na

wyzwanie moze by¢ przeprowadzony przy uzyciu tylko jednej partii, jesli:

e FBO moze dostarczy¢ danych na temat czynnikow charakteryzujacych produkt w obrgbie partii

(zmienno$¢ wewnatrz partii) i pomigdzy partiami (zmienno$¢ migdzy partiami);

e parametry fizyko-chemiczne, pH i aw, sa glownymi czynnikami wptywajacymi na wzrost Lm

w produkcie;

e  wplyw zmienno$ci migdzy partiami tych parametréw fizykochemicznych na wzrost Lm

uznaje si¢ za nieistotne (wynik dziatania kalkulatora).

Kalkulator ten moze by¢ wykorzystywany wytacznie do testow obcigzeniowych przeprowadzanych w celu oceny

maksymalnego tempa wzrostu.

6.3.2.2 Wybor szczepow
Do kazdego testu uzyty jest jeden szczep, dlatego wazne jest, aby wybra¢ szczep o znanej charakterystyce wzrostu

i odpowiedni dla rodzaju badanego produktu.

Szczep ten mozna wybraé z zestawu szczepéw EURL Lm charakteryzujacych si¢ maksymalnym tempem wzrostu

w hiskiej temperaturze, pH i aw. Mozna go zamowié¢ w Krajowych Laboratoriach Referencyjnych Lm.

Zaleca si¢ stosowanie szczepOw charakteryzujacych si¢ wartosciami kardynalnymi (zgodnie z normg ISO/NP
23961 "Okreslanie i stosowanie wartosci kardynalnych", ktora nadal jest w trakcie opracowywania). Uzycie takich
szczepOw pozwoli na doktadniejsze przewidywanie wzrostu szczepu w badanej zywnosci w réoznych warunkach

srodowiskowych, niebadanych podczas testu obcigzenia.

6.3.2.3 Przygotowanie inokulum

Warunki przygotowania inokulum sa identyczne z opisanymi dla testu obciazenia oceniajacego potencjat wzrostu,

z tym wyjatkiem, ze szczep jest hodowany 1 uzywany indywidualnie.

6.3.2.4 Inokulacja jednostek badanych

Warunki inokulacji jednostek badanych sg identyczne do tych opisanych dla testu obcigzenia oceniajacego
potencjat wzrostu, z wyjatkiem tego, ze inokulacja jest wykonywana jednym szczepem, a nie mieszaning szczepow

dla kazdej krzywej wzrostu.
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6.3.2.5 Liczba jednostek - Liczba punktéw poboru prébek

Patrz EN 1SO 20976-1 dla cz¢éci odnoszacych si¢ do:
e Liczba jednostek, ktére maja by¢ przygotowane (liczba jednostek testowych, ktore maja by¢

zaszczepione, liczba jednostek kontrolnych i probek kontrolnych zywnosci);
e Liczba punktéw pobierania probek.
Patrz roéwniez zatgcznik do 10.14 niniejszego dokumentu.

6.3.2.6 Warunkiprzechowywania

Test obcigzeniowy jest przeprowadzany w jednej statej temperaturze. Temperatura przechowywania powinna
wynosi¢ od 6° do 10°C. W przypadku produktow zanieczyszczonych bakteriami kwasu mlekowego, temperatura
nie powinna by¢ wyzsza niz 8§°C, aby unikng¢ zahamowania wzrostu bakterii kwasu mlekowego w wyzszych

temperaturach.

Czas trwania eksperymentu powinien by¢ wystarczajaco dtugi, aby zbudowa¢ krzywa wzrostu, a czas ten moze by¢

dtuzszy lub kroétszy niz badany okres przydatnosci do spozycia.

6.3.2.7 Analizy mikrobiologiczne

W przypadku0. wykrycia Lm w6.2.2.8 badanej partii w probce kontrolnej zywnosci, test obcigzeniowy zostanie
przerwany (ze wzgledu na inokulacje pojedynczego szczepu w teécie obciazeniowym oceniajacym maksymalne

tempo wzrostu).

6.3.2.8 Obliczanie maksymalnego wskaznika wzrostu

Dla kazdej krzywej wzrostu (jedna krzywa wzrostu na parti¢), maksymalne tempo wzrostu moze by¢ tatwo
oszacowane poprzez dopasowanie modelu pierwotnego (regresja nieliniowa) do wszystkich punktow
doswiadczalnych krzywej wzrostu. Dopasowanie to mozna wykona¢ za pomocg dostgpnego bezplatnie
oprogramowania mikrobiologicznego o charakterze predykcyjnym, na przyktad: DMFit z oprogramowania

ComBase (www.combase.cc) lub Curve fitting z programu Sym'Previus (Www.symprevius.eu).

Szacowana maksymalna szybko$¢ wzrostu badanego produktu okreslona na podstawie testu obcigzenia jest rowna
sredniej (wyrazonej wraz z odchyleniem standardowym) warto$ci maksymalnej szybko$ci wzrostu uzyskanej z

krzywych wzrostu (co najmniej jednej na partig).

Aby skonstruowac krzywa wzrostu, nalezy zwroci¢ uwage na rozktad punktow doswiadczalnych w czasie, aby moc
doktadnie oszacowa¢ maksymalne tempo wzrostu. Dla dobrego dopasowania modelu pierwotnego do punktow
danych do$wiadczalnych wazne jest, aby jeden punkt znajdowat si¢ na poczatku fazy stacjonarnej, a drugi pozniej

w tej samej fazie (rysunek 3).

W zalezno$ci od oprogramowania uzytego do oszacowania maksymalnego tempa wzrostu, wynik nie jest

podawany w tej samej jednostce. W programie DMFit, jezeli dane wejsciowe sa w log 1ocfu/g, to Vmax jest

obliczane w logio cfu/g, czyli
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konieczne jest pomnozenie go przez 2,3, aby otrzymac¢ odpowiednig umax. W programie Sym'Previus dane
wejsciowe sg podane w logio cfu/g, a maksymalna szybkos¢ wzrostu (umax) jest podana i zawsze wyrazona w Ln

cfu/g.

Nalezy pamigtaé, ze jesli wzrost populacji drobnoustrojow obserwowany na podstawie krzywej wzrostu jest
niewielki (< llog jtk/g), nie pozwala to na wiarygodne okreslenie pmax. W takim przypadku mozna zalecié
zbudowanie kolejnej krzywej wzrostu w wyzszej temperaturze w celu dopasowania lub przeprowadzenie badania

potencjatu wzrostu.

Jesli podejrzewa sig, ze produkt nie sprzyja wzrostowi Lm na podstawie wtasciwosci fizykochemicznych, wowczas
nie jest mozliwe wiarygodne oszacowanie maksymalnego tempa wzrostu. Aby to udowodni¢, nalezy

przeprowadzi¢ test oceniajacy potencjat wzrostu.

Wreszcie, wazne jest, aby oceni¢ niepewnos$¢ wokol szacowanego maksymalnego tempa wzrostu (pumax),
odzwierciedlona przez blad standardowy (se) lub przedzial ufnosci (CI) wokot szacowanego pmax. Wazne jest,
aby blad standardowy nie przekraczat 20% warto$ci szacunkowej pmax. W przeciwnym razie oznacza to, ze

istnieje duza niepewnos¢ zwigzana z pmax, a wynik ten nalezy interpretowac z ostroznoscia.

6.3.2.9 Zastosowanie wynikow

FBO jest odpowiedzialny za wykorzystanie wynikow testu obciazeniowego.

Maksymalne tempo wzrostu moze by¢ wykorzystane do oceny wzrostu populacji Lm w okresie przydatnosci

produktu do spozycia w roznych temperaturach przechowywania.

Na podstawie Kkinetyki wzrostu testu obcigzeniowego, uzyskanej w jednej statej temperaturze (T°CT), mozna

oszacowac tempo wzrostu w innej temperaturze (T°).

Szybko§¢ wzrostu okre$lona przez dopasowanie modelu pierwotnego (np. DMFit) do kinetyki wzrostu jest
oznaczana jako szybko$¢ wzrostu CT. Nastepnie, przy uzyciu modeli wtérnych mozna obliczy¢ tempo wzrostu w

tym samym pokarmie (te same wlasciwosci fizykochemiczne) w innej temperaturze T°.

