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1. Justificacién

Este documento presenta una metodologia basada en el enfoque de evaluacion
cuantitativa de riesgos microbiolégicos (QMRA, por sus siglas en inglés) para realizar la
evaluacion de la exposicion de un microorganismo en un alimento. Se aclara que QMRA
comprende la modelacién matematica del comportamiento de los microorganismos con
enfoque de la granja o el mar a la mesa, para determinar el nUmero de casos o
enfermedades causadas por el consumo de alimentos contaminados (1). Este enfoque
permite evaluar y mejorar la inocuidad alimentaria a través de la prediccion de los efectos
de las intervenciones en los procesos, en complemento con las herramientas de
microbiologia predictiva (2).

1.1. Obijetivo

Documentar el procedimiento para formular modelos predictivos de evaluacion de riesgos
microbioldgicos.

1.2. Alcance

Este instructivo presenta los pasos para el desarrollo de la evaluacion de la exposicion y
caracterizacion del riesgo de peligros microbiolégicos en alimentos, para realizar
evaluaciones de riesgo requeridas al grupo ERIA y plaguicidas. El enfoque aplicado es el de
QMRA. En este documento se aborda a manera de ejemplo la evaluacion de la exposicion
y caracterizacion del riesgo de Cronobacter sakazakii en féculas de cereales para
alimentacion de nifios menores de un afio.
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2. Metodologia

2.1. Construccion del modelo: estructura, ecuaciones, informacion
disponible de entrada

La estructura del modelo explica como la respuesta se conecta con la informacién de entrada
disponible empleando un esquema (3). De esta manera, es posible entender la estructura
del modelo como la conexion entre los datos de prevalencia recopilados en actividades de
inspeccion, vigilancia y control (IVC) con la estimacion de la concentracion del
microorganismo por dosis del alimento consumido; y a través de la caracterizacion de riesgo
la determinacion del numero de casos de una enfermedad asociados al consumo del
alimento contaminado.

Para la construccion del modelo es fundamental analizar el proceso de elaboracién del

alimento, con énfasis en las operaciones unitarias en donde se realiz6 la toma de muestras

para el reporte de la prevalencia del microorganismo. Posteriormente, en el analisis

cuantitativo de riesgo se emplean cuatro categorias de ecuaciones las cuales son descritas

por Membreé (3) asi:

i. Funciones de probabilidad, que describen un gran conjunto de datos sobre un fenémeno
como el fraccionamiento, modelo de error, incertidumbre de la prevalencia, entre otros.

ii. Ecuaciones relacionadas con modelos de trasferencia de calor y masa, los cuales son
empleados para simular perfiles de temperatura en operaciones como la pasteurizacion,
coccion, enfriamiento, diferencias de temperatura en un tanque, entre otros.

ji. Ecuaciones y modelos relacionados con microbiologia predictiva, los cuales describen
las cinéticas de crecimiento e inactivacion microbiana. En consecuencia, estos modelos
permitiran estimar la concentraciéon de microorganismos en un alimento en funcién del
tiempo en cualquier etapa de la graja o el mar a la mesa.

iv. Modelos de dosis — respuesta, los que describen la probabilidad de ocurrencia de un
efecto adverso a nivel de alteracion en la inocuidad del alimento o su deterioro, éste tipo
de modelos estan en funcién de la exposicion a los microorganismos.

2.1.1 Ejemplo de construccidon general del modelo

En este apartado se ejemplifica la construccion general de la evaluacion de la exposicion de
C. sakazakii en féculas y harinas de cereales consumidas como formulas infantiles en la que
fue empleado un enfoque de evaluacion cuantitativa de riesgos microbiolégicos (QMRA, por
sus siglas en inglés) (4) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema general del modelo de evaluacion de riesgo de C. sakazakii en féculas y harinas de cereales
consumidas como férmulas infantiles y categorias de ecuaciones aplicadas con fuentes de informacion de entrada y

salida




2.2. Seleccidon de ecuaciones para analisis de comportamiento de los
microorganismos

Para la determinacion de los modelos de microbiologia predictiva a emplear, es preciso
definir si se aplicaran a la simulacién del crecimiento o la inactivacion, asi como los
parametros intrinsecos, extrinsecos o implicitos de mayor influencia en el comportamiento
del patdgeno. Por otro lado, se debe tener en cuenta que estos modelos en general son
poblacionales, lo que significa que describen un promedio de la concentracién dinamica de
los microorganismos. De esta manera, se estimara la concentracion media de la poblacion
de microorganismos en funcion del tiempo, asi como la velocidad de crecimiento o
inactivacion (u), duracion de la fase de latencia (A), duracion de los periodos conocidos como
hombro y cola, los cuales aplican para la simulacion de la inactivacion; éstos parametros se
relacionan con el tiempo en que la concentracion de la poblacion de microorganismos se
opone a la reduccion y la concentracion de microorganismos resistentes al proceso
simulado, respectivamente.

