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Indledning

Den eksisterende Listeria model gnskes udvidet, sa der kan pree-
dikteres vaekst af L. monocytogenes i produkter med 1-9% salt i
vand og som opbevares ved skiftende temperaturer. Det ggres
ved, at der udfgres podeforsgg med L. monocytogenes i produkter
med salt i vandkoncentrationer i det udvidede omradde, samt at
produkter lagres ved skiftende temperaturer. Resultaterne herfra
anvendes til at optimere den neurale netvaerksmodel for den eksi-
sterende Listeria-model. Afslutningsvist skal den udvidede model
valideres i forhold de nye funktioner. Det ggres ved at sammenlig-
ne observerede resultater fra podeforsgg i produkter, der dels har
et saltindhold svarende til vaerdier i det udvidede interval og dels
er opbevaret ved skiftende temperaturer, med de tilsvarende
praedikterede resultater fra den udvidede Listeria-model.

Modellen valideres ved at beregne "bias factor” (ligning 1), som
indikerer, om modellen systematisk over- eller underpraadikterer,
og "accuracy factor”, som er et mal for den gennemsnitlige fejl
(ligning 2). En "bias factor” p@ mere end 1 indikerer en "fejlsikker”
(fail safe) model, da den preaedikterer en stgrre vaeksthastighed,
end der kan méles, mens en "bias factor” pa mindre end 1 angiver
en “fejlfarlig” (fail dangerous) model, svarende til, at den praadik-
terede vaeksthastighed er lavere end den malte. "Bias factor” an-
giver ikke, hvor praecist modellen praadikterer. Til vurdering af
praecision anvendes "accuracy factor”.

Formalet er at udvide DMRI’s listeria-model, s& den ogsa kan an-
vendes pa ikke-varmebehandlede kgdprodukter, ved skiftende
temperaturer samt et bredere salt-i-vand interval.

Version 2.1. af Listeria modellen kan praediktere vakst i intervallet

fra 1,2-9% salt i vand og ved skiftende temperaturer. Intervaller
for de gvrige variabler er uaendret.

Den udvidede Listeria-model har en bias factor 1,06



Baggrund

(~gennemsnitlig overpraediktion pa 6%) og accuracy factor=1,51.
Valideringsresultatet viser, at den udvidede model kategoriseres
som god, svarende til hgjeste kategori. Praecisionen er god, sva-
rend til, at den i gennemsnit praedikterer inden for et interval pa
|Jmax/1,51 og |Jmax*1,51-

Den udvidede Listeria-model er optimeret i det tidligere gyldig-
hedsomrade, svarende til, at den har en lavere bias factor.

Version 2.1 kan ikke anvendes til praediktion af vaekst af L. mono-
cytogenes i ikke-varmebehandlede produkter, da der er mulighed
for haemning af Listeria ved forekomst af baggrundsflora, svarende
til, at modellens output vil resultere i kraftig overpraadiktion.

Version 2.1 af Listeria model er implementeret pa
http://dmripredict.dk.

Indledning

Den eksisterende Listeria model gnskes udvidet, sa der kan pree-
dikteres vaekst af L. monocytogenes i produkter med 1-9% salt i
vand og som opbevares ved skiftende temperaturer. Det ggres
ved, at der udfgres podeforsgg med L. monocytogenes i produkter
med salt-i-vand koncentrationer i den udvidede omrdde, samt at
produkter lagres ved skiftende temperaturer. Resultaterne herfra
anvendes til at optimere den neurale netvaerksmodel for den eksi-
sterende Listeria-model. Afslutningsvist skal den udvidede model
valideres i forhold de nye funktioner. Det ggres ved at sammenlig-
ne observerede resultater fra podeforsgg i produkter, der dels har
et saltindhold svarende til vaerdier i det udvidede interval og dels
er opbevaret ved skiftende temperaturer, med de tilsvarende
praedikterede resultater fra den udvidede Listeria-model.

Modellen valideres ved at beregne "bias factor” (ligning 1), som
indikerer, om modellen systematisk over- eller underpraadikterer,
og "accuracy factor”, som er et mal for den gennemsnitlige fejl
(ligning 2). En "bias factor” p@ mere end 1 indikerer en "fejlsikker”
(fail safe) model, da den preedikterer en stgrre vaeksthastighed,
end der kan males, mens en "bias factor” p& mindre end 1 angiver
en “fejlfarlig” (fail dangerous) model, svarende til, at den praadik-
terede veerdi er lavere vaeksthastighed end den malte. "Bias fac-
tor” angiver ikke, hvor preecist modellen praedikterer. Til vurdering
af praecision anvendes "accuracy factor”.


http://dmripredict.dk/

Formal

Beregning af bias
factor

Beregning af bias
accuracy

Udvidede Listeria-
model

Formalet er at udvide DMRI’s listeria-model, sa den ogsa kan an-
vendes pa ikke-varmebehandlede kgdprodukter, ved skiftende
temperatur samt et bredere salt-i-vand interval.