Mozna zastosowaé nastepujace uproszczone rownanie (Ratkowski et al., 1982) (Mejlholm et al., 2010) modelu
wtornego pierwiastka kwadratowego (jeden ze wszystkich dostepnych modeli wtornych) (jesli W symulacji
uwzglednia si¢ tylko temperature 1 jesli T° i tcr sg nizsze niz 25°C). Wzor ten nie uwzglednia wplywu bakterii
kwasu mlekowego na hamowanie wzrostu Lm. Dlatego wzor ten nie jest odpowiedni dla produktow o wysokim

poziomie bakterii kwasu mlekowego. W tym przypadku nalezy zastosowaé bardziej kompletny model.

| . T-T
wskaznik wzrostu o= wskaznik min_,
W2Zrostu cr
Ter - Tmin

gdzie Tmin jest minimalng temperaturg wzrostu dla Lm (-2°C jest wartoscig domys$Ing podang w tabeli, ktora

1moze by¢ stosowana dla wszystkich szczepow jako warto$¢ ogdlna).
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Wzrost Lm (w logachio) dla czasu przechowywania d1 (w dniach) w temperaturze tcr = wskaznik wzrostu CT (log
1ocfu/g na dzien) x d 1Wzrost Lm (w logachio) dla czasu przechowywania d2 (w dniach) w temperaturze T° =
wskaznik wzrostu - (log 10ocfu/g na dzien) x d ;Uwaga: Dla tego obliczenia maksymalne tempo wzrostu musi by¢
wyrazone w logl0 (= Vmax).

Symulacja wzrostu moze by¢ stosowana do kazdego profilu czasowo-temperaturowego, a w szczegolnosci do
warunkow, w ktorych produkt bedzie najprawdopodobniej poddawany normalnej eksploatacji, az do jego

ostatecznego zuzycia.

Model kardynalny jest kolejnym modelem wtérnym, ktory mozna zastosowac. W tym przypadku, aby lepiej
przewidzie¢ wzrost okreSlonego szczepu Lm zaszczepionego w produkcie, zaleca si¢ okreslenie wartosci
kardynalnych (Tmin, topt i Tmax) tego szczepu w oparciu o norm¢ ISO /NP 23691 "Mikrobiologia tancucha
zywnosciowego - okre$lanie i stosowanie warto$ci kardynalnych" i wprowadzenie tych wartosci do modelu
kardynalnego. Do tego celu mozna wykorzysta¢ przyjazne dla uzytkownika narzedzia (np. Growth Simulation z
programu Sym' Previus (Www.Symprevius.eu)).

Przyktad Oszacowaniel. przyrostu populacji Lm bez czasu op6znienia

> Dane:

e Produkt o okresie przydatnosci do spozycia wynoszacym dni 9("dzien 0" to dzien produkcji);
e Warunki przechowywania: 4°C przez dni 3(d1) i 8°C przez 6 dni (d2);
e Test obcigzeniowy zostal przeprowadzony na tym produkcie w temperaturze tct = 8°C.

Maksymalne tempo wzrostu (wraz z jego bledem standardowym) oszacowane w temperaturze 8°C na podstawie

dopasowania wynosi: Wskaznik wzrostu CT = 0,764 logso cfu/g . d '+ 0,0367 (rys. 3).

Wizualny wyglad krzywej daje pewno$¢, ze punkty danych opisuja cata krzywa sigmoidalng. Jesli podzielimy btad
standardowy zwiazany ze stopa wzrostu przez jej wartos¢, otrzymamy: 0.0367/0.764 = 4.8%. Jest to ponizej 20%

progu niepewnosci i daje pewnos$¢, ze oszacowanie tempa wzrostu jest doktadne.
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Rysunek 3. Dopasowanie za pomoca DMFit z oprogramowania ComBase (Www.combase.cc)

Zastosowanie uproszczonego roOwnania pierwiastka kwadratowego modelu wtoérnego pozwala na oszacowanie
tempa wzrostu w temperaturze T° = 4°C

(To - Tmin)2
tempo wzrostu (T°) = tempo wzrostu ct

(Ter — Tmin)?
Maksymalne tempo wzrostu w temperaturze 4°C oszacowane na podstawie powyzszego roéwnania modelu
wtdrnego wynosi: Szybkos¢ wzrostu T° (4°C) = 0,764 x (4 - (-2))"%/(8-(-2)) "*= 0,275 logso cfu/g . d*
» Pytanie 1: Jaki jest szacowany wzrost Lm w produkcie w okresie przydatnosci do spozycia?
Szacowany wzrost Lm w okresie przydatnosci do spozycia =.
(tempo: wzrostu (4°C) w log 1ocfu/g na dzien) x d 1+ (tempoz wzrostu (8°C) w logio cfu/g na dzien) x d 2gdzie:

Szacowany wzrost Lm w okresie przydatnosci do spozycia = (0,275 x 3) + (0,764 x 6) = 10g5.4219

To proste obliczenie nie uwzglednia fazy opdznienia ani fazy stacjonarnej (tj. zaktada wzrost wyktadniczy przez
caty okres przydatnos$ci do spozycia) i w konsekwencji stanowi najgorszy scenariusz. Aby wypehi¢ t¢ luke, mozna

wykorzysta¢ oprogramowanie do prognozowania mikrobiologicznego.
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Przy uwzglednianiu czasu opdznienia w szacowaniu okresu trwalosci nalezy zachowa¢ ostroznosé¢ ze wzgledu na
trudno$ci w ocenie stanu fizjologicznego Lm W momencie zanieczyszczenia produktu. Wybor uwzglednienia fazy
opdznienia powinien by¢ uzasadniony/wyjasniony.
Przyktad Oszacowanie2. przyrostu populacji Lm, gdzie uwzglgdniono czas opdznienia.
» Dane:

e Produkt o okresie przydatnosci do spozycia wynoszacym dni 9(""dzien 0" to dzien produkcji);

e Przechowywac w temperaturze 4°C przez 9 dni;

e Test obcigzeniowy przeprowadzono na tym produkcie w temperaturze TCT = 8°C.

Na podstawie dopasowania uzyskanego w temperaturze 8°C, czas zalegania oszacowano na 2,35 dnia.

Zalezno$¢, opdznienie x Wskaznik wzrostu = hg (Baranyi i Roberts, 1994), jest wykorzystywana do obliczania statej

parametr h, na o podstawie ktorego zostanie oszacowany czas opoznienia w temperaturze 4°C.

Zgodnie z dopasowaniem w temperaturze 8°C, h0 = 0,76 x 2,35 =1,79.
Zatem opo6znienie w temperaturze 4°C = 1,79/0,275 = 6,5 dnia. Oznacza to, ze wzrost rozpocznie si¢ dopiero po

6,5 dniach w 4°C, co oznacza, ze nie bedzie wzrostu przez pierwsze 6,5 dnia w 4°C.
Nastgpnie mozna oceni¢ wzrost w pozostatym okresie przechowywania (9 - 6,5) = dni2.5 w 4°C.

Szacowany wzrost Lm podczas okresu przechowywania = (0) + (0,275 x 2,5) = 0,69 logio
6.3.2.10 Sprawozdanie z badania

Wszystkie punkty, ktore nalezy uwzgledni¢ w raporcie z badan, znajduja si¢ w normie EN ISO 20976-1.

Wyniki testu obcigzenia odnosza sie do badanego produktu (umax jest specyficzne dla uzytego szczepu oraz dla
wewngtrznych i zewngtrznych specyficznych cech badanego produktu). Jednakze, test ten dostarcza rowniez
uzytecznych danych do symulacji wptywu zmiennosci tych cech (pH, aw, Konserwanty, temperatura) badanych

produktow.

