Corso ecm: Valutazione critica dei risultati delle analisi
microbiologiche sugli alimenti : interazione tra laboratori di
analisi, produttori e autorita sanitaria

I risultati della ricerca corrente IZS LT
06/09: Valutazione dei rischi relativi a
prodotti alimentari pronti, anche a filiera
corta. Studio del contenimento dei rischi
secondo le indicazioni recenti: Regolamenti




Pseudomonas fluorescens: il challenge test come
coach per il microbiologo alimentare
R. Fischetti, I. Fabbri, F. Campeis, F. Novello*, R.
Bozzi Colonna*,C. Pace*, C. Milioni, L. Gasperettti,
R. Forletta
Istituto Zooproflattico Sperimentale Lazio e Toscana -
Sezione di Pisa - * Tesiste

Il nostro [laboratorio, coinvolto come molti altri
laboratori, ha approfondito il problema: il risultato é
stato un allenamento inconsueto (nellera delle
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Mozzarelle Blu

All'inizio di giugno 2010 sono iniziate segnalazioni, riguardo
alla presenza sul mercato italiano di mozzarelle con
colorazione anomala blu che hanno generato in principio un
allarmismo, con impatti socialmente rilevanti nella

popolazione.

La Sezione di Pisa dell'Istituto Zooprofilattico Sperimentale




Pseudomonas fluorescens

La causa della colorazione blu é stata agevolmente
ricondotta alla proliferazione di un germe Gram negativo

Pseudomonas fluorescens, il quale é sempre presente nelle

mozzarelle confezionate dove si sviluppa facilmente alle

temperature di refrigerazione.

I ceppi isolati da tutti i campioni sono stati identificati




PSEUDOMONAS
FLUORESCENS

Pseudomonas fluorescens appartiene all'ordine Pseudomonadales,

famiglia Pseudomonadaceae, genere Pseudomonas. La famiglia
riveste una notevole importanza per i seguenti motivi:

‘comprende specie patogene per l'uomo e i mammiferi come Ps.
mallei e occasionalmente patogene come Ps. pseudo-mallei e Ps.

aeruginosa; quest'ultima e in grado di provocare infezioni

respiratorie in pazienti con problemi polmonari,




Lo scopo é stato quello di studiare I'evoluzione di
Pseudomonas_fluorescens colorante

nelle mozzarelle per mezzo di un test sperimentale

Umox . Che combina i modelli di microbiologia
predittiva

con il challenge test.
Il test e contemplato nel manuale AFSSA per
sperimentazioni su Listeria monocytogenes.
Nel nostro caso e stata sperimentata |'applicazione su
Pseudomonas fluorescens .




MICROBIOLOGIA
PREDITTIVA

La microbiologia predittiva &€ una branca della microbiologia
(in particolare della microbiologia degli alimenti) che si occupa
di formulare modelli matematici che descrivono la crescita,la
produzione di metaboliti e la morte dei microrganismi in una

varieta di condizioni diverse, rilevanti per la conservazione

e/o per la sicurezza igienica degli alimenti.




CHALLENGE TEST

+ Effettuare un challenge test microbiologico
significa contaminare l'alimento con wuna
determinata quantitaé di un __organismo _in

condizioni ambientali controllate e poi seguire
analiticamente |'evoluzione nelle successive fasi.




Hmax MAXIMUM GROWTH RATE

- E' il tasso massimo di crescita
nell'unita di tempo.

+ Combina i modelli di microbiologia
predittiva con i challenge test.

* Lo studio del y, . si effettua misurando
il tasso di crescita del microrganismo target




Hmax MAXIMUM GROWTH RATE
2

+ Ognuno di 3 lotti e saggiato separatamente con ceppi
a piu rapida crescita, per cui si ottengono 6 curve

* Per la determinazione del y,,, servono da 10 a 15
unita per ognuna delle 6 curve




Hmax MAXIMUM GROWTH RATE 3

- Si sceglie il tasso massimo delle 6 curve (2 curve
per 3 lotti) per gli ulteriori calcoli.

+ Attraverso una formula é possibile calcolare il
Y. ad altre temperature, cosi da poter avere i
valori a varie diverse temperature stabilite per
una determinata shelf-life.