Fremgangsmade

redpred
Bias factor = 10%1°8Geaons /™ (L igning1)

“Bias factor”:

0,95-1,11 = god

0,87-0,95 eller 1,11-1,43 = acceptabel

<0,87 eller >1,43 = uacceptabel

(Ross, 1999)

Fx svarer "bias factor” pa 0,87 og 1,43 til hhv. en under- og
overpraediktion pd 13% og 43%. Den ideelle model har en "bias
factor” pa 1.

(S abs(log(aZredyymy )i
Accuracy factor = 10 8Fedobs (Ligning 2)

En "accuracy factor” pd 1 indikerer, at der er perfekt overens-
stemmelse mellem praedikterede og observerede vaerdier. En "ac-
curacy factor” er ifglge Ross (1996) en simpel multiplikativ faktor,
der indikerer spredningen p3 resultatet fra preediktionen. En “ac-
curacy factor” pd 2 angiver, at praediktionen i gennemsnit er en
faktor 2 fra den observerede veerdi. F.eks. vil en praadiktion, der
angiver vaeksthastighed p& 0,02 log;o/h, ligge mellem 0,01 log;o/h
(0,02 logio/h /2) 0og 0,04 logio/h (0,02 logio/h *2) ved en "accura-
cy factor” pa 2.

"Bias og accuracy factor” skal anvendes til en samlet vurdering af
modellens performance, da modellen f.eks. kan have "bias factor”
pa 1, hvis data er balancerede imellem over- og underpraediktion.
En sadan opfgrsel vil ofte blive indikeret med en hgj "accuracy
factor”. Veaerdierne for bias og accuracy skal altid sammenholdes
med et plot af observerede vaerdier mod praedikterede veerdier.

Den oprindelig Listeria-model (version 1.3), som er tilgaengelig pa
http://dmripredict.dk er en neural netvaerksmodel. Denne neurale
netveerksmodel er opdateret til version 2.1 i forhold til at kunne
praediktere i et bredere salt i vand (%) interval og ved skiftende
temperaturer.
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Version 2.1

Valideringsdata

Beregning af [max

Den nye model (version 2.1) er baseret pa en neural netvaerksar-
kitektur med 7 input variable: Temperatur, pH, WPS (%), tilsat
Natrium Nitrit (ppm, w/w), WPL (ppm), WPA og CO,(%).

I netvaerket er der endvidere 7 skjulte neuroner alle med sigmoid
lignende overfgrings funktion.

1

— 05
1 + exp(—x)

o(x) =

Ved output neuronen benyttes ogsé en sigmoid funktion.

Modellen er udviklet pa de oprindelige 447 treenedata (fra version
1), samt de nye udvidede data, i alt 47 nye vaeksthastigheder (salt
< 1.6% og salt >6.6%) (Mansdal et al, 2013).

Data til validering af den udvidede model bestar af 2 datasaeet.
Valideringsdatasaet 1(n=92) bestar af malte vaeksthastigheder for
L. monocytogenes i produkter, som har et salt-i-vand (%) lavere
end 1,6%. Data stammer dels fra marineringsprojektet (nr.18499)
og dels fra nye podningsforsgg der specifikt er rettet mod valide-
ring af den udvidede model (Gunvig, 2013). Dataseet 1 indeholder
ogsa vaeksthastigheder malt i produkter med salt i vand (%) i in-
tervallet 4-10%, hvilket overlapper det tidligere salt-i-vand (%)
interval. Det skyldes, at det ikke i alle tilfaelde har vaeret muligt at
ramme den gnskede saltkoncentration i de fremstillede produkter
og at der medtaget enkelte virksomhedsfremstillede produkter.
Derudover indeholder datasaet 1 produkter, der har veeret opbeva-
ret ved skiftende temperaturer under lagringsforigbet.
Valideringsdatasaet 2 bestar af de data, der blev anvendt til valide-
ring af version 1.3. Dette datasaet skal anvendes til kontrol af, at
version 2.1 ikke preedikterer darligere end version 1.3. i det oprin-
delige interval.

Vaeksthastigheden (Umax) er beregnet enten ved hjezelp af Microfit
(version 2) (DMfit and Baranyi and Roberts, 1994)) eller ved line-
zr regression. Microfit programmet er anvendt, ndr der har veeret
5 eller flere tal-par (tid og log cfu) fra de enkelte podeforsgg. Ved
feerre tal-par er der anvendt linezer regression for de talvaerdier,
der er vurderet til at modsvare den eksponentielle vaekstfase.