Wykorzystanie wynikéw (jesli sa one podane przez laboratorium kompetentne w zakresie mikrobiologii
prognostycznej) nie wchodzi w zakres niniejszego raportu z badania. Powinno to by¢ czescig raportu z badania

przydatno$ci do spozycia przygotowanego przez FBO.
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7 Badanie trwalosci

7.1 Wstep

Badanie trwato$ci w odniesieniu do Lm to badanie laboratoryjne przeprowadzone w celu okreslenia stezenia Lm
pod koniec okresu przydatnosci do spozycia w naturalnie skazonym produkcie przechowywanym w racjonalnie

przewidywalnych warunkach od produkcji do konsumpcji.

Celem badan trwatosci jest oszacowanie odsetka zywnosci RTE przekraczajacego limit ilo§ciowy 100 cfu/g pod
koniec okresu przydatnosci do spozycia po okresie przechowywania odzwierciedlajacym przewidywalne warunki

dystrybucji, przechowywania i uzycia.

Ten rodzaj badan nie jest odpowiedni do zatwierdzania mikrobiologicznego okresu przydatnosci do spozycia
zywnosci RTE w odniesieniu do Lm, ze wzgledu na niska czgsto$¢ wystgpowania, niski poziom zanieczyszczenia i
niejednorodne rozmieszczenie zanieczyszczen Lm w produktach stalych. W wigkszosci przypadkow wyniki beda
uzyskiwane z probek niezanieczyszczonych Lm, co uniemozliwia wnioskowanie na temat rozwoju Lm w
produkcie. Potaczenie badan trwato$ci z innymi badaniami, takimi jak testy obcigzeniowe lub mikrobiologia
prognostyczna, przyczynia si¢ do zatwierdzenia okresu przydatnosci do spozycia zywnosci typu RTE zwigzanej z

Lm.
W kontekscie Lm, badanie trwatosci moze by¢ odpowiednie w dwoch nastepujacych przypadkach:

a/ dla zywnosci RTE zdolnej do wzrostu Lm i czgsto zanieczyszczonej niskim poziomem

Lm, w celu sprawdzenia okresu przydatnosci do spozycia.

b/ dla zywnosci RTE, w przypadku gdy partia jest nieoczekiwanie (przypadkowo)
zanieczyszczona Lm, w celu oceny wzrostu Lm w przypadku naturalnego

zanieczyszczenia.

7.2 Protokol badania trwatosci

Podczas przeprowadzania badania trwatosci nalezy rozwazy¢ nastgpujace Kroki:

e Opis badanej zywnosci RTE;
e Pobieranie probek zywnosci;
e Przechowywanie probek ;

o Analizy mikrobiologiczne ;

o Wyniki.
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7.2.1  Opis badanej zywnosci RTE
Patrz akapit 6.1 "Warunki wstepne przed rozpoczeciem testu obcigzenia", w ktorym opisano istotne informacje

wymagane przez laboratorium.

7.2.2 Pobieranie probek zywnosci

Mozna przeprowadzi¢ dwie procedury pobierania probek zywnosci: Pojedyncze losowe pobieranie probek lub
ukierunkowane pobieranie probek.

e Pojedynczy losowy dobor proby (zatgcznik 10.15):
Ta metoda pobierania probek ma zastosowanie w przypadku zywno$ci RTE, ktéra moze sprzyjaé
rozwojowi Lm i czesto jest zanieczyszczona niskim poziomem Lm. Pobieranie probek powinno by¢
powtarzane dla réznych partii w czasie (ten sam produkt, ten sam proces produkcyjny) w celu

uzyskania danych, ktére moga by¢ zebrane w celu uzyskania wigkszej pewnosci co do uzyskanego

wyniku.

e Ukierunkowane pobieranie probek:
Ta metoda pobierania probek ma zastosowanie do zywno$ci RTE, w przypadku wykrycia
nieoczekiwanego zanieczyszczenia (przypadkowego zanieczyszczenia) Lm w partii  przed
wprowadzeniem jej do obrotu. W takim przypadku zaleca si¢ pobranie jak najwickszej liczby probek

ze skazonej partii, mozliwie najblizej daty produkc;ji.
7.2.3 Przechowywanie probek

Patrz czes¢ "Warunki przechowywania" w paragrafie 6.2.2.6"Test obcigzeniowy oceniajacy potencjal wzrostu".

7.2.4 Analizy mikrobiologiczne

Zaleca si¢ obnizenie limitu metody wyliczania do 10 jtk/g lub jeszcze nizej, aby mie¢ jak najwicksza szanse na

uzyskanie wyniku liczbowego (x jtk/g), a nieobcigtego przy < 100 jtk/g.
a/ Dla zywnosci RTE, ktora moze sprzyja¢ wzrostowi Lm i jest czgsto zanieczyszczona niskim
poziomem Lm

Na koniec okresu przydatnosci do spozycia przeprowadza sie analizy iloSciowe wszystkich jednostek
przechowywanych w racjonalnie przewidywalnych warunkach w celu oceny, czy poziom 100 Lm/g lub ml jest

przekroczony, czy nie na koncu okresu przydatnosci do spozycia.

b/ W przypadku zywnosci RTE, gdy partia jest nieoczekiwanie (sztucznie) zanieczyszczona Lm

Analizy przeprowadza si¢ co najmniej na poczatku (mozliwie najblizej daty produkcji) i na koficu okresu
przydatnosci do spozycia. Jezeli jest to mozliwe, zaleca si¢ wykonanie analiz w innych terminach posrednich,

dostarczajacych informacji o zachowaniu Lm.
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Rysunek 4. Przyklady badan trwalosciowych w przypadku wsadu czesto zanieczyszczonego niskim poziomem
Lm (A) lub partia nieoczekiwanie zanieczyszczona Lm (B)

Na rysunku 4A wszystkie jednostki sa analizowane na koniec dnia w celu uzyskania bardziej precyzyjnych
informacji na temat proporcji jednostek, ktore moga by¢ powyzej 100 cfu/g na koniec okresu przechowywania. Na
Rysunku 4- B, dziesi¢¢ probek zostato przeanalizowanych w dniu, gdy 2,tylko partia zostala wykryta jako
nieoczekiwanie skazona Lm o poziomie skazenia okoto 1 logio cfu/g (10 cfu/g). Nastgpnie przy kazdej zmianie
temperatury przechowywania (odzwierciedlajacej przewidywalne warunki przechowywania produktu) analizowano
3 probki. Wzrost populacji Lm w tym naturalnie skazonym produkcie wynosi okoto 1,3 logio cfu/g. Ponadto w 10

probkach oznaczono Lm w 24 dniu (koniec okresu przydatnosci do spozycia).

7.25 Wyniki
W przypadku zywnosci RTE zdolnej do podtrzymywania wzrostu Lm i czgsto zanieczyszczonej niskim poziomem
Lm interpretacje t¢ mozna utatwic, oceniajac szacunkowy odsetek jednostek przekraczajacych 100 jtk/g pod koniec
okresu przydatnosci do spozycia, po okresie przechowywania odzwierciedlajacym przewidywalne warunki

dystrybucji i przechowywania, jak opisano ponize;j.

Z liczby (n) jednostek pobranych losowo z partii (o wielkosci N) obserwowany odsetek (p) jednostek

przekraczajacych 100 jtk/g na koncu okresu przydatnosci do spozycia wynosi:
p =r/n(gdzie r jest liczbg jednostek testowych powyzej cfu/g100).

Aby oszacowac, z przedziatem ufnosci (CI) na poziomie 95%, odsetek jednostek powyzej cfu/g100 w calej

populacji partii, mozna uzy¢ nastepujgcego kalkulatora: http://www.causascientia.org/math_stat/ProportionCl.html.

Kalkulator udostgpnia dwie metody obliczen: centralny przedziat ufnosci lub najkrotszy przedzial ufnosci.
Przedzialy ufnosci (CI) podane kazda z metod moga si¢ nieznacznie rdznié, ale sg tego samego rzedu wielkosci.

Zaleca si¢ stosowanie metody ogdlnej, czyli centralnego przedziatu ufnosci.
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Tabela wskazuje7 na rzeczywiste znaczenie pobrania z jednej partii wystarczajacej liczby jednostek i/lub zebrania

wynikow uzyskanych wczesniej, w celu uzyskania lepszego oszacowania proporcji jednostek powyzej 100 jtk/g.