La ecuacion 1, presenta de manera general la descripcion del comportamiento de una
poblacion de microorganismos. Donde, N esta referida a la concentracion promedio de la
poblacion microbiana, t corresponde al tiempo, ¢ a los cambios extracelulares relacionados
al metabolismo del microorganismo, D a los cambios ambientales asociados al
procesamiento o almacenamiento del alimento y z a la varianza bioldgica.

T = HON®; 1() = @(2(), ¢(), D(V) (Ecuacion 1)

A partir de esta ecuacion general se han propuesto multiples modelos de microbiologia
predictiva. En este sentido, Baranyi y Roberts (5) resaltan que éstos modelos contribuyen a
entender las relaciones fisiolégicas y a considerar el comportamiento de las células, en un
escenario que considera los factores explicitos e implicitos del alimento. La seleccion del
modelo de microbiologia predictiva a emplear en cada situacion dependera de la
particularidad del fendbmeno de comportamiento microbiano que se desea describir. Se
aclara que estas ecuaciones se solucionan a través de métodos numéricos entre los que se
encuentran Runge-Kutta de cuarto orden y diferencias finitas, entre otros. Se aclara que el
resultado de los parametros del modelo correspondientes a [, A y la concentracion del
microorganismos en tiempo t (Nt) o concentracion maxima del microorganismo (Nmax) se
puede realizar con valores puntuales bajo un enfoque deterministico o estableciendo un
rango de probabilidad con enfoque probabilistico.
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La busqueda de datos para modelamiento de las operaciones unitarias definidas dentro del
modelo de evaluacion de la exposicidn, se puede realizar empleando herramientas y bases
de datos especializadas de microbiologia predictiva. Tenenhaus-Aziza F y Ellouze M (6)
presentan una descripcion general de 16 herramientas que tiene diferentes médulos de
bases de datos, predictores y herramientas para el ajuste de datos y evaluacion de riesgos
(https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0740002014001646).

2.2.1 Ejemplo de modelamiento de microbiologia predictiva

Para calcular la concentracion de C. sakazakii en féculas infantiles para cada escenario de
reconstitucion del producto fueron determinados los parametros biocinéticos de crecimiento
correspondientes a u y A, empleando el modelo de raiz de cuadrado medio (Ecuaciones 2y
3) donde bg, bL, cc y cL son parametros de bondad de ajuste al crecimiento del
microorganismo calculados mediante regresion no lineal, y Tmin ¥ Tmax, SONn las
temperaturas minimas y maximas de Cronobacter spp., respectivamente (2,5°C y 49°C).

Vit = b (T = Trin){1 — exp(cg(T — Trax))} (Ecuacion 2)
LogA = ¢, In(T) + b, (Ecuacién 3)

2.3. Determinacion de los datos de entrada al modelo de evaluacion de la
exposicion

Existen dos tipos de datos de entrada: variables y escenarios. Las variables de ocurrencia
del microorganismo en un alimento determinado pueden ser un valor deterministico que
corresponde a una estimacion puntual o un rango asociado con la probabilidad que
corresponde a una estimacion probabilistica; estas estimaciones son calculadas a través de
muestreos realizados por el gestor de riesgo. Se aclara que las variables de entrada no
pueden asociarse con ninguna opcién de gestion, es decir, no pueden usarse para controlar
o reducir el riesgo.

Respecto a los escenarios, éstos corresponden a los criterios especificos del producto y el
proceso relacionados directamente con el aumento o reduccion del riesgo del alimento,
como su formulacion o los tiempos y temperaturas de esterilizacion. Los cuales permiten
realizar comparaciones entre las salidas del modelo, especialmente la dosis del
microorganismo por porcion del alimento consumido. De acuerdo con Akmel et al. (7) la
estimacion de la exposicion esta basada en escenarios de consumo de alimentos
contaminados. No obstante, puede tener alta complejidad porque muchas variables estan
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involucradas, como condiciones de manejo del alimento, ambientes de consumo,
caracteristicas de los consumidores, entre otras.