Mmax = Hmax . (T =T ]2

 (Trer-Trmin)°




Hmax MAXIMUM GROWTH
RATE 4

onsiderando yn quel‘o enzaq qu filse né
ase %I'a lonaria, si ca ﬁoa o | singoli
gom‘rl uf I crescita alle diverse

emperature e si sommano

 (HPTA®E, X 4508 T i)




PRESTAZIONI DEL
TEST

Questo tipo di challenge test permette di
fornire:

e una stima della concentrazione del germe ad
un dato giorno della shelf-life conoscendo la
concentrazione iniziale




SPERIMENTAZIONE

PRODOTTO USATO

M ozzarella confezionata. Shelf-life = 22 giorni. Impiegati 3 lotti.

ST 2 CERPPL di P fluorescens colorante: 44133 isolato da mozzarella 50178
inlato da latte UHT
UNITA’ PER IL TEST




state condotte

parallelo per ogni
prove di conteggio sia sulla
iniziale che _sulle

ceppo

Per simulare ragionevoli
condizioni di conservazione il
test e stato effeftuato a 8°
C. Uno dei 3 lofti di
mozzarella e stato
mantenuto a 5° C per
verificare se |'estrapolazione

singole.




TERRENI USATI

1 - La differenziazione tra genere é stata effettuata tramite terreno
Pseudomonas Selective Agar (PSA).

2 - La differenziazione tra Pseudomonas fluorescens e gli altri
Pseudomonas é stata effettuata con un terreno apposito ( siglato con W

) messo a punto nel laboratorio.




3 - E' stato sperimentato un terreno apposito anche per differenziare
i ceppi coloranti da quelli non coloranti, ( siglato con Y ) messo a punto
nel laboratorio. Il carattere differenziale é rappresentato da una
pigmentazione blu-grigia del terreno intorno alle colonia di
Pseudomonas fluorescens  coloranti in blu, assente invece negli
Pseudomonas fluorescens non coloranti in blu ed in altri Pseudomonas

spp. .

Queste reazioni si ottengono, a volte in misura minore sul terreno W.




GRAFICO OTTENUTO DAL 1°
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GRAFICO OTTENUTO DAL 2°

Confronto curve di crescita Blue P. fluorescens 2° lotto
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Comparazione tra challenge effettuato su una solau  nita e challenge effettuato su 10 unita

Lotto 1
Pseudomonas fluorescens ceppo 44133
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Comparazione tra challenge effettuato su una solau  nita e challenge effettuato su 10
unita Lotto 1
Pseudomonas fluorescens ceppo 50178
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Comparazione tra challenge effettuato su una solau  nita e challenge effettuato su 10
unita Lotto 2
Pseudomonas fluorescens ceppo 44133

[l IFR MicroFit [ver 1.0) -100] %]
File Data Model Fitting Graph Help
rData Set Reference Model rDataSet 2
File: 2pfa4133 A cav i |3_nn |c|.c|c| 4 | j|s.cu:| File:
Nmax  [2.00 [f.00 4 _ | [
muman [1.00 fooo o ] +||5.00
blag  [5.00 fnoo 4] | i |{E
—Parameter Estimates————————— I Show Ref —Parameter Estimates
NG 403+~ 012 td [EG BT Ak Time |_25_nn MO 408+~ 026
Nrnas 920  +~ 008 | cplizs Nrnas 895+~ 018
LM as 388 +- 038 TAILIMTIE% 4 /R +- 083
tlag 090 + 018 —~ wgr ----- o'ﬂ -------- Iag 1.09 w4~ 032
t-d 017 +- 007 . a A 4 t-d 015 + 014
RSS 0. RS 0.05 __________ __________ ° R55 0.0v RS 012
M | A . |
Brawse . | . _- Browse .
0 4.079 ! L O T R 1] 4.074
2 5,991 Clear | ! : 2 b.8vh Clear |
3 7.699 [ J """"" L 3 7a13
: Fit Mol = = e (I ik |
a8 9279 1:3 1'5 2:3 a8 877a
10 g Graph——— 10 8813 Graph——
13 8477 ¥ Data 13 B 77 ¥ Data
16 8,732 ¥ Madel Test far. . Set 1 Set 2 16 g.8ae ¥ Model
13 8.544 [~ NO 408 408 13 8.204
73 8623 [~ Asymptobes 73 7999 [~ Asymphotes
I? DiSD'tﬁP Madel I_ Mmax 320 896
D ata Selection Control W mumax | 426 4.26 —Data Selection Contral—————————
= Full & Partial ¥ Cursar F-Statizhi I tag 100 1,00 i Full & Partial W Cursor
‘l "l dze B of 10 points MOT Significant [p=0.517] t-d 016 01k 1 | "l Uze 5 of 10 points