Na przyktad, gdy analizowane 10sg jednostki i ze w$rod tych jednostek zadna nie ma st¢zenia Lm > 100cfu/g,
wowczas szacowany odsetek jednostek >100 cfu/g w catej populacji moze osiggnac¢ 28% (goérna wartos¢ CI). Ta
szacunkowa proporcja wynosi 13% (gorna wartos¢ CI), gdy analizowanych jest 50 jednostek i 2 jednostki maja
stezenie powyzej 100 jtk/g. Przyktady te podkreslaja, ze podawanie wartosci gérnego przedziatu ufnosci ma

znaczenie.

Tabela 7. Przyklad szacunkowych proporcji jednostek > 100Lm/g w calej partii w odniesieniu do liczby analizowanych

jednostek
n r p Szacowana proporcja (z Cl
liczba liczba obserwowana na poziomie 95%) jednostek
analizowanych jednostek proporcja jednostek > 100 jtk/g w calej partii
jednostek > 100 jtk/g > 100cfu/g

5 0% [0% - 46%]

10 0% [0% - 28%)]

20 0% [0% - 16%]

30 0 0% 0% - 11941

50 0% [0% - 7%]
100 0% [0% - 4%]

5 20% [4% - 64%)]

10 10% [2% - 41%]

20 . 5% [1% - 24%]

30 3% [0.7% - 16%]

50 2% [0.4% - 10%]
100 1% [0.2% - 5%]

5 40% [12% - 78%)]

10 20% [6% - 52%)]

20 10% [3% - 30%]

30 2 7% [2% - 21%]

50 4% [1% - 13%]
100 2% [0.6% - 7%]

Im wigcej jednostek jest analizowanych, tym wezszy jest przedziat ufnosci. Aby uzyskaé¢ duzg liczbe analizowanych
jednostek, mozna zebra¢ wyniki powtarzanych badan, przeprowadzonych na jednej zywnosci RTE, uzyskanej z tego

samego produktu, tego samego procesu.
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Uwaga: W przypadku badania partii (kontrola urzedowa), jednym z kryteriow okreslonych w rozporzadzeniu nr

2073/2005 dla zywnosci RTE kategorii 1.2 (mogacej wspomaga¢ wzrost Lm) jest "n=5, ¢=0, m=M=100 cfu/g" w

momencie spozycia. W przypadku przekroczenia limitu okreslonego przez kryterium, produkt jest uznawany za

niebezpieczny i nie moze by¢ wprowadzony na rynek. Wymagana jest zatem rewizja i udoskonalenie procesu

produkcji, zmiana sktadu i/lub skrécenie okresu przydatnosci do spozycia. Takie kontrole zgodno$ci partii nie sa

jednak objete zakresem niniejszego dokumentu.

7.2.6

Sprawozdanie z badan

Raport z badania zawiera wszystkie informacje zwigzane z pigcioma etapami badania trwatosci:

Badana zywnos¢ RTE (identyfikacja, sktad, okres przydatnosci do spozycia, whasciwosci

fizykochemiczne i mikrobiologiczne, proces produkcji, opakowanie, ...);

Pobieranie probek zywnosci (identyfikacja badanej partii, data pobierania probek, zastosowana

metoda, liczba badanych probek);

Warunki przechowywania (profil czasowy/temperaturowy, rejestracja temperatury przez caty czas

trwania badania);
Analizy mikrobiologiczne (metody analityczne, data(-y) analiz i liczba jednostek/data(-y));

Wyniki uzyskane dla badanej partii (liczba analizowanych jednostek, liczba jednostek
przekraczajacych jtk/g100, obserwowany i szacowany odsetek (z CI na poziomie 95%) jednostek
przekraczajacych jtk/g100 w badanej partii).
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8 Odniesienia
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9 Definicje

Lancuch chlodniczy: ciagly system, ktory zapewnia przechowywanie w warunkach chtodniczych tatwo psujace;j sie

zywnosci, od produkcji do konsumpciji.

Jednostka kontrolna: jednostka zywnosci identyczna z jednostka badana, ale nie sztucznie zanieczyszczona
(stosowana jako §lepa proba)

Probka kontrolna zywnosci: probka kontrolna niepoddawana zadnemu przygotowaniu i stosowana w celu

sprawdzenia reprezentatywnosci produkcji

Higrometria: pomiar wilgotnosci powietrza i gazow.

Percentyl: percentyl x" zestawu warto$ci dzieli te warto$ci tak, Zze x% warto$ci lezy ponizej i (100-x)% warto$ci
lezy powyzej. Przyktady: Dziewiecdziesiat procent wartosci lezy na lub ponizej dziewiecdziesigtego percentyla,
dziesie¢ procent powyzej niego. Mediana wartoéci odpowiada percentylowi50™, to znaczy pigédziesigt procent

warto$ci lezy ponizej mediany i pie¢dziesiat procent powyzej mediany.

PH: miara stezenia kwasowosci lub zasadowos$ci w roztworze wodnym. Wartos¢ pH jest 7okreslana jako neutralna.

Wartosci pH mniejsze niz siedem sg uwazane za kwasne, a wicksze niz siedem za zasadowe (alkaliczne).

Zywnoéé gotowa do spozycia (RTE): Zzywno$¢ przeznaczona przez producenta lub wytworce do bezposredniego

spozycia przez ludzi bez koniecznos$ci gotowania lub innego przetwarzania majgcego na celu wyeliminowanie lub

zredukowanie do dopuszczalnego poziomu mikroorganizmoéw, o ktorych mowa.

Okres przydatnosci do spozycia: okres czasu, w ktorym produkt pozostaje bezpieczny i spetnia swoje specyfikacje

jakosciowe w racjonalnie przewidywalnych warunkach przechowywania, dystrybucji i stosowania.

Walidacja: Uzyskanie dowodoéw na to, ze $rodek kontroli lub kombinacja $rodkoéw kontroli, jesli zostaly

prawidtowo wdrozone, sa w stanie kontrolowa¢ zagrozenie do okreslonego poziomu.

Weryfikacja: Zastosowanie metod, procedur, testow i innych ocen, oprocz monitorowania, w celu ustalenia, czy

srodek kontroli dziata lub dziatat zgodnie z przeznaczeniem.

Sél w fazie wodnej (WPS): Procentowa zawarto$¢ soli w fazie wodnej produktu.
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10 Zataczniki

10.1 Tabela przedstawiajaca korzysci/ograniczenia testow obcigZeniowych
oceniajacych potencjal wzrostu, maksymalne tempo wzrostu oraz badan
trwalosci.

Rodzaj badania

Test obcigzeniowy

- Potencjal wzrostu

(A)

Test obciagzeniowy -
Maksymalna

szybko$¢ wzrostu

(nmax)

Badanie
trwaloSci

Korzysci

Dobre narzgdzie do walidacji okresu
trwalosci

Obliczanie A na podstawie prostego wzoru

Warto$¢ Apozwala okresli¢, czy zywnosé
RTE wspomaga czy hie wzrost Lm.

Doswiadczenia wymagaja mniejszej
liczby jednostek badan niz
doswiadczenia dotyczace maksymalnego
tempa wzrostu

Dobre narzgdzie do walidacji okresu
trwato$ci

Mozliwo$¢ ekstrapolacji wynikdéw na inne

warunki

Doswiadczenie przeprowadzane w statej

temperaturze wybranej przez laboratorium

Zyskany czas na ocen¢ dlugiego
okresu przydatnosci do spozycia
Zastosowanie pmax w modelach
mikrobiologii predykcyjnej pozwala
oszacowaé poziom skazenia Lm w
réznych warunkach §rodowiskowych

Dobre narzedzie do weryfikacji
ustalonego okresu przydatnosci do
spozycia

L atwa do wdrozenia w laboratorium,
nie wymaga specjalistycznego
sprzetu

Brak uprzedzen dotyczacych stanu
fizjologicznego bakterii w zywno$ci
ze wzgledu na naturalne
zanieczyszczenie

Mozliwo$¢ zebrania badan
dotyczacych trwatosci w celu
zwigkszenia poziomu zaufania do
ustalonego okresu trwatosci

Ograniczenia

Wyniki ograniczone do warunkéw stosowanych w
badaniu. Niemozliwa ekstrapolacja.