Sammenligning af
observerede og
praedikterede i den
udvidede model

Skiftende tempera-
turer

Vaeksthastigheder for L. monocytogenes er inddelt i fire kategori-
er. De fire kategorier er defineret pa folgende made:
e Nul vaekst= ~pmay (logip h')< 0,0007, svarende til at tid til
2 log cfu/g >44 dage
e Lav vaekst= ~0,007<pmax(l0g1o h™!) <0,0021), svarende til
at tid til 2 log cfu/g er mellem 39 og 44 dage
e Vaekst= ~0,0021<pmax (logip h')= 0,0057, svarende til at
tid til 2 log cfu/g er mellem 14, 7 og 39 dage
e Hgj veekst= ~pmax (I0g1o h™')>0,0057, svarende til at tid til
2 log cfu/g under 14,7 dage
I figur 1 er vist vaekstkurver svarende til ovenstdende graenser.

Greenserne er anvendt til at fastleegge om praedikterede og obser-
verede veerdier i valideringsdatasaettet resulterer i samme katego-
ri for veekst.
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Figur 1. Illustration af vaeksthastigheder til kategorisering af 0-
vaekst, lav vaekst, vaekst og hgj vaekst.

Resultater

Lagringsforsgg med skiftende temperaturer har vist, at vaeksthas-
tigheden for L. monocytogenes tilpasses den pdgaeldende tempe-
ratur uden nglefase ved skift fra bade hgj til lav temperaturer og
omvendt. I modellen angives den samlede vaekst som summen af
vaekst ved de enkelte temperaturer.

I figur 2 ses eksempler pa skift af veeksthastighed ved skiftende
temperatur
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Skift mellem 2 og 12°C i Skift mellem 2 og 12°C i Skift mellem 5 og 10°C i

produkt med pH 5,7 og salt | produkt med 1,2% salt i produkt med 1,2% salt i
i vand 4,1% van og pH 6,6. vand og pH 6,6.

Figur 2. Eksempler pa vaekst af L. monocytogenes ved lagring ved skiftende temperatur.

Udvidede model Tabel 1. Sammenligning af observerede og praadikterede vaekst-
Validering af versi- hastigheder for L. monocytogenes fra version 2.1, inddelt efter
on 2.1 med valide- kategori for nul-veekst, lav vaekst, vaekst og hgj veekst (N=156)

ringsdatasaet O-vaekst | Lavveekst | Vaekst |Hgjvaekst
1+2(N=156) (malt) (malt) (malt) (malt)
0-vaekst
(pred) \4@ 7 2 0
Lav vaekst
(pred) 19
Vaekst
(pred) 4 4
Hgj vaekst
(pred) 0 3

Ved sammenligning af observerede og preedikterede veekstha-
stigheder er det optimale resultat, at bdde den observerede og
praedikteret veeksthastighed placeres i samme kategori. Det vil
svare til, at alle resultaterne skulle vaere placeret langs den skra
linje i tabel 1.

Antallet af kombinationer, som er placeret over den bl3 streg i
tabellen kategoriseres som fejlfarlig, svarende til at modellen
praedikterer /avere vaekst end der er observeret. Som det fremgar
af tabel 1, er det f& kombinationer, som placeres i dette omrade. I
de 16 kombinationer, hvor der praedikteres vaekst, men males hgj
vaekst, er vaekst af en stgrrelsesorden, som ikke vil anvendes, hvis
der gnskes en holdbarhed pa fx 28 dage. Derfor tillaagges denne
fejl ikke sa stor betydning.

Antallet af kombinationer, som er placeret under den bl3 streg i
tabellen kategoriseres som fejlsikker, svarende til, at modellen
praedikterer hgjere vaekst, end der er observeret. Her er resultatet
ogsa tilfredsstillende, da relativt fa kombinationer placeres her.
Der er dog tendens til, at modellen overpradikterer ved vaekstha-
stigheder under 0,0021 log;o h™.

I figur 3 er alle preedikerede vaeksthastigheder vist som funktion
af observerede veerdier. Som det ses i figuren, er der generelt
minimale forskelle mellem praedikterede og observerede vaerdier.



De fire stgrste afvigelser er placeret i "fejlsikker” zonen.
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Figur 3. Praedikteret veeksthastighed (bl& diamant) som funktion af
observeret vaeksthastighed. Den sorte linje angiver det optimale
resultat.