Para las estimaciones probabilisticas generalmente se aplica modelo de Montecarlo de
primer o segundo orden, segun sea el caso. Para esto, se pueden emplear diversos software
como @Risk®, SIMulAR®, Crystal ball®, Matlab®, entre otros. Particularmente, @Risk®
(software con licencia) y SIimulAR® (emailware con licencia gratuita) son programas
especializados en simulacion de Montecarlo y presentan interfaces graficas mas sencillas e
intuitivas, ademas no requieren conocimientos en programacion a diferencia de Crystal ball®
(software con licencia) y Matlab® (software con licencia).

2.3.1 Ejemplo del planteamiento de escenarios para consumo de féculas de cereales para
alimentacion infantil

La figura 2 presenta los perfiles de temperatura simulados de preparacion, almacenamiento
y consumo de la fécula de cereal para alimentacion infantil con base en modelos de
transferencia de calor no estacionaria. De esta manera, fueron planteados cuatro escenarios
ejemplificados con las letras A, B, C y D los cuales fueron basados en los supuestos para el
consumo de formulas infantiles para menores de un afio propuestos por WHO/ FAO (8).

o Li . . . . . s .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (h)
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Figura 2. Perfiles de temperatura tiempo de preparacion (P), almacenamiento (A) y consumo (C)
de féculas para alimentacién infantil por escenario: A (-),B (1), C () y D (-)
Fuente: tomado de INS/ERIA (4)

o u
T

2.4. Estimacion de la exposicion

Se realiza acorde con la ecuacién 4 propuesta por Cole (9) y Nauta (10) donde la R
corresponde a todas las operaciones unitarias que involucran reduccién de la concentracion
microbiana, G a todas las operaciones unitarias que involucran incremento, C corresponde
a todas las operaciones unitarias que involucran re- contaminacion y Ho se refiere a la
concentracion inicial de microorganismos (por ejemplo, el recuento experimental o estimado
del patbégeno en las materias primas de mayor relevancia).

Ho- Y R+ ) G+ ) C =Exposicion (Ecuacion 4)

Para la aplicacion de la ecuacion 4 siempre debe conocerse la concentracion inicial de
microorganismos, la que puede calcularse mediante datos experimentales o estimarse
empleando herramientas de microbiologia predictiva en conjunto con el planteamiento de
escenarios y supuestos. Por otro lado, el incremento (G) de la concentracion celular se
determinara a través de modelos y ecuaciones que se ajusten la curva de crecimiento
microbiana (Figura 3) que en forma general corresponde a una derivada entre la
concentracion celular en funcion del tiempo descritas mediante el producto entre u y la
concentracion del patégeno en un tiempo t (Ecuacion 5). Asimismo para determinar (R) se
emplean modelos y ecuaciones ajustadas a la curva de inactivacion (Figura 4) la cual esta
igualmente descrita por la ecuaciéon 5 con p negativa.

dN(t)

P Tu(t)N(t)  (Ecuacion 5)
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Figura 3. Curva de crecimiento microbiano. Fuente: tomado y traducido de Lebert y Lebert
(11)
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Figura 4. Datos de supervivencia de Salmonella entérica serovar Enteriditis ajustado a
modelos lineal, log-logistico y Weibull. Fuente: tomado y traducido de Chen (12)
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2.4.1 Ejemplo de la determinacion de la evaluacién de la exposicion con enfoque

probabilistico

Para cada escenario de preparacion, almacenamiento y consumo, fue calculada la dosis
correspondiente a la salida principal de la evaluacion de la exposicion con enfoque
probabilistico (Tabla 1).

Tabla 1. Dosis de C. sakazakii en formulas infantiles listas para el consumo (Log UFC/ml)
bajo la simulacién de escenarios de reconstitucién. Percentil 90 (P90) 95 (P95).