Potrzeba informacji na temat profilu
czasowego/temperaturowego  w  celu  symulacji
przewidywalnych warunkow przechowywania
zywnosci RTE

Potrzebne inkubatory do precyzyjnego odtwarzania
zdefiniowanego profilu temperatury

Konieczno$§¢  posiadania  wiedzy z  zakresu
mikrobiologii ~ prognostycznej oraz  stosowania
oprogramowania do prognozowania mikrobiologicznego

Potrzeba przeprowadzenia wigkszej liczby
eksperymentdw w okreslonych odstepach czasu, stad
potrzeba wickszej liczby jednostek testowych.

Szczepy sa badane indywidualnie

Jezeli nie bierze si¢ pod uwage fazy opdznienia, dlatego
takie badanie moze zawyzy¢ stgzenie Lm w badanym
produkcie

Nie nadaje si¢ samodzielnie do zatwierdzania
mikrobiologicznego okresu przydatnosci do
spozycia zywnosci typu RTE

Niemozliwe jest zbadanie wszystkich mozliwych
do przewidzenia warunkow przechowywania

Niemozliwe jest ekstrapolowanie wynikow na
inne warunki

Potrzeba  informacji na  temat  profilu
czasowego/temperaturowego w celu symulacji
przewidywalnych warunkéw przechowywania
zywnos$ci RTE

Potrzeba uzyskania znaczacej liczby wynikow,
aby mie¢ wigksze zaufanie do interpretacji
statystycznej
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10.2 Schemat blokowy ustalania i weryfikacji okresu przydatnosci do spozycia
zywnosci gotowej do spozycia w odniesieniu do Listeria monocytogenes

it amulati G t ity
Unable to validate Lm F;;'nlg DIUAAI - p(;olbab .
<helf-life module module module
Get product charactesised ‘\
Maximum Growth
I - growth rate potential
_ Is PRODUCT PREDICTIVE CHALLENGE TESTS DURABILITY
53 » CHARACTERISATION MICROBIOLOGY STUDY
m=2 avallable ? " ﬂ
N =
— . Which studies ? | ¢
C vs )
e >
Is there evidence that Has the FBO consulted Has the FBO
Lm sheif-life
Lmisunable togrow? | gl SCIENTIFIC LITERATURE ? sl implemented — not validated
Footnate §, FSC, Meg 20732005 (for sdmifiar praduct and process) additional studies ?
(Aneex 1| of Rag. 2073/2004)
< » AT :
- { YES )

Cat 1.3 RTE food. oy | Evidence that Lm

Mo L Shelf s == | isunable to grow ?
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wzrost Lm

Intrinsic factors

x pH

= a, (water activity)” or salt/sugar
and meisture contents

= Qraanic acids, Nitrite

Preservative content

Background microflora
Structure of the food

*] a, (water activity) of a food

defined as the ratio: vapor pressure of waterin a
food (p)fvapor pressure of pure water (po) at the
same temperature

= represents the amount of free water in the food,
available to support the growth of bactena

10.3 Wykaz parametrow charakteryzujacych produkt, ktore maja wpltyw na

Extrinsic factors

= Temperature of cold chain
o From manufacturer

o Tointermediate storage, transport,
retail and consumer

= Relative air humidity
(throughout storage for unpacked
products)

= Packaging conditions of the end
product

(air packed, vacuum, MAP, gas
permeability ofthe packaging material)

= Gas composition
(for products under MAP)
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10.4 Schemat przeplywu opisujacy schematycznie etapy od danych
historycznych FBO do badania w laboratorium

)  seLecTion oF mie prODUCT |

KProduct information (composition, commercial \
name, weight, ...)

*Production process information (thermal treatment,
=) | probucTcHaRAcTERIZATION | [ ripening. .., packaging)

Historical data on the physico-chemical and
microbiological characteristics of the product
*Foreseeable storage conditions
\(distribution.storage and use) /

r-Number of batches b

[:> Number of units per batch (food control samples,

[ DESIGN OF THE CHALLENGE TEST ] control units, test units and temperature control unit)
*Time temperature profile

k-Dates of analyses )

=) [ PROTOCOL IN THE LABORATORY |

Strains selection l:> Subcultures preparation

'°| (m’ ‘:::::() I Inoculum preparation I[:>| Inoculation of the test units I E> Incubation of the test units
Enumeration of Lm in 3 test units (check standard deviation < 0.3 log,, cfu/g)
Detection of Lm - Enumeration of associated microflora - Measurement of
physico-chemical parameters - MAP measurement in the food control sample Analyses
Measurement of physico-chemical parameters
MAP and temperature measurements in the control unit
: ]
:’n‘ gnd ) || Enumeration of Lm in the test unit{s)
1
L (end °:::, " Enumeration of Lm in the test unit(s)

Measurement of physico-chemical parameters - MAP measurement in
the control unit - Enumeration of background microfiora

Recording of the temperature in the temperature control unit

47/60



10.5 Zestaw szczepow L. monocytogenes z ich charakterystyka wzrostu

Zestaw szczepoOw EURL Lm zostat sklasyfikowany na podstawie szybkosci wzrostu w zaleznosci od
pochodzenia, warunkéw temperatury, pH i aw oraz genoserotypow. Wigcej szczegolow opisano w
raporcie poswigconym szczepom zakwalifikowanym do testow obcigzeniowych dostepnym na stronie

https://eurl-listeria.anses.fr/.

Tabela Wybor8. szczepow w zaleznos$ci od zdolnosci do wzrostu zwigzanych z pochodzeniem, warunkami i
genoserotypami

Pochodzenie Produkty
migsne
Genoserotyp Niskie aw (aw = 0,95) Niskie pH (pH = Niska temperatura (T =
5) 8°C)
Il 12MOB045LM 12MOB045LM 12MOB045LM
12MOB046LM 12MOB046LM 12MOB046LM
v 12MOBO085LM 12MOB112LM 12MOBO085LM
12MOB089LM 12MOB089LM 12MOB089LM
Pochodzenie Produkty
rybne
Genoserotyp Niskie aw(aw= 0,95) Niskie pH (pH = Niska temperatura (T =
5) 8°C)
Il 12MOB101LM 12MOB101LM 12MOB099LM
12MOB100LM 12MOB100LM 12MOB101LM
v 12MOB103LM 12MOB103LM 12MOB102LM
12MOB102LM 12MOB102LM 12MOB107LM
Pochodzenie Produkty
mleczarskie
Genoserotyp Niskie aw (aw = 0,95) Niskie pH (pH = Niska temperatura (T =
5) 8°C)
| 12MOB098LM 12MOB118LM 12MOB098LM
12MOB118LM 12MOB098LM 12MOB079LM
v 12MOB096LM 12MOB097LM 12MOB096LM
12MOB106LM 12MOB096LM 12MOB105LM
Pochodzenie Inne produkty
Genoserotyp Niskie aw (aw = 0,95) Niskie pH (pH = Niska temperatura (T =
5) 8°C)
| 12MOB048LM 12MOBO051LM 12MOB049LM
12MOB047LM 12MOB047LM 12MOB047LM/
12MOB051LM
v 12MOB050LM 12MOBO050LM 12MOB052LM
12MOB052LM 12MOB052LM 12MOBO050LM

Jak korzysta¢ z tej tabeli?
Przyktad 1: jesli badany produkt pochodzi z produktéw mleczarskich, jest raczej kwasny (pH <
5), wowczas wybranym szczepem moze by¢ 12MOBI118LM Iub 12MOB098LM lub
12MOB097LM lub 12MOBQ96L M.