Comparazione tra challenge effettuato su una solau  nita e challenge effettuato su 10
unita Lotto 2
Pseudomonas fluorescens ceppo 50178
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Comparazione tra challenge effettuato su una sola u

unita Lotto 3

Pseudomonas fluorescens ceppo 44133
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Comparazione tra challenge effettuato su una solau  nita e challenge effettuato su 10
unita Lotto 3
Pseudomonas fluorescens ceppo 50178
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Confronto fra predizione . effettuata con Microfit su dati y,_ .
ottenuti da challenge test a 8° C e calcolo y, P. fluorescens
normalmente presenti in mozzarella mantenuta a 5° C

Calcolo del |k,,x {( maximum growth rate ) atemperatura diversa
da quella usata nel challenge test

Hmax = Hmax e (T =Thin ) ’
ref (T P - T . )2
re rin umax - 2_254

T = nuova temperatura
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UTILIZZAZIONE y,,, ESEMPIO DI CALCOLO DI DURATA(shelf-life)

PROBLEMA: Se accetto un livello massimo di 107 (7,00 LOG) P. fluorescens e parto da un massimo
inziale di 5x 102 (2,70 LOG) quanti giorni posso conservare le mozzarelle?

DATI DEL PROBLEMA : Il tasso di crescita ¢ a:
8° C = 2,00 LOG/g
5° C = 0,98 LOG/g

Si calcola |'incremento massimo tollerato = concentrazione finale - concentrazione iniziale = 7 - 2,7
= 4,3 LOG

Col foglio di calcolo gia usato calcolo i giorni per raggiungere |'incremento di 4,3 LOG (si e
calcolato, fino al decimale del giorno, il n° giorni piu prossimo a 4,3 LOG di incremento). Giorni =

43106/ u_,

Durata massima a 8° C = 2,1 gg

Calcolo progressione microbica nel periodo totale considerato
[ In log 10
o
{ 8 'J HmaxTi(Ref) = A S i
e /
|\ C/ * e
~dy (gg a T di riferim) = (2-1 ) xTimen = O (gan T dloe :
yhy = (AxD1) + (BxD2)
295 | 0. ot
& Hmaxt2 = B Sk  4.20}10g10 ufclg
we x s D
dz (gg ad altra Temp) = 0 1.6E+04 jufelg
)




UTILIZZAZIONE uy,,, ESEMPIO DI CALCOLO DI DURATA(shelf-life)

PROBLEMA: Se accetto un livello massimo di 107 (7,00 LOG) PA. fluorescens e parto da un
massimo inziale di 5x 102 (2,70 LOG) quanti giorni posso conservare le mozzarelle?

DATI DEL PROBLEMA : Il tasso di crescita ¢ a:
8° C = 2,00 LOG/g
5° C = 0,98 LOG/g

Si calcola |'incremento massimo tollerato = concentrazione finale - concentrazione iniziale = 7 -
2,7 = 4,3 LOG

Col foglio di calcolo gia usato calcolo i giorni per raggiungere |'incremento di 4,3 LOG (si e
calcolato, fino al decimale del giorno, il n° giorni piu prossimo a 4,3 LOG di incremento). Giorni
= 4.3 LOG / y,,,

Calcolo progressione microbica nel periodo totale considerato
[ In log 10
8 HmaxT1(rRef) = A 4D |l
°C . formula
d4 (gg a T di riferim) = 0 I e T dlrife :
)+ (AxD1) + (BxD2)

225 | 0.98
9\ HmaxT2 = B m W

dz (gg ad altra Temp) = @ 2.0E+04 |ufclg
)

20284 .25 ufcig

=
o
9]

e




Predizione di crescita Pseudomonas spp. sistema COMBASE a 5° e 8°C

E' stato effettuato un confronto tra i dati sperimentali e i dati ricavati da predizione con
sistema Combase
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ComBase Predictor
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[ In log 10

HmaxT1{Ref) = A 46 <1 2.00 1>

H

d, (gg a T di riferim) = / 0

1+

225 < 0.98

Hmaxt2 = B

H

d- (gg ad altra Temp) = / 0

]
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