Escenario Dosis (Log UFC/mI)
Promedio Minimo Maximo P90 P95
Ay C* 3,29 -2,91 3,42 3,37 3,37
B 0,34 -0,04 0,47 0,42 0,42
D 5,72 -5,34 5,85 5,79 5,80

* Se agruparon los escenarios porque no presentaron diferencias significativas en la simulacion del
comportamiento microbiano
Fuente: tomado de INS/ERIA (4)

2.5. Método propuesto para la caracterizacion del riesgo

La caracterizacion del riesgo permite realizar estimaciones cuantitativas de la severidad de
los efectos adversos en salud causados por el consumo de un alimento contaminado con
un microorganismo patégeno (13).

De esta manera, a partir de la distribucion de la incidencia del microorganismo es posible
calcular elimpacto en salud a través de las estimaciones probabilisticas de: (i) la probabilidad
de infeccién, la que depende del tipo del modelo de dosis respuesta de infeccion, (ii)
frecuencia de consumo del alimento y (iii) proporcién de consumidores del alimento en la
poblacion especifica que es objeto de la evaluacion de riesgo.

La seleccion del tipo de modelo para determinar la probabilidad de infeccion (Pinf), asi como
sus parametros se determinara a partir de la revision de literatura. Acorde con la WHO/ FAO
(14) los modelos dosis — respuesta tedricos consideran que un huésped que ingiere
exactamente una célula de un microorganismo patdgeno. Acorde con esta hipotesis, la
probabilidad que este patdgeno superviviera a todas las barreras y colonizara el huésped
debe ser diferente de cero (pm). De esta manera, si una segunda célula del patdgeno fuera
ingerida asi como la hip6tesis independiente de la accién es valida, entonces la probabilidad
de que el huésped no sea infectado es (1-pm)?; donde para una estimacion basada en la
probabilidad de n patégenos (probabilidad de dosis del microorganismo) esta se expresa en
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la ecuacion 6. En consecuencia, se podra determinar el nimero de casos atribuible al
consumo de un alimento contaminado, cuando este se asocia a una patologia especifica.

Pins(; p) = 1— (1 — py,,)™  (Ecuacion 6)

Por otro lado, si el riesgo microbiol6gico objeto de la evaluacién de riesgo no se asocia a
una enfermedad puntual, se puede determinar el nimero de afios de vida ajustados por
discapacidad (DALY, por sus siglas en inglés) o afios de vida perdidos debido a una muerte
prematura (YLL, por sus siglas en inglés). Los conceptos basicos y definiciones aplicadas a
estos parametros para una evaluacion de riesgos son comunes para riesgos microbioldgicos
y quimicos (Referencia metodologia riesgos quimicos).

Asimismo, resulta muy relevante realizar un andlisis de sensibilidad, el cual permitira conocer
cuales son las variables con mayor incidencia en la probabilidad de infeccion y en
consecuencia el nimero de casos atribuible al consumo de un alimento contaminado.

2.5.1 Ejemplo de la determinacion de la caracterizacion de riesgo con enfoque probabilistico

Para el ejemplo de evaluacion de riesgo abordado en este documento, se determind la
probabilidad de infeccion con base en un modelo exponencial, donde fue utilizada la
dosis del microorganismo en la fécula infantil reconstituida lista para consumo (D) para
cada escenario propuesto. Por otro lado, el nUmero de casos por exposicién a un
microorganismo (R) fue tomado de la literatura, con un valor correspondiente a 2,5 x10®
(15).

Las simulaciones probabilisticas de QMRA que muestran el riesgo de contraer una
enfermedad transmitida por alimentos (ETA) debido al consumo de féculas de maiz y
platano y la mezcla de harinas para alimentacion infantil contaminadas con Cronobacter
sakazakii en lactantes menores a un afio, se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion probabilistica del riesgo de C. sakazakii en harinas y féculas
de cereales consumidas como férmulas infantiles listas para el consumo. Percentiles 90
y 95 (P90, P95)

Escenario Probabilidad de infeccidon (Pinf) Numero de casos al mes (Nexp)
Promedio Minimo Maximo P90 P95 | Promedio Minimo Maximo P90 P95
Ay C* 4,90 x10° -2,04 6,57 5,84 5,98 521 -2,38 14,19 8,29 9,23

x10° x10° x10- X105
5
B 5,52 x108 -2,30 7,40 6,57 6,73 0,0059 -0,0027 0,016 0,009 0,010

x108 x108 x10- x108
8
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D 1,30 x102  -0,55 1,75 156 1,60 1343,9 -650,3 3482,2 2109,2 2334,9

x10-2 x10-2 x10- x102?
2

* Se agruparon los escenarios porque no presentaron diferencias significativas en la
simulacion del comportamiento microbiano
Fuente: tomado de INS/ERIA (4)