Przyktad 2: jesli badany produkt pochodzi z produktow migsnych, nie jest kwasny (pH > 5), ani

nie ma niskiego aw (aw > 0,95), wowczas wybranym szczepem moze by¢ 12MOB045LM lub
12MOBO046LM lub 12MOBO085LM lub 12MOB08ILM.
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10.6 Przyklad przygotowania inokulum do testu obciaZeniowego

A. Przygotowanie podhodowli do szczepu 1

0,1ml

30 lub 37°C 8°C przez dni 4lub

od 8 do 16 10°Cprzez 3 an

godzin

o o
—— ~—_
~
Kriobeads zawierajace Kriobeaw 9 ml POdhO_dOW'Ia 1we 9ml TSBYe lub BHI Podhodowla 2 we wczesnej
jeden szczep Lm TSBYe lub BHI wezesnej fazie +0,Iml Subkultural  fazje stacjonarnej (okoto
stacjonarnej (okoto 9.20 logyo cfu/ml)

9.20 logyo cfu/ml)

Rysunek 5: Przygotowanie podhodowli2 dla kazdego szczepu

Proces powtarza si¢ dla szczepu i 2innych szczepow, jesli sag uzywane. Podane wartosci dotycza szczepéw EURL
Lm.

B. Przygotowanie inokulum do testu obciqgZeniowego oceniajqcego potencjat wzrostu

Subkultura 2

naprezenia 1 - -

Zanieczyszczeni
Subkultura 2 z Ejidr’]OStEK
szczep 2 — s > Us adah
fegzal . E wan
Wymiesza¢ kazda d
subkulture w edo OkreSlenie
2rownowaznym . .
stezeniu, aby otrzymag poziomu inokulum
mieszankg Kolejne rozcienczenia
kultura wymieszanej kultury w wodzie ~ Inokulum
Kultura fizjologicznej w celu uzyskania
mieszana inokulum o pozadanym stgzeniu
Podkultura
2szczepu X

Rysunek 6: Przygotowanie inokulum z podhodowli 2

C. Przygotowanie inokulum do testu obcigzeniowego oceniajgcego maksymalne tempo wzrostu

Zanieczyszczeni
e jednostek
> > UZy haodnh
wan
edo Okreslenie poziomu
L inokulum
Podhodowla2 wybranego Kolejne rozcieficzenia hodowli w  wodzie Inokulum

szczepu fizjologicznej w celu uzyskania inokulum o
stgzeniu docelowym

Rys. 7: Przygotowanie inokulum z podhodowli 2jednego szczepu
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D. Metoda uzyskiwania docelowego stezenia inokulum na przyktadzie liczcbowym

Hodowla mieszana do testu obcigzenia oceniajacego potencjal wzrostu ma szacunkowe stgzenie 9,2
loguo jtk/ml, czyli 1,58,10° jtk/ml.

Docelowe stezenie w catej matrycy wynosi cfu/g100.

Masa calej matrycy wynosi 650g. Objetos¢ inokulum wprowadzanego do matrycy pokarmowej nie
powinna przekracza¢ 1% masy calej matrycy; maksymalna objetos¢ inokulum wynosi 6,5ml. W celu
zblizenia si¢ do wymaganego stezenia inokulum w calej matrycy konieczne jest czterokrotne
rozcienczenie mieszanej kultury poprzez rozcienczenia dziesigtne: C hodowla mieszana rozciericzona = 1,58,10°

jtk/ml.

Konieczne jest przygotowanie odpowiedniej ilosci inokulum, aby mozna byto zanieczysci¢ caty
matryca. Na przyktad m110, wiec stezenie inokulum wynosi cfu/ml.1.58.10*

Kolejnym krokiem jest okre$lenie wymaganej objetosci inokulum w celu skazenia 650 g matrycy.
Wiadomo, ze:

Cinoculum X Vinoculum = thole matrix X Mmatrix
Vinocuum = (thole matrix X Mmatrix) / Cinoculum
Vinowm = (100 cfu/g x 650 g) / 1.58.10%

Vinoculum = 411 ml

Podsumowujac:
1ml 41ml
—> F;ﬂ
9 ml
u Bt wody

\ J fizjologicznej Cala matryca
Hodowla 4 rozcienczenia dziesigtne w wodzie fizjologicznej [1.58.10° jtk/ri‘ill 8 10 “cfu/ml) zanieczyszczone w jtki/g100
mieszana noiuﬁjm

[1,58,10° cfu/ml]

Rys. 8: Od hodowli mieszanej do inokulacji calej matrycy

Metoda uzyskiwania docelowego st¢zenia inokulum jest taka sama jak w przypadku testu
obcigzeniowego oceniajagcego maksymalne tempo wzrostu, z ta réznicg, ze punktem wyjscia nie jest

mieszana hodowla szczepow, lecz druga podhodowla jednego szczepu.
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10.7 Kilka przykladow technik zanieczyszczania

Jednostki testowe moga by¢ zanieczyszczone w glebi lub na powierzchni.
W tym akapicie podano kilka przyktadow kilku technik matrycowych i inokulacyjnych:

o W glebi: polptynny produkt w matej ilosci (20 g) w sterylne;j
torebce

na przyktad g20 kremu skazonego przez
pipete

e  Woglebnie: potptynny produkt w duzej ilosci (=500 g) w misce

blendera, a nast¢gpnie podzielony na x probek po x g

na przyktad krem w duzej ilo$ci zanieczyszczony przez pipete

e Na powierzchni: produkt w plastrach

na przyklad plaster wedzonego tososia
zanieczyszczony 5 plamkami po 20 pl na
potlowie powierzchni krazka, a nastgpnie
krazek jest skladany. W celu lepszego
rozprowadzenia  inokulum  stosuje  si¢

rozsiewacz.
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e Na powierzchni: produkt staty sktadajacy si¢ z matych kawatkow

na przyktad rozdrobniona szynka zanieczyszczona na powierzchni kawatkow za pomoca
strzykawki z podziatka przez przegrodg. Ta przegroda jest natychmiast odzyskiwana
przez druga przegrodg, aby nie naruszy¢ atmosfery opakowania i utrzyma¢ doktadne
warunki gazowe.

Uwaga: Mozliwe jest podzielenie inokulum na 2 czeSci i wystanie go przez 2 przegrody.
Inokulum mozna podzieli¢ na wigcej czgsci 1 przestaC przez wigcej przegrod. Po
inokulacji, jednostki testowe mnalezy mocno wstrzasng¢é w celu jednorodnego

rozprowadzenia inokulum.

PODWOJINE
SEPTUM
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10.8 Przyklady dotyczace catkowitej liczby jednostek wymaganych do
przeprowadzenia testu sprawdzajacego oceniajacego potencjal wzrostu

Tabela 9. Przyklad 1: Produkty pakowane powietrzem lub prozniowo -3 analizowane partie

Rodzaj Rodzaj analizy Liczba jednostek |'data analizy
. na partie¢
jednostek
3 jednostki badan w
terminie toi 1 jednostka
Jednosfkl Oznaczanie liczby L. monocytogenes 7 badaf w 3 terminach
badan posrednich
inalwtend
Wykrywanie L. monocytogenes
Probki Pomiar whasciwosci fizykochemicznych
kontrolne — - y y i 1 1wt
Zywnosci Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej
Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych 2 1w toilna tend
Jednostki Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej
sterujace Regulacja temperatury 1 przez caly czas trwania
testu
Calkowita liczba jednostek 11*
Calkowita liczba wymagana dla partii3 33 *

(*) W zaleznosci od ilosci produktu w jednostkach, ta catkowita liczba moze wymaga¢ zwigkszenia w celu uzyskania wystarczajacej ilosci
produktu do przeprowadzenia wszystkich wymaganych analiz.