Oprindelig model
Validering af versi-
on 1.3 med valide-

Tabel 2. Sammenligning af observerede og pradikterede vaekst-
hastigheder for L. monocytogenes fra version 1.3, inddelt efter
kategori for nul-vaekst, lav vaekt, vaekst og hgj veekst (N=64)

ringsdataseet fra 0-vaekst | Lavvaekst Vaekst Hoj vaekst
version 1.3 (N=64) (malt) (malt) (malt) (malt)
0-vaekst
(pred) 37 0 0
Lav veekst
(pred) 7 6 0
Veekst
(pred) 0 0 0 0
Hgj veekst
(pred) 1 0 0 9

Udvidet model
Validering af versi-
on 2.1 med valide-
ringsdatasaet fra
version 1.3(N=64)

Tabel 3. Sammenligning af observerede og pradikterede vaekst-
hastigheder for L. monocytogenes fra version 2.1, inddelt efter
kategori for nul-vaekst, lav vaekst, vaekst og hgj vaekst (N=64)



Bias factor, accura-
cy factor og bias

0-vaekst | Lav vaekst Vaekst Hgj vaekst
(malt) (malt) (malt) (malt)

0-vaekst
(pred) k 0 0 0
Lav vaekst
(pred) 3 6 0

Vaekst
(pred) 0 0 0 0

Hgj veekst
(pred) 0 0 9
I tabel 2 og 3 ses, at hovedparten af de testede kombinationer er
placeret langs den optimale linje (bld streg). I forbindelse med
udvidelse af modellen kan det ikke undgds, at det oprindelige gyl-
dighedsomrade ogsd aendres. I tabel 3 ses, at forskellen mellem
observerede og praedikterede kombinationer i fejlfarlig zone er

minimeret, hvilket betyder, at modellen er optimeret. I fejlsikker-
zonen er der én markant afvigelse.

Tabel 4. Bias factor og accuracy factor for version 1.3 og 2.1.

Version 64 1.22 1.46 Acceptabel
1

Version | Version 156 1.06 1.51 God
2.1 1+2

I tabel 4 ses, at bias factor er reduceret fra 1,22 til 1,17 i gyldig-

hedsomradet for version 1.3. Det betyder, at modellen er optime-
ret og at den udvidede model i gennemsnit overpraedikterer med

17% mod tidligere 22%. Ligeledes er accuracy faktoren ogsa re-

duceret, hvilket svarer til, at praecisionen er forbedret for det op-
rindelige gyldighedsomrade i version 2.1.

Den samlede validering af den udvidede model viser, at version
2.1 overpreedikterer med 6% i den udvidede version (=bias factor
pa 1,06, se tabel 4), svarende til, at den placeres i kategorien
"god”, som er den hgjeste kategori. Accuracy factoren er beregnet
til 1,5, hvilket stadig er tilfredsstillende, da der generelt ikke er
markante forskelle imellem praedikterede og observerede vaekst-
hastigheder i omradet mellem nulvaekst og lav vaekst (~Hdmax (10910
h™1)< 0,002) (se ogsa figur 3).



Anvendelse af ver-
sion til 2.1 til ikke

varmebehandlede

produkter

I forbindelse med valideringen af modellen blev der fremstillet
produkter tilsat saltlage, svarende til 1-2% salt i vand, samt podet
med L. monocytogenes og lagret ved forskellige temperaturer (~
ikke varmebehandlet). Resultaterne viste, at vaeksten af Listeria
monocytogenes var langt under det forventede. I figur 4 ses
vaekstkurver for L. monocytogenes i ikke-varmebehandlet
svinekam med 2% salt i vand, pH=5,6 og lagret ved hhv. 5 (val
10), 8 (val 20) og 12°C (val 20), og her ses, at veeksten er
kraftigt heeammet.

I disse forsgg blev der samtidigt bestemt total kimtal ved start og
slut af lagringsforlgbet. Som det fremgar af tabel 5 var niveauet
for totalkim s& hgit, at det har haft en veekstheemmende effekt pa
L. monocytogenes. Hemningen kan skyldes, at floraen har inde-
holdt bacteriocin producerende stammer. P& baggrund af ovensta-
ende, kan det ikke anbefales, at den udvidede model anvendes til
praediktion af vaekst af L. monocytogenes i ikke varmebehandlede
produkter.

Tabel 5. Total kimtal (TVC) for svinekam med pH 5,6 og 2% salt i

vand lagret ved hhv. 5, 8, og 12°C.

TVC (log TVC (log
cfu/g) cfu/g)
Dag 0 Dag 19

5 4.3

8 4.3

12 4.3

TVC (log
cfu/g)
Dag 23

8.5

Temperatur

79 VAL 10
(5,5.6)

6 1 VAL 20 6 VAL 30

(8,5.6) - (12,86) m
5 / 5 -

s s

14 14
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Figur 4. Vaekst af L. monocytogenes i ikke-varmebehandlet svinekam med 2% salt i vand,
pH=5,6 og lagret ved hhv. 5 (val 10), 8 (val 20) og 12°C (val 20).
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