Por otro lado, el andlisis de sensibilidad mostré que las variables de mayor influencia
sobre la estimacion de la probabilidad de infeccién son la prevalencia del patégeno en
férmulas infantiles, frecuencia de consumo mensual y su cantidad en gramos al dia.
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3. Conclusiones sobre el desarrollo de la metodologia y su
posible aplicacién

En conclusion este instructivo presenta los pasos para el desarrollo de la evaluacién de la
exposicion y caracterizacion del riesgo de peligros microbiologicos en alimentos con un
enfoqgue QMRA. Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que como informacion
minima de entrada de parte del gestor para este tipo de metodologia se requiere la
prevalencia del patdgeno en el alimento determinada a partir de un muestreo que sea
estadisticamente representativo (Figura 5).
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Datos de entrada indispensables: — 1. Analisis de datos de entrada
i) Analisis estadistico de datos
ii) Ajuste a funciones de probabilidad

1. Prevalencias del
microorganismo
2. Informacion de condiciones de l

muestreo: tipologia,
representatividad, lugares (ciudades,
municipios, departameantos),

2. Analisis de la cadena de la granja o el mar a la mesa

indicaciones de la toma de la muestra i) Definicion de las operaciones unitarias criticas en el comportamiento
(producto final, materia prima, etapa del del microorganismo (Incremento, Reduccién y re-contaminacion)
proceso), condiciones generales de

almacanamiento y procesamiento l

ii) Planteamiento de escenarios con base en la revision de literatura e

l

iii) Modelamiento de la transferencia de calor, masa o momentum

|

Condiciones mas probables extrinsecas, intrinsecas e implicitas que describen
toda la cadena de produccion, suministro y consumo del alimento

informacian del gestor

3. Modelamiento de comportamiento microbiano
i) Seleccion de modelos de microbiologia predictiva

|

i) Mineria de datos y ajuste a modelos de comportamiento microbiano

l

Parametros biocinéticos ICrecimiento y reduccion)

iii) Simulaciones probabilisticas de la cadena de la granjac el mara la
mesa, considerando los escenarios propuestos

Estimaciones probabilisticas de las dosis del microorganismo por porcién de
aliminto consumida

3. Modelamiento de la caracterizacion del riesgo

i) Seleccion de modelos de modelos de infeccidn y sus respectivos
parametros con base en revision de literatura

ii) Busqueda de informacién de consumo: cantidad por porcién diaria (g o
ml por dia), frecuencia de consumo por unidad de tiempo y numero de
poblacién consumidora

iii) Simulacién probabilistica de la probabilidad de infeccién por consumo
del alimento contaminado con el patdégeno por escenarios propuestos

Probabilidad de nimero de casos estimados por consumo de alimento
contaminado por el patégeno en la poblacion objeto de la evaluacion de riesgo

Figura 5. Diagrama de proceso general para realizar la evaluacion de la exposicién y
caracterizacion del riesgo de un peligro microbiolégico
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4. Posibles limitaciones en la aplicacidn de la metodologia

e Siempre se debe contar con la prevalencia del patégeno en el alimento, asi como
debe estar claramente definida la informacién del muestreo, debido a que se
pueden presentar errores y sesgos asociados al tipo de muestreo y su
representatividad estadistica.

e Se debe tener en cuenta que generalmente no se tienen datos acerca de la
concentracion del microorganismo en los puntos de muestreo evaluados, debido
a que las pruebas aplicadas por los gestores estan enfocadas a la determinacion
de ausencia/ presencia de un patégeno. En consecuencia, las simulaciones de la
concentracion del microorganismo y modelos de infeccién estan sujetas a la
disponibilidad de datos de la literatura.

e Actualmente la incertidumbre de los modelos no se puede calcular, debido a las
dificultades del subregistro en el reporte de ETA, asi como la dificultad para
asociar la patologia a un alimento y agente etiolégico especifico. Por otro lado,
resulta muy importante realizar comparaciones plausibles de espacio, tiempo,
edad y persona.
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