Tabela 10. Przyklad 2: Produkty objete programem MAP - 3partie poddane analizie

Liczba jednostek i data analizy

Rodzaj Rodzaj analizy .
na parti
jednostek parti¢
0 ie liczby L. t j ki q i
Jednostki znaczanie liczby L. monocytogenes . 3 Jedno§t |’badaI.1 wioi
, 7 jednostki posrednie3 oraz
badan
1 na tend
Wykrywanie L. monocytogenes lwto
Préobki Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych lwito
2
k.ontrolrm.e Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej lwto
Zywnosci .
Pomiar MAP 1wtoilnatend

Pomiar wlasciwosci fizykochemicznych 1w toi1na ted

Jednostki Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej 2
sterujace Pomiar MAP
Regulacja temperatury 1 przez caly czas trwania
testu
Calkowita liczba wymagana na partie 12*
Calkowita liczba wymagana dla partii3 36*

(*) W zaleznosci od ilosci produktu w jednostkach, ta catkowita liczba moze wymaga¢ zwigkszenia w celu uzyskania

wystarczajacej ilosci produktu do przeprowadzenia wszystkich wymaganych analiz.
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Tabela 11. Przyklad 3: Produkty pakowane pneumatycznie lub prézniowo - analizowane 3partie -

Pomiary parametrow fizykochemicznych zlecane na zewnatrz

Liczba jednostek i data analizy dla partii

Rodzaj Rodzaj analizy
jednostek
Oznaczanie liczby L. monocytogenes 3 jednostki badan w to i
Jednostki . L, .
, 7 jednostki posrednie3 oraz
badan
1 na tend
Wykrywanie L. monocytogenes 1lwto
Probki . o _ 1
Oznaczenie liczebno$ci mikroflory towarzyszacej 1wt
kontrolne
Zywnosci P, . :
w Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych 2 (zlecone na 1wtoilw tend
zewnatrz)
Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej 2
Iwtiilwt
Jednostki Pomiar whasciwosci fizykochemicznych 2 (zlecone na 0 ende
sterujace zewnatrz)
Regulacja temperatury 1 przez caly czas trwania

testu

Caltkowita liczba wymagana na partie

15*

Calkowita liczba wymagana dla 3 partii3

45*

wystarczajacej ilosci produktu do przeprowadzenia wszystkich wymaganych analiz.

(*) W zaleznosci od ilosci produktu w jednostkach, ta catkowita liczba moze wymagacé zwigkszenia w celu uzyskania

Tabela Przyklad12. 4: Produkty pakowane w atmosferze powietrza lub prozni -3 analizowane partie -
3jednostki badan analizowane w poszczegolnych punktach pobierania probek

Rodzaj Rodzaj analiz i i i i ii
jednostek ) y Liczba jednostek i data analizy dla partii
. Oznaczanie liczby L. monocytogenes 3 jednostki badan dla
Jednostki . -
, 15 kazdego z 5 punktow
badan . . .
pobierania prébek
Wykrywanie L. monocytogenes lwto
Probki Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych 3wt
kontrolne omiar wlasciwosci fizykochemicznyc 3 w to
Zywnosci Oznaczenie liczebnosci mikroflory towarzyszacej 3wto
Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych 3Wtoi tend
3
Jednostki Oznaczenie liczebnosci mikroflory towarzyszacej
sterujace
Regulacja temperatury 1 przez caly czas trwania
testu
Calkowita liczba wymagana na partie¢ 22%
Calkowita liczba wymagana dla 3 partii 66*

wystarczajacej ilosci produktu do przeprowadzenia wszystkich wymaganych analiz.

(*) W zaleznosci od ilosci produktu w jednostkach, ta catkowita liczba moze wymaga¢ zwigkszenia w celu uzyskania
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10.9 Przykiad wplywu temperatury przechowywania na okres przydatnosci do
spozycia

Temperatura w okresie przydatno$ci do spozycia jest krytycznym elementem testu oceniajacego potencjat

wzrostu. Ponizej przedstawiono to na przykladzie produktu migsnego przechowywanego w rdznych

temperaturach:

e Scenariusz #1: w statej temperaturze 4°C;

e Scenariusz #2: obejmuje 3 etapy (jedna trzecia okresu trwatosci dla kazdego etapu), (i) 4°C, aby
nasladowac przechowywanie/transport z zaktadu do handlu detalicznego, (ii) 7°C, aby nasladowaé
przechowywanie w handlu detalicznym oraz (iii) 10°C, aby nasladowaé przechowywanie u
konsumenta;

e Scenariusz nr 3: obejmuje 3 etapy (jedna trzecia okresu przydatnosci do spozycia na kazdym
etapie), (i) 7°C w celu na$ladowania przechowywania/transportu z zakladu do handlu
detalicznego, (ii) 7°C w celu nasladowania przechowywania w handlu detalicznym oraz (iii) 10°C
w celu nasladowania przechowywania u konsumenta.

Okres przydatnos$ci produktu do spozycia: dni.30
Fizykochemiczne wiasciwosci produktu:
e pH=61i
e aw=0.978.
Opakowanie produktu: 50% CO; / 50% N-.
Zanieczyszczona porcja: 100g.
Sredni poczatkowy poziom zanieczyszczenia Listeria monocytogenes w tym produkcie: -2 logso cfu/g.

Okres trwato$ci produktu jest szacowany dla kazdego scenariusza (rys. 9).
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Rysunek 9: Okres przydatnosci do spozycia produktu migsnego w zaleznosci od réoznych scenariuszy

Okres przydatnosci do spozycia produktu wynosi dni30 w scenariuszu #1. Okresy trwatosci uzyskane dla

scenariusza #2 i #3 sa odpowiednio 1,4 i 3 razy krotsze.
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10.10 Wykorzystanie kalkulatora FSSP do obliczania WPS i obliczania aw

a - Obliczenia WPS

Z menu FSSP wybierz "Listeria monocytogenes w schtodzonych owocach morza i produktach migsnych", nastepnie "Growth

of L. monocytogenes" i "Effect of temp., atmosphere, salt, .".

BESEEREESL o & & & S

Fils  Optiens Moty

Food Spelege wnd Sety Predotx (FS55)
= Pelotve oin of spotage () models
b Fash sealsed Yuei lerpersle wates
41 Tt pemdond fom topcal witens
| Coddmched sshven
Boed and vvooumcacked ookt aroend senon
A Cosed ard laved sttrgs
# RS odels wih user-deldned demcens 2o chacemece
i Corvpasass of sbearved and predicted RAS dadn
& Vacrobiel apodage mode (MEMY
Faytocient Ladsbachs sp (LAE;
Hatarwne fomaton nodes
| Listess mecocdoperms o chiled sadfind ed vt roduity
& (ot |
Blesd of Auh srohe pH rdse wd = /dacetae Seruse cte laete sl sabe
i Cvowh bourday of L monacyiogerss
- nd latse LAE)
& Letees ¥ ond o o AA0) © cotage dheese

4 Geretc gpowt notel

: Iy '—‘——"—"‘.}—
BT R el B2 000
Fraduct canctenice = Fodct -
LU | Podot | f cocuttze
L mancyiagenes sy el leve 1303 LR = L meostageres ntd ol e k) !
Tarpermm [T} 50 Terpmsge (T 0 . ¥1
1wt hioms ] \ sl weer i & @ o
o 3 o £2
ke cowrmts reniion Sk componarts - sherdign| L
% C02nhexdpecs g sodtnn g SEnisdpsncedmiin @ O [ _;' | -
e gz e g A ——

e

i
g

i

b - obliczanie aw

Z menu FSSP wybierz "Modele psucia si¢ drobnoustrojow (MSM)", nastepnie "Modele MS z warto$ciami parametrow

zdefiniowanymi przez uzytkownika" i "Model typu square-root".
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10.11
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Przyklady zastosowania kwasow organicznych jako konserwantow
Zywnosci

Symulacje wzrostu Lm przy uzyciu programu Food Spoilage and Safety Predictor (FSSP) na produktach

spozywczych w warunkach MAP z dodatkiem lub bez kwasow organicznych.
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10.12 Pomiar atmosfery gazowej w celu sprawdzenia szczelnosci opakowania

Przyktad:
e Stezenie stosowanej mieszaniny gazow wynosi 70% N2 i 30% CO2,
e Stezenie mieszaniny gazow w opakowaniu probek kontrolnych zywnosci w chwili t0 i

na koncu oraz w jednostce sterujacej w chwili zakonczenia testu obcigzeniowego.

Tabelal3. Przyklad pomiaru mieszaniny gazéw

Kontrola Czas partial partia 2 partia 3
przeprowadzania
analiz
Kontrolna to 0.8% 0O, 0.6%0, 0.6%0;
pr(')bka 7.9 %CO, 7,5% CO2 7,9% CO2
Zywnosci
(bez przegrody)
ten 0% O 0% O 0% O
Jednostka ¢ o2 o2 o2
sterujaca
(z przegroda) 16.7 %CO; 22,6% CO, 13,8% CO,
Probka t end 0% O, 0% 0, 0% 0O,
UG 22,9% CO; 35,0% CO; 13.0 %CO,
ZYWNoSCi

(bez przegrody)

W tendencji , porownanie stezenia O2, na jednostce kontrolnej (z przegrodg) i na probece kontrolnej zywnosci (bez
przegrody), informuje o dobrej szczelno$ci opakowania w okresie testowym (stgzenie rowne zero we wszystkich
opakowaniach). Stgzenie CO», w tych kontrolach (jednostka kontrolna i probka kontrolna zywnos$ci) moze by¢
pomocne w interpretacji wzrostu Lm. W przypadku gdy CO2 mogloby by¢ réwniez monitorowane w jednostkach
badanych, mogloby to by¢ uzyteczne dane w identyfikacji obecnosci wartosci odstajacych (w przypadku duzej

roéznicy we wzroscie Lm migdzy jednostkami).

10.13 Przyklad przygotowania zawiesiny wyjSciowej

Po sztucznym zaszczepieniu nalezy przeanalizowaé catkowitg ilo$¢ jednostki badane;j.
W przypadku duzej ilosci jednostki badanej zawiesing poczatkowa mozna przygotowac przez:
e porcjowanie jednostek badan i analizowanie wszystkich porcji, lub;
e analiza calej porcji i przygotowanie zawiesiny wyjsciowej w etapach2: wykonanie 2 kolejnych
rozcienczen, np. pierwsze rozcienczenie na potowe, a nastepnie drugie rozcienczenie na 1/5.
Przyktad: pierwsze rozcienczenie wykonuje si¢ przez pobranie 50 g matrycy z 50 ml rozcienczalnika.
Miesza si¢ je, a nastgpnie w drugim rozcienczeniu g20 pierwszego rozcienczenia rozciencza si¢ o

polowe ml80 rozcienczalnika.

58/60



Badania EURL Lm TGD dotyczace okresu przydatnosci do spozycia v4 - 2021

10.14 Przyklady dotyczace catkowitej liczby jednostek wymaganych do
testu na wyzwanie oceniajacego maksymalne tempo wzrostu

Tabela Przyklad14. 1: Produkty pakowane powietrzem lub prézniowo -3 analizowane partie

Rodzaj Rodzai analiz Liczba jednostek i data anf\lizy dla
jednostek . v partii
. 3przy toi8dla
k e .
Je;:(::; : Oznaczanie liczby L. monocytogenes 11 krzywej wzrostu w5
fazie wyktadniczej
Wykrywanie L. monocytogenes
Probki . e .
kontrolne Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych 1 1wt
Zywnosci Oznaczenie liczebnosci mikroflory towarzyszacej
Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych
) 2 Iwtoilw tend
Jednostki Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej
sterujace
Regulacja temperatury 1 Przez caly czas
trwania testu
Calkowita liczba wymagana na partie 15*
Calkowita liczba wymagana dla 3 partii 45*

(*) W zaleznosci od ilosci produktu w jednostkach, ta catkowita liczba moze wymagac zwigkszenia w celu
uzyskania wystarczajacej ilosci produktu do przeprowadzenia wszystkich wymaganych analiz.

Tabela Przyklad15. 2: Produkty objete programem MAP - 3partie poddane analizie

Rodzaj . . Liczba jednostek i data analizy dla
. Rodzaj analizy ..
jednostek partii
3przy toi 8dla
Jednosfkl Oznaczanie liczby L. monocytogenes 11 krzywej wzr.ostu
badan z 5 w fazie
wykltadniczej
Wykrywanie L. monocytogenes 2 lwto
sbki lwto
Probki Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych 1w to
kontrolne i
Zywnosci Oznaczenie liczebnosci mikroflory towarzyszacej Twioilw tend
Pomiar MAP
Pomiar wiasciwosci fizykochemicznych
Oznaczenie liczebnos$ci mikroflory towarzyszacej 2 1w toi W ltendendi
Jednostki -
sterujace Pomiar MAP
Regulacja temperatury 1 przez caly czas
trwania testu
Calkowita liczba wymagana na partie¢ 16*
Calkowita liczba wymagana dla 3 partii 48*

(*) W zaleznosci od ilosci produktu w jednostkach, ta catkowita liczba moze wymagac zwigkszenia w celu
uzyskania wystarczajacej ilosci produktu do przeprowadzenia wszystkich wymaganych analiz.
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10.15 Pojedyncze losowe pobieranie probek

Metoda losowania pojedynczej probki losowej oparta jest na zasadzie ekwiprobabilno$ci. Zasada ta gwarantuje
wszystkim jednostkom badanym w partii taka sama szans¢ wylosowania. Aby spehic t¢ zasadg, wielko$¢ partii

(N) musi by¢ wystarczajaco duza w porownaniu do liczby (n) jednostek testowych: n/ N < 10%.

Jednym ze sposobow osiaggniecia prostego losowego pobierania probek jest ponumerowanie kazdej jednostki partii
lub, w bardziej praktyczny sposob, "czasu produkcji”, a nastgpnie uzycie liczb losowych do wybrania wymaganej
liczby jednostek testowych. Na przyktad, liczby losowe mozna uzyska¢ za pomocg arkusza Excel z formulg

=RAND() (Rysunek 10), lub z tablic liczb losowych.
Przyktad metody stosowanej do losowego wyboru jednostek testowych10 z partii:

Biorgc pod uwage, ze czas produkcji jednej partii wynosi 6 godzin, te 6 godzin mozna podzieli¢ na okresy 15
minutowe. Wprowadzajac te ciagi do arkusza Excel i uzywajac funkcji losowej mozna nada¢ kazdej sekwencji

losowa liczbe.

" A WAL "umie I wwe rann p— " g 5 - o e
ot ,' w Wi A O BEE O N - o\ 4 gantunn) Sne 't il )3 16 fee
. A -
A 0 c D L 3 ¥ o ] | J K

| Sequence (min) Random number Sequence (mn] Random number

2 0 0113807230 260 0008288119

3 16 D ROTR6420 240 D0R4013244 the first ten unite will be piched ot of
4 30 071002848 4B DOIZ014400

L 45 0032814408 90 0033205100 | = 240 min

[} 00 04098200 220 DOA3TINZ08 1A%

4 75 0755087700 180 0007550031 tm 50 mn

) 90 0022208100 210 0073520002 L= 226 min

[} 106 0.20106849 0 0.1139072M 1= 180 min

10 120 0273062187 0N by 185 0120254560 1 =210 min

1 136 0216391258 B0 014808200 n=10 1 %0 min

2 150 066336761 Increasng random rumbe PEAOCRE LR tm 166 min

14 165 0126254850 255 0150078383 1w 80 mny

14 100 0087850831 100 0100084004

16 106 0.100084004 288 0200647739

0} 210 00735620802 138 0218301268

1’ 226 0063738206 120 D273062107

14 240 0024013244 108 020108560

0 266 0180878383 3N 0AIMIM
20 270 0150488492 300  DAUBIDABA2
21 285  0.200647730 150 0518335761 ne20
22 200 04AR8Z0AN42 MO B BTRA0A288
2 36 0579404208 3N 071002842
R 230 0413013250 78 0756907700

a6 36 0027007728 18 000708420
20 30 0008288110 348 082700770

Rysunek 10: Przyklad schematu losowego doboru préby z wykorzystaniem
arkusza Excel

Te liczby losowe sg nastepnie klasyfikowane wedtlug rosngcych numerow i wybiera si¢ pierwsze dziesi¢¢ z nich.

Probkowanie odbywa si¢ poprzez wybranie dziesigciu jednostek w wybranym czasie, na koncu linii produkcyjne;.
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